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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Magdy Rybickiej
pt. ,,Analiza wplywu polimorfizmu genetycznego
wirusa zapalenia watroby typu B (HBV) na przebieg terapii przeciwwirusowej”

wykonanej pod kierunkiem: prof. dr hab. Krzysztofa Piotra Biclawskiego (promotor) oraz
dr n. med. Piotra Stalke (promotor pomocniczy)

Przewlekle zakazenie HBV jest jedng z wiodacych choréb zakaznych na $wiecie.
Swiatowa Organizacja Zdrowia szacuje, ze z okolo 2 miliardow ludzi, ktérzy przebyli
zakazenie HBV ponad 240 milionéw wykazuje aktywng replikacje tego wirusa. Wérod
istotnych cech HBV podkresla si¢ jego zdolno$é do wytwarzania stabilnych, odpornych na
leczenie form replikacyjnych w zakazonych komérkach (cceDNA), zdolnosé do integracji
genomu HBV z genomem gospodarza, lecz takze duza zmienno§¢ genetyczng wynikajaca z
braku zdolnosci do korekcji bledéow polimerazy DNA HBV. Zmienno$é genetyczna wirusa
warunkuje m.in. progresje choroby, wystgpowanie serokonwersji w uktadach antygenéw HBe
oraz HBs w przebiegu naturalnym zakazenia, czy tez odpowiedZ na leczenie interferonem.
Doktorantka podjela w swojej rozprawie doktorskiej ambitng i zlozong tematyke oceny
wplywu zmiennosci genetycznej HBV na odpowiedZ na leczenie inhibitorami polimerazy
HBYV przy uzyciu innowacyjnych metod biologii molekularne;j.

Przedstawiona rozprawa doktorska sklada si¢ z Wprowadzenia oraz cyklu 4 prac —

- jednej pogladowej oraz trzech oryginalnych (umieszczonych na Liscie Filadelfijskiej),
bgdacych spéjnym tematycznie opracowaniem dotyczacym metodyki oznaczania
polimorfizmu HBV w zakresie genu polimerazy HBV oraz jego wplywu na prowadzone
leczenie przeciwwirusowe. W do$¢ krotkim wprowadzeniu Doktorantka przedstawia
najistotniejsze fakty dotyczace cyklu replikacyjnego, zmiennos$ci genetycznej wirusa,
formutuje cele oraz metody i syntetycznie opisuje kolejne etapy ich realizacji. Wprowadzenie
jest napisane starannie, szczegbtowo i przystepnie. Wérdéd drobnych uwag Doktorantka
ilustrujac potencjat replikacyjny HBV oraz liczb¢ nowych mutacji powstajacych na dobe
oparla si¢ na uroszczonym zatozeniu replikacji HBV na poziomie 10%-10'° kopii wirusa na
milimetr co jest wartoscig wysoka. Zdecydowana wiekszo$¢ chorych przewlekle zakazonych
HBV wykazuje nasilenie replikacji na znacznie nizszym poziomie. Zalozenie to jest jednak
jedynie informacyjne i nie ma wplywu na wyniki uzyskane w rozprawie doktorskiej. Na
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szczegolne podkreslenie zastuguje obszerna praca pogladowa wchodzaca w sktad niniejszej
rozprawy, a opublikowana w czasopismie Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej. Jest
to cenne opracowanie dotyczace budowy wirionu oraz genomu HBYV, mechanizméw
regulujgcych zmiennos$¢ genetyczng wirusa oraz znaczenia klinicznego mutacji HBV w
poszczegblnych regionach genomu (genéw env, core, pol, X). Jest to jedno z najbardziej
szczegolowych dostepnych w polskim pismiennictwie opracowanie tego zagadnienia.

