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RECENZIA
Pracy doktorskiej Pana mgr. Tomasza Tomczyka

pt. ,Immunologiczne nastgpstwa zakazenia in vitro leukocytéw krwi obwodowej cztowieka wirusem
pecherzykowego zapalenia jamy ustnej”

Potencjalne zastosowanie wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) jako wektora szczepionek
przeciwwirusowych i terapeutycznych stanowi niezwykle istotny i aktualny temat badawczy. W ten nurt badan
wpisuje sig przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. Tomasza Tomczyka pt. ,Immunologiczne
nastgpstwa zakazenia in vitro leukocytéw krwi obwodowej cztowieka wirusem pecherzykowego zapalenia jamy
ustnej”, ktéra zostata wykonana w Laboratorium Wirusologii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L.
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem dr. hab. Egberta Piaseckiego i dr Beaty Orzechowskiej jako
promotora pomocniczego. Gtownym celem rozprawy byta identyfikacja leukocytéw wrazliwych na zakazenie VSV
w warunkach in vitro oraz okredlenie konsekwencji immunologicznych tego procesu, w tym m. in. ekspresji
markeréw powierzchniowych, stopnia apoptozy i profilu uwalnianych cytokin.

VSV nalezacy do rodziny Rhabdoviridae jest wirusem ostonkowym, ktdrego genom stanowi jednoniciowy
RNA o ujemnej polarnosci. VSV jest patogenem zwierzat kopytnych, rzadko wywotujgcym zakazenia u ludzi w
warunkach naturalnych. Zakazenie zwierzat prowadzi do wystepowania pecherzykdw w btonie $luzowej jamy
ustnej i na skdrze, natomiast u oséb dorostych mozie wywotywaé objawy grypopodobne. Niski poziom
seroprewalencji VSV w populacji ludzkiej, budowa genomu oraz zdolno$¢ do wywotywania silnej odpowiedzi
immunologicznej powodujg, ze wirus ten jest dobrym kandydatem na wektora szczepionkowego. Do$wiadczalne
szczepionki wektorowe wykorzystujgce rVSV opracowano przeciwko réznym wirusom chorobotwérczym np.
Ebola. Dziatanie onkolityczne VSV prébuje sie takze wykorzystaé w wiroterapii nowotwordw. Terapia
wykorzystujaca wirusy onkolityczne stanowi nowatorskie podejécie do leczenia nowotworéw wirusem, ktory
zakaza a nastepnie eliminuje komdrki nowotworowe. Przyktadem wykorzystania VSV jako wirusa onkolitycznego
nowej generacji s badania nad opracowaniem i zastosowaniem klinicznym produktu VSV-GP, w ktérym
glikoproteing ostonki VSV zastgpiono glikoproteing wirusa limfocytarnego zapalenia opon i splotéw
naczynidwkowych (LCMV) w celu ograniczenia rozpoznania antygenu wirusowego przez uktad odpornosciowy
gospodarza. Potencjat terapeutyczny VSV jest jednak ograniczony przez mozliwosé pojawienia sie niepozadanych
efektow ubocznych zwigzanych gtéwnie z neurotropizmem i neuropatogennoscig szczepow dzikich wirusa oraz
silng immunogenno$¢ przejawiajaca sie m.in. produkcjg przeciwciat przeciwko powierzchniowej glikoproteinie G
juz po podaniu pojedynczej dawki. W przypadku wykorzystania wirusa jako czynnika onkolitycznego istnieje takze
mozliwos¢ infekcji komdrek prawidtowych i indukcji stanu zapalenia.
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Wyniki badan prowadzonych w Laboratorium Wirusologii liTD PAN wykazaly, ze VSV moze namnaza¢ sie
produktywnie w leukocytach i istnieje zalezno$é¢ miedzy mianem wirusa zewngtrzkomérkowego a stezeniem
uwalnianych cytokin. Wirus ten zostat wykorzystany w teécie opracowanym przez zespdt Pani prof. dr hab. Zofii
Bach-Olszewskiej stuzgcym do okreslania poziomu nieswoistej odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Dotychczas brak jest danych potwierdzajacych hemotropizm VSV w warunkach zakazen naturalnych u ludzi. W
kontekscie mozliwych zastosowar medycznych wirusa, badania nad wrazliwoscig komérek krwi na zakazenie VSV i
jego immunologicznymi nastepstwami przeprowadzone przez Doktoranta sg niezwykle istotne i potrzebne.

