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Otrzymywanie przeciwcial IgY specyficznych wobec ludzkich markeréw
nowotworowych

Diagnostyka i terapia chorob nowotworowych, to jedno z najwiekszych wyzwan
wspotczesnej medycyny. Smiertelno$é zwiazana z rozwojem tych choréb jest nie tylko
dominujaca, ale ma czesto tendencj¢ wzrostowa. Tak wiec, nie tylko rozwodj terapii
przeciwnowotworowych, ale réwniez wczesne wykrycie zmian nowotworowych i
monitorowanie leczenia ma ogromny wplyw na skuteczno$¢ podejmowanej terapii.
Powodzenie terapii zalezy tez w duzym stopniu od zaawansowania choroby. Dlatego tak
wazny jest rozwoj badan nad projektowaniem testow diagnostycznych, ktére mozna
zastosowa¢ w badaniach przesiewowych jak réwniez do monitorowania przebiegu leczenia.
Testow o wysokiej czutosci 1 swoistosci rozpoznawania antygenu, ale réwniez testow
dajacych mozliwos¢ szybkiej i bezposredniej oceny wyniku badania.

W ten nurt poszukiwan wpisujg si¢ rowniez badania prowadzone przez mgr Agnieszke
Lupicka-Stowik. Doktorantka postanowita sprawdzi¢ mozliwos¢ zastosowania kurzych
poliklonalnych przeciwcial klasy Y, swoistych wobec wybranych ludzkich markerow
nowotworowych, do konstrukcji testow immunoenzymatycznych i lateralnych.

Doktorantka osiagneta wszystkie zaplanowane cele. Otrzymata poliklonalne
przeciwciata klasy IgY swoiste wobec badanych ludzkich markerow nowotworowych (PSA,
CA 15-3 i ADA) oraz wobec wybranych epitopdw peptydowych tych biatek. Zgadzam sie z
Doktorantka, ze jedng z zalet przeciwcial IgY jest nieinwazyjna, stosunkowo prosta i wydajna
metoda ich izolacji. Ponadto, duza odleglos¢ filogenetyczna miedzy ptakami i ssakami
pozwala uzyska¢ przeciwciala swoiste wobec wielu antygenow, w tym wobec wysoce

konserwatywnych, co jest szczegélnie wazne w diagnostyce choréb nowotworowych.
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Ponadto, immunoglobuliny IgY nie reaguja z wieloma antygenami cztowieka, co pozwala na
ograniczenie nieswoistych reakcji prowadzacych do uzyskiwania falszywie pozytywnych
wynikow testow serologicznych. Tak wiec wiele danych sugeruje, ze moze to by¢ skuteczny
wybor. Wiadomo réwniez, ze juz wczesniej Europejskie Centrum Walidacji Metod
Alternatywnych rekomendowato wykorzystanie immunoglobulin IgY jako zamiennika
immunoglobulin IgG ssakow.

Doktorantka przeprowadzila analiz¢ biochemiczng otrzymanych przeciwcial,
oceniajgc swoistos¢ przeciwcial i dojrzewanie ich awidnosci w czasie procesu immunizacji,
wyznaczyla limity detekcji antygenéw oraz zbadata miano przeciwcial IgY. Wykazata
wysokg awidnos¢ i swoistos¢ przeciwcial wobec badanych antygenow. Analizowala roéwniez
zdolno$¢ do krzyzowej reaktywnosci otrzymanych przeciwcial. Porownata w koncu
reaktywnos$¢ otrzymanych przeciwcial IgY z reaktywnoscig komercyjnie dostepnych
immunoglobulin IgG. Doktorantka wykazata, ze przeciwciata uzyskane w jej badaniach na
drodze immunizacji kur fragmentami peptydowymi bialek markerowych wykazaty
reaktywnos¢ krzyzowa wobec natywnych bialek.

Waznym etapem badan bylo okreslenie, czy wyizolowane immunoglobuliny IgY
mozna zastosowa¢ do detekcji badanych antygenéw nowotworowych cztowieka.

Doktorantka opracowala prototyp testow diagnostycznych, zarowno pétilosciowe testy

immunochromatograficzne, jak i iloSciowe testy immunoenzymatyczne podwdjnego
wigzania.
W tescie immunoenzymatycznym fazy stalej typu kanapkowego zastosowano dwa warianty.
W wariancie [gG/IgY jako przeciwciala wychwytujace wykorzystano komercyjnie dostepne
monoklonalne przeciwciala ssacze IgG swoiste wobec antygenu, a jako przeciwciata
detekcyjne wyizolowane przeciwciala IgY. W drugim wariancie zastosowano tylko
otrzymane przeciwciala IgY swoiste wobec badanego antygenu, zarowno wychwytujace jak i
detekcyjne. Doktorantka wykazata, ze jej prototyp testu moze by¢ wykorzystywany do
oznaczen calkowitego stezenia biatka PSA w surowicy pacjenta.