Cele rozprawy doktorskiej sa postawione precyzyjnie i majg istotne znaczenie dla
praktyki klinicznej. Pierwszym celem bylo opracowanie metod detekcji materiatu
genetycznego HBV od chorych z niska replikacja wirusa oraz optymalizacji czutosci metody.
Drugim celem za$ bylo zastosowanie tych metod do oceny wptywu polimorfizmu HBV na
przebieg terapii inhibitorami polimerazy HBV. Obydwa te cele zostaly zrealizowane
prawidtowo. Wyniki prac zostaly przedstawione w trzech pracach oryginalnych, w ktérych
Doktorantka jest pierwszym autorem, opublikowanych w renomowanych czasopismach
anglojezycznych w 2014 roku. Sumaryczna punktacja IF tych prac wynosi 9,419.

W pierwszej z tych prac opublikowanej w Journal of Clinical Micorbiology
Doktorantka przedstawia zastosowanie dwoch innowacyjnych metod w analizie opornosci na
inhibiotry —polimerazy HBV, a mianowicie wielotemperaturowego polimorfizmu
jednoniciowych konformacji DNA (MSSCP) oraz spektrometrii mass za pomoca laserowej
desorpeji 1 jonizacji probki wspomaganej matrycg (MALDI-TOF MS). Techniki te zostaly
zastosowane w analizie mutacji polimerazy HBV 45 chorych z przewleklym zapaleniem
watroby typu B (PZW-B) pozostajacych pod opiekg Kliniki Chordéb Zakaznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. U 17 z nich analizowano probki krwi przed wdrozeniem leczenia
inhibitorami polimerazy HBV, za$ 28 byto juz uprzednio leczonych. Do por6wnania wynikéw
zastosowano rutynowo stosowany zestaw INNOLiPA oraz bezposrednie sekwencjonowanie
(Genomed, Warszawa). Wérdd najwazniejszych wynikéw nalezy podkresli¢, ze obydwie z
zastosowanych technik MSSCP oraz MALDI-TOF MS okazaly si¢ bardziej czule niz test
INNOLiPA. Co wigcej, za pomocg MALDI-TOF mozna bylo stwierdzié¢ obecno$¢ wariantéw
opornych juz przy czestosci ich wystepowania na poziomie 1%, a takze przy niskiej replikacji
wirusa > 17 IU/mL. HBV-DNA. Wyniki te otwieraja nowe mozliwosci testowania
wystepowania wariantow opornych na leczenie inhibitorami polimerazy HBV u chorych z
niska replikacja, co dotychczas bylo niewykonalne przy uzyciu technik stosowanych
rutynowo.

W kolejnej pracy opublikowanej w Medical Science Monitor wdrozono wyzej opisane
techniki (MSSCP oraz MALDI-TOF MS) do oceny czegsto$ci wystgpowania wariantéw
opornych na leczenie u 54 chorych z PZW-B otrzymujgcych leczenie przeciwwirusowe
lamiwudyna (55%), entekawirem (30%), tenofowirem (13%) oraz skojarzone lamiwudyng z
adefowirem (2%). Co wigcej, oceniono wplyw wystepowania oporno$ci oznaczonej przy
uzyciu tych ultra-czutych metod przed rozpoczeciem leczenia na jego skuteczno$é. W pracy
tej za pomocg MALDI-TOF MS stwierdzono wystgpowanie wariantéw opornych na leczenie
AN u 74% chorych dotychczas nieleczonych i 93% uprzednio leczonych. Dokladna analiza
statystyczna wykazala, ze obecno$é wariantow opornych przed rozpoczeciem leczenia nie
wigzala sie¢ z odpowiedzig na to leczenie, co jest zgodne z danymi literaturowymi. Wsrod
czynnikéw wplywajacych na odpowiedZ na leczenie wyodrgbniono ple¢ zefiska, mlodszy
wiek oraz nizsze wyjsciowe HBV-DNA. Jest to bardzo cenne polskie opracowanie dotyczace
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potencjalnych czynnikéw prognostycznych odpowiedzi na leczenia inhibitorami polimerazy.
Wisréd drobnych uwag pozostaje przeprowadzenie analizy wieloczynnikowej, do ktorej
wlaczono réwniez parametr ktory nie uzyskal istotnos$ci w analizie jednoczynnikowej (stan
kompetencji immunologicznej), zwykle zas modele wieloczynnikowe opiera si¢ parametrach
istotnych badZ zblizonych do istotnych z analizy jednoczynnikowej. Z drugie strony na
podkreslenie zastuguje fakt zastosowania kolejnej metody z zakresu biologii molekularnej —
analizy polimorfizmu IL-10, ktéry jest cennym predyktorem w przebiegu naturalnych
zakazenia HBV.,

