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1. Imie¢ i Nazwisko.

Katarzyna Skonieczna

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

05.07.2005 - tytul zawodowy licencjata biotechnologii — Zaklad Genetyki; Wydziat
Biologii 1 Nauk o Ziemi; Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu;
kierunek biotechnologia; tytut pracy dyplomowej: Biatka szoku cieplnego i

homologi genéw dnaj. Promotor: dr Grazyna Dabrowska (obecnie dr hab.)

04.07.2007 - tytul zawodowy magistra biotechnologii — Zaklad Genetyki; Wydziat
Biologii 1 Nauk o Ziemi; Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu;
kierunek biotechnologia; tytul pracy dyplomowej: Influence of
phosphorylation of p53 at Ser315 on post-translational modification and
transcriptional activity of p53. Promotor: dr hab. Anna Goc (obecnie prof.
UMK); praca badawcza wykonana w Ludwig Institute for Cancer Research;
University College London, obecnie University of Oxford (Zjednoczone
Kroélestwo Wielkiej Brytanii i Irlandii Pétnocnej) pod kierunkiem prof. Xin

Lu, kierownik Tumour suppression group

27.06.2012 — stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej — Zaktad
Genetyki Molekularnej 1 Sadowej; Katedra Medycyny Sadowej; Wydziat
Lekarski; Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy;
Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu; tytul rozprawy doktorskie;j:
Mutacje w mitochondrialnym DNA w nowotworach jelita grubego.

Promotor: prof. dr hab. n. med. Tomasz Grzybowski
27.06.2012 — dyplom ukoficzenia 4-letniego programu doktorskiego w migdzynarodowym

Studium Medycyny Molekularnej, administrowanym przez Warszawski

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

04.10.2011 — 04.09.2013 - asystent - Zaklad Genetyki Molekularnej i Sadowej; Katedra
Medycyny Sadowej; Wydziat Lekarski; Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy; Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

05.09.2013 — obecnie - adiunkt - Zaklad Genetyki Molekularnej i Sadowej; Katedra
Medycyny Sadowej; Wydzial Lekarski; Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy; Uniwersytet Mikofaja Kopernika w Toruniu

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. 2017 r. poz. 1789)

a) tytul osiggniecia naukowego/artystycznego:

»Zmienno$¢ genomu mitochondrialnego w raku jelita grubego w Swietle wynikow

wielkoskalowego sekwencjonowania DNA (MPS)”

b) publikacje wchodzace w zakres zglaszanego osiagni¢cia naukowego
(autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa,

recenzenci wydawniczy)

Okreslenie indywidualnego wkiadu autorskiego w powstanie ponizej wymienionych prac
znajduje sie w Zatgczniku nr 4. Oswiadczenia wszystkich wspotautorow okreslajgce
indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie poszczegolnych publikacji znajdujq sie w
Zatgczniku nr 5. Kopie publikacji znajdujq sie w Zatqczniku nr 6.

Wartos¢ wspotczynnika oddziatywania Impact Factor (IF) wg JCR oraz punktacje Wg
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) dla poszczegolnych artykutow podano
zgodnie z rokiem ich opublikowania, z wyjqtkiem artykutow opublikowanych w roku 2018 oraz
2019, dla ktorych przyjeto IF oraz punktacje MNiSW, jak w roku 2017.
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Osiagnigcie naukowe zostalo udokumentowane cyklem czterech artykulow

opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych znajdujacych si¢ na liscie

Journal Citation Reports (JCR). We wszystkich publikacjach jestem pierwszym autorem, a w

trzech autorem korespondencyjnym.

1. Katarzyna Skonieczna, Boris Malyarchuk, Arkadiusz Jawien, Andrzej Marszatek,

dr n.

Zbigniew Banaszkiewicz, Pawel Jarmocik, Marcelina Borcz, Piotr Bala, Tomasz
Grzybowski, 2015, Heteroplasmic substitutions in the entire mitochondrial genomes of
human colon cells detected by ultra-deep 454 sequencing. Forensic Science
International: Genetics, 15: 16 — 20.

IF =4,988; MNISW =45

Katarzyna Skonieczna, Boris Malyarchuk, Arkadiusz Jawiefn, Andrzej Marszatek,
Zbigniew Banaszkiewicz, Pawet Jarmocik, Tomasz Grzybowski, 2018, Mitogenomic
differences between the normal and tumor cells of colorectal cancer patients. Human
Mutation, 39: 691 — 701.

IF =5,359; MNiSW =40

Katarzyna Skonieczna, Arkadiusz Jawien, Andrzej Marszatek, Tomasz Grzybowski,
2019, TP53 somatic mutations are associated with somatic mitogenome substitutions but
not indels in colorectal cancer cells. The Journal of Gene Medicine, 21:€3063. doi:
10.1002/jgm.3063

IF =2,524; MNiSW =20

Katarzyna Skonieczna, Arkadiusz Jawien, Andrzej Marszalek, Tomasz Grzybowski,
2019, opublikowany online, Mitogenome germline mutations and colorectal cancer risk
in Polish population. Archives of Medical Science, doi:
https://doi.org/10.5114/aoms.2018.80893

IF =2,344; MNiSW =30

Sumaryczny IF osiagni¢cia = 15,215
Liczba punktow MNiSW =135
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Cc) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania - cytowania umieszczono w

spisie pis$miennictwa.

Wprowadzenie

Material genetyczny w postaci DNA zlokalizowany jest u czlowieka nie tylko w jadrze
komorkowym, ale rowniez poza jego obszarem, na terenie mitochondriow. Ludzki genom
mitochondrialny sktada si¢ z 16 569 par zasad (pz), a jego sekwencja nukleotydowa zostala w
pelni scharakteryzowana w 1981 r. przez Andersona i wsp. [1981] oraz poprawiona przez
Andrews i wsp. [1999] i od tamtej pory uzywana jest jako sekwencja referencyjna (numer
dostepu w bazie GenBank: NC 012920), znana réwniez pod nazwag ,,/CRS” (ang. revised
Cambridge Reference Sequence). Genom mitochondrialny czlowieka zawiera geny kodujace
13 biatek tancucha oddechowego, 22 czasteczki tRNA oraz 2 czasteczki rRNA (podjednostki
12S oraz 16S) [Anderson i wsp., 1981]. Region kontrolny mtDNA (tzw. petla D) zbudowany
jest z 1122 pz (pozycje 1 — 576 oraz 16024 — 16569) i zawiera najmniej stabilne ewolucyjnie
pozycje w mtDNA [Anderson i wsp. 1981; van Oven i Kayser, 2009]. W pojedynczym
mitochondrium znajduje si¢ do ok. 11 czgsteczek mitochondrialnego DNA (mtDNA) [Cavelier
i wsp., 2000]. W komorkach budujacych rozne narzady wewngtrzne czlowicka obserwuje sie
zroznicowang liczbe mitochondriéw [D'Erchia i wsp., 2015]. Im wigksze jest zapotrzebowanie
energetyczne komorek tym wigksza jest liczba wystepujacych w nich mitochondriow [D'Erchia
iwsp., 2015]. W konsekwencji w pojedynczej komorce somatycznej liczba kopii mtDNA moze
wynosi¢ nawet ok. 10 000 [za Lightowlers i wsp., 1997]. Warto przy tym zwroci¢ uwage na
znaczne dysproporcje w liczbie czasteczek mtDNA znajdujacych sie w komodrkach rozrodczych
cztowieka. W istocie, w dojrzatym, ludzkim oocycie wystgpuje ponad 100 000 kopii mtDNA
[Chen i wsp., 1995], a w plemniku ok. 1000 [Diez-Sanchez i wsp., 2003]. Ta przewaga
ilosciowa czasteczek mtDNA mi¢dzy komérkami rozrodczymi zeniskimi a meskimi jak réwniez
molekularne mechanizmy selektywnej degradacji mitochondriow obecnych w plemniku leza u
podstaw dziedziczenia mitochondrialnego DNA w linii matczynej. Odstepstwa od ww. sposobu
dziedziczenia mtDNA polegajace na przekazywaniu potomstwu ojcowskiego mtDNA facznie
z matczynym raportowano w bardzo nielicznych przypadkach chorob zwigzanych z
dysfunkcjami mitochondriow [Schwartz i Vissing, 2002; Luo i wsp., 2018]. Nalezy jednak
zwroci¢ uwage na fakt, ze prace, w ktorych przeprowadzono a posteriori filogenetyczng analize
opublikowanych juz danych z tego zakresu poddaja w watpliwos¢ wiele z tych doniesien

wskazujac na liczne btedy proceduralne tam zawarte (np. zanieczyszczenie probki egzogennym
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DNA, zmieszanie probek itp.) [Bandelt i wsp., 2005; Lutz-Bonengel i Parson, 2019]. Tym
samym nadal trwa ozywiona dyskusja dotyczaca ewentualnej mozliwosci patologicznego
przekazywania mtDNA dzieciom nie tylko przez matke, ale rowniez przez ojca [Luo i wsp.,
2019; Lutz-Bonengel i Parson, 2019].

