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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska pt. ,,Ekspresja izoform metalotioneiny
w hepatocytach w wirusowym zapaleniu watroby typu B oraz C” lek. med. Zbigniewa
Krawczuka podejmuje bardzo ciekawe i aktualne zagadnienie roli metalotioneiny w przebiegu
wirusowego zapalenia watroby typu B i C, ktore sa najistotniejsze z uwagi na wysoka
czgsto$¢ zachorowan, jak i pojawiania si¢ powiklan, tj. przewlekte zapalenie watroby,
marsko$¢ czy rak watrobowo-komorkowy. W pierwszym rozdziale Doktorant w sposéb
szczegblowy odnidst si¢ do najnowszych danych epidemiologicznych oraz charakterystyki
klinicznej oséb zakazonych HBV. Szacuje si¢, ze na calym $wiecie zakazenie HBV dotyka
okoto 300 mln ludzi, co stanowi 4-5% calej populacji. Najwigkszg liczbe zakazen odnotowuje
si¢ w Azji oraz regionie Pacyfiku. Dane epidemiologiczne wskazuja, ze w Chinach
zakazonych jest blisko 10% spoleczefistwa. Najczestsza przyczyng zgondw pacjentow
zakazonych HBV jest marsko$é watroby oraz pierwotny rak watroby. Smiertelnosé
spowodowana powiklaniami znacznie cze¢sciej dotyka mezczyzn niz kobiet (50% vs 15%).
Najnowsze dane wskazuja, ze w Polsce na przewlekle zapalenie watroby typu B choruje
blisko 400 tys. os6b. W ostatnim podrozdziale dotyczacym WZW B zawarty jest szczegdtowy
opis terapii majacej na celu zahamowanie namnazania si¢ wirusa. Powszechne jest stosowanie
lekow tj. interferon czy inhibitory odwrotnej transkryptazy. Ponadto, Doktorant stusznie

zwrécit uwage roéwniez na konieczno$¢ utrzymania prawidlowego stanu nawodnienia
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pacjenta, odzywienia, ograniczenia jego aktywnosci fizycznej, stosowania diety watrobowe;j,
jak i unikania lekow, ktérych biotransformacja zachodzi gléwnie w watrobie.

W kolejnym rozdziale Doktorant niezwykle dokfadnie przytoczyt charakterystyke
molekularng wirusa zapalenia watroby typu C. Zwraca uwage, ze bardzo istotnym elementem
warunkujagcym wysokg czgstos¢ zakazeh HCV sa liczne mutacje wplywajace na duza
zmienno$¢ genetyczng wirusa. Doktorant stusznie podkresla, ze skutkiem tak duzej
zmienno$ci oraz rearanzacji w obregbie genomu jest jego wysoka wirulencja, szybkosé
progresji choroby, cigzki przebieg powiklan, a co wiecej, brak skutecznej szczepionki.
Wedhug szacunkéw Swiatowej Organizacji Zdrowia z 2015 roku, na $wiecie byto okoto 71
miln ludzi zakazonych HCV. Doktorant bardzo wnikliwie przeanalizowal dane
epidemiologiczne przytaczajac doktadne informacje odnoszace sie do znacznego
zréznicowania geograficznego w stosunku do odnotowywanych zakazen.

Przedstawiono réwniez opis gendéw i kodowanych przez nie bialek z rodziny
metalotionein oraz ich rol¢ w przebiegu wirusowych zapalen watroby. W rozdziale tym
Doktorant podkresla, ze pacjenci z genotypem interferonu lambda 3 charakteryzuja sie
prawidlowa odpowiedzia na leczenie interferonem oraz wyzsza ekspresja metalotionein
w hepatocytach. Ponadto poziom ekspresji metalotionein wykazuje korelacje z nizszymi
wskaznikami widknienia watroby.

Kolejny rozdziat obejmuje cel badan, ktory zostat ujety jako: badanie ekspresji mRNA
izoform MT-Ii MT-II w tkankach watroby, analiza ekspresji przytoczonych powyzej biatek w
korelacji z parametrami klinicznymi pacjentéw oraz okreSlenie w jakim zakresie badane
metalotioneiny mogg stanowi¢ markery wykorzystywane w diagnostyce zapalen watroby typu
B i C. W mojej ocenie Doktorant niezwykle trafnie okreslit cele badan postepujgc zgodnie
znajwyzszymi standardami metodologicznymi, rozpoczynajac od analiz molekularnych,
poprzez badania kliniczne, akonczac na ocenie przydatnosci ekspresji metalotionein
w diagnostyce réznicowej zapaleni watroby typu B i C. Jedyng moja uwagg jest dosé
niefortunne uzycie stowa ,,wykazanie” w pierwszym celu, ktore jednoznacznie wskazuje, iz
Doktorant ,,juz wykazal” zaleznosci, ktore byly przedmiotem Jego badan. Sugeruje zamiane
stowa na ,analiza”, ,,ocena” czy ,badanie”. Na uwage zastuguje zastosowanie nietypowej
formy wstepu przy przedstawieniu celow, ktory bardzo ptynnie wprowadza czytelnika
w gldwne zalozenia badan, stawiane pytania oraz weryfikowane hipotezy.

