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1. IMIE I NAZWISKO

Krzysztof Domagalski

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE

22.07.2014

16.01.2013

05.08.2008

28.06.2006

dyplom specjalisty w zakresie analityki medycznej
Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej

tytut dysertacji: ,,Wphyw wybranych zmiennosci pojedynczego nukleotydu
(SNP) u pacjentow z przewleklym zapaleniem wqtroby typu C na wynik terapii
przeciwwirusowej”;

promotor: prof. dr hab. Malgorzata Pawtowska, Katedra Chorob Zakaznych i
Hepatologii, Wydzial Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

tytul magistra w ramach studiow II stopnia na Kierunku biotechnologia

tytul pracy magisterskiej: ,,Preparatyka catkowitego RNA z komorek szpiku
dzieci wznow ostrej bialaczki limfoblastycznej w  kontekscie analiz
mikromacierzowych”;

promotor: prof. dr hab. Andrzej Tretyn, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

stopien licencjata w ramach studiow I stopnia na kierunku biotechnologia
tytut pracy dyplomowej: ,,Homologi zwierzecych protoonkogenow i genow
supresorowych u roslin’;

promotor: prof. dr hab. Andrzej Tretyn, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH/ARTYSTYCZNYCH

2016 - nadal

2014 - 2016

2012 - 2014

adiunkt naukowy, Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

asystent naukowy, Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

specjalista biolog, Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST.
2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE
NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U.
2016 R. POZ. 882 ZE ZM. W DZ. U. Z 2016 R. POZ. 1311.)

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Determinanty odpowiedzi na standardowe terapie
stosowane w grupie pacjentow przewlekle zakazonych
wirusami zapalenia watroby typu B lub C

42. WYKAZ PUBLIKACJI WCHODZACACYCH W SKLAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO

Osiagniecie naukowe, bgdace podstawa ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego
stanowi cykl czterech oryginalnych prac i jednej pogladowej, opublikowanych w latach 2014-
2018 w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). Wartos¢
wspotczynnika oddzialywania (IF) oraz liczbe punktow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (MNiSW) dla poszczegdlnych prac podano zgodnie z punktacja obowigzujaca w

roku ich opublikowania.

1. Domagalski K, Pawlowska M, Zalesna A, Tyczyno M, Skorupa-Ktaput M, Tretyn A,
Halota W. The relationship between IL28B polymorphisms and the response to
peginterferon alpha-2a monotherapy in anti-HBe positive patients with chronic HBV
infection. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2014, 33: 2025-2033.

MNISW = 25; IF = 2,668

2. Domagalski K, Pawtowska M, Zalesna A, Pilarczyk M, Rajewski P, Halota W,
Tretyn A. Impact of IL28B and OAS gene family polymorphisms on interferon
treatment response in Caucasian children chronically infected with hepatitis B virus.
World J Gastroenterol. 2016; 22: 9186-9195.

MNIiSW= 25; IF = 3,365

3. Domagalski K, Pawlowska M, Kozielewicz D, Dybowska D, Tretyn A, Halota W.
The impact of 1L28B genotype and liver fibrosis on the hepatic expression of 1P10,
IF127, 1SG15, and MX1 and their association with treatment outcomes in patients
with chronic hepatitis C. PLoS One. 2015; 10: e0130899.

MNISW = 40; IF = 3,057

4. Pawlowska M, Domagalski K, Smok B, Rajewski P, Wietlicka-Piszcz M, Halota W,
Tretyn A. Continuous up to 4 years entecavir treatment of HBV-infected adolescents -
a longitudinal study in real life. Plos One. 2016; 11: e0163691.
MNISW = 35; IF = 2,806
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5. Pawtowska M, Domagalski K. Risk of HBV reactivation in patients infected with
HBV/HCYV treated with DAA. Hepat Mon. 2017; 17: e12317.
MNISW = 15; IF = 1,347

SUMARYCZNY IF OSIAGNIECIA NAUKOWEGO = 13,706
SUMA PUNKTOW MNISW OSIAGNIECIA NAUKOWEGO = 140

Oswiadczenie dotyczace mojego indywidualnego wktadu autorskiego w powstanie
ponizej zaprezentowanych prac zamieszczono w Zalgczniku nr 4, a o$wiadczenia
wspotautorow o zaangazowaniu w powstanie prac w Zataczniku nr 5. W Zalaczniku nr 6

zebrano kopie publikacji stanowigcych osiggnigcie naukowe.

43. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WYZE] WYMIENIONYCH PRAC I
OSIAGNIETYCH WYNIKOW ORAZ ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

4.3.1. WPROWADZENIE

Celem prac skladajacych si¢ na przedstawiony cykl publikacji, stanowigcych
osiggniecie naukowe bedace podstawg ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora
habilitowanego, byta identyfikacja czynnikow predykcyjnych zwigzanych z wynikami terapii
u pacjentéw przewlekle zakazonych wirusami zapalenia watroby typu B (HBV) lub C (HCV).
Badania te zostaly przeprowadzone wsrod pacjentow diagnozowanych i leczonych w
Katedrze Chorob Zakaznych i Hepatologii, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Zakazenia szeroko rozpowszechnionymi wirusami hepatotropowymi sa jednym z
biezacych problemow epidemiologicznych w obszarze choréb zakaznych. Wedtug danych
Swiatowej Organizacji Zdrowia, $miertelno$¢ z powodu nastepstw zakazen wirusami
hepatotropowymi systematycznie wzrasta. W 2015 roku wirusowe zapalenie watroby
doprowadzito do 1,34 miliona zgondéw, sposroéd ktorych 96% byto wynikiem powiktan
przewlektych zakazen odpowiednio HBV (66%) i HCV (30%) [1]. Zakazenia HBV i HCV
stanowig gtowne przyczyny raka watrobowokomorkowego (ang. hepatocellular carcinoma;
HCC) i marskos$ci watroby powodujacych odpowiednio 470 000 i 720 000 zgonow rocznie [2,
3]. Wysoka $miertelno$¢ zwigzana jest z bezobjawowym 1 utajonym charakterem
przewlektych zakazen poprzedzajacych etap kliniczny, co jednoczes$nie skutkuje trudnosciami
w wykrywaniu, a tym samym obliczaniu wskaznikow rozpowszechnienia zakazen w skali
catego $§wiata. Szacuje sie, ze blisko 260 milionéw ludzi (3,5% populacji) na calym §wiecie

cierpi na przewlekte zapalenie watroby typu B (pzwB). Ta warto$¢ dla przewleklego
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zapalenia watroby typu C (pzwC) wynosi 71 milionéw (1% populacji) [1]. Zgodnie z danymi
epidemiologiczne dla Polski szacuje si¢, ze czgstos¢ wystgpowania antygenu HBsAg wynosi
ok. 0,9% (350 tysiecy) [4], a ok. 1,9% populacji miato kontakt z HCV, z czego ok. 0,6% t].
okoto 200 tysiecy mieszkancow kraju moze by¢ przewlekle zakazonych HCV [5].

Zgodnie ze $wiatowymi danymi nieliczne osoby z wirusowym zapaleniem watroby
zostaly zdiagnozowane (9% z HBV 1 20% z HCV). Wsrdd nich terapig objeto nieznaczny
odsetek. W 2015 roku 8% o0sob (1,7 mln) z rozpoznaniem zakazenia HBV byto w trakcie
leczenia. Z kolei, 7,4% os6b (1,1 mln) z rozpoznaniem zakazenia HCV rozpoczgto terapig, co
stanowito mniejszy odsetek w poréwnaniu do 1,7 miliona nowo wykrytych infekcji HCV w
tym samym roku [1]. Na podstawie powyzszych danych mozna wskaza¢ gldwne obszary
problemowe, obejmujace zarowno etap diagnozy, jak i objecia terapig mozliwie najwigkszej
puli oséb. W obliczu ograniczen skutecznosci terapii pzwC 1 pzwB, mozliwosci stosowania
réznych lekow, badZz niepotrzebnego narazania pacjenta na dziatlania niepozadane
potencjalnie nieskutecznych terapii, szczegolnie tych opartych na interferonie, naturalnym
kierunkiem badan byto poszukiwanie oraz ocena czynnikéw prognostycznych skutecznosci
terapii, celem lepszego dostosowania programu terapeutycznego do indywidualnych
predyspozycji pacjenta.

Ze wzgledu na brak swoistej szczepionKi istotnym sposobem zapobiegania, zaréwno
rozprzestrzeniania si¢ infekcji HCV, jak i progresji choroby jest leczenie pacjentow
zdiagnozowanych [6]. Zasadniczym celem terapii zakazen HCV jest eliminacja wirusa,
wykazywana brakiem obecnosci jego materiatu genetycznego (HCV RNA) we krwi,
powigzana z normalizacjg biochemiczng choroby watroby. Punktem koncowym terapii jest
uzyskanie trwatej odpowiedzi wirusologicznej (ang. sustained virologic response; SVR), tj.
niewykrywalnego HCV RNA obecnie 12, a dawniej 24 tygodnie po zakonczeniu leczenia.
Terapie oparte na stosowaniu pegylowanego interferonu alfa (PegIFNa) i rybawiryny (RBV)
byly podstawg leczenia wszystkich pacjentow z przewlektym zapaleniem watroby typu C do
2015 roku, kiedy to zarejestrowano terapie bezinterferonowe, oparte wytacznie na lekach o
bezposrednim dziataniu przeciwwirusowym (ang. direct acting antivirals; DAA),
charakteryzujacych si¢ bardzo wysoka skutecznos$cia, siegajaca 95-100%.

