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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marii Le¢ckiej pt. ,,Otrzymywanie przeciwcial IgY specyficznych
wobec biatka tNOX i jego wybranych epitopow”

Praca doktorska mgr inz. Marii Leckiej zostala wykonana w Zakladzie Chemii Medycznej
i Mikrobiologii, Katedrze Chemii Organicznej i Medycznej, Wydziatu Chemii Politechniki Wroctawskie;j.
Promotorem pracy jest dr hab. Marcin Sienczyk, prof. uczelni.

W tytule pracy zastosowano nazwe biatka tNOX, podczas gdy w calej pozostatej rozprawie biatko to
nazywane jest ENOX2. Obie nazwy dotyczg tego samego biatka i sg akceptowane w literaturze naukowej,
co autorka zaznacza we wprowadzeniu. W obrgbie rozprawy, i kazdej innej pracy naukowej, powinno si¢
jednak konsekwentnie uzywac tej samej nazwy.

Wprowadzenie do tematvki — przedmiot i cele rozprawy

Przedmiotem przedtozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej sa ludzkie biatko ENOX2 oraz kurze
przeciwciala zéttkowe, IgY. Celem pracy byto natomiast wyprodukowanie przeciwciat IgY specyficznie
rozpoznajacego biatko ENOX2 lub jego peptydowe fragmenty, ktéore mozna by wykorzysta¢ do detekcji
tego biatka w testach diagnostycznych nowotworow. We wprowadzeniu do pracy autorka zwigzle
i w uporzadkowany sposob przedstawia synteze kilku poruszanych tematyk. W pierwszej kolejnosci
pokrotce opisujac skale wyzwan zwigzanych z diagnostyka i terapig chor6b nowotworowych. W dalsze;j
czesci autorka opisuje czym sg markery nowotworowe oraz jakie jest ich zastosowanie, aby przejs¢ do
charakterystyki bialek zewnatrzkomérkowych oksydaz zwanych ENOX obecnych w roznych organizmach
od roslin do zwierzat, wérdd ktdrych wyrdéznia ENOX1, ENOX2 i arNOX. U cziowieka biatko ENOX2
jest zwigzane z nowotworami i obecne na powierzchni komérek nowotworowych, z ktérej moze by¢
uwalnianie. W efekcie staje si¢ dostgpne do detekcji w surowicy 0sob, u ktdrych rozwija si¢ nowotwor.
Tym samym ENOX2 jest potencjalnym markerem nowotworowym. Dalszg cze$¢ wprowadzenia autorka
poswigca przeciwcialom opisujgc ich ogdlne zastosowania, a nastepnie opisuje kurze przeciwciata IgY,
poréwnuje ich charakterystyke molekularng z przeciwciatami ssaczymi IgG oraz opisuje dotychczasowe
zastosowanie przeciwcial IgY. Sposréd wymienionych przez autorke zalet produkcji przeciwciat IgY
specyficznie rozpoznajacych ludzkie epitopy sg m.in. wyzsze prawdopodobienstwo skutecznej
immunizacji zwierzat wynikajace z dalszego pokrewienstwa filogenetycznego kur wzgledem czlowieka,
anizeli ma to miejsce w przypadku myszy czy krolika, oraz stosunkowo fatwe i etycznie nie budzace oporu
pozyskiwanie przeciwcial z zottka jaja kurzego, w przeciwienstwie do skrwawiania zwierzgt np. krolikow.