Po trafnie sformutowanych celach Doktorant scharakteryzowal materiat badawczy
oraz wykorzystane metody. W pierwszym paragrafie zostata doktadnie opisana grupa badana
skiadajgca si¢ z 11 pacjentéw zakazonych HBV oraz 18 pacjentéw zakazonych HCV. Grupe



kontrolng stanowito 9 pacjentéw, u ktérych nie stwierdzono w badaniu histologicznym zmian
patologicznych w obrgbie watroby. W mojej ocenie tabela 8 opisujaca dane kliniczne
pacjentéw w grupie kontrolnej oraz tabela 9 z opisem danych klinicznych w grupie badanej
powinny by¢ umieszczone na poczatku podrozdziatu odnoszacego sie do opisu materiatu
badawczego. W opisie grup pacjentéw zabraklo informacji ile wsroéd nich stanowily osoby
plci meskiej oraz zenskiej. Ponadto istotnym byloby przedstawienie w formie tabeli
charakterystyki klinicznej pacjentéw, zuwzglednieniem wskaznikéw oraz parametréw
diagnostycznych tj. wyniki badaf krwi czy moczu. Uzupekienie opisu grupy badanej o takie
informacje znacznie wzbogacitoby obraz kliniczny postaci choroby u pacjentéw objetych
badaniami. Na uwage zastuguje bardzo szczegélowy opis oceny histopatologicznej oraz
analiz immunohistochemicznych. Nastgpnie Doktorant przedstawil procedure izolacji
catkowitego RNA, odwrotnej transkrypcji oraz qPCR, przedstawiajgc stezenia uzytych
odczynnikéw w formie dwoch tabel. Analize statystyczng Doktorant wykonat
z wykorzystaniem kilku testéw w zaleznosci od tego czy uzyskane dane charakteryzowaty sie
rozktadem parametrycznym lub nieparametrycznym. Doktorant dowiédl tym samym, ze
bardzo sprawnie poshuguje si¢ doborem wiasciwych testow statystycznych, co z uwagi na
wielo$¢ analizowanych cech nie byto tatwym zadaniem.

Opis wynikéw Doktorant rozpoczyna od przedstawienia przyktadowego zdjecia
reakcji immunohistochemicznej opisujacego ekspresje biatkka MT-I/Il w hepatocytach
prawidlowej watroby w odniesieniu do hepatocytéw pacjentéw zakazonych HBV i HCV. Na
uwage zasluguje zestawienie ekspresji zarwno biatka metalotioneiny, jak i izoform mRNA
w formie dwoch przejrzystych tabel przedstawiajacych wartosci (1) $redniej, (2) mediany, (3)
minimalnej i maksymalnej warto$ci ekspresji oraz (4) odchylenie standardowe. Doktorant
W sposob bardzo przejrzysty, w formie wykresow, przedstawil rdznice statystyczne
w ekspresji biatka oraz izoform genéw kodujacych metalotioneiny uwzgledniajac lokalizacje
jadrowg i cytoplazmatyczna. Na drugim wykresie przedstawiono poréwnanie ekspresji
pomiedzy grupg kontrolng a dwoma grupami badanymi, odpowiednio w grupie pacjentéw
zakazonych HBV oraz HCV. Wartym podkreslenia jest, ze Doktorant opisujac wartosci
istotnosci statystycznych podaje test statystyczny, ktory wykorzystal do analizy wynikéw, co
w znacznym stopniu ulatwia recenzentowi odniesienie si¢ do prezentowanych danych.
W opisach skrétow poszczegdélnych izoform metolotionein doszukatem si¢ pewnej
niekonsekwencji polegajacej na tym, ze w jednym przypadku Doktorant stosuje kursywe
awinnych nie. Bardzo prosz¢ o przesledzenie sposobu przedstawiania skrétéw przed

przygotowaniem pracy do publikacji. Ponadto w paragrafie 5.5 Doktorant podaje ile 0s6b



w grupie badanej i kontrolnej stanowily kobiety i mezczyzni. Odnosze si¢ do mojej
wezesniejszej sugestii, ze taka informacja powinna by¢ podana w paragrafie opisujacym
dobdr pacjentéw do badan. Rozdzial wyniki zakoniczony jest dokladng analizg korelacji
pomi¢dzy jadrowa oraz cytoplazmatyczng ekspresja biatka MT-I/II i ekspresja izoform genu
kodujacego metalotioneiny. Odnoszac si¢ do analiz ekspresji izoform genu oraz biatka
doktorant postuzyt si¢ macierzami korelacji przyjmujac bardzo wysokie poziomy istotnosci
statystycznej. Tabela 13 przedstawia macierz korelacji pomigdzy ekspresja izoform genu oraz
biatka metalotioneiny w odniesieniu do parametréw laboratoryjnych w grupie pacjentow
zakazonych HBV i HCV. Uwazam, ze przedstawienie wynikéw z podzialem na grupe
mezczyzn 1 kobiet wzbogacitoby obraz kliniczny pacjentéw. Jest to jedynie moja sugestia,
ktorg Doktorant moze uwzgledni¢ przygotowujac publikacje.