Mimo pewnej indywidualizacji, terapia dwulekowa PeglFNo+RBV charakteryzowata
si¢ skutecznoscia wynoszaca okoto 50%, w przypadku pacjentow zakazonych trudnymi do
leczenia genotypami 1 1 4 HCV, i1 zdawala si¢ by¢ zalezna od czynnikow osobniczych
gospodarza [7]. W Polsce dominuje genotyp 1, odpowiadajacy za blisko 80% przypadkow

zachorowan [8]. W zwiazku z niesatysfakcjonujaca skutecznoscig klasycznej terapii
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PeglFNa+RBV, a takze niezadowalajgcym profilem jej bezpieczenstwa, prowadzono badania
skoncentrowane na poszukiwaniu czynnikow wptywajacych na istotne réznice w odpowiedzi
na leczenie, dawniej w celach praktycznych, obecnie gtownie poznawczych. Ze wzgledu na
ograniczone znaczenie znanych juz czynnikow prognostycznych skuteczno$ci terapii
ustalanych przed jej rozpoczg¢ciem, zwigzanych ze zmienno$cig wirusa jak i gospodarza
(takich jak: genotyp wirusa, wysoko$¢ wyjsciowej wiremii wiek, pochodzenie etniczne, plec,
zaawansowanie zmian morfologicznych w watrobie, choroby wspotistniejace [9]), dazono si¢
do dalszej personalizacji leczenia, opartej migdzy innymi na indywidualnej zmiennosci
genetycznej kazdego pacjenta. Byt to kierunek badan, ktoéry dawat szanse odpowiedzi na
pytanie, dlaczego pacjenci charakteryzujacy si¢ podobnymi parametrami klinicznymi, r6znig
si¢ w swoich reakcjach na leczenie. Przyjeto koncepcje, ze podlozem zrdéznicowanej
odpowiedzi na terapi¢ interferonowa osob zakazonych HCV o tym samym genotypie, moga
by¢ pierwotne wlasciwosci genetyczne komoérek uktadu immunologicznego, jak i
hepatocytow. Mimo iz 6wczesne wyniki badan wydawaty si¢ potwierdzaé¢ istnienie takich
uwarunkowan genetycznych, z ktoérych najbardziej znanym byta zmienno$¢ w obrgbie genu
interleukiny 28B (IL28B) [10], to w p6zniejszym czasie, wraz ze wzrostem znaczenia terapii
bezinterferonowych, stracity swoj wymiar praktyczny w ocenie skutecznosci terapii.

PeglFNa nadal pozostaje lekiem z wyboru w leczeniu pzwB. Interferon alfa jest
czynnikiem, ktory powoduje aktywacj¢ uktadu immunologicznego gospodarza stad jego
zastosowanie w terapii pzwC oraz pzwB. Aktywno$¢ przeciwwirusowa interferonéw polega
na aktywacji gendw odpowiedzi na interferony (ang. IFN-stimulated genes; 1SG), ktorych
produkty biorg udzial w bezposrednim hamowaniu replikacji wirusa w komoérkach [11].
Dlatego poszukuje si¢ czynnikow predykcyjnych skutecznosci terapii interferonowych w
obrebie gendéw ISG [12, 13]. Jest to takze obszar prowadzonych przeze mnie badan, ktorych
wyniki zaprezentowane zostang w ramach omowienia dwoch prac, wchodzacych w sktad
osiggni¢cia naukowego.

Poniewaz nie istnieje skuteczna metoda eliminacji przewleklej infekcji HBV (utraty
antygenu HBs wraz z pojawieniem si¢ przeciwcial anty-HBS), aktualnym realistycznym
celem terapii przeciwwirusowej jest ograniczanie replikacji wirusa do poziomu
umozliwiajacego zahamowanie lub spowolnienie stanu zapalnego i dalszego wldknienia
watroby, w celu zapobiegania klinicznym dlugookresowym powiktaniom w konsekwencji
zakazenia. Dlatego w analizie skutecznosci terapii pzwB ocenia si¢ osigganie serologicznych,
wirusologicznych i biochemicznych punktéw koncowych, tj. serokonwersji HBe (HBe(-),

anty-HBe(+)), redukcji HBV DNA w surowicy do okre§lonego poziomu oraz normalizacji
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aktywnos$ci aminotransferazy alaninowej (ALT). Jednak u pacjentow z wykrywalng wiremig
po leczeniu, nie ustalono optymalnie docelowego poziomu supresji HBV DNA,
zapobiegajacego dlugoterminowym konsekwencjom zakazenia HBV. Silne powigzanie
stezenia HBV DNA w surowicy z ryzykiem marskosci 1 HCC zostato wykazane w szeroko
zakrojonych, prospektywnych badaniach kohortowych [14, 15]. Na podstawie uzyskanych
wynikow wykazano, ze pacjenci z wysokim poziomem DNA HBV (>2000 IU/ml) maja
wigksze ryzyko rozwoju HCC niz pacjenci z nizszym poziomem DNA HBV. Stad trwala
supresja HBV DNA, najlepiej na poziomie niewykrywalnym lub przynajmniej na poziomie
<2000 Ul/ml, jest powszechnie akceptowalnym wskaznikiem sukcesu terapeutycznego.
Dlatego tez jako wskaznik odpowiedzi na terapi¢ zastosowatem HBV DNA <2000 Ul/ml w
pracach przedstawianego osiggnigcia naukowego.

Leczenie przeciwwirusowe w pzwB nalezy rozwaza¢ u kazdego chorego, jednak ze
wzgledu na heterogennos$¢ choroby, na ostateczng decyzje o rozpoczgciu terapii i wyborze
leku ma wptyw poziom wiremii HBV, aktywno§¢ ALT oraz stopien uszkodzenia watroby
w ocenie histopatologicznej. W kwalifikacji do terapii bierze si¢ takze pod uwage
wczesniejsza histori¢ leczenia przeciwwirusowego [16]. Jednak 48-tygodniowe podawanie
pegylowanego interferonu alfa jest zalecane jako leczenie pierwszego rzutu dla dorostych
chorych na pzwB, zarowno HBeAg(+) jak i HBeAg(-). W przypadku przeciwwskazan lub
braku skutecznosci terapii opartej na IFN zaleca si¢ monoterapi¢ analogami nukleozydowymi
(entekawir) lub terapie skojarzong z analogiem nukleotydowym (tenofowir). Terapia oparta
na peglFNa jest umiarkowanie skuteczna w redukcji poziomu HBV DNA w surowicy w
przeciwienstwie do analogéw nukleoz(t)ydowych (AN), ktoére sa wysoce skuteczne w
hamowaniu replikacji HBV. Jednak w przeciwienstwie do analogdw nukleoz(t)ydoéw, terapia
oparta na peglFNa daje bardziej trwate efekty oraz ma wyzsza efektywnos$¢ serokonwersji
HBsAg (zar6wno w czasie leczenia, jak rowniez po Kilku latach od jego zakonczenia), co
stanowi najbardziej pozadany punkt koncowy jakiejkolwiek terapii przeciwwirusowej pzwB
[17, 18]. W jednym z badan prezentowanego cyklu, w wyniku podj¢cia leczenia peglFNa,
dwodch pacjentow (3,8%) trwale wyeliminowalo wirusa. Dlatego niezbedna jest wstgpna
kwalifikacja 0s6b z najwyzszym prawdopodobienstwem sukcesu, skutkujaca optymalizacja
zastosowania danego leku w praktyce klinicznej. Podjeto wiele prob identyfikacji czynnikoéw
odpowiedzi na leczenie peglFNa u pacjentow z pzwB, co doprowadzito do identyfikacji
wysokiej aktywno$ci ALT, niskiego stezenia DNA HBYV, wicku i genotypu wirusa, jako
istotnych czynnikéw predykcyjnych [19]. Jednak wszystkie te markery sg do$¢ stabymi

wskaznikami odpowiedzi IFN 1 majg ograniczone zastosowanie klinicznie. Dlatego
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identyfikacja nowych czynnikow predykcyjnych odpowiedzi na leczenie oparte na IFN jest
tematem podejmowanych prac. W odréznieniu od pacjentow z pzwC wptyw polimorfizmoéw
pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphisms; SNPs) IL28B na wyniki
terapii interferonowej w pzwB jest nadal stabo poznany. W czesci tych badan wykazano
zwigzek migdzy SNP I1L28B a odpowiedziami wirusologicznymi, biochemicznymi i
serologicznymi [20, 21], natomiast w innych nie stwierdzono istnienia takich zaleznos$ci w
koncowej ocenie wynikow terapii [22, 23]. Dlatego celem moich dwoéch badan bylo
wyjasnienia potencjalnego znaczenia SNPs IL28B w predykcji skutecznosci terapii peglFNa u
chorych na pzwB.

Mechanizm dzialania AN polega na blokowaniu polimerazy HBV DNA. Mimo
korzysci leczenia doustnymi AN (takich jak: silne bezposrednie dzialanie przeciwwirusowe,
dobra Kliniczna tolerancja oraz mozliwos¢ stosowania u chorych z zaawansowang chorobg
watroby), ma ona takze swoje wady (do ktorych naleza: nieokreslony czas leczenia,
nawrotowo$¢ po odstawieniu terapii, mogaca przebiega¢ z ciezkim zaostrzeniem choroby
watroby oraz mozliwos¢ indukcji lekoopornosci). U wigkszosci chorych wskazane jest
dlugotrwate leczenie, ktére mozna zakonczy¢ dopiero przy zupelnym zahamowaniu
replikacji. Jednak jedynym pewnym punktem docelowym dla zakonczenia podawania AN,
jest utrata HBsAg, optymalnie z serokonwersja do anty-HBs [16]. Brak pelnej supresji
wiremii HBV DNA w trakcie terapii wiaze si¢ z ryzykiem wystapienia lekoopornych mutacji
HBV. Ryzyko lekoopornosci nowszych AN, jak entekawiru (ETV) lub tenefowiru (TDF), jest
niskie z uwagi na ich wysoka bariere genetyczng w terapii pierwszorazowej, jednak moze
wzrasta¢ u pacjentdow wczesniej leczonych analogami nukleoz(t)ydowymi [24, 25]. Ze
wzgledu na te ograniczenia prowadzone sg badania nad czynnikami réznicujgcymi
prawdopodobienstwo odpowiedzi na leczenie AN [26, 27], co stanowi przedmiot analiz jednej
z przedstawionych prac cyklu.

Pacjenci pediatryczni (<18 lat), omowieni w dwodch pracach przedstawianego cyklu, sg
szczegblng grupa, zarowno pod wzgledem przebiegu historii naturalnej choroby, jak i
mozliwos$ci terapeutycznych. Infekcje HBV u matych dzieci czesto obejmuja dluga faze
immunotolerancji, w ktorej pacjenci maja stwierdzong obecnos¢ HBsAg, HBeAg, wysoki
poziom HBV DNA, prawidlowa aktywno$¢ ALT i brak lub tylko fagodne zapalenie watroby
w obrazie histopatologicznym watroby [28]. Leczenie pzwB u dzieci i mtodziezy budzi
kontrowersje z powodu niezadowalajacych wynikoéw terapii w stanach tolerancji
immunologicznej w jakiej czesto si¢ znajduja, a takze mozliwos$ci nabycia opornos$ci przez

wirusa, z ktorym to ryzykiem nalezy si¢ liczy¢é w przypadku zastosowanie AN [29, 30].
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Jednak postepujacy przebieg pzwB u czesci pacjentow pediatrycznych wymaga podjecia
leczenia  przeciwwirusowego, zapobiegajacego odleglym  nastgpstwom  zakazenia,
umozliwiajacego ocene wykladnikow skutecznosci zastosowanej terapii w tej grupie
pacjentow. Czas trwania leczenia oraz monitorowanie jej skutecznosci sg analogiczne jak

w przypadku dorostych pacjentow.