Opinia o przedstawionej do oceny rozprawie

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Marii Leckiej dokumentuje ambitny plan badawczy, ktérego
celem bylo pozyskanie kurzych przeciwciatl IgY skierowanych na ludzkie biatko ENOX2, bedace
potencjalnym markerem nowotworowym, celem opracowania prototypéw oznaczen w diagnostyce
nowotworowej. Plan badan byl bardzo szeroki i obejmowat kompletny proces tworzenia przeciwcial od
wyboru epitopéw, poprzez immunizacje kur i ocen¢ postepéw w produkcji przeciwcial, oczyszczanie
przeciwcial IgY metoda precypitacyjng i oczyszczanie przeciwciat antygenowo specyficznych metods
chromatografii powinowactwa, charakterystyke biochemiczng oczyszczonych przeciwcial, ich sprzeganie
z grupami funkcyjnymi i ostatecznie ich wykorzystanie do detekcji ENOX2 z zastosowaniem réznych
metod obejmujacych test sandwich ELISA, western blot i mikroskopi¢. Sumarycznie wykonanie planu
badan obejmujace zastosowanie wszystkich wymienionych (i kilku niewymienionych) podejsé
badawczych powinno zapewni¢ doktorantce szerokie zrozumienie przeprowadzania wieloetapowego
procesu eksperymentalnego oraz zapewni¢ jej praktyke w przeprowadzaniu wielu bardzo réznych
oznaczen. W realizacji badan autorka nawigzata wspétprace z ekspertami w roznych dziedzinach m.in.
spektrometrii masowej, weterynarii, czy onkologii. Jest to atutem pracy. Najwiekszym atutem pracy jest
obietnica wytworzenia nowoczesnych molekularnych narzedzi diagnostycznych w oparciu o przeciwciala
1 znane podejscia metodyczne. Zatem z punktu widzenia stricte naukowego praca cechuje sie ograniczona
nowatorskoscia, gdyz nie opisuje nieznanych dotychczas procesow czy funkcjonalnosci komponentow
biologicznych.

Koncowy efekt pracy, jak wiadomo, wieniczy dzieto. Takim efektem wyrazonym w liscie celow
pracy bylo opracowanie prototypow testow diagnostycznych w kierunku matoinwazyjnej lub nieinwazyjne;j
diagnostyki nowotworéw. Pomimo sukcesow w wykonaniu poszczegdlnych celow czgstkowych, tego
ostatecznego celu nie udato si¢ osiagna¢. W moim odczuciu wraz z zaawansowaniem realizacji projektu
jakos¢ wykonania poszczegélnych zadan spadata, a analiza zaprezentowanych wynikéw skfania ku
przekonaniu, ze analizy wykonano do$¢ ,,powierzchownie”. Mam réwniez wrazenie, ze mozliwe bylo
przeprowadzenie bardziej wnikliwych analiz wstgpnych. W dalszej czesci recenzji przystepuje do analizy
szczegotowej rozprawy rozpoczynajac od sekcji wynikow.

Uwagi szczegOtowe dotyczace wynikow

Czgs¢ zatytulowang ,badania wlasne” rozpoczynaja analizy obliczeniowe wykonane
z zastosowaniem narzedzi bioinformatycznych. Autorka przedstawia analize sekwencji biatka ENOX2
celem zdefiniowania fragmentow sekwencji o najwyzszym potencjale immunogennym. Nastepnie
analizuje m.in. potencjalng struktur¢ ENOX2 oraz wybranych fragmentéow peptydowych tego biatka
w oparcie o narzgdzia wykorzystujace homologie strukturalng. We wprowadzeniu autorka pokrétce
przytacza literaturg, w ktoérej udowodniono istnienie 10 wariantdéw bialkka ENOX2 o masach
czasteczkowych w zakresie od 34 do 94 kDa. Autorka nie wykonala jednak analiz pod katem ekspresii
ENOX2 w réznych nowotworach i tkankach oraz nie przeanalizowala mozliwosci specyficznego
wzbogacenia réznych izoform ENOX2 w réznych nowotworach czy tkanek. Uprzejmie prosze
o0 rozwinigcie tej tematyki w kontekscie fragmentéw peptydowych wybranych do produkciji peptydowo-
specyficznych IgY. Czy mozna okre$li¢ w jakich tkankach i jakiego typu nowotworach zaproponowane




epitopy charakteryzowalyby sie najwiekszg wartoscig diagnostyczng? Uprzejmie prosze roéwniez o
przygotowanie analizy ekspresji biatka ENOX2 w roéznych typach nowotwordw w oparciu o dostepne
online bazy danvych i narzedzia do wizualizacji.

