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Znaczenie podjetej tematyki

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lek. wet. Sylwii Stanistawy Wilk,
zatytutowana ,, Ocena molekularnego mechanizmu przerzutowania komorek kostniakomigsaka psow -
badania proteomiczne z uwzglednieniem zastosowania nanoczqstek zlota”, koncentruje sie na
zrozumieniu molekularnych mechanizméw przerzutéw kostniakomiesaka u pséw i ocenie
potencjalu nanoczastek zlota (AuNPs) w hamowaniu tego procesu. Bioragc pod uwage
agresywny charakter kostniakomiesaka i jego tendencje do szybkich przerzutéw badania te
wydaja sie by¢ bardzo istotne, réwniez w aspekcie wynikéw leczenia. Identyfikujac kluczowe
biatka zaangazowane w przerzuty, takie jak A2M, badania przyczyniaja sie do lepszego
zrozumienia biologii kostniakomiesaka. Autorka analizuje potencjal AuNPs jako srodkéw
terapeutycznych, ktére moge stanowi¢ podstawe do opracowania nowych strategii
zwalczania przerzutéw i poprawy wynikéw leczenia. Mimo, iz badania bezposrednio
odnosza sie do wyzwania w onkologii weterynaryjnej, odkrycia z badaft u pséw moga
potencjalnie zosta¢ przeniesione na onkologie czlowieka, oferujac potencjalne narzedzia do

poprawy leczenia kostniakomiesaka.
Ocena merytoryczna pracy

Badania nad kostniakomiesakiem stanowia istotne wyzwanie onkologii weterynaryjnej.
Pomimo postepu w metodach leczenia, rokowania pozostaja niepewne, co podkresla pilng
potrzebe opracowania nowych strategii terapeutycznych. Niniejsza rozprawa doktorska,
autorstwa lek. wet. Sylwii Stanistawy Wilk, stanowi odpowiedZ na to zapotrzebowanie,
koncentrujac sie¢ na molekularnych mechanizmach przerzutowania. Wykorzystujac analize
proteomiczng oraz zastosowanie nanoczastek zlota, autorka bada kluczowe aspekty progresji
choroby. Biorgc pod uwage zlozZonos¢ i dewastujacy wplyw kostniakomiesaka, praca
Doktorantki wnosi istotny wklad w rozwéj przedklinicznej onkologii weterynaryjnej,
w szczegolnosci badania nad rolg alfa-2-makroglobuliny (A2M) oraz potencjalem nanoczastek
zlota stabilizowanych glutationem (AuNPs-GSH), otwieraja nowe perspektywy w poszukiwaniu
skuteczniejszych terapii.

Oryginalnosé i trafnos¢ podjetej tematyki

Kostniakomiesak jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotworéw kosci u psow,
powodujacym bol, uposledzenie szeregu funkcji organizmy i skrécenie Zycia. Dostepne
terapie (amputacja, chemioterapia) maja ograniczong skuteczno$¢, a dodatkowo wysoki

odsetek przerzutow wplywa proces leczenia. Istnieje pilna potrzeba opracowania
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skuteczniejszych strategii terapeutycznych. Badania koncentruja si¢ na zrozumieniu
molekularnych mechanizméw, ktére napedzaja rozwdj, progresje i przerzutowanie
osteosarcomy. Identyfikacja kluczowych genéw, biatek i szlakow sygnalowych jest niezbedna
do opracowania terapii celowanych.

Nanoczastki zlota wykazuja obiecujace wiasciwosci w zastosowaniach medycznych,
w tym w onkologii. Moga by¢ wykorzystywane jako noséniki lekéw, srodki obrazujace lub
modyfikatory odpowiedzi biologicznej komérek nowotworowych. Ich potencjal w leczeniu
nowotwordéw jest obecnie obszarem nie do konca zbadanym.

Oryginalnos¢ ocenianej rozprawy lezy w jej kompleksowym podejsciu, laczacym
proteomike i nanotechnologie w kontekscie specyficznej choroby weterynaryjnej, jaka jest
kostniakomiesak. Podczas gdy badania nad nanoczastkami zlota w onkologii sa coraz
powszechniejsze, ich zastosowanie w odniesieniu do psiego kostniakomiesaka i szczegdtowa
analiza mechanizméw molekularnych (w tym roli A2M) stanowia innowacyjne polaczenie.

