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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Lek. Justyny Moppert

Z Katedry Chorob Zakaznych i Hepatologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

w postepowaniu o nadanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych

pt. Powiktania hepatologiczne zakatenia EBV u dzieci z uwzglednieniem czynnikdw predykcyjnych

Zakazenie wirusem Epsteina-Barr (EBV) jest powszechne, dotyczy ponad 95% populacji.
W przypadku dzieci jego przebieg jest zwykle bezobjawowy, rzadziej obserwowane sg nastgpstwa
kliniczne pod postacig mononukleozy zakaznej. Jedna z manifestacji zakazenia moze by¢ zapalenie
watroby. Lagodne podwyzszenie aktywnosci aminotransferaz w przypadku zakazenia EBV jest
powszechne, typowe i zwykle ma charakter samoograniczajacy si¢. W rzadkich przypadkach
dochodzi do cigzkich powikian hepatologicznych. Ze wzgledu na powszechne wystgpowanie
zakazenia EBV w populacji istotne jest okreslenie, ktérzy pacjenci mogg by¢ narazeni na
wystgpienie cigzkich manifestacji choroby. Udowodniono, ze moze to dotyczy¢ pacjentéw z
immunosupresjg. Czynniki predysponujgce do wystapienia zapalenia watroby i cholestazy u dzieci
immunokompetentnych nie sg ustalone.

W swojej rozprawie doktorskiej lek. Justyna Moppert podjeta si¢ nowatorskiego zadania,
ktérego celem byla identyfikacja potencjalnych markeréw biochemicznych i genetycznych
powiktan hepatologicznych zakazenia EBV, ktére moglyby miec¢ zastosowanie w diagnostyce i
monitorowaniu przebiegu mononukleozy zakaznej. W zwiazku z tym temat pracy lek. Justyny
Moppert oceniam jako aktualny i majgcy potencjalnie wazne implikacje kliniczne dla tej grupy

pacjentow.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie monografii.
Tekst rozprawy liczy 80 stron, na ktdre skladaja sie: spis tresci, wykaz stosowanych skrétow,
wprowadzenie, cel naukowy, opis grupy pacjentéw, metodyka badan, wyniki, dyskusja, wnioski,
streszezenia w jezyku polskim i angielskim, pismiennictwo, spis rycin i tabel. Tekst rozprawy zostat
opatrzony zafgcznikami, w skfad ktérych wchodza opinie komisji bioetycznej oraz kopia zgody
Rady Dyscypliny na zmiang tematu prac doktorskiej. Rozprawa zostata przygotowana w sposéb
staranny, co umozliwilo przejrzyste przedstawienie badanego zagadnienia oraz danych zebranych
przez Doktorantke.

Tytul pracy wiasciwie odzwierciedla tre$¢ rozprawy. We wprowadzeniu Doktorantka w
dokladny spos6b przedstawia najwazniejsze z punktu widzenia jej rozprawy doktorskiej
zagadnienia zwigzane z konsekwencjami zakazenia EBV, analizowanymi cytokinami, czastkami
adhezyjnymi, miRNA oraz transporterem blonowym BSEP. Ten fragment rozprawy $wiadczy o
dobrej znajomosci podjgtego tematu przez Doktorantke, ktéra trafnie identyfikuje luki w aktualnym
stanie wiedzy i problemy w postgpowaniu diagnostycznym u dzieci z hepatologicznymi
konsekwencjami zakazenia EBV, uzasadniajac podjecie tematu badawczego.

Cele naukowe pracy zostaly sformulowane jednoznacznie. Za gléwny cel badawczy
Doktorantka przyjeta analiz¢ powiklan hepatologicznych u dzieci zakazonych EBV oraz
identyfikacje potencjalnych czynnikéw predykeyjnych uszkodzenia watroby u tych pacjentéw.
Szczegdlng uwage Doktorantka poswigcita analizie wysokoscei wiremii EBV, stgzen wybranych
cytokin (TNF-q, I1-6, s-ICAM-1), ekspresji miRNA (miR-122-5p, miR-21-3p, miR-34a-5p, miR-
26b-5p, miR-199a-5p) oraz wyselekcjonowanych polimorfizméw genu ABCB11 (rs11568364,
1s2287622).