Ze wzgledu na duza ilos¢ czasteczek MtDNA w pojedynczej komorce, mutacje moga mied
charakter homoplazmatyczny (wszystkie czasteczki mtDNA w komorce zawieraja dany
wariant mtDNA) lub heteroplazmatyczny (r6zne czasteczki mtDNA zawierajg rézne warianty
sekwencji mtDNA). Nalezy przy tym zauwazyc¢, ze sekwencja ludzkiego mtDNA wykazuje
duze zréznicowanie w populacjach ludzkich [van Oven i Kayser, 2009]. W istocie, $srednia
czesto$¢ mutacji mtDNA jest ok. dziesigciokrotnie wyzsza niz jadrowego DNA [Brown 1 wsp.,
1979; 1982]. Uznaje si¢, ze wynika to z duzej ekspozycji na reaktywne formy tlenu (RFT),
braku ochrony w postaci biatek histonowych oraz mniej sprawnych mechanizméw naprawy
uszkodzen DNA [Richter 1 wsp., 1988]. Na przestrzeni setek tysiecy lat czeste zmiany w
sekwencji mtDNA, utrwalaty sie¢ w okreslonych subpopulacjach i tworzyty coraz to nowe linie
,yodowe”. Tym samym, obserwowane w dzisiejszych czasach haplotypy mtDNA (sekwencje z
zidentyfikowanymi  zmianami  nukleotydowymi) charakteryzujagce si¢  obecnos$cia
specyficznego panelu mutacji oddziedziczonych od wspdlnego przodka tworzg monofiletyczne
grupy, tzw. haplogrupy lub klady.

Pierwsze doniesienia dotyczgce heteroplazmii ludzkiego mtDNA ukazatly si¢ okoto 30 lat
temu 1 wskazywatly na obecno$¢ mutacji heteroplazmatycznych u oséb z zespotem MERRF
(ang. Myoclonic Epilepsy with Ragged Red Fibers) czy mitochondrialnymi miopatiami [Holt i
wsp., 1988; Wallace i wsp., 1988]. Wraz z upowszechnieniem i zautomatyzowaniem techniki
sekwencjonowania dideoksy wzrastata liczba prac oOpisujacych zjawisko heteroplazmii w
ludzkim mitochondrialnym DNA. Liczne badania wskazaly na obecno$¢ wariantow
heteroplazmatycznych nie tylko u pacjentow, u ktorych zdiagnozowano choroby
mitochondrialne, ale rowniez u os6b zdrowych zasiedlajacych rézne regiony geograficzne
[Crespillo i wsp., 2000; Tagliabracci i wsp., 2001; Vanecek i wsp., 2004; Santos i wsp., 2008;
Irwin i wsp., 2009]. W znakomitej wigkszosci badania koncentrowaly si¢ na bardzo niewielkim
fragmencie regionu kontrolnego, stanowigcym zaledwie ok. 6% calego genomu
mitochondrialnego. Jedno z najwickszych tego typu badan, przeprowadzone na ponad 5000
0sob z ogolnej populacji ludzkiej wykazalo, ze heteroplazmatyczne substytucje wystepuja W
regionie kontrolnym mtDNA z czestoscig ok. 6%, natomiast polimorfizm dlugosci fragmentow
powtorzonych z czgstoscia ok. 52% (z czego ok. 87% dotyczylo regionu pomiedzy

nukleotydami 303 — 309) [Irwin i wsp., 2009]. Heteroplazmatyczne substytucje obserwowane
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byly w 114 z 1122 przeanalizowanych pozycjach mitochondrialnego regionu kontrolnego
[Irwin i wsp., 2009]. Najczgsciej notowane bylty w wysoce niestabilnej pozycji 16093 (dot.
0,8% wszystkich analizowanych 0sob), natomiast zmienno$¢ w tacznie 48 pozycjach mtDNA
obserwowano niezaleznie u co najmniej dwoch osob [Irwin 1 wsp., 2009]. W znakomitej
wigkszosci przypadkow (ok. 90%) byty to heteroplazmatyczne tranzycije [Irwin i wsp., 2009].
U przewazajacej liczby osob (ok. 97%) heteroplazmatyczne substytucje obserwowane byty
tylko w jednej pozycji nukleotydowej [Irwin i wsp., 2009]. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze
heteroplazmia wystepowala poza miejscami specyficznymi dla haplogrupy, do ktorej
zaklasyfikowano haplotyp danej osoby [Irwin i wsp., 2009].

Z uwagi na wysokie koszty badah analiza spektrum heteroplazmii w pelnych genomach
mitochondrialnych podejmowana byta sporadycznie. Jedno z takich badan przeprowadzono na
101 niespokrewnionych, zdrowych osobach z populacji hiszpanskiej [Ramos i wsp., 2013].
Heteroplazmatyczne substytucje stwierdzono u ok. 24%, natomiast delecje lub insercje u ok.
49% o0sob [Ramos i wsp., 2013]. Poza dwiema zmianami (w pozycjach 152 oraz 16189)
heteroplazmatyczne substytucje wystepowaly w réznych miejscach w mtDNA [Ramos i wsp.,
2013]. Wiekszos$¢ (ok. 72%) dotyczyta pozycji zlokalizowanych w regionie kodujacym [Ramos
i wsp., 2013]. Heteroplazmatyczne zmiany w diugosci sekwencji obserwowano w 7 r6znych
regionach w mtDNA, przy czym w znakomitej wigkszosci przypadkow (ok. 95%) wystgpowaty
one w regionie kontrolnym [Ramos i wsp., 2013].

Nalezy jednak zauwazy¢, ze analizy zmian heteroplazmatycznych prowadzone przy uzyciu
sekwencjonowania dideoksy, ograniczone s3 do detekcji wariantu mniejszo$ciowego na
poziomie nie mniejszym niz 10% [Irwin 1 wsp., 2009]. Tymczasem post¢p w technologii
sekwencjonowania jaki dokonat si¢ w ciggu ostatniej dekady umozliwit rownolegla analizg
milionéw sekwencji DNA w tym samym czasie [Harismendy i wsp., 2009]. Dzigki
wielkoskalowemu sekwencjonowaniu (ang. Massively Parallel Sequencing, MPS) znacznie
wzrosta czulo$¢ detekcji wariantéw mniejszosciowych. W istocie, poprzez zastosowanie
odpowiednio duzego pokrycia sekwencji DNA w analizie za pomocag MPS mozliwe stalo si¢
wykrycie wariantow nukleotydowych znajdujacych si¢ na poziomie znacznie ponizej 10%, tj.
czutosci detekcji tradycyjnego sekwencjonowania dideoksy [lrwin i wsp., 2009]. W
konsekwencji nowoczesna technologia MPS znalazta wykorzystanie w genetyce medycznej,
do identyfikacji mutacji somatycznych w mtDNA na poziomie nieuchwytnym przez tradycyjne
sekwencjonowanie [He i wsp., 2010; Avital i wsp., 2012; Ju i wsp., 2014; McMahon i
LaFramboise, 2014]. Jedno z pierwszych doniesien wykorzystujacych MPS koncentrowato si¢

wokot spektrum mutacji w mtDNA w raku jelita grubego (RJG), w ktorym mozliwa bylta
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detekcja wariantu mniejszo$ciowego juz na poziomie ok. 1,6% [He i wsp., 2010]. W wyniku
ww. badan zaobserwowano liczne warianty mniejszosciowe nie tylko w komoérkach
zmienionych nowotworowo, ale rowniez w pelnych genomach mitochondrialnych komoérek
niezmienionych chorobowo uzyskanych od wszystkich dziesieciu pacjentow [He i wsp., 2010].
Doniesienia te zostaty jednak zakwestionowane przez migdzynarodowe srodowisko ekspertow
z dziedziny genetyki populacyjnej i filogenetyki. Przeprowadzona a posteriori analiza
filogenetyczna haplotypow opublikowanych przez He i wsp. [2010] wykazata brak w kazdym
z nich wielu mutacji diagnostycznych dla znanych haplogrup mtDNA [Bandelt i Salas 2012,
Skonieczna i wsp., 2012]. Tym samym jednoznacznie udowodniono, ze dane opublikowane
przez He i wsp. [2010] obarczone sg mankamentami [Bandelt i Salas 2012, Skonieczna i wsp.,
2012]. Kolejne proby zaimplementowania MPS do ustalania haplotypéw ludzkiego mtDNA
rowniez wskazywaty na powszechno$¢ wystepowania heteroplazmii mtDNA u os6b zdrowych.
W szczegdlnoscei, analiza MPS pozwalajgca wykry¢ wariant mniejszosciowy juz na poziomie
1%, ktore uzyskano w ramach ,,1000 Genomes Project” wykazala obecnos¢ mutacji
heteroplazmatycznych u ok. 90% osob badanych [Ye i wsp., 2014]. Szczeg6lnie intrygujacym
wynikiem analiz przeprowadzonych przez Ye i wsp. [2014] byla obserwacja bardzo duzej
liczby wariantow heteroplazmatycznych zidentyfikowanych u pojedynczych oséb. Dla
przyktadu, u jednego z uczestnikoéw projektu ,,1000 Genomes Project” zidentyfikowano az 71
mutacji heteroplazmatycznych [Ye i wsp., 2014]. Jednakze wnikliwa analiza danych
opublikowanych przez Ye i wsp. [2014], ktora zostata przeprowadzona w oparciu o wiedze z
zakresu filogenezy ludzkiego mitochondrialnego DNA jednoznacznie wykazata szereg bledow,
zwlaszcza kontaminacji probek egzogennym materiatem genetycznym [Just i wsp., 2014]. Tym
samym, réwniez wyniki badan Ye 1 wsp. [2014] zostaly podwazone, a miedzynarodowe
srodowisko specjalistow z zakresu genetyki populacyjnej i sadowej wskazato jednoznacznie na
konieczno$¢ zdefiniowania wlasciwych, optymalnych kryteriow analizy, Kktore
zapewnilyby wysoka jako$¢ otrzymanych danych MPS i umozliwityby detekcje wariantow
mniejszosciowych w mtDNA na bardzo niskim poziomie [Bandelt i Salas 2012, Just i wsp.,
2014].