Praca doktorska lek. wet. Sylwii Stanislawy Wilk miala na celu charakterystyke
molekularng komoérek kostniakomiesaka, w tym zbadanie wplywu alfa-2-makroglobuliny na
biologie komérek, oraz oceng, czy nanoczastki zlota moga modulowac proces przerzutowania
i czy wplywaja na poziom A2M w warunkach in vitro oraz in ovo.

W  celu lepszego zrozumienia molekularnych mechanizméw choroby
przeanalizowano profile proteomiczne linii OSCA-8, OSCA-32 i CnOb oraz zidentyfikowano
biatka, ktére réznicuja komoérki OSA od zdrowych osteoblastow. Autorka skupia sie na
okresleniu wplywu A2M na zdolnos¢ migracji komoérek nowotworowych in vitro oraz analizie
wplywu nanoczastek zlota stabilizowanych glutationem na kluczowe etapy procesu
przerzutowania, takie jak: migracja, angiogeneza i klonogennos¢, in vitro oraz in ovo.
Dodatkowo Doktorantka zbadala wptyw AuNPs-GSH na modulacje ekspresji A2M i ich
potencjalnego mechanizmu przeciwnowotworowego.

Zwazywszy na ograniczone opcje terapeutyczne i niekorzystne rokowania dla pséw z
kostniakomigsakami, poszukiwanie nowych celéw terapeutycznych i metod leczenia ma
bezposredni wplyw na poprawe jakosci i dlugosci zycia zwierzat dotknietych ta choroba.
Dodatkowo, z uwagi na podobieristwa miedzy ludzkim i psim kostniakomiesakiem, wyniki
badan moga potencjalnie przyczyni¢ sie do rozwoju onkologii komparatywnej i w przyszlosci
mie¢ implikacje dla leczenia nowotworéw w populagji ludzkiej.

Ocena formalna i metodologiczna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. wet. Sylwii Stanistawy Wilk stanowi

zbiér trzech manuskryptéw opatrzonych wspoélnym omoéwieniem. Opracowanie liczy 59
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ponumerowanych stron. Dodatkowo zalaczono kopie trzech publikacji petnotekstowych
bedacych integralng czescia pracy istanowigce podstawe przedstawionej do oceny rozprawy

wraz z oswiadczeniami wspoétautoréw dotyczace ich indywidualnego wkladu w powstanie prac.

Publikacja 1 (przegladowa); IF=6,2; 140 pkt. MNiSW

Wilk, S. S., & Zabielska-Koczywas, K. A. (2021). Molecular Mechanisms of Canine
Osteosarcoma Metastasis. International Journal of Molecular Sciences, 22(7), 3639.
https://doi.org/10.3390/ijms22073639

Keywords: canine OSA; metastasis; molecular mechanisms; cell lines; in vitro; in vivo; animal
models

Udzial doktorantki: przeprowadzenie przegladu literatury, przygotowanie tabel i rycin,
napisanie zasadniczej czesci manuskryptu.

Publikacja 2 (oryginalna); IF=4,9; 140 pkt. MNiSW

Wilk, S. S., Michalak, K., Owczarek, E. P., Winiarczyk, S., & Zabielska-Koczywas, K. A. (2024).
Proteomic Analyses Reveal the Role of Alpha-2-Macroglobulin in Canine
Osteosarcoma Cell Migration. International Journal of Molecular Sciences, 25(7), 3989.
https://doi.org/10.3390/ijms25073989

Keywords: A2M; canine osteosarcoma; MALDI-TOF/TOF MS; SimpleWestern, wound-
healing assay

Udzial doktorantki: zaplanowanie wraz z Promotorka koncepcji badan, pozyskanie
dofinansowania, zarzadzanie projektem, przeprowadzenie czesci eksperymentéw,
opracowanie metodologii, analiza i interpretacja wynikéw, walidacja i wizualizacja wynikéw,
udzial w przygotowaniu i powstaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

Publikacja 3 (oryginalna); IF=4,9; 140 pkt. MNiSW

Wilk, S. S., Kukier, K. 1., Michatowski, A. M., Wojnicki, M., Smereczynski, B., Wojcik, M., &
Zabielska-Koczywas, K. A. (2025). The Anti-Metastatic Properties of Glutathione-
Stabilized Gold Nanoparticles— A Preliminary Study on Canine Osteosarcoma
Cell Lines. International Journal of Molecular Sciences, 26(13), 6102.
https:/ /doi.org/10.3390/ijms26136102

Keywords: alpha 2 macroglobulin; canine osteosarcoma; gold nanoparticles; metastasis;
migration; Simple Western

Udzial doktorantki: opracowanie koncepcji badan, pozyskanie finansowania, zarzadzanie
projektem, udzial w prowadzeniu eksperymentéw, opracowanie metodologii, walidacja
i porzadkowanie danych, przygotowanie czeéci graficznej oraz napisanie pierwotnej wersji
manuskryptu i udzial w jego redakgji.

