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Recenzja Rozprawy Doktorskiej Pani mgr Sylwii Osuch

pt. ,Analiza zaleznodci pomigdzy wyczerpaniem komdrek T, zmiennodécig genetyczng
epitopéw wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) rozpoznawanych przez komérki T,
a leczeniem przeciwwirusowym wzgledem HCV”

Zakatenie wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) dotyczy ok. 170 min oséb
na $wiecie i stanowi powany problem epidemiologiczny i kliniczny. Wirusowe zapalenie
watroby typu C mode prowadzié do powanych nastgpstw: niewydolnodci watroby oraz raka
watrobowo-komérkowego o wysokiej $miertelnodci. Skryty przebieg zakazenia, ograniczony
dostep do diagnostyki i nowoczesnego leczenia, brak szczepionki sa powodem cigglego
rozprzestrzeniania si¢ wirusa na swiecie. Koinfekcje, czyli jednoczesne zakaZzenie ludzkim
wirusem niedoboru odpomodei (HIV-1) i HCV pogarszaja przezywalnosé pacjentdéw oraz
skutecznosd leczenia przeciwwirnusowego.

W przewleklym WZW typu C wykazano wystgpowanie slabej odpowiedzi komdrek T
wzgledem wirusa, polegajacei na ich funkcjonalnym ,wyczerpaniu™, pogorszeniu wydzielania
czynnikdw zapalnych (IFN-y, TNF-a i [L-2), 2dolnosci niszczenia zakazonych komorek oraz
mozliwodci namnazania limfocytéw T. Zaburzenia te postgpujg w miarg trwania zakazenia
i charakteryzujg si¢ nadmiarem specyficznych receptordw PD-1 i Tim-3 na powierzchni
komdrek T. Obserwowano takze zwigkszone wydzielanie cytokin przeciwzapalnych, np. IL-
10. Zwigzek pomigdzy rdEnorodnodcig epitopbw HCV oraz jego wplyw na ukiad
odpornodciowy sg stabo poznane. Uwazam, 2e temat podjgty przez Doktorantke jest bardzo



wainy, przede wszystkim z klinicznego punktu widzenia. Nalety podkredlié nowatorski
charakter pracy.

Przedstawiona rozprawa na stopien doktora ma uklad typowy dla opracowan w postaci
cyklu publikacji. W sklad pracy przygotowanej przez Doktorantke wchodzg nastgpujace
rozdziaty: Wykaz skrotow, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Zalozenia i cele
pracy, Podsumowanie i Wnioski, Kopie opublikowanych prac, Opini¢ Komisji Bioetycznej,
Oéwiadczenie wspodlautordw publikacji, Bibliografia, Dorobek naukowy. Podzial na rozdziaty
jest przeprowadzony w sposdb przejrzysty, umozliwiajge zrozumienie podjecia badan
bedgcych przedmiotem prezentowane] rozprawy.

Wstep napisany jest bardzo profesjonalnie. Doktorantka wyczerpujgco przedstawila
aktualny stan wiedzy dotyczacy WZW typu C i weigz niewyjadnionych problemow
patogenetycznych zwracajgc uwage na tzw.  wyczerpanie” odpowiedzi komorek T, kitdre
opisane zostalo rowniez w innych przewleklych procesach zapalnych, np. w przebiegu
zakarenia wirusem WZW typu B i wirusem HIV. Wsigp stanowi jasne wprowadzeme
do tematyki badaf i uzasadnia cele pracy. Doktorantka korzysta z najbardziej aktualnej wiedzy
zwigzanej z terapia z zastosowaniem lekdw DAA (lekio bezposrednim dzialaniu
przeciwwirusowym  (direct ascting antivimls -DAA) o wysokiej skutecznosci
przeciwwirusowej i podejmuje probg odpowiedzi na pytanie czy eliminacja przewleklego
zakazenia HCV na drodze leczenia z udzialem DAA powoduje odnowienie odpowiedzi
komérek T i obnizenie ekspresji receptordw hamujgcych oraz stegenia IL-10, co moze mieé
implikacje terapeutyczne i profilaktyczne.

Doktorantka postawita dwa dobrze sprecyzowane cele:

1) okreslenie zaleZnodci pomigdzy zmiennodcia genetyczng epitopow HCV
rozpoznawanych przez komérki T CD8* , a .wyczerpaniem™ odpowiedzi immunologicznej
tych komdrek w przewleklym wirusowym zapaleniu wytroby typu C,

2) okredlenie wplywu skulecznego leczenia przewleklego wirusowego zapalenia
watroby typu C 2z udzislem DAA na stopiefi ,wyczerpania™ odpowiedzi komorek T krwi
obwodowej.

