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Warto$¢ naukowa rozprawy

Oryginalnos¢ badan

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska na stopieni naukowy doktora nauk medycznych i nauk
o0 zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne przygotowana przez Pania magister Sylwi¢ Osuch dotyczy
zjawiska ,,wyczerpania” limfocytow T w przebiegu przewleklego zapalenia watroby typu C
wywotanego zakazeniem wirusem zapalenia watroby typu C (HCV, hepatitis C virus). Wirusowe
zapalenie watroby jest powaznym problemem zdrowia publicznego na catym $wiecie. Obecnie szacuje
si¢, ze okoto 58 milionéw ludzi cierpi na przewlekle zapalenie watroby typu C, a okolo 400 tysiccy
0sOb umiera kazdego roku z powodu jego powikian, w wyniku marskoéci watroby i raka
watrobowokomoérkowego (HCC, hepatocellular carcinoma).

Pomimo stosowanych obecnie terapii bezposrednio dziatajacymi lekami przeciwwirusowymi (DAAs,
direct acting antivirals), ktére pozwolily na uzyskanie trwalej odpowiedzi przeciwwirusowej u
pacjentéw przy mniejszej liczbie efektow ubocznych i wskaznikach wyleczenia zblizajgcych sie do
100%, u pacjentow z zaawansowang marskoscia watroby dochodzi do rozwoju raka

watrobowokomoérkowego. Dlatego nadal istnieje potrzeba opracowania nowych rozwigzan



terapeutycznych o wysokiej efektywnosci i wysokim profilu bezpieczefnstwa dla pacjentdow
zakazonych HCV. Za niewydolna odpowiedz immunologiczng limfocytéw T w zakazeniu odpowiada
miedzy innymi zjawisko ,wyczerpania”, w wyniku ktérego dochodzi do utraty ich funkcji
efektorowych, co skutkuje niewydolnoscia odpowiedzi immunologicznej w fazie przewlekle;.
Zjawisko ,,wyczerpania” limfocytow w przebiegu przewleklych infekcji wirasowych nie jest do konca
zrozumiale i jest obecnie intensywnie badane, co klasyfikuje oryginalno§é podjetych przez

Doktorantke badan bardzo wysoko.

Wartos¢ naukowa artykuléw

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Sylwii Osuch zostala przygotowana w
Zakladzie Immunopatologii Choréb Zakaznych i Pasozytniczych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem dr hab. n. med. i n. o zdr. Kamili Caraballo Cortés. Badania realizowane
byty w ramach projektu ,,Analiza zaleznosci migdzy "wyczerpaniem" komdrek T, zmiennoscig genow
kodujqcych epitopy wirusa zapalenia waqtroby typu C (HCV) rozpoznawane przez komérki T, a
wplywem leczenia przeciwwirusowego u pacjentow z zakazeniem HCV oraz wspolzakazeniem HIV-
I/HCV”, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (Sonata 10, nr projektu
2015/19/D/NZ6/01303).

Rozprawa zostala zaprezentowana w formie spdjnego tematycznie zbioru trzech publikacji
naukowych, w tym dwéch prac oryginalnych i jednej pracy przegladowe;j:

1. Osuch Sylwia, Laskus Tomasz Jacek, Perlejewski Karol, Berak Hanna, Bukowska-Osko Iwona
Anna, Pollak Agnieszka, Zielenkiewicz Magdalena, 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 Jacek, Berak Hanna, Perlejewski Karol, Metzner Karin J.,
Paciorek Marcin, Radkowski Marek Mirostaw, 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, Metzner Karin, Caraballo Cortés Kamila. Reversal of T Cell Exhaustion in
Chronic HCYV Infection. Viruses. 2020; 12(8): 1-20.



Powyzsze tytuly czasopism: Frontiers in Immunology, Scientific Reports i Viruses nalezg nie tylko do
wysoko punktowanych ale rowniez opiniotwdrczych czasopism naukowych. Sumaryczny piecioletni
wskaznik przebicia zaprezentowanych publikacji (IF) wynosi 18,215. We wszystkich
zaprezentowanych artykutach Doktorantka jest pierwszym autorem i jak wskazujg zalgczone
oswiadczenia wspolautoréw, uczestniczyla we wszystkich etapach powstawania prac: od
zgromadzenia, opracowania i analizy danych klinicznych, po opracowanie metodologii, prowadzenie
prac badawczych i przygotowanie manuskryptu w przypadku prac oryginalnych oraz okreslenia
koncepcji pracy i przygotowania manuskryptu z opracowaniem graficznym, w przypadku pracy

przegladowej. Swiadczy to o wysokim poziomie samodzielnosci Doktorantki w pracy naukowe;j.

Warto doda¢, ze wyniki rozprawy doktorskiej byly prezentowane na dwoéch konferencjach
mi¢dzynarodowych a Doktorantka jest takze wspolautorem w 5 publikacjach naukowych
zaprezentowanych w renomowanych czasopismach naukowych (Vaccines, Scientific Reports, Journal

of Viral Hepatitis, Scientific Reports, PLoS One) o facznym IF 19,676.

