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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Marii teckiej

"Otrzymywanie przeciwciat IgY specyficznych wobec biatka tNOX i jego wybranych epitopow ”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze
Chemii Organicznej i Medycznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod
kierunkiem dr hab. inz. Marcina Siefczyka. Praca skfada sie z kilku klasycznych rozdziatow,
takich jak: Wstep, Cel pracy, Badania wtasne, Podsumowanie i wnioski, Materiaty, Metody.
Brakuje mi rozdziatu Dyskusja, w ktéorym Doktorantka odniostaby swoje wyniki badani do prac
innych autoréw, cho¢ w rozdziale ,Badania wtasne” cytowane jest piSmiennictwo
potwierdzajgce kolejne etapy pracy eksperymentalnej. Nastepnie praca zawiera wykazy tabel i
rysunkéw, a takze skrétéw. Na koncu pracy znajdujg sie: literatura oraz streszczenia rozprawy
w jezyku polskim i angielskim. Doktorantka zamiescita réwniez swdj dorobek naukowy. Praca
zawiera 52 rysunki i 10 tabel. Wykaz pi$miennictwa obejmuje 146 pozycji literatury, gtéwnie
anglojezycznej do roku 2021, z czego tylko 53 pozycje literaturowe pochodzi z ostatnich 10 lat.
Niestety Doktorantka nie ustrzegta sie wielu btedéw edytorskich, stylistycznych i przede
wszystkim nie podata numeracji stron, co bardzo utrudnito mi lekture i ocene tej pracy. W celu
weryfikacji tych btedéw moge przekazaé Doktorantce wersje pdf pracy z zaznaczonymi
btedami.
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Pod wzgledem merytorycznym temat pracy doktorskiej jest aktualny i bardzo
wazny, bowiem dotyczy otrzymywania przeciwciat klasy Y specyficznych wobec markeréow
nowotworowych, tzn. biatka ENOX2 i jego wybranych epitopdédw oraz ich potencjalnego
wykorzystania w projektowaniu testdw diagnostycznych. Pierwszg czescig pracy jest
wprowadzenie, w ktorym opisano zastosowanie markeréw biologicznych w diagnostyce
choréb nowotworowych. Nastepnie szczegétowo scharakteryzowano biatka z rodziny ENOX, w
tym ENOX2 oraz przeciwciata klasy Y wraz z ich potencjalnym zastosowaniem w diagnostyce
nowotworowej. Wybranie przez Doktorantke biatka ENOX2 do badan zawartych w niniejszej
pracy bylo dobrze przemyslane i uzasadnione, poniewaz jego obecnos$¢ stwierdzono na
powierzchni niemalze wszystkich komdrek nowotworowych oraz w surowicy pacjentéw, co
czynito z niego atrakcyjny, uniwersalny marker biologiczny do celéw diagnostycznych. Ponadto
zewnatrzkomoérkowa lokalizacja ENOX2 sprzyjata wykorzystaniu tego biatka rowniez jako
potencjalnego celu terapeutycznego, w konstruowaniu szczepionek, a takze zastosowaniu
innych mozliwych terapii celowanych, np. hamowania aktywnosci katalitycznej ENOX2, ktéra
stymuluje proliferacje komdrek nowotworowych. Dodatkowo, odkrycie tkankowo
specyficznych  wariantéw transkrypcyjnych biatka ENOX2 pozwolito na stworzenie
nieinwazyjnego testu diagnostycznego wykrywajgcego nowotwér w okreslonych tkankach.
Nalezy rowniez podkresli¢, ze immunizacja kur i wybranie nieinwazyjnej metody izolacji
przeciwciat IgY z z6ttek jaj, skierowanych przeciwko biatku ENOX2 jest niewatpliwie zaleta tej
metody.

Cele pracy s3 jasno zdefiniowane i dotycza: immunizacji kur peptydowymi
koniugatami i rekombinowanym biatkiem ENOX2 oraz izolacji specyficznych przeciwciat Y
skierowanych przeciwko biatku ENOX2 i jego wybranym epitopom, nastepnie analizy
biochemicznej otrzymanych przeciwciat Y, detekcji biatka ENOX2 w komdrkach linii
nowotworowych i surowicach pacjentdw chorych na nowotwory oraz opracowania prototypu
testu diagnostycznego do wykrywania biatka ENOX2 w prdbkach biologicznych.