MNastgpnie Doktorantka opisata publikacje wchodzace w skiad rozprawy o lacznym IF
18215 i 380 pkr. MEiN. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem a jej
wkiad w powstanie prac okredlono na 76, 72 i 80%, co zostalo potwierdzone o$wiadczeniami
wspbiautoréw. Doktorantka podigla sig ambitnego tematy, kidrego realizacje przeprowadzita
z duty starannodciy.



W pierwszej pracy pt. ,,CD8" T-cell exhaustion phenotype in chronic hepatitis C virus
infection is associated with epitope sequence variation”, opoublikowanej w Frontiers
in Immunology przeprowadzono analize zmiennosci epitopdw HCV w  koniekscie
Wwyczerpania” komorek T CD8* u 97 pacjentéw w przewleklej fazie zakazenia genotypem 1b
wirusa. Wyniki przeprowadzonych badafn wykazaly zaleznodé pomigdzy sekwencjami
analizowanych epitopéw a fenotypem ,wyczerpania” komorek T CD8'. Zakazenie
dominujgcym wariantem o sekwencji epitopu NS31406, nie reprezentujgcym prototypu
charakterystycznego dla HCV 1b (KLSGLGLNAV), ani tez wariantu reaktywnego krzyzowo
(KLSSLGLNAV, KLSGLGINAV lub KLSALGLNAY) bylo zwigzane z wyiszym odsetkiem
limfocytéw T CD8'PD-1"Tim-3" swoistych dla HCV. Zmiennosé¢ sekwencji epitopu NS3 1406
byta zwigzana ze zwigkszonym odsetkiem obwodowych komérek T o fenotypie CD8'PD-
1*Tim-3* | nizszym odsetkiem komdrek T CD8'PD-1"Tim-3". Zakazenie dominujgcym
wariantermn epitopu NS31073 innym ni2 prototyp dla HCV 1b (CVNGVCWTV) bylo zwigzane
z nizszym odsetkiem obwodowych limfocytow T CD8'PD-1"Tim-3", Rodzaj obserwowanej
zalexnodci wydaje sig wige swoisty dla kontekstu danego epitopu.

Wyniki te wskazuja, 2e istnieje zaleznosé pomigdzy odsetkiem komdrek T z ekspresja
receptoréw PD-1/Tim-3 a sekwencjy epitopow HCV rozpoznawanych przez komorki T
oraz poziomem ich zmiennodci, co bylo widoczne nie tylko na poziomie catkowitych komorek
T CD8*, ale rowniez swoistych dla wirusa i sugerujg, ze analiza zjawiska ,wyczerpania”
kombrek T wymaga oceny kontekstu sekwenc)i epitopdw wirusa,

W drugiej pracy zatytulowanej ,Decrease of T-cells exhaustion markers programmed
cell death-1 and T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3 and plasma IL-
10 levels after successful treatment of chronic hepatitis C™ opublikowanej w Scientific Reports
metodg cytometrii przeplywowej u 76 pacjentéw z przewleklym wirusowym zapaleniem
watroby typu C, zakwalifikowanych do terapii z uzyciem lekdw DAA wyodrebniono komérki
T CD4" oraz CD8", a nastepnie przeprowadzono oceng ekspresji receptordw PD-1 oraz Tim-3
na ich powierzchni.

Preed leczeniem, odsetki obwodowych komdrek CD4'PD-1', CD4'PD-1"Tim-3",
CD8*PD-1"Tim-3" oraz poziom IL-10 w osoczu byly istotnie statystycznie wyzsze, a odsetki
komérek CD4*PD-1Tim-3" oraz CD8*PD-1Tim-3" nizsze w grupie pacjentw, niz w grupie
kontrolnej. Po leczeniu doszio do znamiennego zmniejszenia odsetkéw komdrek T CD4" Tim-
3*, CD8'Tim-3*, CD4'PD-1"Tim-3", CD8'PD-1"Tim-3" oraz poziomu IL-10 w osoczu
oraz réwnoczesnego wezrostu odsetkow komarek fenotypu CD4'PD-1"Tim-3" oraz CDE'PD-1"
Tim-3". Nie stwierdzono istotnych zmian w odsetku komdrek T CD4'PD-1°, podczas
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gdy odsetek komérek T CDEPD-1* znamiennie wzrdsl. Pacjentdw z zaawansowanym
zwidknieniem watroby charakteryzowal wyzszy poziom ekspresji PD-1 i nizszy poziom
ckspresji Tim-3 na komdrkach T CD4", aleczenie mialo niewiclki lub Zaden wplyw
na ekspresje markeréw ,,wyczerpania” u tych pacjemtdw. Czgstoéé wystgpowania obwodowych
komérek T CD8" swoistych dla HCV ulegla znamiennemu obnizeniu po leczeniu, ale poziom
ekspresji PD-1 i Tim-3 na tych komérkach pozostal bez zmian.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wnioskowala, 2e skuteczne leczenie
przewleklego wirusowego zapalenia watroby typu C jest zwigzane ze zmniejszeniem poziomu
IL-10 w osoczu oraz redukejy poziomu ekspresji markerdw ,,wyczerpania™ immunologicznego
komadrek T, ale efekt ten nie wystepuje u pacjentdw z zaawansowanym zwldknieniem watroby.
Sugeruje to, 2e dhugotrwale zakasenie wirusem HCV powoduje nieodwracalne zmiany
fenotypu tych komérek.

