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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Tomasza Tomczyka

pt. ,Jmmunologiczne nast¢pstwa zakazenia in vitro leukocytéw krwi obwodowej czlowieka
wirusem pe¢cherzykowego zapalenia jamy ustnej.”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Tomasza Tomczyka, zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Egberta Piaseckiego oraz dr Beaty Orzechowskiej jako promotora pomocniczego w
Laboratorium Wirusologii, Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda,
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu. Praca po$wiecona jest badaniom dotyczacym zakazenia

leukocytow krwi obwodowej cztowicka wirusem vesicular stomatitis virus (VSV).

Badania byty realizowane w ramach projekt badawczego nr 43/2016/KNOW/IITD (519-1-4-2-447):
»Nastgpstwa immunologiczne zakazenia ludzkich leukocytéw krwi obwodowej wirusem pecherzykowego
zapalenia jamy ustnej (VSV) in vitro”. A czg$é wynikow zostala opublikowana w Journal of Innate
Immunity (2018, IF (2016/2017) = 3.938, 35 pkt MNiSW), Tomczyk T. et al. , Immune consequences
of in vitro infection of human peripheral blood leukocytes with vesicular stomatitis virus (VSV)” oraz
w Postgpach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej (2013), Tomezyk T., Orzechowska B. ,,Zastosowanie

wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) jako wektora szczepionek przeciwwirusowych.”
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Wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (ang. vesicular stomatitis virus — VSV) nalezacy do
Rhabdoviridae, jest wirusem posiadajgcym genom w postaci niesegmentowanej pojedynczej nici RNA o
ujemnej polaryzacji zamknigty w osfonce biatkowo-lipidowej. Przedstawiciele Rhabdoviridae
charakteryzuja sie duzym tropizmem gatunkowym zakazajac szerokie spektrum gospodarzy takich jak
rosliny, owady, skorupiaki, ryby, ptaki i ssaki. VSV jest z zasady patogenem ssakow kopytnych, jednakze

notowano réwniez przypadki grypopodobnych infekcji u ludzi.

Wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej moze by¢ wykorzystywany jako onkolityczny ze wzglgdu na
selektywnos¢ wobec komérek rakowych. Modyfikowane genetycznie VSV moga postuzy¢ w terapii réznego
rodzaju nowotworéw w tym glejaka, prostaty, czerniaka, nowotwor6éw ptuc czy pecherza moczowego. VSV
moze tez by¢ stosowany jako bazowy wektor szczepionkowy, po wbudowaniu do jego genomu informacji
kodujacych antygeny zadanego patogenu. Rosngce zainteresowanie wykorzystaniem wirusa
pecherzykowego zapalenia jamy ustnej jako szczepionkowego oraz w terapii choréb nowotworowych
wymagajg doktadnego okreslenia parametrow bezpieczefistwa stosowania go u ludzi, zwlaszcza ze

wirus ten ma zdolno$é do zakazania leukocytow in vitro oraz wykazuje tropizm do komoérek nerwowych.

Projekt badawczy Pana mgr Tomasza Tomczyka jest kontynuacja badan prowadzonych przez zespot
Laboratorium Wirusologii IITD dotyczacych okrelania poziomu nieswoistej odpowiedzi
przeciwwirusowej. Celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena potencjatu infekcyjnego wirusa VSV
wobec leukocytow krwi obwodowej czlowieka oraz charakterystyka efektow tego zakazenia. Ze

wzgledu na neurotropizm wirusa VSV badania wykonywano in vitro a nie na modelu zwierzgcym.

Cheac zrealizowac cele badawcze wykonano szereg dobrze przemyslanych eksperymentow:

o okreslono podatnos$é¢ leukocytow na zakazenie VSV za pomocg cytometrii przeptywowej

o poréwnano stezenia cytokin (TNF-a, IFN-y, IL-10) wytwarzanych przez komorki zakazane 1 kontrolne
o zbadano wplyw zakazenia VSV na stopien ekspresji genow indukowanych interferonem

o zidentyfikowano subpopulacje leukocytéw wrazliwa na zakazenie VSV

o scharakteryzowano zmiany w ekspresji markerow powierzchniowych w obrebie grupy/grup komoérek
podatnych na zakazenie

o okre$lono stopien apoptozy wywolywanej przez VSV w zakazanych leukocytach

o wykonano profil cytokinowy i chemokinowy zakazanych leukocytow



W pracy wykorzystano szereg metod z zakresy wirusologii i immunologii, w tym hodowle tkankowe
(namnazanie i mianowanie wirusa VSV z wykorzystaniem metody TCIDso oraz zliczania tysinek);
zakazanie komorek petnej krwi i izolowanych leukocytéw; oznaczanie przeciweial neutralizujacych
VSV w surowicy; pomiary spektrofotometryczne oraz z wykorzystaniem wielokolorowej cytometrii
przeptywowej. Doktorant postuzyt si¢ réwniez technikami biologii molekularnej analizujgc ekspresje
markerdw powierzchniowych przy uzyciu techniki real-time PCR.

