Recenzja rozprawy doktorskiej na stopien doktora nauk medycznych

w dyscyplinie biologia medyczna

Pani mgr Agnieszki Kolakowskiej-Kuleszy

pt.” Badanie potencjalnych inhibitoréw replikacji wirusa zapalenia watroby typu C

(HCV) w unikalnym systemie in vitro”

Wirusowe zapalenie watroby typu C (wzw C), ktorego czynnikiem etiologicznym jest
ostonkowy wirus HCV, jest istotnym problemem epidemiologicznym na catym swiecie. Okoto
1,5 miliona oséb zapada na wzw C kazdego roku, a u wigkszosci z nich (55-85% zakazonych)
dochodzi do rozwoju postaci przewlektej choroby (pwzw C). U chorych tych pwzw C przebiega
czesto skagpoobjawowo lub nie daje zadnych objawéw przez dlugi czas trwania choroby.
Co wazne to posta¢ przewlekla wzw C moze prowadzi¢ po pewnym czasie do nieodwracalnych
zmian w watrobie t.j. wldknienia, marskosci lub nowotworéw pierwotnych watroby.

Wedtug szacunku WHO z 2019 roku okoto 60 milionéw ludzi na §wiecie chorowato na
przewlekle wirusowe zapalenie watroby typu C (pwzw C). Az 1/5 zakazonych umiera kazdego
roku. W Polsce rozpowszechnienie zakazenia wirusem HCV wynosi okoto 1% populacji co
odpowiada w przyblizeniu 165 tysigcy chorych osob dorostych. Najczgsciej wykrywanym
genotypem HCV w Polsce jak i na $wiecie jest genotyp 1 (G1) — ok. 82% wszystkich
przypadkow. Zakazenia innymi genotypami HCV w Polsce wynosza odpowiednio: genotypem
G3 - 11%, G4 - 3,5%, oraz G2 i G5/G6 - 0,2-0,1%.

Wirus HCV wywotlujacy zapalenie watroby typu C jest patogenem cztowieka,
pierwotnie hepatrotropowym, o duzej zmienno$ci genetycznej. Wysoki wskaznik mutacji
dotyczy gtownie regionu genomu kodujacego biatka otoczki wirusa, ktore sa rozpoznawane
przez neutralizujgce przeciwciata gospodarza. Stanowi to gléwny problem w opracowaniu
skutecznej szczepionki. Z drugiej strony istnieje dosy¢ waski panel lekow stosowanych
w terapii wzw C. Pierwotnie stosowano terapi¢ dwulekowa opartg na rybawirynie i interferonie
alfa, ktora dawala wiele dziatan niepozadanych. Dopiero” od 2011 r. do lecznictwa
wprowadzono nowa grupe lekow tzw. DAA (direct acting antivirals) o bezposredniej
aktywnosci wobec wirusa HCV np. Incivo tab. (substancja czynna telaprevir). Do grupy DAA
zaliczamy substancje czynne lekow o trzech roznych mechanizmach dziatania: I podgrupa to

inhibitory proteazy serynowej NS3/4A, II podgrupa to inhibitory RNA-zaleznej polimerazy



RNA HCV kodowanej przez region NS5B, III podgrupa to inhibitory biatka NS5A. Duze
nadzieje z opracowaniem nowej grupy lekow wigzane sg takze z poszukiwaniem zwiazkow
ktore bylyby inhibitorami helikazy NS3/NTPazy.

Biorgc pod uwage te wszystkie czynniki: (I) szerokie rozpowszechnienie zakazenia
wirusem HCV w Polsce jak i na $wiecie, (II) wysokg zmienno$¢é genetyczng wirusa, (IIT) brak
szczepionki; istnieje pilna potrzeba poszukiwania nowych lekéw skutecznych wobec wirusa
HCV.

Rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Kotakowskiej-Kuleszy wpisuje si¢ w ten
wazny i aktualny temat. Poswigcona jest wdrozeniu, opisanego w pismiennictwie, modelu
badan in vitro na liniach komoérkowych aktywnosci zwiazkdéw o potencjalnym dziataniu wobec
wirusa HCV. Wykorzystanie do tego celu linii komérkowych jest obecnie uwazane na
najbardziej optymalng metodyke pracy stwarzajgca szerokie mozliwosci badawcze, w tym
w zakresie poszukiwania nowych zwiazkow przeciwwirusowych i analizy ich mechanizméw
dziatania. Opracowanie takiego modelu pracy in vitro z wirusem HCV bylo trudne i wymagato
wielu lat badan r6znych zespotow badawczych na catym $wiecie.

Gloéwnym problemem jaki napotkano tuz po wykryciu wirusa HCV to brak tatwo
dostepnego modelu zwierzgcego lub modeli komdrkowych wrazliwych na zakazenie tym
wirusem. Wirus HCV bedacy patogenem cztowieka mozna byto poczatkowo poza organizmem
ludzkim, jedynie namnaza¢ w komoérkach szympansow. Jednakze praca na tym modelu
zwierzecym zostata zakazana zarowno w Europie (2004 r) jak i w Stanach Zjednoczonych
(2015 r). Inny model zwierzgcy jaki probowano uzywac to transgeniczne myszy, ktorych
watroby skladaly si¢ z ludzkich i mysich hepatocytow. Mimo, ze model ten pozwolit na
prowadzenie badan nad patogeneza zakazen HCV, to w zwigzku z brakiem wlasciwie
dzialajacego uktadu immunologicznego niemozliwe jest wykorzystanie go do badania
zwigzkow o potencjalnym dzialaniu przeciwwirusowym. Ostatecznym rozwigzaniem tego
problemu w 2005 r. okazal si¢ model in vitro prowadzony na linii komoérek ludzkiego raka
watrobowokomodrkowego (Huh 7), ktére poddano transfekcji pelnogenomowym konstruktem
pJFH-1 zawierajagcym przepisang na cDNA pelnogenomowa informacje RNA wirusa HCV
genotypu 2a. Dalsze badania zaowocowaty wprowadzeniem komorkowych linii potomnych
tj. Huh 7.5 1 Huh 7.5.1, w ktérych uzyskiwano wyzszy odsetek zakazonych komorek 1 wyzszy
poziom replikacji RNA wirusa w poréwnaniu z linig macierzysta Huh 7. W latach 2012-2018
otrzymano i potwierdzono zdolno$s¢ do zakazenia oraz namnazania drugiego

pelnogenomowego konstruktu pJFH-2 w liniach Huh 7 i Huh 7.5. Konstrukt ten powstat takze



w oparciu o drugi wyizolowany klon HCV o genotypie 2a. Natomiast wciaz trwajg prace nad
opracowaniem stabilnego modelu w oparciu o genotyp G1 wirusa HCV.

. Pani mgr Agnieszki Kotakowska-Kulesza w rozprawie doktorskiej przygotowata
pelnogenomowy konstrukt pJFH-1 zawierajagcy przepisang na cDNA pelnogenomowa
informacje RNA wirusa HCV genotypu 2a. Wykazata replikacj¢ konstruktu w linii
komérkowej Huh 7.5, a nastepnie stabilno$¢ uzyskanego modelu badawczego. Otrzymanie
przez doktorantke stabilnego modelu in vitro replikacji wirusa HCV stato si¢ punktem wyjscia

do badania aktywnosci nowych zwigzkéw o potencjalnym dziataniu przeciwwirusowym.

QOcena struktury pracy i jej wartosci merytoryczne;.

Roéprawa doktorska jest zwarta, liczy 137 stron druku, a jej ukfad jest typowy. Napisana
jest w przystepny sposob a jej logiczny uklad ulatwia czytelnikowi sledzenie realizacji celow
postawionych w pracy oraz analiz¢ uzyskanych wynikow.