Nalezy zauwazy¢, ze heteroplazmia mtDNA ma ogromne znaczenie interpretacyjne w
genetyce medycznej (przy rozpoznawaniu oraz leczeniu chorob mitochondrialnych) [za Schon
i wsp., 1997; Rossignol i wsp., 2003; Wallace, 2005], jak rowniez w genetyce sadowej (do
formulowania wnioskow w postgpowaniach procesowych np. z zakresu indywidualizacji
$ladow biologicznych czy identyfikacji osob) [za Carracedo i wsp., 2000; Parson i wsp., 2014].

Tym samym niezwykle waznym jest ustalenie i charakterystyka rzeczywistego spektrum
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mutacji heteroplazmatycznych wystepujacych w mtDNA os6b zdrowych, niezbednego do
poprawnego wnioskowania w zakresie genetyki medycznej czy sadowe;j.

Heteroplazmia mtDNA w komoérkach somatycznych moze by¢ odziedziczona lub powstac
,,de novo”. Wczesniejsze badania wykazaty, ze w komérkach macierzystych nablonka jelita
grubego, pobranych z fragmentow tkanek niezmienionych chorobowo od Kilku pacjentow z
nowotworem jelita grubego czgsto zostaja wprowadzone ,,de novo” mutacje (zard6wno
homoplazmatyczne jak i heteroplazmatyczne) w mtDNA, ktore nastgpnie zostajg przekazane
komorkom potomnym budujacym krypty jelita grubego [Taylor i wsp., 2003; Greaves 1 wsp.,
2006]. Tym, samym mozna oczekiwaé, ze mutacje heteroplazmatyczne beda czesto
obserwowane w mtDNA komorek nablonka jelita grubego. Jednoczesnie fragmenty tkanek
jelita grubego wydaja si¢ by¢ doskonatym materiatem do analizy wariantow mniejszosciowych
w mtDNA i tym samym do walidacji metody MPS. Nalezy przy tym zauwazy¢, Ze nieznanym
pozostaje spektrum mutacji heteroplazmatycznych w komoérkach jelita grubego. W
istocie, badania mtDNA krypt jelitowych niezmienionych chorobowo byty do tej pory
prowadzone na probkach uzyskanych od zaledwie kilku oséb [Taylor 1 wsp., 2003; Greaves i
wsp., 2006].

Ze wzgledu na potrzebe scharakteryzowania spektrum mutacji heteroplazmatycznych w
pelnych genomach mitochondrialnych z mozliwie najwigksza czuloscig detekcji wariantow
mniejszosciowych, po raz pierwszy przeprowadzone zostaly badania na niezmienionych
chorobowo fragmentach tkanek jelita grubego z wykorzystaniem technologii MPS, ktore
zostaly zaprezentowane w pracy nr 1 cyklu wykazanego jako osiggniecie naukowe.

Praca nr 1 (Forensic Sci Int Genet. 2015; 15:16-20)

Glownym celem badan przeprowadzonych w ramach pracy nr 1 bylo zoptymalizowanie

jednej z metod MPS (sekwencjonowania 454) oraz scharakteryzowanie spektrum mutacji

heteroplazmatycznych w pelych genomach mitochondrialnych komorek jelita grubego.

Badania zostaly przeprowadzone na niezmienionych nowotworowo fragmentach tkanek jelita
grubego (co potwierdzono za pomoca analizy histopatologicznej), ktore zabezpieczono od 50
pacjentow z rakiem jelita grubego (RJG) z populacji polskiej. Pelne genomy mitochondrialne
zostaly zamplifikowane zgodnie z protokotem Fendt i wsp. [2009], a ich sekwencja zostata
ustalona z wykorzystaniem sekwencjonowania 454 przy uzyciu odczynnikow z serii Titanium
(Roche Diagnostics) na instrumencie Genome Sequencer FLX (Roche Diagnostics). Srednie
pokrycie kazdej pozycji nukleotydowej wynosito okoto 1591 razy. Warianty mniejszosciowe
w mtDNA ustalone z wykorzystaniem metody 454 identyfikowano, gdy zmieniony nukleotyd

wystepowal w co najmniej dwudziestu unikalnych odczytach, a co najmniej 35% z wszystkich
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odczytow dla wariantu mniejszo$ciowego bylo z nici wiodacej lub opdznionej. Ponadto
warianty mniejszosciowe wskazywano, gdy stosunek odczytéw z nici wiodacej do opdznionej
nie réznit si¢ statystycznie od tego skalkulowanego dla wariantu wickszo$ciowego.
Przytoczone wyzej kryteria analizy bioinformatycznej umozliwity wskazanie wszystkich zmian
heteroplazmatycznych na poziomie powyzej 10%, ktore zostaly potwierdzone poprzez
resekwencjonowanie dideoksy. Tym samym, pozytywnie zweryfikowano poprawnosé¢
laboratoryjnej procedury ustalania sekwencji mtDNA z wykorzystaniem metody 454 oraz
przyjetych kryteriow diagnostyki wariantow mniejszosciowych. Dzigki zastosowaniu metody
wiarygodnego, wysokoprzepustowego sekwencjonowania 454, zoptymalizowanego po raz
pierwszy dla calego mtDNA w ramach pracy nr 1 mozliwe stalo si¢ wskazanie
autentycznych wariantéw mniejszosciowych juz na poziomie ok. 1%. Poprawno$é¢
sekwencji  pelnych genoméw  mitochondrialnych ustalonych z  wykorzystaniem
zoptymalizowanej metody 454 zostata potwierdzona w wyniku analizy filogenetycznej.

Zoptymalizowana metoda sekwencjonowania 454 zostala nastgpnie wykorzystana do
przeprowadzenia po raz pierwszy analizy spektrum mutacji heteroplazmatycznych w
mtDNA komorek niezmienionych nowotworowo jelita grubego uzyskanych od 50
pacjentow z RJG. Zidentyfikowane w ramach pracy nr 1 warianty mniejszosciowe stanowily
od ok. 2% do ok. 43% wariantu wigkszosciowego, a az ponad potowy z nich (ok. 57%) nie
mozna bylo wykry¢ za pomocg tradycyjnego sekwencjonowania dideoksy (stanowity mniej niz
10% wariantu wigkszo$ciowego). Przeprowadzone badania wykazaty, ze heteroplazmatyczne
substytucje (wszystkie w postaci tranzycji) w niezmienionych chorobowo komérkach
jelita grubego wystepuja u ok. 32% osob z badanej populacji i lokalizujag w réznych
pozycjach genomu mitochondrialnego. W wigkszosci (ok. 63%) w pojedynczej probce
identyfikowano jedng heteroplazmatyczng substytucj¢. Najwigksza liczbg pozycji z wariantami
mniejszosciowymi, w postaci trzech heteroplazmatycznych substytucji zaobserwowano w
jednej probee (ok. 2%). Heteroplazmatyczne substytucje lokalizowaty z podobng czestoscig w
regionie kontrolnym co kodujacym (odpowiednio 57% i 43%). Znakomita wi¢kszos¢ (ok.
78%) z heteroplazmatycznych substytucji lokalizowala w pozycjach zmiennych, znanych
w filogenezie ludzkiego mtDNA, a zadna z nich nie wystepowala w bazach danych
wariantow zasocjowanych z chorobami mitochondrialnymi.

Podsumowujac, w pracy nr 1 zoptymalizowano protokot sekwencjonowania 454 dla petnych
genomow mitochondrialnych i zdefiniowano optymalne kryteria analizy zapewniajace wysoka
jakos$¢ otrzymanych danych MPS. Podkresleniem metodycznych waloréw pracy jest fakt

opublikowania wynikéw w Forensic Science International: Genetics, czasopismie z listy
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JCR najwyzej notowanym w zakresie nauk sadowych, ktore w sposob szczegolnie
wyrazny akcentuje koniecznos¢ zachowania najwyzszych standardow analizy mtDNA, ze
wzgledu na mozliwe aplikacje dla celéw sadowych. Ponadto, zoptymalizowana metoda 454
pozwolita wykry¢ warianty mniejszoSciowe w mtDNA juz na poziomie ok. 1% i ustali¢
wiarygodne  spektrum  heteroplazmatycznych  substytucji w  pelnych  genomach
mitochondrialnych niezmienionych chorobowo komorek jelita grubego.