Czy ze wzeledu na bardzo wysokie podobienstwo sekwencji ENOX1 i ENOX2 obejmujace
nieprzerwane ciggi kilkunastu aminokwas6w identycznych w_obu biatkach rozwazono i sprawdzono
reaktywnosé anty-ENOX2(292-610) IgY wzgledem ENOX1? Prosze o szersze odniesienie si¢ do tego
zagadnienia. Ponadto uwazam, ze Rysunek 3 zamieszczony we wprowadzeniu, powinien raczej znalez¢ si¢
w sekcji z wynikami. Po pierwsze dlatego, ze przedstawiona analiza porOwnawcza ma istotne implikacje
w kontekscie tej pracy, po drugie ze wzgledu na to, Ze analiza ta ma pordwnywalng wartos¢ naukowg
z innymi wykonanymi przez autorke analizami in silico przedstawionymi w sekcji wynikow.

W dalszej czg$ci pracy autorka opisuje przygotowanie i oczyszczanie wybranych peptydow ENOX?2
za pomoca syntezy chemicznej i HPLC, oraz zgrubng analizg ich struktury za pomoca dichroizmu
kolowego. Po tym nastepuje opis wynikow koniugacji peptydow biatka ENOX2 z biatkami no$nikowymi:
BSA, KLH i OVA. W _Tabeli 6 udokumentowano ogromng rdznicg w obsadzeniu KLH peptydami
w poréwnaniu do BSA i OVA. Szacunkowa ilo$é peptydéw na jedno KLH oscyluje pomigdzy 354 a 980,
podczas gdy w dwéch pozostatych przypadkach nie wykracza poza 6. Z czego wynika réznica i jakie mogla
mie¢ konsekwencie dla jakosci przeciwcial wytworzonych po immunizacji z koniugatem KILH?

Dalsza cze$é opisuje immunizacje kur oraz jej wstgpne wyniki. W Tabeli 7 (oznaczonej 3.7.)
podsumowuje zakres uzytych antygenéw i schemat podawania dawek oraz ich sktad. W czesci poswigcone]
izolacji IgY z zottek autorka opisuje metodg precypitacji PEGiem blgdnie podajac nazwisko pierwszego
autora cytowanej pracy zrodtowej (Polson zamiast Pauly). W dalszych czgsciach poswieconych oznaczaniu
czystosci i wstepnej analizie swoistodci przeciwcial autorka stusznie zwrécila uwage na obecnosc
specyficznych przeciwcial zdumiewajaco szybko po pierwszej immunizacji i przedstawila dowdd na
obecnosé przeciwcial anty-BSA u cze$ci immunizowanych kur, co niestety miafo istotne negatywne
reperkusie w dalszych cze$ciach pracy. W réznych miejscach w pracy autorka uzywa wymiennie skrotu
LOVA”i,0VO” gdy referuje owoalbuming biatka jaja kurzego (ang. ovoalbumin). Biatka tego uzyto jako
alternatywy dla BSA i KLH celem koniugacji z wybranymi peptydami i wykorzystania koniugatow w
testach na miano przeciwciat, limitu detekcji i innych. Wstepne analizy awidnosci i_powinowactwa
przeciwciat podczas cyklu immunizacji kur oceniam pozytywnie.

W nastepnych podrozdziatach autorka przechodzi do opisu wynikow oczyszczania przeciwcial.
Podrozdzial po$wigcony przygotowaniu zioza chromatografii powinowactwa jest raczej opisem metody niz
wyniku. Oczyszczanie i péZniejsza analiz¢ zaplanowano bardzo dobrze, testujac 3 rdézne roztwory elucyjne
ze ztoza. W tej czesci zabraklo mi informacii z jakiej wyijéciowej ilosei IgY uzyskano podane ilosci
przeciwcial specyficznych. Ile jajek przektada si¢ na ok 100ug antygenowo specyficznych IgY? Uprzejmie
prosze o przedstawienie odpowiednich obliczen.