W 18-stronnicowym Wstepie do rozprawy Doktorantka rzeczowo przedstawia aktualng
wiedze dotyczacg trzech zagadnien zwigzanych z: (I) ogdlng charakterystyka wirusa HCV, (II)
modelami zwierzecymi i komérkowymi ktore stosowano do replikacji i badania wirusa HCV,
(III) enzymami kluczowymi dla replikacji wirusa i zwigzkami bgdacymi ich inhibitorami.
Wstep stanowi dobre teoretyczne wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej, a
w szczegdlnosci cenne jest przedstawienie probleméw zwiazanych z otrzymaniem modelu
badaf in vitro wirusa, w tym badan aktywnosci potencjalnych zwigzkéw hamujacych jego
replikacje. Wstep w petni uzasadnia wybor tematyki badawczej pracy.

Czes¢é eksperymentalna rozprawy doktorskiej, w ogdlnej ocenie kolejnosci etapow jej
wykonania i celowo$ci stosowanych réznorodnych technik badawczych, zostata wykonana
prawidlowo. Eksperymenty zostaly zaplanowane logicznie z jasno postawionym celem.

Fundamentem rozprawy doktorskiej byto otrzymanie stabilnego modelu in vitro
replikacji wirusa HCV, co uwazam za najwicksze osiagnigcie Doktorantki. Pani mgr A.
Kolakowska-Kulesza przygotowata petnogenomowy konstrukt pJFH-1 zawierajacy przepisang
na cDNA pelogenomowg informacje RNA wirusa HCV genotypu 2a. Nastgpnie hodowle
komérkowe linii Huh 7.5 transfekowata poprzez lipofekcje przygotowanym uprzednio
konstruktem pJFH-1 z genomem wirusa HCV. Skuteczno$¢ przeprowadzonej transfekcji
potwierdzila metodg ,,home-made” nested PCR, ktora stosuje si¢ w Zakladzie Wirusologii
NIZP PZH-PIB w rutynowej diagnostyce zakazen wirusem HCV. Doktorantka przeanalizowata
technikg real time RT-qPCR zmiany w ilosci wirusowego RNA w komorkach linii Huh 7.5

transfekowanych petnogenomowym konstruktem pJFH-1 z wirusem HCV, w czasie trwania
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hodowli oraz zbadata dynamike zmian ilosci wirusowego RNA w trakcie nastgpujacych po
sobie pasazy zakazonej linii komorkowej. Doprowadzito to w konsekwencji do uzyskania przez
doktorantke stabilnego modelu in vitro replikacji wirusa HCV o genotypie 2a w linii
komorkowej Huh 7.5. Pani mgr A. Kotakowska-Kulesza wykazata utrzymywanie si¢ statego
wysokiego miana wirusa w supernatantach zbieranych z nad hodowli w czasie 3 miesigcy
trwania kolejnych pasazy zakazonych linii komoérkowych. Ponadto wykazata mozliwos¢
przechowywania w glebokim zamrozeniu wirusa HCV namnozonego w linii Huh 7.5
i ponownego wykorzystania do badan tak przygotowanego modelu badawczego. Wyniki tej
czesci pracy badawczej zostaly przedstawione w rozdziatach 4.1.1 do 4.1.4. i udokumentowane
w postaci 5 rycin (rycina nr IX do XIII).

Otfzymanie przez Panig mgr A. Kotakowska-Kulesza stabilnego modelu in vitro
replikacji wirusa HCV o genotypie 2a w linii komérkowej Huh 7.5 stato si¢ punktem wyjscia
do badania aktywno$ci nowych zwigzkéw o potencjalnym dzialaniu przeciwwirusowym.
Przygotowanie takiego modelu badawczego wymagato od doktorantki szeregu umiejgtnosci w
tym z zakresu wirusologii, biologii molekularnej jak i pracy z liniami komoérkowymi.
Kolejnym etapem badan w przedtozonej rozprawie doktorskiej byla analiza aktywnosci
nowych zwigzkow wobec wirusa HCV. Doktorantka przebadata 32 amidowe pochodne
antybiotykoéw antracyklinowych (otrzymane z Instytutu Biotechnologii i Antybiotykéw w
Warszawie), 6 pochodnych tropolonéw i 4 pochodne tetrazoli (otrzymane z Politechniki
Warszawskiej) oraz dwa oligonukleotydy (otrzymane z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu). Jako zwigzki kontrolne uzyla telaprevir (ktory hamuje proteaze NS3/4A co
powoduje zablokowanie replikacji HCV), rybawiryng i interferon alfa (moduluja czynnos¢
uktadu immunologicznego).

