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

bionanoczastek”, wykonanej w Instytut Genetyki Roslin PAN pod kierunkiem prof. dr. hab. Tomasza

Pniewskiego.

Recenzja zostala przygotowana na prosbe Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN w

Poznaniu przekazang pisemnie przez Dyrektora Instytutu, Pana prof. dr hab. Pawla Krajewskiego.

Przygotowana przez Pana Magistra Marcina Pyrskiego rozprawa doktorska dotyczy prob
wykorzystania bialek antygenu rdzeniowego wirusa zapalenia watroby typu B (HbcAg) uzyskanych
w rodlinnych systemach ekspresyjnych jako skladnikow szczepionek oraz elementéw
bionanoczastek. W badaniach, ktérych wyniki skladaja sie na omawiang rozprawe Pan Magister
Pyrski wykorzystywal zaréwno transgeniczne rosliny gatunkéw uprawnych, takich jak salata
Lactuca sativa i tyton Nicotiana tabacum oraz system ekspresji przejSciowej w modelowym
gatunku Nicotiana benthamiana. Glownym celem badawczym, ktéry postawitl przed soba
Doktorant byta weryfikacja hipotezy méwiacej o tym, ze czastki kapsydopodobne (CLP) HBcAg
wytworzone w roSlinnych systemach ekspresyjnych wywoluja istotng odpowiedZ ukladu
immunologicznego, gdy podane sa domiesniowo oraz doustnie. Dodatkowo zainteresowanie
Magistra Pyrskiego budzita mozliwo$¢ uzyskania w systemie ekspresji przejSciowej z
wykorzystaniem  wektora pEAQ i Nicotiana benthamiana mozaikowych czastek
kapsydopodobnych, prezentujacych rozne epitopy, a takze zdolno$¢ do odtwarzania struktury CLP
przez uzyskane w ro$linnych systemach ekspresyjnych rekombinowane biatka antygenu
rdzeniowego wirusa HPV oplaszczajace nanoczasteczki tlenku zelaza.

Postawione glowne cele badawcze Pan Magister Marcin Pyrski, w trakcie badan bedacych

podstawa ocenianej rozprawy doktorskiej, zrealizowal.

Ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 126 stron, na ktore sklada sie obszerna czes¢
teoretyczna oraz stanowiacy integralng czesSC pracy, spdjny tematycznie, zbior dwoch artykulow
opublikowanych w renomowanych czasopismach Vaccine (IF,17=3,285) i Vaccines (IF.019=4,760).

W przypadku obu przedstawionych artykuléw Doktorant jest pierwszym autorem. Taka forma



przedstawienia rozprawy doktorskiej jest przewidziana w w Ustawie z 14 marca 2003 roku o
stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, a zalaczone o$wiadczenia
wszystkich wspotautorow przedstawionych artykulow nie pozostawiaja watpliwosci co do
indywidualnego i wartosciowego wktadu kandydata przy opracowywaniu koncepcji, wykonywaniu
czesci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow tych prac.

Przedstawiona rozprawa zawiera wszystkie niezbedne elementy, takie jak Streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, Wykaz uzytych skrotow, Wprowadzenie, Cel pracy, Materialy i
metody, Wyniki, Wnioski, Wykaz cytowanej literatury. Tytul rozprawy jest dobrze sformulowany i
wlasciwie odnosi sie do jej tresci.

Z uwagi na fakt, ze integralng cze$¢ rozprawy stanowia opublikowane artykuly, w ktorych
szczegoOlowo przedstawiono wykorzystane materialy i metody, zaprezentowano uzyskane wyniki i
przeprowadzono ich dyskusje, w czeSci przygotowanej przez Autora na potrzeby przewodu
doktorskiego te rozdzialy zostaly przedstawione w formie nieco skroconej, ale jest to w pelni
uzasadnione i nie mam do takiej formy ich zaprezentowania zadnych uwag.