Praca nr 2 (Hum Mutat. 2018; 39: 691-701)

Badania zmiennos$ci genomu jadrowego w komorkach nowotworowych wykazaly, ze
niektore dziedziczne typy nowotwordw sa zwigzane z mutacjami w genach kodujacych biatka
mitochondrialne [za Brandon i wsp., 2006]. Pozniejsze prace wskazaly takze na obecnosé
licznych mutacji somatycznych w mitochondrialnym DNA (mtDNA) w raku jelita grubego [He
i wsp., 2010]. Jednak dokonana wybidrczo ocena ich autentyczno$ci wykazala liczne bledy
zasygnalizowane we wczesniejszej czesci autoreferatu [Bandelt i Salas 2012, Skonieczna i
wsp., 2012]. Pozostawalo niejasnym, czy w trakcie karcynogenezy dochodzi do zmian w
sekwencji mMtDNA? Brak rzetelnych danych dotyczacych zmiennosci sekwencji
mitochondrialnego DNA w raku jelita grubego stat si¢ przyczynkiem do podjecia badan juz w
ramach mojej rozprawy doktorskiej [Skonieczna, 2012]. W ww. pracy badaniu zostalo
poddanych 50 pacjentow z RJG, jednakze sekwencje mMtDNA zostaly ustalone z
wykorzystaniem tradycyjnego sekwencjonowania metodg dideoksy. Mutacje somatyczne W
mtDNA, z ktorych znakomita wigkszos¢ (ok. 90%) obserwowana byla w stanie
heteroplazmatycznym zostalty wykryte u 35 pacjentow [Skonieczna, 2012]. Po
przeprowadzeniu badan w ramach pracy nr 1 z niniejszego cyklu publikacji jasnym stalo sig,
ze mniejszosciowe warianty heteroplazmatyczne (stanowigce mniej niz 10% wariantu
wigkszosciowego) mogly nie =zosta¢ wykryte metoda dideoksy w ramach badan
zaprezentowanych w mojej rozprawie doktorskiej - nie tylko w niezmienionych chorobowo
komorkach jelita grubego (ok. 57% mutacji heteroplazmatycznych), ale rowniez w komorkach
RJG. Tym samym autentyczne spektrum mutacji somatycznych w mtDNA w raku jelita
grubego pozostawalo nadal nieznane. W zwiagzku z tym, podjete zostaly nowe badania nad
zmiennoscig sekwencji pelnych genomoéw mitochondrialnych w raku jelita grubego
wykorzystujace zoptymalizowang w ramach pracy nr 1 metode wysokoprzepustowego
sekwencjonowania 454.

Glownym celem analiz opublikowanych w ramach pracy nr 2 bylo ustalenie spektrum

mutacji somatycznych w pelnych genomach mitochondrialnych jelita grubego oraz zbadanie

na podstawie analiz in silico ich potencjalnego zaangazowania w karcynogeneze. Badaniem

dr n. med. Katarzyna Skonieczna Strona 12 z 33



Zatacznik nr 2

objeto 100 pacjentow z rakiem jelita grubego zrekrutowanych z populacji polskiej. Sekwencje
petnych genomdéw mitochondrialnych ustalone zostaty metoda 454, a ich poprawno$¢ zostata
potwierdzona z wykorzystaniem metod filogenetycznych. Czulo$¢ detekcji wariantu
mniejszosciowego w mtDNA wynosita ok. 1%. Na podstawie porownan haplotypow catych
genomow mitochondrialnych ustalonych dla tkanki niezmienionej i zmienionej nowotworowo
indywidualnego pacjenta wskazano mutacje somatyczne. Somatyczne zmiany w dlugosci
sekwencji mtDNA (insercje lub delecje, okreslane jako ,,indel”) wystepowaty u 45% pacjentow
z RIG. W wigkszosci (ok. 89% przypadkéw) zmiany te lokalizowaly w regionie powtorzen
cytozyny pomiedzy nukleotydami 303 — 315 (tzw. regionie D310). Z kolei, obecnos¢ tacznie
148 somatycznych substytucji w mtDNA stwierdzono u 76% pacjentéw z rakiem jelita
grubego. Somatyczne substytucje lokalizowaly w roznych pozycjach w genomie
mitochondrialnym, i tylko zaledwie ok. 7% z nich wyst¢powala niezaleznie u dwoch
pacjentow z RJG. Przewazajaca wiekszo$¢ (ok. 96%) mutacji somatycznych w mtDNA
komorek RJG wystgpowala w postaci zmian heteroplazmatycznych. Ponad 23% z nich
charakteryzowala si¢ obecno$cia wariantu mniejszosciowego na poziomie ponizej 10%, tj.
granicy detekcji  tradycyjnego  sekwencjonowania dideoksy. Okolo polowa z
heteroplazmatycznych substytucji (~47%) wystepowala poza miejscami polimorficznymi
ludzkiego mtDNA, a ok. 53% wystepowalo w bazach danych pozycji zasocjowanych z
chorobami mitochondrialnymi. Somatyczne substytucje (ok. 94% tranzycje i ok. 6%
transwersje) w mtDNA komorek RJG lokalizowaly gtéwnie w regionie kodujacym (ok. 81%).
Ok. 53% z wszystkich somatycznych substytucji wystepowato w mitochondrialnych genach
kodujacych biatka, ok. 18% w genach rRNA, a ok. 10% w genach tRNA. Ok. 75% z mutacji
somatycznych zlokalizowanych w genach kodujacych biatka prowadzita do zmian w sekwencji
aminokwasowej i wigkszo$¢ z nich (ok. 70%) dotykata wysoce stabilnych ewolucyjnie pozycji
w polipeptydzie. Somatyczne mutacje niesynonimiczne w znakomitej wiekszosci (0k. 73%)
charakteryzowaly si¢ wspélczynnikiem patogeniczno$ci wyzszym niz ten oszacowany dla
mutacji zasocjowanych z chorobami mitochondrialnymi, sugerujac ich potencjalnie
szkodliwy wplyw na metabolizm komorki.

Pomimo potencjalnie patogennego wplywu mutacji somatycznych w mtDNA (w
szczegblnosci substytucji w regionie kodujacym) zidentyfikowanych w RIJG, analizy
statystyczne wykazaly brak zwiazku pomiedzy ich obecnoscia, a cechami klinicznymi
pacjentéw, takimi jak stadium zaawansowania choroby (wg. klasyfikacji TNM), czy

przerzuty do wezlow chlonnych. Ponadto, zaobserwowano brak istotnych statystycznie
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zalezno$ci pomiedzy obecno$ciag somatycznych mutacji (substytucji lub zmian typu indel) w
mtDNA a wiekiem, plcig czy lokalizacja guza w jelicie grubym.

Analiza wzorca mutacji somatycznych w mtDNA komorek raka jelita grubego sugeruje, ze
moga by¢ one wynikiem dzialania reaktywnych form tlenu (RFT) lub azotu (RFA). Z
kolei, przeprowadzone testy selekcji na pelnych genomach mitochondrialnych komorek
niezmienionych i zmienionych nowotworowo wykazaly oslabienie nacisku selekcji
negatywnej na mtDNA komérek RJG. W konsekwencji w komorkach raka jelita grubego
mozna obserwowa¢ zmiany somatyczne nawet w miejscach silnie konserwowanych
ewolucyjnie, ktorych de facto nie obserwuje si¢ w filogenezie ludzkiego mtDNA.

Podsumowujac, analiza spektrum mutacji somatycznych w mtDNA przeprowadzona w
ramach w pracy nr 2 wykazata wysoka zmiennos$¢ tego materiatu genetycznego w raku jelita
grubego. Mutacje somatyczne w postaci zmian w dlugosci sekwencji (mutacje typu indel)
lokalizujg najczesciej w regionie D310, natomiast somatyczne substytucje dotykaja réznych
pozycji w genomie mitochondrialnym. Somatyczne substytucje wystepuja najczesciej w
postaci heteroplazmatycznych zmian, a ok. 23% ze zidentyfikowanych wariantow
mniejszo$ciowych mozna wskaza¢ wylacznie za pomocg sekwencjonowania MPS, gdyz
znajduja si¢ na poziomie ponizej 10%, tj. limitu detekcji tradycyjnego sekwencjonowania
dideoksy. Konsekutywna analiza in silico somatycznych substytucji w mtDNA w RJG
wskazala, ze wigkszo$¢ z nich moze mie¢ potencjalnie szkodliwy wptyw na metabolizm
komorki. Badania przeprowadzone w pracy nr 2 sugerujg rownicz, ze RFT lub RFA moga
przyczynia¢ si¢ do powstania somatycznych substytucji, a do ich akumulacji w mtDNA
komorek RJG dochodzi na skutek ostabienia nacisku selekcji negatywnej. Ponadto wykazano,
ze mutacje somatyczne w mtDNA nie s3 zasocjowane z cechami klinicznymi pacjentow z
rakiem jelita grubego z populacji polskiej.

