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1. Imie i nazwisko.

Magda Rybicka-Misiejko, https://orcid.org/0000-0003-3768-3514

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajgcego

stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii nadany przez Uniwersytet
Gdanski, 2015 r. Tytut rozprawy doktorskiej: ,, Analiza wptywu zmiennosci genetycznej
wirusa zapalenia watroby typu B (HBV) na przebieg terapii przeciwwirusowej”. Praca
wykonana pod opieka prof. dr hab. Krzysztofa Piotra Bielawskiego i dr n. med. Piotra
Brunona Stalke (promotor pomocniczy) .

Stopien magistra nadany przez Uniwersytet Gdanski, Miedzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdaniskiego Uniwersytetu Medycznego,
kierunek biotechnologia, 2009 r. Tytut pracy: ,Badanie odpowiedzi gospodarza na
obecnos¢ bakterii z rodzaju Helicobacter w watrobie pacjentow z przewlektymi chorobami
watroby w populacji Polski Pétnocnej”. Promotor: dr hab. Joanna Nakonieczna, prof. UG.
Stopien licencjata nadany przez Uniwersytet Mikofaja Kopernika w Toruniu, Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy; kierunek biotechnologia medyczna, 2007
r. Tytut pracy: ,Rola receptora muskarynowego M3 w regulacji miesniowki gtadkiej dna

zotagdka”. Promotor: prof. dr hab. n. med. Leszek Szadujkis-Szadurski.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

od 2021 - obecnie — adiunkt naukowo-dydaktyczny w Zaktadzie Fotobiologii i Diagnostyki
Molekularnej, MWB UG i GUMed

2018-2021 — pracownik naukowo-techniczny w Zespole Laboratoriéw Specjalistycznych,
MWB UG i GUMed

2015-2017 — pracownik naukowy/post-doc w Zaktadzie Diagnostyki Molekularnej, MWB
UG i GUMed

2014-2015 — pracownik naukowy/asystent w Zakfadzie Diagnostyki Molekularnej, MWB
UG i GUMed
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4. Omowienie osiggniec, o ktéorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2 2021 r. poz. 478 z pdin. zm.).

Jako moje gtdwne osiggniecie naukowe na potrzeby postepowania habilitacyjnego wskazuje cykl o$miu
powigzanych tematycznie publikacji, w tym 6 doswiadczalnych. Prace te dotycza wptywu czynnikéw
genetycznych i molekularnych na przebieg przewlektego zakazenia wirusem zapalenia watroby typu
B (HBV) oraz jego diagnostyke. W wiekszosci publikacji (z wyjgtkiem jednej) petnitam role autora
wiodgcego lub korespondencyjnego, co podkresla modj znaczacy wktad w realizacje badan
i opracowanie wynikéw. Zadna z publikacji ujetych w cyklu nie zostata wczeéniej wykorzystana
w postepowaniu o nadanie stopnia doktora lub doktora habilitowanego. Pozostate osiggniecia
naukowe z okresu po uzyskaniu stopnia doktora omdéwitam w punktach 4.4 oraz 4.5 niniejszego

dokumentu.

4.1 Tytut osiggniecia naukowego
Identyfikacja czynnikdbw wirusowych oraz genetycznych uwarunkowan gospodarza w kontekscie

przebiegu ileczenia przewlektego wirusowego zapalenia watroby typu B.

4.2 Wykaz publikacji naukowych stanowiacych podstawe osiggniecia naukowego
Wspdtczynnik IF (Impact factor) oraz punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiIN) s3 zgodne
z rokiem ukazania sie prac, przy czym system punktacji ministerialnej ewoluowat w czasie, wptywajgc

na ocene prac z réznych okresow.

PUBLIKACJA 1

Current molecular methods for the detection of hepatitis B virus quasispecies.
Rybicka M*, Stalke P, Bielawski KP.
Reviews in Medical Virology 2016 Sep;26(5):369-81. doi: 10.1002/rmv.1897

*autor korespondencyjny
IF2016=5,439; MEiN016=45

Praca poglgdowa

Madj wkiad w publikacje obejmowat:

e sformutowanie koncepcji oraz konspektu pracy

e wykonanie przegladu i doboru literatury

e przygotowanie pierwotnej wersji artykutu (w tym tabel oraz rycin)

e wprowadzenie poprawek manuskryptu po otrzymaniu recenzji z czasopisma
e przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéw oraz korespondencja z edytorem
e petnienie funkcji autora korespondencyjnego
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PUBLIKACJA 2

Differences in sequences between HBV-relaxed circular DNA and covalently closed circular DNA.
Rybicka M, Woziwodzka A, Romanowski T, Stalke P, Dreczewski M, Bielawski KP

Emerging Microbes and Infection 2017 Jun 21;6(6):e55. doi: 10.1038/emi.2017.41

IF2017=6,032; MEiN2017=30

Praca oryginalna

Méj wkiad w publikacje obejmowat:

e opracowanie hipotezy badawczej i koncepcji pracy

e udziat w opracowaniu i optymalizacji metodyki badan

e udziat we wszystkich przeprowadzonych eksperymentach poczawszy od izolacji materiatu
genetycznego wirusa HBV az do wykrywania wariantéw lekoopornych HBV

e udziat w analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw

e przeprowadzenie wszystkich analiz statystycznych

e przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu wraz tabelami i rycinami

e pefnienie wiodgcej roli w przygotowaniu odpowiedzi na zarzuty recenzentdw oraz
wprowadzeniu poprawek do ostatecznie przyjetej wersji pracy

e zdobyciu finansowania na czes¢é przeprowadzonych badan

PUBLIKACJA 3

Host genetic background affects the course of infection and treatment response in patients with chronic
hepatitis B.

Rybicka M*, Woziwodzka A*, Romanowski T, Sznarkowska A, Stalke P, Dreczewski M, Bielawski KP.
Journal of Clinical Virology 2019 Nov;120:1-5. doi: 0.1016/j.jcv.2019.09.002

*rowny wktad autoréow
|F2019=2,777; MEiN2019=1OO

Praca oryginalna

Méj wkiad w publikacje obejmowat:

e udziat w tworzeniu hipotezy badawczej i koncepcji pracy

e udziat w opracowaniu i optymalizacji metodyki badan

e udziat w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentéw

e udziat w zbieraniu materiatu do badan

e tworzenie kliniczno-patologicznej bazy danych chorych

e udziat w interpretacji wynikéw oraz ich wizualizacji

e przeprowadzenie analiz statystycznych uzyskanych wynikéw

e wiodacy udziat w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu

e aktywny udziat w odpowiadaniu na zarzuty recenzentéw oraz wprowadzanie wymaganych
poprawek do wersji ostatecznej
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PUBLIKACJA 4

TNF-a polymorphisms affect persistence and progression of HBV infection.

Woziwodzka A, Rybicka M, Sznarkowska A, Romanowski T, Dreczewski M, Stalke P, Bielawski KP.
Molecular Genetics & Genomic Medicine 2019 Oct;7(10):e00935. doi: 10.1002/mgg3.935
IF2019=1,995; MEiN2019=70

Praca oryginalna

Moj wktad w publikacje obejmowat:

e udziat w tworzeniu hipotezy badawczej i koncepcji pracy

e udziat w opracowaniu i optymalizacji metodyki badan

e udziat w przeprowadzeniu eksperymentdéw (tj. izolacja DNA, genotypowanie pacjentow)

e udziat w analizie i interpretacji wynikow

e udziat w pisaniu pierwotnej wersji manuskryptu oraz wprowadzanie poprawek do
manuskryptu w trakcie recenzji

PUBLIKACJA 5

Genetic variation in IL-10 influences the progression of hepatitis B infection.

Rybicka M*, Woziwodzka A, Sznarkowska A, Romanowski T, Stalke P, Dreczewski M, Verrier ER,
Baumert TF, Bielawski KP*.

International Journal of Infectious Diseases 2020 Jul;96:260-265. doi: 10.1016/].ijid.2020.04.079

*wspotautorstwo korespondencyjne
IF=3,623; MEiN=100

Praca oryginalna

Mdj wkiad w publikacje obejmowat:

e opracowanie hipotezy badawczej i koncepcji pracy

e opracowanie i optymalizacja metodyki badan

e udziat w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentow

e udziat w zbieraniu materiatu do badan

e tworzenie kliniczno-patologicznej bazy danych chorych

e interpretacja wynikdw oraz ich wizualizacja

e przeprowadzenie analiz statystycznych uzyskanych wynikéw

e przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu, w tym tabel i rycin

e wprowadzenie poprawek manuskryptu po otrzymaniu recenzji z czasopisma
e przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéw oraz korespondencja z edytorem
e petnienie funkcji autora korespondencyjnego

5|Strona


https://doi.org/10.1002/mgg3.935
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2020.04.079

dr Magda Rybicka-Misiejko Zatgcznik 3

PUBLIKACJA 6

Recent Advances in Understanding, Diagnosing, and Treating Hepatitis B Virus Infection.
Rybicka M*, Bielawski KP.
Microorganisms 2020 Sep 15;8(9):1416. doi: 10.3390/microorganisms8091416

*autor korespondencyjny
IF=4,128; MEiN=40

Praca poglagdowa

Mdj wkiad w publikacje obejmowat:

o sformutowanie koncepcji oraz konspektu pracy

e wykonanie przegladu i doboru literatury

e przygotowanie pierwotnej wersji artykutu (w tym tabel oraz rycin)

e wprowadzenie poprawek manuskryptu po otrzymaniu recenzji z czasopisma
e przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéw oraz korespondencja z edytorem
e petnienie funkcji autora korespondencyjnego

PUBLIKACJA 7
Liver Cirrhosis in Chronic Hepatitis B Patients Is Associated with Genetic Variations in DNA Repair
Pathway Genes.

Rybicka M*, Woziwodzka A, Sznarkowska A, Romanowski T, Stalke P, Dreczewski M, Verrier ER,
Baumert TF, Bielawski KP*.

Cancers (Basel). 2020 Nov 7;12(11):3295. doi: 10.3390/cancers12113295

*wspodfautorstwo korespondencyjne
IF=6,639; MEiN=140

Praca oryginalna

Méj wkiad w publikacje obejmowat:

e opracowanie hipotezy badawczej i koncepcji pracy

e opracowanie i optymalizacja metodyki badan

e wiodacy udziat w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentéw

e wiodacy udziat w zbieraniu materiatu do badan

e tworzenie kliniczno-patologicznej bazy danych chorych

e interpretacja wynikdw oraz ich wizualizacja

e przeprowadzenie analiz statystycznych uzyskanych wynikéw

e przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu, w tym tabel i rycin

e wprowadzenie poprawek manuskryptu po otrzymaniu recenzji z czasopisma
e przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéw oraz korespondencja z edytorem
e petnienie funkcji autora korespondencyjnego
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PUBLIKACJA 8

Polymorphisms within DIO2 and GADD45A genes increase the risk of liver disease progression in chronic
hepatitis b carriers.

Rybicka M*, Verrier ER, Baumert TF, Bielawski KP.

Scientific Reports 2023 Apr 14;13(1):6124. doi: 10.1038/s41598-023-32753-8

*autor korespondencyjny
IF=3,8; MEiIN=140

Praca oryginalna

Mdj wkiad w publikacje obejmowat:

e zaproponowanie hipotezy badawczej i koncepcji pracy

e opracowanie i optymalizacja metodyki badan

e wiodacy udziat w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentéw

e wiodacy udziat w zbieraniu materiatu do badan

e tworzenie kliniczno-patologicznej bazy danych chorych

e interpretacja uzyskanych wynikdw oraz ich wizualizacja

e przeprowadzenie analiz statystycznych uzyskanych wynikéw

e przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu, w tym tabel i rycin

e wprowadzenie poprawek manuskryptu po otrzymaniu recenzji z czasopisma
e przygotowanie odpowiedzi dla recenzentdw oraz korespondencja z edytorem
e petnienie funkcji autora korespondencyjnego

Dane naukometryczne o$miu pracz wchodzacych w sktad gtéwnego osiggniecia habilitacyjnego:
Sumaryczny IF publikacji: 34,433

Sumaryczna liczba punktéw MEIN wedtug wykazu z roku publikacji: 665

Sumaryczny IF5-letni (2024): 37,2

Aktualna sumaryczna liczba punktow MEIN (2025): 830

4.3 Oméwienie celu naukowego prac wymienionych w pkt. 4.2 oraz otrzymanych
wynikow.

Wprowadzenie
Zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B (ang. hepatitis B virus, HBV) stanowig globalny
problem zdrowotny, dotyczgcy okoto 296 miliondw oséb z przewlektym zakazeniem. Szacuje sie, ze
nawet 2 miliardy ludzi miato kontakt z wirusem, co oznacza, Zze niemal co czwarta osoba na Swiecie
zostata narazona na infekcje. W krajach Unii Europejskiej (UE) oraz Europejskiego Obszaru
Gospodarczego (EEA) w 2022 roku zgtoszono 28 855 nowych przypadkéw zakazen HBV, z czego

wiekszos¢ dotyczyta przewlektych infekcji. Szacuje sie, ze okoto 3,6 miliona oséb w tym regionie zyje z
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przewlektym zakazeniem HBV, co powoduje okofo 64 000 zgondw rocznie. Globalnie HBV powoduje
okoto 820 000 zgondw kazdego roku, a prognozy wskazujg na 39% wzrost tej liczby do roku 2030 (1,2).

Przewlekte wirusowe zapalenie watroby typu B (WZW typu B) rozwija sie u 5-10% zakazonych
dorostych, ale az u 90% nowo zakazonych niemowlat z powodu niedojrzatego uktadu
immunologicznego. Kluczowe powiktania zakazenia HBV obejmuja marskos¢ watroby, ktdra rozwija sie
u 20-30% oséb z przewlekta postacia infekcji, prowadzgc do 331 000 zgondw rocznie. Innym waznym
powiktaniem jest rak watrobowokomodrkowy (ang. hepatocellular carcinoma, HCC), ktéry odpowiada
za 57% wszystkich przypadkow HCC na swiecie. Ryzyko rozwoju HCC u os6b z przewlektym zakazeniem
HBV jest 10-100 razy wyzsze w porownaniu do oséb zdrowych, zwtaszcza przy wspodtistniejacej
marskosci. Do gtéwnych czynnikdw ryzyka zwiekszajgcych czestos¢ powiktan nalezy wspdtzakazenie
wirusem zapalenia watroby typu D (ang. hepatitis D virus, HDV), ktére 4-5-krotnie zwieksza ryzyko
marskosci i HCC w porédwnaniu do monoinfekcji HBV. W 2019 r. odnotowano 192 000 zgondéw z
powodu HBV-pochodnego HCC. Ponadto, HBV moze prowadzi¢ do niewydolnosci watroby, zaréwno
ostrej (rzadko), jak i przewlektej, bedgcej konsekwencjg postepujgcego widknienia (1-3).

Pomimo istnienia skutecznej szczepionki, ktéra stanowi podstawowa metode zapobiegania WZW
typu B, walka z tg chorobg napotyka szereg powaznych wyzwan. Jednym z gtdwnych problemow jest
niedostateczna profilaktyka. Okazuje sie bowiem, Ze jedynie okoto 46% noworodkéw na Swiecie
otrzymuje pierwszg dawke szczepionki w ciggu pierwszych 24 godzin po urodzeniu. Jest to szczegdlnie
niepokojgce w regionach o wysokiej endemicznosci, takich jak Azja Potudniowo-Wschodnia i Afryka
Subsaharyjska. Niskie globalne pokrycie szczepieniami przeciwko HBV stanowi istotng przeszkode
w skutecznej kontroli choroby. Wiele krajdw nie osigga zalecanego przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) poziomu 95% pokrycia, ktéry jest kluczowy dla
efektywnego zapobiegania rozprzestrzenianiu sie zakazenia. Jednym z istotnych czynnikow
wptywajgcych na niski poziom wyszczepienia jest dezinformacja na temat szczepied. Brak rzetelnej
wiedzy na temat korzysci ptyngcych ze szczepien oraz niezrozumienie mechanizmu ich dziatania sprzyja
niecheci wobec szczepien, zaréwno wsrdd spoteczenstwa, jak i niekiedy wsréd pracownikéw ochrony
zdrowia. Dodatkowo, w niektérych krajach system ochrony zdrowia jest stabo zorganizowany, co
utrudnia dostep do szczepionek oraz innych niezbednych ustug medycznych. Ograniczone
finansowanie programoéw szczepien w wielu regionach réwniez stanowi powazng bariere w osiggnieciu
wysokiego poziomu wyszczepienia. Dodatkowym problemem jest brak dostepu do immunoglobuliny
anty-HBs (skierowanej przeciwko antygenowi powierzchniowemu HBV) w niektorych regionach,
zwlaszcza w krajach rozwijajgcych sie. Immunoglobulina ta jest istotnym elementem w zapobieganiu
transmisji HBV, a jej brak powoduje, ze noworodki urodzone przez matki zakazone wirusem HBV s3

bardziej narazone na infekcje (1-4).
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Kolejny istotny problem stanowi niski dostep do skutecznej diagnostyki zakazenia HBV. Wczesne
rozpoznanie zakazenia HBV jest kluczowe dla zapobiegania powiktaniom, takim jak marskos¢ i HCC.
Niestety, tylko 14% zakazonych ma postawiong diagnoze, co oznacza, ze wiekszo$¢ przypadkdw
pozostaje nierozpoznana. Przyczyng tego stanu rzeczy jest czesto brak objawéw w ostrej fazie
zakazenia oraz ograniczony dostep do badan diagnostycznych. Diagnostyka zakazenia HBV opiera sie
na badaniach serologicznych (Tabela 1), takich jak wykrywanie obecnosci antygenu powierzchniowego
wirusa (HBsAg), oraz badaniach molekularnych, ktére pozwalajg na oznaczenie poziomu HBV DNA we
krwi. Coraz czesciej stosuje sie takze szybkie testy immunochromatograficzne umozliwiajgce wykrycie
antygenu HBsAg w krotkim czasie, co moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia wykrywalnosci zakazen.
Pomimo postepu technologicznego w dziedzinie diagnostyki, dostep do leczenia HBV nadal pozostaje
ograniczony. Szacuje sie, ze mniej niz 10% zakazonych otrzymuje odpowiednig terapie, co stanowi

powazny problem, zwtaszcza w krajach rozwijajgcych sie (5-7).