Nastepnie autorka opisuje wyniki szczegélowej analizy biochemicznej oczyszczonych
chromatografia powinowactwa przeciwciat poczynajac od okreslenia miana przeciwciat stosujac trzy rozne
metody: ELISA, Western blot oraz dot blot. Uzyskane miana, ktére w zamysle reprezentujg najnizsze
stezenia przeciwcial umozliwiajace wykrycie antygenu, oscylowaly dla wigkszosci przeciwciat
w okolicach 1 pg/ml, co w poréwnaniu do przeciwcial polikonalnych IgG jest wynikiem stosunkowo
stabym, ale oczekiwanym dla przeciwciat IgY. Dla czesci epitopéw miana byly jednak znaczaco wyzsze,




od 5 do 25 ug/ml. Jest to o tyle istotne, ze w kolejnym podrozdziale po§wieconym oznaczeniu limitu
detekcji autorka zastosowata do detekcji serii rozcienczen antygendw oczyszczone przeciwciala w stezeniu
1 pg/ml. czyli ponizej oznaczonego miana (podobnie sprawa ma si¢ w podrozdziale 3.14.). Pomimo tego
uzyskujac sygnaly. W jaki sposdéb autorka wytlumaczylaby te wydaje si¢ niespdine wyniki? W dalszych
czgsciach pracy stgzenia przeciwcial wykorzystywanych w testach detekcji antygenu sg z reguty wyzsze
niz 1pg/ml. Co istotne autorce udato si¢ wykazaé, ze przeciwciala wzgledem 3 z 4 wybranych epitopow
faktycznie rozpoznaja te epitopy zaréwno w formie skoniugowanej z biatkiem no$nikowym (owoalbumina)
jak i obecne na powierzchni rekombinowanego biatka ENOX2(292-610), co jest sukcesem tej pracy.

W odniesieniu do przeciwcial specyficznych wzgledem jednego z peptydowych epitopow
poczyniono cieckawag obserwacje, a mianowicie wykazano, ze przeciwciala wykrywaja ten epitop
ENOX2(483-505) w formie natywnej, najprawdopodobniej a-helisy, co niewatpliwie nadaje takiemu
przeciwciatu specyficzng funkcjonalnosé. Niemniej te obserwacje stojg w sprzeczno$ci z informacjami
podanymi w podrozdziale 3.13. i na Rysunku 30, z ktérych wynika, ze ENOX2(483-505) jest
rozpoznawane przez przeciwciala anty-ENOX2(483-505)-BSA/KLH w analizie Western blot
przeprowadzonej po rozdziale SDS-PAGE w warunkach redukujacych. Faktycznie na podstawie
dodatkowych eksperymentéw (3.14.) autorka przyznaje, ze przeciwciala anty-ENOX2(483-505)-
BSA/KLH moga réwniez rozpoznawa¢ zdenaturowany epitop, choé¢ z nizszym mianem.

Uzyskane i scharakteryzowane biochemicznie przeciwciata autorka poddata modyfikacjom poprzez
zwigzanie do nich pochodnych biotyny, izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC) lub peroksydazy chrzanowej
(HRP), po raz kolejny wykonujgc bardzo szeroki i przegladowy plan stworzenia i przetestowania
przeciwcial mozliwych do zastosowania w wielu réznych podejsciach badawczych. W opisie procedur
autorka uzywa kilku okreslen tej samej metody: sgczenie molekularne, chromatografia zelowa,
chromatografia wykluczenia oraz filtracja zelowa. W obrgbie jednej pracy sugerowatbym zachowac spdjng
terminologi¢. Zajscie pozadanych modyfikacji oraz funkcjonalnos¢ modyfikowanych przeciwciat autorka
monitorowata stosujac rozne techniki. W jaki sposéb monitorowano postep i koncowy efekt modyfikacji
FITC? Odpowiedniej informacji nie podano ani w wynikach, ani w metodach. Drobng uwage kieruje
w odniesieniu do Rysunku 38, w ktorym grafika sugeruje oddziatywanie biotyny z HRP, nie streptawidyng.