4.3.2. SZCZEGOLOWE OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKEAD
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

PUBLIKACJA 1: The relationship between IL28B polymorphisms and the response to
peginterferon alpha-2a monotherapy in anti-HBe positive patients with chronic HBV
infection. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2014, 33: 2025-2033.

Znaczenie SNPs genu IL28B w predykcji SVR u pacjentow z pzwC poddawanych
leczeniu peglFNo+RBV jest powszechnie znane. Dlatego postanowitem sprawdzi¢ czy
istnieja ewentualne zaleznosci miedzy polimorfizmami IL28B (rs12979860, rs12980275 i
rs8099917) a odpowiedzig biochemiczng i wirusologiczng na monoterapi¢ peglFN alfa-2a w
grupie polskich pacjentow z pzwB, HBeAg(-). W tym badaniu do finalnej oceny skuteczno$ci
terapii zastosowano pofaczone wskazniki odpowiedzi, jeden standardowy oraz drugi,
stworzony przeze mnie na podstawie otrzymanych wynikow wiremii, tj. stezenie HBV DNA
<2000 IU/ml z normalizacja ALT (<40 IU/l) oraz stezenie HBV DNA <400 IU/ml z
normalizacja ALT, mierzone 24 tygodnie po zakonczeniu leczenia.

W analizach uwzgledniajacych klasyczne wyktadniki kliniczne stwierdzono, ze
wyj$ciowe wartosci aktywnosci ALT 1 stgzenia HBV DNA oraz wiek, umozliwiajg
przewidywanie odpowiedzi na zastosowane leczenie peglFNa (p<0,05). Ustalono, ze niska
wyj$ciowa aktywno$¢ ALT, niskie wyjsciowe stezenie DNA HBV oraz mlodszy wiek byty
predykatorami osiggania potagczonej odpowiedzi wirusologicznej i biochemicznej. W wyniku
dalszych analiz w niniejszej pracy wykazano, ze polimorfizmy IL28B nie wplywaja na
wartosci analizowanych czynnikow prognostycznych ustalanych przed leczeniem.

W nastepnym etapie oceniono czgstos¢ wystepowania wybranych polimorfizméw
IL28B poroéwnujac rozktad genotypu CC wzgledem genotypow CT-TT dla markera
rs12979860, AA wzgledem AG-GG dla markera rs12980275 oraz TT wzgledem TG-GG dla
markera rs8099917 w badanych podgrupach pacjentéw, ustalonych wzgledem kryteriow
finalnej odpowiedzi na leczenie. Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, iz
tylko marker rs12979860 znaczaco wpltywal na szanse powodzenia monoterapii peglFNa,

przy zastosowaniu punktu odcigcia 400 IU/ml dla stezenia HBV DNA, zaréwno oddzielnie
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(p=0,022), jak 1 w potaczeniu z normalizacja aktywnosci ALT (p=0,025). Pacjenci o
genotypie CC posiadali ponad 3-krotnie mniejsze szanse uzyskania korzystnej odpowiedzi
terapeutycznej w poréwnaniu do pacjentow posiadajacych genotyp CT lub TT (OR=0,31).
Natomiast marker ten nie byt zwigzany z szeroko stosowanym punktem odciecia HBV DNA
2000 IU/ml, ale miat istotny zwigzek z polaczong odpowiedzia HBV DNA <2000 IU/ml +
normalizacja ALT (p=0,044). Jednak analizy regresji logistycznej skorygowane wzgledem
wieku, wyjsciowych wartosci aktywnosci ALT oraz stezenia HBV DNA pozwolity wykaza¢,
ze 1512979860 niezaleznie prognozuje tylko jedna polaczong odpowiedz, tj. HBV DNA <400
IU/ml + normalizacja ALT oraz potwierdzi¢ znaczenie genotypu CC rs12979860 w obnizaniu
szans osiggni¢cia sukcesu terapeutycznego (OR=0,024; p=0,026). Niezaleznie od osiggniecia
istotnosci  statystycznej dla rdéznic rozkladow genotypow analizowanych markerow
zaobserwowano, ze obecno$¢ homozygotycznych genotypow CC dla rs12979860, TT dla
rs8099917 1 AA dla rs12980275 nie jest zwigzana z wyzszym odsetkiem korzystnych
odpowiedzi na stosowany lek, jak ma to miejsce w przypadku pacjentow z pzwC leczonych
peglFNo+RBV. Negatywny zwigzek tych genotypoéw z podanymi wskaznikami odpowiedzi
jest sprzeczny z niektorymi badaniami przeprowadzonymi wsrod pacjentow HBeAg(-) i
jednoczesnie zgodny z innymi opublikowanymi pracami. Porownanie otrzymanych wynikow
z prezentowanymi w innych badaniach $wiatowych, przeprowadzonych wsrod pacjentow
HBeAg ujemnych, obarczone jest ograniczeniami ze wzglgdu na niejednorodno$é
analizowanych kohort. Heterogenna grupa etniczna jest $cis§le powiazana zar6wno z
genotypem IL28B, jak i genotypami HBV, co wptywa na zréznicowany wptyw predykcyjny
IL28B w réznych populacjach, co wykazano wezesniej w badaniach prognozowania wynikow
terapii w pzwC. Dlatego wsrod badaczy istnieje poglad, iz badania genotypu IL28B i
odpowiedzi na peglFNa w pzwB powinny by¢ stratyfikowane wzgledem genotypow HBV
oraz badanej populacji. Ideg te potwierdza fakt, iz nosiciele genotypéw A i B HBV sg bardziej
wrazliwi na terapi¢ IFN niz zakazeni genotypem D HBV. W badaniach europejskich moc
predykcyjna SNP IL28B byta badana w populacji zakazonej gtdéwnie genotypem D HBV,
badz w grupach mocno heterogennych pod tym wzgledem. Mimo Ze w niniejszym badaniu
nie okreslono genotypow HBYV, to badania epidemiologiczne wskazuja, ze polscy pacjenci
zakazeni sa w ponad 70% genotypem A HBYV. Brak przeprowadzonych badan w populacji
pacjentow europejskich, gdzie dominujgcym wariantem jest genotyp A HBV, nadaje pewnej

unikatowos$ci uzyskanym wynikom przedstawionym w niniejszej pracy.
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PUBLIKACJA 2: Impact of 1L28B and OAS gene family polymorphisms on interferon
treatment response in Caucasian children chronically infected with hepatitis B virus. World J
Gastroenterol. 2016; 22: 9186-9195.

W poprzednim badaniu, obejmujacym grupe dorostych, wykazano, ze markery 1L28B
wigzg si¢ z odpowiedziag na terapi¢ interferonowg u pacjentow z pzwB, HBeAg(-).
Kontynuujac rozwazania podjete w pierwszej publikacji cyklu, poszukiwatem kolejnych
genetycznych predykatorow powodzenia terapii interferonowej w grupie pacjentow
HBeAg(-). Do badan wytypowatem syntetazy 2'-5'-oligoadenylowe (OAS), nalezgce do
rodziny genéw ISG, zaangazowane w trawienie wirusowego RNA. Poniewaz stwierdzono, ze
interferony alfa jak i interferony lambda, do ktorych nalezy interleukina 28B maja dziatanie
aktywujace OAS w komorkach hepatocytow, taczna analiza zmienno$ci w obrgbie tych genow
stawala si¢ interesujacym zagadnieniem. Dodatkowo, obserwacje innych autoréw wskazujace,
na zwigzek polimorfizmoéw typu SNP w genach rodziny OAS z podatnoscig na infekcje
wirusowe, sklonity mnie do zbadania znaczenia zmiennosci genéw OAS w monoterapii
peglFNo chorych na pzwB. Dlatego celem niniejszej pracy bylo okreslenie zwigzku
pomiedzy polimorfizmami IL28B oraz rodziny genow OAS a odpowiedzig biochemiczng i
wirusologiczng w grupie polskich dzieci z pzwB, HBeAg(-), leczonych pierwszorazowo
monoterapig peglFN alfa-2a przez okres 48 tygodni. Dostepna 6wczesnie wiedza o zwigzkach
migdzy polimorfizmami genéw OAS a skuteczno$cig leczenia peglFNa pochodzita tylko z
badan przeprowadzonych w azjatyckiej populacji pacjentow z pzwB. Niniejsza praca po raz
pierwszy przedstawita zwiazek polimorfizmow genow OAS z wynikami terapii peglFNa
przeprowadzonej] w grupie europejskich pacjentow z pzwB. Wybrano cztery SNPs
zlokalizowane w genach OAS1 (rs1131476), OAS2 (rs1293747), OAS3 (rs2072136) i OASL
(rs10849829) oraz standardowe trzy dla IL28B (rs12979860, rs8099917 i rs12980275).

Skuteczno$¢ terapeutyczna zostala oceniona za pomocg wykladnikow odpowiedzi
wirusologicznej i biochemicznej, uwzgledniajacych poziom HBV DNA i aktywnos¢ ALT, 24
tygodnie po zakonczeniu terapii. Granica HBV DNA 2000 IU/ml, jako najczgsciej stosowana
w literaturze, zostala przyjeta do analizy odpowiedzi wirusologicznej. Skutecznos¢ leczenia
oceniano na podstawie pelnej odpowiedzi (ang. complete response; CR). CR zdefiniowano
jako supresje replikacji wirusa do poziomu HBV DNA <2000 IU/ml oraz normalizacje¢
aktywno$ci ALT (<40 IU/L), mierzone 24 tygodnie po zakonczeniu leczenia. Badani zostali

podzieleni na grupy zaleznie od uzyskanej CR.
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W pierwszym etapie przeanalizowano wplyw standardowo oznaczanych przed
leczeniem czynnikow klinicznych na sukces terapeutyczny. Na podstawie otrzymanych
wynikéw stwierdzono brak statystycznie istotnych réznic dla wyjSciowych parametrow
klinicznych, tj. wieku, pflci, stezenia wiremii HBV DNA, aktywno$ci ALT oraz
zaawansowania zmian histopatologicznych watroby pomigdzy pacjentami réznigcymi si¢
uzyskang CR na zastosowane leczenie w analizowanej grupie.