Tabela 1. Najwazniejsze markery HBV iich znaczenie kliniczne.

Marker Znaczenie kliniczne

Antygen powierzchniowy HBV. Jego obecnosc swiadczy o ostrym lub przewlektym zakaieniu HBY. Jest jednym z
HBsAg pierwszych markerow pojawiajgcych sie po zakazeniu i utrzymuje sie przez caty okres aktywnej infekgji.

Utrzymywanie sig¢ HBsAg >b6 miesiecy oznacza przewlekte zakazenie.

Wydzielniczy antygen ,e"” HBV. Marker intensywnej replikacji wirusa i wysokiej zakaZnosci. Jego obecnosé wskazuje
HBeAg na aktywng faze choroby i duze ryzyko transmisji HBV. Utrzymywanie sie HBe Ag >3 miesigcy sugeruje przejscie w

faze przewlekta.

Przeciwciata przeciwko antygenowirdzeniowemu HBV w klasie IgM. Pojawiajg sig wczesnie w ostrej fazie

anty-HBc IgM
zakaienia, utrzymujg sie ok. 6 miesiecy. Obecnosc wskazuje na swieze, ostre zakaienie.

Przeciwciata przeciwko antygenowirdzeniowemu HBV [IgM + IgG). Marker kontaktu z HBV w przesztosci lub

anty-HBc total
aktualnej infekcji. IgG utrzymuje sie przez cate zycie.

Przeciwciata przeciwko antygenowi HBe. Ich pojawienie sig swiadczy o wygaszaniu replikacji wirusa i przechodzeniu
anty-HBe zakazenia w mniej zakaing faze. W przewlektej infekcji obecnosc anty-HBe zwykle oznacza mniejszg aktywnosc

wirusa.

Przeciwciata przeciwko antygenowi powierzchniowemu HBV. Ich obecnosc swiadczy o odpornosci na HBY (po
anty-HBs
szczepieniu lub po przebyciu zakazenia).

Materiat genetyczny wirusa. Najwczesniejszy marker zakazenia, pozwala ocenic ilosciowo aktywnosc replikacji
HBV-DNA
wirusa i monitorowaé skutecznosé leczenia.

Terapia przewlektego WZW typu B obejmuje kilka kluczowych strategii leczniczych, ktére majg na
celu zahamowanie replikacji wirusa i poprawe stanu zdrowia pacjenta. Jednym z lekdow stosowanych
w leczeniu HBV jest pegylowany interferon-a2a (Peg IFN a2a), ktéry jest cytoking modulujaca
odpowiedz immunologiczng organizmu. Kolejna grupa lekow sg  nukleozydowe

i nukleotydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NRTI), sposréd ktorych w praktyce klinicznej
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stosuje sie lamiwudune, telbiwudyne i entecavir (analogi nukleozydéw) oraz adefowir i tenofowir
(analogi nukleotydéw). Leki te skutecznie hamujg replikacje wirusa, zmniejszajgc ryzyko rozwoju
marskosci i raka watrobowokomadrkowego. Niestety dtugotrwata terapia z uzyciem NRTI prowadzi do
selekcji szczepdw lekoopornych i utraty efektu terapeutycznego, co u pacjentdow z niewydolnoscia
watroby prowadzié moze do uszkodzenia tego narzadu, a nawet S$mierci. Ponadto mutacje
warunkujgce lekooporno$é moga wystepowac u pacjentdéw uprzednio nigdy nieleczonych. Skuteczng
alternatywa dla terapii analogami jest leczenie wczesniej wspomnianym interferonem, ktére nie
powoduje powstawania zjawiska lekoopornosci. Niestety z powodu licznych dziatan ubocznych
i przeciwwskazan nie u kazdego pacjenta moze by¢ stosowane. Pomimo wielu zalet terapii pozgdany
efekt korcowy jest zalezny od genotypu wirusa i uzyskuje sie go jedynie u okoto 30-40% pacjentow.
Przyczyng braku skutecznosci leczenia, w przeciwienstwie do NRTI nie jest pojawienie sie opornosci
wirusa na lek, a najpewniej interakcja wirusa i komérek uktadu odpornosciowego. Dokfadna przyczyna
niepowodzenia terapii interferonem nie zostata jak dotgd poznana. Pomimo odmiennych
mechanizmdw dziatania, zaden z dostepnych obecnie lekdw nie jest w stanie skutecznie wyeliminowac¢
wirusa, poniewaz nie wptywa znaczgco na kowalencyjnie zamkniety kolisty DNA (cccDNA) — kluczowy
rezerwuar replikacyjny HBV, ktéry umozliwia produkcje nowych czgstek wirusowych. Nawet niewielka
liczba kopii cccDNA w hepatocytach moze prowadzi¢ do reaktywacji zakazenia po zaprzestaniu leczenia
lub ostabieniu kontroli immunologicznej. Z tego powodu catkowite wyleczenie przewlektego WZW typu
B wymaga eliminacji cccDNA. Ze wzgledu na niedostateczng wiedze dotyczaca cyklu replikacyjnego
HBV, ktéra wynika z braku idealnego modelu eksperymentalnego, znalezienie optymalnego schematu
terapeutycznego nadal pozostaje duzym wyzwaniem klinicznym (8-11).

Aktualnie trwajg badania nad nowymi lekami, ktdore mogg dziata¢ na stabilng forme cccDNA lub
uniemozliwia¢ penetracje wirusa do komdrek hepatocytdw. Niedawne odkrycie biatka NTCP (ang.
sodium taurocholate cotransporting polypeptide) jako gtdwnego receptora umozliwiajgcego wnikanie
HBV do hepatocytéw, a takze poznanie roli enzymdw naprawczych gospodarza w procesie replikacji
wirusa, mogg pomadc w opracowaniu bardziej skutecznych strategii leczniczych. Wytyczne European
Association for the Study of the Liver (EASL) z 2022 roku dotyczace leczenia przewlektego zakazenia
HBV obejmujg zalecenia dotyczgce stosowania interferonéw i NRTI. Raporty WHO z 2024 roku

podkreslajg wage wczesnej diagnostyki i leczenia w zapobieganiu powiktaniom HBV (9,12-16).

Omowienie celu naukowego cyklu prac oraz uzyskanych wynikéw

Celem naukowym przedstawionego cyklu publikacji byto znalezienie czynnikdw wirusowych oraz
genetycznych uwarunkowan gospodarza, ktdore determinujg przebieg kliniczny i odpowiedz na leczenie
w przewlektym wirusowym zapaleniu watroby typu B (WZW typu B). Badania oparto na zastosowaniu

czutych i nowoczesnych metod molekularnych, umozliwiajgcych precyzyjng analize genomu HBVY,
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w

tym jego postaci cccDNA, oraz  wybranych regionow genomu  cztowieka.

W szczegolnosci prace miaty na celu:

Charakterystyke molekularng genomu HBV, ze szczegdlnym uwzglednieniem rdznic
w sekwencjach formy zrelaksowanej (rcDNA) i kowalencyjnie zamknietej kolistej formy DNA
(cccDNA), ktdéra stanowi trwaty rezerwuar wirusa i jest gtdwng przeszkodg w catkowitej

eliminacji zakazenia. (Publikacja 1, Publikacja 2)

Identyfikacje i charakterystyke genetycznych uwarunkowan gospodarza, wptywajacych na

naturalny przebieg zakazenia HBV, ryzyko progresji choroby oraz skuteczno$¢ terapii.

Badania objety analize:

e gendéw kodujgcych biatka zaangazowane w kluczowe etapy cyklu zyciowego wirusa
(Publikacja 3,Publikacja 6)

e gendw regulujgcych odpowiedz immunologiczng (Publikacja 4, Publikacja 5)

e gendw uczestniczacych w naprawie uszkodzen DNA (Publikacja 7)

e gendw zaangazowanych w regulacje odpowiedzi komdrkowej i adaptacyjnej (Publikacja 8)

Zintegrowanie danych molekularnych wirusa i gospodarza z informacjami kliniczno-
patologicznymi w celu identyfikacji markeréw prognostycznych ipredykcyjnych, mozliwych do

wykorzystania w praktyce klinicznej. (Publikacje: 2,3,4,5,7,8)

Opracowanie i optymalizacje czutych narzedzi badawczych, umozliwiajacych precyzyjna
analize sekwencji cccDNA, analize polimorfizméow genetycznych gospodarza oraz integracje
wynikdw przy uzyciu nowoczesnych metod bioinformatycznych i statystycznych. (Publikacje:

2,3,4,5,7,8)

Przedstawiony cykl publikacji obejmowat badania podstawowe i translacyjne, ktérych wyniki moga

znalez¢ zastosowanie w personalizacji leczenia, prognozowaniu przebiegu choroby oraz rozwoju

nowych strategii terapeutycznych integrujgcych informacje o czynnikach genetycznych zaréwno

wirusa, jak i gospodarza.

W ramach pierwszego etapu badan, skupiono sie na przegladzie i ocenie wspéfczesnych metod

diagnostycznych stosowanych do wykrywania wirusa HBV. Publikacja 1, (,Current molecular methods

for the detection of hepatitis B virus quasispecies”, Reviews in Medical Virology 2016), stanowi
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kompleksowg analize dostepnych metod molekularnych stosowanych do wykrywania i charakterystyki
zrdéznicowania quasi-gatunkow HBV oraz wariantéw opornych na leczenie. Artykut omawia zaréwno
klasyczne techniki (sekwencjonowanie bezposrednie, polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych
—RFLP, polimorfizm konformacji pojedynczej nici — SSCP, techniki hybrydyzacyjne), jakizaawansowane
technologie o wysokiej czutosci, takie jak spektrometria mas typu MALDI-TOF, analiza topnienia o
wysokiej rozdzielczosci (HRM) oraz sekwencjonowanie nowej generacji (NGS). Szczegdlna uwaga
zostata poswiecona wykrywaniu tzw. wariantéw mniejszosciowych (<5% populacji wirusa), ktére sa
czesto niewidoczne w standardowych testach diagnostycznych, a mogg odpowiadac¢ za niepowodzenie
terapii i rozwdj opornosci. Omdwiono zalety i ograniczenia kazdej z metod w kontekscie ich czutosci,
kosztow, powtarzalnosci i mozliwosci zastosowania w diagnostyce klinicznej. W publikacji podkreslono
réwniez potrzebe wprowadzenia zaawansowanych narzedzi diagnostycznych i monitorujgcych do
praktyki klinicznej, co ma kluczowe znaczenie przy doborze terapii precyzyjnie dopasowanej do mutacji
wirusa, oraz zapobieganiu powiktaniom przewlektego WZW typu B. Publikacja ta petni funkcje facznika
pomiedzy badaniami podstawowymi a ich zastosowaniem klinicznym, co wpisuje sie w nurt badan

wdrozeniowych w zakresie diagnostyki i biotechnologii.

Druga publikacja, oryginalna (, Differences in sequences between HBV-relaxed circular DNA
and covalently closed circular DNA”, Emerging Microbes & Infections 2017), przedstawia wyniki badan
porédwnujacych rdznice sekwencyjne miedzy dwiema formami genomu HBV: zrelaksowang formg
kolistg (rcDNA) obecng gtéwnie w surowicy, oraz kowalencyjnie zamknietg forma kolistg (cccDNA),
ktéra stanowi trwaty rezerwuar wirusa w jadrach hepatocytdw. Analiza przeprowadzona zostata na
probkach  surowicy i biopsji watroby pobranych jednoczesnie od 67 pacjentow
z przewlektym WZW typu B, leczonych w Klinice Choréb Zakaznych Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego oraz w Poradni Hepatologicznej Pomorskiego Centrum Chordb Zakaznych i Gruzlicy
w Gdansku. W pierwszym etapie opracowano metodyke analizy obu form DNA wirusa HBV,
obejmujgcg zarowno forme rcDNA, jak i forme superzwinietego kolistego DNA (cccDNA).
Przeprowadzono réwniez eksperymenty potwierdzajgce wysokg czutos¢ i swoisto$é opracowanej
metody genotypowania tych form DNA z préb klinicznych. Genotypowanie formy rcDNA
przeprowadzano bezposrednio po izolacji DNA. Do analizy formy cccDNA zastosowano dwa podejscia.
Pierwsze polegato na powieleniu cccDNA metodg toczgcego sie kota (ang. rolling circle amplification,
RCA), ktora nasladuje naturalng replikacje kolistego DNA i moze stuzy¢ do wykrywania cccDNA
HBV. Uzyskane produkty nastepnie trawiono enzymem restrykcyjnym Spel, ktéry tnie genom HBV
tylko w jednym miejscu linearyzujgc go i umozliwiajgc wizualizacje petnej diugosci genomu na zelu
agarozowym. Po oddzieleniu produktéow trawienia na 1% zelu agarozowym, wszystkie pasma

odpowiadajgce cccDNA zostaty oczyszczone i przeanalizowane za pomocg spektrometrii mas.
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Amplifikacje RCA oraz trawienia enzymem Spel przeprowadzano w takich samych warunkach, jak
opisano przez Margeridonet i wsp (17).

Druga strategia polegata na usunieciu formy rcDNA z wyizolowanych préobek DNA poprzez
zastosowanie egzonukleazy T5. Enzym ten trawi ssDNA w kierunku od 5' do 3'i jest zdolny do usuwania
nukleotydéw z konca 5', zaréwno w ssDNA oraz w miejscach przerw w dwuniciowej strukturze
liniowego lub kolistego dsDNA. Superzwiniety cccDNA jest odporny na trawienie przez egzonukleaze
T5, poniewaz brak w nim wolnych koincéw 5' oraz przerw w strukturze. Do optymalizacji trawienia
rcDNA zastosowano oczyszczony plazmid pAM6 (ATCC 45020D), zawierajgcy petnej dtugosci monomer
HBV, ktory stuzyt jako standard (Rycina 1). Plazmid ten zostat wczesniej skalibrowany wzgledem
standardu Swiatowej Organizacji Zdrowia dla HBV (plazmid HBV-A) i wykazywat taka samg efektywnos¢
amplifikacji, co zapewnia wiarygodnos$é wynikéw uzyskiwanych w testach molekularnych (18).
W kolejnych eksperymentach udowodniono selektywnos¢ trawienia egzonukleazg T5. Wykorzystujac
plazmid pAM6 wykazano, ze egzonukleaza T5 nie uszkadza formy cccDNA i jednocze$nie skutecznie

trawi znaczny nadmiar (1 pg) przecietej formy plazmidu pAM6, symulujgcej rcDNA.

pAM6
- - + + Spel

Rycina 1. Ocena trawienia egzonukleazg T5. W kazdym przypadku
15 uzyto 1 pg plazmidu pAM6 (7,5 kb). Linearyzacje plazmidu
-—linear przeprowadzono przy uzyciu 10 jednostek enzymu Spel (NEB,
Tcce Ipswich, MA, USA) w temperaturze 37 °C przez 1 h. Trawienie
egzonukleaza T5 przeprowadzono przy uzyciu 10 jednostek enzymu
(Epicentre) w temperaturze 37 °C przez 30 min. Pozycje liniowych
(linear) i kowalencyjnie zamknietych kolistych (ccc) form plazmidu
zostaty oznaczone. Elektroforeze przeprowadzono w 0,8% zelu

agarozowym w buforze 1xTAE. M oznacza marker DNA.

Nastepnym krokiem byto poréwnano obu wyzej opisanych metod wykrywania formy cccDNA
wirusa HBV. Technika RCA wykazata niskg czutos¢ — cccDNA wykryto w 1z 67 probek surowicy i w 48 z
67 probek biopsji watroby. Dodatkowo, wyniki tej metody nie korelowaty z markerami klinicznymi, co
sugerowato mozliwo$é fatszywie negatywnych wynikdw i podwazato jej wiarygodnos¢. Natomiast
metoda trawienia egzonukleaza T5 pozwolita na wykrycie cccDNA we wszystkich prébkach watroby, a
jednoczesnie nie wykryla go w prébkach surowicy, co jest zgodne z oczekiwaniami
u pacjentow z przewlektym zakazeniem HBV. W efekcie metoda z egzonukleazg T5 zostata uznana za
bardziej wiarygodng, czutg i adekwatng do detekcji cccDNA i wybrana jako technika przygotowania
formy cccDNA do genotypowania.

