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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Marcina Pyrskiego pt.: ,,Czastki
kapsydopodobne HBcAg otrzymywane w roslinach jako skladnik szczepionek

oraz bionanoczastek”

Uwagi wstepne

Rozprawa zostata wykonana pod kierownictwem prof. dr. hab. Tomasza Pniewskiego w Instytucie
Genetyki Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Rozprawa poswigcona jest wytworzeniu za pomoca
systemow roslinnych oraz charakterystyce wytworzonych w roslinach czastek kapsydopodobnych
zawierajacych antygen rdzeniowy wirusa =zapalenia watroby typu B (HBcAg). Wyniki

przedstawione w rozprawie podzielone sa na 3 grupy: (1) Wyniki zawarte w dwdch publikacjach

wilaczonych do Aneksu rozprawy. W skrocie, w pierwszej publikacji scharakteryzowano materiat

z uzyskanych wczesniej transgenicznych roslin tytoniu, wykorzystano ten material do dwukrotnej
domies$niowej immunizacji myszy, oceniono odpowiedz immunologiczng i wykazano stymulacje
odpowiedzi typu Thl i Th2. W drugiej publikacji zweryfikowano odpowiedz immunologiczng
myszy, ktorym podano (wg. nowego schematu) antygen HBcAg uzyskany w roslinach. Bylo to 3-
krotne podanie, najpierw w formie jednokrotnej domigsniowej wysokiej dawki uzyskanej dzigki
ckspresji przejsciowej w tytoniu a nastgpnie dwoch doustnych dawek przypominajacych,
przygotowanych z uzyskanych wezesniej roélin transgenicznej sataty o znacznie nizszym poziomie
ekspresji antygenu, (2) Wyniki nieopublikowane. Wyniki te przedstawiono bardzo skrétowo,
w postaci jednego wykresu. Dane te poréwnuja pod wzgledem obecnosci wirusowych antygenow
dwa rodzaje chimerycznych czastek kapsydopodobnych, ktére zostaly wytworzone w roslinach z
uzyciem dwoch podejsé, (a) ekspresji chimerycznego konstruktu kodujgcego HBcAg z insertem
dodatkowego epitopu z antygenu HBsAg oraz (b) Kkoekspresji powyzszego Kkonstruktu
oraz konstruktu kodujacego niezmodyfikowany antygen HBcAg, (3) Wyniki zawarte w_publikacji

nie wiaczonej do rozprawy. Nie pokazano tutaj zadnych danych. Ta czg$¢ zawiera jedynie opis

mozliwosci  zastosowania  czgstek  kapsydopodobnych ~ HBcAg do  otoczkowania
superparamagnetycznych nanoczgstek. Wkiad mgr. Pyrskiego do tej publikacji polegal na

dostarczeniu wytworzonych w roslinach czastek HbcAg.



Formalny opis rozprawy

Gtowna czes¢ rozprawy jest 98-stronicowym tekstem podzielonym na 9 ponumerowanych
rozdziatéw o nastepujgcych tytutach: Streszczenie, Summary (czyli streszczenie po angielsku),
Wprowadzenie, Czastki kapsydopodobne HBcAg jako noénik, Hipotezy badawcze i cele pracy,
Najwazniejsze Materiaty i Metody Uzyte w Badaniach, Najwazniejsze Wyniki Przeprowadzonych
Badan, Podsumowanie Badan i Wnioski oraz Literatura. Koncowa, dziesiata czgs¢ rozprawy to
Aneks, w sklad ktorego wchodza dwie publikacje oraz o$wiadczenia wspolautorow. Rozprawa
poprzedzona jest Spisem tresci oraz informacja o zgodnosci rozprawy z wytycznymi zawartymi
w Uchwale Rady Naukowej IGR PAN z dn. 21 lutego 2013 r. Zaznaczy¢ nalezy, ze rozprawa
przygotowana jest w formie mieszanej. Z jednej strony, oparta jest na dwoch wieloautorskich
publikacjach, w ktérych mgr Marcin Pyrski jest pierwszym autorem (Vaccine 2017, IF=3,285;
Vaccines 2019, 1F=4,760). Z drugiej strony, w rozprawie przedstawiono takze dodatkowe wyniki,
ktére nie sa zawarte w wyzej wymienionych publikacjach. W zwiazku z tym, moim zdaniem,

rozprawe trudno okresli¢ jako zawierajgca typowy uktad rozpraw doktorskich.