W  tescie immunochromatograficznym wykorzystano modyfikowane swoistymi
przeci_wcialami nanoczastki ztota jako czynnik detekcyjny. Testy lateralne dajg co prawda
mozliwos¢ pdtilosciowej oceny stezenia badanego biatka, ale ich zaletg jest ocena wyniku bez
uzywania specjalistycznej aparatury, co moze mie¢ duze znaczenie we wstepnej diagnostyce

choréb nowotworowych. Tutaj réwniez analizowano dwa warianty [gG/IgY i IgY/IgY. W obu



przypadkach uzyskano limit detekcji antygenow PSA i CA 15-3 pozwalajacy na odrdznienie
probek zawierajacych biatko markerowe w stezeniu wyzszym niz gorna granica normy.
Nalezy zauwazy¢, ze sa to badania pracochtonne, wymagajace opracowania odpowiednich
warunkow eksperymentu. Przedstawione wyniki badan $wiadczg o opanowaniu przez
doktorantk¢ metodyki badawczej stosowanej w doswiadczeniach i wskazujg na Jej duza
wiedzg¢ 1 umiejetnosci w tym zakresie.

Nalezy tez wspomnie¢, ze juz wczesniej podejmowano proby zastosowania ptasich
immunoglobulin w diagnostyce chorob nowotworowych w oparciu o inne markery
nowotworowe. Wyniki tych badan réwniez wskazywaly na mozliwo$¢ zastosowania
immunoglobulin IgY w diagnostyce.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera na 171 stronach wszystkie wymagane
rozdzialy i informacje. Wprowadzono takze wykaz stosowanych skrotow oraz spis tabel i
rycin. W pracy zamieszczono tgcznie 65 rycini 11 tabel.

Wybdr publikacji bedacych podstawa formulowania celu badan $wiadczy o swobodnym
poruszaniu si¢ Doktorantki w tematyce.

W rozdziale Materialy i Metody doktadnie opisano modele badawcze, schematy doswiadczen
oraz metodyke. Opis stosowanych metod jest bardzo doktadny i bogato ilustrowany
schematami.

Wyniki badan stanowig wazny punkt wyjscia do dalszych badan oraz prob
klinicznych. Nasuwa si¢ wiec pytanie, czy Doktorantka planuje kontynuacje badan nad
standaryzacja przygotowanych prototypow testow? Jakie ograniczenia widzi Doktorantka w
zastosowaniu przygotowanych testow w diagnostyce?

Na wyrdznienie zastuguje rowniez edytorska strona pracy. Dysertacja zostata
przygotowana bardzo starannie, Doktorantka w jasny sposdb przekazuje zatozenia pracy,
wyniki i ich znaczenie w badaniach $wiatowych i diagnostyce immunologicznej. Trudno tez
doszuka¢ si¢ wickszych uchybien edytorskich, poza nielicznymi literéwkami. Dyskusja
wynikéw prowadzona jest rownolegle z ich prezentacjg, co stanowi ciekawe przedstawienie
zagadnienia. Czytanie pracy ulatwiajg podsumowania wynikow po kazdym z etapdéw pracy.

' Przedstawiona do oceny rozprawa jest oryginalnym, wartosciowym i samodzielnym
osiggnieciem Doktorantki. Wyniki prowadzonych badan wnosza nowe istotne informacje do
wiedzy dotyczace] mozliwosci wykorzystania przeciwcial wytworzonych w organizmie kury
do wykrywania antygenow cztowieka i ich potencjalnego zastosowania w diagnostyce choréb
nowotworowych. Wazng czg$¢ pracy stanowi rozdzial Podsumowanie i wnioski, w ktorym
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Doktorantka odnosi si¢ wnikliwie do wlasnych osiggnie¢, podkreslajac innowacyjnosé
przeprowadzonych badan. Doktorantka wykazala si¢ réwniez bardzo dobra znajomoscig
literatury przedmiotu.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja w pelni odpowiada wymaganiom
ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki i
sktadam do Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie
mgr inz. Agnieszki Lapickiej-Stowik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, na
podstawie rozprawy, zatytulowanej: Otrzymywanie przeciwcial IgY specyficznych wobec
ludzkich markerow nowotworowych.

Whnioskuje rowniez o wyrdznienie rozprawy nagrodg. Doktorantka wykazata si¢
umiejgtnoscig samodzielnego rozwigzywania postawionych zadan naukowych, znajomoscig i
opanowaniem nowoczesnych technik laboratoryjnych, a sama rozprawa napisana zostala
jasno i kompetentnie. Wyniki badan zostaly juz czgsciowo opublikowane, co podkresla ich
znaczenie w badaniach $wiatowych. Stanowily réwniez podstawe do opracowania kilku

patentow.
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