Wybor metodologii uwazam za bardzo dobrze uzasadniony, nie tylko merytorycznie w/w potrzebami,
ale takze godnym uznania przygotowaniem praktycznym Doktoranta. Pragne réwniez podkresli¢, ze
Doktorant swobodnie porusza si¢ w zaawansowanych technikach w tym RT-PCR planujac w sposéb

przemyslany eksperymenty oraz dobor markerow i genéw reporterowych.

Omawiajac formalng strong dysertacji, Pan mgr Tomasz Tomczyk, zastosowat uklad oraz sposéb
prezentacji typowy i powszechnie przyjety dla prac doswiadczalnych w naukach biologicznych.
Dysertacja zawiera ogbtem 137 stron, w tym 18 rycin, 4 tabele oraz 280 pozycji bibliograficznych,
glownie angloj¢zycznych. Rozsadnym zabiegiem bylo tez zalgczenie spisu skrétow, ktory jest bardzo
pomocny w przypadku tematyki immunologicznej. Praca jest prawidtowo zorganizowana w rozdzialy i
podrozdziaty adekwatnie do prezentowanych tresci. Tekst pracy jest napisany bardzo starannie,
j¢zykiem poprawnym, przejrzystym i zrozumialym unikajacym zargonu naukowego lub zapozyczeh

jezykowych,

Mam drobng sugestic co do wstgpu pracy, w kiérym zabraklo mi pomocniczych rycin np.
przedstawiajgcej budowg wirionu VSV z zaznaczeniem organizacji gemomu wirusa, czy rycin
prezentujgcych schemat modyfikacji genomu w celach wykorzystania wirusa jako wektora
szczepionkowego lub onkolitycznego. Poniewaz praca i omawiane wyniki dotyczq réznych populacji
leukocytow, w tym monocytéw i komdrek z nich powstajqcych, pomocne byloby dolgczenie poglgdowej

ryciny opisujgeej te populacje z zaznaczeniem posiadanych przez nie markeréw powierzchniowych.

Rozdziat materialy i metody jest zorganizowany logicznie i wszystkie 18 metod jest przedstawionych w
sposob klarowny i zrozumialy. Szkoda, ze doktorant nie umiescit pogladowej fotografii obserwowanych
tysinek wirusowych. W metodologii opisujgcej RT-PCR nie wyjasniono zasadnosci doboru

poszczegblnych genow, w tym VSV L jako markera replikacji wirusa.



Bardzo przypadl mi do gustu sposob wykonania eksperymentow i przestawienia ich w bardzo logiczny
sekwencyjny sposob, ktory pozwala przesledzi¢ cala dedukcje zalozonego projektu. Pierwszym
do$wiadczeniem bylo przetestowanie efektywnosci diagnostycznej kluczowego przeciwciala anty-
VSV-G stuzacego do oceny stadium aktywnego namnazania si¢ wirusa w komorce. Wykonano
dodatkowe kontrole wykluczajgce mozliwos¢ falszywych dodatnich lub ujemnych odczytéw, zanim
przystapiono do realizacji wiasciwych eksperymentow. Badania zostaty najpierw wystandaryzowane/
zoptymalizowane pod wzgledem czasu obserwacji oraz wartosci MOI wirusa (multiplicity of infection)
oznaczajacego liczbe wirionow przypadajacych na zakazana komorke.

Analiza podatnosci leukocytow na zakazenie VSV pozwolita na wyrdznienie prébek pochodzacych od
0s6b stabo lub silnie podatnych. Sprawdzono nastgpnie wptyw zakazenia VSV na wytwarzanie przez
leukocyty cytokin: interferonu gamma (IFN-y), TNF-o oraz 1L-10; zaangazowanych w rozwdj i przebieg
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej. Metodg RT-PCR przeanalizowano nastgpnie ekspresje genow
receptorow cytoplazmatycznych rozpoznajacych dsRNA i ssRNA, oraz genow kodujgeych cztery biatka
nalezace do grupy tzw. ,,JSG” (geny indukowane interferonem): IFITM3, MxA, OAS2 i teteryng.
Dodatni efekt wzrostu poziomu ekspresji zaobserwowano dla genu Mx4 kodujacego dynamino-podobng
fosfataze.

W tym miejscu chcialbym zapytaé, dlaczego akurat wybrano gen kodujgcy polimerazg VSV
(multifunctional large (L) polymerase) jako referencyjny dla potwierdzenia aktywnej replikacji wirusa?
W kolejnych  do$wiadczeniach ~ Doktorant — wykorzystal — cytometri¢  przeplywowa  do
immunofenotypowaniu leukocytow w pelnej krwi i analizy zmian receptoréw w zakazanych

populacjach leukocytow.

Szkoda, ze na rycinie 8 nie znalazly si¢ podpisy oznaczajqce poszczegdlne rodzaje frakcjonowanych
komérek korespondujgce z podpisem ryciny. Dla niewprawnego w immunologii biologa analiza
przedstawionych schematdw jest zatem utrudniona. Szczegélnie ostatnia kolumna wykreséw podpisana
tlko VSV-G, bez opisu ktére pole nalezy interpretowal jako VSV-G+. I wlasnie tutaj do analizy
podatnosci roznych populacji na zakazenie VSV oraz konsekwencji tego zakazenia bardzo przydalby si¢
dla czytelnika poglgdowy schemat przedstawiajgcy drzewo réznicowania sig leukocytéw wraz z opisem

posiadanych przez nie receptorow.