Laczny wspolczynnik oddzialywania prac skladajacych sie na rozprawe doktorska
wynosi IF=16, a ich sumaryczna punktacja MNiSW 420 pkt.
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We wszystkich pracach lek. wet. Sylwia Stanistawa Wilk jest wiodacym autorem.
Wszyscy wspélautorzy prac wchodzacych w sklad cyklu wyrazili zgode na wykorzystanie prac
wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej. Oswiadczenia Doktorantki, oraz wspétautoréw
a takze CRediT Author Statements w publikacjach wskazuja na indywidualny wklad Doktorantki
w powstanie prac. Udzial lek. wet. Sylwii Stanistawy Wilk w przygotowaniu wszystkich
publikacji oraz w przeprowadzeniu czesci doswiadczalnej prac oryginalnych, bedacych

podstawa przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byt znaczacy.

Omoéwienie wprowadzenia i cyklu publikacji bedacych podstawa
recenzji

Wprowadzenie do cyklu prac

Zgodnie z obowiazujacymi regulacjami, dopuszczajacymi rozprawe doktorska
w formie zbioru powigzanych tematycznie, opublikowanych artykuléw naukowych,
kluczowe staje sie odpowiednie oméwienie tego cyklu. Takie przedstawienie calosci pozwala
na zaprezentowanie wiedzy teoretycznej kandydata oraz jego umiejetnosci w zakresie
samodzielnego prowadzenia badan i pisania publikacji W mojej opinii, tego typu
wprowadzenie jest niezwykle wazne, poniewaz ulatwia recenzentom zrozumienie toku
rozumowania doktorantki, celow badawczych, oryginalnosci wynikéw oraz spoéjnosci
tematycznej poszczegolnych prac.

Opracowanie ma standardowy uklad. Po stronie tytulowej, oswiadczeniu Promotorki
i Doktorantki oraz podziekowaniach, wystepuje spis tresci i streszczenie w jezyku polskim
i angielskim.

Streszczenie dobrze wprowadza czytelnika w dalsze rozdzialy. Spis tresci zawiera
jedynie gtéwne rozdzialy (brak podrozdziatéw) utrudnia odnalezienie sie¢ w opracowaniu.

Nastepnie Autorka zamieszcza liste artykuléw wchodzacych w skiad cyklu rozprawy
wraz z danymi bibliometrycznymi oraz wykaz skrotéow po ktérym wystepuja dalsze czesci
opracowania.

Rozdzial zatytulowany , Wprowadzenie” stanowi ciekawy poczatek do dalszych
rozwazan i omowienia poszczegélnych prac. Przygotowany jest on bardzo starannie,
podzielony na czytelne podrozdzialy. Wskazuje na opanowanie przez Doktorantke tla
prowadzonych badar. Mimo niewielkich bledéw edytorskich (np. brak spacji po kropce
w wyjadnianiu skrétow ang.), ktére réwniez pojawiaja sie w dalszej czesci opracowania, wstep

jest bardzo klarowny i naswietla dalsze rozwazania Autorki. Duzym atutem jest wskazanie na
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konicu podrozdziatu 1.1.2 ograniczenn zwiazanych z publikacja pogladowsa, co Swiadczy
o $ledzeniu przez Doktorantke biezacych badan w tej dziedzinie.

W mojej opinii zaréwno cele, jak i hipoteza badawcza, sa w wigekszosci prawidlowo
zdefiniowane. Cele obejmujg réwniez publikacje przegladowa, ktéra czesto pomijana jest w tego
typu opracowaniach.

Warto byloby jednak w przypadku kazdego z celéw dodaé informacje dotyczaca
publikacji, w ktérej zostal on zrealizowany. Przykladowo, cel 1 zostal zrealizowany
w publikacji 2, cele 2-4 w publikagji 2, cel 5 w publikacji 3 a ostatni cel 6 w publikacjach 2-3.
Usystematyzowanie tego ulatwiloby prace recenzentowi.