Kolejny rozdzial stanowi dyskusja, w ktorej doktorant odnosi si¢ do: (1) danych
epidemiologicznych zakazen HBV i HCV na $wiecie, (2) roli metalotionein w patogenezie
zakazeh HBV i HCV, przytaczajac wyniki badan zaréwno w modelach in vitro, jak i in vivo,
(3) roli cynku w modulowaniu ekspresji metalotionein, (4) wplywu metalotionein na stres
oksydacyjny i regulacje apoptozy. W mojej ocenie jednym z istotniejszych wynikow
uzyskanych przez Doktoranta jest wykazanie, Ze zakazenie wirusami HBV i HCV
zahamowuje mechanizmy ochronne komodrek poprzez obnizenie ekspresji metalotioneiny.
Doktorant szczegétowo opisat rol¢ metalotionein w regulacji stezenia wybranych parametréw
biochemicznych, tj. stezenie bilirubiny, aktywno$é¢ ALT i AST, fosfatazy alkalicznej oraz
czynnik6w krzepnigcia. W podsumowaniu dyskusji Doktorant bardzo obiektywnie, lub wrecz
krytycznie, odnidst si¢ do wynikéw uzyskanych przez siebie oraz innych autoréw, moéwigcych
o tym, ze mechanizmy modulacji ekspresji metalotionein i ich rola w hamowaniu proceséw
patologicznych wywotanych zakazeniem HBV i HCV sg niezwykle zlozone.

Uzyskane wyniki Doktorant podsumowat w trzech wnioskach sugerujacych wazna
role metalotionein w modulacji zmian patologicznych wywotanych zakazeniem HBV i HCV,
podkreslajac ochronny mechanizm podwyzszonej ekspresji tych biatek w hepatocytach
pacjentow. Sugeruje takze, Ze geny oraz biatka metalotionein pod wzgledem ich lokalizacji
jadrowej i/lub cytoplazmatycznej nie powinny by¢ wykorzystywane w diagnostyce
réznicowej pacjentow zakazonych HBV i HCV.

W podsumowaniu, nalezy stwierdzi¢, iz Doktorant wykazal si¢ duza samodzielnoscia
naukowg i umiej¢tnoscia wyciagania z przeprowadzonych analiz poprawnych wnioskow.
Pragne réwniez podkresli¢, ze praca doktorska charakteryzuje si¢ trafnoscia wyboru tematu.

Doswiadczenia zostaty poprawnie zaplanowane i wykonane. Chciatbym zwréci¢ uwage na



spOjny dobér zastosowanych metod badawczych. Wykorzystana przez Doktoranta
metodologia jest bardzo zlozona, poniewaz obejmuje nie tylko analizy histologiczne czy
molekularne, ale réwniez liczne i wazne z punktu widzenia klinicznego, badania parametréw
diagnostycznych. Na uwage¢ zasluguje réwniez systematyczny i konsekwentny sposéb
przedstawiania wynikéw, ktory dowodzi duzej znajomosci przez Doktoranta tematu
podjetych badan. Ponadto uzyskane wyniki przyczyniaja si¢ do lepszego poznania omawianej
tematyki. Dlatego tez, praca doktorska stanowi cenne uzupetnienie dostepnego pismiennictwa
naukowego, stanowigc zarazem podstawe do kontynuowania badan w tej tematyce.

Na zakonczenie chciatbym podkresli¢, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa
doktorska zostata wykonana w jednym z najlepszych osrodkéw w Polsce zajmujacych sie
badaniami tkankowymi i komérkowymi. Tradycje wroctawskiego osrodka histologicznego
zostaly ugruntowane dzigki prowadzeniu badafi molekularnych, komérkowych oraz
tkankowych na najwyzszym poziomie, porownywalnym z placéwkami nie tylko w Europie,
ale i na $wiecie.

W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska lek. med.
Zbigniewa Krawczuka spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm). Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastéow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie
lek. med. Zbigniewa Krawczuka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto
z pelnym przekonaniem mogg stwierdzi¢, ze zardwno aktualna tematyka pracy doktorskiej,
jak i caloksztalt prac badawczych wykonanych przez Doktoranta znaczaco przekracza
wymagania stawiane pracom doktorskim w zakresie nauk medycznych. Dlatego wnioskuje do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu o przyznanie wyrdznienia rozprawy doktorskiej lek. med. Zbigniewa
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watroby typu B oraz C”.