W dalszych badaniach okreslono stopien apoptozy wywolywanej przez VSV w leukocytach i tu nie
bardzo zrozumiatam wyniki przedstawione na Figurze 14B, gdzie stupki opisane sg jako apoptoza
calkowita i p6Zna, gdzie wartos¢ catkowitej jest mniejsza od pdznej.

Czy 1o moze pomytka i zamiast catkowitej miat by¢ podpis wezesna?

Prositabym tez o wyjasnienie wniosku z Fig 15 (strona 94). ,, Obserwowany efekt sugeruje, ze apoptoza
komdrek CD14+ wywolana zakazeniem VSV moze w duzej mierze dotyczyé¢ komdrek, ktore nie replikujg
wirusa.” A jednak na tej figurze warto$é stupka pézna apoptoza VSV-G+ jest duzo wyzsza niz w komérkach
wykazujgcych brak apoptozy. Czy zatem wynik VSV-G+ nie oznacza tu replikacji wirusa?

Ostatni eksperyment odnosit si¢ to charakterystyki srodowiska cytokinowego leukocytéw zakazanych
VSV. I'tu Doktorant stwierdza: ,,Stgzenia wymienionych interleukin (1B, 10, 12 i 15 oraz rozpuszczalnej
formy receptora dla interleukiny 2 (IL-2R)) byly istotnie nizsze w przypadku zakazanych komérek z grupy
osob stabo podatnych na zakazenie w poréwnaniu do komérek kontrolnych z tej grupy. Nie zaobserwowano
natomiast istotnych réznic w stezeniu tych cytokin w grupie zakazanych prébek pochodzacych od oséb
podatnych na zakazenie VSV. Stwierdzono tez istotny wzrost stezenia rozpuszczalnej formy receptora dla
IL-2 w przypadku zakazanych komorek pochodzacych od 0séb podatnych na zakazenie w poréwnaniu do
komorek kontrolnych. Zmiany tej nie zanotowano w przypadku prébek pochodzacych od o0séb stabo
podatnych na zakazenie.

Moje zatem pytania:

1. Czy taki spadek stezenia cytokin u 0sob niewrazliwych moze byé elementem warunkujgcych efekt stabej
podatnosci na zakazenie VSV?

2. Czy wzrost poziomu IL-2 moze byé markerem zakazenia/podatnosci na zakazenie leukocytéw wirusem

Vsy?

W konicowych etapach dysertacji, Doktorant wykazal sie umiej¢tnoscig syntetycznego podejscia do
analizy wnioskéw z nich wynikajacych, co jest szczegdlnie trudne w przypadku tematyki
immunologicznej. Postawione cele omawianej pracy zostaly osiagniete zgodnie z zalozeniem i
podsumowane w dziesigciu glownych punktach. Szczegélowa dyskusja pozwolita Autorowi na

wysnucie trzech ogélnych wnioskéw, ktore przejrzyscie przedstawita w rozdziale 9.

Poniewaz tematyka immunologiczna jest zawsze bardzo zfozona i trudna w interpretacji, chciatabym

poprosi¢ Doktoranta o syntetyczne podsumowanie swoich badan, mam tu na mysli ogélne pytanie:



I z tego wszystkiego wynika? Jakie mogq by¢ konkluzje Panskich badan w kontekscie potencjalnego

sastosowania wirusa VSV do tworzenia nowych terapii antynowotworowych oraz szczepionek?

Podsumowanie

Po dokladnym zapoznaniu si¢ z przedstawiona do oceny praca, jestem przekonana, ze zakres
wykonanych badan i uzyskanych wynikow, spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim. Nie mam
istotnych zastrzezen do merytorycznej strony pracy. Przeprowadzenie tych badaf dowodzi osiggnigcia
duzych umiejetnosci Doktoranta w poprawnym postugiwaniu si¢ nowoczesnymi metodami badawezymi
oraz kompetentnej interpretacji uzyskiwanych rezultatow. Duza warto$¢ naukowa projektu zostata
znakomicie potwierdzona przez publikacje¢ wynikow w specjalistycznym czasopi$mie z listy
filadelfijskiej Journal of Innate Immunity.

Przedstawiona do oceny rozprawa, w moim przekonaniu, spetnia wymagania stawiane ustawowo
rozprawom doktorskim, dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Instytutu Immunologii i Terapii
Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu wniosek o
dopuszczenie Pana mgr Tomasza Tomczyka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska odpowiada w petni wymogom stawianym dysertacjom na stopien
naukowy doktora, okreslonym w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ( jt. Dz.U. z 2016 r., poz. 882
78 7. ).

Whioskuje rowniez o wyrdznienie pracy doktorskiej Pana mgr Tomasza Tomczyka zgodnie z

wytycznymi regulaminu Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Prof. Zuzanna Drulis-Kawa
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