Przed wykonaniem zasadniczego badania aktywnosci nowych zwigzkéw Doktorantka
wykonata doswiadczenia wstepne tj. (I) badala cytotoksycznosci zwigzkow nowych jak
i kontrolnych wobec linii komérkowej Huh 7.5, (II) wyznaczata doswiadczalnie zakres stezen
testowanych zwigzkéw oraz optymalny czas ich oddziatywania na lini¢ komorkowa zakazona
wirusem, (IIT) analizowata zdolno$¢ antybiotyku antracyklinowego do wnikania i gromadzenia
si¢ we wm;trzh komorek linii Huh 7.5 oraz linii ludzkiego niedrobnokomoérkowego raka ptuc
A549. Niewatpliwie walidacja metody badania jak i doswiadczenia wstepne wykonane przed
zasadniczym badaniem sg konieczne aby w poprawnych warunkach przeprowadzi¢ oznaczenia
aktywnosci nowych zwigzkow. Natomiast wedtug mojej opinii ta czg$é rozprawy doktorskiej
jest najstabszym elementem catej dysertacji. Nasuwajace si¢ watpliwosci i pytania zawarte s

w dalszej czesci recenzji.



Kolejny etap rozprawy dotyczy badania i analizy aktywnos$ci nowych zwigzkéw o
potencjalnej aktywnosci wobec wirusa HCV. Doktorantka przedstawita wyniki w 3 rozdziatach
tj. 4.2.2.- dotyczy antybiotykow antracyklinowych, 4.2.3.- dotyczy tropolondw i tetrazoli oraz
4.3. — dotyczy badan dodatkowych czyli aktywno$ci hamowania wirusowej helikazy przez
pochodne antybiotykow antracyklinowych, tropolonéw i tetrazoli. Brak jest wynikéw dla
badanych oligonukleotydéw. Ponadto w badaniu inhibicji biatka NS3 HCV przez nowe
zwiazki, w metodzie immunofluorescencyjnej jak i Western Blot, nie uzyto substancji
odnos$nikowej o udowodnionym dziataniu hamujacym t¢ helikaz¢ wirusa HCV. Tym samym
trudno wysuna¢ jednoznaczne wnioski. Natomiast ogromng zaleta pracy doktorskiej jest
wykonanie analiz statystycznych wynikow aktywnosci przeciwwirusowej przebadanych
nowych Z;Viqzkéw. Doktorantka okreslita dawki efektorowe zwigzkéw hamujace replikacje
wirusa w 50% (ED50), warto$ci korelacji (R) pomigdzy ilo$cig wirusowego RNA, a dawkami
zwiazkéw w badanym zakresie stezen, oraz indeksy terapeutyczne badanych zwigzkéw (IdT).
Brata takze pod uwage wyniki cytotoksyczno$ci zwigzkéw wobec linii komorkowej Huh 7.5.
Wyniki aktywnos$ci przeciwwirusowej nowych zwigzkéw przedstawita na dwoch rycinach
(ryciny XIX i XX) oraz w dwoch rozbudowanych tabelach (tabele 7 i 8). Wszystkie tabele i
ryciny zawarte w pracy sa czytelne oraz pomocne w interpretacji uzyskanych przez
Doktorantke wynikow.

Doktadna analiza uzyskanych wynikéw oraz ich skondensowana dyskusja, polagczona
ze wskazaniem uzyskanych przez innych badaczy zblizonych rezultatow, zostata
przeprowadzona w sposob poprawny, z analizg dostgpnego pismiennictwa przedmiotu.
Zacytowane pi$miennictwo jest obszerne i aktualne, obejmuje 208 pozycji. Powaznym
natomiast problemem, utrudniajagcym korzystanie z podanego pismiennictwa, sa nielogicznie
ustawione publikacje w Rozdziale 8, przyporzadkowana im numeracja nie jest zastosowana w
pracy.