Zmodyfikowane przeciwciala zostaly nastepnie wykorzystane do przygotowania prototypowych
testow diagnostycznych typu sandwich ELISA, oraz przetestowane w_ kontekscie diagnostyki
nowotworowej. W _mojej ocenie proby przygotowania testu diagnostycznego metoda sandwich ELISA,
proby detekcji ENOX2 w lizatach komérkowych i surowicy pacjentow, oraz préby wizualizacji ENOX2
przy pomocy mikroskopii sprawiaja wrazenie powierzchownych. Oceniam wszystkie te proby jako
nieudane. Tym samym cele pracy zostaly osiagniete tylko czesciowo.

Autorka zaprezentowata dwa podejscia do opracowania testu typu sandwich ELISA w celu detekcji
ENOX?2. Uzycie zestawu przeciwciat anty-ENOX?2(483-505) IgY i anty-ENOX2(292-610) IgY uwazam
za shuszne. Kombinacje przeciwcial anty-ENOX2(292-610) IgY i anty-ENOX?2 IgG uwazam za mniej
trafiong, poniewaz anty-ENOX2(292-610) moze rozpoznawa¢ ENOXI1, czego nie sprawdzono, oraz
blokowac¢ epitopy anty-ENOX?2 IgG. Uwazam, Ze nalezaloby rowniez sprébowaé kombinacji anty-ENOX2
IgG i anty-ENOX2(292-610) lub peptydowo-specyficznego, a takze podjaé proby optymalizacji wstepnych
testow, ktére w zaprezentowanej formie wykazywaly zbyt ograniczony zakres dynamiczny detekcii
antygenu oraz nie sprawdzono ich w odniesieniu do prébek typu surowica.




Niestety nieudane byly rowniez proby detekcji biatka ENOX2 w lizatach komérek nowotworowych
oraz_surowicach pacjentéw. W mojej ocenie jako$é blotdw jest bardzo staba, co moze wynikaé
z nieodpowiedniego przygotowania probek lizatéw do elektroforezy np. obecnoéci frakeii chromatynowe.
Jesli takie problemy faktycznie mialy miejsce sugeruje korzysta¢ z enzymu typu viscolase lub benzonazy
celem usunigcia chromatyny. W kontekscie uzyskanych wynikéw kontrolne komercvinie dostepne
przeciwciato anty-ENOX2 IgG umozliwialo detekcie prazka migrujacego na poziomie okolo 40kDa,
co moze sugerowaé ekspresje w_analizowanych komoérkach izoformy ENOX2. Doceniam wnikliwo$é
autorki i oznaczenie BSA/ HSA jako antygenéw rozpoznawanych przez testowane biatka.

Jako niezadowalajace oceniam préby wizualizacii ENOX2 w_ wykorzystaniem przeciwciat
znakowanych fluorescencyjnie FITC oraz posrednio poprzez przeciwciala specyficzne wzgledem ENOX2
1 nastgpujace barwienie przeciwciatami drugorzedowymi sprzegnietymi z FITC. W mojej ocenie proby te
nalezato wykona¢ z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego zapewniajacego rozdzielczosé w osi z.
nieosiagalng przy zastosowaniu mikroskopu fluorescencyjnego. Jaki rodzaj sygnatu doktorantka
spodziewata si¢ otrzymac zaktadajac, ze ENOX2 wykazuje lokalizacja na zewnetrznej blonie komorkowej?
Prosze o eksperyment myslowy lub przyklad literaturowy wizualizacji biatka zewnatrzblonowego
porownawczo za pomocg mikroskopii fluorescencyijnej i konfokalnej. Zamieszczone w wersji drukowanej
oraz w wers]i pdf zdjecia wykonane mikroskopem konfokalnym sa zbvt ciemne, aby mdc je nalezycie
oceni¢. Wydaje mi si¢, ze sygnal lokalizuje w cytoplazmie analizowanych komérek, i nie cechuje sie
lokalizacja powierzchniowg jak napisano w pracy. Uwazam, ze kontrola dla testowanych przeciwciat
powinno by¢ komercyjnie dostepne przeciwcialo anty-ENOX2 IgG. Podobnie kontrole taka nalezalo
zastosowa¢ w odniesieniu do histochemicznego barwienia tkanek.