W rozdziale 3 zostaly scharakteryzowane materialy i metody czesci badawczej rozprawy
doktorskiej (dotyczace artykuléw 21 3). W tym miejscu chcialbym zwréci¢ uwage na silng strone
opracowania - Doktorantka dobrze opisala ogélne metody i skupila sie jedynie na szczegotach,
ktoére nie byly w pelni opisane w publikacjach. Dodatkowym plusem jest réwniez wskazanie
kryteriow doboru analizowanych w pracach linii komérkowych.

Mimo widocznych starait Doktorantki, w tym rozdziale pojawia sie zargon, czesto
uzywany réwniez przez bardziej doswiadczonych naukowcéw a wynikajacy zapewne
z publikowania gléwnie w czasopismach anglojezycznych. Przykladem jest okreslenie
,komorki traktowano” - bardziej trafne jest ,inkubowano z”, ,,stymulowano” itp. Dodatkowo
wraz z symbolem > nastepuje miejscowa zmiana kroju czcionki. W podrozdziale 3.2.9 we
fragmencie $rednia + odchylenie standardowe podano wyjasnienie (ang. standard deviation, SD),
ktory jest zbedny. Pojawia sie réwniez w wykazie skrétow. Wynika to najprawdopodobniej
z tlumaczenia materialéw i metod opisanych w pracy 3. Dodatkowo, sugeruje zastapienie
okreslenia , test Tukeya po fakcie” okre$leniem ,,post hoc Tukeya” (uwaga ta dotyczy rowniez
dalszych czesci opracowania).

Kolejny rozdzial zatytulowany , Wyniki” opisuje przede wszystkim prace oryginalne.
Autorka wyjasnia, w tym rozdziale m.in. dlaczego do dalszych analiz wytypowano A2M oraz
opisuje gléwne wyniki badan. Chcialbym réwniez zaakcentowaé pozytywny aspekt
opracowania, gdyz Doktoranta odwotuje sie do swoich prac oryginalnych, bedacych podstawa
doktoratu, nie przepisujac poszczegdlnych czesci tych prac. Drobnym mankamentem tego
rozdziatu jest nagromadzenie literowek w pierwszym zdaniu drugiego akapitu (W analizie

Simple Western ...).
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W przypadku przedstawionych przez Doktorantke wynikéw nasuwaja mi sie
nastepujace pytania, na ktére chciatbym uzyskac¢ odpowiedz podczas publicznej obrony pracy:
Rozdziat 4.3.

— jakabyla podstawa wyboru stezert A2M (10 mM i 30 mM) dla np. testu blizny (czy wybor
ma uzasadnienie w literaturze czy przeprowadzono optymalizacje eksperymentalng?)

— czy sprawdzono stezenie A2M w medium komoérek (zaréwno CnOB jak i OSCA-8,
OSCA-32)?
— czy przeprowadzono test blizny dla linii nienowotworowej komorek, zaréwno
niestymulowanej, jak i stymulowanej podanymi stezeniami A2M?
Rozdzial 4.4.

— jaka byta podstawa wyboru stezert AuNPs-GSH (200 ng/ml i 500 ug/ml) np. dla testu
migracji i w przypadku badain modelu CAM oraz pozostalych badan?

Rozdzial 4.5.
— jaki moze by¢ potencjalny mechanizm (szlaki/geny docelowe) dziatania AuNPs-GH
prowadzace do stymulacji ekspresji A2M?

W rozdziale Wyniki (ale réwniez w publikagji oryginalnej stanowiacej podstawe opisu)
znajduja sie okreslenia typu ,stwierdzono wysoce istotny (p < 0,001) wzrost ekspresji”, ktére
odnosi sie do uzyskanej wartosci statystyki testowej i wartosci p. W zwigzku z tym, iz wartos¢
statystyki i uzyskana dzieki niej warto$¢ p odnosi sie do hipotezy 0, chcialbym aby doktorantka
podczas obrony wyjasnila dokladniej zastosowany skrét myslowy i wskazala na wartosé,
ktora moze co$ wiecej powiedzieé o wielkosci efektu. Dlaczego samo "p < 0,05" nie wystarcza
ijakie inne miary (np. wielkos¢ efektu, moc statystyczna) wziela pod uwage.

,Dyskusja” jest sprawnie poprowadzona i poza uwagami edytorskimi (zargon, zmiana
rodzaju fontu itp.) nie mam do niej zastrzezen.