Po odpowiednim przygotowaniu prébek porownano sekwencje form rc i cccDNA wirusa HBV
za pomocg wysokoczutej techniki spektrometrii mas typu MALDI-TOF. Analizowano mutacje zwigzane

z opornoscig na leki w regionie polimerazy (pol), mutacje wptywajace na odpowiedz immunologicznag
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gospodarza w regionie precore (PC), oraz mutacje w podstawowym promotorze genu rdzeniowego
(BCP), ktdre moga zwieksza¢ tempo replikacji wirusa i rowniez wptywac na jego fenotyp czy jego
wrazliwos¢ na leczenie. Pierwszym etapem analizy byta amplifikacja wybranych fragmentéw HBV DNA
zawierajgcych analizowane mutacje. Nastepnie produkty PCR poddano dziataniu enzymu SAP
(fosfatazy alkalicznej z krewetek), ktory neutralizuje niewykorzystane dNTPs, eliminujgc ich wplyw na
doktadnos¢ odczytu spektrometru mas w kolejnych etapach. Obecno$é wariantéw genetycznych HBV
badano w czterech osobnych reakcjach wydtuzania starteréw przy uzyciu odczynnikdw iPLEX Pro
(Agena Bioscience, USA). Wszystkie startery zaprojektowano tak, zeby przytgczaty sie
w bezposrednim sgsiedztwie miejsca polimorficznego i byty wydtuzane odpowiednim nukleotydem
w zaleznosci od sekwencji matrycy. Powstate w ten sposéb, zalezne od wariantu wirusa, réznice w
masie powstajgcych produktow wydtuzania wykrywano bezposrednio przy uzyciu spektrometru mas
typu MALDI-TOF.

Stosujac kolejne rozcieAczenia plazmidu pAM6 wykazano, ze genotypowanie opisang metoda
mozna wykona¢ w sposéb jednoznaczny dla ilosci matrycy (plazmidowego DNA) wynoszacych od 1 pg
do 10 ng na reakcje, co odpowiada zawartosci cccDNA w prébkach klinicznych (10-100 kopii na
hepatocyt). Udowodniono réwniez, ze dodatek nawet 10 ng genomowego ludzkiego DNA nie
przeszkadza w skutecznym i jednoznacznym genotypowaniu plazmidu pAM6 w ilosciach od 1 pg do 10
ng. W powyzszych eksperymentach uzyskano 100% zgodnos$¢ z sekwencja referencyjng plazmidu
pAMG.

Wyniki przeprowadzonej analizy po raz pierwszy wykazaty, ze formy rcDNA i cccDNAHBV moga
mie¢ rézne sekwencje nukleotydowe. Udowodniono réowniez, ze cccDNA nie wystepuje w surowicy
krwi 0sdb przewlekle zakazonych HBV. Istotnym odkryciem byfo takze stwierdzenie rdéznic w sekwencji
pomiedzy formg rcDNA wyizolowang z probek watroby i krwi pobranych od tego samego pacjenta.
Réznice te zaobserwowano u 39% badanych w regionie BCP/PC oraz u 16% w regionie P. Obserwacja
ta wyjasnia dlaczego brak mutacji w osoczu nie wyklucza obecnosci klinicznie istotnych mutacji HBV na
poziomie ponizej 1% w hepatocytach zakazonych pacjentdw. Te niewykrywalne w krazeniu lekooporne
warianty HBV s3 sukcesywnie eliminowane z osocza, jednak prawdopodobnie utrzymujg sie
w hepatocytach — w komérkowym rezerwuarze trwaftego materiatu genetycznego wirusa (cccDNA).
W odpowiedzi na presje selekcyjng, na przyktad w trakcie terapii przeciwwirusowej, odpowiednie
warianty mogg ponownie pojawia¢ sie w krwiobiegu. Co istotne, cho¢ szczepy oporne na leki majg
nizszy potencjat replikacyjny, obecno$¢ mutacji w regionie BCP/PC zwykle poprawia ich zdolno$¢
replikacji. Ponadto w badaniu wykryto réznice pomiedzy sekwencjami rcDNA i cccDNA wyizolowanymi
z tego samego fragmentu watroby, co dodatkowo wspiera hipoteze, ze HBV cccDNA dziata jako
rezerwuar mutacji HBV. Udokumentowano takze, ze to wiasnie mutacje obecne w formie cccDNA maja

istotny wptyw na wiele parametrow klinicznych u pacjentéw leczonych interferonem, takich jak
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obecno$¢ zelaza w bioptatach watroby (mutacja G1764A), stopien aktywnosci zapalnej watroby
(G1764A, A1613T, G1899A), stopien zwidknienia watroby (C1858T, A1762T, G1764A), podwyiszony
poziom enzyméw watrobowych (G1899A). W przypadku rcDNA jedynie mutacja G1613A wykazata
korelacje z wymienionymi parametrami, co dodatkowo podkresla wieksze znaczenie mutacji obecnych
w cccDNA. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszczaé, ze mutacje w formie cccDNA s3
zapisywane w trakcie cyklu replikacyjnego HBV i moga szybko pojawiaé sie w osoczu w momencie
aktywnego zakazenia. Forma cccDNA moze zatem petni¢ role ,magazynu mutacji” i mie¢ kluczowe
znaczenie dla przewidywania odpowiedzi na leczenie przeciwwirusowe, zwtaszcza w przypadku
pacjentow po przebytych terapiach. Praca ta dostarcza nowych danych o znaczeniu biologicznym
i terapeutycznym trwatej formy HBV DNA i moze stanowi¢ podstawe do rozwoju strategii

ukierunkowanych réwniez na rezerwuar wirusa.

Kolejnym celem prezentowanego cyklu publikacji byto zdefiniowanie zaleznosci miedzy
polimorfizmami genetycznymi gospodarza a kluczowymi aspektami klinicznymi zakazenia HBV, takimi
jak podatnos¢ na zakazenie, dynamika wiremii, ryzyko progresji do zaawansowanego uszkodzenia
watroby (wtdknienie, marskosé, HCC) oraz efektywno$¢ odpowiedzi na terapie przeciwwirusowg.
Badania te, prowadzone gtéwnie na populacji europejskiej, pozwolity na identyfikacje nowych
biomarkeréw ryzyka, pogtebienie wiedzy o mechanizmach patogenezy HBV oraz wskazanie
potencjalnych kierunkéw personalizacji terapii.

W ramach przeprowadzonych analiz skupiono sie na polimorfizmach pojedynczych
nukleotydéw (ang. single nucleotide polymorphisms, SNPs) w genach gospodarza, ktdre mogg miec
znaczenie w kontekscie zakazenia wirusem HBV. Przeprowadzono ocene 115 polimorfizmow typu SNP
zlokalizowanych w 50 genach gospodarza, takich jak: ¢cGAS, CRP, DDB1, ERCC2 (XPD), ERCC5, FOXP3,
FXR, GPC5, GPC5-AS1, HIURP, HNF1A, HNF4A, IFl6, IFNL4, IL10, IL12A, IL13, IL18, IL1B, IL28B, IL4, IL6,
ILS, MBL, miR-196a2, miR-499, MRE11, MRE11a, NBN, Nbsl, NTCP, OGG1, POKL, PPARa, RADS52,
RRM2, STAT1, STAT2, STAT3, STING/TMEM173, TDP2, TIM-3/HAVCR2, TLR3, TLR9, TNF, TNFRSF108,
TRIMA41, VDR, XRCC1. Dobdér gendw oparto na ich potencjalnym udziale w cyklu zyciowym HBV
w hepatocytach, w odpowiedzi immunologicznej gospodarza na zakazenie, jak rdowniez
w posredniej regulacji tej odpowiedzi oraz ekspresji gendw wirusowych, w tym transkrypcji biatek HBV.

Powyzsze badanie wykonywane byto na DNA genomowym izolowanym z krwi pacjentéw.
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— E— Rycina 2. Analiza SNPs metoda

Starter F9 A , Starter FQ . s MALDl-TOF MS

5 e -3 5 = — ———3 "
Fok P — B s ¢ —— ——w—. | PCR: Namnozenie wybranych
Genomowy DNA Genomowy DNA € L, L,
Starter R Starter R fragmentéw DNA, w ktérych
l Traktowanie enzymem SAP wystepujg analizowane SNPs.
B A produkty PG ° G — Nastepnie produkty PCR
3 e T 3 c .
trawione s3 enzymem SAP
Starter réznicujacy + Nukleotydy terminujace (fosfataza alkaliczna
iPLEX -> = = c 1 % 1% . z krewetek), ktéry neutralizuje
PCR = =% = A G c .
l T A niewykorzystane dNTPs.

Reakcja iPLEX 2) iPLEX PCR: Do reakcji dodaje
_— & l ~N —_ sie startery réznicujace,
T c zaprojektowane bezposrednio
Produkty reakcji iPLEX przy SNP, oraz nukleotydy
=B NG = terminujgce (ddNTP). Startery

—>G6 —>6 —>A : )
Oczyszczanie produktéw, nanoszenie na Chip sg wydtuzane ojeden nukleotyd
i analiza MALDI-TOF MS . . .
odpowiadajacy allelowi
Analiza l obecnemu w miejscu SNP.
MALDI-TOF - ) ) B
Powstate w wyniku tej reakgcji
e e produkty, réznigce sie

pojedynczymi nukleotydami, sg
nastepnie oczyszczane na zywicy jonowymiennej, nanoszone na SpectroCHIP®, a nastepnie poddawane impulsowilasera
wzbudzajgcego jony. Podstawg do identyfikacji wariantu SNP jest stosunek ich masy do tadunku.

Podobnie jak we wczesniejszych etapach projektu, do genotypowania zastosowano platforme
MassARRAY® Analyzer (Agena Bioscience, USA), opartg na technologii spektrometrii mas. Metoda ta
umozliwia jednoczesng analize wielu SNP-6w w reakcjach multipleksowych, z wysoka czutoscig
i doktadnoscig, co czyni jg szczegdlnie przydatng w badaniach asocjacyjnych (Rycina 2). Analiza
uzyskanych danych zostata przeprowadzona z wykorzystaniem oprogramowania Typer Analyzer

Application v4 (Agena Bioscience, USA).

Publikacja nr 3 (“Host genetic background affects the course of infection and treatment
response in patients with chronic hepatitis B”, Journal of Clinical Virology 2019) byfa punktem wyjscia
dla badan nad rolg polimorfizméw genetycznych w genach kodujgcych biatka gospodarza i ich
znaczeniem w kontekscie zakazenia HBV. W niniejszej pracy skoncentrowano sie na zmiennosci
genetycznej w genach kodujgcych biatka zaangazowane w cykl replikacyjny wirusa HBV oraz
patogeneze przewlektego WZW typu B. Przedmiotem badan byty geny NTCP (SLC10A1), FXRa (NR1H4),
HNFla, HNF4a oraz TDP2, ktérych produkty petnig kluczowe funkcje na réznych etapach replikacji
wirusa. Wybdr SNPs w badanych genach oparto na wczesniejszych dowodach sugerujacych ich
potencjalne znaczenie funkcjonalne. Aby oceni¢ kliniczne znaczenie analizowanych wariantow
genetycznych wykorzystano dobrze scharakteryzowang kohorte 136 pacjentow z przewlektym
wirusowym zapaleniem watroby typu B zrekrutowang w Klinice Chordb Zakaznych Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego oraz Poradni Hepatologicznej Pomorskiego Centrum Chordb Zakaznych
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i Gruzlicy w Gdansku. Do kryteridw wiaczenia pacjentéw z WZW typu B nalezato utrzymywanie sie
HBsAg oraz przeciwciat anty-HBc klasy IgG przez co najmniej 24 miesigce przed momentem kwalifikacji
do badania. Zrekrutowano zrdznicowang grupe pacjentéw objetych leczeniem, odzwierciedlajgca
rzeczywiste warunki praktyki klinicznej: Peg IFN a2a (57%), lamiwudyna (29%), entekawir (12%) oraz
tenofowir (2%). Dodatkowo zebrano szczegétowe dane kliniczne i wirusologiczne, w tym ALT
(aminotransferaza alaninowa), HBsAg, HBeAg, anty-HBe, ilosciowe oznaczenie HBV DNA oraz wyniki
biopsji watroby (aktywnos$¢ zapalna i stopien zwtdknienia w skali Scheuera) (19). Grupe kontrolng
stanowito 100 zdrowych osdb — honorowych dawcéw krwi ze Stacji Krwiodawstwa w Gdansku.

Szczegdlng uwage w prowadzonych badaniach poswiecono analizie zmiennosci genu TDP2, ze
wzgledu na jego udokumentowang role w cyklu replikacyjnym HBV. Produkt tego genu — enzym
tyrozylowa fosfodiesteraza DNA 2 — uczestniczy w przeksztatcaniu genomu wirusa z formy rcDNA do
trwatej postaci cccDNA, ktéra stanowi gtdwny rezerwuar HBV w komérkach i warunkuje utrzymywanie
sie zakazenia przewlektego (20,21). W obrebie genu TDP2 przeanalizowano dziewie¢ polimorfizméw
pojedynczego nukleotydu (SNPs), z ktdrych trzy (rs17249952, rs17249973, rs3212230) byty wysoce
konserwatywne w badanej grupie osdb. Pozostate sze$¢ uwzgledniono w analizie statystycznej:
rs11559067 [T/C], rs1047782 [G/T], rs3087943 [A/G], rs707887 [C/A], rs1129644 [G/A], rs2294689
[G/C]. Zaobserwowano istotnie wyzszg czesto$¢ wystepowania allelu gtéwnego u kobiet (T) dla
rs11559067. Homozygotyczno$¢ dla allelu gtownego w rs1047782 [G/T] u pacjentéw leczonych
analogami NRTI wigzata sie z ryzykiem nasilonego zapalenia watroby, co sugeruje role TDP2 w
modulowaniu odpowiedzi zapalnej na przewlekte zakazenie HBV. W przypadku terapii Peg IFN a2a,
osoby z allelem gtéwnym w rs3087943 [A/G] mialy istotnie wiekszg szanse na osiggniecie
serokonwersji HBsAg, co jest uznawane za gtowny cel terapii przeciwwirusowej. Obserwacja ta
potencjalnie tgczy role TDP2 w przetwarzaniu cccDNA ze zdolnoscig gospodarza do eliminacji wirusa
podczas leczenia interferonem. Zmiennos¢ w obrebie genu TDP2, zwiaszcza w regionach
regulatorowych takich jak 3'UTR, moze wptywac¢ na poziom ekspresji enzymu, a tym samym na
efektywnos$¢ konwersji rcDNA do cccDNA, co potencjalnie przektada sie na nasilenie replikacji wirusa,
stopien uszkodzenia watroby oraz skutecznos¢ terapii przeciwwirusowej.

Kolejnym analizowanym genem byt NTCP (SLC10A1), ktéry koduje funkcjonalny receptor HBV
na powierzchni hepatocytéw. Receptor ten umozliwia wirusowi wnikanie do komdrek poprzez
wigzanie sie z domeng pre-S1 biatka otoczkowego HBV, co czyni NTCP kluczowym czynnikiem
determinujgcym podatnos¢ komorek na zakazenie (22). Sposrdd polimorfizméw wybranych do analizy
w obrebie genu NTCP, tylko rs7154439 [A/G] wykazywat zmienno$¢ w badanej grupie. Pacjenci z
genotypem AA mieli istotnie wieksze szanse na pojawienie sie przeciwciat przeciwko antygenowi HBe
(anty-HBe) po 48 tygodniach leczenia NRTI. Rs7154439 wigzat sie zatem z serokonwersjg HBeAg, co

potencjalnie implikuje zmienno$¢ genetyczng NTCP w kontekscie zdolnosci gospodarza do
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kontrolowania replikacji HBV podczas terapii analogami. Uzyskane wyniki sugeruja, ze rs7154439 moze
by¢ pozytywnym prognostykiem eliminacji wirusa. Co wiecej, rs7154439 znajduje sie w regionie
promotorowym genu NTCP, co prawdopodobnie oddziatuje na ekspresje tego biatka poprzez zmiane
powinowactwa wigzania czynnikdw transkrypcyjnych do sekwencji DNA. Ekspresja NTCP podlega
regulacji przez FXRa (NR1H4), receptor jadrowy aktywowany przez kwasy zétciowe, ktéry kontroluje
metabolizm tych kwaséw oraz poziom NTCP. Dodatkowo, FXRa moze bezposrednio zwiekszac
transkrypcje HBV poprzez wigzanie sie z elementami odpowiedzi w regionie promotorowym wirusa,
co prowadzi do nasilenia syntezy RNA pregenomowego i replikacji DNA HBV (23,24). W niniejszym
badaniu nie stwierdzono jednak zwigzku pomiedzy analizowanymi genotypami FXRa a parametrami
klinicznymi lub wirusologicznymi.