Czes¢ wynikowa konezy rozdziat zatytutlowany ..Podsumowanie i wnioski”. Ta czesé jest bardzo
krétka i nie odniesiono si¢ w niej do zadnej innej pracy badawczej, patentu, badz informacii o dziatalnosci
komercyjnej. Tym sposobem rozdziat ten znaczaco odbiega od rozdziatéw typu ..Dyskusja” w artykutach
naukowych i rozprawach doktorskich.

Uwagi szczegdlowe dotyczace wprowadzenia

W pierwszych 2 zdaniach rozprawy autorka przedstawia istotnosé¢ diagnostyki i terapii choréb
nowotworowych w kontekscie ilosci odnotowanych rocznie zachorowan i zgonoéw, opierajac sie, jak
domniemam, na raporciec WHO z 2018r. Material Zrédtowy zacytowany w tym miejscu tj. referencja nr 1
pochodzi z roku 2012r. Referencje powinny by¢ zawsze podawane z duza starannoscia.

Podtytut 1.1. ,,Markery uzyteczne w diagnostyce choréb nowotworowych” nie jest adekwatny do
nastgpujgce;j tresci, poniewaz autorka w zaden sposob nie odnosi sie do choréb nowotworowych. Podtytut
ten powinien raczej brzmie¢ ,,Markery biologiczne uzyteczne w diagnostyce choréb”.

Rysunek 1 jest zorganizowany w sposob logiczny i chronologiczny w odniesieniu do tekstu o ile
odczytany zgodnie z ruchem wskazéwek zegara. Wyjatkiem psujacym ten koncept jest umieszczenie
w pierwszej kolejnodei ,,monitorowania stanu pacjentéw po terapii”, a poézniej dopiero ,,dobér
odpowiedniej terapii”.



W czescei tekstu w podrozdziale 1.2. w ktérym autorka wymienia markery nowotworowe i odsyta
do Rysunku 2, wymienia 1 marker (PSA), natomiast nie wymienia 2 (HER2 i PALP) z 3 markeréw
przedstawionych na rysunku, co powinna byla zrobié.

A podrozdziale 1.3.1. oraz 1.3.2. autorka wymienia funkcjonalne elementy w obrebie biatka
ENOX2 w tym miejsce wigzania NADH, miejsce wymiany disiarczkowo-tiolowej (motyw cysteinowy),
potencjalne miejsce wigzania jonu miedzi, motywy wiagzace odpowiednio adening i chinon. Te i inne
wymienione w tekscie motywy strukturalne powinny zosta¢ przedstawione na odrebnym rysunku
z zaznaczeniem ich lokalizacji w obrebie petnej dtugosci biatka.

Pierwsze zdanie podrozdziatu 1.3.2. jest niepoprawne: ,,Masa czgsteczkowa ENOX2 wynosi okoto
70 kDa i sktada si¢ z 610 reszt aminokwasowych”. Masa czasteczkowa nie sktada sie z aminokwasow.

Opis Rysunku 5 jest niewystarczajacy. W opisie powinna si¢ znalez¢ informacja w jaki sposdb
zaznaczono blon¢ komorkowa, oraz, ze na rysunku przedstawiono inne biatka katalityczne i docelowo
modyfikowane aktywnoscig ENOX2.

Zaciekawila mnie informacja w podrozdziale 1.4., ze kura moze rocznie wyprodukowaé 18¢g
specyficznych IgY. Czy specyficznych wzgledem konkretnego zadanego antygenu, ktérym
immunizowano? Jesli tak, prosze o wyliczenie ile jajek dziennie musiataby znosi¢ kura w ciggu roku aby
osiaggna¢ ten poziom produkcji (18g) przy zatozeniu danych z Tabeli 2 i podrozdziatu 1.4.2. tj., ze z zottka
mozna pozyska¢ 100-150 mg przeciwcial poliklonalnych, sposrod ktorych 2-10% stanowig przeciwciata
o pozadanej specyficznosci antygenowe;.

W rozdziale 1.4.1. autorka charakteryzujac ptasie IgY odnosi si¢ do pracy zrédiowej z 1969r., piszac
wdopiero w 1969 roku Leslie i Clem zasugerowali zmiang stosowanego nazewnictwa na IgY”’. Rok 1969
w odniesieniu do postepow w biologii molekularnej i immunologii to czas naprawde odlegly, stad ,,dopiero
w 1969 roku” brzmi nieco kuriozalnie.