Rozprawa doktorska zostata przedstawiona do recenzji w postaci polskojezycznego manuskryptu
zawierajgcego 137 stron, w tym 4 tabele i 18 rycin. Uklad tekstu rozprawy jest typowy dla doswiadczalnych
rozpraw doktorskich i sktada sie z nastepujacych czesci: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Cel
pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Podsumowanie Wynikow, Dyskusja i Wnioski. Cato$¢ poprzedzona jest listg
osiggnie¢ Doktoranta przedstawiajgcych uzyskane wyniki badari, Spisem Tresci i Spisem Skrétéw, a zakoriczona
Spisem Tabel i Rycin oraz Piémiennictwem. Zaréwno uktad pracy, jak réwniez poszczegolnych rozdziatéw jest
dobrze przygotowany i ufatwia czytelnikowi lekture dysertacji.

Streszczenie jest napisane prawidtowo i obejmuje wprowadzenie, cel pracy, opis badan i wynikéw oraz
podsumowanie. Czg$¢ doswiadczalna pracy zostata poprzedzona do$é obszernym Wstepem liczacym 30 stron.
Wstep rozpoczyna sig od omowienia istotnych i aktualnych danych dotyczacych VSV (w tym jego kiasyfikacji,
budowy, cyklu rozwojowego i patogenezy), jak rowniez stanu wiedzy z zakresu wykorzystania wirusa jako wektora
szczepionkowego i terapeutycznego. W dalszej czesci wstepu autor zapoznaje czytelnikéw z receptorami
rozpoznajacymi struktury wirusowe i mechanizmami wewnatrzkomérkowych szlakéw sygnatowych, ktore
prowadza do aktywacji czynnikdw transkrypcyjnych, a nastepnie produkcji cytokin prozapalnych oraz interferonu
(IFN). Autor szczegétowo oméwit odpowied? interferonowa oraz role monocytéw i komdrek dendrytycznych w
warunkach zakazenia wirusowego. Dobor zagadniet omawianych we wstepie pracy jest przemyslany, tworzy
logiczng catos¢ i jest scisle zwigzany z wynikami prezentowanymi w dalszych rozdziatach pracy. Tre$¢ rozdziatu i
sposob omowienia poszczegéinych zagadnier potwierdza szerokg wiedzg Doktoranta w tematyce badan.

Do tej czgsci rozprawy mam kilka uwag. Podrozdziat dotyczacy receptoréw Toll-podobnych mégtby byé
ograniczony wyfacznie do receptoréw uczestniczacych w rozpoznawanie rabdowiruséw i opisu odpowiednich
szlakow przekazywania sygnatu. W podrozdziale pt. Receptory plazmatyczne rozpoznajgce VSV nie znalaztam
informacji, ktére receptory RIG-I-podobne uczestniczg w rozpoznawaniu RNA VSV. W oparciu o aktualny stan
wiedzy, wazne wydaje sie wyjasnienie, ktére helikazy uczestnicza w rozpoznaniu VSV, wiruséw RNA pochodzacych
z réznych rodzin i jakg role moga odgrywac te receptory w identyfikacji wiruséw DNA. Brak mi w tym rozdziale
informacji o potencjalnej roli LGP2 w zakazeniu VSV, trzeciego z dotychczas poznanych receptoréw RIG-I-
podobnych,

Cele pracy s uzasadnione wiasciwie i przekonujgco. Doktorant wskazuje liczne cele, ktére odzwierciedlajg
szczegotowy plan badawczy. Jestem przekonana, ze ta czeéé pracy zyskataby w odbiorze przez czytelnika, gdyby
Autor wyodrebnit cel giéwny lub cele kluczowe pracy. Cel gtéwny, dotyczacy identyfikacji subpopulagji leukocytéw
ludzkich wrazliwych na zakazenie VSV i nastepstw zakazenia, nie zostal w mojej ocenie przedstawiony w sposéb
wystarczajgco jasny. Cenne wydaje sie takze podanie informacji o potencjalnej wartosci poznawczej i aplikacyjnej
przeprowadzonych badan.

Rozdziat Materialy i Metody zawiera szczegétowe opisy stosowanych odczynnikéw, materiatéw i metod.
Wszystkie wykorzystane procedury sg opisane szczegétowo w sposéb umozliwiajacy ich odtworzenie w innym
laboratorium. Na uwage zastuguje zréznicowanie wykorzystanych metod m.in. ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym, cytometrii przeptywowej i luminometrii, co sugeruje doswiadczenie Doktoranta w pracy
laboratoryjnej.



Materiat do badan stanowity prébki krwi obwodowej otrzymane od 0séb zdrowych, z ktorych izolowano
leukocyty. Zawiesine leukocytdw wzbogaconych monocytami zakazano doéwiadczalnie VSV i okreélano relatywna
ekspresje genow kodujacych receptory RIG-I-podobne i genéw indukowanych IEN z normalizacjg w odniesieniu do
poziomu ekspresji genu referencyjnego 82M. Okreslono poziom apoptozy w leukocytach i w komérkach CD4+
oraz aktywno$¢ kaspaz 3 i 7. W supernatantach znad leukocytéw kontrolnych lub zakazonych VSV okre$lono
stezenie wybranych cytokin (TNFa, IFNy i IL10) i profil 25 cytokin. Podajgc informacje o uzytym szczepie
laboratoryjnym Indiana VSV mozna byto wprowadzi¢ nazwe vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV), ktdry jest
uzywany w pismiennictwie i ogranicza watpliwosci co do zastosowania innych niz Indiana szczepdw VSV np.
szczepow dzikich wirusa. Autor powinien umiescié w pracy nazwy zestawéw ELISA stosowanych do oznaczania
stezenia cytokin.

