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Od identyfikacji wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) minelo ponad trzydziesci lat.
W okresie tym poznano budowe, cykl replikacyjny, szereg whasciwosci wirusa, drogi i objawy
kliniczne wywotanych nim zakazen, poczyniono znaczne postepy w diagnostyce oraz terapii
choréb. Ustalono, ze HCV wykazuje powinowactwo do watroby, powodujac jej ostre i
przewlekle zapalenia, rzadziej takze manifestacje ze strony innych narzadoéw.

Mimo wymienionych tu bezsprzecznych sukceséw w dziedzinie wirusologii i
medycyny, infekcje HCV stanowig nadal powazne zagrozenie zdrowotne dla ludnoscei Polski 1
$wiata. Jedna z przyczyn jest brak powszechnych badan przesiewowych w celu wykrycia oséb
o bezobjawowym zakazeniu HCV. Tymczasem dlugi okres wylegania choroby, na ogot
niezauwazony przebieg jej ostrej fazy sprawiajg, ze rozpoznanie stawiane jest czgsto po wielu
latach, w zwiazku z ciezkimi powiktaniami w postaci marskosci czy raka watroby. Wprawdzie
nowoczesna terapia przewleklego zapalenia watroby polegajaca na stosowaniu lekéw o
bezposrednim dziataniu przeciwwirusowym jest wysoce skuteczna i powoduje niewiele
objaw6w niepozadanych, nadal jednak pozostaje grupa pacjentow, u ktérych nie uzyskuje si¢
eliminacji HCV. Toczacy sie u tych chorych przewlekle proces zapalny w watrobie prowadzi
do jej widknienia lub do nowotworzenia.

Przetomem w biologii molekularnej bylo odkrycie zjawiska RNAi. Dynamicznie

rozwingly sic badania majgce na celu okreslenie wplywu matych regulatorowych RNA na
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oddzialywania miedzy wirusem a gospodarzem oraz mozliwo$ci wykorzystania tych
czgsteczek jako nowych markerdw przebiegu choréb wirusowych i skutecznosci terapii.
Rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Kaluznej pos$wiecona ocenie ekspresji i
oddziatywan wybranych mikroRNA (miRNA) z docelowymi mRNA w przewleklym
wirusowym zapaleniu watroby typu C wpisuje sie w ten ciekawy, wazny i ciagle aktualny nurt

prac badawczych.

Ocena merytoryczna pracy

Prezentowane przez Doktorantke badania sg prébg wykorzystania specjalistycznych
metod molekularnych do lepszego zrozumienia procesow klinicznych, a zatem mogg mieé
istotne implikacje zar6wno naukowe, jak praktyczne.

We Wstepie mgr Ewelina Maria Kaluzna w oparciu o pismiennictwo przedstawia
informacje na temat dwoch gléwnych zagadnied poruszanych w rozprawie, wirusowego
zapalenia watroby typu C oraz miRNA. Doktorantka opisuje miedzy innymi budowe i cykl
replikacyjny HCV, przebieg kliniczny choroby, znane czynniki moggce mie¢ wplyw na rozwoj
przewleklego zapalenia watroby typu C oraz aktualne mozliwosci terapii. Autorka zwraca
uwage, na najczestszg droge zakazenia jaka sg zabiegi medyczne i inne czynnoéci zwigzane z
naruszeniem cigglosci tkanek. Celem uzupelnienia nalezy zauwazyé, ze do zakazenia HCV
dochodzi na ogét podczas wykonywania drobnych zabiegéw medycznych, wykonanych bez
przestrzegania wilasciwych procedur, a ryzyko zakazenia HCV roénie wraz z liczbg
hospitalizacji. Istotna grupe chorych stanowig pacjenci oddzialéw hematoonkologicznych i
dializoterapii. Wysoki jest takze odsetek zakazonych HCV wsr6d oséb przyjmujgeych srodki
odurzajace droga dozylna, zwlaszcza z koinfekcjg ludzkim wirusem niedoboru odpornosci.
Autorka zwraca uwagg na charakterystyczna dla wirnséw RNA duzg zmienno$é genetyczna
jako przyczyng nieefektywnej odpowiedzi immunologicznej gospodarza i powstawania
opornoscei na leki.

