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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Lupickiej-Stowik pt.
»Otrzymywanie przeciwcial IgY specyficznych wobec ludzkich markeréw
nowotworowych”, napisanej pod kierunkiem Pana prof. dra hab. inz. Joézefa
Oleksyszyna. Recenzja opracowana na zlecenie Rady Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroclawskiej.

Z duzym zainteresowaniem zapoznatem si¢ z pracg doktorska Pani mgr inz. Agnieszki
Lupickiej-Stowik pt. ,,Otrzymywanie przeciwciat IgY specyficznych wobec ludzkich
markeréw nowotworowych”. Praca zostala zrealizowana w Zaktadzie Chemii Medycznej 1
Mikrobiologii Politechniki Wroctawskiej; pod kierunkiem Prof. dra hab. inz. Jozefa
Oleksyszyna. Praca dotyczy niezwykle istotnej i aktualnej kwestii metod wytwarzania
antygenowo specyficznych przeciwciat. Przeciwciata stanowig bardzo wazng klas¢ zwigzkoéw
biologicznie czynnych, ktore w organizmie cztowieka, jak rowniez zwierzat petnig krytyczna
rolg m.in. w tworzeniu odpornosci humoralnej. Przeciwciata od wielu lat wykorzystuje sie
réwniez w medycynie i naukach pokrewnych na potrzeby diagnostyki oraz terapii szeregu
chordb, gtownie nowotworowych i zapalnych. W tym celu wykorzystywane sg gtownie
przeciwciala wytwarzane przez komorki ssakow. Przeciwciata te, mimo wielu ugruntowanych
zastosowan posiadajg pewne wady i ograniczania. Alternatywg do konwencjonalnych
przeciwcial moga by¢ przeciwciala kurze IgY. Przeciwciata te moga by¢ stosunkowo tatwo
izolowane z jaj kurzych, bez koniecznosci pobierania duzych ilosci krwi od zwierzat |
wywotywania dodatkowego stresu. Rowniez technika uzyskiwania tego rodzaju przeciwciat
jest tansza od rutynowej procedury produkcji przeciwcial poliklonalnych, jak i
monoklonalnych ssakéw. Biorgc réwniez pod uwage wiasciwosci biologiczne przeciwciat
IgY, nalezy zauwazy¢ ich ogromny potencjal praktyczny i duze mozliwosci zastosowania nie
tylko diagnostycznego, ale rowniez terapeutycznego. Przeciwciata IgY nie reaguja krzyzowo
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wystepowa¢ w ludzkim osoczu. Szczegdlnie przeciwciata anty-mysie (HAMA) stanowig
problem dzisiejszej analityki medycznej. Moga one bowiem silnie interferowaé z
przeciwcialami diagnostycznymi wplywajac znaczaco na otrzymywane wyniki laboratoryjne.
Przeciwciata IgY nie sg rowniez zdolne do aktywacji ludzkiego uktadu dopeiniacza. Cieszy
zatem podjety przez Doktorantke temat wytwarzania i badan biochemicznych przeciwciat
IgY.

Recenzowang prace Pani mgr Agnieszki Lupickiej-Stowik stanowi przygotowane w
jezyku polskim opracowanie liczace 171 stron. Praca podzielona jest na nast¢pujace czesci:
wstep (1), immunoglobuliny Y (2), markery nowotworowe (3), cele pracy (4), czes$é
eksperymentalna (5), podsumowanie i wnioski (6), materiaty i metody (7), spis tabel (8), spis
rysunkéw (9), wykaz skrotéw (10), spis literatury (11). Na koncu pracy znajduja si¢ réwniez
imponujacy wykaz dorobku naukowego Doktorantki z wyszczegodlnieniem publikacji
naukowych, patentow oraz doniesien konferencyjnych.

W pierwszych trzech rozdziatach Autorka opisata metody diagnostyki nowotworow
oraz mozliwosci zastosowania przeciwcial w testach diagnostycznych choréb u ludzi. Autorka
doktadnie opisata budowe i syntez¢ endogennych przeciwcial IgY u ptakoéw, otrzymywanie
ich poprzez immunizacj¢ oraz wilasciwosci biologiczne przeciwciat IgY. Doktorantka
przedstawita rowniez mozliwosci zastosowania przeciwcial 1gY w diagnostyce laboratoryjnej.
W kolejnej czeSci pracy zostaly opisane wybrane do doswiadczen markery nowotworowe:
antygen specyficzny dla prostaty (PSA), biatko CA15-3 oraz deaminaza adenozyny. Ta czes¢
pracy nie budzi zastrzezen Recenzenta. Opisanie markerow nowotworowych pozwala na
pelne zapoznanie si¢ z budowa, syntezg i mozliwo$ciami ich zastosowania klinicznego. Warte
podkreslenia sg réwniez bardzo dobrej jakosci schematy budowy przeciwciat 1 markerow
nowotworowych.

