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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdy Rybickiej ,,Analiza wptywu polimorfizmu
genetycznego wirusa zapalenia watroby typu B (HBV) na przebieg terapii

przeciwwirusowej”.

Wirusowe zapalenie watroby typu B, mimo istnienia skutecznej szczepionki, nadal
pozostaje palagcym problemem zdrowotnym na calym sSwiecie. Jest ono wywolywane przez
wirusa HBV (hepatitis B virus). Chroniczne zakazenie tym wirusem wykryto u ponad 350
milionow pacjentéw. Infekcja prowadzi do stanu zapalnego oraz nowotworéw watroby.
Stosunkowo niedawno opracowano metody leczenia zapalenia watroby typu B, ktére w
duzym stopniu opierajg si¢ o leki poczatkowo opracowane do leczenia zespotu nabytego
braku odpornosci (AIDS) wywotywanego przez wirus HIV. S to analogi nukleotydowe i
nukleozydowe, ktére hamuja odwrotne transkryptazy z HBV i HIV. Catkowite
wyeliminowanie infekcji HBV nie jest jednak mozliwe, materiat genetyczny wirusa w postaci

cccDNA pozostaje w hepatocytach po zastosowaniu terapii.

W sktad przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej wchodzi krétki wstep
teoretyczny w jezyku polskim oraz angielskim oraz cztery prace naukowe. Jedna z nich to
praca przeglagdowa w jezyku polskim, a trzy to prace doswiadczalne w jezyku angielskim.
Gtownym tematem tych prac jest niezwykle wazne zagadnienie genetycznej réznorodnosci
wirusa HBV. Ze wzgledu na niska wierno$¢ odwrotnej transkryptazy HBV, podczas replikacji
materiatu genetycznego wirusa wprowadzane s liczne mutacje. Niektére z nich sa

selekcjonowane in vivo, co moze prowadzi¢ na przyktad do lekoopornosci lub unikania przez
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wirusa odpowiedzi immunologicznej pacjenta. Szczegdlnie istotne s3 mutacje wystepujgce w
odwrotnej transkryptazie, ktére powodujg opornosé na stosowane w leczeniu inhibitory tego
enzymu. Dlatego analiza wystepujacych u danego chorego wariantéw HBV moze mieé

kluczowe znaczenie w prowadzeniu efektywnej terapii.

Artykut przegladowy (Publikacja 1) w jezyku polskim zostat opublikowany w Postepach
Higieny Doswiadczalnej i Klinicznej. Jest on dobrym wstepem teoretycznym do opisanych w
pozostatych artykufach wynikéw prac doswiadczalnych. W Publikacji 1 w sposéb klarowny
opisano budowe i cykl replikacji HBV. Wyczerpujaco przedstawiono zagadnienie opisanych u
pacjentow mutacji poszczegélnych gendéw HBV. Wedtug deklaracji doktorantki brata ona

udziat we wszystkich kluczowych etapach przygotowania tego artykutu.

Pierwsza z zawartych w rozprawie prac doswiadczalnych (Publikacja 2) zostata
opublikowana w roku 2014 w dobrym czasopismie Journal of Clinical Microbiology. Jej
gtownym celem byta opracowanie nowych metod wykrywania rzadkich wariantéw
genetycznych odwrotnej transkryptazy HBV w prébkach krwi pacjentéw. Przetestowano
dwie metody. Pierwsza z nich, Multitemperature Single Stand Conformation Polymorphism
(MSSCP) wykorzystuje réznice w migracji fragmentéw DNA o rdznej sekwencji w zelu
poliakrylamidowym. Druga opiera sie o spektrometriec mas (MALDI-TOF). W przypadku
pierwszej metody mozliwe byto wykrycie wariantéw, ktdre stanowig zaledwie 2% populacji
wirusa. Druga metoda data jeszcze wyzsza czutos¢ na poziomie 1% populacji. S3 to znacznie
wyzsze czutosci niz w przypadku obecnie stos’owanych komercyjnych metod oznaczania
lekoopornosci HBV. Wysoko oceniam wyniki zaprezentowane w tej pracy, zostata ona juz

oceniona pozytywnie przez recenzentdw tego artykutu. Mgr Rybicka jest wiodgcym autorem
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tej pracy, brata udziat w planowaniu metodyki, przeprowadzita badania i ich analizg
statystyczna, brata udziat w pisaniu pracy. Podczas obrony chciatbym prosi¢ doktorantke o

przedyskutowanie jakie sa szanse zastosowania metod MSSCP oraz MALDI-TOF w praktyce

kliniczne;j.