Praca nr 3 (J Gene Med. 2019; 21:e3063)

Niesprawne systemy naprawy moga Spowodowaé, ze podczas replikacji btednie
wprowadzony nukleotyd nie zostanie usuniety z nowopowstajacej nici mtDNA. Tym samym,
niewlasciwie funkcjonujace mechanizmy naprawy uszkodzen w mitochondrialnym DNA moga
przyczynia¢ si¢ do powstawania mutacji somatycznych w szybko dzielacych si¢ komorkach
raka jelita grubego. Przeprowadzone do tej pory badania wskazuja, ze w mitochondriach
funkcjonujg proste mechanizmy naprawy mtDNA tj. systemy naprawy z wycinaniem zasad
(ang. Base Excision Repair, BER) czy systemy naprawy niedopasowanych nukleotydow (ang.
Mismatch Repair, MMR). Gl6wnym enzymem uczestniczagcym w replikacji i naprawie bledow

w sekwencji mtDNA jest polimeraza gamma. Tym samym mutacje w genie kodujacym
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polimeraze gamma, ktore prowadzityby do jej dezaktywacji lub ostabienia funkcji naprawy
btednie wprowadzonych nukleotydéw moglyby przyczyniaé¢ si¢ do przekazania powielanym
czasteczkom mutacji somatycznych wprowadzonych do mtDNA komorek RIJG. Jednak
wczesniejsze badania zmiennosci sekwencji genu POLG (kodujacego polimerazg gamma)
wykazaly brak istotnych statystycznie zalezno$ci pomiedzy mutacjami w tym genie, a
obecno$cig mutacji somatycznych w genomie mitochondrialnym pacjentow z RJG w populacji
polskiej [Linkowska i wsp., 2015]. Badania przeprowadzone w ostatnim czasie wskazuja, ze
jednym z biatek uczestniczacych w naprawie mtDNA typu BER jest p53 [Bakhanashvili i wsp.,
2008]. Warto przy tym zauwazy¢, ze mutacje w genie TP53 (powodujace unieczynnienie
kodowanego przez ten gen czynnika transkrypcyjnego p53) sa jednymi z kluczowych w
karcynogenezie jelita grubego i obserwuje si¢ je w ok. 34% — 45% przypadkow [za Russo i
wsp., 2005]. Najczesciej (w ok. 90% przypadkdéw) zmiany somatyczne w genie TP53 w RJG
lokalizujg w eksonach 4 — 8, kodujacych aminokwasy wchodzace w skiad domeny wigzacej
DNA [za Russo i wsp., 2005]. Mozna zatem zaproponowac hipoteze, ze zmienno$¢ sekwencji
genu TP53 (w szczegdlnosSci w regionie obejmujacym eksony 4 — 8) jest zwiagzana z
wystepowaniem mutacji somatycznych w genomach mitochondrialnych komorek raka
jelita grubego.

W zwigzku z powyzszym gldownym celem badan opublikowanych w ramach pracy nr 3

bylo ustalenie sekwencii nukleotydowej fragmentu genu TP53 obejmujacego eksony 3 — 9 i

zbadanie, czy jej zmienno$¢ w komorkach raka jelita grubego jest zasocjowana z

wystepowaniem mutacji somatycznych w pelnych genomach mitochondrialnych. Analizom

poddano 67 pacjentow z RIG, dla ktérych pelne genomy mitochondrialne ustalono w ramach
pracy nr 2 wchodzacej w sktad niniejszego cyklu publikacji. Do badan uzyto ekstrakty DNA
wykorzystane do ustalenia sekwencji mtDNA w pracy nr 2 (z badan wylaczono 33 pacjentow
z RJG dla ktorych ekstrakty DNA z tkanki zmienionej i/lub niezmienionej nowotworowo
zuzyto w cato$ci w ramach wczesniejszych badan). Fragmenty DNA zawierajace eksony 3 — 9
genu TP53 zamplifikowano w trzech niezaleznych reakcjach PCR i zsekwencjonowano metoda
dideoksy. Analiza ustalonych fragmentéw sekwencji genu TP53 dla komorek niezmienionych
nowotworowo pozwolita zidentyfikowaé dziewig¢ dziedzicznych polimorfizméw, ktore nie
byly zasocjowane z cechami klinicznymi pacjentow z RJG (tj. lokalizacja guza w jelicie
grubym, przerzuty do weztdw chlonnych, wiek czy ple¢) jak rowniez z wystepowaniem
somatycznych substytucji i/lub zmian typu indel w mtDNA komorek RJG. U ok. 36%
pacjentéw zidentyfikowano 42 somatyczne mutacje w oznaczonym dla komorek raka jelita

grubego fragmencie genu TP53. Zidentyfikowane zmiany somatyczne nie byly zasocjowane z
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cechami klinicznymi pacjentéw tj. wiek, pte¢, lokalizacja guza czy obecno$¢ przerzutéw do
weztow chlonnych. Stwierdzono natomiast istotne statystycznie zalezno$ci pomiedzy
wystepowaniem mutacji somatycznych w oznaczonym fragmencie genu TP53 a
obecnos$cia somatycznych substytucji, ale nie zmian typu indel w genomie
mitochondrialnym komérek RJG. W komoérkach RJG zawierajacych mutacje somatyczne w
oznaczonym fragmencie genu TP53 (komoérki TP53mut+) spektrum mutacji somatycznych w
mtDNA bylo zblizone do tego obserwowanego w komorkach RJG bez mutacji w TP53
(komoérki TP53mut-). Nalezy jednak zauwazy¢, ze somatyczne mutacje niesynonimiczne w
MtDNA obserwowane w komoérkach TP53mut+ charakteryzowaly si¢ ponad dwukrotnie
wyzszym wspolczynnikiem patogeniczno$ci. Tym samym przeprowadzone w ramach pracy
nr 3 badania sugeruja, ze mutacje somatyczne w genie TP53 komorek raka jelita grubego moga
potencjalnie zmienia¢ wlasciwosci biatka p53 np. uniemozliwiajgc jego translokacje do
mitochondriow lub prowadzgc do niewtasciwego funkcjonowania naprawy mtDNA typu BER.
W konsekwencji wprowadzone do mtDNA btedy podczas replikacji (spowodowane np. RFT
lub RFA) przyczyniaja si¢ do powstania mutacji somatycznych.

Podsumowujgc, w pracy nr 3 wykazano po raz pierwszy, ze obecno$¢ mutacji
somatycznych (ale nie dziedzicznych) w fragmencie genu TP53 obejmujacym eksony 3 —
9 jest zasocjowana z wystepowaniem somatycznych substytucji, ale nie zmian typu indel
w mtDNA komérek raka jelita grubego.

Praca nr 4 (Arch Med Sci. 2019, opublikowany online;
https://doi.org/10.5114/aoms.2018.80893)

Analizy genetyczne, w tym badania asocjacyjne w skali genomu (ang. Genome-Wide
Association Study, GWAS) pozwolity wskaza¢ ok. 100 wariantow nukleotydowych
zlokalizowanych w jadrowym DNA, ktorych wystepowanie zwigksza ryzyko zachorowania na
raka jelita grubego [za Peters i wsp., 2015; Schmit, i wsp., 2018; Huyghe i wsp., 2019].
Obecno$¢ ww. wariantow obserwuje si¢ zaledwie u ok. 16% pacjentéw z RJG [za Peters i wsp.,
2015]. Warto zauwazy¢, ze biatka kodowane przez geny mitochondrialne moga mied
potencjalnie wptyw na przebieg procesow istotnych dla rozwoju raka, tj. produkcja RFT, czy
programowana $mierci komorki (apoptoza) [za Brandon 1 wsp., 2006]. W zwiazku z tym
istotnym bylo podjecie badan zmierzajacych do ustalenia czy dziedziczne warianty w
MtDNA moga mieé¢ wplyw na ryzyko rozwoju raka jelita grubego? Wczesniejsze analizy z
tego zakresu dotyczyly wybranych pozycji nukleotydowych, ktére stanowity zaledwie ok. 10%
calej czasteczki genomu mitochondrialnego i czgsto prowadzity do sprzecznych konkluzji

[Webb i wsp., 2008; Li i wsp., 2015; Mohammed i wsp., 2015; Guo i wsp., 2016; Govatati i
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wsp., 2017; Kumar i wsp., 2017]. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze w zadnej z ww. prac nie
zastosowano si¢ do migdzynarodowych rekomendacji wskazanych przez ekspertow i
dotyczacych analiz asocjacji pomigdzy dziedzicznymi mutacjami w mtDNA, a wystgpowaniem
jednostek chorobowych [Zhang i wsp., 2011; Wang i wsp., 2012; Zhang i wsp., 2014; Bi i wsp.,
2015; Fachal i wsp., 2015; Salas i Elson, 2015]. Tym samym, nie mozna wykluczy¢, ze Ww.
badania asocjacyjne mtDNA w RJG zawieraja podobne bledy, jak te wskazane w przypadku
raka piersi [Salas i wsp., 2014]. Koniecznym zatem byto podjecie nowych badan obejmujgcych
analiz¢ asocjacji pomigdzy mutacjami dziedzicznymi w petnych genomach mitochondrialnych
a RJG, ktora zostalaby przeprowadzona zgodnie z migdzynarodowymi wytycznymi.