Wsrod analizowanych gendw znalazly sie réwniez te kodujgce czynniki transkrypcyjne (HNF1A,
HNF4A), z ktorych istotng role odgrywat HNF1A — gen odpowiadajgcy za produkcje biatka regulujgcego
ekspresje wielu gendw watrobowych, w tym réwniez gendw wirusa HBV. HNFla wykazuje dziatanie
przeciwwirusowe — jego nadekspresja hamuje replikacje i ekspresje biatek HBV poprzez aktywacje
szlaku sygnatowego NF-kB, natomiast niedobdr tego czynnika moze prowadzi¢ do zwiekszonej
replikacji wirusa oraz wyzszych poziomow antygenu HBeAg (25,26). Drugi kluczowy czynnik
transkrypcyjny to HNF4a, ktéry wspiera replikacje HBV i reguluje ekspresje jego genomu. Diugotrwata
supresja HNF4a w przewlektym zakazeniu HBV sprzyja proliferacji hepatocytéw, co moze prowadzic
do rozwoju raka watrobowokomérkowego (HCC) (25,27).

W przeprowadzonych badaniach zmiennos¢ w obrebie genu HNF1A analizowano na podstawie
polimorfizméw: rs1169288 [G/T], rs7310409 [A/G] oraz rs2464196 [G/A]. Wykazano, ze genotyp
rs1169288 TT byt zwigzany zaréwno z bardziej zaawansowanym stadium witdknienia watroby, jak
i z wiekszym prawdopodobienstwem serokonwersji HBsAg po 24 tygodniach leczenia Peg IFN o2a.
Genotyp rs7310409GG byt istotnie zwigzany ze zwiekszonym prawdopodobiedstwem eliminacji HBsAg
po zakorczeniu terapii interferonem, natomiast rs2464196AA korelowat z obecnosciag HBV DNA po 48
tygodniach leczenia oraz wyzszym nasileniem zmian zapalnych i wtdknienia watroby. Wszystkie
polimorfizmy SNPs zlokalizowane w genie HNF1A korelowaty z obecnosciag antygenu HBeAg w
momencie rozpoczecia leczenia oraz brakiem przeciwciat anty-HBe u pacjentdw leczonych NRTI.
Dodatkowo, warianty rs7310409AA irs2464196AA wykazywaty istotny zwigzek ze stopniem nasilenia
zapalenia watroby, natomiast rs2464196AA byt rowniez powigzany ze stadium witdknienia watroby.
Wyniki te wskazujg, ze polimorfizmy w genie HNFIA mogg wptywaé na przebieg kliniczny zakazenia
HBV (stopien widknienia watroby, nasilenie stanu zapalnego) oraz skuteczno$¢ terapii
przeciwwirusowej (szanse na eliminacje HBsAg, utrzymywanie sie wiremii), co potwierdza role HNF1A
jako kluczowego regulatora replikacji HBV i ekspresji gendw niezbednych dla funkcji hepatocytéw.

Zmiennos$¢ genetyczna w obrebie tego genu moze by¢ istotnym biomarkerem prognostycznym
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w terapii przeciwwirusowej. W badaniu analizowano tez dwa warianty HNF4A: rs2144908 [G/A]
i rs1800961 [C/T], z ktorych drugi wykazywat zwigzek z indukowanym Peg IFN a2a usunieciem HBsAg
w diugotrwatej obserwacji. Spostrzezenie to sugeruje, ze HNF4a moze odgrywac¢ role
w modulowaniu trwatosci odpowiedzi na terapie przeciwwirusowg, prawdopodobnie poprzez wptyw
na stabilnos¢ ekspresji antygendw wirusowych lub metabolizm hepatocytéw.

Badanie opisane w Publikacji nr 3 jako pierwsze ocenito wptyw polimorfizméw w genach TDP2,
NTCP, HNF1A, HNF4A oraz FXRa na przebieg przewlektego WZW typu B (pWZW typu B) oraz na
skutecznos$¢ odpowiedzi na leczenie w populacji europejskiej. Szczegdlng uwage poswiecono genom
NTCP i TDP2, kluczowym dla wnikania HBV do komdrek i przetwarzania cccDNA, co podkresla ich
znaczaca role w patogenezie zakazenia. Wykazano wptyw konkretnych wariantéw na przebieg choroby
i skutecznos¢ terapii, podkreslajgc potencjat spersonalizowanych metod leczenia w zarzgdzaniu pWzZW
typu B. Uzyskane wyniki uzasadniajg dalsze badania w wiekszych, dobrze zdefiniowanych kohortach
w celu walidacji zidentyfikowanych korelacji i zbadania podstawowych mechanizméw, dzieki ktérym

te warianty genetyczne wptywajg na zakazenie HBV.

Rozszerzajgc ten nurt badan, w Publikacji nr 4 (,,TNF-a polymorphisms affect persistence and
progression of HBV infection”, Molecular Genetics & Genomic Medicine 2019) oceniono wplyw
polimorfizméw genu TNF-a na ryzyko przewlektego zakazenia HBV, progresje uszkodzenia watroby
oraz skuteczno$¢ terapii. TNF-a (czynnik martwicy nowotworow alfa) jest kluczowg cytoking
prozapalng, odgrywajaca istotng role w odpowiedzi immunologicznej przeciwko HBV — zaréwno
poprzez wspieranie eliminacji wirusa, jak i regulacje stanu zapalnego w watrobie (28). W badaniu
przeanalizowano pie¢ polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNPs) z regionu promotora genu
TNF-a, ktore wczesniej uznawano za istotne w regulacji ekspresji cytokin: -1031T/C (rs1799964),
-863C/A (rs1800630), -857C/T (rs1799724), -308G/A (rs1800629) oraz -238G/A (rs361525). W pracy
postawiono hipoteze, ze warianty genetyczne TNF-a mogg modyfikowa¢ odpowiedz immunologiczng
przeciwko HBV, wptywajgc tym samym na poziom replikacji wirusa oraz przebieg choroby watroby.
W poréwnaniu do Publikacji nr 3, w badaniu znaczgco zwiekszono liczebno$é grupy uczestnikow —do
231 0sdb, co stanowi wzrost o 70% wzgledem wczesniejszej proby (136 pacjentow). Poszerzenie to
przyczynito sie do poprawy mocy statystycznej oraz wiarygodnosci uzyskanych rezultatéw. Analiza
zostata rowniez pogtebiona o szerszy zakres parametréw, takich jak obecnos¢ okreslonych haplotypéw
genu TNF-a oraz zwigzek poziomu wiremii z genotypem. Rozpoznanie przewlektego WZW typu B
oparto na obecnos$ci HBsAg i anty-HBc IgG przez co najmniej 24 miesigce. Wszyscy pacjenci byli
pochodzenia europejskiego i wywodezili sie z pdtnocnej Polski. Dodatkowo, az 196 oséb poddano biopsji
watroby, co umozliwito ocene stopnia zapalenia i wtdknienia wedtug skali Scheuera (19). Réwnolegle

zrekrutowano 100 zdrowych dawcdéw krwi jako lokalng grupe kontrolng — byli to réwniez dorosli
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Europejczycy, seronegatywni w kierunku HIV (ang. human immunodeficiency virus), HBV oraz HCV
(ang. hepatitis C virus). Obie grupy poddano genotypowaniu pieciu polimorfizméw w regionie
promotora genu TNF-a z wykorzystaniem spektrometrii mas typu MALDI-TOF. Przeprowadzono analize

haplotypdw z wykorzystaniem narzedzia SNPstats (SNPStats: your web tool for SNP analysis.)

wykazujac obecnos¢ pieciu odrebnych wariantéw TNF-a. Najczesciej wystepowat haplotyp TGGCC
(obejmujgcy pozycje -1031, -238, -308, -863 i -857), ktory byt obecny u ponad potowy badanych
0s0b. Czestosci haplotypdéw byty zblizone u pacjentow zakazonych HBV i osdb zdrowych. Allele -1031C
i -863A wystepowaty czesciej w grupie pacjentow
z WZW typu B niz w grupie kontrolnej, co sugeruje ich zwigzek ze zwiekszong podatnoscig na
przewlekte zakazenie HBV. Dodatkowo, zmiennos¢ w tych pozycjach korelowata z poziomem HBV DNA,

co wskazuje na ich potencjalne znaczenie w regulacji replikacji wirusa (Rycina 3).
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Rycina 3. Polimorfizmy promotora TNF-a: -1031T/C (rs1799964) (A),-863C/A (rs1800630) (B) oraz wyjsciowe poziomy HBV
DNA u pacjentéw z przewlektym WZW typu B. Linie przedstawiajg wartosci mediany oraz rozstepy miedzykwartylowe.
*Wartosci p pozostaty istotne statystycznie po korekcie na wielokrotne poréwnania.

Osoby z genotypem -1031TT miaty istotnie wyzsze poziomy HBV DNA w surowicy w pordwnaniu
z nosicielami allelu C. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla polimorfizmu —-863C/A, gdzie osoby z
genotypem CC wykazywaly wyzszg wiremie niz nosiciele allelu A, rowniez w obu modelach analizy
genetycznej. Nosiciele alleli rzadszych w obu tych pozycjach charakteryzowali sie zatem nizszym
stezeniem HBV DNA w surowicy.

Sposréd analizowanych polimorfizméw, -1031T/C, -863C/A i -857C/T miaty wplyw na
aktywnos$¢ martwiczo-zapalng watroby (Rycina 4). Genotypy -1031TT (rs1799964TT), -857CC
(rs1800630CC) wykrywano czesSciej u pacjentéw z wyraznie wiekszym nasileniem zapalenia watroby.
Genotyp -857CT predysponowat do wyzszej aktywnosci nekrozapalnej w watrobie. Nie stwierdzono

natomiast wptywu zadnego z badanych polimorfizméw TNF-a na progresje widknienia watroby,
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zarowno w analizach niekorygowanych, jak i po uwzglednieniu zmiennych demograficznych, takich jak

pte¢ i wiek pacjentéw.
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Rycina 4. Polimorfizmy promotora TNF-a:: -1031T/C (A), -863C/A (B), -857C/T (C) oraz martwiczo-zapalna aktywnos¢ watroby
u pacjentéw z przewlektym WZW typu B. Wartosci p <0,05 zostaty pogrubione. *Wartosci p istotne statystycznie po korekcie
na wielokrotne poréwnania.

Podsumowujgc, przeprowadzone badanie potwierdzito role TNF-a w patogenezie
przewlektego WZW typu B, wskazujac na zwigzek polimorfizméw tego genu zaréwno z ryzykiem
przewlektego zakazenia, jak i z dynamikg oraz nasileniem uszkodzenia watroby w przebiegu HBV.
Wykazano, ze istniejg warianty sprzyjajgce utrwaleniu zakazenia (-1031CC i -863AA), ktore
jedoczesnie wigzg sie z nizszym poziomem wiremii i tagodniejszym przebiegiem zapalenia. Natomiast
genotypy potencjalnie korzystne pod wzgledem ryzyka przewlektego WZW typu B (-1031TT i -857CC)
zwigzane byty z bardziej agresywng odpowiedzig immunologiczng i nasilonym stanem zapalnym, co
moze przyspieszaé progresje choroby watroby. TNF-a, jako gtéwna cytokina prozapalna, odgrywa
wazng role w zwalczaniu HBV — m.in. poprzez ograniczanie jego replikacji. Jednak nadmierna lub
niekontrolowana aktywacja TNF-a moze prowadzi¢ do uszkodzenia hepatocytéw, co ttumaczy zwigzek
wariantow -1031TT (rs1799964TT) i —857CC (rs1800630CC) z nasilonym stanem zapalnym i bardziej

agresywnym przebiegiem choroby.

Publikacja nr 5 (,Genetic variation in /L-10 influences the progression of hepatitis B
infection”, Journal of Infectious Diseases 2019) dotyczgca polimorfizméow genu /L-10 stanowi istotne
uzupetnienie badan nad genetycznymi uwarunkowaniami odpowiedzi immunologicznej gospodarza
w zakazeniu HBV. Interleukina 10 jest cytoking, ktdra dziata antagonistycznie wobec cytokin
prozapalnych, takich jak TNF-a. Podczas gdy TNF-a nasila reakcje zapalng i bezposrednio hamuje
replikacje wirusa, IL-10 dziata immunosupresyjnie. Cho¢ taka rola sprzyja ograniczaniu uszkodzen
watroby wynikajgcych z nadmiernej odpowiedzi zapalnej, to jednoczes$nie moze ostabiaé eliminacje
wirusa, zwiekszajgc ryzyko jego przewleklego utrzymywania sie w organizmie (29-32).

Do badania polimorfizméw /L-10 z zebrano obszerng grupe pacjentow. Uwzgledniono az 857

0s06b z przewlektym WZW typu B oraz 48 pacjentéw z funkcjonalnym wyleczeniem zakazenia (HBsAg
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ujemni i anty-HBc dodatni), co pozwolito na ocene wplywu wariantéw genetycznych zaréwno na
przebieg przewlektej infekcji, jak i na mozliwos¢ jej samoistnego wygaszenia. Materiat od 648
uczestnikéw badania zostat pozyskany we wspdtpracy miedzynarodowej, od partnera francuskiego —
prof. Thomasa Baumerta z INSERM w Strasbourgu — po uprzednim zatwierdzeniu wniosku przez
francuskg komisje Hepather. Dzieki temu mozliwe byto istotne poszerzenie bazy danych oraz
zwiekszenie rdéznorodnosci klinicznej i geograficznej analizowanej populacji. Dodatkowo, tak jak
w publikacji dotyczgcej TNF-a, do badania wtgczono lokalng grupe kontrolng — 100 zdrowych dawcow
krwi, seronegatywnych w kierunku HIV, HBV i HCV.

W badaniu oceniono czy polimorfizmy w genie interleukiny 10 (/L10) wptywajg na odpowiedz
na leczenie przeciwwirusowe (zarowno Peg IFN a2a, jak i NRTI), a takze na progresje choroby do
uszkodzenia watroby, w tym marskosci i raka watrobowokomérkowego (HCC). Pobrane bioptaty
watroby zostaty ocenione pod wzgledem aktywnosci zapalnej oraz stopnia zwitdknienia zgodnie
z punktacjg Scheuera (19). Osobom, u ktérych nie pobrano biopsji, oceniono stan watroby za pomocg
badania FibroScan — nieinwazyjnej, bezbolesnej metody ultradZzwiekowej, ktdra mierzy sztywnosc i
stopien widknienia watroby, a wyniki przelicza sie na skale METAVIR (33). Ocene stanu watroby
rozszerzono o zastosowanie nieinwazyjnych wskaznikow, takich jak FIB-4 ([wiek x AST] / [ptytki krwi x
VALT]) — wartosci >3,25 wskazujg na zaawansowane widknienie) i APRI ([AST / gdrna granica normy] /
ptytki krwi x 100) — wynik >2,0 sugeruje marskos$¢), co umozliwito uzupetnienie danych uzyskanych z
biopsji oraz przeprowadzenie bardziej kompleksowej oceny stopnia wiéknienia i aktywnosci zapalnej
watroby (34).

Analizie poddano nastepujgce warianty /L10: rs1800872 (-592C/A), rs1800871 (—819C/T),
rs1800896 (—1082G/A), rs1800893 (—1353C/T), rs3024490 (+504G/T) oraz rs1518110 (+954G/T).
Oceniano zwigzek genotypdw i haplotypdw IL10 z danymi klinicznymi i wirusologicznymi, takimi jak
wiremia HBV, serokonwersja HBeAg i HBsAg, stezenie HBsAg, aktywnos¢ ALT/AST, stopien zwtdknienia
watroby (FIB-4, APRI) oraz odpowiedz na leczenie (Peg IFN a2a i NRTI).

W niniejszym badaniu wykazano, ze genotypy rs1800896AA oraz rs1800893CC w genie /L-10
wystepujg czesciej u pacjentdw z nizszym poziomem HBV DNA w surowicy (<2000 IU/ml). Na
podstawie analizy statystycznej stwierdzono, ze osoby z genotypem AA (rs1800896) miaty prawie
dwukrotnie wieksze szanse na nizszg wiremie w pordwnaniu do nosicieli genotypu GG lub
GA. Podobng tendencje odnotowano dla rs1800893CC. Obserwowana zaleznos¢ wynika
ztego, ze polimorfizmy w regionie promotorowym /L10 (rs1800896, rs1800893) wptywajg na ekspresje
interleukiny 10, ktéra jako cytoking immunosupresyjna hamuje odpowiedZ zapalng. Nizsza produkcja
IL-10 moze wiec sprzyjaé skuteczniejszej kontroli replikacji HBV.