W Tabeli 2 zawarto wiersz ,,Il0$¢”. Nalezaloby sprecyzowa¢ czego i w czym np. ,,Przecietna ilosé
pozyskiwanych przeciwciat” : 100-150mg/ jajko (kurze); 200mg/ skrwawienie (krolika?).

Tytut podrozdziatu 1.4.2. powinien brzmie¢ ,,Otrzymywanie przeciwciat IgG i IgY” poniewaz caty
pierwszy akapit poswiecony jest IgG.

Czy Rysunek 9 przedstawia ogélny schemat oczyszczania IgY z zéttka metodami stragceniowymi,
czy specyficznie z zastosowanie PEG? Jesli z zastosowaniem PEG, powinno to by¢ uzupetnione w tytule.

Brak odnosnika do Tabeli 3 w tekscie.

W odniesieniu do zastosowania IgY w diagnostyce nowotwordéw autorka powotuje si¢ na 4 prace
zrodlowe, sposrod ktorych 3 sg autorstwa badaczy z Politechniki Wroctawskiej. Uprzejmie prosze o krotkg
dyskusj¢ czy ta tematyka jest adresowana i realizowana réwniez w obrebie innych osrodkéw naukowych
i przez producentdw komercyjnych. Czy ta specyficzna tematyka staje sie obecnie obiektem szerszego
zainteresowania?



Uwagi szczegdlowe dotyczace opisOw materialdw, metod., wykazow i bibliografii

Opis materialéw jest wyczerpujacy. Natomiast z calg pewnoscia nie jest szczegdtowy. W opisie np.
odczynnikéw warto podawa¢ numery katalogowe, jak réwniez numery lot zwlaszcza w kontekscie
przeciwciat i odczynnikéw zlozonych. W przypadku prostych odczynnikdéw chemicznych warto rowniez
podaé deklarowang przez producenta czysto$¢. W przypadku linii komoérkowych czesto wymagane jest
podanie zrédla pozyskania lub zakupu, ewentualnie walidacji danej linii.

W sekeji metod. Autorka szczegdtowo opisuje procedury, ktore zastosowata czesto odnoszac sie do
konkretnych rysunkéw. Metody sa uszeregowane w_bloki tematyczne. Jest to dobra praktyka.
Sugerowalbym, zeby w obrebie blokéw elementy wspdlne dla wszystkich opiséw wyodrebnia¢ w jeden
wspoélny opis. Ogoélnie zastosowane metody sg poprawne i adekwatne do zadanych pytan badawczych
za wyjatkiem mikroskopii fluorescencyjnej. autorka powinna zastosowa¢ mikroskopie konfokalna, a
komdrki najlepiej gdyby rosty bezposrednio na szkietkach przez dobe lub dwie przed utrwalaniem. Dla
czesci metod istniejg szybsze i réwnie dobre, lub lepsze, alternatywy np. dla barwienia bialek w zelach
PAA Coomasie (bez metanolu) lub srebrem (bez formaldehydu w etapie utrwalania).

W_podrozdziale 6.6. jest blad. Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda jest instytutem Polskiej, a nie ..Panstwowej” Akademii Nauk. Brakuje wyjasnien do danych
tabelarycznych w tym podrozdziale.

W odniesieniu do predkosci wirowania najlepiej podawac usrednione wartosci rcf (lub sily
odsrodkowej) zamiast rpm, ktére bez podania parametréw rotora na niewiele si¢ zdaja.

»W przeliczeniu na catkowitg ilo§¢ biatka” w odniesieniu do ENOX2(292-610) lub lizatow
komodrkowych jest zbgdne.

Podrozdziat 6.13.11. Jaka metodg oznaczono st¢zenie biatka w probkach?

Podrozdziat 6.14.1. w tytule jest ENOX2(292-610), w opisie ENOX2(483-505)-OVO, w opisie pod
rysunkiem 27 sg wymienione indywidulane peptydy sprzegnigte z OVA. Prosze¢ o wyjasnienie co zostato
zrobione.