Zalozone cele naukowe zostaly zrealizowane w ramach weryfikacji nastgpujacych 4 hipotez
badawczych:
1. Wysokos¢ wiremii EBV DNA wplywa na ryzyko wystapienia powiklan hepatologicznych.
2. Ocena stezenia cytokin moze by¢ przydatna jako potencjalny marker prognostyczny
powiktan hepatologicznych w przebiegu zakazenia EBV.
3. Analiza ekspresji miRNA jako nieinwazyjnych markeréw molekularnych moze by¢
uzyteczna w monitorowaniu powiklan hepatologicznych zakazenia EBV.
4. Polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNP) maja wplyw na wystapienie powiktan

hepatologicznych w przebiegu zakazenia EBV.

Badanie zostalo przeprowadzone za zgoda Komisji Bioetycznej przy Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (Uchwata KB nr
673/2018). Badaniem objetych zostato 68 dzieci (36 dziewczat i 32 chlopeow) w wieku od 1. do
18. roku zycia, hospitalizowanych od 1.12.2018 do 21.12.2020 r. w Oddziale Pediatrii, Chor6b



Infekeyjnych i Hepatologii Wojewddzkiego Szpitala Obserwacyjno-Zakaznego z powodu
zakazenia EBV (potwierdzonego serologicznie i molekularnie). Pacjenci zostali podzieleni na
nastgpujace grupy: IA —33 pacjentéw z podwyzszong aktywnoscig ALT i GGTP; IB — 21 pacjentéw
z podwyzszong aktywnoscig ALT i prawidtowym stezeniem GGTP; II (kontrolna) — 14 pacjentéw
zakazonych EBV z prawidlowg aktywnoscig ALT i GGTP; III (poréwnawcza) — 13 dzieci
zdrowych, z wykluczonym zakazeniem EBV,

Metodyka przeprowadzonych badan i oznaczen zostala wyczerpujgco opisana, z
uwzglednieniem diagnostyki zakazenia EBV (cho¢ nie wskazano, ktore konkretnie przeciwciata
anty-EBV byly oznaczane i w jakim czasie od poczatku objaw6w), badan biochemicznych,
morfologicznych krwi, analizy stezefi I1-6, TNF-a, s-ICAM-1, izolacji i analizy ekspresji miRNA
oraz genotypowania. Cenne jest uwzglednienie norm wynikéw badan biochemicznych i
morfologicznych z podziatem na grupy wickowe.

Wyniki badan zostaly przejrzyscie przedstawione w Tabelach 8 — 13 i na Rycinach 7 — 28
oraz podsumowane w tekscie. Charakterystyke kliniczng badanej grupy pokazano z
uwzglednieniem podziatu na grupy IA, IB i II. Zgodnie z przyjetymi zalozeniami badania
przedstawiono wyniki analiz dotyczacych korelacji pomigdzy wiremiag EBV a wybranymi
parametrami laboratoryjnymi i czasem hospitalizacji, przeanalizowano poziomy cytokin i innych
parametrow laboratoryjnych w grupie dzieci zakazonych vs. niezakazonych EBV, wraz z
uwzglednieniem zaleznosci pomigdzy nimi. Dokonano analizy ekspresji wybranych miRNA w
grupie dzieci zakazonych i niezakazonych wraz z zaleznosciami ekspresji miRNA z aktywnoscia
ALT i GGTP, przedstawiono rozkfad genotypéw i alleli dla polimorfizmu 1331T>C genu ABCB11
oraz oceniono wplyw wieku na przebieg zakazenia EBV.

W grupie badanej powiklania hepatologiczne dotyczyly 54/68 (80%) pacjentdw, przy czym u 33/54
stwierdzono uszkodzenie bieguna zolciowego objawiajace sie zwigkszeniem aktywnosci GGTP.
Przeprowadzone przez Doktorantke badania wykazaly istotnie wyzsze stezenie I1-6, TNF-o,
s-ICAM-1 u dzieci z zapaleniem watroby i uszkodzeniem bieguna zdiciowego w poréwnaniu do
pacjentéw bez powikian hepatologicznych. Ponadto potwierdzono dodatnig korelacj¢ pomiedzy
aktywnosciag GGTP oraz aktywnosciag ALT i stgzeniem TNF-a w grupie pacjentéw z powiklaniami
watrobowymi. Wykazano zwigzek pomigdzy ekspresjg miR-122-5p, miR-21-3p, miR-34a-5p, miR-
26b-5p, miR-199a-5p) a powikianiami hepatologicznymi przebiegajacymi z cholestaza.
Stwierdzono ponadto przewage homozygotycznego genotypu 1331TT w grupie pacjentow z
zapaleniem watroby i uszkodzeniem cholangiocytow. Doktorantka ustalita, ze obecnos¢ allelu T
dla markera rs2287622 zwigksza 3-krotnie prawdopodobienistwo wystapienia zapalenia watroby i
blisko 4-krotnie ryzyko cholestazy w przebiegu zapalenia watroby. Nie ustalono zwigzku pomiedzy
wysokoscig wiremii EBV a ryzykiem powikian hepatologicznych, natomiast potwierdzono jej

zwigzek z wzrostem CRP, TNF-q, liczba leukocytéw, limfocytéw i monocytow.