Trzecia publikacja pt. Reversal of T Cell Exhaustion in Chronic HCV Infection”,
opublikowana w Viruses majgca charakter pracy pogladowej, dotyczy syntezy aktualnego stanu
wiedzy na temat odwracalnodci zjawiska ., wyczerpania™ u pacjentdw z WZW typu C.

Doktorantka prawidlowo formuluje dwa wnioski, wynikajgee z wynikéw pracy
i odpowiadajace na postawione cele:

1, Zaobserwowano zaleinosé pomigdzy odsetkiem komdrek T z ekspresjg receptordw
PD-1/Tim-3 a sckwencjg epitopdw HCV rozpoznawanych przez komérki T oraz poziomem
ich zmiennodei, co bylo widoczne nie tylko na poziomie calkowitych komérek T CD8’,
ale rdwniez swoistych dla wirusa. Rodzaj obserwowanej zaleinosci wydaje si¢ swoisty
dla kontekstu danego epitopu. W szczegdlnodci, zakazenie dominujgcym wariantem
o sekwencji epitopu NS3 1406, nie reprezentujgcym prototypu charakterystycznego dla HCV1b
(KLSGLGLNAY), ani tez wariantu reaktywnego krzyzowo (KLSSLGLNAV, KLSGLGINAV
lub KLSALGLNAV) byla zwiszana z wy2szym odsetkiem limfocytow T CD8'PD-1"Tim-3"
swoistych dla HCV. Analiza zjawiska ,wyczerpania” komérek T powinna braé pod uwagg
kontekst sekwencji epitopdw wirusa.

2. Skuteczne leczenie przewleklege wirusowego =zapalenia watroby typu C
z zastosowaniem lekdw o bezpodrednim dzislaniu przeciwwirusowym jest zwigzane
ze zmnigjszeniem poziomu [L-10 w osoczu oraz redukcjg poziomu eckspresji markeréw
wyczerpania” immunologicznego komdrek T, ale efekt ten nie wystgpuje u pacjentow
z zaawansowanym zwlbknieniem watroby. Sugeruje to, 2e przewlekle WZW typu C powoduje
nieodwracalne zmiany fenotypu tych komédrek.



Brakuje rozdziahu ,,Materialy | metody”, ale opisane w opublikowanych pracach metody
s4 nowoczesne, dobrze dobrane | nie budzy watpliwosci. Bogactwo zastosowanych metod
wplywa na jakos¢ uzyskanych wynikdw,

Pismiennictwo sklada si¢ z 60 starannie przedstawionych, aktualnych pozycji,
w wigkszosci zagranicznych.

Dodatkowo na uwagg zastuguje pozostaly dorobek Pani mgr Sylwii Osuch, na ktory
skladajg si¢ publikacje w renomowanych czasopismach o lgcznym IF 19,676 pku
orz realizacja, jako wykonawca, Grantu Narodowego Centrum Nauki Sonata 10,

W pracy pojawily sig drobne bledy edytorskie i stylistycine, kibre w Zaden sposob
nie wplywaja na oceng merytoryczng.

Reasumujge, stwierdzam, e rozprawa doktorska mgr Sylwii Osuch pt ,Analiza
zaleznoéci pomiedzy wyczerpaniem komérek T, zmiennodcig genetyczng epitopdw wirusa
zapalenia watroby typu C (HCV) rozpoznawanych przez komérki T, a leczeniem
przeciwwirusowym wzgledem HCV" stanowi rzetelne badanie naukowe o duej wartodci
poznawcze] | ogromnym potencjale naukowym. Doklorantka udowodnila zdolnosé
do prowadzenia badan naukowych, stosowania wielu technik badawczych oraz rozwigzywania
trudnych probleméw naukowych. Wyniki prowadzonych przez nig badaf w dalszej
perspektywie moga preyczynié sig do opracowania szczepionki, drigki ktdrej modliwe bedzie
zmniejszenie obciaken wynikajgcych z zakazen.

Nie mam watpliwosci, 22 Pani mgr Sylwia Osuch osiagneia stopien dojrzatosci
naukowej upowazniajacy ja do ubiegania sig o stopien doktora.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okredlone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz. U, 2018 poz. 1668). W zwigzku z powylszym
wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
o dopuszczenie mgr Sylwii Osuch do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z¢ wzgledu na nowatorski charakter pracy, publikacje cyklu prac
w renomowanych czasopismach naukowych o wysokim IF, wnioskuje o wyrdznienie pracy.

Praf, e Mori ko Malinowsh