Wydaje sie, ze przy przygotowaniu ocenianej rozprawy doktorskiej nie bylo potrzeby
wlaczania do niej hipotezy nr 2 i 3. Uwazam za cenne zaangazowanie Autora w prace innych
badaczy, w ktérych moga zosta¢ wykorzystane jego kompetencje i wiedza, ale jak sam pisze we
Wstepie (str. 7) ,,Dodatkowo opisatem czes¢ mojej pracy doktorskiej, ktéra nie zostata jeszcze
opublikowana lub jest czesciq publikacji, w ktorych nie bytem wiodqcym autorem. Ze wzgledu na
spojnos¢ wszystkich wykonanych i opisanych przeze mnie doswiadczen naukowych zostaly one
zamieszczone w tej pracy”. Moim zdaniem rozdzialy 7.2 ,,HBcAg jako nosnik epitopow w
czastkach mozaikowych” oraz 7.3 ,,HBcAg CLPs jako otoczka supermagnetycznych czastek tlenku
zelaza” powinny raczej — jesli Autorowi na tym zalezalo — zosta¢ zaprezentowane jako aneks do
rozprawy, a nie jego integralna czes¢. W takiej formie, jak w ocenianej rozprawie, raczej ujmujq jej
spojnosci niz dodaja. Jesli jednak wola Doktoranta bylo zaprezentowanie wynikdw uzyskanych we
wspOtpracy z innymi badaczami, to wymagalyby one jednak bardziej szczegdlowego opisania
wykorzystanych materiatlow i metod, oraz pewnego kontekstu. Uwazam jednak, ze nie bylo takiej
koniecznosci, a material zaprezentowany w glownej czeSci pracy jest interesujacy, dobrze
udokumentowany i oryginalny.

Pierwsza cze$¢ rozprawy doktorskiej obejmuje obszerne ,,Wprowadzenie”, przedstawione na
42 stronach zwartego tekstu. Do jego przygotowania wykorzystano bogatg literature przedmiotu,
wlasciwie dobrang i obejmujaca 174 pozycje. Z tej listy 57 pozycji to artykuly wydane w 2010 roku
lub nowsze. Wydaje sie, Zze wyodrebnienie rozdzialu 4. ,,Czasteczki kapsydopodobne HbcAg jako
nos$nik” nie ma silnego uzasadnienia i rozdzial ten mogiby zosta¢ opatrzony kolejnym numerem

,Wprowadzenia”, czyli 3.6.



Zamieszczona w rozprawie Publikacja nr 1 zawiera 6 rycin obejmujacych 8 wykresow, jeden
obraz prezentujacy wyniki analizy western-blot i jeden obraz transmisyjnej mikroskopii
elektronowej. W tej publikacji Autorzy przywotuja 33 pozycje literaturowe (z czego 14 wydanych
w 2010 r. lub nowsze). Dotaczono do niej 1 Tabele w formie suplementu. Publikacja nr 2 zawiera 2
ryciny, na ktére sklada sie 5 wykresow i jeden obraz skaningowej mikroskopii laserowej. W
artykule przywotano 40 pozycji literaturowych (z ktérych 30 to prace opublikowane w 2010 lub
nowsze). Poniewaz przedstawione w rozprawie doktorskiej opublikowane artykuly sq pracami
wieloautorskimi, Doktorant w sposob wiasciwy zalaczyt oSwiadczenia wszystkich Autoréw
wskazujace na ich szacowany udzial w przygotowaniu publikacji. W przypadku obu publikacji
deklarowane udziaty sumuja sie do 100% i jednoznacznie potwierdzaja 30 % udzial Magistra
Pyrskiego w przygotowanie Publikacji nr 1 u 35% udzial w przygotowaniu Publikacji nr 2.
Deklaracje Autoréw oraz fakt, ze w przypadku obu artykutéw Doktorant jest pierwszym autorem
wskazuja jednoznacznie na jego znaczacy — mozna powiedzie¢ kluczowy — udziat w przygotowaniu
obu wartosciowych prac i w pelni uzasadniajq ich wiaczenie do ocenianej rozprawy doktorskiej.