W drugiej czesci Wstgpu Doktorantka opisuje szczegélowo biogeneze i mechanizm
dzialania miRNA. Przedstawia droge powstawania tych czgsteczek w szlaku kanonicznym i
niekanonicznym, ich rol¢ jako biomarkeréw choréb wirusowych. W dalszej czeéci Autorka
prezentuje mechanizmy regulacji bezposredniej i posredniej, za pomocg ktérych miRNA
wptywa na cykl replikacyjny HCV, a nastepnie postulowang modulacje przebiegu
przewleklego zapalenia watroby typu C. Rozdziat dostarcza szeregu informacji waznych dla
zrozumienia dalszej czesci pracy. Mimo, ze jest dos¢ obszerny, to nalezy stwierdzié, ze zakres

poruszanych zagadnien jest w petni uzasadniony. Zamieszczone we Wstepie ryciny i tabele
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bardzo wlatwiaja analize opisywanych zjawisk. Na uznanie zastuguje takze poprawnos¢ z jakg
Doktorantka pisze o zagadnieniach medycznych, mimo ze z wyksztalcenia nie jest lekarzem.
Drobnym uchybieniem jest uzywanie okreslenia cykl zyciowy HCV, co w kontekécie wiruséw,
ktére nie sg zaliczane do organizméw zywych, wydaje sie niewlasciwe. Nalezy raczej mowié
o cyklu replikacyjnym. Ponadto podany przez Doktorantke okres inkubacji zapalenia watroby
od 3 do 12 tygodni, jest krotszy niz si¢ powszechnie przyjmuje. Wiekszos¢ Zrddet podaje czas
do 150 dni.

Zasadniczym celem pracy bylo poznanie znaczenia wybranych miRNA dla rozwoju i
przebiegu przewleklego wirusowego zapalenia watroby typu C. Autorka sformutowata 3 cele
szczegoOlowe 1 6 hipotez badawczych. Cele pracy 1 hipotezy badawcze sg jasne i jednoznaczne.

W kolejnym rozdziale Pacjenci, Materiat i Metody Doktorantka bardzo szczeg6lowo
opisyje zrdéznicowang metodyke pracy. Podstawowym materialemn do badan byla krew,
pozyskana od 180 pacjentéw z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C bedacych
pod opiekg Wielospecjalistycznego Szpitala Miejskiego im. Jozefa Strusia w Poznaniu oraz
120 zdrowych dawcdw. Doktoranta nie podaje w jaki sposob rekrutowata osoby nalezace do
grupy kontrolnej. Wérdd chorych byty zaréwno osoby przed leczeniem, jak i po terapii
przeciwwirusowej, przeprowadzonej z roéznym efektem. Do kolejnych etapéw pracy
Doktorantka wigczata rozne pod wzgledem liczby, jak i fazy choroby grupy pacjentéw oraz
grupy kontrolne, ktore byly poréwnywalne do grupy badanej pod wzgledem liczby oséb, ich
wieku czy plci.

Do wstepnej oceny poziomu miRNA w osoczu badanych Autorka wybrata 179
czasteczek majgcych potencjalny zwigzek z przebiegiem przewleklego wirusowego zapalenia
watroby typu C. Badaniem tym, ktdre nazwata przesiewowym objeta 18 chorych, podzielonych
na trzy szescioosobowe podgrupy w zaleznosei od uzyskanych efektéw leczenia, oraz 6 0oséb
zdrowych. Na tym etapie material poddawany analizie pobrany od badanych
zakwalifikowanych do poszczegélnych podgrup byt faczony. Walidacji poziomu wybranych
miRNA dokonano w grupie 65 chorych zakazonych genotypem 1 wirusa, uprzednio
nieleczonych przeciwwirusowo oraz 69 0s6b z grupy kontrolnej.

