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Wartedé nankowa rozprawy

Oryginalnosé badan

Przedstawiona do recenz)ji rozprawa doktorska na stopied naukowy doktora nauk medyczmych 1 nauk
o zdrowiu w dyscyplinic nauki medyczne przygotowana przez Panig magister Sylwig Osuch dotyczy
Hawiska , wyczerpania” limfocytdbw T w preebiegu preewleklego rapalenmia wytroby typu C
wywolanego zakafeniem wirusem zapalenia watroby typu C (HCV, hepatitis C virus). Wirusowe
zapalenic watroby jest powainym problemem zdrowia publicznego na catym $wiecie. Obecnie szacuje
sig, 2 okolo 58 miliondw ludzi cierpi na przewlekle zapalenie watroby typu C, a okolo 400 tysigcy
osob wmicra kaddego roku z powodu jego powiklafn, w wyniku marskodci watroby i raka
witrobowokomdrkowego (HOCC, hepatocellular carcinoma).

Pomimo stosowanych obecnie terapii bezpodrednio dzialajgcymi lekami precciwwirusowymi (DAAs,
direct acting antivirals), kiére pozwolity na uzyskanie trwalej odpowiedsi przeciwwirusowej u
pacjentéw przy mniejszej liczbie efektow ubocznych i wskafnikach wyleczenia #blizajgcych sie do
100%, u pacjentdéw 2 zaawansowang marskoscia walroby dochodsi do  rozwoju  raka
watrobowokomorkowego. Diatego nadal istnicje potrzeba opracowania nowych rozwigzan
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terapeutycenych o wysokiej efektywnosci | wysokim profilu bezpieczefstwa dla pacjentiw
zakadonych HCV. Za niewydolng odpowied: immunologicang limfocytéw T w zakakeniu odpowiada
miedzy innymi zjawisko . wyczerpania®, w wyniku kidrego dochodzi do utraty ich funkcji
efektorowych, co skutkuje niewydolnodcig odpowiedzi immunologiczne) w fazie przewlekle).
Zjawisko wyczerpania™ limfocytow w przebiegu przewlektych infekeji wirasowych nie jest do konca
zrozumiale i jest obecnic intensywnie badane, co klasyfikuje oryginalnodéd podjetych przez
Doktorantkg badaf bardzo wysoko.

Wartodé naukowa artykuléw

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Sylwii Osuch zostala przygotowana w
Zakiadzie Immunopatologii Chordb Zakainych i Pasoiytniczych Warszawskicgo Uniwersytetu
Medycmego pod kierunkiem dr hab. n. med. i n. o zdr. Kamili Caraballo Cortés. Badania realizowane
byty w ramach projektu . Analiza zaleinodci mipdzy “wyczerpaniem” komorek T, zmiennoscig genow
kodujgcych epitopy wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) rozpoznawane przez komorki T, a
wplywem leczenia preeciwwirusowego u pacjentow : zakaieniem HCV oraz wspolzakazeniem HIV-
I/HCVY", finansowanego przez  Narodowe Centrum Nauki (Somata 10, &r projektu
2015/ 19DINZ6/01303).

Rozprawa zostala zaprezemtowana w formie spijnego tematycmic zbiors trzech publikacji
naukowych, w tym dwich prac oryginalnych i jedne) pracy przeglydowej:

1. Osuch Sylwia, Laskus Tomasz Jacek, Perlejewski Karol, Berak Hanna, Bukowska-Osko Iwona
Anna, Pollak Agnieszka, Zielenkiewicz Mapdalena, Radkowski Marek Mirostaw, Caraballo
Cortés Kamila. CD8+ T-cell exhaustion phenotype in chronic hepatitis C virus infection is
associated with epitope sequence variation. Frontiers in Immunology. 2022; 13:1-15.

2. Osuch Sylwia, Laskus Tomasz Jacck, Beruk Hanna, Perlejewski Karol, Metzner Karin J.,
Paciorek Marcin, Radkowski Marek Miroslaw, Caraballo Cortés Kamila. 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.
Scientific Reports. 2020; 10(1): 1- 17.

