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Prezentowana rozprawa doktorska wpisuje si¢ w tematyk¢ badan dotyczacych otrzymywania przeciwciat
specyficznych wobec markeréw nowotworowych oraz ich potencjalnego wykorzystania w projetowaniu testow
diagnostycznych. Podstawowymi materialami bedacymi przedmiotem niniejszej rozprawy sa przeciwciata klasy Y
specyficzne wobec bialka ENOX2 i jego wybranych epitopow.

Rozprawa doktorska zaczyna si¢ od wprowadzenia, w ktérym scharakteryzowano biatko ENOX2 oraz
przeciwciat klasy Y oraz opisano ich potencjalne zastosowanie w diagnostyce nowotworowe;.

W dalszej kolejnosci przedstawiono motywacje oraz cele badawcze, ktérymi byly: 1) immunizacja kur
peptydowymi koniugatami i rekombinowanym biatkiem ENOX2 oraz izolacje specyficznych przeciwciat Y,
2) analiz¢ biochemiczng otrzymanych przeciwcial Y, 3) detekcje biatka ENOX2 w komoérkach nowotworowych
i surowicach pacjentdw chorych na nowotwory oraz opracowanie prototypu testu diagnostycznego do wykrywania
biatka ENOX2 w probkach biologicznych.

Nastepny, najobszerniejszy, rozdzial przedstawia opis i dyskusje wynikodw przeprowadzonych badan. Pierwsza
czg$¢ badan opisuje analize in silico sekwencji oraz struktury biatka ENOX2, na podstawie ktorej wybrane zostaty
fragmnety biatka ENOX2, wykorzystane nastgpnie do wygenerowania specyficznych przeciwciat Y. Zwierzgta
immunizowano koniugatami bialek no$nikowych z peptydowymi fargmentami biatka ENOX2 lub rekombinowanym
biatkiem ENOX2, a nastgpnie IgY izolowano z zéltka jaja kurzego metoda precypitacyjng. Dalej w czegsci
eksperymentalnej przeprowadzono charakterystyke przeciwcial Y polegajaca na oznaczeniu ich specyficznos¢
zardbwno wobec biatka ENOX2 jaki i jego wybranych epitopéw. Ponadto metodami ELISA oraz Western blot
wyznaczono limit detekcji antygentu przez specyficzne IgY oraz ich miano. Nastepnie opisano modyfikacje
przeciwciat Y, ktore umozliwity zastosowanie znakowanych IgY m.in. w mikroskpii fluorescencyjnj. Modyfikowane
przeciwciala wykorzystano do detekcji biatkka ENOX2 na powierzchni komorek nowotworowych, w lizatach
komorek nowotworowych oraz probkach surowicy pacjentdow nowotworowych. Modyfikowane IgY wykorzystano
rowniez w protorypie testu diagnostycznego opartego o metod¢ sandwich ELISA, w ktorej przeciwciala Y
wykorzystano zarowno do wylapywania antygenu, jak i jego detekcji. W ostatniej cz¢sci badan eksperymentalnych
opisano barwienie preparatow tkanek nowotworowych z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat Y.

Ostatni rozdzial rozprawy opisuje najwazniejszych metod eksperymentalnych, ktére postuzyly do
charakteryzacji uzyskanych przeciwcial Y (ELISA, Western blot, Dot blot, mikroskopia fluorescencyja oraz
immunohistochemia).

Podsumowujac, pokazno, ze przeciwcial Y wygenerowane wobec peptydowych fragmentow biatka ENOX2
rozpoznaja specyficznie zardwno antygen wobec ktorego zostaly wygenerowane jak irekombinowane biatko
ENOX2. Dla wszystkich grup przeciwciat Y udato si¢ wyznaczy¢ miano oraz limit detekcji antygenu. Ponadto
wygenerowane przeciwciala Y wykorzystano w prototypie testu diagnostycznego do detekcji biatka ENOX2.
Niestety niejednoznaczne wyniki mikroskopii fluorescencyjen oraz immunohistochemii nie pozwolily na

potwierdzenie przydatnosci wygenerowanych przeciwcial Y w wymienionych technikach