Na podstawie analiz bioinformatycznych wytypowano dla wybranych miRNA
docelowe mRNA. DNA do badan polimorfizmu genu PNPLA3 w regionie wigzania miRNA
wyizolowano z jednojadrzastych komorek krwi obwodowej 117 chorych z przewleklym
wirusowym zapaleniem watroby typu C, zakazonych genotypem 1 oraz 80 0sob zdrowych. Dla
oceny wptywu miRNA na cykl replikacyjny HCV in vitro wykorzystano linie komérkowa Huh
7.5 (linia ludzkich komérek raka watrobowokomérkowego). W testach lucyferazowych
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shuzacych ocenie oddzialywan miRNA-mRNA jako kontrolng wykorzystywano lini¢
HEK293T (linia ludzkich komérek embrionalnych nerki). W dalszej czesci tego rozdziatu mgr
Ewelina Maria Katuzna opisuje zastosowane materialy, w tym analogi i inhibitory miRNA,
siRNA, startery, sondy, plazmidy, przeciwciala, a takze przedstawia bazy danych
wykorzystywane do analiz. Nastepnie Autorka prezentuje szczegdtowo metodyke pracy,
miedzy innymi izolacj¢ kwaséw nukleinowych, reakcje odwrotnej transkrypcji, ilosciows
metode oceny poziomu RNA, technike Western blot, technike analizy krzywych topnienia o
wysokiej rozdzielczosci, zasady przygotowania plazmidow reporterowych, czy testy
lucyferazowe. Autorka opisuje badania replikacji i infekcyjnosci HCV in vifro, zasady analizy
proliferacji komoérek, cyklu komorkowego oraz apoptozy. Na zakonczenie rozdziatu
przedstawione zostaly zastosowane metody statystyczne.

Kolejny fragment pracy stanowia rozdziaty, w ktorych zaprezentowane i oméwione
zostaly wyniki badan. Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka zrealizowata
postawione zadania, a uzyskane rezultaty sg interesujgce. Wyniki zostaly przedstawione
zwigzle, z nalezyta starannoscia, zestawione w formie czytelnych tabel i rycin.

Na podstawie rezultatoéw oznaczen 179 miRNA u 0s6b z grupy badanej i kontrolnej
Autorka wykazata, ze w przebiegu przewleklego zapalenia watroby typu C zmienia si¢ profil
tych czasteczek w osoczu. Do dalszych analiz Doktorantka wybrata 5 miRNA, ktérych r6znica
w poziomie w osoczu u chorych i zdrowych byta najwieksza, miR-106b-3p, miR-145-5p, 324-
5p, miR331-3p, miR-335-3p. Autorka uzyskata szereg cieckawych wynikoéw. Wykazala miedzy
innymi zalezno$¢ miedzy podwyzszeniem poziomu miR-145-5p w osoczu krwi a wicksza
aktywnoscia AST i GGTP w surowicy oraz podwyzszeniem poziomu miR-106b-3p oraz miR-
331-3p a podwyzszona aktywnoscia AST w surowicy 0séb z przewleklym zapaleniem watroby
typu C. Ponadto stwierdzita, ze miR-106b-3p, miR-331-3p oraz miR-335-3p wplywajg na
proliferacje, cykl komorkowy oraz apoptoze komorek linii Huh7.5, a wszystkie zmniejszaja
replikacje HCV in vitro. Doktorantka wykazala bezposrednig interakcje miR-106b-3p z mRNA
STATSB oraz miR-335-3p z mRNA PNPLA3. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze wybrane
miRNA moga modulowaé przebieg zakazenia HCV.