Doktorantka, aby zrealizowac¢ cele pracy zastosowata wiele metod badawczych
poczawszy od analizy in silico sekwencji oraz struktury biatka ENOX2 (programy PEP-FOLD3,
Predicted Antigenic Peptides oraz metoda GOR), dzieki ktérej wytypowano fragmenty biatka
do immunizacji zwierzat w celu wuzyskania specyficznych przeciwciat. Nastepnie
przeprowadzono synteze organiczng peptydéw oraz analize za pomocg spektrometrii
masowe;j i dichroizmu kotowego. Ich oczyszczanie przeprowadzono metodg HPLC. Do izolacji
przeciwciat zastosowano metode strgceniowg, a ich oczyszczanie przeprowadzono metoda
chromatografii powinowactwa. Inne zastosowane metody do charakterystyki przeciwciat to:
ELISA, Western blot, Dot blot, mikroskopia fluorescencyjna oraz immunohistochemia.
Jednakze mam kilka uwag dotyczgcych rozdziatu ,Badania wtasne”:

° Niestety niektore rysunki sg mato czytelne. Doktorantka jest niekonsekwentna w
przedstawieniu wynikéw na wykresach. Czasami podaje odchylenia w postaci tzw.
wasoéw (np. Rysunek 22), czasami nie (np. Rysunek 19). Rysunek 24 — Doktorantka
pisze, ze wykres przedstawia index ELISA (El) wraz z odchyleniami standardowymi (SD),
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ktore w wersji papierowej pracy nie sg widoczne. Dopiero w wersji pdf po
odpowiednim powiekszeniu mogtam przyjrzec sie temu rysunkowi.

Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze bardzo dobrym pomystem byto umieszczanie
schematycznych rysunkédw dotyczacych przeprowadzania eksperymentu lub metody
obok wtasciwych wynikéw.

. Czasami Doktorantka podsumowuje uzyskane wyniki stwierdzeniami niepopartymi

danymi literaturowymi, np. w podrozdziale 3.10.1: ,Badane probki charakteryzowaty
sie zréznicowang specyficznoscig wobec antygenu w stosunku do kontroli negatywnej
(klgY) przy czym probki 2-3 oraz 4-5 wykazywaty sie wysoka specyficzno$cig wobec
docelowych antygendw. Obserwowane réznice w specyficznosci analizowanych prébek
wynikajg m.in. z réznic osobniczych szczepionych zwierzat.” A wystarczytoby zacytowac
pozycje literaturowe 61 i 81, ktére Doktorantka uwzglednita juz w podrozdziale 1.4.2.
We fragmencie: ,Mimo, ze to koniugaty KLH prezentujg na swojej powierzchni wiecej
czasteczek peptydu niz BSA, przeciwciata anty-ENOX2(483-505)-BSA i anty-
ENOX2(483-496)-BSA wykazujg wyzszy sygnat absorbancji wobec antygenu (Rysunek
24). Jedng z prawdopodobnych przyczyn moze byé wptyw biatka nosnikowego na
konformacje peptyddw lub sama immunogennos$¢ biatka nosnikowego”, powinno by¢
zacytowane pismiennictwo potwierdzajace to stwierdzenie.
Podobnie, wiele podanych informacji wymaga wprowadzenia pismiennictwa
popierajacego te informacje, np. w podrozdziale 3.10.2 Analiza specyficznos$ci oraz
awidnosci przeciwciat IgY: ,Zastosowanie dawek przypominajacych nie tylko zwieksza
produkcje specyficznych przeciwciat, ale wptywa réwniez na proces ich dojrzewania”.
By¢ moze dla Doktorantki to wydaje sie oczywiste, niemniej jednak dla czytelnika,
ktory nie jest ekspertem w tej dziedzinie juz niekoniecznie.

° Doktorantka opisujgc Rysunek 26 i 31 btednie nazwata koniugaty anty-ENOX2(483-
505)-BSA jako anty-ENOX2(485-505)-BSA.
° Tytut Tabeli 5 powinien brzmieé: ,,.Sekwencje aminokwasowe wybranych epitopow

biatka ENOX2”, a nie — , W tabeli przedstawiono sekwencje aminokwasowe wybranych
epitopdw biatka ENOX2”.

