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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inZ. Agnieszki tr upickiej-Slowik,

zatytulowanej:

Otrzymywanie przeciwcial IgY specyficznych wobec ludzkich marker6w
nowotworowvch

Diagnostyka i terapia chor6b nowotworowych, to jedno z najwigkszych wyzwan

wsp6lczesnej medycyny. SmiertelnoS6 zwi4zana z rczwojem tych chor6b jest nie tylko

dominuj4ca, ale ma czgsto tendencjg wzrostowE. Tak wigc, nie tylko rozwoj terapii

przeciwnowotworowych, ale r6wniez wczesne wykrycie zmian nowotworolvych i

monitorowanie leczenia ma ogromny wptyw na skutecznoSd podejmowanej terapii.

Powodzenie terapii zaleLy teL w duzym stopniu od zaawansowania choroby. Dlatego tak

wazny jest rozw6j badan nad projektowaniem test6w diagnostycznych, kt6re molna

zastosowa6 w badaniach przesiewowych jak r6wniez do monitorowania przebiegu leczenia.

Test6w o wysokiej czuloSci i swoistoSci rozpoznawania antygenu, ale r6wniez test6w

daj4cych mozliwoS6 szybkiej i bezpoSredniej oceny wyniku badania.

W ten nurt poszukiwan wpisuj4 siE r6wniez badania prowadzone przez mgr AgnieszkE

trupick4-Slowik. Doktorantka postanowila sprawdzii mozliwoSi zastosowania kurzych

poliklonalnych przeciwcial klasy Y, swoistych wobec wybranych ludzkich marker6w

nowotworowych, do konstrukcj i te st6w immuno enz ymaty cznych i lateralnych.

Doktorantka osi4gngla wszystkie zaplanowane cele. Offzymala poliklonalne

przeciwciala klasy IgY swoiste wobec badanych ludzkich marker6w nowotworovrych (PSA,

CA 15-3 i ADA) oraz wobec wybranych epitop6w peptydowych tych bialek. Zgadzam siE z

Doktorantkq, 2e jednq z zalet przeciwcial IgY jest nieinwazyjna, stosunkowo prosta i wydajna

metoda ich izolacji. Ponadto, duza odlegtoSd filogenetyczna migdzy ptakami i ssakami

pozwala uzyskai przeciwciala swoiste wobec wielu antygen6w, w tym wobec wysoce

konserwatywnych, co jest szczeg6lnie wulne w diagnostyce chor6b nowotworowych.
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Ponadto, immunoglobuliny IgY nie reaguj4 z wieloma antygenami czlowieka, co pozwala na

ograniczenie nieswoistych reakcji prowadzqcych do uzyskiwania falszyr,vie pozytywnych

wynik6w test6w serologicznych. Tak wigc wiele danych sugeruje, 2e moze to byd skuteczny

wyb6r. Wiadomo r6wnie2, 2e juZ wczeSniej Europejskie Centrum Walidacji Metod

Alternatywnych rekomendowalo wykorzystanie immunoglobulin IgY jako zamiennika

immunoglobulin IgG ssak6w.

Doktorantka przeprowadzila anahzg biochemiczn4 otrzymanych przeciwcial,

oceniaj4c swoistoSi przeciwcial i dojrzewanie ich awidnoSci w czasie procesu immunizacji,

v'yznaczyla limity detekcji antygen6w oraz zbadala miano przeciwcial IgY. Wykazata

wysok4 awidnoS6 i swoistoSi przeciwcial. wobec badanych antygen6w. Analizowalarownie?

zdolnoS6 do Wzyhowej reaktywnoSci otrzymanych przeciwcial. Por6wnala w koricu

reaktywnoSi otrzymanych przeciwcial IgY z reaktywnoSci4 komercyjnie dostgpnych

immunoglobulin IgG. Doktorantka wykazala, 2e przeciwciala uzyskane w jej badaniach na

drodze immunizacji kur fragmentami peptydo!\rymi bialek markerowych v,rykazaly

reaktywno S 6 krzy Zow q, wobec natywnych bialek.

Waznym etapem badah bylo okreSlenie, czy v,ryizolowane immunoglobuliny IgY

moZna zastosowad do detekcji badanych antygen6w nowotworolvych czlowieka.

Doktorantka opracowala prototyp test6w diagnostycznych, zar6wno p6liloSciowe testy

immunochromatograftczne, jak i iloSciowe testy immunoenzymatyczne podw6jnego

wiqzania.

W teScie immunoenzymatycznym fazy stalej typu kanapkowego zastosowano dwa warianty.

W wariancie IgG/IgY jako przeciwciala wychwytujqce wykorzystano komercyjnie dostgpne

monoklonalne przeciwciala ssacze IgG swoiste wobec antygenu, a jako przeciwciala

detekcyjne wyizolowane przeciwciala IgY. W drugim wariancie zastosowano tylko

otrzymane przeciwciala IgY swoiste wobec badanego antygenu, zar6wno wychwytujqce jak i

detekcyjne. Doktorantka wykazal.a, 2e jej prototyp testu moze by6 wykorzystywany do

oznaczen calkowitego stgzenia bialka PSA w surowicy pacjenta.

