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zapalenia watroby typu C (HCV) rozpoznawanych przez komérki T, a leczeniem przeciwwirusowym
wzgledem HCV
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Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) przez lata stanowito wyzwanie dla
Swiata medycznego z uwagi na sktonno$¢ do przechodzenia tego zakazenia w postaé
przewlekta i niedostateczng skutecznos¢ terapii przeciwwirusowych, czego efektem byt duzy
odsetek powiktan w postaci marskosci watroby i raka watrobowokomérkowego. Pomimo
dostgpnego obecnie skutecznego leczenia przeciwwirusowego w postaci bezpoérednio
dziatajacych doustnych lekéw anty-HCV (DAA) schytkowe formy zakazenia HCV nadal stanowig
najczgstsze wskazania do przeszczepienia watroby w krajach uprzemystowionych. Nie traci
zatem na znaczeniu badanie zjawisk prowadzacych do przewlekania sie zakazenia HCV i
utrzymywania sig pewnych niekorzystnych reakcji immunologicznych pomimo skutecznego

leczenia przeciwwirusowego.

Wiadomo, ze za efektywna kontrole i eliminacje zakazenia wirusowego odpowiadaja
swoiste efektorowe limfocyty T. W zakazeniu HCV tylko u czesci chorych dochodzi do
wiasciwej odpowiedzi immunologicznej ze strony limfocytéw T pomocniczych (CD4+) i
cytotoksycznych (CD8+), prowadzacej do redukcji wiremii i stopniowej eliminacji zakazonych
komorek gospodarza. W ponad 50% przypadkow obserwuje sie wyczerpywanie sie funkgji
efektorowych komérek T i przejscie zakazenia w proces przewlekly. Uwaza sie, ze za ten stan
rzeczy odpowiada bardzo duza zmiennos¢ genetyczna HCV, przejawiajaca sie nie tylko w
istnieniu wielu genotypéw i subtypdw HCV, ale w powstawaniu rozmaitych wariantéw
genetycznych HCV w organizmie jednego gospodarza (quasispecies). Ta zmienno$¢ genetyczna

ma najwigksza dynamike w pierwszych miesigcach infekcji, a odpowiedzialne za to zjawisko s3



bardzo duze tempo namnazania sie wirusa i sktonnos¢ wirusowej polimerazy RNA do btedéw

replikacji i powstawania wielu mutacji wirusowych.

Celem pracy badawczej pani mgr Sylwii Osuch byto ustalenie, czy jedng z przyczyn
»wyczerpania” cytotoksycznych komérek T CD8+ jest zmienno$¢ epitopéw HCV,
rozpoznawanych przez te limfocyty, oraz czy zjawisko ,wyczerpania” immunologicznego

ustepuje po skutecznej terapii przeciwwirusowej.

Pani mgr Sylwia Osuch przedtozyta do oceny cykl trzech publikacji o tacznym

wspotczynniku oddziatywania (IF) 18,215, w ktérych jest pierwszym autorem:

1. 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. Decrease of T-cells exhaustion markers programmed cell death-1 and T-cell
immunoglobin and mucin domain-containing protein 3 and plasma IL-10 levels
after successful treatment of chronic hepatitis C. Scientific Reports 2020; 10: 1 —
17.

3. Reversal of T cell exhaustion in chronic HCV infection. Viruses 2020; 12: 1 - 20.

Dwie pierwsze publikacje majq charakter prac oryginalnych, a trzecia jest praca
pogladowa. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wszystkie ukazaty sie w prestizowych

czasopismach naukowych o tematyce immunologicznej badz wirusologicznei.

Celem pierwszej pracy bylo okreslenie zaleznosci pomiedzy zmiennoscia epitopow
HCV a wyczerpaniem komorek CD8+, ktére maja za zadanie rozpoznawanie i niszczenie
komorek zakazonych rozmaitymi wariantami genetycznymi HCV. Markerami wyczerpania
immunologicznego, badanymi przez Doktorantke, byty poziom ekspresji receptora
programowanej smierci komérki PD-1, oraz innego receptora hamujacego — transbtonowej
immunoglobuliny i mucyny limfocytu T (Tim-3). W kontekscie wyczerpania
immunologicznego analizie poddano najbardziej immunogenne sekwencje genotypu 1b
wirusa, rozpoznawane przez CD8+, zlokalizowane w regionie kodujacym biatko
niestrukturalne NS3/4a. Doktorantka wykazata zalezno$¢ pomiedzy sekwencjami

analizowanych epitopéw HCV a ekspresjg receptoréw PD-1/Tim-3, co oznacza, ze fenotyp



wyczerpania limfocytéw CD8+ nalezy postrzegaé w zestawieniu ze zmiennoscia antygenows
HCV. Moze to tlumaczyc, dlaczego tylko 30-50% zakazonych genotypem 1b HCV ma szanse

na samoeliminacje zakazenia.