W zwigzku z powyzszym glownym celem analiz podjetych w pracy nr 4 bylo zbadanie

czy dziedziczne mutacie w pelnych genomach mitochondrialnych lub przynaleznosé

haplogrupowa sa zasocjowane z wystepowaniem raka jelita grubego w populacji polskiej.

Analizom statystycznym poddano sto pacjentéw z rakiem jelita grubego (grupa badana) oraz
sto 0sob zdrowych (grupa kontrolna 1), dla ktorych wiarygodne sekwencje petnych genomow
mitochondrialnych (co potwierdzita analiza filogenetyczna) ustalono w toku wczesniejszych
badan [odpowiednio Skonieczna i wsp., 2018 oraz Malyarchuk i wsp., 2017]. Zarowno grupa
badana jak i kontrolna obejmowata osoby z populacji polskiej, pochodzace z regionu Kujawsko
— Pomorskiego. Ponadto dla celow porownawczych wykorzystano rOwniez haplotypy regionu
kontrolnego mtDNA ustalone i poprawnie zweryfikowane za pomocg narzedzi
filogenetycznych w toku wczesniejszych badan [Grzybowski i wsp. 2007; Malyarchuk i wsp.,
2002; Malyarchuk i wsp., 2017; Mielnik-Sikorska i wsp., 2013] dla tacznie 1353 0sob z
populacji polskiej (grupa kontrolna I1). Osoby ujete w grupie kontrolnej Il zrekrutowano z
populacji: okolic Pomorza Gdanskiego, Kujawsko — Pomorskiego, Kaszub, Suwalszczyzny,
Podhala oraz Gornego Slaska [Grzybowski i wsp. 2007; Malyarchuk i wsp., 2002; Malyarchuk
i wsp., 2017; Mielnik-Sikorska i wsp., 2013]. Analiza gléwnych sktadowych (ang. Principal
Component Analysis, PCA) na poziomie gtdéwnych haplogrup mtDNA wykazata brak ukrytego
rozwarstwienia w populacji polskiej. Przeprowadzone badania pelnych genomow
mitochondrialnych pozwolity zidentyfikowa¢ 605 pozycji polimorficznych. W 128 pozycjach
obserwowana zmienno$¢ nukleotydowa w mtDNA os6b z grupy kontrolnej I oraz grupy
badanej wystepowata z czestoscig powyzej 4%. Porownanie czestosci alleli pomigdzy grupa

badang a kontrolng I wykazalo, ze tymina w pozycjach 12705 oraz 16223 wystepowala ok.

czterokrotnie czes$ciej u 0s6b z populacii kontrolnej niz u pacjentéw z RJG (odpowiednio p =

0,0052 oraz p = 0,0046). Roznice te nie byly jednak istotne statystycznie po zastosowaniu

poprawki Bonferroniego (pg = 1,000 dla obydwu poréwnan), co w przypadku pozycji 16223
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zostalo potwierdzone rowniez na podstawie analiz wzgledem grupy kontrolnej Il (p = 0,0489
oraz ps = 1,000). Czgstosci alleli w pozostatych pozycjach polimorficznych w mtDNA nie
roéznily si¢ istotnie statystycznie. Z kolei analiza czestos$ci haplogrup wykazata, ze klad R

wystepowal istotnie statystycznie cze$ciej w populacji pacientéw z RJIG niz w ogdlnej populacii

polskiej (p = 0,0066 wzgledem grupy kontrolnej I oraz p = 0,0387 wzgledem grupy kontrolne;j

I1). Jednak zastosowanie poprawki Bonferroniego wykazalo brak asocjacji pomiedzy

przynaleznoscig do makrohaplogrupy R, a wystepowaniem RJG (odpowiednio p = 0,4644 oraz

0,0792). Czestosci pozostatych kladow mtDNA nie roznily si¢ istotnie statystycznie. Warto
przy tym zwrdci¢ uwage, ze wigkszos$¢ osob z grupy kontrolnej, ktorych zaklasyfikowano do
haplogrup innych niz klad R nalezalo do réznych, pozaeuropejskich linii mtDNA. Ponadto
czesto$¢ wystepowania pojedynczej linii (wsrdd ktorych wystepowaty klady typowe dla Afryki
czy Azji) nie dominowata nad innymi. Na uwage zashiguje fakt, ze czgsto$¢ zachorowania na
RJG jest nizsza w krajach afrykanskich czy azjatyckich niz europejskich [Arnold i wsp., 2017].
Tym samym, uzyskane w ramach pracy nr 4 wyniki badan moga sugerowac, ze inne czynniki
niz dziedziczna zmienno$¢ sekwencji mtDNA (w tym mutacje dziedziczne w DNA jadrowym)
maja wptyw na ryzyko zachorowania na RJG.

Przeprowadzone analizy wykazaly rowniez brak istotnych statystycznie réznic w czestosci

alleli (w 99 pozycjach polimorficznych) i _haplogrup mtDNA a wystepowaniem mutacji

somatycznych (substytucji i lub zmian typu indel) w mtDNA lub cech klinicznych pacjentow z

RJG tj. wiek, pte¢, lokalizacja guza w jelicie grubym czy przerzuty do weztow chlonnych.
Podsumowujac, wyniki badan przeprowadzonych po raz pierwszy na pelnych genomach
mitochondrialnych w ramach pracy nr 4 sugeruja, ze zaré6wno haplogrupy oraz dziedziczne
mutacje w mtDNA nie sa zasocjowane z wystepowaniem raka jelita grubego w populacji
polskiej. Uzyskane wyniki badan sugeruja takze, ze zaré6wno haplogrupy jak i dziedziczne
mutacje w mtDNA nie sa zwiazane z wystepowaniem cech klinicznych pacjentéw z RJG
lub mutacji somatycznych w mtDNA. Jednak, ze wzgledu na stosunkowo niewielka
liczebnos¢ badanych grup nalezatoby przeprowadzi¢ dalsze analizy walidacyjne na wigkszych
populacjach 0sob zdrowych oraz pacjentow z RJG, aby ostatecznie zweryfikowaé czy mutacje
dziedziczne w mtDNA sg zasocjowane w rakiem jelita grubego w populacji polskiej.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych (artystycznych).

Laczny IF wszystkich opublikowanych przeze mnie prac naukowych wynosi 55,595, a
liczba punktow MNiSW wynosi 553. Jestem rowniez wspotautorka 17 doniesien zjazdowych.
Pelny wykaz prac znajduje si¢ w Zatgczniku nr 8 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania
habilitacyjnego.

Po wylaczeniu cyklu czterech artykulow stanowigcych osiggnigcie naukowe
scharakteryzowane w punkcie 4. Autoreferatu, tgczny IF publikacji wynosi 40,380, natomiast
liczba punktéw MNiSW 418. Poza cyklem czterech publikacji sktadajacych si¢ na osiggniecie
naukowe opisane w punkcie 4. Autoreferatu, jestem rowniez wspdtautorka:

— 14 artykuléw dla ktérych taczny IF = 40,380, a taczna liczba punktéw wg MNiSW
= 380 (w czterech pracach, dla ktorych faczny IF = 13,187, a faczna liczba punktow
wg MNISW = 90 jestem pierwszym autorem) opublikowanych w czasopismach
naukowych posiadajacych wspotczynnik wptywu IF i1 znajdujacych si¢ w bazie JCR

— czterech artykulow w czasopismach spoza bazy JCR o lacznej liczbie punktow
MNISW = 24 (faczna liczba punktow MNiSW trzech prac, w ktorych jestem
pierwszym autorem wynosi 20), opublikowanych w czasopismach naukowych
posiadajacych punkty wg MNiSW

— jednego rozdzialu w opracowaniu zbiorowym wydanym przez Polska Akademie

Umiejetnosci o liczbie punktéw MNiSW = 4.
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— 17 doniesien zjazdowych, w tym dziewigciu ogoélnopolskich (w czterech pracach
jestem pierwszym autorem prezentujacym prace¢) oraz o$Smiu o zasiggu

mi¢dzynarodowym (w pigciu pracach jestem pierwszym autorem prezentujacym

prace).

5.1. Osiagniecia naukowo — badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora.

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych bytam pierwszym autorem artykutu
opublikowanego w czasopi§mie Biochem. Biophys. Acta - Rev. Cancer o wspotczynniku IF =
9,380 oraz 45 punktow MNiSW, umieszczonym na liScie JCR. Ponadto bylam wspdtautorka
dwoéch publikacji naukowych o facznej liczbie punktow MNiISW = 8 oraz czterech doniesien
zjazdowych.

Prace naukowg rozpoczetam w 2004 w Zakladzie Genetyki na Wydziale Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr n. biol. Grazyny
Dabrowskiej (obecnie dr hab.), bedac studentka I1I roku studiéw licencjackich z biotechnologii.
W trakcie ostatniego roku studidw licencjackich nabylam umiej¢tnosci przeszukiwania baz
danych sekwencji nukleotydowych i biatkowych zawartych z NCBI (ang. The National Center
for Biotechnology Information) oraz rekonstruowania drzew filogenetycznych.