W rozdziale czwartym przedstawiono cele pracy, ktore zostaty zdefiniowane jako
otrzymanie poliklonalnych przeciwcial 1IgY specyficznych wobec ludzkich biatek
markerowych o potencjalnym zastosowaniu w diagnostyce onkologicznej. Autorka pracy
postawita za kolejny cel analiz¢ biochemiczng otrzymanych przeciwciat. Cele pracy zostaty
postawione prawidtowo. Warto bytoby jednak w tym miejscu lub w osobnym rozdziale opisac
blizej zalozenia pracy oraz przestanki, ktére zdecydowaty o wykonaniu konkretnych typow
doswiadczen.

Rozdziat pigty, nazwany przez Doktorantke ,,czg¢scig eksperymentalng” zawiera
gtownie wyniki badan 1 stanowi zrab pracy. Rozdzial ten podzielony jest na dwa
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zrozumialy i wymaga wyjasnienia przez Doktorantke. Moim zdaniem, dla przejrzystoSci
pracy, metodyka powinna zosta¢ umieszczona W rozdziale materialy i metody. Metodyka
opisywana w tym rozdziale zostala opisana jednak doktadnie i starannie. Doktorantka
przedstawila syntez¢ peptydow, immunizacje¢ zwierzat, izolacj¢ i charakterystyke przeciwciat
IgY, testy immunoenzymatyczne oraz analize¢ SRP (powierzchniowy rezonans plazmowy).
Bardzo warto$ciowe sg w tej czgsci pracy precyzyjne schematy, ktore pozwalaja przesledzi¢
dang technike doswiadczalng, np. schemat immobilizacji biatek do powierzchni sensora. W
tej czesci pracy warto bytoby doda¢ jaka byla czysto$¢ otrzymywanych peptydow,
przeznaczonych do immunizacji zwierzat. Jest to istotny element z uwagi na to, iz ewentualne
dodatkowe zwiazki, nawet w niewielkich ilo$ciach, moga wptywa¢ na reakcje uktadu
immunologicznego zwierzat. Dodatkowo, szerszego opisu wymagaja kryteria wyboru
konkretnych (immunogennych) epitopow biatek markerowych do dalszej syntezy chemicznej
(strona 48).

Doktorantka w drugim podrozdziale ,badania wlasne” przedstawita metodg
otrzymywania przeciwcial poliklonalnych IgY specyficznych wobec biatka PSA, CA15-3
oraz bydlecej deaminazy adenozyny (CADA). Przedstawione zostaly rowniez wiasciwosci
biochemiczne otrzymanych przeciwciat IgY. Podrozdziat ten stanowi bardzo warto$ciowa
cze$¢ rozprawy doktorskiej I $wiadczy o duzym nakladzie pracy Doktorantki oraz dowodzi
starannos$ci wykonywanych doswiadczen. Wyniki przedstawione sg zrozumiale i sg wsparte
czytelnymi wykresami. Doktorantka wykazata, iz zaprezentowane techniki badawcze
pozwalaja na efektywne otrzymywanie poliklonalnych przeciwciat IgY specyficznych wobec
wiasciwych (PSA, CA15-3) lub potencjalnych (cCADA) markeréw nowotworowych.
Wykonane analizy biochemiczne uzyskanych przez Doktorantke przeciwcial wykazaty ich
wysoka awidno$¢ oraz specyficzno$§¢ wobec badanych antygenow. Warty podkreslenia jest
rowniez fakt, iz otrzymane przeciwciala zastosowano do konstrukcji immunoenzymatycznych
oraz immunochromatograficznych prototypéw testow diagnostycznych. Istotne jest, iz
opracowany test ELISA oparty na przeciwciatach IgG/IgY zoptymalizowano do oznaczania
antygenu specyficznego dla prostaty w probkach surowicy pacjentow. Bardzo warto$ciowy
jest rowniez test na wykrywanie ludzkiej deaminazy adenozyny (ADA). Wigkszo$¢ aktualnie
wykorzystywanych testow oznaczajacych ADA opiera si¢ bowiem na jej aktywnosci
enzymatycznej. Doktorantka w czgsci eksperymentalnej pracy postugiwata sig¢
zaawansowanymi technikami  badawczymi. Szczegélnie warte podkreslenia  jest
wykorzystanie w pracy rezonansu plazmonoéw powierzchniowych, ktéry pozwolil na analize
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Doktorantki w Laboratorium Peptydéw oraz Chemii i Biologii Biatek Uniwersytetu we
Florencji.