W dalszym etapie sprawdzono czestos¢ wystgpowania alleli i genotypow badanych
markerow U pacjentdéw z osiggni¢ta CR i w grupie z niepowodzeniem pelnej odpowiedzi.
Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ migdzy rozkladem genotypow markera rs12979860
a czestoscig uzyskiwania CR (CC-CT vs TT; p=0,033). Zgodnie z uzyskanymi wynikami
potwierdzono znaczenie niekorzystnego genotypu TT w szacowaniu ryzyka niepowodzenia
leczenia (zaden z pacjentow o genotypie TT nie osiggngt CR). Przeprowadzone analizy
genéw OAS pozwolity stwierdzi¢, ze tylko marker OASL rs10849829 ma wplyw na
ostateczny sukces terapeutyczny zdefiniowany jako CR. Mimo ze nie wykazano istotnych
roéznic w rozktadzie alleli rs10849829 (A vs G) migdzy pacjentami réznigcymi si¢ uzyskaniem
CR, to na postawie analizy rozktadu genotypoéw (AA vs AG-GG) stwierdzono, ze genotyp AA
rs10849829 byt zwigzany z niepowodzeniem terapii (OR=0,26; p=0,026). Kilku badaczy
sugeruje w swoich badaniach najwigkszy wpltyw markera rs2072136, jednak wyniki
prezentowanej pracy nie potwierdzity jego znaczenia.

W kolejnym etapie badania przeprowadzono analize¢ haplotypéw czterech badanych
polimorfizméw genéw OAS oraz trzech IL28B. Na podstawie globalnych analiz
haplotypowych 1L28B wykazano, ze frekwencje haplotypéw nie rdoznity si¢ istotnie
statystycznie miedzy pacjentami o odmiennych wynikach uzyskania CR w wyniku leczenia
peglFNa. Potwierdzono natomiast korelacje¢ miedzy haplotypami OAS a CR (p=0,001).
Stwierdzono istnienie najwigkszych réznic w czgsto$ci wystepowania haplotypu GAGG OAS
pomiedzy chorymi réznigcymi si¢ uzyskaniem CR (CR vs brak CR; 28% vs 3%). Haplotyp
GAGG zwigkszat szanse powodzenia terapii 12 razy w stosunku do pozostatych haplotypow
(OR=11,96; p=0,0003). Reasumujac, wyniki przedstawione w niniejszej pracy umozliwity
wykazanie znaczenia genotypoéw markera rs10849829 OASL w ocenie skutecznosci terapii u

pacjentow rasy kaukaskiej.
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PUBLIKACJA 3: The impact of IL28B genotype and liver fibrosis on the hepatic expression
of IP10, IFI127, ISG15, and MX1 and their association with treatment outcomes in patients
with chronic hepatitis C. PLoS One. 2015; 10: e0130899.

Zagadnienie zmiennosci genetycznej w obrebie gendow ISG i jej wptywu na wyniki
protokotow terapeutycznych opartych na podawaniu interferonu, przeanalizowatem takze u
pacjentow z pzwC, leczonych peglFNa/RBV. W oparciu o przestanki literaturowe
wytypowalem 4 geny ISG, potencjalnie zwigzane z predykcja sukcesu terapeutycznego w
pzwC takie jak: ISG15 (ang. interferon-stimulated gene 15), IFI27 (ang. interferon alpha-
inducible protein 27), MxA (ang. myxovirus resistance A) oraz IP10 (ang. interferon gamma -
inducible protein 10). Poniewaz wykazano, ze aktywnos$¢ przeciwwirusowa indukowana
przez interferony lambda, do ktorych nalezy IL28B, podobnie jak w przypadku interferonow
alfa zwigzana jest z aktywacja tych samych kluczowych genow ISG, celem niniejszego
badania byta analiza wpltywu watrobowej ekspresji genow IP10, IFI27, ISG15 i MX1 na
wyniki leczenia peglFNo/RBV u pacjentow z pzwC z uwzglednieniem znaczenia
predykcyjnego polimorfizméw genu IL28B (rs8099917 i rs12979860). Do badania zostali
wlaczeni pacjenci zakazeni genotypem 1 lub 4 HCV, wczes$niej nieleczeni, od ktorych
pozyskano przed rozpoczgciem terapii fragment bioptatu watrobowego na potrzeby analiz
molekularnych. Ze wzgledu na badanie poziomu ekspresji genow w tkance watrobowej
istotne byto uwzglednienie cech potencjalnie zwigzanych z jej funkcjonowaniem. Okreslono
wptyw danych klinicznych, a szczegdlnie zaawansowania zmian histopatologicznych w
watrobie (widknienia i zapalenia) na r6znice w ekspresji analizowanych genow oraz rozktad
genotypow IL28B.

W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano, ze poziomy ekspresji P10, IFI27 i
ISG15 byly statystycznie istotnie wyzsze u pacjentow, ktdrzy nie osiggneli SVR niz u
pacjentow z SVR. Wedhug tych danych pacjenci, ktorzy lepiej odpowiadaja na leczenie, to Ci
0 obnizonym poziomie kluczowych gendéw odpowiedzi ukladu immunologicznego na
endogenne dziatanie interferonu. Stan ten jest korzystny, gdyz umozliwia silng indukcje
odpowiedzi przeciwwirusowej przez podawany peglFNo w momencie rozpoczgcia terapii.
Jednak w przeciwienstwie do wynikow prezentowanych w innych pracach, nie potwierdzono,
ze odpowiedz na leczenie jest istotnie zwigzana takze z ekspresja MX1. W kolejnym kroku
analiz okreslono czy zrdznicowane poziomy ekspresji genéw oraz rozklady genotypow
polimorfizmow IL28B sg skorelowane z wyktadnikami klinicznymi, a tym samym moga
wplywa¢ na wyniki terapii. Wykazano, ze ekspresja IP10 jest silnie zwigzana z

zaawansowaniem wtoknienia watroby (p=0,030), przy czym takiej zalezno$ci z innymi
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danymi klinicznymi nie obserwowano dla pozostatych genéw, a takze dla markerow IL28B w
analizowanej grupie pacjentow. Zaobserwowano korelacje pomiedzy podwyzszong ekspresja
IP10 a progresja widknienia. W analizach rozkladu genotypéw polimorfizméw [L28B
potwierdzono rowniez wyzsze odsetki SVR u pacjentow z genotypem rs12979860 CC i
18099917 TT leczonych peglFNo/RBV, przy czym znaczacg statystycznie réznice osiggnigto
dla rs12979860 (OR=6,29; p=0,004).

Dalsza analiza, pozwolita odpowiedzie¢ na pytanie czy genotypy IL28B i ekspresja
badanych ISG w watrobie sg ze sobg powigzane w predykcji odpowiedzi terapeutycznej. W
pierwszej cze$ci analiz stwierdzono, ze nie bylo istotnych réznic w ekspresji IP10 miedzy
genotypami IL28B, podczas gdy ekspresja IF127, ISG15 i MX1 byla zalezna od genotypu
IL28B. Korzystne genotypy CC rs12979860 i TT rs8099917 byty istotnie zwigzane ze
obnizong ekspresja IF127, 1ISG15 i MX1, w poréwnaniu do pacjentow z genotypami CT-TT
rs12979860 lub TG-GG rs8099917 (p<0,001 dla wszystkich). Zaobserwowano, ze
rs12979860, silniej niz rs8099917 rdéznicuje ekspresj¢ analizowanych genow oraz, ze
najwicksze réznice poziomu ekspresji dotyczyty IFI27. Nastepnie, wykazano za pomocg
analizy regresji logistycznej, ze genotyp 1L28B (p=0,03) i ekspresja IP10 (p=0,01) sa
niezaleznymi wskaznikami odpowiedzi na IFN. Zaobserwowano, Ze potaczenie genotypu
IL28B z watrobowa ekspresja IP10 przed leczeniem, wyraznie poprawia trafno$¢
przewidywania SVR u pacjentdéw z niekorzystnymi genotypami CT lub TT (p=0,007),
zwigkszajac globalnie mozliwosci przewidywania koncowego wyniku terapii. Ustalenie
zwigzku miedzy profilem ekspresji genéw ISG w tkance watrobowej a genotypami 1L28B
bylo tematem kilku badan, niemniej jednak wyniki przeprowadzonych analiz nie daly
jednoznacznych odpowiedzi. Cze$¢ prac sugeruje obecno$¢ zwigzku, cze$¢ wskazuje, ze
genotyp IL28B i ekspresja ISG w nie sg ze sobg bezposrednio zwigzane i stanowig niezalezne
predykatory SVR. Wyniki przedstawianej pracy zdaja si¢ potwierdza¢ te rozbieznoS$ci i
sugerujg istnienie takich zaleznos$ci, ale nie dla wszystkich genow ISG, co implikuje
mozliwos¢ dalszego poszukiwania w tej grupie genéw kolejnych predykatoréw skutecznosci

terapii opartych na interferonie.

PUBLIKACJA 4: Continuous up to 4 years entecavir treatment of HBV-infected adolescents -
a longitudinal study in real life. Plos One. 2016; 11: e0163691.

Badania opublikowane w Publikacji 1 oraz Publikacji 2 dotyczyly analiz predykcji
wynikow monoterapii peglFNa U pacjentow z pzwB. Jednak nie zawsze jej uzycie jest

mozliwe, badz skuteczne, wskutek czego kolejng opcja terapeutyczng jest leczenie analogami
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nukleoz(t)judowymi. Dlatego w poszukiwaniu czynnikow prognostycznych terapii
bezinterferonowych pzwB postanowitem przeanalizowa¢ grup¢ dzieci i mtodziezy z pzwB,
leczong entekawirem. Zwigzek pomigdzy czynnikami ustalanymi przed, jak i w trakcie
leczenia z wynikami terapii ETV nie byl szeroko badany u pacjentow pediatrycznych, ze
wzgledu na niewielka liczebno$¢ badanych grup i ograniczony czas trwania terapii ETV (1-2
lata). Niniejsze badanie podluzne po raz pierwszy umozliwito przedstawienie danych
dotyczacych 4-letniej monoterapii ETV w leczeniu pzwB u dzieci i mtodziezy, tym samym
przyczynito si¢ do mozliwosci wskazania czynnikow zwigzanych z jej powodzeniem.

Badaniem podluznym objeto 44 pacjentdow objetych monoterapia ETV przez co
najmniej 48 tygodni, w wigkszosci przypadkéw zakazonych HBV w okresie dziecigcym.
Pacjentow wlaczono do badania z uwzglednieniem 6wczesnych kryteriow kwalifikacji do
leczenia. Do grupy badanej zakwalifikowano 30 dzieci, u ktérych uprzednio wdrozono
leczenie przeciwwirusowe (u 9-ciorga - interferonem (IFN), 5-ciorga - lamiwudyng (LAM) i
16-ciorga IFN i LAM). Tylko pacjenci bez obecno$ci mutacji LAM zostali wlaczeni do
badania. W okre$leniu skuteczno$ci leczenia uwzglgdniono odpowiedzi wirusologiczna,
serologiczna 1 biochemiczna, ktére oceniano na podstawie analizy st¢zenia HBV DNA,
statusu HBeAg 1 aktywnosci ALT przed leczeniem oraz w trakcie leczenia (w 4, 12 1 24
tygodniu oraz co 6 miesi¢cy, az do 48 miesigca leczenia). Dodatkowo, w oparciu o wytyczne
literaturowe, skuteczno$¢ leczenia okre§lano za pomocg Kryterium wskaznika trwalej
odpowiedzi (ang. sustained response rate; SRR). SRR zdefiniowano jako supresj¢ replikacji
wirusa do niewykrywalnego poziomu HBV DNA (<20 IU/ml), potaczong z serokonwersja
HBeAg do anty-HBe (HBeAb) i normalizacjg aktywnosci ALT (<40 IU/L) u pacjentow
HBeAg(+) [8]. U pacjentow HBeAg(-), SRR zdefiniowano jako niewykrywalny poziom HBV
DNA i normalizacje ALT.