Bardzo wartosciowym wynikiem tej pracy w moim odczuciu jest udowodnienie, ze
przeciwciata anty-ENOX2(483-505)-BSA/KLH tracg zdolno$¢ oddziatywania z docelowym
antygenem poddanym denaturacji termicznej oraz redukcji w obecnosci B-merkaptoetanolu.
Peptydowy fragment biatka ENOX2(483-505) byt zdolny do przyjmowania stabilnej struktury
drugorzedowej w formie skoniugowanej z biatkiem nosnikowym, a przeciwciata
wygenerowane przy uzyciu koniugatow ENOX2(483-505)-BSA/KLH rozpoznawaty epitopy
konformacyjne. Ponadto, otrzymane parametry limitu detekcji biatka ENOX2(292-610) oraz
miana analizowanych przeciwciat (rozdziat 3.14) pozwolity na ich wykorzystanie w
opracowaniu prototypu testu diagnostycznego stuzgcego do wykrywania biatka ENOX2 w
surowicy lub moczu pacjentéw. W rozdziale 3.15 opisano modyfikacje otrzymanych
przeciwciat Y peroksydazg chrzanowg, pochodnymi biotyny oraz izotiocyjanianem
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fluoresceiny. Wyniki analizy poréwnawczej przeciwciat Y przedstawione na Rysunku 37
(podrozdziat 3.15.4) jednoznacznie wskazujg przewage przeciwciat nieznakowanych nad
znakowanymi w metodach ELISA i Western blot. Rozdziat 3.16 to projektowanie testéw
sandwich ELISA do detekcji biatka ENOX2 z wykorzystaniem przeciwciat IgY specyficznych
wobec peptydowych fragmentéw ENOX2 oraz ENOX2(292-610). W pierwszym
zaproponowanym tescie, mimo mozliwosci detekcji biatka ENOX2(292-610) w prébce, wartosé
El we wszystkich analizowanych wariantach byfa zaledwie okoto dwukrotnie wyzsza od 1,2, co
moze by¢ niewystarczajacg wartoscia, aby jednoznacznie wskaza¢ na obecnos¢ docelowego
antygenu. Drugi wariant testu sandwich ELISA réwniez nie pozwolit na potwierdzenie
zdolnosci detekcji biatka ENOX2(292-610) w prébkach przy zastosowaniu przeciwciat Y anty-
ENOX2(292-610). Jednakze ostatecznie przydatnos¢ zaprojektowanych testéw do pomiaru
ENOX2 w prébkach sprawdzono przez wykrywanie biatka ENOX2 w lizatach az 6 réznych linii
komdrek nowotworowych z wykorzystaniem przeciwciat anty-ENOX2(483-496)-BSA IgY oraz
anty-ENOX2(292-610) IgY (rozdziat 3.17) oraz analize prébek od oséb zdrowych i pacjentéw z
potwierdzong chorobg nowotworowg (rozdziat 3.18). Analiza lizatéw linii komdrkowych z
wykorzystaniem przeciwciat anty-ENOX2(483-496)-BSA IgY i anty-ENOX2(292-610) ujawnita
obecnos¢ prazkéw odpowiadajagcym biatkom o masie czgsteczkowej 70 kDa, co swiadczyto
najprawdopodobniej o obecnosci przeciwciat anty-BSA IgY. Réwniez na membranie
inkubowane] z przeciwciatami kontrolnymi IgY w wiekszosci préobek obecny byt sygnat dla
biatka o masie okoto 70 kDa, ktéry mogt utrudniaé detekcje biatka ENOX2 ze wzgledu na
zblizong mase tych biatek. Jak wyjasnia Doktorantka koniecznym bytoby usuniecie z
mieszaniny przeciwciat specyficznych wobec BSA z wykorzystaniem chromatografii
powinowactwa lub powtdrzenie immunizacji kur z potwierdzonym brakiem obecnosci
przeciwciat Y anty-BSA.