W Dyskusji Autorka omawia uzyskane wyniki badan ciekawie i dojrzale, zestawiajgc
je z danymi z bardzo réznorodnego i licznie zgromadzonego pi$miennictwa. Wnioski z
wykonanych badan sa sformutowane jasno i dowodza, ze Doktorantka zrealizowata postawione

w pracy cele i zweryfikowata hipotezy badawcze.



Ocena formalna pracy

Mgr Ewelina Maria Kaluzna poprawnie sformulowata hipotezy badawcze, wlasciwie
dobrala i zastosowala metodyke.

Pod wzgledem formalnym rozprawa nie budzi istotnych zastrzezen. Autorka nadata jej
tradycyjny ksztalt i podzielita na nastepujace rozdziaty: Wstep, Cel Pracy 1 Hipotezy Badawcze,
Pacjenci, Material i Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Wnioski, Streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, Spis Rycin, Spis Tabel, Pi$miennictwo oraz Materiatl
Uzupelniajacy. Dodatkowo rozprawa zaopatrzona zostala w spis treSci oraz wykaz
wazniejszych skrétdéw stosowanych w pracy. Na poczatku rozprawy Doktorantka zamiescita
liste publikacji obejmujgcych tematyke pracy dokiorskiej, w ktérych jest wspétautorem. Sa
wéréd nich prace z listy filadelfijskiej (posiadajace wspdiczynnik oddziatywania IF).
Doktoranta zamiescita takze informacje na temat projektéw badawczych Narodowego Centrum
Nauki, w ramach ktérych badania byly realizowane.

Autorka korzystata z 231 pozycji piSmiennictwa, autoréw polskich i1 zagranicznych,
ktdre uszeregowane zostaly zgodnie z kolejnoscia cytowania. Uzyskala zgod¢ na
przeprowadzenie badan Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu.

Praca jest napisana poprawnie pod wzgledem jezykowym. Autorka nie unikneta
drobnych bledéw merytorycznych, nomenklaturowych i edytorskich. Moje watpliwo$ci budzi
niejednoznaczne nazewnictwo gendw, mRNA i biatek oraz miRNA i ich genoéw. Cze$é
oznaczen prezentowanych w pracy wykonano (jak wynika z opisanej metody) w osoczu krwi
(np. ocena poziomu miRNA), ale wigkszo$¢ badan biochemicznych w surowicy (surowica to
osocze pozbawione fibrynogenu). Tymczasem Doktorantka pisze, jakby materialem do
wszystkich badan byto osocze.

Autorka pisze o poziomie aminotransferaz alaninowej i asparaginowej (ALT, AST) w
osoczu, podezas gdy oznacza si¢ ich aktywnos$¢ (nie poziom) w surowicy.

Doktorantka nie zawsze stosuje skroty wezesnie] wprowadzone. Zamiast HCV pisze
niekiedy ,,wirus HCV”. Trwala odpowiedzZ wirusologiczng (SVR) nazywa czasem ,.kompletng

eliminacjg wirusa”, albo ,,trwala odpowiedzia na leczenie”.

Whiosek konicowy
Wymienione w niniejszej recenzji drobne uchybienia nie wplywaja w istotny sposéb na
oceng pracy. Stanowi ona zwarta logiczng catosé. Sposob przedstawienia dostgpnej wiedzy na
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temat przewleklego zapalenia watroby typu C, roli miRNA w przebiegu zakazenia HCV, zakres
przeprowadzonych badan oraz wszechstronno$é, z jaka dyskutowane zostaly uzyskane
rezultaty $wiadczg, iz Autorka rozprawy posiada ugruntowang -wiedze; na ten temat. Uwazam,
ze praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, stagd wnosze o dopuszczenie mgr
Eweliny Marii Kaluznej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto w opinii recenzenta praca mgr Eweliny Marii Katuznej z uwagi na zakres
wykonanych badan, szczegdtowos¢ i dojrzatosé omoéwienia uzyskanych rezultatéw zastuguje

na wyrdznienie.
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