Jak wynika z powyzszego, oceniana rozprawa doktorska przygotowana jest od strony formalnej

wiasciwie i jako taka nie budzi zastrzezen.

Ocena merytoryczna

Podjeta przez Doktoranta tematyka badawcza jest aktualna, gospodarczo i spotecznie istotna
oraz budzaca znaczne zainteresowanie w Polsce i na Swiecie. Wydaje sie, Zze w ostatnich miesigcach
problematyka ta nabrata jeszcze dodatkowego znaczenia, a znaczne srodki finansowe przeznaczone
w calym $wiecie na opracowanie szczepionek antywirusowych réznego typu przyczyniq sie do
dalszego dynamicznego rozwoju tego obszaru badan.

Szczepionki uwazane s3 powszechnie za jedno z najwazniejszych osiaggnie¢ medycyny
ostatniego wieku, a czasem nawet medycyny w ogole. Ich powszechne stosowanie umozliwito
wyeliminowanie na przestrzeni ostatnich 50 lat wielu groZznych choréb, ktére wczesniej stanowity
olbrzymie problemy spoteczne, gospodarcze i humanitarne. Klasyczne i nadal w przewazajacym
stopniu stosowane podejscie do ich aplikacji droga iniekcji niesie za soba jednak szereg problemow,
zagrozen i kosztow. Stad duze zainteresowanie i potrzeba opracowania alternatywnych — w
zalozeniu tatwiejszych i tafiszych — sposobéw podawania szczepionek pacjentom. Jednym z takich
potencjalnych sposobow jest podawanie szczepionek doustnie.

Prace dotyczace doustnych rekombinowanych szczepionek uzyskiwanych z materiatu
ro$linnego maja swoja dluga i bogata historie ze znaczacym udzialem badaczy polskiego i
poznanskiego Srodowiska biotechnologicznego. Warto tu wymieni¢ pionierow tych badan, czyli

Profesoréw Andrzeja Plucienniczaka, Jézefa Kapuste i Tomasza Pniewskiego — promotora



recenzowanej pracy. Oceniana rozprawa doktorska jest dowodem na to, ze historia, ktdra ma swoj
poczatek w latach 90-tych XX w. nadal nie jest tylko historia, jest wciaz rozwijana i wciaz pozwala
odkrywac nowe perspektywy.

W rozdziale ,,Wprowadzenie” magister Marcin Pyrski w sposdb bardzo przejrzysty i
kompetentny wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z funkcjonowaniem ukladu
odpornosciowego i jego roli w szczepieniach profilaktycznych. Nastepnie przedstawia zalety
szczepien doustnych i ograniczenia zwigzane z tym podej$ciem, wynikajace z anatomii i fizjologii
przewodu pokarmowego oraz wyksztalcanej tolerancji pokarmowej, a nastepnie przedstawia
wspolczesny stan badan nad szczepionkami doustnymi i aspekty technologiczne ich aplikacji. W
drugiej czesci tego rozdziatu Autor koncentruje sie na oméwieniu zagadnien badanych szczeg6towo
w trakcie Jego pracy doktorskiej, a wiec omawia znaczenie wirusowego zapalenia watroby typu B,
strukture antygenu rdzeniowego HBV i jego wykorzystanie jako szczepionki oraz omawia sposoby
otrzymywania HBcAg w roslinnych systemach ekspresyjnych - w tym stabilnej transformacji roslin
i wykorzystania nowatorskiego podejscia opartego na ekspresji przejsciowej. Ostatnia czes¢
,Wprowadzenia” poSwiecona jest dyskusji nad mozliwoSciami wykorzystania kapsydopodobnych
czastek HBcAg jako no$nikow prezentujacych wprowadzone do nich epitopy heterologiczne oraz
nad mozliwosciami wykorzystania HBcAg do otoczkowania czastek superparamagnetycznych.