Mimo imponujacych wynikow i duzej starannosci w przygotowaniu omawianego
podrozdziatu, mam w tym miejscu kilka uwag. Moje watpliwosci budzi kwestia liczby
powtorzen przedstawianych do$wiadczen. W zdecydowanej wigkszosci prezentuja one
$rednig tylko z dwoch powtorzen, np. wykresy na rysunkach 17-22. Ponadto, Doktorantka nie
wyjasnita czy dotycza one powtoérzen biologicznych (niezalezne do§wiadczenia immunizacji
zwierzat), czy tez byly to tzw. powtorzenia techniczne. Brakuje rowniez informacji na temat
liczby zwierzat wykorzystanych do doswiadczen. Dodatkowo, przy omawianiu wynikow
oczyszczania przeciwcial IgY anty CA15-3 Doktorantka nie wyjasnita czym byty kontrole K3
oraz K4 (rysunek 47). W przypadku rysunku nr 50 (detekcja biatka MUC1 na komorkach
MCF-7) warto byloby doda¢ réwniez zdjecie komoédrek w Swietle widzialnym, co
uwidocznityby ilo$¢ komorek wykazujacych ekspresje MUCI. Natomiast do uwidocznienia
topografii ekspresji MUC1 w komorkach MCF-7 nalezatoby wykona¢ réwniez barwienia
jader komorkowych, np. barwnikiem DAPI. Chcialbym podkresli¢, iz mimo tych uwag,
cato$¢ rozdziatu ,,cze$¢ eksperymentalna” reprezentuje bardzo wysoki poziom naukowy i
stanowi niezwykle warto$ciowa podstawe do wyciggania wnioskow.

W nastgpnym rozdziale ,,podsumowanie i wnioski” znajduje si¢ wyszczegolnienie i
opisanie najwazniejszych wynikéw pracy. Opis ten nie budzi wigkszych zastrzezen
Recenzenta i swiadczy o wysokich umiejetnosciach syntezy otrzymywanych wynikow. W
omawianym rozdziale brakuje moim zdaniem szerszej dyskusji wynikoéw, np. przyczyn roznej
reaktywnosci przeciwcial IgY w zaleznosci od stosowanego peptydu, jak rowniez odniesienia
si¢ do czestosci wynikow falszywie dodatnich otrzymywanych w przypadku zastosowania
ssaczych przeciwcial oraz mozliwos$ci wystapienia takiego zjawiska w przypadku IgY. Warto
byloby roéwniez omowi¢ krotko interpretacje wynikow z zastosowang linig komérkowa MCF-
7. Do jakiego stopnia mozna odnies¢ ja do komorek nowotworowych izolowanych rutynowo
od pacjentek? W mojej opinii warto byloby przedstawi¢ takze bardziej ogdlne wnioski
ptynace z prac eksperymentalnych i podsumowania wynikdw. Szczegdlnie ciekawg kwestig
sg potencjalne mozliwosci zastosowania terapeutycznego przeciwcial IgY.

Rozdziat sidédmy ,materialy 1 metody” zawiera doktadne opisy przygotowania
antygenéw peptydowych do immunizacji zwierzat, procedur¢ immunizacji, izolacji oraz
badania wilasciwosci biochemicznych otrzymywanych przeciwcial. Warte podkreslenia sg
doktadne opisy testow ELISA z wykorzystaniem uzyskanych przeciwciat IgY. W

podrozdziale 7.2 nalezatoby wskaza¢ peing liczbg zwierzat, ktore postuzyty do immunizacji
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oraz realizacji pracy doktorskiej. Prositbym réwniez o wyjasnienie do jakich doswiadczen
stosowano 2 zwierzeta w grupie a dla jakich 4 zwierzgta w grupie (strona 129).

Spis tabel, rysunkow oraz wykaz skrotow przygotowane sg w sposob staranny i nie
budzg zastrzezen Recenzenta. W pracy przedstawiono tacznie 11 tabel oraz 65 rysunkow,
ktore wyrdzniaty si¢ bardzo dobrg jakoscig.