Ponadto analizowane polimorfizmy /L-10 zwigzane byly z odpowiedzig terapeutyczna

w przewlektym WZW typu B, co jest niezwykle istotne ze wzgledu na immunomodulacyjng role tej
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cytokiny. Efekt leczenia oceniano na podstawie utraty HBsAg, ktéry jest kluczowym wskaznikiem
funkcjonalnego wyleczenia, zwigzanym z eliminacjg rezerwuaru wirusowego (cccDNA) i redukcjg
ryzyka marskosci i rozwoju HCC. Trzy z analizowanych polimorfizméw w obrebie /L10 byty istotnie
zwigzane z osiggnieciem seroklirensu HBsAg po 24 tygodniach od zakonczenia terapii Peg IFN a2a.
Wyzsze czestosci alleli mniejszosciowych u pacjentéw, u ktérych doszto do utraty HBsAg odnotowano
w pozycjach: rs1800871 (-819T), rs1800872 (-592A) i rs3024490 (+504T). W grupie pacjentéw
leczonych NRTI, tylko polimorfizm rs1800896 wykazat zwigzek z utratg HBsAg, jednak istotnosc¢
statystyczna znikneta po korekcie metodg Bonferroniego. Natomiast haplotyp /L10 ATAC (1082A /819T
/ 592A / 1353C) zwiekszat szanse osiggniecia fazy HBsAg-ujemnej niezaleznie od rodzaju stosowanej
terapii, co podkres$la jego kluczowg role w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej
u pacjentéw z przewlektlym WZW typu B. Co istotne, wszystkie sze$s¢ badanych polimorfizméw
IL10 wykazato istotne statystycznie réznice w rozktadzie genotypdw i/lub alleli pomiedzy pacjentami,

u ktérych doszto do utraty HBsAg, a osobami, u ktdrych nie wystgpit seroklirens (Tabela 2).

Tabela 2. Rozktad genotypodw i alleli analizowanych polimorfizmdéw genu /L10 u pacjentéow z przewlektym wirusowym
zapaleniem watroby typu B (HBsAg dodatni) oraz u oséb, u ktérych w wyniku leczenia przeciwwirusowego doszto do utraty
HBsAg (HBsAg ujemni) w 48-tygodniowej obserwacji.

Rozklad genotypow (%) Rozklad alleli (%)
SNP Genoty HBsAg (+) HBsAg (-) P Allel HBsAg (+) HBsAg (-) P
yp (n=320) (n=24) (n=640) (n=48)

-592C/A cC 185 (58) 6(25) C 471 (74) 22 (46)

(rs1800872) CA 101 (31) 10 (42) 0.0007 A 169 (26) 26 (54) 0.000039
AA 34 (11) 8(33)

-819C/T cC 182(57) 6(25) C 470 (73.5) 22 (46)

(rs1800871) CT 106 (33) 10 (42) 0.0005 T 170 (26.5) 26 (54) 0.000044
TT 32(10) 8(33)

-1082G/A GG 61(19) 1 (4) G 263 (41) 10 (21)

(rs1800896) GA 141 (44) 8(33) 0.03 A 377 (59) 38(79) 0.005653
AA 118(37) 15 (63)

-1353C/T CC 122 (38) 14 (58) C 363 (57) 37.(77)

(rs1800893) CT 119(37) 9(38) 0.041 T 277 (43) 11(23) 0.005809
T 79 (25) 1(4)

+504G/T GG 173 (54) 7(29) G 462 (72) 24 (50)

(rs3024490) GT 116 (36.5) 10 (42) 0.005 T 178 (28) 24 (50) 0.001132
TT 31(9.5) 7(29)

+954 G/T GG 188 (59) 12 (50) G 476 (74.5) 28 (58)

(rs1518110) GT 100 (31) 4(17) 0.0021 T 164 (25.5) 20 (42) 0.015446
TT 32 (10) 8(33)

HBsAg (+) — pacjenci z dodatnim wynikiem HbsAg; HBsAg (-) — pacjenci z ujemnym wynikiem HbsAg:; wartoSci P ponizej 0,05 zaznaczono pogrubiong czcionky.

Wszystkie wartosci P pozostaly istotne statystyeznie po korekcie Bonferroniego.

Do oceny stopnia uszkodzenia watroby w badanej populacji, na podstawie wskaznikow FIB-4
oraz APRI, przeprowadzono analize regresji logistycznej z uwzglednieniem zmiennych takich jak
genotypy /L10, pte¢ i wiek. W analizie wieloczynnikowej genotypy rs1800871TT, rs1518110TT,
rs1800872AA oraz rs3024490TT zostaty zidentyfikowane jako predyktory nizszego wyniku FIB-4 (p <

0,05), co wskazuje na widknienie watroby o mniejszym nasileniu (Tabela 3).
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Podobne obserwacje odnotowano dla wskaznika APRI, ktérego wartosci byty istotnie nizsze
u pacjentow homozygotycznych wzgledem allelu mniejszosciowego w przypadku tych czterech
polimorfizméw genu /L10. Réwniez istotng role w analizie odgrywat haplotyp ATAC genu /L10 (1082A
/ 819T / 592A / 1353C), ktdry wystepowat znacznie czesciej u pacjentéw z mniejszym uszkodzeniem
watroby. Z kolei haplotyp GCCT (1082G / 819C / 592C / 1353T) zwiekszat ryzyko rozwoju marskosci
watroby.

Tabela 3. Zwigzek miedzy polimorfizmami genu /L10 a nasileniem choroby watroby u pacjentéw zakazonych wirusem HBV.

Genotyp IL10 MAF OR 95% CI P

rs1800871 [C/T]
CC,CTvs. TT T=0,43 8,94 1,78-44,80 0,007*
rs1800872 [C/A]
CC,CA vs. AA A=0,39 9,15 1,82-45,89 0,006*
rs3024490 [G/T]
GG,GTvs. TT T=0,43 9,02 1,79-45 0,007*
Rs1518110 [G/T]

GG,GTws. TT T=0,42 8,84 1,76-44,29 0,008*

Zwldknienie watroby oceniano za pomocy wskainika FIB-4. MAF — czestodc wystepowania allelu mniejszosciowego;
OR =iloraz szans; Cl = przedziat ufnodci; Wartosd p oznaczone gwiazdkg pozostaly istotne statystycznie po korekcie
metody Bonferroniego.

Uzyskane wyniki pokazujg, ze rdznice w sekwencji promotora genu /L10 mogg wptywaé na
tempo progresji wtdknienia watroby oraz odpowiedZ na leczenie przeciwwirusowe. Osoby
z wariantami sprzyjajgcymi nizszej ekspresji I1L-10 czesciej osiggajg eliminacje HBsAg po leczeniu
interferonem lub analogami, a jednoczesnie rzadziej rozwijajg zaawansowane wtdknienie czy marskos¢
watroby. Z kolei warianty zwigzane z wyzszg produkcjg IL-10 zwiekszajg ryzyko przewlektosci zakazenia
i progresji uszkodzenia watroby, co wynika zimmunosupresyjnego dziatania tej cytokiny —hamuje ona
odpowiedz zapalng, ale jednoczesnie moze ostabia¢ skutecznos$¢ eliminacji wirusa przez uktad
odpornosciowy. W praktyce oznacza to, ze analiza polimorfizméw IL-10 moze pomdc w identyfikacji
pacjentdw szczegdlnie narazonych na przewlekty przebieg choroby i powiktania watrobowe oraz tych,
ktérzy majg wiekszg szanse na skuteczng odpowiedz na terapie. Polimorfizmy /L-10 mogg wiec petnic
role markerdow prognostycznych, wspierajgcych personalizacje leczenia oraz monitorowanie ryzyka

progresji widknienia i marskosci watroby u oséb z przewlektym WZW typu B.

W ramach dalszych poszukiwan czynnikbw wptywajacych na progresje chorob watroby

indukowanych przez HBV, przeanalizowano zmienno$¢ gendw odpowiedzialnych za naprawe DNA pod
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katem ich wptywu na ryzyko rozwoju marskosci u pacjentdow z przewlektym WZW typu B. Publikacja nr
7 (,Liver Cirrhosis in Chronic Hepatitis B Patients Is Associated with Genetic Variations in DNA Repair
Pathway Genes”, Cancers 2020) koncentruje sie na marskosci jako koncowym etapie przewlektych
choréb watroby, stanowigcej istotny problem zdrowotny na swiecie i gtéwny czynnik ryzyka rozwoju
raka watrobowokomodrkowego. W badaniu oceniono czestos¢ wystepowania iznaczenie genetycznych
wariantow w kluczowych genach naprawy DNA, takich jak XRCC1, XRCC4, ERCC2, ERCC5, RAD52, Mrel1l
oraz NBN. Wybér gendéw do analizy oparto na ich kluczowej roli w gtéwnych szlakach naprawy DNA
oraz udokumentowanych zwigzkach z replikacjg wirusa HBV i patogenezg marskosci watroby. Grupa
badana obejmowata 752 osoby pochodzenia kaukaskiego, w tym 652 pacjentéw z przewlektym WzZW
typu B oraz 100 zdrowych dawcow krwi jako grupe kontrolng. Pacjenci byli rekrutowani zaréwno w
Polsce (Gdansk, Gdynia), jak i we Francji (Strasburg), co odzwierciedla wspdtprace miedzynarodowg w
realizacji badania. Do badania wtgczano wytgcznie osoby wczesniej nieleczone Ilub leczone
przeciwwirusowo przez krétki okres (<6 miesiecy). Oceny stopnia zwitdknienia watroby dokonano w
momencie wigczenia pacjentéw do kohorty. U 132 pacjentéw wykonano biopsje watroby i oceniono
nasilenie wtdknienia oraz aktywnosc¢ zapalng wedtug skali Scheuera (19). U pozostatych 520 pacjentow,
u ktorych nie przeprowadzono biopsji, do oceny widknienia zastosowano nieinwazyjng elastografie
przejsciowg (FibroScan). Zwtdknienie i marskos¢ klasyfikowano wedtug skali METAVIR (33).
Zaobserwowano istotne réznice w rozkladzie genotypéw szesciu analizowanych
polimorfizmoéow (ERCC2: rs13181, rs238406; RAD52: rs7963551; XRCC1: rs25487; ERCC5: rs2018836;
NBN: rs2735383) pomiedzy pacjentami z przewlektym WZW typu B a zdrowymi osobami z grupy
kontrolnej, co sugeruje ich zwigzek z podatnosciag na przewlekte zakazenie HBV. Dodatkowo genotypy
ERCC2 rs238406GG, XRCC1 rs25487TT oraz NBN rs2735383GG identyfikowano czesciej u chorych
z marskoscig watroby niz pacjentéw bez cech widknienia (Rycina 5). Taka obserwacja podkresla role
analizowanych wariantow w modulacji ryzyko marskosci u pacjentéw z przewlektym WZW typu B,

niezaleznie od klasycznych czynnikéw klinicznych.
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Rycina 5. Rozktad genotypdw ERCC2 rs238406 (A), XRCC1 rs25487 (B) oraz NBN rs2735383 (C) u chorych zmarskoscig watroby
i u pacjentéw bez cech wtdknienia watroby.

W badanej grupie genotypy rs13181TT (ERCC2) oraz rs2018836GG (ERCC5) czesciej
wystepowaty u pacjentdw z nizszym poziomem HBV DNA, a genotyp rs25487TT (XRCC1) wigzat sie
Z nizszym poziomem enzymow watrobowych (ALT i AST). Dodatkowo nosiciele rs2735383CC (NBN)
mieli istotnie nizszy poziom ALT.

Do badania zwigzku polimorfizméw gendéw naprawy DNA z marskoscig watroby u pacjentéw
z przewleklym WZW typu B wykorzystano trzy modele genetyczne: addytywny (analiza liniowego
wptywu kazdej kopii allelu na fenotyp), dominujacy (poréwnanie obecnosci przynajmniej jednego
allelu ryzyka, np. GT+TT vs. GG) oraz recesywny (ocena wptywu homozygot, np. TT vs. GT+GG). W
badaniu zastosowano dwuetapowg analize statystyczng. W pierwszym etapie przeprowadzono analizy
jednoczynnikowe, ktére pozwolity zidentyfikowaé czynniki kliniczne i genetyczne zwigzane z ryzykiem
rozwoju marskosci watroby. Nastepnie wyniki te zostaty zweryfikowane w modelu wieloczynnikowym,
uwzgledniajgcym zmienne zaktdcajgce, takie jak wiek, pte¢ oraz parametry laboratoryjne. Stwierdzono,
ze genotyp rs238406TT w genie ERCC2 i rs25487CC w genie XRCC1 istotnie obniza ryzyko rozwoju
marskosci. Podobng analize przeprowadzono w celu zbadania zwigzku pomiedzy ocenianymi
wariantami genetycznymi a stopniem zaawansowania widknienia watroby. Genotypy rs238406TT
(ERCC2) oraz rs25487CC (XRCC1) zostaty zidentyfikowane jako niezalezne predyktory nizszego stopnia

wtdknienia.
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Uzyskane wyniki podkreslaja, ze indywidualne réznice w efektywnosci naprawy DNA moduluja
progresje wtdknienia u pacjentow z przewlektym WZW typu B. ERCC2 uczestniczy w szlaku naprawy
przez wycinanie nukleotydéw (ang. nucleotide excision repair, NER), a jego sprawnos$¢ ma znaczenie w
ochronie genomu przed mutacjami prowadzgcymi m.in. do nowotwordow. Warianty ERCC2 (np. allel G
rs238406) mogg wigzac sie z zaburzeniem naprawy, co moze sprzyjac integracji DNA z HBV z genomem
gospodarza, aktywujgc szlaki prozapalne i widknienie. Z kolei XRCC1 koordynuje naprawe
pojedynczych nici DNA, uszkodzonych przez reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species,
ROS), ktérych produkcja wzrasta w przewlektym zapaleniu watroby. Nosiciele allelu T (rs25487) majg
obnizong zdolnos¢ naprawy poprzez wycinanie zasad (ang. base excision repair, BER), co prowadzi do
kumulacji mutacji w hepatocytach i przyspieszonej progresji wiéknienia. Dodatkowo, poniewaz HBV
wykorzystuje biatka szlaku naprawy DNA m.in. do konwersji rcDNA w cccDNA, polimorfizmy w genach
naprawy DNA (np. ERCC2, XRCC1) mogg modulowac efektywnos¢ tego procesu, wptywajgc na poziom
replikacji wirusa istopien uszkodzenia watroby. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania
profilu genetycznego w genach naprawy DNA do identyfikacji pacjentéw z WZW typu B
z podwyzszonym ryzykiem rozwoju marskosci, co pozwalatoby na wczesne wdrozenie odpowiednich
strategii terapeutycznych. Pacjenci z allelami ryzyka (np. ERCC2 rs238406G, XRCC1 rs25487T) powinni
by¢ objeci czestszg kontrolg parametréw widknienia (elastografia, FibroTest). Wykrycie tych
wariantdw moze wspiera¢ decyzje o wczedniejszym wigczeniu terapii przeciwwirusowej lub

zastosowaniu lekéw o dziataniu antyfibrotycznym.

W publikacji nr 8 (,,Polymorphisms within D/O2 and GADD45A genes increase the risk of liver
disease progression in chronic hepatitis B carriers”, Scientific Reports 2023) poszerzono spektrum
badan nad przewlektym WZW typu B, obejmujgc peten zakres progresji chordb watroby — od braku
zwitdknienia, przez tagodne i umiarkowane jego postacie, az po marskos¢ i HCC. Badano geny zwigzane
z regulacja odpowiedzi na stres komdrkowy (GADD45A, ATF3), kontrolg metabolizmu i adaptacjg
metaboliczng (D/O2, PPARG) oraz modulacjg odpowiedzi immunologicznej (TBX21, AKT3). Do badania
wiaczono 284 pacjentédw z potwierdzonym przewlektym zakazeniem wirusem zapalenia watroby typu
B, definiowanym jako obecnosé antygenu HBsAg przez ponad szes¢ miesiecy, pochodzacych z kohorty
ANRS C0O22 HEPATHER (ClinicalTrials.gov: NCT01953458). Wszyscy uczestnicy pochodzili z Europy i nie
mieli innych wspdtistniejgcych przyczyn chordb watroby, takich jak wspotzakazenia wirusowe, choroby
autoimmunologiczne czy metaboliczne. Wykluczono pacjentédw, ktérzy byli w trakcie leczenia
przeciwwirusowego lub zakonczyli je w ciggu szesciu miesiecy przed rozpoczeciem badania. Probki krwi
do badan laboratoryjnych pobierano przed oceng witdknienia watroby, analizujgc m.in. markery
serologiczne zwigzane z HBV (HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, HBcAb, poziomy HBV DNA). Stopien

wibknienia oceniano nieinwazyjnie metoda elastografii przejsciowej FibroScan, a do klasyfikacji
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pacjentow zastosowano system METAVIR (33). Uczestnikdw podzielono na grupy: bez widknienia
(stadium FO0), z tagodnym witdknieniem (stadium F1), z umiarkowanym do ciezkiego wtdknieniem
(stadia F2—F3) oraz z marskoscig watroby (stadium F4, potwierdzong przez dwdch doswiadczonych
patologow).

Genotypowanie polimorfizméw SNP w genach DIO2, PPARG, ATF3, AKT3, GADD45A i TBX21
przeprowadzono z wykorzystaniem spektrometrii mas typu MALDI-TOF. Do identyfikacji niezaleznych
czynnikdw ryzyka progresji widknienia, rozwoju marskosci oraz raka watrobowokomdrkowego
zastosowano modele dominujgce i alleliczne. W celu oceny funkcjonalnej analizowanych
polimorfizméw wykorzystano narzedzia bioinformatyczne, ktére pozwalaty przewidzie¢ ich
potencjalny wptyw na strukture, stabilnos¢ oraz funkcje biatek, a takze na regulacje ekspresji genow
(Tabela 4). Dzieki zastosowaniu tych narzedzi mozliwa byta wielowymiarowa analiza konsekwencji
genetycznych wariantéw, zaréwno na poziomie biatkowym, jak i regulatorowym, co pozwolito lepiej

zrozumie¢ ich role w progresji choréb watroby u pacjentéw z przewlektym WZW typu B.