Ocena merytoryczna

Rozdzial Wprowadzenie sklada si¢ pigciu czesci, ktore sg dobrym wstepem do lektury dalszej

czesci rozprawy. Pierwsza czes¢ Wprowadzenia podaje podstawowe informacje dotyczgce ssaczego
uktadu immunologicznego i jego roli w szczepieniach. Nastepna czg$¢ jest nieco bardziej
rozbudowana, autor omawia tutaj podstawowe problemy zwigzane ze szczepieniami doustnym oraz
jelitowa tkanka limfatyczng GALT. Oméwienie to jest przydatne do oceny znaczenia wynikow
przedstawionych szczegélnie w publikacji nr 2. Czgé¢ trzecia omawia biotechnologiczne podejscia
majace na celu uzyskanie szczepionek doustnych. W nastepnych dwoch czgsciach oméwione
zostaly kolejno: (a) podstawowe informacje dotyczace antygenu rdzeniowego (HBcAg) wirusa
zapalenia watroby typu B oraz (b) dotychczasowe podejscia zmierzajace do wytworzenia tego
antygenu w systemach roélinnych. Kolejny rozdzial nalezaloby moim zdaniem zaliczy¢ takze do
rozdziatu Wprowadzenie. W rozdziale tym zostal przyblizony problem uzycia czasteczek
kapsydopodobnych jako noénikéw dodatkowych epitopéw lub do otoczkowanie nanoczastek. Nie
rozumiem idei wylaczenia tej czeéci w oddzielny rozdzial, poniewaz zaburza to ciaglos¢ odbioru
rozprawy a przedstawiona wiedza jest elementem wprowadzenia do tematyki. Powyzsze czgsci
rozprawy zawieraja trafnie dobrane cytowania literatury, tacznie 174 pozycje, prezentujg w sposob
logiczny i wystarczajacy aktualng wiedze zwigzang z tematyka rozprawy a jej sposob omowienia

swiadczy o dojrzatosci naukowej autora rozprawy.



Kolejna czg$¢ rozprawy okresla cel pracy polegajacy na weryfikacji kilku dosé
oczywistych zalozen dla osob wprowadzonych w tematyke. Po pierwsze, zalozenia wysokiej
immunogennosci czastek kapsydopodobnych HBcAg uzyskanych w systemach roslinnych po
podaniu domig$niowym oraz doustnym. Po drugie, zalozenia mozliwosci uzyskania czastek
kapsydopodobnych HBcAg w systemie roslinnej ekspresji przejéciowej. Po trzecie, mozliwosci
zastosowania tych czastek do otoczkowania nanoczgstek chemicznych. Jak wspomniatam, sg to
zatozenia nieskomplikowane, jednak porzadkujace uklad i cele rozprawy.

W nastgpnym rozdziale zawarty jest Opis podstawowego materialu i metod uzytych

w badaniach. Rozdziat ten jest dos¢ krotki ale pomaga rozdzieli¢ wyniki uzyskane w trakcie pracy
doktorskiej od wczesniejszych prac zespotu prof. Pniewskiego oraz zrozumie¢ wklad autora
rozprawy w kontynuacje tej tematyki. Transgeniczne roslinny tytoniu i salaty zostaly uzyskane
w ramach wczesniejszych prac zespolu. Pan mgr Pyrski w trakcie pracy nad doktoratem uzyskal
material roslinny zawierajacy wyzsza dawke antygenu, dzigki wykorzystaniu wektora do ekspresji
przejsciowej zapewniajacego wydajny poziom produkcji antygenu w formie czasteczek
kapsydopodobnych. Dodatkowo, nowos¢ podejscia prezentowanego w rozprawie polegata
na zastosowaniu odmiennych schematéw immunizacji oraz uzycia mieszanych drég podania
antygenu. Opis metod wskazuje, ze autor rozprawy wykazal sie¢ umieje¢tnoscia oczyszczania oraz
charakterystyki czastek wirusopodobnych oraz weryfikacji odpowiedzi immunologicznej
u zwierzat, ktérym podano ten material.

Kolejna czgé¢ rozprawy to Omoéwienie uzyskanych wynikéw, ktére podzielono na trzy

czesci. Wyniki opisane w dwdch opublikowanych pracach dolaczonych w Aneksie omoéwiono
w czesei pierwszej. Wyniki pokazane w Publikacji Nr 1 swiadeza o indukcji mieszanej odpowiedzi
immunologicznej przez czgsciowo oczyszczony, podany bez dodatkowego adjuwanta, antygen
wyprodukowany w materiale roslinnym. Uzyskanie odpowiedzi mieszanej (typu Thl i Th2)
sugeruje, ze szczepionki takie mogly by¢ skutecznymi szczepionkami terapeutycznymi (nie tylko
protekcyjnymi), co jest szczegblnie wazne w leczeniu istniejgcego zakazenia wirusem HBYV.
W Publikacji Nr 2 wykazano, ze doustne podanie materiatu roslinnego zawierajacego niewielkie
dawki antygenu HBcAg myszom, ktore wczesniej dostaly domiesniowo jednokrotng porcje
materiatu roélinnego zawierajgcego 10-krotnie wyzsza dawke antygenu HcAg skutkuje
dodatkowym wzmocnieniem odpowiedzi immunologicznej. Warto zaznaczyé, Ze antygen
podawano w materiale roslinnych bez dodatkowego adjuwanta. Warto podkresli¢, ze doustne dawki
antygenu, szczegélnie w przypadku HBV, rozprzestrzeniajacego si¢ droga pokarmowa, sg bardzo

pozadang drogg podania.