Dobor pismiennictwa liczacego 212 pozycji bibliograficznych przygotowany byt
staranie i nie budzi zastrzezen. Cytowana literatura znajduje si¢ rowniez na koncu
odpowiednich stron pracy doktorskiej, co w znaczny sposob ulatwia zaznajomienie si¢ z
informacjg na temat publikacji. Wykorzystanie bogatej i szerokiej literatury pokazuje, iz
Autorka rozprawy swobodnie porusza si¢ w zakresie prowadzonych badan naukowych.
Nalezy jednak zaznaczy¢, iz znaczna czg¢$¢ cytowanych prac zostata opublikowana ponad 10
lat temu.

Doktorantka przedstawita na koncu pracy rowniez swoj dorobek naukowy, w sklad
ktorego wchodzi: 7 publikacji naukowych (wigkszo$¢ o zasiegu migdzynarodowym), 16
patentdw, 2 zgloszenia patentowe oraz 5 doniesien konferencyjnych. Co wazne, wigkszo$¢
prac oraz patentow zwigzana jest tematyka recenzowanej pracy doktorskiej. Warty
podkreslenia jest rowniez fakt, iz w dwoch publikacjach Doktorantka jest pierwszym
Autorem. Wyszczegolnione prace zostaly opublikowane w latach 2011-2015. Doktorantka
brata rowniez udzial w realizacji kilku projektoéw naukowych, w tym w jednym z nich, jako
kierownik projektu (realizacja w latach 2015-2017, konkurs NCN Preludium 7). Wszystko to
$wiadczy o duzej aktywno$ci naukowej Doktorantki oraz ukierunkowaniu na praktyczne
zastosowanie wynikoéw prac.

Cala praca napisana jest bardzo starannie i reprezentuje wysoki poziom edytorski.
Mimo to, Doktorantka w kilku miejscach pracy popehita niewielkie btgdy lub zastosowata
niefortunne zwroty piszac np. ,.gikozylotransferaz” (strona 34) lub ,,ocena zjadliwo$ci”
nowotworu (strona 37) zamiast ,,ocena ztosliwosci”. Chciatbym réwniez zwrdci¢ uwage, na
pojawigjaca si¢ w wielu miejscach pracy nazwe ,cieleca deaminaza”. Zgodnie z
nazewnictwem biologicznym bardziej wlasciwym jest stosowanie nazwy bydlgca deaminaza.
Rowniez szeroko przyjeta nazwg dla tego enzymu jest ,,deaminaza adenozyny” zamiast
stosowanej w pracy ,,deaminazy adenozynowej”. Omyiki te nie wptywaja jednak na ogdlny
obraz pracy 1 przy tak wysokim poziomie rozprawy doktorskiej nie majg duzego znaczenia.

Podsumowujac, chcialbym podkresli¢ wysoki poziom naukowy recenzowanej
rozprawy doktorskiej, a szczegdlnie poruszenie cieckawego problemu naukowego, precyzyjnie

wykonane i opisane do$wiadczenia oraz wysoce aplikacyjny charakter pracy. Jednoczes$nie
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chciatbym podkresli¢, iz Autorka wlozyta ogromny wktad pracy laboratoryjnej by uzyskac
zaprezentowane wyniki. Co wazne, wigkszo$¢ z tych wynikow spotkalo si¢ z duzym
zainteresowaniem i dobrym przyjeciem przez §wiat naukowy, czego dowodem sg publikacje 0
zasiegu miedzynarodowym. Zywie nadzieje, ze badania Doktorantki oraz Zespolu Zakladu
spotkajg si¢ z jeszcze wigkszym zainteresowaniem $rodowiska naukowego oraz przemystu
biotechnologicznego oraz farmaceutycznego. Z pewno$cia zagadnienie mozliwosci
wykorzystywania przeciwciat IgY w medycynie i naukach pokrewnych jest jeszcze stabo

poznane i powinno by¢ szerzej propagowane.

Podsumowujac stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Agnieszki Lupickiej-Stowik pt. ,,Otrzymywanie przeciwcial IgY specyficznych
wobec ludzkich markeréw nowotworowych” odpowiada warunkom okre§lonym w art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 roku, jak réwniez spelnia zwyczajowe wymagania stawiane
pracom doktorskim. W zwigzku z tym, wnioskuje¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej 0 dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Lupickiej-Stowik do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na wysoki poziom naukowy pracy,
wysoki dorobek naukowy Autorki oraz duze mozliwosci praktycznego zastosowania
wynikoéw pracy wnosze¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Chemicznego o wyrdznienie pracy

doktorskiej Pani mgr Agnieszki Lupickiej-Stowik.
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