3. Osuch Sylwia, Mctzner Karin, Caraballo Conés Kamila Reversal of T Cell Exhaustion in
Chronic HCV Infection. Viruses. 2020; 12(8): 1-20.
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Powyisze tytuly czasopism: Frontiers in Immunology, Scientific Reports i Viruses naledq nie tyvlko do
wysoko punkiowanych ale rowniez opiniotworczych czasopism naukowych. Sumaryerny piecioletni
wskaimik przebicia zaprezentowanych publikacji (IF) wynosi 18,215, We wszystkich
zaprezentowanych artykulach Doktorantka jest pierwszym aulorem i jak wskazujg zalgczone
ofwiadczenia wspOlautordw, uczestniczyla we wszystkich etapach powstuwania prac: od
zgromadzenia, opracowania i analizy danych klinicznych, po opracowanie metodologii, prowadzenie
prac badawczych 1 przygotowanie manuskryptu w przypadku prac oryginalnych oraz okreslenia
koncepcji pracy | przygotowania manuskryptu z opracowaniem graficznym, w przypedku pracy
przegladowei. Swiadczy to o wysokim poriomie samodzielnodci Doktorantki w pracy naukowej.

Warto doda, #e wyniki rozprawy doktorskiej byly prezentowane na dwoch konferencjach
migdrynarodowych a Doktorantka jest takze wspolautorem w 5 publikacjach maukowych
zaprezentowanych w renomowanych czasopismach naukowych (Vaccines, Scientific Reports, Journal
of Viral Hepatitis, Scientific Reports, PLoS One) o lacenym IF 19,676.

Wartod¢ merytoryczna rozprawy

W swoje) rozprawie doktorskiej Dokiorantka postawila sobie dwa zasadnicze cele.

Picrwszym celem bylo okreslenie zaleimodci pomigdzy zmiennodcia genetyczng cpitopdw wirusa
HCV rozpomawanych przez imfocyty T CDB', a ich wyczerpamiem”™ w przchicgu przewleklcgo
wirusowego zapalenia watroby typu C. W tgj czgdci pracy analizowano krew obwodowy 97 pacjentdw
w przewleklej farie zakakenia genotypemn |b wirnsa HCV. W pobranym materiale okredlono poziom
markeréw powierzchniowych PD-1 i Tim3 na limfocytach T CD8", charakterystycamych dla komérek
w zaawansowanym stadium ,wyczerpania®, Badania prowadzono przy wiyciu metody cytometrii
przeplywowe). W tym samym malerizle metody sekwencjonowania nasigpnej generacji (NGS)
analizowuno sekwencje najbardziej immunogennych epilopiw rozpoznawanych przez limfocyty T
CDE', mwarte w regionic kodujgcym biatko niestruktoralpe NS3/4a: NSI1073 oraz NS311406,
rozpoznawane w kontekicie allelu HLA-A*02, jak i NS31436, rozpoznawany w kontekdcie HLA-
A*D1.

Wyniki analiz wykazaly, zaleznosc pomigdzy odsetkiem limfocytéw T CD8" wykazujgcych ckspresjg
receptordw PD-UTim-3 a sekwencjy cpiiopéw HCV przez mie rozpoznawanych. Wykazano, Ze
wyizy odsetek  wyczerpanych” limfocytow T CDE' wystgpowal u pacjentdw z dominujgcym
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wariantem o sekwencji epitopu N531406, nie reprezentujacym prototypu 19 charakterystycznego dla
HCY Ib (KLSGLGLNAV), ani ted wananin reakiywnego krzyiowo (KLSSLGLNAV,
KLSGLGINAV lub KLSALGLNAV).

Drugim celem preedstawione) rozprawy bylo okreslenie wphywu skutecnego leczenia przewlekiego
wirusowego zapalenia wytroby typu C bezposrednio dzialajgcymi lekami przeciwwirusowymi na
stopieni ,wyczerpania” limfocytow T krwi obwodowej. Badania przeprowadzono na 76 pacjentach z
przewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C. Krew obwodowsy pacjentow pobierano preed
rozpocEgeciem terapii i 6 miesigey po jej zakonczeniu. Okreslono poziom markerow powierzchniowych
PD-1 i Tim3 na limfocytach T CDE" i CD4". W zwigzku 2 tym, 2e limfocyty CD8* HCV-swoiste s
subpopulacjy maloliczebng we krwi obwodowej zastosowano metode wzbogacenia w zawiesinie
wykorzystujgc polgczenie znakowania komarek z uZzyciem pentameru HLA-A*02 MHC sprzgionego
z fluorochromem oraz separac)i magnetyczne) z ufyciem mikrosfer magnetycanych. W esoczu
okredlono poziom IL-10 testem ELISA. W ramach badah Doktorantka wykazala, #e leczenic
preewlekiego winusowego zapalenia watroby typu C z zastosowaniem lekdw o bezpodrednim dzislaniu
przeciwwirusowym jest zwigzane ze zmnicjszeniem poziomu [L-10 w osoczn oraz redukejg poziomu
wwyczerpania” limfocytdw T CD4" | CDE’. Efekt taki nie wysigpowal w limfocytach T pacjentow z
Jakkolwiek wyniki pracy zostaly zweryfikowane i pozytywnie ocenione przez ekspertow powolanych
na recenzentow prezentowanych artykubow, jako Recenzentowi rozprawy nasuwa mi si¢ kilka pytan i
komentarzy.

