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Szanowny Panie Profesorze,

W zalaczeniu przesylam recenzje rozprawy doktorskiej Pana mgr Marcina Pyrskiego
zatytutowanej ,,Czastki kapsydopodobne HBcAg otrzymywane w roslinach jako skladnik
szczepionek oraz bionanoczastek”. Recenzowana przeze mnie rozprawa spetnia Wymogi
stawiane pracom doktorskim a zatem wnosz¢ o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Laczg wyrazy szacunku,
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Ewa Lojkowska
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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Marcina Pyrskiego
zatytulowanej ,,Czastki kapsydopodobne HBcAg otrzymywane w roslinach jako sktadnik

szczepionek oraz bionanoczastek™.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana magistra Marcina Pyrskiego, zostata
wykonana pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Tomasza Pniewskiego w Zespole Bioinzynierii
Zaktadu Biotechnologii Instytutu Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.

Przedmiotem badan bylo wykazanie, iz czastki kapsydopodobne (Hepatitis B core
Antigen) wytwarzane w systemach roslinnych moga by¢ wykorzystane jako aktywny
biologicznie sktadnik nowoczesnych szczepionek. Opracowano metode oczyszczenia antygenow
HBcAg (Capsid-Like Particles, CLP) otrzymanych w transgenicznych roslinach tytoniu i sataty
oraz w systemach do ekspresji przejsciowej W komorkach Nicotiana benthiamiana i wykazano
ich immunogenno$¢ na modelu zwierzgcym tak po podaniu domiesniowym jak i doustnym.
Uzyskane w tkankach roslinnych transgenicznych CLP, zbudowane z biatka HBCAGg,
wykorzystano takze do konstrukcji bionanoczastek zawierajacych funkcjonalizowane
nanoczastki tlenku zelaza. Otrzymane struktury zachowywaty immunogennos¢ czyli mogg by¢
wykorzystane jako nos$niki szczepionek.

W sktad przedstawionej przez mgr Marcina Pyrskiego rozprawy doktorskiej wchodzi
streszczenie (w j. polskim i angielskim), wstep teoretyczny, hipotezy badawcze i cele pracy, opis
najwazniejszych metod uzytych w prowadzonych badaniach, opis najwazniejszych wynikow,
podsumowanie i wnioski z przeprowadzonych badan, spis literatury, kopie dwoch publikacji

stanowigcych rozprawe doktorska oraz oswiadczenia wspotautorow publikacii.



Publikacje wchodzace w sktad rozprawy sa spojne tematycznie i zostaly opublikowane w
renomowanych czasopismach mi¢dzynarodowych, pierwsza zatytutowana ,,HBCAg produced in
transgenic tobacco triggers Thl and TH2 response when intramusculary delivered” zostata
opublikowana w Vaccine (Pyrski i in. 2017) a druga zatytulowana ,Parenteral-Oral
immunization with plant-derived HBcAg as a potential therapeutic vaccines against chronic
Hepatitis B” zostala opublikowana w Vaccines (Pyrski i in. 2019). W punktacji MNiSW
czasopisma, w ktorych opublikowano wymienione prace majg warto$¢ punktowa roéwng
odpowiednio 100 i 140 punktom, co $wiadczy o ich wysokim poziomie naukowym. Wiaczone
do dokumentacji oswiadczenia wspotautorow artykuldw naukowych stanowigcych rozprawe
doktorska wskazuja na istotna rolg Pana mgra Marcina Pyrskiego w przeprowadzeniu opisanych
w rozprawie badan i przygotowaniu publikacji do druku. Pan Marcin Pyrski jest pierwszym
autorem obu artykutow.

Przedstawiony przez doktoranta rozdziat Wprowadzenie zawiera wyczerpujacy Opis
zagadnien istotnych dla podj¢tego tematu badawczego. W tej czesci rozprawy przedstawiono 1)
podstawowe informacje dotyczace uktadu odpornosciowego i roli tego uktadu w szczepieniach
profilaktycznych, 2) zalety szczepienia doustnego i charakterystyke efektywnej szczepionki
doustnej, 3) podejscia technologiczne do aplikacji szczepionek doustnych, 4) charakterystyke
antygenu rdzeniowego wirusa zapalenia watroby typu B, 5) metody otrzymywania antygenu
rdzeniowego HBcAg w roslinnych systemach ekspresyjnych, 6) mozliwosci wykorzystania
czastek kapsydopodobnych tworzonych przez biatko HBcAg jako nosnikoéw szczepionek oraz 7)
wytwarzanie i charakterystyke bionanoczgstek zawierajagcych czastki superparamagnetyczne. Na
podkreslenie zastuguje bardzo wyczerpujacy 0pis przedstawianych zagadnien oparty o szeroka
literature przedmiotu doskonale znang doktorantowi. Wprowadzenie jest napisane bardzo
klarownie, dobrym naukowym jezykiem.