Przeprowadzona przez Doktorantke dyskusja odnosi sie bezposrednio do uzyskanych
wynikéw badan, swiadczy o zdolnosci interpretacji i analizy pi$miennictwa oraz umiejgtnosci
poréwnania wynikéw wlasnych z danymi literaturowymi.

W podsumowaniu rozprawy Doktorantka przedstawita wnioski plynace z
przeprowadzonych badan. Zostaly one zestawione w sposéb przejrzysty i usystematyzowane w
punktach, odnoszacych si¢ do sformutowanych wezesniej celéw rozprawy doktorskie;j.

Za najistotniejsze osiagnigcia Doktorantki nalezy uzna¢ nastgpujgce wnioski plynace z

przeprowadzonych badan:

1. Brak zwigzku pomigdzy wysokoscia wiremii EBV a ryzykiem rozwoju powikian
hepatologicznych.

2. Wzrost stezenia 11-6, TNF-a, s-ICAM-1 w przebiegu zakazenia EBV wskazuje na ryzyko
wystgpienia zapalenia watroby z cholestazg.

3. Zwigkszona ekspresja wybranych miRNA u dzieci zakazonych EBV stanowi czynnik
ryzyka wystgpienia powiktan hepatologicznych.

4. Polimorfizm rs2287622 genu ABCBIl1 ma wplyw na wystapienie powiktan
hepatologicznych w przebiegu zakazenia EBV u dzieci, w szczegdlnosci obecno$é allelu T
dla markera rs2287622 zwigksza 3-krotnie prawdopodobienstwo wystgpienia zapalenia

watroby i blisko 4-krotnie ryzyko cholestazy w przebiegu zapalenia watroby.

Pismiennictwo, w liczbie 134 pozycji, jest aktualne, starannie dobrane i odnosi sic
bezposrednio do adresowanej w rozprawie problematyki. Streszezenia w jezyku polskim i

angielskim prawidlowo podsumowujg najwazniejsze wyniki badar i wnioski calej rozprawy.

Z obowiazku recenzenta pozwolg sobie wskaza¢ kilka uwag i komentarzy, ktére nasunetly

mi si¢ podczas lektury rozprawy:

1. Praca napisana jest starannie, poprawnym jezykiem. Pojedyncze bledy stylistyczne (np. na
str. 8, 11, 13,27, 32) nie wplywaja na odbidr i czytelnosé rozprawy. Sugerowatabym jednak,
aby w przysziosci, w szczegolnosci przy przygotowaniu publikacji, zwrécié wickszg uwage
na niewlasciwe uzycie myslnikéw w miejsce tacznikéw (np. Il - 6, TNF - o, s — [CAM - 1
zamiast [1-6, TNF-a, s-ICAM-1).

2. Nastr. 14 Doktorantka shusznie zauwaza, ze przeciwciata heterofilne w przebiegu zakazenia
EBV u najmiodszych dzieci sg wykrywane u niewielkiego odsetka pacjentéw, podczas gdy
na str. 151 53 jest mowa o duzym odsetku fatszywie dodatnich wynikéw badan



serologicznych w grupie najmiodszych pacjentéow — wymaga wyjasénienia, o ktore
przeciwciata chodzi.
W Metodologii pracy brakuje dookreslenia jasnych kryteriow wigczenia i wylgczenia
pacjentéw do/z badania. W szczegdlnosci, warto bytoby podaé, czy do badania wiaczano
wylacznie dzieci immunokompetentne; czy byly wiaczane dzieci z chorobami
przewlektymi, w szczegélnosci dotyczacymi watroby; czy wiaczano pacjentéw otytych, co
moze mie¢ zwiazek z chorobg stluszczeniowa watroby, wptywajac na wyniki badan? W
charakterystyce podstawowej warto byloby uwzgledni¢ wartosci BMI z-score dla badanych
grup. Ponadto, czy wykluczano u tych pacjentow inne przyczyny zapalenia watroby — w
szczegdlnosci CMV, ze wzgledu na czgsto obserwowana koinfekcje EBV/ICMV?
W opisie analizy statystycznej Doktorantka podata jako poziom istotnosci statystyczne]
warto$é p<0,05, co jest standardowo uznawang wartoscia odcigeia. Wobec tego nie mozna
uznaé za istotne statystycznie wartosci p=0,05, a tym samym nie sa uprawnione nastgpujace
stwierdzenia pojawiajace si¢ w Wynikach pracy:

