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1. Tematyka podjetych badan

Temat podjgtych badan jest bardzo aktualny i nowatorski, a takze o duzym znaczeniu
praktycznym. Do niedawna jedna z najwazniejszych metod leczenia niewydolnosci watroby
u pacjentéw z wirusowym zapaleniem watroby typu C (HCV) byt przeszezep watroby, ktory
stanowil istotna cze$¢ dotychczas przeprowadzanych przeszezepéw w Polsce. Przetomem
w leczeniu przewlektego HCV bylo w 2015 roku odkrycie i wprowadzenie postepowania
opartego na lekach o bezposrednim dziataniu na wirusa (bez interferonu), zapewniajace
eliminacje tego zakazenia u ponad 90% chorych. Lista lekéw w przebiegu HCV obecnie jest
szeroka 1 nadal si¢ powicksza. Dostepne terapie przewiduja duza liczbe schematéw
umozliwiajac dobor lekéw do indywidulanych potrzeb pacjenta. Z drugiej strony, bardzo
waznym elementem personalizacji leczenia jest poznanie wptywu réznych czynnikéw, w tym
patologicznych, warunkujacych wydajno$¢ enzyméw watrobowych odpowiedzialnych za
metabolizm lekdw i ksenobiotykéw. Zmiany w biotransformacji lekéw moga mieé wicle
przyczyn, ale w efekcie czgsto prowadza do obniZzenia lub braku efektu terapeutycznego oraz
wystapienia skutkéw ubocznych terapii. Stwierdzam zatem, Ze zagadnienia podjete
w rozprawie dotyczace ekspresji enzyméw metabolizujacych leki w przebiegu HCV sa
waznym tematem badawczym, a uzyskane wyniki sa pozadane nie tylko w kontekécie
naukowym, ale i zastosowaniu klinicznym. Z drugiej strony nadal stosunkowo niewiele jest

prac z tematyki biotransformacji w przebiegu HCV, stad temat uwazam za odkrywezy.
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2. Ocena formalna

Mgr Lukasz Skalski poprawnie sformufowal hipotezy badawcze, wiadciwie dobral
i zastosowal metodyke, a tre$é pracy odpowiada tematowi okreslonemu w tytule. Pod
wzglednym formalnym rozprawa nie budzi zastrzezen i napisana jest w tradycyjnym uktadzie,
obejmujac nastgpujace rozdzialy: wstep, cel pracy, materialy i metody badawcze, korzysci
badan, wyniki i oméwienie wynikéw badan, dyskusja, wnioski koficowe, streszczenie,
pismiennictwo, spis rycin, spis tabel, a takze zalaczniki do pracy. Na poczatku, pracy poza
spisem tresci, znajduje si¢ wykaz skrétéw. Spis cytowanego pi$miennictwa obejmuje 194
pozycje w wigkszosci z ostatnich lat, zaréwno autoréw polskich, jak i zagranicznych, ktére
zostaly uszeregowane wg kolejno$ci cytowania w tekscie.

Tabele wynikowe zawierajace zestawienie wartoéci p przeprowadzonych analiz
statystycznych oraz statystyke opisows dla uzyskanych pozioméw ekspresjii mRNA i stezen
biatek w prébkach pochodzacych od pacjentéw z HCV stanowia Zataczniki nr 1-3
przedstawionej pracy. W Zataczniku nr 4 zostala zamieszczona petna wersja opublikowanej w
2023 roku w czasopiSmie International Journal of Molecular Sciences pracy oryginalnej
(wspdtezynnik IF: 5,6; punkty ministerialne: 140; ilo§é cytowan: 2), ktérej Pan mgr Lukasz
Skalski jest wspdtautorem i ktéra jednoczesnie zawiera czesé wynikow TOZprawy.

Rozprawa napisana jest poprawng polszczyzna. Zauwazalne sa tylko drobne bledy
jezykowe i edytorskie. Doktorant zamieécit w pracy liczne ilustracje i wykresy, ktére
ulatwiajg zrozumienie tekstu i sg jak najbardziej pozadane w pracy. Drobna uwaga dotyczy
podpisu ilustracji, gdyz sa kolejno nazwane jako ,rysunek”. Trafniej jest zastosowaé
okreslenie ,rycina” zgodnie z nazwa zestawienia ,,Spis rycin” (str. 133). W liczbach
dziesigtnych czgsto pojawia si¢ kropka jako znak oddzielenia od czeci catkowitej, gdzie
powinien by¢ przecinek, np. Tabele 1, 8-10, w metodyce np. na str. 54. W Tabeli 3
zastosowano skrot ,,NA”, brakuje jego wyénienia (str. 47-8). W Tabeli 6 i 7, w nazwie
kolumny ,Lokalizacja chromosomowa” brakuje adnotacji odnoénie wersji genomu
referencyjnego czlowieka (hg, ang. human genome). W miejsce sformutowania ,,iksohedralna
budowa kapsydu” powinno by¢ “ikosaedralna budowa kapsydu” (str. 30). Okreslenie
.Jonizacja elektrosprayowa” nalezaloby by¢ zastapié terminem jonizacja poprzez
elektrorozpylanie” (str. 61). Wymienione w niniejszej recenzji uchybienia zostaly

wymienione z obowiazku recenzenta i nie wptywaja w istotny spos6b na oceng pracy.
3. Ocena merytoryczna