W rozdziale ,,6. Najwazniejsze Wyniki i Wnioski” postawione przez Doktorantke
wnioski uwazam za merytorycznie poprawne. Przeprowadzone analizy pozwolily na
wytypowanie przez doktorantke najbardziej obiecujacych zwigzkoéw aktywnych wobec wirusa
HCV: (D) z grupy pochodnych antybiotykéw antracyklinowych byla to pochodna
doksorubicyny DOX-Fpaz, pochodna epidoksorubicyny EDOX-Ahex i pochodna
epidaunorubicyny EDAU-Fpir; (II) z grupy pochodnych tropolonéw byt zwigzek TR13;
a z grupy pochodnych tetrazoli byt zwigzek TB1. Na podstawie parametréow R 1 IdT za
najbardziej skutecznie dziatajaca grupg badanych zwiazkéw wobec wirusa HCV Doktorantka

uznata pochodne antybiotykdw antracyklinowych.
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Cenny jest zalgczony na koncu pracy rozdziat ,,7. Informacje dodatkowe”, w ktorym
Doktorantka wymienia dwa projekty, jeden NCN a drugi to dotacja na dziatalno$¢ statutowa,
z ktérych finansowane byly badania przedstawione w rozprawie doktorskiej. Ponadto
Doktorantka podaje dwie publikacje zawierajace prezentowane wyniki badan.

Pomocny jest takze zalgczony na koncu pracy rozdziat ,,9. Spis Rycin, Tabel i Skrotow”

ulatwiajacy szybkie znalezienie i zapoznanie si¢ z wybranymi fragmentami wynikow.

Podsumowujac za najbardziej cenne osiagniecie rozprawy doktorskiej Pani mgr

Agnieszki Kotakowskiej-Kuleszy uwazam:

(T) skonstruowanie stabilnego modelu in vitro replikacji wirusa HCV o genotypie 2a w
linii komérkowej Huh 7.5.
(IT) wykazanie aplikacyjno$ci otrzymanego modelu do badania aktywnos$ci nowych

zwigzkoéw o potencjalnym dzialaniu przeciwwirusowym.

Bardzo prosze Doktorantke aby wyjasnila nasuwajace sie watpliwos$ci i odpowiedziala

na nastepujace pytania:

1. Badanie cytotoksycznosci trzech zwigzkéw kontrolnych (rycina XVI) w przyjetym
przez Doktorantk¢ zakresie stezen i czaséw kontaktu z linia Huh 7.5 wykazato
(wg podanego w pracy punktu odcigcia tj. co najmniej 10% obnizenia zywotnosci
komorek) dziatanie cytotoksyczne interferonu alfa w catym zakresie badanych stezen
(0,5 — 30 [U/ml), ribaviryny w stezeniu > 110 uM, a telapreviru > 0,8 pM. Dlaczego
Doktorantka nie zmienita parametréw badania zwigzkow kontrolnych tak, aby nie
wykazaty dzialania toksycznego na lini¢ Huh 7.5 i dopiero potem nie wykonata dla nich
oznaczenia aktywnosci przeciwwirusowej? Jaka warto$¢ ma wykonanie i analiza
wynikoéw aktywnosci przeciwwirusowej interferonu alfa (rycina XIV i tabela 5), jezeli
wiadomo ze w przyjetych warunkach badania zwigzek ten dziala toksycznie na lini¢
Huh 7.5?

2. Rozdzial Materiaty i metody 3.2.4.1. ,,Calkowity czas inkubacji z pochodnymi
antybibtykéw antracyklinowych, tropolonéw i tetrazoli oraz rybawiryng okreslano
doswiadczalnie, prowadzac 24 godzinng obserwacje aktywnosci zwigzkow.” Pytanie A
—jak przebiegatl ten eksperyment i jakie s jego wyniki w czasie trwania badania? Tylko
bowiem ostateczny wybdr czasu eksperymentu przedstawiono w tabeli 4. Pytanie B —
poniewaz dla rybawiryny nie oparto si¢ na pismiennictwie tylko eksperymentalnie

wyznaczano czas catkowitej inkubacji to moze nalezatoby takze dla dwodch innych

6



substancji kontrolnych tj. telapreviru i interferonu alfa wykona¢ takze to badanie?