Warto$¢ merytoryczna rozprawy

W swojej rozprawie doktorskiej Doktorantka postawita sobie dwa zasadnicze cele.

Pierwszym celem bylo okreslenie zalezno$ci pomigdzy zmiennos$cia genetyczng epitopow wirusa
HCV rozpoznawanych przez limfocyty T CD8, a ich ,,wyczerpaniem” w przebiegu przewlekiego
wirusowego zapalenia watroby typu C. W tej czgsci pracy analizowano krew obwodowa 97 pacjentéw
w przewleklej fazie zakazenia genotypem 1b wirusa HCV. W pobranym materiale okre$lono poziom
markeréw powierzchniowych PD-1 i Tim3 na limfocytach T CD8", charakterystycznych dla komérek
w zaawansowanym stadium ,,wyczerpania”. Badania prowadzono przy uzyciu metody cytometrii
przeptywowej. W tym samym materiale metodg sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)
analizowano sekwencje najbardziej immunogennych epitopéw rozpoznawanych przez limfocyty T
CD8', zawarte w regionie kodujagcym biatko niestrukturalne NS3/4a: NS31073 oraz NS31406,
rozpoznawane w kontekscie allelu HLA-A*02, jak i NS31436, rozpoznawany w kontekscie HLA-
A*01.

Wyniki analiz wykazaty, zalezno$¢ pomigdzy odsetkiem limfocytéw T CD8" wykazujgcych ekspresje
receptoréw PD-1/Tim-3 a sekwencja epitopow HCV przez nie rozpoznawanych. Wykazano, ze

wyzszy odsetek ,,wyczerpanych” limfocytow T CD8" wystepowal u pacjentéw z dominujgcym



wariantem o sekwencji epitopu NS31406, nie reprezentujacym prototypu 19 charakterystycznego dla
HCV 1b (KLSGLGLNAYV), ani tez wariantu reaktywnego krzyzowo (KLSSLGLNAYV,
KLSGLGINAYV lub KLSALGLNAYV).

Drugim celem przedstawionej rozprawy bylo okreslenie wplywu skutecznego leczenia przewleklego
wirusowego zapalenia watroby typu C bezposrednio dzialajacymi lekami przeciwwirusowymi na
stopien ,,wyczerpania” limfocytdéw T krwi obwodowej. Badania przeprowadzono na 76 pacjentach z
przewleklym wirusowym zapaleniem watroby typu C. Krew obwodowg pacjentéw pobierano przed
rozpocze¢ciem terapii i 6 miesigcy po jej zakonczeniu. Okreslono poziom markeréw powierzchniowych
PD-1 i Tim3 na limfocytach T CD8" i CD4*. W zwiazku z tym, ze limfocyty CD8" HCV-swoiste s3
subpopulacja maloliczebng we krwi obwodowe] zastosowano metode wzbogacenia w zawiesinie
wykorzystujgc polgczenie znakowania komorek z uzyciem pentameru HLA-A*02 MHC sprz¢zonego
z fluorochromem oraz separacji magnetycznej z uzyciem mikrosfer magnetycznych. W osoczu
okreslono poziom IL-10 testem ELISA. W ramach badan Doktorantka wykazata, ze leczenie
przewlektego wirusowego zapalenia watroby typu C z zastosowaniem lekéw o bezposrednim dziataniu
przeciwwirusowym jest zwigzane ze zmniejszeniem poziomu IL-10 w osoczu oraz redukcjg poziomu
»wyczerpania” limfocytow T CD4"i CD8". Efekt taki nie wystgpowat w limfocytach T pacjentéw z
zaawansowanym zwloknieniem watroby.

Jakkolwiek wyniki pracy zostaty zweryfikowane i pozytywnie ocenione przez ekspertow powotanych
na recenzentOw prezentowanych artykuléw, jako Recenzentowi rozprawy nasuwa mi si¢ kilka pytan i
komentarzy.

W opisie realizacji pierwszego i drugiego celu badawczego zabraklo mi szerszego przedstawienia
grupy badanej i zasad klasyfikacji pacjentow do badania. Tak istotne informacje powinny znalez¢é si¢
w opisie grupy badanej niezaleznie od tego, Ze zostaty zawarte w zatgczonych artykutach.

Jakimi parametrami doboru grupy badanej kierowala si¢ Doktorantka i jakie kryteria wylgczenia
wzi¢to pod uwage?

Jakimi lekami leczeni byli pacjenci? Czy wszyscy pacjenci byli leczeni prze taki sam okres, jakie s3
parametry decydujace o zakoriczeniu terapii i czy czas trwania terapii moze mie¢ wplyw na poziom
»wyczerpania” limfocytow T badanych w 6 miesiecy od zakonczenia terapii.