a. w grupie IA stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy odsetek dziewczat niz w

grupie II (str. 34);
b. potwierdzono zwiazek pomigdzy wysokoscig wiremii EBV a czasem hospitalizacji
(str. 34);

¢. wykazano dodatnig korelacje pomigdzy aktywnoscig ALT i IL-6 (str. 40-41).

Uzasadnione byloby uznanie, ze powyzsze korelacje s3 na granicy istotnosci

statystycznej.
W Tabelach 9. i 11., zgodnie z przyjeta wczesniej nomenklatura podziatu pacjentow na
grupy, nalezaloby konsekwentnie w nagiéwku tabeli zamiast ,,Zakazeni EBV” napisac
»Grupa [ 111",
W punkcie 6. Wynikéw analizowano wplyw wieku na czas hospitalizacji. Wydaje sie, ze
zasadna bytaby tu analiza wieloczynnikowa lub odniesienie sig w Dyskusji do kwestii
czynnikéw wplywajacych na diugosé hospitalizacji pacjentéw z mononukleozg zakazng.
Moment wypisu dziecka do domu stanowi dos¢ subiektywng decyzjg lekarza, by¢ moze
latwiej podejmuje si¢ te decyzje w przypadku pacjentéw starszych, bardziej
zdyscyplinowanych np. w kwestii zalecenn dotyczacych spoczynkowego trybu zycia i
unikania urazéw brzucha.
W puncie 6. Wynikéw potwierdzono wyzsza leukocytozg u dzieci najmtodszych — ta
obserwacja moze wynika¢ m.in. z przedstawionych norm laboratoryjnych (najmiodsze
dzieci maja wyzsze prawidtowe wartosci liczby leukocytow, jak przedstawiono w Tabeli

7).



8. Czy analizujgc wartosci CRP wylaczono z badania pacjentéw, u ktérych potwierdzono
nadkazenie bakteryjne gardta? Jak wiadomo, istotny odsetek pacjentdw z mononukleoza
rozwija to powikianie, co mogloby wpltywaé na wartosci CRP i zafatszowa¢ wyniki analiz.

9. Wobec uzyskanych istotnoscei statystycznych wynikow, wnioski 2 i 3 moglyby by¢ bardziej

stanowcze (z wykluczeniem okreslen ,,wydaje si¢”, ,,moze wskazywac”).

Pragne podkreslié, ze przedstawione powyzej uwagi nie umniejszaja wysokiej wartosci
merytorycznej ocenianej rozprawy doktorskiej. Traktuj¢ je raczej jako sugestie dla
Doktorantki przy przygotowaniu publikacji oraz planowaniu dalszych badan niz jako

krytyke przedstawionej pracy.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi oryginalne dokonanie
Doktorantki i $§wiadezy o jej dojrzatoéci naukowej i klinicznej oraz o bardzo dobrym opanowaniu
warsztatu pracy naukowej, wymaganym od kandydata na stopiei doktora nauk medycznych.
Chciatabym podkresli¢, ze wyniki uzyskanych badan, poza oryginalnym aspektem naukowym,
majg istotne implikacje dla codziennej praktyki klinicznej. Co prawda, nie jest mozliwe
przeprowadzenie wszystkich wykonanych tu oznaczen u kazdego pacjenta, niemniej przedstawione
wyniki badan Doktorantki odpowiadaja na istotne pytania dotyczace przyczyn zroznicowanego

przebiegu klinicznego mononukleozy zakaznej i jej powiktan hepatologicznych u dzieci.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018, poz. 1668)”. Mam zaszczyt
i przyjemno$é zwrécié si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Mikolaja Kopernika w Toruniu Collegium Medicum w Bydgoszezy z prosba

o dopuszczenie lek. Justyny Moppert do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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