W pierwszym etapie analiz, okreslono zadane skumulowane wskazniki skutecznosci
terapii ETV. Nastepnie oceniono wptyw poszczegdlnych czynnikéw klinicznych na wyniki
leczenia w kolejnych miesigcach trwania terapii ETV, tworzac modele za pomoca
uogolnionych réwnan estymacyjnych (ang. generalized estimating equation; GEE). Modele
GEE uwzgledniaja korelacje miedzy wielokrotnymi obserwacjami od tej samej osoby w wielu
punktach czasowych, dlatego tez sa uzywane do analiz danych podtuznych. W pracy
modelowano osigganie supresji wirusologicznej do poziomu HBV DNA <20 IU/ml,
normalizacji aktywnos$ci ALT, serokonwersji HBeAg i SRR podczas terapii ETV. W modelu
uwzgledniono wspdtzmienne, opisujace wyjSciowa charakterystyke pacjenta, takie jak:

obecno$¢ HBeAg, stezenie HBV DNA, aktywno$¢ ALT, ple¢, wczes$niejsza terapia AN,
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wyniki histopatologiczne obrazu watroby, wiek w chwili zakazenia oraz podjecia leczenia, a
takze czas trwania terapii ETV. Wspotzmienne, ktére na podstawie statystyki Walda
okazywaly si¢ wyj$ciowo istotne (p<0,05) dla oceny danej odpowiedzi terapeutycznej,
stanowity sktadowe koncowego modelu predykcyjnego.

Uwzgledniajagc modele GEE dla podgrup HBeAg(+) i HBeAg(-) wykazano, ze czas
terapii ETV byl najwazniejszym czynnikiem w prognozowaniu eliminacji HBV DNA, co
potwierdza znaczenie nieprzerwanego dhugoletniego podawania leku w celu utrzymania
niewykrywalnej wiremii. Kazdego miesigca po rozpoczgciu leczenia szanse utraty DNA HBV
rosty $rednio o okoto 5% w catej analizowanej grupie (OR=1,05; p<0,0001). Dodatkowo na
podstawie analiz stwierdzono, ze obecnos$¢ wiremii HBV DNA >20000 IU/ml miata
niekorzystny wptyw na jej negatywizacje tylko w grupie pacjentow HBeAg(+) (OR=0,14;
p=0,011). Ponadto w grupie pacjentow HBeAg(-), wykorzystujac analiz¢ GEE wykazano, ze
zakazeni >10 lat mieli 3 razy wigksze szanse na osiggnig¢cie niewykrywalnego HBV DNA w
poroéwnaniu do zakazonych w mlodszym wieku (OR=3,67; p=0,028). Wyniki te zdaja si¢
wspierac teze, ze nie jest wlasciwe leczenie mlodszych dzieci. Z kolei wiek w momencie
rozpoczecia terapii okazat si¢ nieistotny w modelu, co konfrontujac z wysokimi wynikami
supresji HBV DNA sugeruje, ze leczenie mlodziezy moze by¢ tak samo skuteczne, jak u
dorostych.

Nie stwierdzono istotnych czynnikéw zwigzanych z osigganiem normalizacji ALT w
catej grupie badanej oraz w podgrupach HBeAg(+) i HBeAg(-). Mimo Ze czas trwania
leczenia ETV nie mial istotnego wplywu na normalizacj¢ aktywnosci ALT, to jednak
marginalna wartos$¢ statystyki (p=0,053) w podgrupie HBeAg(+) moze sugerowac potencjalne
powigzanie czasu trwania leczenia ETV z normalizacja aktywno$ci ALT.

Czas terapii i stezenie HBV DNA stanowity zmienne modelu istotnie wplywajace na
osiggnigcie serokonwersji HBeAg w grupie pacjentow HBeAg(+). Zgodnie z przedstawionym
modelem wyjsciowy HBV DNA >20000 IU/ml zmniejsza 5-krotnie, a kazdy kolejny miesigc
terapii zwieksza o 3% szanse serokonwersji HBeAg (OR=0,19; p=0,009 i OR=1,03; p=0,001,
odpowiednio). Podobnie modelowanie dla SRR wykazalo, ze tylko kolejne miesigce leczenia
zwigkszaja szanse uzyskania SRR dla pacjentow HBeAg(+) (OR=1,04; p=0,007), w
przeciwienstwie do pacjentow HBeAg(-), dla ktorych zaden z analizowanych czynnikoéw nie
ujawnial zwigzku z osigganiem SRR. Nalezy wspomnie¢, ze wsrod uwzglednionych
parametrow znajdowata si¢ zmienna wskazujacg na obecno$¢ wcezesniejszego leczenia LAM,

jednak nie byta ona istotna w przewidywaniu analizowanych odpowiedzi terapeutycznych.
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Czynnikami oceniajacymi skutecznosci terapii sg cze¢sto parametry ustalane w trakcie
poczatkowych faz leczenia. W przypadku protokotéw bazujacych na AN, stosowanych u
pacjentow dorostych, parametrem takim jest niewykrywalny HBV DNA w 12 miesigcu
leczenia. Na podstawie analiz zaobserwowano, ze pacjenci z niewykrywalnym HBV DNA
(<20 TU/ml) w 6 oraz 12 miesigcu terapii posiadali istotnie statystycznie wigksze szanse
osiggni¢cia niewykrywalnych wartosci HBV DNA, a takze SRR w pdzniejszych miesigcach
niz pacjenci z HBV DNA >20 [U/ml. Niewykrywalne ste¢zenie DNA HBV w 48 miesigcu
terapii stwierdzano u 93,3% 1 94,4% pacjentow, ktorzy mieli niewykrywalny HBV DNA
odpowiednio w 6 i 12 miesigcu leczenia. Istotne statystycznie zroznicowanie obserwowano
takze dla wynikéw wiremii w 24 i 36 miesigcu terapii. Kilku pacjentow z HBV DNA >20
IU/ml w 6 1 12 miesigcu terapii osiggneto supresje wirusologiczng w kolejnych miesigcach.
Te obserwacje sugeruja, ze niektdrzy pacjenci potrzebuja wiecej czasu na eliminacje HBV
DNA, i ze wykrywalne st¢zenie HBV DNA w 6 lub 12 miesigcu nie przesadza o braku
skutecznosci leczenia. Co wigcej, pacjenci z niewykrywalnym HBV w 6 lub 12 miesigcu maja
wieksze szanse osiggnigcia SRR w 2 1 3 roku terapii niz pacjenci z HBV DNA >20 IU/ml. Na
podstawie wynikow przeprowadzonego badania wykazano tym samym, ze niewykrywalny
HBV DNA juz w 6 miesigcu leczenia moze by¢ rowniez uzywany w ocenie predykcji

skutecznosci leczenia dla kolejnych lat terapii ETV.

PUBLIKACJA 5: Risk of HBV reactivation in patients infected with HBV/HCV treated with
DAA. Hepat Mon. 2017; 17: e12317.

Omawiane wcze$niej prace oryginalne dotyczyty problemu prognozowania wynikow
leczenia przewlektych infekcji HBV lub HCV. Celem niniejszej pracy pogladowej byto
usystematyzowanie wiedzy pochodzacej z ostatnich lat na temat reaktywacji HBV 1
czynnikOw z nig zwigzanych u pacjentow wspotzakazonych HCV i HBV, ktérych poddano
terapiit. HCV za pomoca lekéw przeciwwirusowych dzialajacych bezposrednio (DAA).
Wiadomo, ze u wspotzakazonych pacjentow zakazenie HCV prowadzi do hamowania
replikacji HBV, jednak do tej pory mechanizmy wirusologiczne i immunologiczne
odpowiedzialne za ten stan nie zostaly w petni scharakteryzowane. Reaktywacja HBV wigze
si¢ z mozliwos$cig tworzenia przez wirusa postaci przetrwalnikowej, ktorg stanowi zamknieta,
kolista ni¢ DNA (ang. covalently closed circular DNA; cccDNA). W obliczu coraz
powszechniej stosowanych terapii DAA opublikowano prace, w ktorych wskazywano, ze
leczenie DAA u wspoétzakazonych HCV i1 HBV moze wywolywaé zagrazajaca zyciu
reaktywacje zakazenia HBV. Mozliwos$¢ reaktywacji infekcji HBV jest znana i zostata
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udokumentowana w przypadku leczenia immunosupresyjnego pacjentow, a takze podczas
leczenia interferonem przeciw HCV. Jednak w przypadku zastosowania DDA jest to nowos¢,
ktéra wymaga zweryfikowania w badaniach klinicznych. Bioragc pod uwage silne
przeciwwirusowe dzialanie DAA 1 brak dziatania wobec HBV, ryzyko reaktywacji HBV
moze by¢ wigksze w przypadku stosowania DAA w poréwnaniu do wczesniejszych terapii
przeciw HCV opartych na bazie interferonu. Zgromadzone dotychczas dane dowodza, ze
reaktywacja dotyczy gtdéwnie pacjentow z wykrywalnym HBsAg i aktywng replikacja HBV,
ale moze wystapi¢ takze u pacjentow bez wykrywalnego HBsAg, z wykrywalnymi
przeciwciatami anty-HBc, z aktywna replikacja HBV na réznym poziomie. Na podstawie
zarejestrowanych przypadkow FDA sugeruje, ze reaktywacja HBV jest niezalezna od
genotypu HCV oraz zastosowanego schematu DAA. Mechanizm, w ktérym terapia DAA
anty-HCV moze spowodowac reaktywacje HBV, nie jest wyjasniony i nie zidentyfikowano
jego genetycznych markerow predykcyjnych. Sugeruje si¢, ze ryzyko reaktywacji HBV,
zalezy od szeregu czynnikéw, zlokalizowanych zaréwno po stronie wirusa, jak i gospodarza.
Na podstawie ogotu badan nad reaktywacja HBV mozna przypuszczaé, ze przede wszystkim
jest ona uzalezniona od stezenia HBV DNA. Ryzyko reaktywacji HBV jest najwyzsze u
pacjentéw z obecnym HBsAg, najnizsze u osob bez wykrywanego HBsAg, posiadajacych
wysoki poziom neutralizujacych przeciwciat anty-HBs. Zaleznos¢ ta jest podstawg zalecen w
profilaktyce reaktywacji zakazenia HBV.