Bardzo wysoko oceniam zawarto$¢ merytoryczng tej czesci pracy i goraco zachecam Autora do
jej opublikowania w calosci jako wartoSciowego artykulu przegladowego. W trakcie czytania
,Wprowadzenia” uwage zwraca dobre przygotowanie teoretyczne Autora do podjetych badan, jego
doglebna znajomo$¢ problematyki oraz wieloaspektowy sposob rozumienia omawianych
zagadnien. Uwage zwraca takze Jego entuzjazm w odniesieniu do potencjalu szczepionek
doustnych idacy w parze z koniecznym obiektywizmem naukowym i Swiadomoscia ograniczen.
Przed przygotowaniem rozdziatu do publikacji sugeruje rozwazy¢ pewne poprawki i uscislenia:

* Autor w tekscie kilkukrotnie uzywa okreSlenia ,prerogatywa”, ktore w takim konteksScie
wydaje sie niezbyt szcze$liwe. Np. na str. 15 ,indukcja silnej odpowiedzi ogélnoustrojowej
jest prerogatywa nie tylko immunizacji pozajelitowej” lub str. 20 ,,transport mikroorganizmu
lub antygenu jest Scista prerogatywa FAE pokrywajacego PP”, podczas gdy stowo to ma
raczej zastosowanie w polityce i oznacza zwykle ,szczeg6lne uprawnienie zwigzane z
zajmowanym stanowiskiem lub pelniong funkcjg”

* Autor kilkukrotnie w tekscie stosuje kalke jezykowa w odniesieniu do okreSlenia
respectively — odpowiednio. Np. na str 32 (ale tez w innych miejscach) ,,Ryzyko CHB
maleje z wiekiem, u niemowlat i starszych dzieci wynosi od 50 do 30%, odpowiednio”,
podczas gdy zdanie to brzmiatoby lepiej ,,Ryzyko CHB maleje z wiekiem, u niemowlat i

starszych dzieci wynosi odpowiednio od 50 do 30%.”



* na str. 33 rozwiniecie skrotu pgRNA omytkowo widnieje jako pre-genomic DNA
* wydaje sie, ze podrozdziat 3.4.2 — mimo, Ze obrazowo opisuje strukture antygenu
rdzeniowego HBV - zyskalby znacznie gdyby zostal uzupelniony rysunkiem, badz
schematem przedstawiajacym te strukture.
Niezaleznie od tych drobnych propozycji korekt, uwazam to opracowanie za dobrze przygotowane,
interesujace i warto$ciowe.

Czesc¢ eksperymentalna rozprawy zawiera przede wszystkim spojny tematycznie, zbior dwoch
artykulow opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych, a zamieszczonych w
rozprawie in extenso. Sa to — opisany jako Publikacja 1 — artykut opublikowany w 2017 r w Vaccine
pt.”HBcAg produced in transgenic tobacco triggers Th1l and Th2 response when intramuscularly
delivered” oraz opisany jako Publikacja 2 artykul z 2019 r opublikowany w Vaccines pt.
,Parenteral-Oral Immunization with Plant-Derived HBcAg as a Potential Therapeutic Vaccine
against Chronic Hepatitis B”. W podrozdziale 7.1 rozdzialu 7. rozprawy Autor zamieScit
szczeg6towe omdéwienie najwazniejszych wynikéw opisanych w tych pracach, a w podrozdziale 7.2
HbcAg jako nosnik epitopdw w czastkach mozaikowych oraz podrozdziale 7.3 HbcAg CLPs jako
otoczka superparamagnetycznych czastek tlenku zelaza wyniki badan prowadzonych dodatkowo z
innymi badaczami.