Zestawienie publikacji, ktore stanowig rozprawg doktorska nie budzi moich zadnych
watpliwosci. Obie prace dotycza mozliwosci uzyskiwania w systemach ro$linnych
kapsydopodobnych czgstek wykazujacych wiasciwosci antygendéw przydatnych do immunizacji
zwierzat i cztowieka. Przy czym w pierwszej publikacji opisano produkcje i oczyszczanie CLP
wytworzonych w roslinach transgenicznych a w drugiej w systemie ekspresji przejsciowej. W
obu przypadkach w komoérkach roslinnych uzyskiwano biatko HBcAg tworzace struktury
kapsydopodobne. Przeprowadzone, w kolejnych etapach, badania pozwolity doktorantowi na
stwierdzenie, iz wytworzony w roslinach CLP moga by¢ wykorzystane do immunizacji

domigsniowej lub doustnej. Wykazano takze przydatnos¢ opisanego w publikacji 2 schematu



immunizacji dwuetapowej mieszanej; w pierwszym etapie domig$niowej a w drugim doustne;j.
Istotnym osiggni¢ciem byto wykazanie, iz immunizacja dwuetapowa (domigsniowa i doustna) z
zastosowaniem wyprodukowanych w ro$linach czastek CLP opartych na biatku HBcAg
wywoltuje mieszany charakter odpowiedzi immunologicznej — Th1/Th2, a efekcie odpowiedz
typu komérkowego, wspomagang przez odpowiedz humoralna.

Uwazam, ze publikacje stanowigce recenzowang rozprawe¢ zawieraja bardzo ciekawe
wyniki, wnoszace nowe informacje na temat mozliwosci produkcji w komorkach roslinnych
biatek heterologicznych tworzacych CLP, bedace efektywnymi sktadnikami szczepionek.
Bardzo istotng cechg CLP jest ochrona antygenu podawanego doustnie przed niekorzystnymi
warunkami panujagcymi W $rodowisku przewodu pokarmowego. Intersujacym aspektem
recenzowanej rozprawy jest wykazanie przydatnosci do produkcji szczepionek roslinnych dwoch
roznych systemow ich produkcji: ro$lin transgenicznych 1 przejsciowych systemow
ekspresyjnych.

Prowadzone przez Pana mgr Marcina Pyrskiego, pod opicka naukowg Pana prof. Tomasza
Pniewskiego, badania pozwolity doktorantowi na opanowanie szeregu nowoczesnych technik
badawczych. Jestem przekonana, iz w przysziosci bedzie mogt kontynuowaé badania z
zastosowaniem poznanych metod i technik biotechnologii roslin, inzynierii genetycznej

immunologii.

Za najwazniejsze osiagniecia naukowe Doktoranta uwazam:

- wykazanie przydatnosci CLP, wytwarzanych na bazie antygenu HBCAg w ro$linach
transgenicznego tytoniu, do immunizacji domie$niowej oraz doustnej,

- opracowanie technologii wysokowydajnej produkcji CLP w systemie ekspresji przejsciowej W
Nicotiana benthamiana,

- opracowanie dwuetapowego schematu immunizacji (domig$niowej i doustnej) z uzyciem czastek
kapsydopodobnych zbudowanych z biatka HBCAg,

- wyprodukowanie, dzigki zastosowaniu wektora pEAQ, chimerycznych i cechujacych si¢ wysoka
stabilnoscia czastek HBcAg prezentujacych epitopy o budowie mozaikowej,

- wykazanie mozliwosci wykorzystania CLPs do optaszczania nanoczastek zawierajacych tlenek

zelaza i wykazanie, iz otrzymane bionanoczastki wykazuja wlasciwosci antygenow.

W tym miejscu chciatbym zapyta¢ doktoranta, ktoéra z opisanych w rozprawie technologii

wytwarzania szczepionek w systemach roslinnych rekomendowataby firmom farmaceutycznym.



Moje drugie pytanie dotyczy mozliwosci zastosowania bionanoczastek zawierajacych

superparamagnetyczne czastki zelaza. Z jakich cech tych czastek te zastosowania wynikaja?

Podsumowujgc przedstawiong rozprawe doktorskg stwierdzam, iz Pan mgr Marcin PyrskKi
przeprowadzit i opisat istotne oraz wazne dla biotechnologii i bioinzynierii ro$lin badania, ktore
dotycza konstrukcji, produkcji i oczyszczania szczepionek produkowanych w ro$linach i
podawanych tak na drodze iniekcji jak i doustnie. Podjete przez doktoranta badania, maja nie
tylko znaczenie naukowe ale takze praktyczne, mogg si¢ bowiem przyczyni¢ do coraz szerszego
stosowania bezpiecznych 1 tatwiej administrowanych roslinnych szczepionek doustnych.
Przedstawione badania reprezentuja wysoki poziom naukowy i wnosza nowe i wazne tresci do
ogblnej wiedzy na temat mozliwosci produkcji antygenéw oraz metodach testowania ich
immunogennos$ci. Uwazam, Ze oceniana rozprawa speinia wszystkie wymogi formalne, zawarte
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdz. zm.), stawiane rozprawom

doktorskim.

Whioski koncowe
W swietle przedstawionej powyzej, pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej
magistra Marcina Pyrskiego wnosze do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN w

Poznaniu o dopuszczenie go do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wyrazam uznanie dla doktoranta i promotora rozprawy. Oceniana przeze mnie rozprawa, na
ktorg sktadaja si¢ dwie publikacje naukowe ogloszone w renomowanych, mi¢dzynarodowych
czasopismach naukowych, $wietnie dokumentuje warsztat badawczy oraz wyniki Pana Marcina
Pyrskiego.

W zwigzku ze sformulowang powyzej, wysoka oceng rozprawy doktorskiej Pana mgr
Marcina Pyrskiego zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN o jej

wyréznienie.
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