Wobec powaznego charakteru opisanych epizodow wytyczne Europejskiej Agencji
Lekow (ang. European Medicines Agency; EMA) dotyczace terapii zakazen HCV odwotujg
si¢ do potencjalnego ryzyka reaktywacji HBV w trakcie lub po eliminacji HCV, zalecajac aby
wszystkich pacjentoéw poddawaé¢ badaniom przesiewowym pod katem zakazenia HBV przed
rozpoczeciem leczenia DAA, jak rowniez aby pacjentdow wykazujacych wspolzakazenie
HBV/HCV monitorowa¢ i leczy¢ wedlug aktualnych wytycznych klinicznych. Zalecenia te
zostaly takze ujete w wytycznych leczenia pzwB Polskiej Grupy Ekspertow HBV.

4.3.3. PODSUMOWANIE

Oporno$¢ terapii przeciwwirusowych jest ztozonym wieloczynnikowym problemem,
bedacym konsekwencja wzajemnego oddzialywania zmienno$ci wirusa oraz uwarunkowan
organizmu cztowieka zwigzanych z odpowiedzig na zakazenie. Heterogenno$¢ populacji
chorych, jak i wirusa, sprawia, ze badania musza obejmowaé poszczegodlne populacje
pacjentow, szczegbdlnie w przypadku prognozowania wynikdéw terapii opartych na

interferonie, ktorego dziatanie polega na aktywacji istniejacych w organizmie szlakow
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odpowiedzi immunologicznej na zakazenie wirusowe. W niniejszych pracach oryginalnych
opisano znaczenie wytypowanych polimorfizméow genow, bedacych elementami tych szlakoéw
w ocenie skutecznos$ci leczenia opartego na interferonie w grupach polskich pacjentéw. Do
najwazniejszych rezultatow 0 charakterze poznawczym i praktycznym mozemy zaliczy¢
wykazanie znaczenia IL28B w prognozowaniu odpowiedzi na terapi¢ u pacjentdow z pzwB,
HBeAg(-). W przeciwienstwie do szeroko zakrojonych analiz dla pzwC, przedstawiajacych
znaczenie korzystnych genotypow IL28B (CC dla rs12979860, TT dla rs8099917) w
zwigkszaniu szans uzyskania SVR, w niniejszych badaniach wykazano, iz nie sg one w taki
sam sposob skorelowanyme z korzystnymi odpowiedziami terapeutycznymi. Kolejnym
osiggnigciem bylo udowodnienie, ze zmienno$¢ w genach OAS (rs1131476 OAS1, rs1293747
OAS2, rs2072136 OAS3 i rs10849829 OASL) takze moze wplywaé na skuteczno$¢ leczenia
peglFNa u pacjentow z pzwB, HBeAg(-). Catosciowy rozktad wszystkich 4 badanych
polimorfizméw u danego pacjenta, ujety w formie haplotypow, istotnie zmienial szanse
skutecznosci terapii. Jednak sposrod wszystkich analizowanych genéw OAS, tylko marker
rs10849829 OASL miat istotne znaczenie w samodzielnej predykcji efektow leczenia, zatem
moze on okazac¢ si¢ przydatny jako nowym marker prognostyczny.

W wyniku przeprowadzonych analizy ekspresji genow ISG wsrdd pacjentow z pzwC,
bedacych przedmiotem trzeciej pracy cyklu, potwierdzono znany juz, z pozoru paradoksalny,
zwiazek lepszej odpowiedzi terapeutycznej u pacjentOw z obnizong aktywnos$cig grupy genow
indukowanych interferonem oraz skorelowano go z obecnoscia korzystnych genotypow
analizowanych markerow IL28B, jednak nie we wszystkich przypadkach. Nowoscig bylo
wykazanie, ze watrobowa ekspresja genu IP10, wplywajaca na koncowy wynik terapii
okazata si¢ by¢ niezalezna od markerow IL28B, cho¢ zalezna od stopnia zwtoknienia watroby
w pzwC. Najwazniejszym osiggni¢ciem tej pracy 0 charakterze poznawczym i praktycznym,
bylo zwrécenie uwagi na fakt, ze wspdlna analiza SNP IL28B oraz ekspresji IP10 prowadzi
do istotnego zwiekszenia predykcji koncowego efektu terapeutycznego, szczegodlnie w grupie
pacjentow o niekorzystnym genotypie markera rs12979860. W zwigzku z tym predykcja
ekspresji genu IP10, moglaby sta¢ si¢ kolejnym uzytecznym Klinicznie markerem
genetycznym skuteczno$ci terapii, zwigkszajacym wtasciwosci predykcyjne 1L28B.

Wprowadzenie leczenia bezinterferonowego pzwC z wykorzystaniem DAA, znaczgco
poprawito skuteczno$¢ terapii, osiggajaca niekiedy 100%, co tym samym ograniczyto
potrzebe poszukiwania czynnikow prognostycznych terapii DAA. Jednak u pacjentow
wspotzakazonych HBV/HCV wprowadzenie wyzej wymienionego protokotu wiaze si¢ z

wigkszym ryzykiem reaktywacji zakazenia HBV, w poréwnaniu do wczesniejszych terapii
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przeciw HCV opartych na bazie interferonu. Mechanizm, w ktorym terapia DAA moze
spowodowa¢ reaktywacje HBV, nie jest wyjasniony. Dotychczas nie zidentyfikowano
genetycznych markerow predykcyjnych reaktywacji HBV.

W prognozowaniu skutecznos$ci leczenia bezinterferowego, zmiennos$¢ szlakow
interferonowych ma bardzo ograniczone znaczenie. Mechanizm dziatania AN (takich jak
ETV) i zwigzane z nimi schematy terapii wskazuja, ze skuteczno$¢ trwalej supres;ji
replikacji HBV  zwigksza si¢ wraz zdlugoscia trwania leczenia. Na podstawie
przedstawionego badania longituidalnego wykazano, ze czas trwania terapii ETV miat silny
wplyw zard6wno na osiggnigcie supresji wirusologicznej, serokonwersji HBeAg, jak i SRR u
mlodziezy. Kazdego miesigca po rozpoczeciu leczenia szanse utraty DNA HBYV rosty $rednio
o okoto 5%, za$ serokonwersji HBeAg oraz SRR o okoto 3%. Takze wyjsciowa wiremia
HBV DNA <20000 IU/ml oraz niewykrywalny HBV DNA w 6 miesigcu leczenia ETV miaty
istotne znaczenie w przewidywaniu utrzymujacej si¢ supresji wirusologicznej. Dodatkowo,
elementem nowosci naukowej tej pracy mozna takze uznaé wykazanie, ze zakazeni >10 lat
posiadali 3 razy wigksze szanse na osiggni¢cie niewykrywalnego HBV DNA niz pacjenci
zakazeni w mlodszym wieku. Wyniki tego badania wspieraja stanowisko cze$ci badaczy

mowigce o niepodejmowaniu leczenia przeciwwirusowego u mtodszych dzieci.

4.3.4. BIBLIOGRAFIA

1. World Health Organization. Global Hepatitis Report, 2017. Accessed by August 12, 2018.
Available  from:  URL:  http://www.who.int/hepatitis/publications/global-hepatitis-
report2017/en/.

2. El-Serag HB: Epidemiology of viral hepatitis and hepatocellular carcinoma.
Gastroenterology, 2012; 142: 1264-73 el.

3. Fattovich G, Stroffolini T, Zagni |, Donato F: Hepatocellular carcinoma in cirrhosis:
incidence and risk factors. Gastroenterology, 2004; 127: S35-50.

4. Collaborators TPO: Global prevalence, treatment, and prevention of hepatitis B virus
infection in 2016: a modelling study. Lancet Gastroenterol Hepatol, 2018; 3: 383-403.

5. Flisiak R, Halota W, Horban A, Juszczyk J, Pawlowska M, Simon K: Prevalence and risk
factors of HCV infection in Poland. Eur J Gastroenterol Hepatol, 2011; 23: 1213-7.

6. Chen DS, Hamoudi W, Mustapha B, Layden J, Nersesov A, Reic T, et al: Strategies to
manage hepatitis C virus infection disease burden-Volume 4. J Viral Hepat, 2017; 24
Suppl 2: 44-63.

21



dr n. med. Krzysztof Domagalski AUTOREFERAT

7. Flisiak R, Pogorzelska J, Berak H, Horban A, Orlowska I, Simon K, et al: Efficacy of HCV
treatment in Poland at the turn of the interferon era - the EpiTer study. Clin Exp Hepatol,
2017; 2: 138-43.

8. Panasiuk A, Flisiak R, Mozer-Lisewska I, Adamek A, Tyczyno M, Halota W, et al:
Distribution of HCV genotypes in Poland. Przegl Epidemiol, 2013; 67: 11-6, 99-103.

9. Asselah T, Estrabaud E, Bieche I, Lapalus M, De Muynck S, Vidaud M, et al: Hepatitis C:
viral and host factors associated with non-response to pegylated interferon plus ribavirin.
Liver Int, 2010; 30: 1259-69.

10. Jia Z, Ding Y, Tian S, Niu J, Jiang J: Test of 1L28B polymorphisms in chronic hepatitis C
patients treated with PeglFN and ribavirin depends on HCV genotypes: results from a
meta-analysis. PL0S One, 2012; 7: e45698.

11. Domagalski K, Tretyn A, Pawlowska M, Szczepanek J, Halota W: Dziatanie interferonow
typu 11 i ich rola w odpowiedziach immunologicznych. Postepy Hig Med Dosw (Online),
2010; 64: 522-33.

12. Asselah T, Bieche I, Narguet S, Sabbagh A, Laurendeau I, Ripault MP, et al: Liver gene
expression signature to predict response to pegylated interferon plus ribavirin combination
therapy in patients with chronic hepatitis C. Gut, 2008; 57: 516-24.

13. Estrabaud E, Appourchaux K, Bieche I, Carrat F, Lapalus M, Lada O, et al: IFI35, mir-
99a and HCV genotype to predict sustained virological response to pegylated-interferon
plus ribavirin in chronic hepatitis C. PLoS One, 2015; 10: e0121395.

14. lloeje UH, Yang HI, Su J, Jen CL, You SL, Chen CJ: Predicting cirrhosis risk based on
the level of circulating hepatitis B viral load. Gastroenterology, 2006; 130: 678-86.