Druga czes¢ wynikéw to krotki opis danych nieopublikowanych wsparty jednym
wykresem. Wykryto obecnos¢ zaréwno epitopu charakterystycznych dla HBcAg uzytego jako
nosnik oraz epitopu a z antygenu HBsAg, uzytego do stworzenia rekombinowanej hybrydowej
wersji HBcAg-aSHBs-Ag. Wyniki te sugeruja, ze mozliwe jest uzyskanie mozaikowych czgstek
wirusopodobnych na bazie zmodyfikowanego HBcAg. Ta czg$¢ wynikow jest opisana nieco zbyt
skrotowo. Na przykiad, zabraklo informacji o tym w jakim systemie zostal uzyskany analizowany
materiat.

W trzeciej czgdei wynikéw autor omowit dane z pracy opublikowanej (Rybka i wsp. 2019,
Nanomaterials 9:155), w ktorej jest wspotautorem. W pracy tej pokazano, ze kapsydopodobne
czastki HBcAg wytworzone za pomocg roslinnego systemu ekspresji przejsciowej moga zostac
uzyte jako otoczki superparamagnetycznych czgstek tlenku zelaza. Wkladem mgr. Marcina
Pyrskiego do tej pracy bylo przygotowanie czastek kapsydopodobnych uzytych do zwigzania
magnetycznego rdzenia. Autor nie wyjasnia z jakiego powodu ta publikacja nie jest wlgczona do
aneksu a omowienie tej czesci w rozprawie w rozdziale Wyniki nie jest wystarczajgco rozbudowane
ani udokumentowane.

Rozprawa nie zawiera odrgbnego rozdzialu Dyskusja. Prawdopodobnie autor zaklada, ze
omowienie wynikow jest w jakiej$ formie takze ich przedyskutowaniem. Jest to jednak sprawa

dyskusyjna z powodu nietypowej mieszanej formy rozprawy.

Uwagi i pytania

Pod wzgledem edytorskim rozprawa przygotowana jest do$¢ starannie. Autor unikngt duzych
bledow stylistycznych i literowek. Nie jest to jednak tekst przejrzysty. A zrozumienie znaczenia
opisanych osiagnig¢ badawczych wymaga duzego wkladu pracy ze strony recenzenta, gtownie
z powodu niekonsekwentnego uktadu cze¢sci Wyniki. Moja najwazniejsza uwaga krytyczna dotyczy
wybranej przez pana mgr. Pyrskiego mieszanej formy rozprawy, ktora jest mato przejrzysta i trudna
do oceny. Jednak, nawet ograniczajac oceng rozprawy jedynie do dwoch opublikowanych prac
zatgczonych w Aneksie uznaje, ze osiagniete wyniki sa poszerzeniem wiedzy na temat mozliwego
wykorzystania wytworzonych w roslinach wirusopodobnych czasteczek HBcAg w charakterze
szczepionki terapeutycznej przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby typu B. Autor rozprawy
dostarczyl stosunkowo kompletny przeglad stanu wiedzy dotyczacy tematyki badawczej
potwierdzony odpowiednio wybranymi oraz aktualnymi pozycjami literatury. Z powodu dos¢
niekonwencjonalnego ,,mieszanego” ukladu rozprawy zabraklo mi jednak przedyskutowania
wynikéw np. w formie zbiorczego zestawienia z osiggnigciami innych zespoldw zajmujacych sie

wytwarzaniem antygenow HBV w systemach roslinnych. Dobrze byloby, aby takiego zestawienia



nie zabraklo w trakcie publicznej obrony. Poza tym, chcialabym ustysze¢ opinie doktoranta na
temat mozliwosci i/lub ewentualnej perspektywy czasowej wprowadzenie szczepionki opartej na
uzyskanym materiale roslinnym. Warto podkresli¢, ze praca ma charakter biotechnologiczny. W
zawigzku z tym, moim kolejnym pytaniem jest czy prowadzone sg dziatania prowadzace do

wdrozenia wynikow uzyskanych w trakcie realizacji tej rozprawy.

Podsumowanie

Pomimo krytycznych komentarzy wyrazonych powyzej uwazam, Ze oceniana rozprawa
zawiera szereg wartosciowych elementow, ktore skladaja si¢ na moja ogdlng pozytywna oceng
koncowa. Autor rozprawy wykazal si¢ znajomoscia warsztatu eksperymentalnego z dos¢ rozleglej
tematyki oraz wiedzg ogdlng w dziedzinach zwiazanych z tematyka rozprawy. Pan mgr Marcin
Pyrski wykazat si¢ dojrzaloscia naukowa zapewniajacg mozliwo$¢ dalszego niezaleznego
prowadzenia badan naukowych. Podsumowujac, rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 20L6r, poz.882). W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady
Naukowej Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie pana mgr
Marcina Pyrskiego__}do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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