Jak wspomniano wcze$niej, moim zdaniem rozdzialty 7.2 i 7.3 nie stanowia pelnego
opracowania naukowego, zamieszczony opis doswiadczen nie umozliwia ich powtorzenia, a
przedstawione wnioski prezentowane s raczej jako przypuszczenia, spekulacje lub wskazujq
ewentualne kierunki dalszych badan. Podrozdzialy te moglyby zosta¢ zamieszczone w rozprawie w
formie aneksu, a nie w jej podstawowej czesci. W zwigzku z tym proponuje, aby dwa ostatnie
wnioski zamieszczone w Rozdziale 8. potraktowac jako hipotezy robocze wskazujace dalsze
kierunki badan. Niezaleznie od powyzszego, warto zwroci¢ uwage na zdecydowanie pozytywny
obraz wylaniajacy sie z lektury podrozdzialow 7.2 i 7.3. Wskazuja one na interdyscyplinarnosc¢
zainteresowan Doktoranta, Jego umiejetnos¢ pracy w takich wielodyscyplinowych zespotach — co
nie zawsze jest tatwe — oraz na dalsze aktywne poszukiwanie interesujacych obszaréw badawczych.

Zamieszczone w rozprawie w formie dwoch juz opublikowanych artykutéw materiaty stanowia
opracowanie spojne, bardzo interesujace, nowatorskie i dobrze przygotowane. W Publikacji 1 dla
uzyskania HBcAg wykorzystano roslinny system statej transformacji N. tabacum. W pokoleniu TO
przeanalizowano ponad 200 transgenicznych roslin i znaczna ich cze$¢ (ponad 30%) pozwalala na
uzyskanie 100-200 pg HBcAg na gram Swiezej masy liSci. W pokoleniu T1 obserwowano spadek
zawartoSci HBcAg w lisciach, ale uzyskano linie zawierajace ponad 100 pg HBcAg na gram
Swiezej masy lisci. Istotnym elementem tej publikacji jest opracowanie wydajnego systemu

oczyszczania HBcAg opartego na buforze TEN II i wirowaniu w skokowym gradiencie sacharozy.



Taki system pozwolil na uzyskanie preparatéw HBcAg o 43% czystoSci. Autorzy wykazali, ze
HBcAg uzyskane z liSci transgenicznego tytoniu i oczyszczone wedlug opracowanej procedury
zdolne sq do sktadania w CLP — czastki kapsydopodobne. Doswiadczenia z wykorzystaniem modeli
mysich pozwolily Autorom na wykazanie, ze niskie dawki czeSciowo oczyszczonego preparatu
HBcAg uzyskanego z transgenicznego tytoniu podawane domie$sniowo moga aktywowac uklad
odpornosciowy myszy i wywolywa¢ znaczna odpowiedZ immunologiczng. Oznaczenie profilu
przeciwcial pozwolilo wykazac, ze uzyskana odpowiedz immunologiczna miata charakter mieszany
i wskazuje na stymulacje odpowiedzi komdrkowej. Ogloszone w Publikacji 1 wyniki wskazujq na
duzy potencjat roslinnych systeméw transgenicznych w produkcji antygenéw pozwalajacych na
przygotowanie efektywnych szczepionek.
* Korzystajac z okazji chciatbym prosi¢, aby Doktorant sprobowat wyjasnic tak duze réznice
w uzyskanej wydajnosci oczyszczania HBcAg (opisane w suplemencie Publikacji 1) —