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim

ijest zawarta na 149 stronach maszynopisu.
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Doktorant wprowadza czytelnika w tematyke swojej rozprawy doktorskiej do$é
obszernym, obejmujacym 42 strony, ale bardzo ciekawym, spéjnym i bogato ilustrowanym
wstepem, ktéry zawiera informacje o funkcji watroby i enzyméw bioracych udziat
w biotransformacji lekéw. Nastgpnie znajduje si¢ opis dotyczacy wirusowych chordb
watroby, a trzeci ostatni podrozdzial jest na temat farmakoterapii wirusowego zapalenia
watroby (WZW) typu C z uwzglednieniem miejsca docelowego dziatania, biotransformacii
i dawkowania lekéw, a takze farmakogenetyki. Drobne zastrzezenie budzi tylko nazwa
drugiego podrozdzialu (1.2, str. 29, w spisie treSci prawdopodobnie omylkowo nie
zamieszczony), ktéry skoncentrowany jest na wirusowym zapaleniu watroby typu C.
Proponowatabym adekwatnie do zawartej treSci poda¢ bardziej precyzyjny tytul, tj.
Wirusowe zapalenie watroby typu C” w miejsce ogdlnej nazwy: ,,Wimsowe choroby
watroby”. Ponadto tekst tego podrozdziatu obejmuje dwie tematyczne czesci, ktére mozna
rozdzieli¢ na: 1) Epidemiologia i przebieg WZW typu C, str. 29-33; 2) Budowa
1 funkcjonowanie HCV, str. 33-37 rozprawy. Sa to sugestie drobnych zmian majacych na celu
ulatwienie dotarcia do poszczegdlnych tresci tekstu. Jednakze caly wstep nalezy uznaé za
bardzo warto$ciowy i stanowigcy aktualne opracowanie dla polskojezycznych odbiorcéw
zaréwno z zakresu medycyny jak i nauk biologicznych.

Gtéwnym celem badan zawartych w rozprawie byla ocena iloéciowa na poziomie
mRNA oraz biatek kodowanych przez analizowane geny, dla poszerzenia wiedzy na temat
metabolizmu lekéw w przebiegu patologicznego stanu watroby jakim jest WZW typu C.
Ponadto celem pracy byla rdwniez ocena zaleznosci pomiedzy wybranymi wariantami
genetycznymi, a ekspresja genéw zwigzanych z metabolizmem lekéw na poziomie mRNA
i biatka w bioptatach watroby pobranych od pacjentéw z niewydolnoscia watroby
w przebiegu HCV oraz w grupie kontrolnej. Cel pracy uznaj¢ za jasno sformutowany,
ambitny i aktualny.

