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Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) od kilkudziesigciu lat stanowi
wyzwanie dla medycyny, a podkresleniem wagi problemu bylo przyznanie Nagrody Nobla w
2020 r. w dziedzinie medycyny trzem badaczom tj. Harvey J. Alter, Michael Houghton i
Charles M. Rice za zidentyfikowanie tego wirusa. Szacuje sie, ze na calym $wiecie 71
milionéw ludzi ma przewlekle zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C, a kazdego roku
dochodzi do okolo 1,5 miliona nowych zakazen. WHO oszacowala, ze w 2019 roku okolo
290 000 osob zmarto z powodu wirusowego zapalenia watroby typu C, gléwnie z powodu
marskodci watroby i raka watrobowokomdrkowego (pierwotnego raka watroby), m. in.
dlatego, ze obecnie nie ma skutecznej szczepionki przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby
typu C (WHO Guidance on hepatitis C (HCV), 2022). Uwaza sie, ze w krajach rozwinietych,
w tym rowniez w Polsce, liczba zgondéw spowodowanych WZW typu C zaczela obecnie
przekraczal liczbe zgondw bedacych skutkiem infekcjii BV czy HIV. Nalezy jednak
podkreslic do wigkszodci wykrywanych obecnie w Europie Zachodniej przypadkéow
zakazenia HCV dochodzi wérod osob  przyjmujacych substancie  psychoaktywne
(odurzajgce=narkotyki) droga dozylnag, natomiast w Polsce dominuja zakazenia w jednostkach
ochrony zdrowia, stanowiace ok. 80% przypadkéw zakazen, a w wiekszosci jest to poklosie
masowych zakazen tym wirusem, do ktorych dochodzilo w latach 70 - pacjentéw zakazano
przetaczajac im krew (Zakrzewska et al. 2019). Nalezy jednak podkresli¢ ze, od kilkunastu lat
dokonal si¢ w terapii leczenia WZW typu C olbrzymi postep, poniewaz chorobe te mozna
wyleczy¢ u ogromnej wigkszosci chorych. Wprowadzone  bowiem od 2013 roku
matoczgsteczkowe leki dziatajace jako inhibitory odpowiednich proteaz (np. NS3) czy
polimeraz (np. NS5B) speiniajace paradygmat terapii celowanej poprzez blokowanie funkcji

aparatu replikacyjnego wirusa C pozwalaja skutecznie hamowad namnazanie si¢ tego wirusa
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w organizmie chorego (Reardon 2013, Santander Ballestin et al. 2021). W Polsce od 1
listopada 2015 r. do leczenia HCV w Polsce stosuje si¢ taka farmakoterapi¢ wykazujaces
bardzo wysoka skuteczno$¢ wyleczenia. Blisko 80 proc. chorych w Polsce ma genotyp |
(odmiana 1b), ktérzy w wigkszosci z powodzeniem poddaja sie terapii lekami dostepnymi w
Polsce (Zargbska-Michaluk et al. 2022). Tym samym terapia ta pozwala uniknaé powaznych
konsekwencji zdrowotnych choroby HCV, wysokich kosztow leczenia jej powiktan oraz
roztozonych na wiele lat kosztow posrednich jako powaznych konsekwencji zdrowotnych
choroby. Jednakze, pomimo ogélnej bardzo wysokiej skutecznosci takiego leczenia
farmakologicznego zidentyfikowano wystepowanie w naszym kraju pewnych niekorzystnych
czynnikow, do ktorych naleza: ple¢ meska, infekcja genotypem 3 czy wystepowanie
marskosct  watroby u  chorych, ktére znacznie zmniejszaja szanse na odpowiedz
wirusologiczng (Brzdek et al. 2023).

Wiadomo, ze marskos¢ watroby nalezy do tych czynnikdw, ktdre majg istny wptyw na
funkcjonowanie tego narzadu, co moze skutkowaé zmianami metabolizmu tych lekow oraz
wplywac istotnie na ich eliminacje z organizmu pacjenta, a tym samym wplywaé na
skuteczno$¢é prowadzone] terapii. Na tym tle poszukiwania mozliwosci zoptymalizowania
terapii lekami anty-HCV poprzez okreslenie ekspresji gendw kodujacych enzymy wigczonych
w metabolizm tych lekéw tak na poziomie mRNA jak i bialka oraz okredlenie zwigzku
pomig¢dzy wybranymi wariantami genetycznymi a ekspresja ww. gendw w tkance watrobowej
(bioptaty watroby) pobranej od pacjentdéw chorych na zapalenie watroby typu C,
zakwalifikowanych do przeszczepienia tego organu wobec odpowiedniej tkanki kontrolnej,
bylo celowe i merytorycznie uzasadnione.