Zastosowane przez Doktorantke rdznice czasowe trwania doswiadczenia sg znaczace tj.

. dla rybaviryny i badanych zwigzkow 8 — 14 godzin, a dla telapreviru i interferonu alfa

Ik

48 — 72 godziny. ,

Na jakiej podstawie do badan wstepnych wybrano konkretne pochodne tj. DOX-Fpaz,
TR2 i OligoX? — dotyczy rozdziatu 4.1.5.1. i tabeli 5, oraz rozdziatu 4.2.1.3. W sposob
losowy mozna przeciez wybra¢ zwigzek, ktory nie ma aktywnosci jako jedyna pochodna
z danej grupy.

Dotyczy rozdziatu 4.1.5.1. i tabeli 5. Czy nie bardziej celowe jest zalagczanie wynikow
zwigzkéw kontrolnych przy wynikach zwigzkéw badanych aby mdc przeanalizowac
ak‘;ywnos'c’ nowych substancji w stosunku do stosowanych substancji czynnych lekéw?
W jakim celu Doktorantka wykonata ocen¢ wnikania do komorek linii Huh 7.5 znanej
substancji epidoksyrubicyny? (rozdziat 4.2.1.1). Doktorantka nie wykonata takiego
badania dla pozostatych 3 grup pochodnych antybiotykow antracyklinowych ani dla
pochodnych tropolondéw, tetrazoli oraz oligonukletydow.

Czy uzyskane wyniki cytotoksycznosci wobec linii Huh 7.5 wplyngty i w jaki sposéb
na zakresy stezen badanych pochodnych w oznaczeniu ich aktywnosci
przeciwwirusowej?

W rozdziale 4.2.1.3 jest napisane ,Zakres st¢zen testowych ustalono w oparciu
o wstepne wyniki badan fluorymetrycznych (test helikazowy) przeprowadzonych przez
Instytut Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie we wspotpracy z Politechnikg
Warszawska”. Doktorantka nie podaje cytatu do pismiennictwa. Bardzo prosze o
omowienie otrzymanych wynikéw wilasnych w kontekscie zakresu stezen wskazanego
przez kooperantow IBA i PW.

Bardzo prosze o przedstawienie wynikéw dla badanych oligonukleotydéw, w pracy
brak wynikow.

Czy nie powinno si¢ w badaniu (dotyczy rozdzialu wyniki 4.3) aktywnosci nowych
zwigzkow jako inhibitoréw helikazy NS3 HCV zastosowac substancji odnos$nikowej o
znanej aktywnosci inhibicji tej helikazy? Czy doktorantka moze zaproponowaé takie
substancje odnosnikowe?

W Dyskusji na str. 101 Doktorantka pisze ,,zbadano problem wczesnego zahamowania
syntezy bialek wirusowych, dokonujgc oceny obecnosci i skladu biatek wirusowych
w czasie optymalnego zahamowania replikacji RNA przez testowane zwiazki”. Bardzo

proszg o przedstawienie jaki sktad biatek wirusowych wykryta doktorantka w pracy?
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Ponadto rozprawa doktorska zawiera liczne drobne uchybienia, brak cytowania ryciny X,
nieprawidlowa pisowni¢ rybawiryny (wedlug Farmakopei Polskiej XII tom III z 2020),
nieprawidtowosci stylistyczne zdan oraz niepoprawne sformutowania — skréty myslowe.
Wszystkie one zostaly przekazane Doktorantce. Przedstawione powyzej uwagi nie wplywaja

na zawarto$¢ merytoryczng pracy, ktdra oceniam wysoko.

Whiosek:

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska spetnia wymogi
stawiane rozprawie na stopieni doktora i zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach flaukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz. U.
2017, poz. 1789) wnoszg do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego Panstwowego Zakladu Higieny — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Warszawie o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Kotakowskiej-Kuleszy do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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