Zastosowane Materiaty i metody badawcze zostaly przedstawione na 12 stronach
rozprawy. Material do badaf stanowity tkanki watroby pobrane od 58 pacjentéw z HCV
w roznych stanach funkcjonalnych watroby, zgodnie z klasyfikacja Childa-Pugha oraz tkanki
watroby nieposiadajace cech patologicznych od 20 osob, jako grupa kontrolna. Material ten
zostal uzyskany przy wspdlpracy z Oddziatem Chirurgii Ogdlnej i Transplantacyjnej,
Samodzielnego Publicznego Wojewoddzkiego Szpitala Zespolonego w Szczecinie. Na
przeprowadzenie badan uzyskano zgodg Komisji Bioetycznej przy Pomorskim Uniwersytecie
Medycznym w Szczecinie. Oznaczenia molekularne obejmowaty ekspresj¢ mRNA z uzyciem
metody ilo$ciowej reakeji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-PCR) dla
gendw kodujacych dziewigé enzyméw z rodziny cytochromu P450 (CYP1A2, CYP2B6,
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CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El1, CYP3A4, CYP3A5) i czterech
glukuronylotransferaz (UGT1Al, UGT1A3, UGT2B7 i UGT2BI5). Oznaczano takze
zawartoS¢ biatka powyzszych 13 enzyméw w badanych wycinkach tkankowych z uzyciem
chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS). Ponadto,
prowadzono analizy na poziomie DNA z uzyciem sond typu TaqMan®, ktére mialy na celu
okreslenie genotypéw i zmian liczby kopii genu mogacych prowadzié¢ do zmiany aktywnosci
kodowanego enzymu, a takze iloSci powstajacego RNA i biatka. Biorac pod uwage, ze
bioptaty watroby sa trudno dostgpnym materialem, a takze badania dotyczyly préb od
pacjentéw, ktérzy nie posiadali choréb wspolistniejacych (wymagajace kryterium), w moim
przekonaniu liczebno$é grupy badanej jest wystarczajaca. Do metodyki takie nie mam
Zadnych zastrzezen.
Rozdziat Wyniki liczy 32 strony. Zostat podzielony na trzy podrozdziaty, mianowicie:
1) Io$ciowe okreslenie zawartosci RNA i biatek wybranych enzyméw CYP450 i UGT, 2)
Analiza korelacji pomigdzy ekspresja mRNA badanych gendw a zawartoécia biatka, 3)
Analiza zwigzku pomigdzy wybranymi wariantami genetycznymi, a ekspresja gendéw
zwiazanych z metabolizmem lekéw oceniona na poziomie mRNA i biatka. Uzyskane wyniki
s bardzo obszerne. Pozwolg sobie na przedstawienie tylko najwazniejszych. Autor rozprawy
wykazal, Ze zakazenie HCV nie mialo istotnego wplywu na zawarto$é bialka kilku
konkretnych enzyméw, tj. w CYP1Al, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 i CYP3AS5,
ale probki watroby pobrane od pacjentéw z réinych stanéw funkcjonalnych narzadu
charakteryzowaty specyficznie zmienione zawartosci biatka. Mianowicie istotnie wyzsze
stezenie UGT1A1 wystepowato w prébkach pacjentéw z niewydolnoscia watroby klasy A wg
skali Childa-Pugha w poréwnaniu do kontroli, obnizone stgzenia CYP2C19, CYP2EI,
CYP3A4, UGT1A3 i UGT2B7 mialo miejsce w prébkach klasy B niewydolnoéci watroby w
stosunku do kontroli, a prébki watroby pacjentéw z niewydolnoscia watroby klasy C
cechowal obnizony poziom biatka CYP1A2. Wyniki te uwazam za bardzo wazne, gdyz
mozna stwierdzic, ze st¢zenie biatek odzwierciedla zaréwno wystepowanie patologii watroby
jak 1 stan funkcjonalny tego narzadu. Ta cze$¢ danych, przestawiona graficznie w postaci
diagraméw kotowych (Rycina 36 i 37, str. 66), mogloby zostaé zastapiona wykresem
stupkowym, ktory zestawialyby wyniki na jednej rycinie dla grupy badanej i kontrolnej
stwarzajac mozliwo$¢ tatwiejszego poréwnania danych. Podobnie w przypadku diagraméw
na rycinach 38-40, dotyczacych zawarto$ci biatek wybranych enzyméw metabolizujacych
leki w przebiegu HCV u pacjentéw z réznym stopniem niewydolnoéci watroby (A, B i C).
Doktorant wykazal takze, Ze stezenia badanych bialek u pacjentéw z HCV koreluja
z ekspresja mRNA kodujacych je genéw, jednakze korelacja ta nie byla petna i réznita sie
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w zaleznoSci od badanego enzymu. Zgodnie z tym co doktorant podnidst w dyskusji, dane
proteomiczne stanowia bardziej precyzyjne narzedzie do badania aktywnosci enzymatycznej
1 stanu wydolnosci watroby anizeli wyniki ekspresji mRNA. Trzecia cze$¢ uzyskanych
wynikéw pozwolita wskaza¢ na jednoczesna role wariantéw DNA na zawartodé mRNA
1 biatkka enzyméw CYP2D6, CYP3AS i CYP2C19 w badanych probkach watrobowych
pacjentéw z HCV. Poczynione obserwacje sa bardzo cenne i wynika z nich, ze zaréwno
zamiany powstale na skutek zaburzen funkcji watroby w przebiegu infekcji HCV, jak
1 warianty genetyczne moga byé przyczyna zmienionej aktywnoéci wybranych enzyméw
z rodziny CYP450 i UGT, a w konsekwencji zmienionej farmakokinetyki lekéw. Uzyskane
wyniki znaczaco poszerzajg wiedze w zakresie proceséw biotransformacji toczacych sie
w watrobie podczas WZW typu C i réznego stopnia niewydolnosci tego narzadu.

Rozdziat Dyskusja sktada si¢ z 12 stron. Doktorant ciekawie omawia uzyskane wyniki,
zestawiajac je z danymi z aktualnego piémiennictwa oraz dodajac praktyczne komentarze,
z ktérymi si¢ zgadzam. Niniejsza rozprawa stanowi kontynuacj¢ badan prowadzonych od
wielu lat w zespole promotora - Pana profesora dr hab. Matusza Kurzawskiego. Doktorant
odnosi si¢ do tych prac, potwierdzajac wczesniejsze obserwacje, ale tez zauwaza nowe
zaleznoscei jak podwyzszone stezenia biatka UGT1A1 w probkach pacjentow z HCV, ktére
mogty wynika¢ z powigkszenia liczby analizowanych przypadkéw.