Ukfad pracy przedstawionej monografii jest typowy dla prac eksperymentalnych.
Material recenzowanej pracy doktorskiej Autor zamiescit w 13 rozdziatach na 149 stronach
numerowanych, dodatkowo na koncu zataczajac kopi¢ pracy: ,Drozdzik, M., Lapczuk-
Romanska, J., Wenzel, C., Skalski, L., Szelag-Pieniek, S., Post, M., Parus, A., Syczewska,
M., Kurzawski, M., & Oswald, S. (2023). Protein Abundance of Drug Metabolizing Enzymes
in Human Hepatitis C Livers. International Journal of Molecular Sciences, 24(5), 4543.
https://do1.org/10.3390/ijms24054543”.

W rozdziale pierwszym (str. 8-50) przedstawiono wstep, w ktdrym zawarto
podstawowe informacje zwigzanie metabolizmem lekéw zachodzacych w watrobie oraz
opisano wspolczesne poglady na temat farmakoterapii WZW typu C (HCV). Szerzej w tym
aspekcie Autor przedstawil udzial wybranych enzyméw wiaczonych w metabolizm lekdw,

biorge pod uwage reakcje metaboliczne zaliczane do 1 i 11 fazy, wspominajac takze o
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czynnikach transportujgeych leki w tej tkance, bez jednak szerszego rozwinigcia tego tematu.
Ponadto w tej czgéci pracy omowit role interferondw w leczeniu HCV, ze szczegdlnym
uwzglednieniem nowych strategii leczenia schorzenia wywolywanego przez HCV,
przedstawiajgc wybrane inhibitory proteazy NS3/4A czy polimerazy NSSB jako nowoczesne
leki stosowane w leczeniu WZW typu C, zaliczane do tzw. DAA (direct antiviral agents). W
kolejnych rozdziatach przedstawiono cel pracy (str. 51), szczegdtowo omawiajac metodyke
badan wraz ze stosowanymi testami (RT-PCR, analiza na poziomie bialka — LC-MC/MS,
genotypowanie) oraz metody stosowane podczas analizy statystyczne] (str. 52-63). Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen umieszczono na rycinach (Ryciny 1-71) oraz tabelach
(Tabele 8-10), zamieszczajac ich szczegdtowy analize w rozdziale zatytutowanym | Wyniki”
(str. 650-100). Otrzymane dane dogtebnie przedyskutowano w rozdziale zatytuiowanym
»Dyskusja” (str. 101-112). Spis cytowanych prac (str. 118-132) obejmuje 194 pozycje
pis$miennictwa (z tego 114 z ostatnich 10 lat) $cisle zwigzane z tematyka przedstawiang tak
we wstepie jak 1 umiejetnie wykorzystane w dyskusji.

Nalezy podkresii¢, ze zastosowane metody do okreslenia ekspresji wybranych gendw
na poziomie mRNA (RT-PCR) (tj. CYPIAIL, CYPIA2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2(C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4, CYP3AS, UGTIAI, UGTIA3, UGT2B7,
UGT2B15), zwartosci biatka enzymatycznego dla tychze gendw (metoda LC MS/MS) oraz
genotypowanie (przy pomocy odpowiednich sond TagMan) przeprowadzone dla wybranych
wariantow (polimorfizmow) poszezegdlnych izoenzymow CYP 450 (tf. CYP2C19, CYP2D6,
CYP3AS) byty whasciwe 1 zgodne z aktualnymi standardami wykonywania takich badan.

Na podstawie otrzymanych wynikéw Autor sformutowat pie¢ wnioskow (str. 113),
stwierdzajac, iz ,,Stezenia mRNA i biatek dla wigkszosci enzymdw metabolizujacych leki u
pagjentow z niewydolnoscig watroby w przebiegy HCV byly obnizone (...)”, a
»~Obserwowane zmiany stgzenia biatek enzymdw metabolizujgeych leki byly zalezne od
stopnia niewydolno$ci narzadu (...)”, jednoczesnie podkreslajge ich | korelacie z ekspresjg
kodujacych je genow na poziomie mRNA”. Stwierdzil takze, ze ,, Czynniki genetyczne mogg
mie¢ wplyw na zawartos¢ mRNA 1 biatka enzymdéw CYP2D6, CYP3AS5 i CYP2CI19 (...)".
Ostatni wniosek jest raczej wnioskiem podsumowujacym czy tez konkluzjg wskazujac, ze
»{(..)zarowno zmiany spowodowane zaburzeniem funkcji watroby w przebiegu infekcji HCV,
jak 1 polimorfizm genetyczny moga by¢ przyczyng zmienionej aktywnosci enzymow
metabolizujgcych leki, a w konsekwencji zmienionej farmakokinetyki wielu fekéw”. W pracy
zamieszczono rowniez streszczenie w jezyku polskim (str. 114-115) i angielskim (str. 116-
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Dysertacja ta wyroznia si¢ nie tylko dobrze opracowanym, opartym na aktualnym,
swiatowym pismienniciwie wstepie, ale rdwniez odniesieniem otrzymanych wynikoéw do
uzyskanych przez innych autordéw przede wszystkim z badaniami u pacjentdéw z marskoscia
watroby nie tylko zwigzanych z HCV (z uwaga na wzglednie matg liczbe doniesien w tym
wzgledzie), ale powstalych na skutek wystgpowania innych przyczyn schorzen watroby.
Problematyka, ktorg porusza Autor w dyskusji nie ogranicza si¢ tytko do samego potencjalu
metabolicznego u pacjentéw z marskoscia wywolana HCV, ale i mozliwym oddzialywaniem
lekéw obecnie stosowanych w leczeniu tej choroby z grupy DAA. Moze mieé to znaczenie
przy rozwazaniu potencjalnych interakcji tych lekow u pacjentow z HCV, jak i stosowaniu
jednoczeénie innych lekow podlegajagcych metabolizowaniu przez omawiane w dysertacji
izoenzymy CYP450, a podawanych w leczeniu innych chorob, np. chordb krazenia u takich
pacjentow, na co ostatnio wskazujg niektorzy specjalisci (Borghi et al. J. Clin. Med. 2022;
11(23): 6946; Canonico et al. Front Pharmacol. 2022; 13: 916361). Zagadnienie okreslenia
zmian metabolizmu lekéw DAA jest obecnie coraz cze$ciej podkreslanie, bowiem ostatnio
zauwazono w badaniach modelowych, ze sthuszczenie watroby moze skutkowac ostabieniem
reakcji konwersji sofosbuwiru do jego aktywnego metabolitu, co daje mozliwe wyjasnienie
zmniejszenia skutecznosci tego leku pacjentéw dotknietych wirusem HCV genotypu 3
(Gabbia et al. Biology (Basel). 2022; 11(5): 693).