W opisie realizacji pierwszego | drugiego celu badawczego zabraklo mi szerszego przedstawienia
grupy badanej i zasad klasyfikacji pacjentdw do badania. Tak istotne informacje powinny znale#é si¢
w opisie grupy badanej niezalednie od 1ego, #e zostaly zawarte w zalgczonych artykulach.

Jakimi parametrami doboru grupy badanej kierowala si¢ Doktorantka i jakie kryteria wylaczenia
wzigto pod uwage?

Jakimi lekami leczeni byli pacjenci? Czy wazyscy pacjenci byli leczeni prze taki sam okres, jakie sg
parametry decydujgce o zakoficzeniu terapii i czy czas trwania terapii mode mied wplyw na poziom
wwyczerpania” limfocytow T badanych w 6 miesigcy od zakoficzenia terapii,

Istotng kwestig jei obecnodé receptora Tim3 na komdrkach NK. Koméarki NKT obecne we krwi
obwodowej wykazujg ekspresje czgsteczek powierzchniowych CD4' i CD8'. Czy brak identyfikacji
komorek NKT i negatywnego bramkowania w badanych probach moze wg Doktorantki jakkolwiek
wplywaé na uzyskane wyniki?
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W opisie wynikiw Doktorantka zamiennie stosuje termin ekspresia i procent komdrek w odniesieniu
do komdrek pozytywnych pod wzgledem badanego markera, co bywa miejscami mylgee. Jakkolwiek
w pracach naukowych zmajdujg si¢ tego typu uproszczenia nalezaloby w przysziodei ubywad
precyzyjne 1 jednorodnej nomenklatury, nawet jedeli wymaga to wiclokrotoych powtirzen,

Poprawnedé redakcyjna rozprawy

Rozprawa doktorska zawiera klasycrny uklad pracy, na kiory skiadajg sig Spis tredei, Wykaz skrotow,
jednobrzmigee Streszczenia w jgzyku polskim i angielskim, liczycy 4 strony Wstep, Zabodenia i cel
pracy, Opis realizacji celu 1, Opis realizacji celu 2, Podsumowanie i wnioski, Kopie opublikowanych
prac, Opinia Komisji Bioetycznej, Ofwiadczenia wspotautoréw publikacji, Bibliografia, ktorg stanowi
6l pozycji oraz wskazanie Dorobku naukowego Doktorantki,

W streszczeniu wyodrgbniono dwie czedci rozprawy odpowiadajace dwom postawionym celom
badawczym z opisem realizacji tych celow. Krytyczna uwaga dotycry rozdziahu , Zalodenia | cel
pracy”. W mojej ocenie paragral ten powinien byé zatytulowany ,,Cel pracy™ ponicwaz Doktorantka
w tym micjscu wskazuje jednoznacznie dwa cele rozprawy, a sformulowanie , zalodenia”™ i , ccle™ nie
5§ toZsame. Opis realizac)i celu | oraz opis realizacji celu 2 nie sq ujgte w spisie treici ale wydaijg sig
stanowit oddzielne rozdzaly odpowiadajgce opisowl zastosowane] metodyki badawezej i
otrzymanym wynikom.

Z punkm widzenia Recenzenta zabraklo mi srerszej interpretacji wynikdw obu prac oryginalnych,
krytycznego odniesienia sig do calofci uzyskanych wynikiw a takze wskazania kolejnych niezbednych
kicrunkow badawczych w obszarze opisywanych badan, jakie widzi Doktorantka,

Pod wzgledem edycyjnym praca przygotowana jest schludnie a jakoéé umieszezonych rycin, tabel i
schematow nie budz zastrzeded. Drobne bledy edytorskie s nieliczne. Jgzyk zastosowany w
FoZprawie jest poprawny a tresci 5§ Zrozumiale pomimo zlokonoéci opisywanych zjawisk. Swiadczy
10 0 najomodci tematu i dukej swobodzie poslugiwania sig jezykiem naukowym preez Doktorantke.
£ racji obowigzku Recenzenta winna jestem jednak zauwadyé, it w nicktorych miejscach Doktorantka
uzywa skrotow myslowych, jak np. .. wyczerpanie " odpowiedzi immunologicznef czy . wyczerpanie”
odpowiedzi komdrek T (str. 8, 18). Zjawisko wyczerpania dotyczy komorek, w tym przypadku
limfocytow T. Zasygnalizowane bledy maja jednak marginalne znaczenic dla ogolnego odbioru
rozprawy.
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