Nazwa Zastosowanie Uwagi

Przewidywanie wplywu polimorfizmdw SNP na
Skala 0-1, gdzie wynik = 0,05 wskazuje na szkodliwy wptyw;
funkcje biatek na podstawie homologii
SIFT bierze pod uwage homologii sekwencji i wiasciwosci
sekwencji oraz wiasciwosci fizykochemicznych
fizykochemiczne aminokwasdw
aminokwasow

Ocena wplywu mutacji na stabilnosé Wartos¢ AAG < 0 sugeruje destabilizacje biatka; narzedzie
MuUpro
P strukturalng biatka [AAG) wykorzystuje algorytmy uczenia maszynowego
Analiza zmian stabilnosci biatka po mutacji Pozwala oszacowac, czy mutacja prowadzi do destabilizacji lub
I-Mutant 3.0
(ALG) stabilizacji biatka
Analiza strukturalnych i funkcjonalnych Wizualizuje zmiany w strukturze biatka, takie jak rozmiar,
HOPE
skutkow mutacji hydrofobowosc, potencjalne zaburzenia domen funkcjonalnych
Skala ©0-1, gdzie wyisza wartos¢ oznacza wieksze
MetaRNN Predykcja patogenicznosci SNP prawdopodobienstwo efektu patogennego; uwzglednia wiele
cech genomowych
Ocena potencjatu regulatorowego SNP w Skala 0-1; 1 oznacza najwyisze prawdopodobienstwo funkgji
RegulomeDB . ) ) ) o
regionach niekodujgcych regulatorowej; uwzglednia wigzanie TF, stany chromatyny
Przewidywanie wphywu SNP na utrate lub Pozwala oceni¢ wplyw wariantdw na posttranskrypcoyjng
miRMNASNP
zyskanie miejsca wigzania miRNA regulacje ekspresji gendw przez mikroRNA
SIFT (https:/Ysiftbiia-staredysefwwwi/SIFT seq submitZ html); MUpro (hitp.//mupro proteomicsicsuciedu/); HOPE (https /fwww3 cmbiumen nl/hoped);
I-Mutant 3.0 (bitpfepcr2 biocompunibo, itfcei/predictors/-Mutant3, 0/-Mutant3 0 ceil; miRNASNP (hitp=.//euolab wehscucn/miRNASHE/#1F]
MetaRNMN [ li ; RegulomeDB (https:// beta. regul omedb. org/ reeul ome- search/); HOPE {hitos:/www3 cmbiumen.nl/hope/)

Tabela 4. Narzedzia bioinformatyczne zastosowane do oceny funkcjonalnej analizowanych polimorfizmow.

Polimorfizmy gendw DIO2, AKT3 i GADD45A wykazywaty istotne powigzania z cechami
klinicznymi i wirusologicznymi u pacjentéw z przewlektym WZW typu B. Genotypy DIO2 (rs225014CC
i rs225017TT) czesciej wystepowaly u meziczyzn, a obecno$¢ HBeAg byta czestsza u nosiciel
rs225014CC. Genotyp AKT3 rs12031994TT wigzat sie z wyzszym poziomem HBsAg, natomiast

rs12031994CC -z wyzszym poziomem AST. W analizie wieloczynnikowej niezaleznymi predyktorami
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wyzszego ALT byly: trombocytopenia (matoptytkowosc), DIO2 rs225014TT, AKT rs12031994TT i
GADD45A rs532446CC.

Oceniono takze zwigzek pomiedzy polimorfizmami a postepem witdknienia watroby. Genotyp
DIO2 rs225014TT wystepowat istotnie rzadziej w grupie FO niz w grupach F1-F4. Rdznice odnotowano
réwniez dla rs10865710 (PPARG) irs4794067 (TBX21) (Rycina 6). W dalszej wieloczynnikowe]j analizie
genotypy rs225014TT (DIO2), rs10865710CC (PPARG) i obecnos$¢ nadcisnienia wrotnego pozostaty
niezaleznymi predyktorami zaawansowanego widknienia.
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Rycina 6. Wykresy przedstawiajace rozktad genotypdw dla DIO2 rs225014 (A), PPARG rs10865710 (B) oraz TBX21 rs4794067
(C) u pacjentéw z oceng zwtdknienia FOi F2.

Analogiczng analize przeprowadzono w celu okreslenia zaleznosci miedzy badanymi
wariantami genetycznymi a marskos$cig watroby. W analizie wieloczynnikowej, po uwzglednieniu
zmiennych zaktdcajgcych, jako niezalezne czynniki ryzyka marskosci watroby zidentyfikowano:

trombocytopenie, podwyzszony poziom ALT, rs532446TT (GADD45A) irs11119982TT (ATF3).

Rak watrobowokomadrkowy (HCC) zostat wykryty u 13 z 284 (4,6%) pacjentow z przewlektym
WZW typu B. Nie stwierdzono bezposredniego zwigzku miedzy analizowanymi SNPs a obecnoscig HCC
w grupie badanej. Zaobserwowano natomiast odmienny rozktad genotypow D/O2 rs225014 miedzy
pacjentami z marskoscig, ktérzy rozwineli HCC, a tymi bez nowotworu. Wariant rs225014CC
zidentyfikowano u 38% pacjentéw z HCC w poréwnaniu do 12% pacjentéw z marskoscig bez HCC.

Na podstawie analizy in silico stwierdzono, ze polimorfizmy rs225014 (D/02), rs10865710
(PPARG), rs532446 (GADD45A) oraz rs4794067 (TBX21) wykazujg najsilniejsze cechy sugerujgce ich
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potencjalng funkcje regulatorowga. Polimorfizm rs10865710 zostat powigzany z regulacjg ekspresji
gendw PPARG i TIMP4, jak réwniez ze zdolnosciag modulacji wigzania biatka JUN i czynnikdw
transkrypcyjnych z rodziny NFATC. Wykazano, ze rs532446 jest zlokalizowany w motywach wigzania
ATF4 i PRDM oraz oddziatuje z wieloma biatkami regulacyjnymi, podczas gdy rs225014 moduluje
ekspresje gendw docelowych i wigzanie czynnikdw transkrypcyjnych. Rs4794067 zwigzany byt
z ekspresjg licznych gendw i oddziatywaniem 2z biatkami EZH2 oraz CTCF. Analiza modyfikacji
histonowych ujawnita, ze rs10865710, rs532446 i rs4794067 znajdujg sie w regionach DNA
oznaczonych jako wzmacniacze transkrypcji (enhancery) w tkankach watroby, gruczotach
endokrynnych i egzokrynnych , co sugeruje ich role w regulacji ekspresji gendw kluczowych dla funkcji
metabolicznych i immunologicznych. Dodatkowo, narzedzie miRNASNP wykazato, ze wszystkie
wymienione SNPs mogg modyfikowaé miejsca wigzania mikroRNA (np. miR-3143, miR-4488),
wplywajac na posttranskrypcyjng kontrole ekspresji gendw.

Badanie dostarcza przetomowych danych nt. genetycznych uwarunkowan progres;ji
przewlektego WZW typu B, identyfikujac konkretne polimorfizmy typu SNP (rs225014 w DIO2,
rs532446 w GADD45A, rs10865710 w PPARG), ktdre istotnie korelujg z ryzykiem zaawansowanego
wtdknienia, marskosci i HCC. Na przyktad genotyp rs532446TT (GADD45A) zwieksza ryzyko marskosci
4,8-krotnie, co potwierdza kluczowa role szlakdw odpowiedzi na stres komdrkowy w patogenezie
choroby. Analiza mechanizméw molekularnych wykazata, ze destabilizacja biatka DIO2 zaburza
metabolizm hormondéw tarczycy, prowadzac do stresu oksydacyjnego i uszkodzenia hepatocytéw,
podczas gdy polimorfizmy w genach PPARG i TBX21 modyfikujg szlaki metaboliczne i immunologiczne.
Wyniki te majg bezposrednie implikacje dla medycyny personalizowanej: genotypowanie
wymienionych SNPs umozliwia identyfikacje pacjentéw wysokiego ryzyka, ktérzy wymagajg
intensywniejszego nadzoru (np. czestszych badar obrazowych w kierunku HCC). Jednoczesnie praca
wskazuje nowe cele terapeutyczne, takie jak hamowanie szlaku GADD45A/ATF3 czy modulacja
aktywnosci PPARG, ktére moga stac sie podstawg dla rozwoju innowacyjnych lekéw spowalniajgcych
postep choroby. Integracja danych genetycznych z klasycznymi parametrami klinicznymi otwiera droge
do precyzyjniejszych algorytméw diagnostyczno-terapeutycznych, co znaczgco poprawia rokowania

u chorych z przewlektym WZW typu B.

Publikacja nr 6 (,Recent Advances in Understanding, Diagnosing, and Treating Hepatitis B
Virus Infection”, Microorganisms 2020) stanowi syntetyczne podsumowanie tematyki badawczej
w zakresie badan nad zakazeniem wirusem HBV, jego diagnostyka, patogenezg oraz nowoczesnymi
strategiami terapeutycznymi. Artykut ma charakter przegladowy i obejmuje aktualny stan wiedzy
dotyczacy epidemiologii, biologii molekularnej oraz cyklu Zzyciowego wirusa HBV. Omawia on

najnowsze osiggniecia w dziedzinie diagnostyki, ze szczegdInym uwzglednieniem nowych biomarkeréw
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wirusowych (HBV RNA, HBcrAg, przeciwciata anty-HBs i anty-HBc). W artykule poruszana jest takze
kwestia ryzyka progresji do zaawansowanego uszkodzenia watroby (wfdknienie, marskos¢, HCC) oraz
efektywnosé odpowiedzi na terapie przeciwwirusowg, zaréwno w kontekscie tradycyjnych lekdw
(interferon, NRTI), jak i obiecujgcych nowych strategii terapeutycznych celowanych w rdzne etapy
cyklu replikacyjnego HBV, w tym tworzenie cccDNA. Publikacja integruje i podsumowuje wyniki badan
dotyczacych czynnikéw gospodarza, ich wptywu na przebieg zakazenia oraz odpowiedz na leczenie, co
odpowiada zakresowi badan przedstawionych we wniosku habilitacyjnym. Artykut prezentuje
interdyscyplinarne ujecie problematyki HBV, faczac aspekty molekularne, genetyczne, kliniczne

i translacyjne, osadzajgc wtasne obserwacje w szerokim kontekscie literatury miedzynarodowej.

Cykl publikacji przedstawiony we wniosku habilitacyjnym koncentruje sie na molekularnych
i genetycznych aspektach przewlekiego zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B (HBV),
z wyraznym podkresleniem biotechnologicznego wymiaru badai. Artykuty te, opublikowane
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, wnoszg istotny wkiad w rozwdj dyscypliny,
potwierdzajgc samodzielnos¢ badawczg i kompetencje niezbedne do uzyskania stopnia doktora
habilitowanego. Kluczowym elementem cyklu jest integracja zaawansowanych technik
biotechnologicznych z analizg kliniczng i molekularng zaréwno wirusa, jak i gospodarza. Waznym
osiggnieciem jest opracowanie innowacyjnej metody detekcji kowalencyjnie zamknietego kolistego
DNA (cccDNA) poprzez selektywne trawienie rcDNA egzonukleazg T5, co umozliwito precyzyjng analize
tej formy wirusa w prébkach klinicznych eliminujac formy interferujgce. Dzieki temu wykazano,
ze formy cccDNA stanowig rezerwuar mutacji opornosci na leczenie, czesto niewidocznych w osoczu,
co ma istotne znaczenie dla monitorowania skutecznosci terapii i projektowania strategii eliminacji
HBV. Réwnolegle przeprowadzono szerokie analizy zmiennosci genetycznej gospodarza, identyfikujgc
polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP) w genach zaangazowanych w cykl replikacyjny wirusa,
odpowiedZz immunologiczng na zakazenie, metabolizm hepatocytdw oraz szlaki naprawy DNA.
Zarowno do analizy genomu wirusa, jak i zmiennosci genetycznej gospodarza zastosowano
wysokoprzepustowg metode spektrometrii mas typu MALDI-TOF, co dodatkowo spaja caty cykl
publikacji i podkresla jego spdjnos¢ metodologiczng oraz translacyjny charakter. Nastepnie
wykorzystujgc bioinformatyczne narzedzia analityczne i statystyczne, zidentyfikowano biomarkery
predykcyjne i prognostyczne (Tabela 5), ktére mogg wspierac: personalizacje terapii oraz ocene ryzyka
progresji do marskosci i HCC. Dzieki temu mozliwe byto stworzenie zintegrowanego podejscia
diagnostycznego, taczgcego wirusologie molekularng z nowoczesng genomika cztowieka w kontekscie

przewlektego zakazenia HBV.
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Tabela 5. Podsumowanie markeréw zidentyfikowanych w ramach przedstawionego cyklu publikacji wedtug kluczowych
aspektéw klinicznych.

Marker/gen (wariant) | Efekt kliniczny | Publikacja
Markery progresji choréb watroby
HNFI1A (rs2464196) Genotyp AA: zaawansowane widknienie i aktywnosc zapalna 3
HNFI1A (rs7310409) Genotyp AA: nasilona aktywno$¢ zapalna 3
TDP2 (rs1047782) Genotyp GG: nasilona aktywnodé zapalna 3
XRCC1 (rs25487) Genotyp TT: marskoéé 7
ERCC2 (rs238406) Genotyp GG: marskosc 7
NBN (rs2735383) Genotyp GG: marskosc 7
DIO2 (rs225014) Genotyp TT: zaawansowane widknienie 8
GADD45A (rs532446) Genotyp TT: marskosé 8
PPARG (rs10865710) Genotyp CC: zaawansowane widknienie 8
ATF3 (rs11119982) Genotyp TT: marskoéé 8
TNF-a (rs1799964) Genotyp TT: nasilona aktywnosé zapalna 4
TNF-a (rs1800630) Genotyp CC: nasilona aktywnos¢ zapalna 4
TNF-a (rs1799724) Genotyp CT: nasilona aktywnos¢ zapalna 4
IL-10 (rs1800871) Genotyp TT: widknienie watroby o mniejszym nasileniu 5
IL-10 (rs1800872) Genotyp AA: widknienie watroby o mniejszym nasileniu 5
IL-10 (rs3024490) Genotyp TT: widknienie watroby o mniejszym nasileniu 5
IL-10 (rs1518110) Genotyp TT: widknienie watroby o mniejszym nasileniu 5
cccDNA HBV Mutacja G1764A: nasilona aktywnos¢ zapalna 2
Markery odpowiedzi na leczenie
NTCP (rs7154439) Genotyp AA: czestsza serokonwersja HBeAg (NRTI) 3
TDP2 (rs3087943) Genotyp AA: czestsza eliminacja HBsAg (Peg IFN a2a) 3
HNFI1A (rs1169288) Genotyp TT: czestsza eliminacja HBsAg (Peg IFN a2a) 3
HNFIA (rs7310409) Genotyp GG: czestsza eliminacja HBsAg (Peg IFN a2a) 3
IL-10 (rs1800871) Allel T: czestsza eliminacja HBsAg (Peg IFN aZa) 5
IL-10 (rs1800872) Allel A: czestsza eliminacja HBsAg (Peg IFN a2a) 5
IL-10 (rs3024490) Allel T: czestsza eliminacja HBsAg (Peg IFN a2a) 5
HNF4A (rs1800961) Allel T: trwata odpowied? na leczenie 3
Markery wiremii i replikacji wirusa
TNF-a (rs1799964) Genotyp TT: wyiszy poziom HBYV DNA 4
TNF-a (rs1800630) Genotyp CC: wyiszy poziom HBV DNA 4
IL-10 (rs1800896) Genotyp AA: nizszy poziom HBV DNA 5
IL-10 (rs1800893) Genotyp CC: nizszy poziom HBV DNA 5
cccDNA HBV Mutacja G1764A: podwyiszony poziom enzymdw watrobowych 2
AKT3 (rs12031994) Genotyp TT: wyiszy poziom HBsAg 8

Kluczowe osiggniecia przedstawionego wniosku habilitacyjnego:

e Opracowanie czutej metody analizy formy cccDNA genomu HBV.

o  Wykrycie i porédwnanie rdéznic sekwencyjnych miedzy formami rcDNA i cccDNA HBV oraz ich
znaczenia w przebiegu choroby i terapii.

e Identyfikacja genetycznych uwarunkowan gospodarza wptywajacych na przebieg zakazenia,
progresje choroby oraz odpowiedz na leczenie.

e Zdefiniowanie znaczenia polimorfizméw SNP (TDP2, NTCP, HNF1A, HNF4A) dla przebiegu
klinicznego HBV.

e Okreslenie wptywu polimorfizméw TNF-a na przewlektos¢ zakazenia i odpowiedz na leczenie.

e Analiza polimorfizméw [IL-10 w kontekscie przebiegu zakazenia i skutecznosci terapii
przeciwwirusowej.

e Zbadanie roli polimorfizméw gendw naprawy DNA (ERCC2, XRCC1, NBN) w ryzyku marskosci i
progresji zwtdknienia.

e Identyfikacja nowych biomarkeréw ryzyka progresji choroby, umozliwiajgcych personalizacje
leczenia i monitorowanie pacjentow.
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4.4 Opis pozostatego dorobku i osiggnie¢ naukowych

Po uzyskaniu stopnia doktora moja dziatalno$¢ naukowa znaczgco sie rozszerzyta iobjeta udziat
w licznych projektach badawczych oraz publikacjach, co przyczynito sie do pogtebienia mojego
doswiadczenia i rozwoju umiejetnosci badawczych. Po zakonczeniu realizacji miedzynarodowego
projektu INFECT-ERA, w ktdrym uczestniczytam najpierw jako asystent (w okresie przed uzyskaniem
stopnia doktora), a nastepnie jako adiunkt, kontynuowatam prace jako pracownik naukowo-techniczny
w Zespole Laboratoriow Specjalistycznych, w Laboratorium Analiz Genetycznych. W ramach tej roli
bratam udziat w réznych projektach badawczych, wspierajgc zespoty naukowe w realizacji badan
genetycznych, opracowywaniu wynikbw oraz przygotowywaniu publikacji naukowych. Moje
zaangazowanie obejmowato zaréwno aspekty praktyczne prowadzenia badan laboratoryjnych, jak
i wsparcie merytoryczne w planowaniu eksperymentéw oraz analizie danych. Pozostalg cze$s¢ mojego
dorobku stanowi 7 oryginalnych prac doswiadczalnych, ktdre nie zostaty uwzglednione w cyklu
publikacyjnym przedstawionym w punkcie 4.2 niniejszego dokumentu. Artykuty opublikowane zostaty

w latach 2021-2025, a ich sumaryczny wspotczynnik IF wynosi 32,618.