Istotng kwestig jez obecno$¢ receptora Tim3 na komérkach NK. Komérki NKT obecne we krwi
obwodowej wykazujg ekspresje¢ czasteczek powierzchniowych CD4' i CD8". Czy brak identyfikacji
komorek NKT i negatywnego bramkowania w badanych prébach moze wg Doktorantki jakkolwiek

wplywaé na uzyskane wyniki?



W opisie wynikow Doktorantka zamiennie stosuje termin ekspresja i procent komorek w odniesieniu
do komoérek pozytywnych pod wzglgdem badanego markera, co bywa miejscami mylace. Jakkolwiek
w pracach naukowych znajdujg si¢ tego typu uproszczenia nalezaloby w przyszioéci uzywac

precyzyjne;j i jednorodnej nomenklatury, nawet jezeli wymaga to wielokrotnych powtorzen.

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Rozprawa doktorska zawiera klasyczny uklad pracy, na ktory skiadajg si¢ Spis tresci, Wykaz skrotow,
jednobrzmigce Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, liczacy 4 strony Wstep, Zatozenia i cel
pracy, Opis realizacji celu 1, Opis realizacji celu 2, Podsumowanie i wnioski, Kopie opublikowanych
prac, Opinia Komisji Bioetycznej, O§wiadczenia wspétautoréw publikacji, Bibliografia, ktéra stanowi
60 pozycji oraz wskazanie Dorobku naukowego Doktorantki.

W streszczeniu wyodrebniono dwie czesci rozprawy odpowiadajace dwom postawionym celom
badawczym z opisem realizacji tych celow. Krytyczna uwaga dotyczy rozdziatu ,,Zafozenia i cel
pracy”. W mojej ocenie paragraf ten powinien by¢ zatytutowany ,,Cel pracy” poniewaz Doktorantka
w tym miejscu wskazuje jednoznacznie dwa cele rozprawy, a sformulowanie ,,zalozenia” i ,,cele” nie
sq tozsame. Opis realizacji celu 1 oraz opis realizacji celu 2 nie s3 ujete w spisie tresci ale wydaja sie
stanowi¢ oddzielne rozdzialy odpowiadajace opisowi zastosowanej metodyki badawczej i
otrzymanym wynikom.

Z punktu widzenia Recenzenta zabraklo mi szerszej interpretacji wynikéw obu prac oryginalnych,
krytycznego odniesienia si¢ do catosci uzyskanych wynikow a takze wskazania kolejnych niezbgdnych
kierunkéw badawczych w obszarze opisywanych badan, jakie widzi Doktorantka.

Pod wzgl¢dem edycyjnym praca przygotowana jest schludnie a jako$¢ umieszczonych rycin, tabel i
schematow nie budzi zastrzezen. Drobne bledy edytorskie sg nieliczne. Jezyk zastosowany w
rozprawie jest poprawny a tresci sg zrozumiate pomimo zlozonosci opisywanych zjawisk. Swiadczy
to 0 znajomodci tematu i duzej swobodzie postugiwania si¢ jezykiem naukowym przez Doktorantke.
Z racji obowiazku Recenzenta winna jestem jednak zauwazyé, iz w niektérych miejscach Doktorantka
uzywa skrotow myslowych, jak np. ,,wyczerpanie” odpowiedzi immunologicznej czy ,, wyczerpanie”
odpowiedzi komdrek T (str. 8, 18). Zjawisko wyczerpania dotyczy komérek, w tym przypadku
limfocytéw T. Zasygnalizowane bledy maja jednak marginalne znaczenie dla ogélnego odbioru

ToZprawy.



Uwagi krytyczne
Uwagi zostaly zamieszczone przy kazdym omawianym aspekcie rozprawy doktorskie;.

Ocena koncowa

Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorskg Pani magister Sylwii Osuch.

Tematyka pracy jest aktualna, zawiera elementy nowatorskie a zastosowany warsztat badawczy
stanowig najnowsze techniki badawcze i zaawansowane bioinformatyczne metody analizy wynikéw.
Otrzymane wyniki majg wysokg warto$¢ merytoryczng i zostaly opublikowane w renomowanych
czasopismach. Praca przeglagdowa stanowi z kolei kompleksowe opracowanie zagadnienia, ktora jest
dobrym zrédiem wiedzy w podejmowanej tematyce. Wskazane powyzej nieznaczne uchybienia w

pracy nie umniejszajg ogdélnej wartosci rozprawy.

Dlatego stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska Pani magister Sylwii Osuch spelnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1668) i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Sylwii Osuch do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage wysoka warto§¢ merytoryczng przedstawionej rozprawy, za
ktorg stoi doprecyzowany warsztat badawczy oraz ogromna ilo$¢ pracy badawczej wlozonej w

realizacj¢ celow przedlozonej rozprawy doktorskiej wnioskuje o jej wyréznienie.
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