W teScie immunochromatograficznym wykorzystano modyfikowane swoistymi

przeciwcialami nanocz4stki zlota jako czynnik detekcyjny. Testy lateralne daj4 co prawda

mozliwoSi p6liloSciowej oceny stgzenia badanego bialka, ale ich zaletq jest ocena wyniku bez

uZywania specjalistycznej aparatury, co mohe mied duze znaczenie we wstgpnej diagnostyce

chor6b nowotworolvych. Tutaj r6wnie2analizowano dwa warianty IgGiIgY i IgY/IgY. W obu



przypadkach uzyskano limit detekcji antygen6w PSA i CA 15-3 pozwalajEcy na odr62nienie

pr6bek zawierajqcych bialko markerowe w stgzeniu vtylszymni? gorna granica normy.

NaleZy zauwu2y6, 2e s4 to badania pracochlonne, wymagaj4ce opracowania odpowiednich

warunk6w eksperymentu. Przedstawione wyniki badari Swiadcz4 o opanowaniu ptzez

doktorantkg metodyki badawczej stosowanej w doSwiadczeniach i wskazuj4 na Jej duz4

wiedzg i umiejgtnoSci w tym zakresie.

Nalezy tez wspomniel, 2e juL wcze1niej podejmowano pr6by zastosowania ptasich

immunoglobulin w diagnostyce chor6b nowotworolvych w oparciu o inne markery

nowotworowe. Wyniki tych badari r6wnie2 wskazywaly na moZliwo$i zastosowania

immunoglobulin IgY w diagnostyce.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawrera na I7l stronach wszystkie wymagane

rozdzialy i informacje. Wprowadzono tak2e Wkaz stosowanych skr6t6w oraz spis tabel i

rycin. W pracy zamieszczonoLqcznie 65 rycin i 11 tabel.

Wyb6r publikacji bgd4cych podstaw4 formulowania celu badari Swiadczy o swobodnym

poruszaniu sig Doktorantki w tematyce.

W rozdziale Materialy i Metody dokladnie opisano modele badawcze, schematy doSwiadczefr

oraz metodykE. Opis stosowanych metod jest bardzo dokladny i bogato ilustrowany

schematami.

Wyniki badari stanowi4 wahny punkt wyjScia do dalszych badan oraz pr6b

klinicznych. Nasuwa sig wigc pytanie, czy Doktorantka planuje kontynuacjg badari nad

standaryzacj4 przygotowanych prototyp6w test6w? Jakie ograniczenia widzi Doktorantka w

zastosowaniu przygotowanych test6w w diagnostyce?

Na wyr6znienie zasluguje r6wniez edytorska strona pracy. Dysertacja zostala

przygotowana bardzo starannie, Doktorantka w jasny spos6b przekazuje zalohenia pracy,

wyniki i ich znaczenie w badaniach Swiatowych i diagnostyce immunologicznej. Trudno tez

doszuka6 sig wigkszych uchybieri edytorskich, poza nielicznymi liter6wkami. Dyskusja

wynik6w prowadzona jest r6wnolegle z ich prezentacjq, co stanowi ciekawe przedstawienie

zagadnienia. Czfianie pracy ulatwiaj4 podsumowania wynik6w po kahdym z etapow pracy.

. Przedstawiona do oceny rozprawajest oryginalnym, wartoSciowym i samodzielnym

osi4gnigciem Doktorantki. Wyniki prowadzonych badari wrroszQ nowe istotne informacje do

wiedzy dotyczqcej mozliwoSci wykorzystama przeciwciat wytworzonych w organizmie kury

do wykrywania antygen6w czlowieka i ich potencjalnego zastosowania w diagnostyce chor6b

nowotworolvych. WaZn4 czg{(, pracy stanowi rozdzial Podsumowanie i wnioski, w kt6rym



Doktorantka odnosi sig 'wnikliwie do wlasnych osi4gnig6, podkre6laj4c innowacyjnoS6

przeprowadzonych badari. Doktorantka wykazala sig r6wnie? bardzo dobr4 znajomoSci4

literatury przedmiotu.

Stwierdzam,2e przedstawiona do oceny dysertacja w pelni odpowiada wymaganiom

ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki i

skladam do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej wniosek o dopuszczenie

mgr rnZ. Agnieszki Lapickiej-Slowik do dalszych etap6w przewodu doktorskiego, na

podstawie rozprary, zatytulowanej: Otrzymywanie przeciwcial IgY specyficznych wobec

ludzki ch marker 6w now o tw o r owy c h.

Wnioskujg r6wniez o wyr6Znienie rozprawy nagrod4. Doktorantka wykazala sig

umiejgtnoSci4 samodzielnego rczwiqzywania postawionych zadah naukowych, znajomoSci4 i

opanowaniem nowoczesnych technik laboratoryjnych, a sama rczprawa napisana zostala

jasno i kompetentnie. Wyniki badan zostaly juL czgiciowo opublikowane, co podkreSla ich

znaczenie w badaniach Swiatowych. Stanowily r6wnie2 podstawg do opracowania kilku

patent6w.
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