Celem badan opisanych w Publikacji 3 opublikowanej w roku 2014 w Medical Science
Monitor byta ocena efektywnosci terapii WZW typu B, mierzonego zanikiem DNA wirusa, w
zaleznoéci od parametréw infekcji i stanu zapalnego oraz obecnosci lekoopornych wariantéw
HBV. W badaniach tych wykorzystano miedzy innymi metody wykrywania mutacji opisane w
Publikacji 2. Nieco zaskakujace jest to, ze skutecznos$¢ terapii nie zalezata od obecnosci
lekoopornych wariantéw wirusa na przed podaniem lekéw. Znacznie silniejsza korelacje z
sukcesem terapii miaty pteé i wiek pacjenta oraz poczatkowa liczba czasteczek wirusa we
krwi. Nie wykazano natomiast zwigzku miedzy skutecznosciag terapii a polimorfizmami w
promotorze IL-10, cytokiny, ktéra reguluje odpowiedi zapalng. Cennym praktycznym
wktadem zawartych w rozprawie prac jest to, ze wyniki te moga mie¢ wptyw na
rekomendacje NFZ dotyczace leczenia pacjentdw z WZW typu B w Polsce, w tym w
szczegolnosci w kwalifikowaniu do terapii przeciwwirusowej. Mgr Rybicka jest dzielonym
_ pierwszym autorem tej pracy. Brata udziat planowaniu badan, ich przeprowadzeniu, analizie

wynikow i ich interpretacji, a takze w pisaniu pracy.

Kolejna praca ukazata sie w roku 2015 w dobrym czasopismie z dziedziny chordb
zakaznych Clinical Microbiology and Infection. Jest ona w pewnym sensie rozszerzeniem
Publikacji 4. Zastosowano w niej metode MALDI-TOF do zbadania wystepowania mutacji

lekoopornych HBV przed oraz w trakcie terapii lekami przeciwwirusowymi oraz wptywem ich
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obecnosci na efektywnosé leczenia. Pojawienie sie wariantéw lekoopornych w tygodniach 12
i 48 leczenia korelowato z nieskutecznoscia terapii. Warto podkresli¢, ze mgr Rybicka jest
pierwszym, a takze dzielonym korespondujagcym autorem tej pracy i brata udziat w
przygotowaniu koncepcji badania. Dodatkowo doktorantka planowata metodyke badan,
przeprowadzita badania i analize statystyczng wynikéw, a takze brata udziat w pisaniu pracy.
Podczas lektury tej pracy nasuneto mi sie pytanie o mutacje N236T, ktdra czesto wystepuje
w badanych probkach. Czy dostepne s3 informacje o roli tej mutacji i
molekularnym/strukturalnym mechanizmie lekoopornosci wariantu N236T? Dodatkowo
chciatbym prosi¢ o wyjasnienie z czego moze wynikac roznica w konkluzjach Publikacji 3 i 4.
W pierwszej z nich obecnos¢ lekoopornych wariantéw wirusa przed leczeniem nie wptywata
na skuteczno$é terapii, podczas, gdy wyniki w Publikacji 4, wskazuja, ze 15-procentowy lub

wyzszy udziat lekoopornych wariantéw przed terapig decyduje o jej nieskutecznosci.

Podsumowujac, przedstawiona seria prac dotyczy waznego problemu zdrowotnego i
moze mie¢ konkretne przetozenie na pIanowénie i monitorowanie terapii infekcji HBV.
Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki okreslone ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i z petnym przekonaniem stawiam
wniosek o dopuszczenie pani mgr Magdy Rybickiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Réwnoczesnie, bioragc pod uwage wysoki poziom merytoryczny rozprawy,
bardzo istotne pole badan oraz sukces publikacyjny wnosze o wyrdinienie rozprawy
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