W trzeciej z prac oryginalnych, opublikowanej ponownie w Journal of Clinical
Micorbiology Doktorantka analizuje ewolucje powstawania wariantéw opornych HBV w
trakcie leczenia przeciwwirusowego analogami nukleoz(t)ydowymi. Jest to moim zdaniem
praca najcenniejsza, bedaca jednym z pierwszych tego typu opracowan w pi$miennictwie. W
pracy tej uzyto techniki MALDI-TOF MS do oceny nie tylko jakosciowej lecz réwniez
ilosciowej wystepowania wariantéw opornych na leczenie przed i w trakcie stosowania terapii
u 43 chorych z PZW-B. Stwierdzono, ze juz w 12 tygodniu leczenia nasilenie wariantéw
opornych na analogi nukleozyd(t)owe istotnie zwigksza si¢ u chorych, u ktorych leczenie to
jest nieskuteczne w przeciwienstwie do chorych z dobrg odpowiedzia na leczenia. Praca ta
podkredla istotny fakt, Zze nie tyle stwierdzenie obecnosci wariantow, ale ich udzial
procentowy moze by¢ istotnym czynnikiem prognostycznym odpowiedzi na leczenie. Wynik
jest niezmiernie ciekawy oraz istotny z klinicznego punktu leczenia. Wskazuje on na
potencjalng przydatno$¢ techniki MALDI-TOF MS w rutynowej praktyce klinicznej w
przewidywaniu odpowiedzi na leczenie juz po 12 tygodniach od jego rozpoczgcia.

Mgr Magda Rybicka w podsumowaniu swojej rozprawy doktorskiej sformutowata
prawidlowe wnioski, ktére sg uzasadnione przeprowadzonymi analizami. Doktorantka
szczegdlowo zbadala ewolucje wystepowania wariantéw lekoopornych w trakcie leczenia
analogami nukleozyd(t)owymi co jest osiggnieciem cennym i nowatorskim. Co wiecej,
wskazuje ona na potencjalng przydatno$¢ nowych technik w ocenie zawartosci procentowe;j
wariantow lekoopornych jako wczesnego wskaznika opornosci oraz uzytecznego narzedzia
diagnostycznego. Jest to wniosek ze wszech miar uzasadniony na podstawie uzyskanych
wynikow. Aby jednak uwiarygodni¢ jego przydatno$¢ w rutynowej praktyce klinicznej,
nalezaloby sie réwniez ustosunkowa¢ do efektywnosci kosztéw zastosowania tych metod, jak
tez poréwnac ich czasochlonnos¢ z metodami stosowanymi rutynowo.

Podsumowujac przedstawiong do oceny rozprawe doktorska magister Magdy
Rybickiej pt. ,,Analiza wplywu polimorfizmu genetycznego wirusa zapalenia watroby
typu B (HBV) na przebieg terapii przeciwwirusowej” uwazam za niezwykle ciekawa,
wartosciowa oraz wazng z klinicznego punktu widzenia. Spelnia ona warunki zawarte
w Rozporzgdzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z 22 wrzesnia 2011 r. (Dz. U.
Nr 204) stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady
Mie¢dzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr. Magdy Rybickiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Wnosz¢ réowniez o wyréznienie tej pracy doktorskiej.
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