Pierwsze prace do$wiadczalne dotyczace analizy ekspresji genow RSH u Pharbitis nil
poddanych stresowi solnemu przeprowadzitam na pierwszym roku studiow uzupehiajacych
magisterskich w Zakladzie Genetyki na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr n. biol. Grazyny Dabrowskiej (obecnie dr
hab.) oraz we wspotpracy z mgr Justyng Prusinska (obecnie dr n. biol.). Nabylam wéwczas
umiejetnosci praktycznych z zakresu izolacji RNA, odwrotnej transkrypcji, Northern blot oraz
ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym.

Od 14 czerwca do 8 wrzes$nia 2006 realizowatam prace badawcze pod kierunkiem prof. Xin
Lu w Ludwig Institute for Cancer Research (LICR), przy University College London (obecnie
jednostka naukowa University of Oxford w Zjednoczonym Kroélestwie Wielkiej Brytanii i
Irlandii Pétocnej). Zapoznalam si¢ wowczas z technikami hodowli kultur komérkowych,
przygotowania plazmidow oraz immunoblottingu oraz, co bardzo istotne dla mojego dalszego
rozwoju naukowego, merytorycznymi aspektami karcynogenezy i biologii nowotwordw.
Przeprowadzone badania miaty na celu analiz¢ wptywu fosforylacji p53 w Ser315 na
potranslacyjne modyfikacje i transkrypcyjnag aktywnos¢ p53 w komorkach ludzkiego
niedrobnokomdrkowego raka ptuc linii H1299. Prace badawcze zrealizowane przeze mnie w

LICR w Londynie zostaly wykorzystane w mojej pracy magisterskiej.
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Na poczatku 2008 roku rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale Lekarskim Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
(CM UMK). Rok p6zniej, w drodze rekrutacji o zasiegu migdzynarodowym zostalam przyjeta
do Studium Medycyny Molekularnej administrowanego przez Warszawski Uniwersytet
Medyczny na kurs doktorski w dziedzinie medycyny molekularnej. Prace badawcze w ramach
przygotowywanej rozprawy doktorskiej realizowatam pod kierunkiem prof. dr hab. n. med.
Tomasza Grzybowskiego w Zaktadzie Genetyki Molekularnej i Sadowej Katedry Medycyny
Sadowej CM UMK w Bydgoszczy. Praca badawcza pod opieka prof. Grzybowskiego pozwolita
mi na zdobycie kwalifikacji w dziedzinie genetyki populacyjnej i biologii ewolucyjnej. W
trakcie studiow doktoranckich uczestniczytam rowniez w pracach dotyczacych pozyskiwania 1
realizacji projektow badawczych finansowanych ze zrodet zewngtrznych (Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego oraz Narodowego Centrum Nauki). W zwigzku z duzym
zaangazowaniem w badania naukowe, a takze predyspozycjami do prowadzenia zajec
dydaktycznych od 4 pazdziernika 2011 roku zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w
ww. jednostce.

Unikatowe polgczenie zdobytej przeze mnie wiedzy z zakresu mitochondrialnej genetyki
medycznej 1 populacyjnej zaowocowalo powstaniem artykulu pogladowego, ktory zostat
opublikowany w 2012 roku w czasopi$mie Biochem. Biophys. Acta - Rev. Cancer o
wspotczynniku IF = 9,380 oraz 45 punktow MNiSW, umieszczonym na liscie JCR.

Rozprawe doktorskg obronitam z wyrdznieniem, a stopien doktora nauk medycznych w
zakresie biologii medycznej uzyskatam uchwata Rady Wydzialu Lekarskiego Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

z dnia 27 czerwca 2012 roku.

5.2. Osiagniecia naukowo — badawcze po uzyskaniu stopnia doktora.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych bylam wspodtautorkag 19 publikacji
naukowych o sumarycznym IF = 46,215 oraz 500 punktow MNiSW, w tym jako pierwszy autor
wystgpowalam w dziewieciu artykulach o tacznym IF = 19,022 oraz 196 punktéw MNiSW.
Ponadto bylam wspotautorka 17 doniesien zjazdowych. Poza osiggnigciem naukowym
omowionym w autoreferacie w punkcie 4. bylam wspotautorka 15 publikacji naukowych o
tacznym IF = 31 oraz 365 punktow MNiSW. Ponadto wystgpowatam w charakterze
wykonawcy jednego grantu badawczego przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki w
ramach konkursu OPUS2, ktory realizowany byt w latach 2012 — 2015. Po uzyskaniu stopnia

doktora nauk medycznych wystgpowatam w roli kierownika projektu w czterech grantach na
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finansowanie badan stuzacych rozwojowi Mlodych Naukowcow zatrudnionych na Collegium
Medicum UMK, realizowanych odpowiednio w latach: 2013, 2014, 2015 oraz 2016.

Posiadany dorobek naukowy, dydaktyczny i organizacyjny, jak réwniez uzyskany stopien
doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej umozliwit mi od 5 wrzesnia 2013
roku objecie stanowiska adiunkta w Zakladzie Genetyki Molekularnej i Sadowej Katedry
Medycyny Sadowej, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Aktywno$¢ naukowa — genetyka medyczna

Szczegbdlne miejsce w mojej aktywnosci naukowej zajmowaly badania z zakresu genetyki
medycznej. Glownym nurtem tych badan byta analiza zmiennosci sekwencji petnych genoméw
mitochondrialnych, jak rowniez wptywu zmiennos$ci sekwencji genu TP53 na mutagenezg
MtDNA w raku jelita grubego. Wyniki tych prac zostaly opisane w cyklu publikacji
wykazanych w punkcie 4. Autoreferatu. Poza aktywnoscig opisang w osiggnigciu naukowym
Autoreferatu, uczestniczytam w pracach zwigzanych z zaangazowaniem polimerazy gamma w
proces karcynogenezy jelita grubego oraz mutagenezy mitochondrialnego DNA w raku jelita
grubego [Ann Hum Genet. 2015; 79: 320 — 328; Acta Biochim Pol. 2015; 62: 625 — 627.].
Molekularne badania nad zmiennos$ciag pelnych genomoéw mitochondrialnych w innych typach
nowotworéw ztosliwych zamierzam kontynuowaé w przysztosci. Obecnie badania z tego
zakresu zostaly zainicjowane dla polskiej populacji pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem
endometrium.

7 zaangazowaniem prowadzitam takze badania nad genetycznymi predyspozycjami do
wystepowania inwazyjnych zakazen grzybiczych u dzieci z chorobami nowotworowymi [ Arch
Med Sadowej Kryminol. 2016; 66: 244 — 254; Pol J Pathol. 2017; 68: 210 — 217; Postepy
Dermatol Alergol. 2018; 35: 26 — 32]. Uczestniczylam rowniez w analizach dotyczacych
zmienno$ci wybranych pozycji polimorficznych w genie TGF-f u pacjentéw ze
zdiagnozowanym zespotem uzaleznienia od alkoholu [Acta Biochim Pol. 2015; 62: 63 — 67].

W sposob szczegblny zaangazowatam si¢ w badania genetycznego podioza tocznia
rumieniowatego w populacji polskiej. Zainicjowatam prace nad zmiennoscia genetycznag u
pacjentow z toczniem uktadowym oraz krazkowym, ktore realizowane sg we wspolpracy z prof.
dr hab. n. med. Anng Wozniackg z Kliniki Dermatologii i Wenerologii Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi oraz prof. dr hab. n. med. Rafatem Czajkowskim z Kliniki Dermatologii,
Chorob Przenoszonych Droga Plciowa i Immunodermatologii, Katedry Dermatologii, Chordb
Przenoszonych Droga Plciowa i Immunodermatologii Collegium Medicum im. Ludwika

Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu. Przeprowadzone do
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tej pory badania na populacji polskiej pozwolity wskaza¢ réznice w czgstosci wystepowania
alleli /lub genotypéw w okreslonych pozycjach nukleotydowych sekwencji jadrowego DNA
nie tylko pomigdzy pacjentami z toczniem uktadowym (tac. Systemic Lupus Erythematosus,
SLE) a osobami zdrowymi, ale réwniez pomiedzy pacjentami z SLE, a osobami, u ktorych
zdiagnozowano wylgcznie skorng posta¢ tocznia, tj. toczen krazkowy (tac. Discoid Lupus
Erythematosus, DLE) [Postepy Dermatol Alergol. 2017; 34: 228 — 232 oraz Postepy Dermatol
Alergol. 2018; 35: 26 — 32]. Molekularne badania nad toczniem rumieniowatym zamierzam
kontynuowa¢ w przyszlosci. W chwili obecnej prowadzg analizy ekspresji czasteczek mRNA
oraz miRNA we krwi pacjentow z SLE oraz DLE z populacji polskie;j.
Aktywno$¢ naukowa — genetyka populacyjna

Moim gléwnym zainteresowaniem badawczym w obszarze genetyki populacyjnej byta
analiza zmiennosci sekwencji mitochondrialnego DNA zar6wno w populacjach ludzkich, jak i
zwierzgcych. Uczestniczytam w licznych badaniach dotyczacych odtwarzania dawnych
szlakow migracji populacji stfowianskich na podstawie badan mitochondrialnego DNA [PLoS
One. 2013; 8: €54360; BMC Evol Biol. 2014; 14: 217; Ann Hum Biol. 2017; 44: 408 — 418;
Mol Genet Genomics. 2018; 293: 1255 — 1263]. Ponadto bratam udziat w pracach z zakresu
genetyki populacyjnej z6twia blotnego (Emys orbicularis) rekonstruujac sie¢ haplotypow ok.
150 sekwencji cytochromu b tego gatunku [Amphibia-Reptilia 2013: 34: 451 — 461].