15. Chen CJ, Yang HI, Su J, Jen CL, You SL, Lu SN, et al: Risk of hepatocellular carcinoma
across a biological gradient of serum hepatitis B virus DNA level. JAMA, 2006; 295: 65-
73.

16. Flisiak R, Halota W, Jaroszewicz J, Juszczyk J, Malkowski P, Pawlowska M, et al:
Recommendations for the treatment of hepatitis B in 2017. Clin Exp Hepatol, 2017; 3: 35-
46.

17. European Association For The Study Of The Liver. EASL clinical practice guidelines:
Management of chronic hepatitis B virus infection. J Hepatol, 2012; 57: 167-85.

18. Marcellin P, Bonino F, Lau GK, Farci P, Yurdaydin C, Piratvisuth T, et al: Sustained
response of hepatitis B e antigen-negative patients 3 years after treatment with
peginterferon alpha-2a. Gastroenterology, 2009; 136: 2169-79 el-4.

19. Kau A, Vermehren J, Sarrazin C: Treatment predictors of a sustained virologic response in
hepatitis B and C. J Hepatol, 2008; 49: 634-51.

20. Lampertico P, Vigano M, Cheroni C, Facchetti F, Invernizzi F, Valveri V, et al: 1L28B
polymorphisms predict interferon-related hepatitis B surface antigen seroclearance in
genotype D hepatitis B e antigen-negative patients with chronic hepatitis B. Hepatology,
2013; 57: 890-6.

22



dr n. med. Krzysztof Domagalski AUTOREFERAT

21. Boglione L, Cusato J, Allegra S, Esposito I, Patti F, Cariti G, et al: Role of IL28-B
polymorphisms in the treatment of chronic hepatitis B HBeAg-negative patients with
peginterferon. Antiviral Res, 2014; 102: 35-43.

22. Holmes JA, Nguyen T, Ratnam D, Heerasing NM, Tehan JV, Bonanzinga S, et al: 1L28B
genotype is not useful for predicting treatment outcome in Asian chronic hepatitis B
patients treated with pegylated interferon-alpha. J Gastroenterol Hepatol, 2013; 28: 861-6.

23. Wei L, Wedemeyer H, Liaw YF, Chan HL, Piratvisuth T, Marcellin P, et al: No
association between IFNL3 (IL28B) genotype and response to peginterferon alfa-2a in
HBeAg-positive or -negative chronic hepatitis B. PLoS One, 2018; 13: €0199198.

24. Tenney DJ, Rose RE, Baldick CJ, Pokornowski KA, Eggers BJ, Fang J, et al: Long-term
monitoring shows hepatitis B virus resistance to entecavir in nucleoside-naive patients is
rare through 5 years of therapy. Hepatology, 2009; 49: 1503-14.

25. Wang HM, Hung CH, Lee CM, Lu SN, Wang JH, Yen YH, et al: Three-year efficacy and
safety of tenofovir in nucleos(t)ide analog-naive and nucleos(t)ide analog-experienced
chronic hepatitis B patients. J Gastroenterol Hepatol, 2016; 31: 1307-14.

26. Preda CM, Baicus C, Negreanu L, Tugui L, Olariu SV, Andrei A, et al: Effectiveness of
entecavir treatment and predictive factors for virologic response. Rev Esp Enferm Dig,
2014; 106: 305-11.

27. Wong GL, Wong VW, Chan HY, Tse PC, Wong J, Chim AM, et al: Undetectable HBV
DNA at month 12 of entecavir treatment predicts maintained viral suppression and
HBeAg-seroconversion in chronic hepatitis B patients at 3 years. Aliment Pharmacol Ther,
2012; 35: 1326-35.

28. Wu JF, Chang MH: Natural history of chronic hepatitis B virus infection from infancy to
adult life - the mechanism of inflammation triggering and long-term impacts. J Biomed
Sci, 2015; 22: 92.

29. Della Corte C, Nobili V, Comparcola D, Cainelli F, Vento S: Management of chronic
hepatitis B in children: an unresolved issue. J Gastroenterol Hepatol, 2014; 29: 912-9.

30. Kasirga E: Lamivudine resistance in children with chronic hepatitis B. World J Hepatol,
2015; 7: 896-902.

23



dr n. med. Krzysztof Domagalski AUTOREFERAT

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

5.1. PODSUMOWANIE WSPOLCZYNNIKA WPLYWU IF, PUNKTACJI MNISW
PUBLIKACIJI NIE ZGLOSZONYCH DO POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO

Po wylaczeniu publikacji stanowigcych osiggnigcie naukowe jestem wspotautorem 12
publikacji naukowych oraz 15 doniesien zjazdowych.

Wspotczynnik wptywu dla pozostatych publikacji wynosi IF = 25,517.

Suma punktow Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla tych publikacji wynosi 249.
Liczba cytowan dla wyzej wymienionych publikacji wynosi 128 wedlug Google Scholar, 81
wedtug Scopus oraz 81 wedhug Web o Science.

Szczegotowa lista publikacji i analiza bibliometryczna przygotowana przez Biblioteke
Uniwersyteckg Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przedstawiona jest w Zatgczniku

nr7.

5.2. OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA

Prace naukowa rozpoczalem w roku 2003 jako student kierunku biotechnologia na
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska)
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Moje pierwsze badania, dotyczace analiz
homologii w genach zwigzanych z kancerogeneza miedzy roslinami a zwierzgtami, stanowity
podstawe dyplomowej pracy licencjackiej. Wnioski z analizy problemowej miaty unikatowy
charakter i stanowity inspiracj¢ do powstania pracy pogladowej (Kosmos, 2011; 60: 345-56).

W ramach realizacji swojej pracy dyplomowej na magisterskich studiach
uzupehniajgcych na kierunku biotechnologia, uczestniczylem w badaniach, ktorych celem byta
mikromacierzowa identyfikacja genéw 0 zroznicowanej ekspresji, skorelowanej z brakiem
wrazliwosci na leki stosowane w terapii ostrej biataczki limfoblastycznej. Badania
realizowano we wspotpracy z Pracownig Onkologii Klinicznej i Eksperymentalnej przy
Katedrze Pediatrii, Hematologii i Onkologii, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy, z ktorej pochodzil materiat biologiczny.

Pierwsze lata pracy badawczej umozliwity mi poznanie kluczowych technik biologii
molekularnej oraz udoskonalenie warsztatu badacza. W tym celu w 2011 roku ukonczylem
roczny kurs “Nowoczesne techniki badawcze stosowane w biologii, biotechnologii i diagnostyce”,
prowadzony przez Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu. Ze wzgledu na che¢ implementacji

nowoczesnych metod diagnostyki molekularnej w medycynie oraz dalszego rozwoju
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nawigzatem wspolprace z Katedra Chorob Zakaznych i Hepatologii, Wydziatu Lekarskiego
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, UMK w Toruniu, w ramach
studiow doktoranckich z zakresu nauk medycznych (2008 — 2012). Praca badawcza jakiej si¢
wowczas podjatem dotyczyta wplywu zmian genetycznych U czlowieka na wyniki terapii
interferonowej u pacjentow z pzwC. Efektem podjecia tej tematyki badan byto powstanie
dwoch prac pogladowych (Postepy Hig Med Dosw, 2010; 64: 522-33; Med Sci Rev Hepatol,
2010; 10: 73-6).

Jednocze$nie w trakcie trwania studiow doktoranckich bralem udzial w badaniach,
prowadzonych we wspotpracy z zespotem nefrologoéw Katedry Nefrologii, Nadci$nienia
Tetniczego 1 Chorob Wewngtrznych, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy, UMK w Toruniu. Ich celem byta ocena wzglednego poziomu ekspresji genow
VEGF, HIF-1a, CTGF w bioptatach nerkowych u chorych z przewlektym kilebuszkowym
zapaleniem nerek (Kidney Blood Press Res, 2013; 38: 83-91). Wyniki tych prac,
zaprezentowane na krajowym zjezdzie (XIX Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Polskiego
Towarzystwa Nefrologicznego, 2-4 VI 2011, Rzeszéw), uzyskaly nagrode za najlepszy

nadestany abstrakt.

5.3. OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

W 2012 obronitem prace doktorska pt. ,,Wphw wybranych zmiennosci pojedynczego
nukleotydu (SNP) u pacjentow z przewleklym zapaleniem wagtroby typu C na wynik terapii
przeciwwirusowej”, ktorej promotorem byta prof. dr hab. Matgorzata Pawtowska. Uchwata
Rady Wydziatlu Lekarskiego Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, dnia 16 stycznia 2013 roku uzyskatem stopnien
doktora nauk medycznych w zakresie medycyny. Ze wzglgdu na wartosci jakie niosty wyniki
badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej, zostala ona wyrdzniona przez Rade
Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum w Bydgoszczy, UMK w Toruniu. Z wynikow
ujetych w pracy doktorskiej powstaly dwie prace oryginalne w czasopismach z listy
filadelfijskiej (Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2013; 32: 745-54; Hepat Mon, 2013; 13:
e13678) oraz doniesienia prezentowane na mi¢dzynarodowych i krajowych konferencjach.
Badania te miaty zarbwno charakter poznawczy, jak i praktyczny. Ogromng zaleta jednej z
tych prac jest unikatowa analiza powyzszych zalezno$ci przeprowadzona w podgrupie
pacjentow pediatrycznych, podjeta jako jedna z pierwszych na $wiecie. W pracach tych
wykazano, ze markery genetyczne w obrgbie IL28B posiadajg najwicksze znaczenie w

predykcji koncowego efektu terapeutycznego, w porownaniu do poznanych juz wskaznikow
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prognostycznych skuteczno$ci terapii okreslanych przed leczeniem w grupie polskich
pacjentow. Udowodniono, ze sposrod analizowanych zmienno$ci genetycznych w praktyce
wystarczajace jest badanie najsilniejszego z analizowanych markerow - rs12979860. Marker
ten stal si¢ elementem diagnostyki pacjentow z pzwC i w programach terapeutycznych
opartych na interferonie zaczat stanowi¢ czynnik kwalifikacji pacjentow do odpowiedniego
typu leczenia w Polsce, az do momentu wprowadzenia pierwszych lekow DAA. Powyzsze
badania zostaly przeprowadzone w oparciu o grant MNiISW (promotorski), grant
wewnatrzuczelniany Collegium Medicum w Bydgoszczy, UMK w Toruniu dla mtodych
naukowcow, a takze ,,Stypendium dla doktorantow 2008/2009 - ZPORR?”, realizowane w
ramach dziatania 2.6 ,Regionalne strategie innowacyjne i transfer wiedzy” II Priorytetu
ZPORR.