Wyniki badani przeprowadzonych przez Doktoranta potwierdzity mozliwoéé replikacji VSV w ludzkich
leukocytach i zréznicowang indywidualnie wrazliwo$¢ dawcéw na zakazenie wirusem. Wykazaty ponadto, ze w
badanej populacji leukocytéw tylko komérki HLA-DR+ i w mniejszym stopniu monocyty s3 wrazliwe na zakazenie
VSV w warunkach in vitro. Nalezy zaznaczy¢, ze obecnosé biatka G wirusa wykryto zaledwie w przypadku ok. 1%
leukocytdw, podczas gdy wskaznik ten wynosit 54% dla komaérek linii A549 zakazanych przy nizszym MOL. Autor
stusznie podzielit dawcoéw na dwie grupy, oséb stabo i silnie podatnych na zakazenie wirusem, i zaobserwowat
roznice w replikacji VSV i stezeniach uwalnianego TNFa. Leukocyty dawcow charakteryzujacych sie wiekszg
wrazliwoscig na zakazenie VSV uwalnialy wyzsze stezenia TNFa w poréwnaniu do poziomu cytokiny uwalniane;j
przez komorki os6b mniej wrazliwych. Otrzymane wyniki nie potwierdzity znanej aktywnosci przeciwwirusowej tej
cytokiny.  Zakazenie VSV zwiekszato poziom relatywnej ekspresji genéw dla badanych receptoréw RIG-I-
podobnych, RIG-I i MDAS, oraz genéw indukowanych IFN, w tym gtéwnie MxM kodujacego biatko dynamino-
podobne MxA. Zaobserwowano ponad 30-krotny wzrost ekspresji MxA na poziomie mRNA a przypuszcza sie, ze
biatko to hamuje transport wirusdbw do jadra komdrkowego. Aktywna replikacja wirusa powodowata
roznicowanie sie¢ monocytéw do niedojrzatych fenotypowo komérek dendrytycznych i znaczne obnizenie liczby
komorek CD14+. Wykazano, ze obnizenie liczby komérek CD14+ mogto by¢ wynikiem apoptozy wywofanej
zakazeniem VSV. Doktorant zaobserwowat takze zréznicowanie indywidualne w produkgji cytokin przez leukocyty
kontrolne i zakazone VSV. Leukocyty zakazone VSV uwalniaty nizsze stezenia RANTES, ale charakteryzowaty sie
zwigkszonym wytwarzaniem TNFa, IFNa, eotaksyny, IP-10 i IL-2R. Zaobserwowano ponadto wyzsze stezenia
eotaksyny, IFNy, IL-18, -2 i -15 przez komdrki 0s6b stabiej podatnych na zakazenie VSV.

Uwazam, ze poczynione obserwacje sg bardzo interesujace i powinny zostaé w przysztosci potwierdzone
na materiale pozyskanym od wiekszej liczby dawcéw. Czeé¢ badan zostata przeprowadzona w stosunkowo mato
licznej grupie dawcéw krwi, ktéra trudno uznaé za reprezentatywna np. ocena wrazliwosci komérek HLA-DR+ na
zakazenie VSV i analiza liczby komérek CD14+ zostaly wykonane na materiale pozyskanym od czterech dawcéw.
Interesujacym wydaje sig zaplanowanie badan umozliwiajagcych poréwnanie wynikéw immunofenotypowania
leukocytéw w grupach dawcdw rdznigcych sie wrazliwoécig na zakazenie VSV. Bardzo istotne jest takze
potwierdzenie zwigkszonej ekspresji receptoréw rozpoznajacych RNA wirusowy i czynnikdw indukowanych przez
szlak sygnatowy IFN nie tylko na poziomie mRNA, ale takie na poziomie biatek. Wyniki tych badan mogtyby
uzupetni¢ i w sposéb jednoznaczny potwierdzi¢ obserwacje poczynione na poziomie transkrypcii.

Dyskusja pracy zostata napisana dojrzale a Doktorant w sposéb krytyczny odnosi uzyskane przez siebie
wyniki do danych literaturowych. Niedosyt pozostawia opis mozliwosci wykorzystania praktycznego otrzymanych
wynikéw.