Aktywno$¢ naukowa — genetyka sagdowa

Badania naukowe prowadzone przeze mnie w zakresie genetyki sadowej dotyczyty
wykorzystania analiz ludzkiego mtDNA m.in. do indywidualizacji §ladéw biologicznych czy
tworzenia populacyjnej, pelnogenomowej bazy danych EMPOP [ Arch Med Sadowej Kryminol.
2008; 58: 212 — 217; Arch Med Sadowej Kryminol. 2012; 62: 213 — 218; Forensic Sci Int Genet.
2017; 30: 51 — 56]. Wysokiej jakosci bazy danych takie jak EMPOP sa kluczowymi
narzgdziami umozliwiajagcymi poprawng interpretacje statystyczng wynikoéw analiz mtDNA
przeprowadzonych dla potrzeb wymiaru sprawiedliwos$ci. Nalezy tu jednocze$nie zauwazyc,
ze ustalone przeze mnie i zgloszone do referencyjnej bazy danych EMPOP sekwencje stu
petnych genomoéw mitochondrialnych byty pierwszymi opracowanymi dla populacji polskie;.

Angazowatam si¢ réwniez w analizy zwierzecego DNA dla potrzeb genetyki sadowe;j
poprzez zrekonstruowanie drzewa filogenetycznego petnych genoméw mitochondrialnych
gatunku Canis lupus familiaris oraz opracowanie wystandaryzowanego systemu klasyfikacji
haplogrupowej tego gatunku [Forensic Sci Int Genet. 2015; 19: 123 — 129]. Opracowane przeze

mnie dane znajduja wykorzystanie w codziennej praktyce genetyka sadowego shizac jako
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narzedzie do weryfikacji poprawnosci sekwencji mtDNA gatunku Canis lupus familiaris
ustalanych w trakcie postepowania procesowego .
Aktywnos$¢ dydaktyczna

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych angazowatam si¢ w dzialalno$¢
dydaktyczng prowadzac seminaria z ,Biologii molekularne;” dla IV roku studidow
magisterskich kierunku: Farmacja, ¢wiczen laboratoryjnych z ,.Biologii molekularnej” dla IV
roku studidow magisterskich na kierunku: Analityka Medyczna, ,,Genetyki molekularne;” dla
IV roku studiow magisterskich na kierunku: Analityka Medyczna, ,,Podstaw biologii
molekularnej z elementami technik laboratoryjnych stosowanych w biologii molekularnej” dla
II oraz I1 roku studidow licencjackich na kierunku: Biotechnologia, ,,Inzynierii genetycznej” dla
I11 roku studiow licencjackich na kierunku: Biotechnologia oraz ¢wiczen bioinformatycznych
,Genomika i bazy danych w biologii molekularnej” prowadzonych dla I roku studiow
magisterskich na kierunku: Biotechnologia.

W 2017 roku zaproponowalam zajecia fakultatywne, opracowatam protokot ich realizacji
oraz wystepowatam w roli koordynatora i prowadzacego. Do ww. zaje¢ fakultatywnych,
realizowanych przeze mnie w latach akademickich 2017/2018 oraz 2018/2019 naleza
¢wiczenia laboratoryjne ,,Zastosowanie metod biologii molekularnej w immunogenetyce” oraz
¢wiczenia bioinformatyczne ,,Analiza in silico mutacji w DNA”, ktoére wybierane sg przez
studentow III roku studiéw licencjackich na kierunku: Biotechnologia, jak rowniez I oraz II
roku studiow magisterskich na kierunku: Biotechnologia.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych bylam promotorem jednej pracy
magisterskiej (obronionej w 2015 roku przez studentke Biotechnologii Wydziatu Lekarskiego
Collegium Medicum UMK) oraz jednej pracy licencjackiej (obronionej w 2018 roku przez
studentke Biotechnologii Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum UMK). Obecnie jestem
promotorem jednej pracy licencjackiej realizowanej przez studentke III roku Biotechnologii.

W 2013 roku zrecenzowatam trzy prace magisterskie przygotowane przez studentow
Biotechnologii Wydzialu Lekarskiego Collegium Medicum UMK.

Aktywnos$¢ organizacyjna — porownania mi¢dzylaboratoryjne i badania bieglosci

Wysoka jakos¢ ustalanych przeze mnie sekwencji mtDNA byta potwierdzana wielokrotnie
w polskich oraz migdzynarodowych poroéwnaniach migdzylaboratoryjnych i badaniach
bieglosci organizowanych odpowiednio przez Polskie Towarzystwo Medycyny Sadowej i
Kryminologii (PTMSiK) oraz Niemiecka Grupe Profilowania DNA (ang. German DNA
Profiling, GEDNAP) (uzyskatam odpowiednie certyfikaty w latach 2012 — 2016). W badaniach

bieglosci planowatam przebieg analiz, prowadzitam cze$¢ badan z wykorzystaniem technik
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biologii molekularnej, jak réwniez koordynowalam i nadzorowalam pozostale prace
laboratoryjne zmierzajace do ustalenia sekwencji mtDNA. Przeprowadzatam takze analizy
statystyczne i interpretacyjne w zakresie badan mitochondrialnego DNA.

Aktywnos$¢ organizacyjna - akredytacja

Po uzyskaniu stopnia doktora zaangazowatam si¢ rOwniez w proces wdrazania normy PNEN
ISO/IEC 17025:2005 w Katedrze Medycyny Sadowej Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu. Zaplanowatam
schemat badan oraz koordynowatam i nadzorowatam walidacyjne prace laboratoryjne.
Opracowatam i1 wdrozylam procedure¢ badawcza PB-06 ,,Ustalanie profilu mtDNA metoda
sekwencjonowania”. zgodna z migdzynarodowymi standardami przyjetymi dla laboratoriow
kryminalistycznych. W konsekwencji przeprowadzone przeze mnie prace pozwolity uzyskaé
akredytacje¢ Polskiego Centrum Akredytacji na zgodnos$¢ z normg PNEN ISO/IEC 17025:2005
na badania pochodzenia w linii zenskiej w oparciu o sekwencjonowanie mitochondrialnego
DNA. Certyfikat akredytacji (AB 1494) zostat przyznany 20.02.2014 i w przypadku badan
mtDNA byl pierwszym nadanym w Polsce.

Aktywnos$¢ ekspercka

W 2018 roku wykonatam recenzje dwoch oryginalnych artykutow naukowych dla redakcji
czasopism z listy JCR (PloS One o IF = 2,766 oraz International Journal of Rheumatic Diseases
0 IF =2,423).

W latach 2009 — 2017 wykonatam ok. 60 specjalistycznych ekspertyz z zakresu identyfikacji
0os6b czy indywidualizacji $ladow biologicznych na podstawie badan sekwencji
mitochondrialnego DNA zleconych przez wymiar sprawiedliwo$ci i organy $cigania, tj.
prokuratury (ok. 20 ekspertyz), sady (ok. 10 ekspertyz) oraz Policj¢ (0k. 30 ekspertyz).

Opracowatam réwniez ok. 15 ekspertyz z zakresu pochodzenia biogeograficznego na
podstawie analiz sekwencji mitochondrialnego DNA, ktore zostaty sporzadzone na zlecenie
podmiotow prywatnych.

Nagrody i wyroznienia
1. Wyrdznienie w uznaniu szczeg6lnych wartosci naukowych rozprawy doktorskiej pt.
,Mutacje w mitochondrialnym DNA w nowotworach jelita grubego” nadane przez
Wydziat Lekarski Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Bydgoszczy (2012)
2. Indywidualna nagroda | stopnia przyznana przez Rektora Uniwersytetu Mikolaja

Kopernika w Toruniu za osiagnigcia uzyskane w dziedzinie naukowo — badawczej w 2012
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roku za rozprawe doktorska pt. ,,Mutacje w mitochondrialnym DNA w nowotworach jelita
grubego” (2013)

3. Stypendium przyznane przez Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za
wysoko punktowang publikacj¢ naukowa pt. ,Mitogenomic diversity in Russians and
Poles”, ktéra zostata opublikowana w “Forensic Science International - Genetics” (2017)

4. Wyrdznienie za wysoka aktywnos$¢ naukowa oraz wysoki wskaznik Impact Factor w roku
2018 przyznane przez Prorektor ds. Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Bydgoszczy (2018).
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