Po otrzymaniu stopnia doktora nauk medycznych w zakresie medycyny, moje gtéwne
zainteresowania i tematyka badawcza w dalszym ciaggu dotyczyta przede wszystkim obszaru
choréb zakaznych. Zainteresowania obejmujace analizy czynnikow warunkujacych przebieg
infekcji oraz skuteczno$¢ leczenia do chwili obecnej pozostaja jednym z podstawowych
kierunkow moich badanh. Najwazniejsze prace, sposrod tych, ktorych jestem wspodtautorem,
opublikowanych przed, jak i po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora, powstalty we
wspolpracy z Katedra Chordéb Zakaznych i1 Hepatologii, Wydziatu Lekarskiego Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, UMK w Toruniu. W uznaniu wartosci
naukowych jakie wnosity w obszarze chorob zakaznych, w 2015 roku otrzymatem pierwsza
indywidualng ,,Nagrode Naukowg im. Jozefa Kostrzewskiego”, przyznang przez Polskie
Towarzystwo Epidemiologdéw i Lekarzy Chorob Zakaznych.

W uznaniu dla znaczacego zaangazowania W badania naukowe z zakresu
praktycznego zastosowania metod molekularnych w diagnostyce medycznej oraz
predyspozycje do pracy laboratoryjnej zostalem zatrudniony na stanowisku asystenta,
nastepnie adiunkta w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii, UMK w
Toruniu. Badania, w ktore si¢ zaangazowatem realizowane sg w ramach Projektu badawczego
pt. ,,Genomika funkcjonalna w badaniach biologicznych i biomedycznych”. W czerwcu 2014
ukonczytem studia podyplomowe w zakresie analityki medycznej prowadzone przez Wydziat
Farmaceutyczny, Collegium Medicum w Bydgoszczy, UMK w Toruniu. Studia te umozliwity
mi uzyskanie uprawnien diagnosty laboratoryjnego, a tym samym zwickszyly kompetencje w
prowadzeniu badan. Jednocze$nie W tym samym roku z sukcesem ukonczytem kurs
,»Statystyka dla humanistow i przyrodnikow”, wprowadzajacy w arkany analiz statystycznych,

ktorych zrozumienie oraz prawidlowe stosowanie umozliwito mi prowadzenie bardziej
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zaawansowanych analiz danych w dalszych badaniach. Nastepstwem rozwoju w tym obszarze
dziatalnos$ci naukowej byta pomys$lna realizacja stazu naukowego w ramach projektu ,,Staz
Sukcesem Naukowca III edycja”, ktorego celem byl rozwoj wspolpracy sfery nauki i
przedsigbiorstw w zakresie wprowadzania innowacji. Wyniki tych prac byly prezentowane na
krajowych konferencjach. W uznaniu dla systematycznego rozwoju i uzyskanych osiggnieé¢
naukowych otrzymatem w 2014 roku indywidualng nagrode III stopnia Rektora Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu 0raz w p6zniejszym okresie zostalem powotany na czlonka
Rady Naukowej Interdyscyplinarnego Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w Toruniu.

W swojej dotychczasowej pracy poswigcatem gtownie uwage aplikacyjnym aspektom
prowadzonych przeze mnie badan podstawowych. Staratem si¢ rowniez uczestniczyé w
realizacji projektow o charakterze interdyscyplinarnym. Z tego tez wzgledu w latach 2015-
2018 zaangazowalem si¢ w prowadzenie uczelnianej spotki spin-off GENELYTICA sp. z 0.0.,
a od 2017 roku w ramach ICNT nawigzalem wspotprace naukowa z Pracownig Genetyki
Nowotworéw w Toruniu.

W omawianym okresie zaangazowalem si¢ rowniez w realizacje projektow we
wspbtpracy z innymi zespotami naukowymi Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, UMK
w Toruniu oraz ICNT UMK. Moja rola polegata przede wszystkim na wykorzystaniu
doswiadczenia 1 wiedzy w stosowaniu technik analizy kwasow nukleinowych, jak réwniez
analizy statystycznej uzyskiwanych wynikow badan eksperymentalnych oraz ich interpretacji.

Zaangazowatem si¢ przede wszystkim w istotny dla mnie obszar badawczy zwigzany
tematyka chorob onkologicznych. Z tego tez wzgledu uczestniczylem, jako wykonawca w
realizacji grantu NCN pt. ,,Mikromacierzowe profilowanie genomu i transkryptomu w
dzieciecej ostrej biataczce mieloblastycznej w poszukiwaniu genow odpowiedzialnych za
lekoopornos¢”, prowadzonego we wspotpracy z Katedra Pediatrii, Hematologii i Onkologii,
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, UMK w Toruniu. Celem
prowadzonych badan byto okreslenie korelacji pomigdzy profilem opornosci in vitro na leki
przeciwbiataczkowe, profilem ekspresji genow i obecnoscig zmian cytogenetycznych. Na
podstawie przeprowadzonych badan z wykorzystaniem technologii mikromacierzy
ekspresyjnych i porownawczej hybrydyzacji genomowej okreslono genetyczne profile
opornosci dla 11 lekéw, co umozliwito identyfikacj¢ gendéw odpowiedzialnych za brak
wrazliwosci komorek biataczkowych. W ostatnim etapie badan wytypowano 23 geny
kandydackie i okreslono korelacje zmian poziomu ekspresji z profilem opornos$ci in vitro
kazdego leku. Owocem powyzszej wspotpracy sa 3 doniesienia konferencyjnych, ktérych

jestem wspotautorem (57th ASH Annual Meeting and Exposition, 5-8 XII 2015, Orlando,
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Floryda; 2nd Central European Biomedical Congress, 15-18 VI 2016, Krakéw; V Polski
Kongres Genetyki, 1.6dz, 19-22 1X 2016).

Moje zainteresowania naukowe dotyczg takze okreslenia uzytecznos$ci molekularnych
marker6w w prognozowaniu powstawania i przebiegu nowotworéw. W projekcie,
prowadzonym wspolnie z Oddzialem Chemioterapii Nowotworow, Wojewddzkiego Szpitala
Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu, uczestniczytem w identyfikacji nowych markeréw
prognostycznych raka pluc. Na podstawie przeprowadzonych badan, wykazaliSmy istotne
powiazanie zmian genetycznych dla genu CYP1B1 z ryzykiem rozwoju raka ptuc w grupie
osOb palagcych. Tym samym wykazaliSmy, ze analiza zmiennosci CYP1B1l moze by¢
przydatna do identyfikacji pacjentéw ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju raka ptuc. Wyniki
tej pracy zostaly opublikowane w czasopismie z listy filadelfijskiej (Future Oncol, 2018; 14:
1569-77) oraz zaprezentowane na konferencji zagranicznej (ESMO Congres, 07-11 X 2016,
Kopenhaga).

Sprawujac funkcje promotora pomocniczego lek. Beaty Smok, doktorantki na
Wydziale Lekarskim Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy UMK w Toruniu,
zaangazowalem si¢ w projekt dotyczacy znaczenia cytokiny IL6, markera STREM-1 oraz
innych rutynowo oznaczanych markerow stanu zapalnego (CRP, PCT, WBC) w przebiegu
procesdw zapalnych u pacjentow pediatrycznych. Badania ostatnich lat coraz lepiej
dokumentuja rol¢ interleukin 1 ich zmiennoSci w patogenezie chorob o podtozu zapalnym.
Dlatego tez, w ramach tego projektu postanowiliSmy sprawdzi¢ czy okreslanie stezenia IL-6,
STREM-1 w surowicy oraz zmian polimorficznych w obrgbie IL6 pozwala z wigkszg
czuto$cig 1 swoisto$cig niz markery oznaczane dotychczas rutynowo, okresli¢ przebieg
uogollnionej reakcji zapalnej 1 sepsy u pacjentow ponizej 18 r.z.. W wyniku
przeprowadzonych analiz zostala przygotowana praca doktorska lek. Beaty Smok pt.
»Wartos¢ diagnostyczna i prognostyczna sSTREM-1 w przebiegu uogolnionej reakcji zapalnej i
sepsy u dzieci oraz polimorfizm IL-6 jako czynnik ryzyka rozwoju uogdlnionej reakcji
zapalnej i sepsy”, obroniona we wrzesniu 2018 roku.

Prace kooperacyjne dotycza rowniez zastosowania technik biologii molekularnej w
analizie ro$linnego 1 zwierzecego materialu tkankowego. Pierwsza z nich byly badania
prowadzone przez zespdt fizjologéw z Katedry Biotechnologii i Fizjologii Roslin, ktorych
celem byta analiza wplywu stresu solnego na zmiany transkryptomow liSci buraka Beta
vulgaris ssp. Maritima, halofitycznego przodka buraka cukrowego. Wykorzystanie techniki
sekwencjonowania RNA (RNASeq) pozwolito na wykrycie wielu nowych gendw,

potencjalnie powigzanych ze zwigkszong tolerancja zasolenia u B. vulgaris ssp. maritima.
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Wéréd gendéw eksprymowanych réznicowo zidentyfikowano réwniez takie, ktoérych funkcja
biologiczna jeszcze nie zostata poznana, i ktére tym samym stanowia doskonaty material do
dalszych analiz, potencjalnie prowadzacych do opisania nowych mechanizméw tolerancji
zasolenia. Efekty tych badan zostaty opublikowane w czasopismie z listy filadelfijskiej (Plant
Sci, 2016; 243: 56-70).

Nawigzalem réwniez wspdlprace naukowa z Zakladem Immunologii, Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska, UMK w Toruniu w ramach grantu NCN pt. ,,Niski poziom
endogennego glutationu jako przyczyna braku gorqczki podczas infekcji i procesu
zapalnego”, w ktorym bylem jednym z wykonawcdw. Projekt ten podejmowal problem braku
goraczki stymulujacej uktad immunologiczny do walki z patogenami w procesie zdrowienia.
Celem tych badan byto wyjasnienie roli glutationu (jako kofaktora uczestniczacego w
produkcji prostaglandyny E2, bedacej kluczowym mediatorem goraczki) w sytuacjach braku
goraczki podczas infekcji oraz wyjasnienie mechanizmu inhibicji modelowej goraczki
infekcyjnej w warunkach obnizonego poziomu glutationu w organizmie. Wyniki badan w
ktérych uczestniczytem opublikowano w czasopi$mie z listy filadelfijskiej (Cytokine, 2017;
90: 31-7).

Szczegblowy wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych wraz z
informacja o osiagnieciach dydaktycznych, wspolpracy naukowej i popularyzacji nauki

stanowi odrebny zatacznik (nr 4) do Wniosku o wszczgcie postgpowania habilitacyjnego.
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