Celem badawczym drugiej publikaciji byto okreslenie wptywu skutecznego leczenia
HCV przy pomocy DAA na stopieri ,wyczerpania” odpowiedzi limfocytéw T krwi obwodowe;j.
Poza ekspresjg PD-1 oraz Tim-3 Doktorantka badata poziom prozapalnej IL-10 we krwi
chorych przed i po skutecznym leczeniu DAA. Przy zastosowaniu specjalnego protokotu
opracowanego przez prof. Roberta Thimme z uniwersytetu we Fryburgu Doktorantka
analizowata ,wyczerpanie” komorek CD4+ i CD8+ HCV-swoistych, a nie tylko catkowitych
komorek T. Doktorantka wykazata, ze po skutecznym leczeniu anty-HCV znamiennie wzrastat
odsetek limfocytéw CD4+ i CD8+ o fenotypie PD-1"i Tim-3 oraz spadat poziom IL-10, czyli
cofato sig ,wyczerpanie” efektorowych komorek T. Dotyczyto to jednak pacjentéw z
widknieniem watroby w zakresie FO-F2, a u pacjentéw z bardzo zaawansowanym

widknieniem leczenie miato nieistotny wptyw na markery wyczerpania immunologicznego.

O ile pierwsze doniesienie niesie ze soba wazny walor poznawczy, poszerzajacy nasza
wiedzg 0 immunopatologii zakazenia HCV, o tyle druga praca ma bardzo wazny aspekt
praktyczny. Wynika z niej, ze u chorych z zaawansowanym zakazeniem HCV, pomimo
skutecznego leczenia DAA i eliminacji HCV RNA z krwi obwodowej nie mozemy zaniechac
dalszego nadzoru z uwagi na mozliwosé rozwoju marskosci watroby, a zwtaszcza raka

watrobowokomodrkowego.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje duza grupa badana (97 oséb) oraz bardzo
rzetelny i nowoczesny warsztat badawczy. Doktoranta samodzielnie postuguje sie takimi
zaawansowanymi metodami biologii molekularnej jak NGS (sekwencjonowanie nastepnej
generacji) czy wyrafinowanymi analizami cytometrycznymi w postaci wielopoziomowej

cytometrii przeptywowej, wymagajacej wysokiego stopnia standaryzacji.

Jednoczesnie nalezy zauwazy¢, ze badania Doktorantki nad wyczerpaniem
immunologicznym byly ograniczone jedynie do populacji pacjentéw zakazonych genotypem
1b HCV. Nie wiadomo, czy wnioski z analizowanych badar mozna rozciagnaé na inne
genotypy, zwlaszcza, ze warianty 1b i 3a wykazuja pewne odmiennosci w przebiegu

klinicznym i zréznicowang reakcje na leczenie przeciwwirusowe. Wymaga to komentarza.



2041416

Poza tym badanie ma charakter statyczny, czyli analizowany jest jeden punkt czasowy po
zakoriczeniu leczenia przeciwwirusowego (6 miesiecy). Bytoby bardzo ciekawe, zwtaszcza w
odniesieniu do pacjentéw z zaawansowanym wioknieniem F3, zbadanie czy stopieri

»wyczerpania” komérek T jest zmienny w czasie, czy tez jest to proces nieodwracalny.

Poza przedstawionym cyklem prac, bedacych podstawa rozprawy doktorskiej, pani
mgr Sylwia Osuch legitymuje sie wspétautorstwem kilku innych prac badawczych,
publikowanych w czasopismach o duzym wskazniku oddziatywania. taczny IF publikacji mgr
Sylwii Osuch wynosi 37,891. Doktorantka realizowata dwa granty badawcze: projekt
~Mtodych” WUM nr 13/M/MBM/N/21 oraz grant NCN Sonata 10 nr 2015/19/D/NZ6/01303

’

byta laureatka dwoch stypendidéw — doktorskiego i projakosciowego.

Cykl prac, zatytutowany ,Analiza zaleznosci pomiedzy wyczerpaniem komérek T,
Zmiennoscig genetyczng epitopéw wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) rozpoznawanych
przez komoérki T, a leczeniem przeciwwirusowym wzgledem HCV”, spetnia wymogi stawiane
przed rozprawami doktorskimi, gdyz stanowi samodzielne i rzetelnie przeprowadzone
rozwigzanie jasno sformutowanych celéw badawczych z przedstawieniem waznych z
poznawczego i praktycznego punktu widzenia wnioskéw. Spetnia wiec warunki okreélone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018, poz.
1668).

W oparciu o powyisze stawiam wniosek do wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Sylwii Osuch do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysoki wskaznik oddziatywania
opublikowanych prac wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o wyréznienie

rozprawy mgr Sylwii Osuch summa cum laude.
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