siegajace nawet %SD > 60%, a rOwniez w zastosowanym protokole rzedu 42%

W Publikacji 2 Autorzy zaproponowali bardzo interesujacy schemat szczepienia w oparciu o
HBcAg pochodzenia roslinnego a polegajacy na domiesniowej aplikacji iniekcyjnej szczepionki
pierwotne]j oraz podanej w formie doustnej szczepionki przypominajacej. Szczepionka pierwotna tu
zastosowana przygotowana zostata z HBcAg uzyskanego w systemie ekspresji przejsciowej w N.
benthamiana, natomiast szczepionke przypominajaca oparto na sproszkowanym liofilizacie lisci
transgenicznej salaty zdolnej do produkcji HBcAg. Liofilizacja pozwolila na prawie 20-krotne
zwiekszenie stezenia antygenu w preparacie roslinnym przy jednoczesnym zmniejszeniu jego
objetoSci. Przedstawiona w ramach rozprawy doktorskiej Publikacja 2 po raz pierwszy w literaturze
wykazuje, ze podawany doustnie liofilizowany materiat z roslin transgenicznych zawierajacy
stosunkowo male stezenie antygenu (HBcAg) i podany bez dodatkowych adiuwantéw skutecznie
wywoluje efekt przypominajacy szczepienia. To bardzo cenne odkrycie, ktore — jesli zostanie
wykorzystane i wdrozone — moze pomac rozwiazac jeden z podstawowych probleméw zwigzanych
z powszechnoscia skutecznych programéw szczepien, zwlaszcza w krajach rozwijajacych sie. Pisal
o tym réwniez Doktorant we ,,Wprowadzeniu”, wskazujac, ze duze koszty i problemy logistyczne
zwigzane ze stosowaniem tradycyjnych, podawanych iniekcyjnie, dawek przypominajacych
znacznie obnizaja skuteczno$¢ wielu programéw szczepien. W przedstawionej Publikacji 2 Autorzy
wykazali tez stosunkowo wysoka trwalos¢ preparatéw HBcAg z liofilizowanych lisci sataty
przechowywanych w 4°C przez wiele miesiecy — do 1 roku. Z tg ostatnig obserwacja wiaza sie trzy
pytania, ktore pozwalam sobie zada¢ Doktorantowi:

* Z czego wynika spadek siegajacy 50% zawartoSci antygenu w liofilizowanym preparacie z

lisci sataty?



* Jak wyjasni¢ zatrzymanie tego spadku i stabilng zawartos¢ HBcAg po 3, 9 i 12 miesigcach
przechowywania?
* Jak dlugo przechowywany preparat z liofilizowanych lisci sataty byt wykorzystywany jako

szczepionka przypominajgca w doswiadczeniach z udzialem myszy?

Ocena koncowa
Recenzowang rozprawe kwalifikuje jako rozprawe doktorska za nastepujace osiggniecia:
* podjecie tematyki badawczej trafnej zarowno pod wzgledem poznawczym, jak i utylitarnym
* wykorzystanie zréznicowanej i pracochlonnej metodyki badawczej obejmujacej techniki
molekularne, agronomiczne, chemiczne, medyczne i nauki o materiatach
* wlasciwe zaplanowanie doswiadczen, analize zgromadzonego materialu badawczego oraz
prawidlowe sformutowanie wnioskéw w dwoch przekazanych do oceny catego srodowiska
naukowego opublikowanych artykutach
* przygotowanie wyczerpujacego i opartego na wielu Zrodtach przegladu literatury

przedmiotu rozprawy

Za najbardziej wartoSciowe osiggniecie ocenianej rozprawy uwazam wykazanie, ze niskie
dawki czeSciowo oczyszczonego preparatu HBcAg uzyskanego z roslin transgenicznych podawane
domiesniowo mogg aktywowac uklad odpornosSciowy myszy i wywolywac znaczng odpowiedz
immunologiczng oraz zaproponowanie nowatorskiego schematu szczepienia w oparciu o antygeny
pochodzace z rodlinnych systemow ekspresyjnych uzyskanych zaréwno na drodze stalej
transformacji jak i ekspresji przejSciowej. Nowoczesne wykorzystanie systeméw roslinnych do
wytwarzania cennych poznawczo i ekonomicznie antygenow HBcAg stanowi w mojej ocenie

istotny wkiad w rozwoj biotechnologii roslin, a co za tym idzie dyscypliny agronomia.

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera istotne naukowe i utylitarne
elementy. Stanowi spoOjne i oryginalne opracowanie naukowe. Stwierdzam, ze rozprawa ,,Czastki
kapsydopodobne HBcAg otrzymywane w roslinach jako skladnik szczepionek oraz
bionanoczastek” spelnia wymagania sformulowane w Ustawie z 14 marca 2003 roku o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i na tej podstawie wnioskuje o

dopuszczenie mgr Marcina Pyrskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

dr hab. inz. Krzysztof Pudetko
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