Na szczegdlng uwage wsrdd prac spoza cyklu zastugujg trzy prace zwigzane z tematyka
nowoczesnych metod diagnostycznych i prognostycznych w chorobach zakaznych, w szczegdlnosci
wirusowych. Prace te dotyczg innowacyjnych podejs¢ diagnostycznych, w tym wykorzystania technik
molekularnych oraz identyfikacji markeréw prognostycznych w przewlektych infekcjach wirusowych,

takich jak zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) czy SARS-CoV-2.

Wykaz prac orazich opis:

1. Rybicka M, Mitosz E, Bielawski KP. Superiority of MALDI-TOF Mass Spectrometry over Real-
Time PCR for SARS-CoV-2 RNA Detection. Viruses. 2021 Apr 22;13(5):730. doi:
10.3390/v13050730. PMID: 33922195; PMCID: PMC8145549. 1F;021=5,818 MEiN;02:=100

Md6j wkitad w publikacje: Petnitam wiodgcg role w catym procesie badawczym: od
zaprojektowania koncepcji badania, poprzez opracowanie metodologii i oprogramowania, az
po nadzor nad realizacjg projektu. Bylam odpowiedzialna za analize danych, walidacje
wynikdw, przeprowadzenie eksperymentéw, opracowanie danych oraz przygotowanie
oryginalnego manuskryptu. Uczestniczylam rdowniez w przegladzie i redakcji tekstu,
wizualizacji wynikow, administracji projektem oraz pozyskaniu finansowania. Petnitam takze
funkcje autora korespondencyjnego.

2. Wrdéblewska A, Woziwodzka A, Rybicka M, Bielawski KP, Sikorska K. Polymorphisms Related to
Iron Homeostasis Associate with Liver Disease in Chronic Hepatitis C. Viruses. 2023 Aug
9;15(8):1710. doi: 10.3390/v15081710. PMID: 37632052; PMCID: PMC10457817. |F023=3,8
MEiN3023=100
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Méj wktad w publikacje: W ramach pracy zespotowej bratam udziat w opracowaniu
metodologii badania, przeprowadzeniu eksperymentdw oraz walidacji wynikow.
Uczestniczytam réwniez w redakcji i korekcie manuskryptu.

3. Wrdblewska A, Gliwinski M, Rybicka M, Cheba M, Lorenc B, Trzonkowski P, Bielawski KP,
Sikorska K. Residual HCV-RNA and Elevated Platelet-to-Lymphocyte Ratio Predict Poor Long-
Term Outcomes in Patients with Chronic Hepatitis C After Treatment. Infect Dis Ther. 2025
Jan;14(1):305-315. doi:10.1007/s40121-024-01101-2. Epub 2024 Dec 26. PMID: 39725828;
PMCID: PMC11782785. 1F2024=5,3 MEiN2024=140

Méj wkitad w publikacje: W ramach pracy zespotowej bratam udziat w opracowaniu koncepcji
i metodologii badania, przygotowaniu prébek do badania, zbieraniu i analizie danych.
Uczestniczytam réwniez w redakcji i korekcie manuskryptu.

Sumaryczny IF publikacji: 14,918

Sumaryczna liczba punktéw MEiIN: 300

Pierwszy artukut, "Superiority of MALDI-TOF Mass Spectrometry over Real-Time PCR for
SARS-CoV-2 RNA Detection" (Viruses, 2021), przedstawia pordwnanie skutecznosci diagnostycznej
techniki spektrometrii mas typu MALDI-TOF z zatwierdzong klinicznie metodg RT-PCR w czasie
rzeczywistym w wykrywaniu SARS-CoV-2. Grupa badana obejmowata 168 pacjentéw z podejrzeniem
zakazenia i objawami infekcji drég oddechowych. Przy rownoczesnej analizie tych samych prébek
obiema metodami uzyskano rozbiezne wyniki w 17 przypadkach, co stanowito 10,12% wszystkich
analizowanych prébek. Sposréd 15 prébek oficjalnie zgtoszonych jako wstepnie dodatnie, 13 uzyskato
wynik dodatni w tescie opartym o spektrometrie mas. Ponadto dwie préobki uznane za ujemne
w zatwierdzonym tescie RT-PCR byly pozytywne w tescie spektrometrii mas. Badanie jednoznacznie
wykazato wyzszg czutosé testu opartego na spektrometrii mas w wykrywaniu SARS-CoV-2, wskazujac,
ze technologia MALDI-TOF MS moze by¢ idealnym narzedziem nie tylko do detekcji wirusa, ale takze
do identyfikacji mutacji w jego genomie. Ta sama technologia (MALDI-TOF MS) wykorzystana zostata
w pracy pt. "Polymorphisms Related to Iron Homeostasis Associate with Liver Disease in Chronic
Hepatitis C" (Viruses, 2023). Jej zastosowanie dotyczyto analizy polimorfizméw genetycznych
zwigzanych z metabolizmem zelaza jako potencjalnych czynnikdw ryzyka uszkodzenia watroby
w przebiegu zakazenia HCV. Uzyskane wyniki pokazaty zalezno$¢ okreslonych wariantow genetycznych
(np. w genach HDAC3 i CYBRD1) z nasileniem zmian histopatologicznych, podwyzszonym ryzykiem
rozwoju HCC oraz zmianami w ekspresji receptorow immunologicznych w watrobie. Wyniki te
sugerujg, ze indywidualna podatno$¢ genetyczna moze istotnie wptywaé na przebieg przewlektego
zakazenia HCV i powinna by¢ brana pod uwage przy ocenie ryzyka progresji choroby. Trzecia publikacja,
"Residual HCV-RNA and elevated platelet-to-lymphocyte ratio predict poor long-term outcomes in

patients with chronic hepatitis C after treatment" (Infectious Diseases and Therapy, 2025),
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koncentruje sie na okreSleniu roli obecnosci resztkowego RNA wirusa HCV w jednojgdrzastych
komadrkach krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMC), czyli tzw. utajonego
zapalenia watroby typu C (ang. occult hepatitis C virus infection, OCI), oraz wskaznikéw
prognostycznych u pacjentéw z przewlektym zakazeniem HCV po zakonczeniu leczenia bezposrednio
dziatajgcymi lekami przeciwwirusowymi (ang. direct acting antiviral, DAA). Obserwacji poddano 42
pacjentdw, u ktdrych po terapii oceniano status OCI, przez mediane 6,3 roku. Wykazano, ze obecnos¢
resztkowego HCV RNA (>12 tygodni po terapii) wigze sie z pieciokrotnie wyzszym ryzykiem progresji
wtdknienia watroby oraz podwyzszonym wskaznikiem plytkowo-limfocytowy (ang. platelet-to-
lymphocyte ratio, PLR), ktéry byt silnie zwigzany z niekorzystnymi wynikami klinicznymi, w tym
progresjg choroby watroby i zwiekszong $miertelnoscia. Praca ta podkresla koniecznosc
dtugoterminowego monitorowania pacjentéw po leczeniu HCV oraz poszukiwania nowych,
nieinwazyjnych markeréw ryzyka.

Przedstawione publikacje tworzg logiczny cigg badan — od zastosowania nowoczesnych
narzedzi diagnostycznych (MALDI-TOF MS do detekcji SARS-CoV-2), przez identyfikacje markeréw
prognostycznych (resztkowe HCV RNA, PLR) po analize czynnikdw genetycznych wptywajacych na
ryzyko powikfan w przewlektych infekcjach wirusowych (HCV). Cykl ten odzwierciedla aktualne trendy
w medycynie laboratoryjnej i klinicznej, gdzie kluczowe znaczenie majg: precyzyjna diagnostyka
molekularna, personalizacja oceny ryzyka oraz integracja danych genetycznych i immunologicznych
w codziennej praktyce klinicznej.

Obecnie poszerzam swoje zainteresowania badawcze o innowacyjne metody leczenia,
obejmujace rozwdéj nowych lekéw przeciwnowotworowych, terapii biologicznych oraz substancji o
potencjale przeciwdrobnoustrojowym. W ramach nawigzanej wspdtpracy naukowej z prof. dr hab.
Martg Fiotka (Katedra Immunobiologii Instytutu Nauk Biologicznych, Wydziat Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie ) bratam udziat w badaniach nad nowatorskim
lekiem przeciwnowotworowym — Venetin-1, ktéry jest nanoczgsteczkowym kompleksem biatkowo-
polisacharydowym wyizolowanym z ptynu celomatycznego dzdzownicy. W ramach przeprowadzonych
badan  wykazano, e Venetin-l ma silne dziatanie  przeciwnowotworowe wobec
niedrobnokomorkowego raka ptuca (NSCLC), zaréwno w modelach in vitro, jak i in vivo (Scientific
Reports 2022). Pogtebiona analiza molekularnych mechanizméw dziatania Venetin-1 na komdrki raka
ptuca linii A549 pozwolita zidentyfikowac szlaki sygnatowe i biatka, ktérych ekspresja ulega istotnym
zmianom pod wplywem leczenia Venetin-1 (Frontiers in Molecular Biosciences 2023). Kolejnym
analizowanym przeze mnie zwigzkiem byt kwas oleanolowy — naturalny zwigzek o wfasciwosciach
neuroprotekcyjnych. Uzyskane w badaniach wyniki potwierdzity, ze kwas oleanolowy chroni komaérki
nerwowe przed uszkodzeniem oksydacyjnym iapoptoza, a jego skutecznos¢ potwierdzono w modelu

zwierzecym choréb neurodegeneracyjnych  (Pharmaceuticals 2023). Ostatnia z publikacji
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(International Journal of Molecular Sciences 2025) dotyczy zastosowania przeciwciat IgY
pozyskiwanych z z6ttka jaja kurzego w zwalczaniu patogendw odzwierzecych, takich jak Campylobacter
jejuni, Salmonella spp. i Escherichia coli. W badaniach in vitro wykazano, ze przeciwciafa te skutecznie
hamujg wzrost bakterii, co potwierdza ich potencjat jako alternatywy dla antybiotykéw w profilaktyce
i terapii zakazen. Pierwszym autorem tej publikacji jest pani Paulina Czoska, ktérej pracy doktorskiej
jestem promotorem pomocniczym. Ponizej przedstawiam najwazniejsze publikacje z tego obszaru

badan oraz szczegétowy opis mojego w ktadu w ich powstanie.

1. Rybicka M, Czaplewska P, Rzymowska J, Sofinska-Chmiel W, Wdéjcik-Mieszawska S, Lewtak K,
Wegrzyn K, Jurczak P, Szpiech A, Nowak J, Musiat N, Fiotka MJ. Novel Venetin-1 nanoparticle
from earthworm coelomic fluid as a promising agent for the treatment of non-small cell lung
cancer. Sci Rep. 2022 Nov2;12(1):18497. doi: 10.1038/s41598-022-21665-8. PMID: 36323731;
PMCID: PMC9630273. |F022=4,6 MEiN02,=140

Méj wktad w publikacje: Bratam udziat w opracowaniu metodologii badawczej oraz weryfikacji
i walidacji wynikdw in vitro. Uczestniczytam w realizacji badan eksperymentalnych,
wspoétpracujgc w ramach zespotu badawczego. Mdj udziat obejmowat takze wsparcie w
procesie analizy oraz interpretacji danych. Bratam czynny udziat w pisaniu pierwotnej wersji
manuskryptu, przygotowatam Figury: 1,2,3,5 oraz Tabele 1. Uczestniczytam takze w korekcie
manuskryptu po otrzymanych recenzjach.

2. Czaplewska P, Bogucka A, Macur K, Rybicka M, Rychtowski M, Fiotka MJ. Proteomic response
of A549 lung cancer cell line to protein-polysaccharide complex Venetin-1 isolated from
earthworm coelomic fluid. Front Mol Biosci. 2023 Jun 8;10:1128320. doi:
10.3389/fmolb.2023.1128320. PMID: 37377864; PMCID: PMC10292018.  IFy03=3,9
MEiN,023=140

M@j wkiad w publikacje: : Opracowatam metodologie badawczg oraz weryfikacje i walidacje
wynikédw in vitro. Uczestniczylam w realizacji badan eksperymentalnych, wspdtpracujac
w ramach zespotu badawczego. Mdj udziat obejmowat takze wsparcie analizy orazinterpretacji
danych. Bratam czynny udziat w pisaniu pierwotnej wersji manuskryptu, przygotowatam
Figury: 1, 2, 3. Uczestniczytam takze w korekcie manuskryptu po otrzymanych recenzjach.

3. Stepnik K, Kukula-Koch W, Plazinski W, Rybicka M, Gawel K. Neuroprotective Properties of
Oleanolic Acid-Computational-Driven Molecular Research Combined with In Vitro and In Vivo
Experiments. Pharmaceuticals (Basel). 2023 Aug 31;16(9):1234. doi: 10.3390/ph16091234.
PMID: 37765042; PMCID: PMC10536188. . IF;023=4,3; MEiN2023=140

MdGj wktad w publikacje: Opracowatam metodologie badawczg oraz weryfikacje i walidacje
wynikéw in vitro. Uczestniczytam w realizacji badan eksperymentalnych, wspdtpracujagc w
ramach zespotu badawczego. Mdj udziat obejmowat takze wsparcie analizy oraz interpretacji
danych. Bratam czynny udziat w pisaniu pierwotnej wersji manuskryptu, przygotowatam
Figury: 5i6. Uczestniczytam takze w korekcie manuskryptu po otrzymanych recenzjach.
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4. Czoska P, Tarsalewska K, Ponichtera M, Rybicka M?*, Sowa-Rogozinska N, Sominka-
Pierzchlewicz H, Stodolna A, Ogonowska P, Kosciuk A, Glosnicka R, Bielawski KP. Growth-
Inhibitory Effect of Chicken Egg Yolk Polyclonal Antibodies (lg¥Y) on Zoonotic
Pathogens Campylobacter jejuni, Salmonella spp. and Escherichia coli, In Vitro. Int J Mol Sci.
2025 Jan 25;26(3):1040. doi: 10.3390/ijms26031040. PMID: 39940808; PMCID: PMC11816624.
IF2025= 4,9; MEiN,025=140

M6j wktad w publikacje: Uczestniczylam w analizie i interpretacji danych badawczych we
wspotpracy z catym zespotem autordw. Wspdttworzytam pierwszg wersje manuskryptu,
opracowujgc jego strukture, argumentacje oraz tre$¢ merytoryczng w oparciu o wyniki
eksperymentalne. Moja rola obejmowata réwniez integracje wynikow z aktualnym stanem
wiedzy oraz przygotowanie tekstu do dalszej redakcji i recenzji wewnetrznej. Petnitam takze
funkcje autora korespondencyjnego. Pierwszym autorem pracy jest doktorantka, ktdrej jestem
kopromotorem w ramach realizowanego przewodu doktorskiego — w zwigzku z tym aktywnie
wspieratam jej rozwdj naukowy, merytorycznie nadzorujgc opracowanie publikacji.

Sumaryczny IF publikacji: 17,7

Sumaryczna liczba punktéw MEIN: 560

4.5 Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegdblnosci zagranicznej.