Autor sformutowat prawidtowo trzy gtéwne Whioski wskazujac na zréznicowang wrazliwoéé ludzkich
monocytow i komorek dendrytycznych na zakazenie doswiadczalne VSV, ktéra znalazta odzwierciedlenie w



zréznicowanym profilu produkcji cytokin. Zakazenie VSV wptywato na réznicowanie sie monocytdw do
niedojrzatych komérek dendrytycznych oraz powodowato apoptoze komérek CD14+.

Cytowane PiSmiennictwo obejmuje 280 pozycji. Sa to gtéownie anglojgzyczne prace oryginalne, w tym
prace polskich autoréw. Bibliografia zostata dobrana i uzyta w sposéb wiasciwy.

Rozprawa zostafa napisana starannie i poprawnie pod wzgledem jezykowym i edytorskim. Zawiera niewiele
btedow literowych i stylistycznych, co jest trudne do unikniecia w tak obszernej monografii. Wszystkie
przedstawione w pracy rysunki i tabele sg czytelne, dobrze opisane i przygotowane z uwzglednieniem starant o
strong graficzng. Niemniej Autorowi nie udato sig unikngé drobnych btedéw, niezrecznoéci czy niescistosci. Do
obowigzkéw recenzenta nalezy ich odnotowanie:

— RNAto kwas nukleinowy, wiec poprawne jest uzycie sformutowania ,,oczyszczony RNA” w miejsce uzytego

»0Czyszczone RNA”,

— nie wszystkie skréty uzywane w pracy zostaty rozwinigte w zamieszczonym spisie (np. NOD), bad? tez
wystepuja niekonsekwentnie w liczbie pojedynczej lub mnogiej (np. PBLs, PBMC),

— ze wzgledu na postugiwanie sie w pimiennictwie aliasami nazw genéw, sugeruje uzupetnienie najczesciej
stosowanego nazewnictwa dla badanych genéw np. DDX58 (RIG-1), IFIH1 (MDAS),

— czgsto stosowane sformutowanie ,administracja VSV’ powinno by¢ zastagpione innym okreéleniem np.
»podanie”, natomiast ,platforma” (w odniesieniu do wirusa) — wyrazeniem wektor, ,ko-kultura” —
wyrazeniem ,hodowla mieszana”, a ,,plazma” —,0s0cze”,

— Czgsto stosowane zapozyczenia z jezyka angielskiego np. ,byta estymowana”, ,receptory s
ekspresjonowane” powinny by¢ zastgpione odpowiednimi okresleniami przyjetymi w jezyku polskim,

— podrozdziat 5.1.3 ,Wirusy” powinien zostat zatytutowany ,Wirus”, gdyz podano w nim informacje o
jednym wirusie. Rozdziat ,Cel Pracy” powinien zosta¢ zatytutowany ,Cele Pracy” skoro Autor wskazuje
siedem celéw badawczych.

Chciatabym podkredlic, ze dostrzezone przez mnie btedy i krytyka nie umniejszajg wartosci naukowej rozprawy i
nie rzutujg na bardzo pozytywng ocene catosci pracy.

Za wazny uwazam fakt opublikowania czesci uzyskanych wynikéw w postaci artykutu naukowego w czasopi$mie
Journal of Innate Immunity (Impact Factor - 3,938), w ktérym Doktorant jest pierwszym autorem.

Whiosek koricowy

W ocenie formalnej rozprawy stwierdzam, ze praca ma prawidtows strukture, napisana jest poprawnym jezykiem
i jest starannie dopracowana. Bfedy jezykowe, literowe i redakcyjne nie sa liczne. Chciatabym zwréci¢ uwage na
bardzo czytelng forme prezentacji wynikéw, co sprawia, ze sg one tatwe w odbiorze dla czytelnika.

Podsumowujgc, badania opisane przez Doktoranta dotyczg interesujgcego tematu, z duzym potencjatem
poznawczym i aplikacyjnym. Pan mgr Tomasz Tomczyk wykazat sig szerokg wiedzg w podjetej tematyce badan.
Badania wykonane z wykorzystaniem dobrze dobranych i zréinicowanych metod pozwolity na osiggniecie
zamierzonych celéw. Jestem przekonana, ze wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sg oryginalne,
wartosciowe i majg duzg wartos¢ naukowq.

Po wnikliwym zapoznaniu sie z praca mgr. T. Tomczyka uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
spetnia wszystkie wymogi rozprawy doktorskiej okreslone w art.13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595) z
pdéZniejszymi zmianami.



Z petnym przekonaniem przedktadam wiec Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L.

Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk moj wniosek o dopuszczenie mgr Tomasza Tomczyka do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Z uwagi na zakres objetych badan, uzyskane wartosciowe wyniki poznawcze i jako$¢ naukowa ocenianej pracy
zwracam sie do Szanownej Rady o nagrodzenie pracy doktorskiej Pana Tomasza Tomczyka przewidziana w
regulaminie nagroda.
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