Gdyby zaprojektowane testy byty specyficzne mozna by je zastosowa¢ do badan
przesiewowych w kierunku wykrywania choréb nowotworowych lub monitorowania
postepdéw terapii. Z uwagi na to, ze wyniki uzyskane dla testu sandwich ELISA byly
niemiarodajne (Rozdziat 4.15), Doktorantka zdecydowata o zastosowaniu metody Western
blot do detekcji biatka ENOX2 w prdbkach surowicy pacjentdéw z rakiem prostaty. Dodatkowo,
do detekgcji ludzkiej albuminy surowiczej HSA zastosowano przeciwciata anty-BSA IgY (5 pug/ml)
otrzymane po immunizacji kur biatkiem BSA, rozpoznajace zaréwno BSA, jak i HSA. Byto to
bardzo logicznym i zasadnym krokiem wykluczajagcym niespecyficzne oddziatywania
przeciwciat anty-ENOX2 z obecnymi w surowicy biatkami BSA i HSA. Analiza ta, podobnie jak w
przypadku analizy lizatéw linii komérek nowotworowych, ujawnita obecno$é prazkéw
odpowiadajgcych biatkom o masie czgsteczkowej 70 kDa. W zwigzku z czym metodg Western
blot nie jest mozliwe testowanie surowic pacjentdow oraz lizatéw komodrek nowotworowych w
celu potwierdzenia obecnosci biatka ENOX2 jako markera nowotworowego. Jednym z
ostatnich etapdw pracy eksperymentalnej byto potwierdzenie uzycia przeciwciat anty-
ENOX2(483-505)-BSA i anty-ENOX2(483-496)-BSA do wykrywania biatka ENOX2 na
powierzchni komérek 4 linii nowotworowych oraz kontrolnej w mikroskopii fluorescencyjnej.
Analiza detekcji biatka ENOX2 na powierzchni komérek nowotworowych z zastosowaniem
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przeciwcial Y wykazata obecnos¢ sygnatu fluorescencyjnego jedynie w przypadku
wykorzystania nieznakowanych specyficznych przeciwciat Y. Szkoda, ze przeprowadzona
analiza mikroskopowa nie pozwolita na jednoznaczne potwierdzenie specyficznego
oddziatywania przeciwciat Y z biatkiem ENOX2 na powierzchni komérek nowotworowych.
Niewatpliwie kontynuacja badan w tym kierunku jest zasadna. Dopetnieniem badan byta
immunohistochemiczna analiza preparatéw tkankowych z zastosowaniem przeciwciat anty-
ENOX2 IgY w celu oceny przydatnosci tychze przeciwciat w analizie immunohistochemicznej
wycinkédw nowotworowych jelita grubego, watroby, migdatka gardtowego oraz grasicy.
Barwienie i zdjecia preparatow wykonano w Histopatology Laboratory, Department of
Pathology, UTHealth, McGover Medical School. Niestety, analiza barwionych preparatéw
(Rysunki 49-52) sugeruje oddziatywanie przeciwciat Y z réznorodnymi typami komérek (w tym
z komoérkami uktadu immunologicznego i hepatocytami), co moze sSwiadczy¢ o
niespecyficznosci uzyskanych przeciwciat anty-ENOX2, dlatego tez jednoznaczne rozrdéznianie
komorek, z ktérymi wigzg sie IgY w technice immunohistochemicznej rowniez jest niemozliwe.

Dorobek naukowy Doktorantki to 4 prace oryginalne opublikowane w
recenzowanych czasopismach z tzw. wspoétczynnikiem wptywu, w ktdrych jest ona raz
czwartym i pigtym autorem i dwukrotnie si6dmym autorem publikacji. Jedynie w jednej
opublikowanej w Pracach Naukowych Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej jest
pierwszym autorem. Doktorantka ponadto prezentowata 2 doniesienia konferencyjne,
natomiast jest wspdtautorem imponujacej liczby patentéw (6). Na uwage zastuguje réwniez
liczba odbytych stazy naukowych: 2-krotnie w Stanach Zjednoczonych (The University of Texas
i The University of Chicago), raz w Danii (Technical University of Denmark) i raz na
Uniwersytecie Jagielloriskim w Krakowie. Wskazuje to na duzg che¢ i potrzebe Doktorantki na
poszerzanie swojej wiedzy i rozwdj naukowy. Czes¢ wynikow zawartych w pracy doktorskiej
byta efektem przeprowadzenia 4 prac dyplomowych. Jesli Doktorantka sprawowata
merytoryczny i techniczny nadzér nad pracami, wskazuje to na jej dobre umiejetnosci
dydaktyczne i laboratoryjne.

Pomimo uchybien edytorskich widocznych po lekturze tej pracy oraz uzyskania nie
w petni zadowalajgcych wynikéw z pracy eksperymentalnej nalezy podkresli¢, ze Doktorantka
podjeta sie bardzo ambitnego tematu i wykonata ogrom pracy. W sposéb logiczny i
merytoryczny przechodzita do kolejnych etapdw pracy eksperymentalnej i osiggniecia
zatozonych celdw. W sposdb adekwatny do uzyskanych wynikéw wyciggneta wnioski. W mojej
opinii praca doktorska mgr inz. Marii teckiej spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (t.j. Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 z pdzn. zm.), dlatego wnosze do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Kandydatki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,
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