W roku 2015, krétko przed obrong doktoratu, odbytam 3-miesieczny staz w grupie prof.
Michaela Nassala w Laboratorium Biologii Molekularnej 1l Katedry Chorédb Wewnetrznych
Uniwersyteckiego Centrum Medycznego we Fryburgu Bryzgowijskim. Srodki na sfinansowanie wyjazdu
pozyskatam z Narodowego Centrum Nauki, bedac laureatkg stypendium ETIUDA2 (UMO-
2014/12/T/NZ7/00335). Podczas stazu bytam zaangazowana w projekt, ktérego celem byta
identyfikacja nowych gendow cztowieka zaangazowanych w proces powstawania formy cccDNA wirusa
HBV. M0dj udziat polegat na modyfikacji genomu HBV w taki sposéb, aby przy zachowaniu wysokiego
potencjatu replikacyjnego wirusa umozliwiajgcego tworzenie formy cccDNA in vitro, umozliwiat on
jednoczesnie fatwe monitorowanie procesu infekcji w komdrkach hepatocytow. Kazdy ze
zmodyfikowanych przeze mnie plazmidéw HBV analizowatam pod katem jego zdolnosci do replikacji,
tworzenia wszystkich posrednich form replikacyjnych oraz syntezy biatek wirusowych. Wyniki
wykonanych przeze mnie w trakcie stazu badan stanowily podstawe do stworzenia wydajnego
systemu infekcji wirusem HBV, co jest niezbedne do lepszego zrozumienia mechanizmoéow
zwigzanych z replikacjg wirusa. Praca nad tym systemem pozwolita mi pogtebi¢ wiedze na temat
mechanizmédw tworzenia formy cccDNA, ktéra jest kluczowa strukturg w przebiegu zakazen.
Doswiadczenie zdobyte podczas stazu umozliwito mi rozszerzenie badad o szczegétowa analize

sekwencji cccDNA wirusa HBV. Zebrane dane wskazujg, ze to wtasnie sekwencja cccDNA, a nie krgzgca
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zrelaksowana forma HBV DNA (rcDNA), odgrywa kluczowg role w przebiegu terapii przeciwwirusowej.
Staz ten byt niezwykle cennym doswiadczeniem — nie tylko ugruntowat moje zainteresowania
badawcze i pozwolit mi opanowa¢ nowe metody analityczne, ale takze umozliwit nawigzanie
wartosciowych relacji zawodowych, ktére zaowocowaty w kolejnych latach. Kluczowe okazaty sie liczne
rozmowy z prof. Nassalem, ktdre znaczgco wptynety na dalszy kierunek moich badan nad sekwencjg
cccDNA. Jego wsparcie i mentorskie podejscie odegraty istotng role w ksztattowaniu moich naukowych
zainteresowan i pomystow badawczych. W trakcie pobytu bratam udziat w wielu seminariach
dotyczgcych prowadzonych badan, gdzie kilkukrotnie prezentowatam swoje wyniki i prowadzitam
dyskusje na temat uzyskanych rezultatéw. Uzyskane w trakcie stazu wyniki badawcze miaty kluczowe
znaczenie dla opisania po raz pierwszy w literaturze naukowej rdznic sekwencyjnych miedzy
kowalencyjnie zamknietg kolistg formg DNA (cccDNA) a formg zrelaksowang (rcDNA) wirusa HBV oraz
ich znaczenia dla patogenezy i terapii zakazenia (Publikacja nr 2 z cyklu). Metoda selektywnego
trawienia rcDNA egzonukleaza T5 umozliwita precyzyjng izolacje cccDNA, co pozwolito na identyfikacje
mutacji obecnych wytgcznie w tej formie wirusowego DNA. Te mutacje, czesto niewykrywalne w
osoczu, petnig role rezerwuaru opornosci na leczenie i wptywajg na przebieg kliniczny chronicznego
zakazenia HBV. Praca ta nie powstataby bez wiedzy i umiejetnosci, ktore zdobytam dzieki stazowi. Cho¢
prof. Nassal nie jest jej wspdfautorem, jego wsparcie merytoryczne, konstruktywne uwagi oraz
inspirujgce rozmowy odegraty istotng role w jej powstaniu.

W latach 2014-2018 bytam jednym 1z gtéwnych wykonawcéw polskiego zespotu
w miedzynarodowym projekcie badawczym INFECT-ERA (nr Infect-Era/01/2014). W ramach projektu
nawigzatam Scistg wspotprace z profesorem Thomasem Baumertem z INSERM w Strasburgu, dzieki
czemu uzyskatam dostep do prébek klinicznych zebranych w ramach francuskiego projektu HEPATHER
(Therapeutic Option for Hepatitis B and C: a French Cohort, NCT01953458). Pozyskanie tych probek
znaczgco poszerzyto oraz zréznicowato analizowang w ramach projektu grupe pacjentéw. Dysponujgc
tak liczng grupa badang oraz wynikami badan wstepnych, kontynuowalismy rozpoczety wspdtprace
w ramach projektu HIPShot (Hbv genetlc and Proteomic Screen, nr projektu 7. Projekt byt
koordynowany przez prof. Baumerta. Wymiernym rezultatem nawigzanej wspéfpracy sg trzy
publikacje zawarte w cyklu stanowigcym podstawe osiggniecia naukowego (Publikacje nr 5, 7, 8).

Od 2023 roku jestem ekspertem w zakresie diagnostyki genetycznej nowotwordow w Pracowni
Badan w Medycynie Narzgdowej (Core Facility Organ Specific Medicine Laboratory), Katedry i Kliniki
Chirurgii Onkologicznej, Transplantacyjnej i Ogdlnej na Wydziale Lekarskim Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Laboratorium to powstato w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza i specjalizuje sie w badaniach translacyjnych, tgczac wiedze kliniczng z dostepem do prébek
biologicznych oraz danych pacjentéw. W tym laboratorium odbytam tez trzymiesieczny staz, ktory

umozliwit mi zdobycie kluczowego doswiadczenia i praktycznych umiejetnosci. W ramach wspotpracy
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z doswiadczonymi chirurgami — prof. Jarostawem Kobielg oraz dr. n. med. Piotrem Spychalskim,
specjalistami w leczeniu raka jelita grubego — realizuje wspdlne projekty badawcze ukierunkowane na
tworzenie i wdrazanie nowoczesnych metod diagnostycznych oraz monitorowania pacjentdw z tym
nowotworem. Opracowatam dotychczas metode ilosciowego oznaczania ctDNA opartg na
powtdrzeniach ALU, ktéra umozliwia precyzyjne okreslanie poziomu ctDNA w okofooperacyjnych
prébkach biopsji ptynnej. Dzieki tej metodzie mozliwa jest identyfikacja trenddw w stezeniu ctDNA,
ktére korelujg z zaawansowaniem choroby. Aktualnie porownuje skutecznos¢ tej autorskiej metody z
komercyjnym zestawem ddPCR KRAS G12/G13 Screening Kit firmy Bio-Rad w celu dalszej analizy i
walidacji obu rozwigzan. Celem wspodtpracy z zespotem chirurgdw jest zwiekszenie doktadnosci i
skutecznosci okotooperacyjnego monitorowania, co moze znaczgco wptyngc¢ na jakos¢ diagnostyki i
terapii pacjentéw z rakiem jelita grubego. Dotychczas nie opublikowano wynikéw tej wspotpracy,

poniewaz czekamy na wyrazny, mierzalny efekt leczenia pacjentéw.

5. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub

sztuke.

5.1. Osiggniecia dydaktyczne

Przedmioty nauczane w ramach pensum dydaktycznego

Od czasu zatrudnienia na stanowisku adiunkta (2021) w Zaktadzie Fotobiologii i Diagnostyki
Molekularnej jestem koordynatorem obowigzkowego przedmiotu Diagnostyka molekularna, ktory jest
skierowany do studentéw pierwszego roku uzupetniajgcych studidbw magisterskich na
Miedzyuczelnianym Woydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, MWB UG i GUMed. W ramach przedmiotu prowadze wyktady w jezyku angielskim, jak
réwniez prowadze grupy ¢wiczeniowe (w jezyku polskim i jezyku angielskim). Jako koordynator
przedmiotu, jestem odpowiedzialna za przygotowanie materiatéw dydaktycznych oraz ciggte
doskonalenie tresci przedstawianych studentom. Ponadto prowadze rowniez wykfady
z Podstaw diagnostyki laboratoryjnej dla 1l roku studiéw pierwszego stopnia na kierunku
Biotechnologia (MWB UG i GUMed). Uczestniczytam takze w tworzeniu dwdch przedmiotéw na
nowym kierunku Marine Biotechnology (studia drugiego stopnia, od 2023 roku) prowadzonym przez
Wydziat Oceanografiii Geografiioraz MWB UG i GUMed. Studia te prowadzone sg catkowicie w jezyku
angielskim. W ramach kierunku prowadze cze$é wyktaddw oraz grupy ¢wiczeniowe z przedmiotu

Pathology and molecular diagnostics of aquatic organisms.
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Opieka nad dyplomantami oraz ksztatcenie kadr

Promotor pomocniczy przewodu doktorskiego pt: ,Zakazenia bakteriami Campylobacter jejuni —
badania oddziatywan bakterii, przeciwciat i uktadu odpornosciowego” — praca w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia — w trakcie (planowana obrona pod koniec 2025

r.) — mgr Paulina Czoska.

Promotor 7 prac magisterskich na kierunku Biotechnologia MWB UG-GUMed:

e 2020: Maria Marimon Castelltort

e 2022: Zuzanna Szafranek

e 2023: Patrycja Markiewicz, Ainhoa Gomez Garcia
e 2024: Julia Sadowska

e 2025: Rozalia Richert, Stefania Jackowska

Promotor 9 prac licencjackich na kierunku Biotechnologia MWB UG-GUMed:

e 2022: Julia Sadowska, Ewelina Chodowiec

e 2023: Weronika Dukat, Rozalia Richert, Ewa Nowak
e 2024: Marta Rolbecka, Natalia Bu¢

e 2025: Szymon Niemczuk, Aleksandra Bondyra

Recenzent pracy magisterskiej mgr Martyny Muszynskiej (2023)

5.2. Osiagniecie organizacyjne

e Udziat worganizacji warsztatéw dla oséb z Uniwersytetu Gdanskiego oraz oséb z zewnatrz: 29-
31.10.2013 i 14-16.01.2014.

e Organizacja oraz prowadzenie warsztatdw ze spektrometrii mas dla oséb z Uniwersytetu
Gdanskiego oraz oséb z zewnatrz: 27.03.2014

e Organizacja oraz prowadzenie szkolenia dla studentéw MWB UG i GUMed w dniach 22-

23.04.2023 - Zastosowania spektrometrii mas do analizy DNA

5.3. Osiggniecia popularyzujace nauke
e Udziat w organizacji zaje¢ naukowych dla uczniéw klasy 6B z Il Spotecznej Szkoty Podstawowej

STO w Gdansku. Odbyty sie one 8 lutego 2023 roku na terenie Instytutu Biotechnologii.

6. Oprdcz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podacinne informacje, wazne

z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.
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6.1 Udziat w projektach i grantach badawczych

Udziat w krajowych projektach badawczych:

2014-2017 PRELUDIUM 6 (kierownik i wykonawca) — 7rédio finansowania: Narodowe
Centrum Nauki (2013/11/N/NZ7/00377). W ramach projektu bytam odpowiedzialna za
gromadzenie materiatu do badan, opracowanie i przeprowadzanie eksperymentéw, analize
oraz interpretacje uzyskanych wynikdw. Sporzadzatam raporty dla Narodowego Centrum
Nauki, przygotowywatam manuskrypty oraz prezentowatam wyniki badan na konferencjach
krajowych i miedzynarodowych.

2018-2020 OPUS (wykonawca) — zrédto finansowania: Narodowe Centrum Nauki National
(2016/22/E/HS6/00237). W tym projekcie bytam odpowiedzialna za wszystkie analizy
genetyczne. Planowatam wszystkie eksperymenty, rozwijatam i optymalizowatam procedury

badawcze, analizowatam dane i pisatam manuskrypty.

Udziat w projektach miedzynarodowych:

2013-2016 MOBI4HEALTH (wykonawca projektu) — zrédto finansowania: Komisja Europejska,
7. Program Ramowy UE w ramach konkursu REGPOT (FP7-REGPOT-2012-2013-1). W ramach
MOBI4Health aktywnie uczestniczytam w organizacji i realizacji wydarzen naukowych, takich
jak konferencje i warsztaty, ktére sprzyjaty integracji Wydziatu z Europejska Przestrzenig
Badawczg. Ukonczytam liczne kursy specjalistyczne z zakresu technik spektrometrii mas, co
umozliwito mi realizacje wyspecjalizowanych projektéw badawczych. Zdobytym
doswiadczeniem dzielitam sie, prowadzgc warsztaty zaréwno dla pracownikéw uczelni, jak i
0s6b spoza Uniwersytetu Gdanskiego. Ponadto, aktywnie rozpowszechniatam informacje o
nowoczesnej infrastrukturze badawczej Wydziatu Biotechnologii podczas licznych konferencji
krajowych i miedzynarodowych.

2014-2018 INFECT-ERA (wykonawca projektu) — Zzrodto finansowania: Komisja Europejska, 7.
Program Ramowy UE w ramach konkursu Infect-ERA (Infect-Era/01/2014). Moja rola
obejmowata planowanie, optymalizacje i realizacje eksperymentéw, nadzér nad zbieraniem
materiatu do badan w Polsce, stworzenie i prowadzenie bazy danych oraz przeprowadzanie
analiz statystycznych. Bylam odpowiedzialna za przygotowanie i sktadanie wnioskéw do
francuskiej komisji bioetycznej oraz koordynacje transferu prébek z Francji do Polski.
Regularnie reprezentowatam polski zespot na spotkaniach projektowych — zaréwno podczas
wideokonferencji, jak i stacjonarnych spotkan w Strasbourgu — gdzie prezentowatam wyniki

uzyskane przez naszg grupe badawcza na forum miedzynarodowym. Udziat w tych spotkaniach

41 |Strona



dr Magda Rybicka-Misiejko Zatgcznik 3

umozliwit mi aktywng wymiane doswiadczen i pomystéw z partnerami zagranicznymi, co
zZnaczgco wzbogacito naszg wspodtprace naukowg i przyczynito sie do osiggniecia celéw
projektu. Wyniki uzyskane w ramach realizacji projektu INFECT-ERA staty sie podstawg do
przygotowania kilku publikacji oryginalnych oraz jednej pracy pogladowej, a takze stanowig
fundament do dalszej wspdtpracy naukowej w ramach kolejnych miedzynarodowych

projektdow, m.in. HIPShot, koordynowanego przez prof. Baumerta.

3.1.Nagrody i wyrdéznienia

Nagrody i stypendia:

Stypendium z dotacji podmiotowe]j na dofinansowanie zadan projakosciowych dla najlepszych
doktorantéw w roku akademickim 2011/2012, 2013/2014 i 2014/2015 — Uniwersytet Gdanski
Stypendium naukowe na rok akademicki 2011/2012, 2013/2014 i 2014/2015 — Uniwersytet
Gdanski

Stypendium dla doktorantéw w ramach Projektu ,Ksztatcimy najlepszych — kompleksowy
program rozwoju doktorantdw, mitodych doktorow i akademickiej kadry dydaktycznej
Uniwersytetu Gdanskiego, 2010/2011

Stypendium Marszatka Wojewddztwa Pomorskiego ,, Innodoktorant V7, 2012/2013
Stypendium naukowe ETIUDA 2 przyznane przez Narodowego Centrum Nauki
(2014/12/T/NZ7/00335), 2014/2015

Zagraniczne stypendium EASL Award for Young Investigators — bursary przyznane przez
European Association for the Study of the Liver na udziat w EASL Basic School of Hepatology:
Molecular Biology and Pathogenesis of Hepatitis Viruses, Szwajcaria, 5—7.02.2015

Zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Gdanskiego | stopnia, 2021, 2023, 2024

Zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Gdanskiego Il stopnia, 2022, 2025

Nagrody konferencyjne:

Wyréznienie za plakat naukowy, Falk Symposium 195: Challenges and Management of Liver
Cirrhosis, Freiburg, Niemcy, 10-11.10.2014.
Wyrdznienie za plakat naukowy, Falk Symposium New Treatment Targets in Gut and Liver

Disease, Lucerna, Szwajcaria, 21-22 pazdziernika 2016
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10.

6.4 Recenzowanie manuskryptéw naukowych:
Recenzowatam do tej pory 30 manuskryptéw naukowych ztozonych do druku w czasopismach
miedzynarodowych takich jak Scientific Reports, International Journal of Biological Sicences,
Clinical and Experimental_Gastroenterology, Journal of Hepatocellular Carcinoma, OncoTargets

and Therapy, Discover Oncology, BMC Infectious Diseases oraz innych.

7. Analiza bibliometryczna publikacji przedstawionych we wniosku

Prace stanowigce podstawe osiggniecia habilitacyjnego IF: 34,433
Prace stanowigce pozostaty dorobek naukowy IF: 32,618
Catkowity dorobek IF: 67,051
Punktacja ministerialna: 1552
Indeks Hirscha: 8
(podpis wnioskodawcy)
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