Tak wigc potencjat podjetej tematyki recenzowanej dysertacii jest duzy i niewatpliwe
moze znalez¢ zastosowanie w praktyce klinicznej, o czym zresztg wspomina Autor w krotkim
rozdziale pt.."Korzysci badan”,

Konkludujac, przeprowadzone badania, otrzymane wyniki 1 wyciggni¢te na ich
podstawie odpowiednie wnioski stanowig oryginalny wkiad Autora w lepszym zrozumieniu
skomplikowanych mechanizmow wplywajacych na ekspresje enzymow metabolizujgeych leki
w chorobach zakaznych watroby, a zwlaszcza wywolanych przez wirusa typu C.

Mimo bardzo dobrej tresci jak i formy tej pracy, nie uniknigto tez pewnych, acz
nielicznych, niescistosci badz uchybien w wigkszosci o charakterze redakcyjnym. Do nich
nalezy bledny opis wynikow przedstawionych na Rysunku 54 odnoszacy sie do ekspresji
mRNA dla genu UGT2B15, bowiem wartoscei dla ekspresji mRNA dla grupy HCV wzrosly a
nie zmalaly o 30% w stosunku do grupy kontrolnej, jak podano w pracy (str. 81). Ponadto, na
Rysunku 3 blednie podano ,zwigzakami” zamiast ,zwigzkami”, a w spisie tresci blednie
podano jako metode ,LC — MC/MS” zamiast ,,LC-MS/MS” oraz w rozdziale 5.2 (str. 82)
niepotrzebnie dwukrotnie wymieniono CYP2C8. Cytowane pismiennictwo winno byé

ujednolicone do jednego z najczesciej stosowanych standardéw. Ponadto dla pozycji z
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cytowanego pismiennictwa a mianowicie: 16, 33-43, 51, 72, 84, 94, 107, 113-135, 146, 147,
170, 181 przedstawione dane bibliograficzne sa niepelne i wymagaja uzupelnienia (np. brak
wydawcy w pozycjach ksigzkowych, tytutu pracy, stron, toméw lub innych parametrow
stuzacych do petnej identyfikacji danej publikacji w czasopismie naukowym).

Do otwartych pytan natomiast nalezy, czy nie nalezaloby uzupelni¢ analizy
korelacyjnej zamieszczonej w dysertacji o korelacje pomiedzy ekspresjg na poziomie mRNA
a biatkiem dla badanych genoéw w materiale pochodzacym z grup kontrolnych (a nie tylko od
pacjentow z HCV), co pozwolitoby lepiej okresli¢ te zaleznosci jako mniej lub bardziej
zwigzane z marskoscia wywotang przez HCV.

Przedstawione uwagi sa bardzo nieliczne i maja charakter w wiekszosci charakter
incydentalny, stad nie umniejszaja wartosci przedstawionej do recenzji pracy.

Podsumowujac, w mojej opinii przedstawiona do oceny praca odpowiada w pelni
wymogom stawianym rozprawom doktorskim w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. okreslonym
w art. 187 - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 poz. 85 z poézn. zm.) tj.
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogolng wiedze
teoretyczng kandydata w dyscyplinie naukowej oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie o dopuszczenie Pana

mgr Lukasza Skalskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Poznan, 10.07.2023 prof. dr hab. Przemyst ikotajczak