Najwazniejsze informacje z badafi przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej zostaly zebrane w postaci pieciu wnioskdw. Uzyskane wyniki pozwolily na
realizacj¢ zatozonego celu. Wykazano, e stezenia mRNA i bialek dla wiekszosci enzymow
metabolizujacych leki u pacjentéw z niewydolnoscia watroby w przebiegu HCV byly
obnizone w poréwnaniu do watroby pacjentéw z grupy kontrolnej, przy czym zawartosé
biatka UGTIAl byta podwyzszona, szczegdlnie u pacjentéw w klasie A niewydolno$ci
watroby wg skali Childa-Pugha. Ponadto, obserwowane zmiany stezenia biatek enzymow
metabolizujacych leki byly zalezne od stopnia niewydolnoéci narzadu, co jest bardzo waznym
wnioskiem z uwagi na jego aspekt praktyczny i potrzebe uwzgledniania klasyfikacji Childa-
Pugha w podejmowaniu decyzji klinicznych w pacjentéw z WZW typu C. Nastgpnie stezenia
badanych biatek u pacjentéw z HCV wykazywaty korelacjg, ale nie pelng i zréznicowana
z ekspresja kodujacych je gen6w mierzong na poziomie mRNA. Wykazano takze, ze czynniki
genetyczne mogg mie¢ wplyw na zawarto$¢ mRNA i biatka enzyméw CYP2D6, CYP3AS
i CYP2C19, a zmiany spowodowane zaburzeniem funkcii watroby w przebiegu infekcji
HCV, jak 1 polimorfizm genetyczny moga byé przyczyna zmienionej aktywnosci enzymdw
metabolizujacych leki, a w konsekwencji zmienionej farmakokinetyki wielu lekow. Wiedza ta
moze by¢ uzyteczna w opracowaniu bardziej skutecznych i bezpiecznych strategii
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terapeutycznych, dostosowanych do indywidualnych potrzeb pacjentéw. Nie mam
zastrzezen co do formy przedstawienia wnioskéw.

Podsumowujac, uwazam, ze Pan mgr Pukasz Skalski przygotowat ciekawa,
1 wartosciowg rozprawe doktorska, po przeczytaniu ktorej nasuwajg si¢ pytania: 1) Jakie sg
mozIliwosci kontynuacji prowadzonych badan? Czy jest przestrzen na polaczenie uzyskanych
wynikéw w niniejszej rozprawie np. z badaniami obrazowymi watroby 1 stworzenie
algorytmu postgpowania diagnostycznego z wykorzystaniem metod sztucznej inteligencji
1 uczenia maszynowego? Jaka jest opinia doktoranta? 2) Wedlug zalecen American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) z 2015 1. w miejsce termindéw ,,mutacja”
i ,polimorfizm”, i w celu nazwania jakichkolwiek odstepstw od wzorcowej sekwencji DNA
powinno sie¢ stosowaé okreslenie ,,wariant” z odpowiednim przymiotnikiem, tj. ,,wariant
patogenny”, ,prawdopodobnie patogenny”, ,lagodny”, »prawdopodobnie tagodny” lub
~wariant o0 nieznanym znaczeniu klinicznymi”. Doktorant uzywa w pracy zamiennie
termindéw ,,wariant”, ,jmutacja”, ,zmiana”, lub »wariant”, ,.polimorfizm”, ,allel”. Nie
wskazywatam tego jako blad, gdyz farmakogenetyka wydaje sie posiada¢ whasne prawa. Jakg
nomenklaturg powinnismy sie poshugiwaé w przypadku wariantéw gendw kodujacych
enzymy watrobowe, gdzie znane jest nazewnictwo bazujace na allelach i wazna jest
informacja o ich wplywie na tempo metabolizmu? Jakie jest zdanie doktoranta w tym

zakresie?

4. Wniosek koncowy

Doktorant porusza w rozprawie bardzo aktualny i wazny temat. Po zapoznaniu si¢
z rozprawa doktorskg stwierdzam, ze Pan mgr Lukasz Skalski przygotowat warto$ciowg
prace, zgodng z Ustawg 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, z pézn. zm.) oraz Ustawa
z dnia 3 lipca 2018 r. - Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie WYyZszym
1 nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669, z pézn. zm.). Powyzsze wnioski upowazniajg mnie do
zwrocenia si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu

Medycznego w Szczecinie o dopuszczenie Pana mgra Fukasza Skalskiego do dalszych

Moeana Serpund- il

dr hab. Marzena Skrdypczak-Zielinska

etapow przewodu doktorskiego.