Fisherbrand DotBlot Hybridization Manifold System nie jest membrang nitrocellulozowa.
W wykazach tabel i rysunkéw powinny znajdowac sie tylko ich tytuty.

Wykaz literatury zawiera 146 pozycji, w tym ok 57 prac opublikowanych w lub po 2012r. Udziat
najnowszych prac jest stosunkowo niski. Co jest tego przyczyna? W odnosnikach literaturowych sg btedy
m.in. poz. 65 (inicjaly zamiast nazwisk plus inicjatow imion), poz. 130 brak odniesienia do numeru i
zakresu stron, ewentualnie doi, poz. 145 i 146 brak informacji o roku publikacji.



Uwagi ogélne

Praca posiada dobrze zarysowang i logicznag strukture. Rysunki i Tabele umieszczono
we wilasciwych miejscach, co pomaga w Sledzeniu postepOw wykonanych badan. Praca czyta sie tatwo
1 w wiekszosci fragmentdw z przyjemnoscia.

Brak numeracii stron.

Marginesy nie zostaly dopasowane lustrzanie, co nieco razi po ztozeniu pracy w ksigzke.

W tekscie jest bardzo duzo bleddw ortograficznych polegajacych na przestawieniu kolejnosci liter
(tzw. inwersja), obecnosci dodatkowych liter lub braku pewnych liter. Szczegélnie widoczne jest to
w opisach metod, w ktoérych autorka kopiowata i wklejata czgsci tekstu np. zamiast przedstawiajg jest
»przestawiaja”, zamiast Western blot jest ,Westen blot”, zamiast przeprowadzono jest
»pzprzeprowadzono” itp. Rowniez we fragmentach unikalnych nie ustrzezono si¢ bledow np. tytul
podrozdziatu 6.20. zamiast kowalencyjna jest ,.kowalnecyjna”.

Kazdy rysunek i tabela powinny posiadaé tytul oraz opis pozwalajacy zrozumieé przedstawione na
rysunku lub w tabeli informacije. Autorka nie rozdzielila tytuldw od opisOw rysunkdw, oraz nie zaopatrzyla
tabeli w opisy, co jest bledem.

Autorka zaznacza, ze cze$¢ prac powstala w ramach prac dyplomowych studentow. W sumie
naliczylem 5 takich prac, przy czym jeden autor pan Karkowski wystepuje w potaczeniu z dwoma tytutami
prac dyplomowych. Zamieszczenie takiej informacji jest stuszne. Czy pani mgr inz. Maria Lecka byta
bezposrednig opiekunkg naukowg studentéw w laboratorium?

Autorka w czesci poswigconej swojemu dorobkowi naukowemu wymienia wspdtautorstwo w 5
wieloautorskich pracach naukowych, jednak zadnej z nich nie cytuje w swojej rozprawie. Nasuwa si¢
pytanie dlaczego? Autorka jest réwniez wspotautorkg 6 patentow. Duzym atutem jest odbycie 4 stazy
naukowych w zagranicznych jednostkach naukowych. W liscie tych stazy brakuje mi informacji
o kierownikach zespotéw badawczych, w ktorych realizowane byly staze oraz informacji o opiekunach.

Podsumowanie recenzji i rekomendacija

Biorac pod uwage kompletny i ambitny plan badan, duzy wklad pracy w przygotowanie
zaprezentowanych w rozprawie oznaczen oraz podjecie préb stworzenia narzedzi do nieinwazyjnej
lub minimalnie inwazyjnej diagnostyki nowotworéw pozytywnie oceniam rozprawe doktorska
przygotowang przez mgr inz. Mari¢ Lecka. Przedlozona rozprawa doktorska spelnia wymagania
konieczne do uzyskania stopnia naukowego doktora. Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne w Politechnice Wroclawskiej z wnioskiem o dopuszczenie
mgr inz. Marii Leckiej do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

‘i\,bl W O 1 \[’\,x’

Dr hab.\Z igniew Warkocki, prof. ICHB PAN Poznan, 9. wrzesnia 2022 r.
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