W mojej opinii bardzo istotng czescia pracy sa wnioski. Zabraklo jednak polaczenia
celéw i wnioskéw oraz wskazania, na podstawie ktérych publikacji zostaly wyciagniete. Wydaje
si¢ jednak, ze wigkszos¢ z wnioskéw odnosi sie do publikacji nr 3. Duzym atutem jest wskazanie
dalszych etapow i/lub znaczenia teoretycznego i praktycznego uzyskanych wynikéw.

Pismiennictwo w opracowaniu zawiera 86 pozycji dotyczacych omawianych zagadnien,
w tym 40 pozydji z ostatniego dziesieciolecia, co wskazuje, iz doktorantka Sledzi aktualne trendy
naukowe. Tutaj jednak Doktorantka nie ustrzegla sie¢ bledu zbyt duzego zaufania do

menageréw pis$miennictwa (np. niespéjne formatowanie pozycji 45 i 80).
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Opis wynikow i wnioski z cyklu prac

Publikacja 1. "Molecular Mechanisms of Canine Osteosarcoma Metastasis", miata na celu
podsumowanie i uporzadkowanie wiedzy na temat molekularnych mechanizméw
przerzutéw w kontekscie kostniakomiesaka (osteosarcoma, OSA) u pséw. OSA charakteryzuje
sie¢ wysoka zlosliwoscig i czestymi przerzutami, zwlaszcza do ptuc, co prowadzi do $mierci
wiekszosci pséw. Proces przerzutowy jest zlozony i obejmuje wiele etapéw. Zrozumienie
mechanizméw molekularnych tego procesu jest kluczowe dla opracowania nowych strategii
terapeutycznych. Ze wzgledu na podobienstwo miedzy OSA u pséw iludzi, psy moga stuzy¢
jako model spontaniczny choroby u ludzi.

Przeglad mial na celu podsumowanie aktualnej wiedzy na temat genéw i bialek
zaangazowanych w proces przerzutéw OSA.

Autorzy omoéwili role réznych gendéw i bialek, w tym p63, STAT3, Snail2, ezryny,
p-ERM, HGEF-SF, EGFR, miR-9 i miR-34a, ktére w badaniach in vitro i/lub in vivo wykazaly
potencjalny udzial w kaskadzie przerzutowej OSA. Podkreslili, Ze dalsze badania byly
konieczne dla pelnego zrozumienia mechanizméw molekularnych przerzutéw OSA.

Okreslenie molekularnych postaw procesu przerzutowania moze przyczynic¢ sie do
opracowania nowych strategii terapeutycznych. W przegladzie podkreslono role kilku biatek
w przerzutach u pséw, w tym EGFR w migracji komoérek nowotworowych, HGF-SF i receptor
Met w inwazji oraz ANp63, ezrin, p-ERM, Snail2, miR-9 i miR-34a w migracji i inwazji.
Autorzy sugeruja, ze w dalszych badaniach walidacja uzyskanych wynikéw powinna nastgpi¢
metodami in vivo.

Artykul ten stanowi obszerne i dobrze zorganizowane podsumowanie aktualnej
wiedzy na temat molekularnych mechanizméw przerzutow kostniakomiesaka u psow.
Szczegodlnie cenne jest uwzglednienie zaré6wno badan in vitro, jak i in vivo, co pozwala na
pelniejsze zrozumienie zlozonosci tego procesu. Autorki trafnie podkreslaja podobiefistwa
miedzy kostniakomiesakiem u pséw i ludzi, co uwydatnia potencjal wykorzystania tych
zwierzat jako modelu choroby. Skupienie uwagi na konkretnych genach i bialkach, oraz
mikroRNA, w polaczeniu z jasnym przedstawieniem ich roli w poszczegdlnych etapach
metastazy, czyni przeglad cennym zrédlem wiedzy dla naukowcéw i klinicystow
zajmujacych sie badaniem i leczeniem nowotworéw kosci. Wyraznie zidentyfikowane
kierunki przyszlych badain dodatkowo podkreslaja wartosé artykulu, wskazujac na
obszary, ktére wymagaja dalszej eksploracji w celu opracowania skutecznych strategii

terapeutycznych.
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W zalaczonej Publikacji 2. "Proteomic Analyses Reveal the Role of Alpha-2-Macroglobulin
in Canine Osteosarcoma Cell Migration" autorzy skupiaja sie na identyfikacji molekularnych
celow, wplywajacych na metastaze, ktora jest kluczowa dla opracowania nowych strategii
terapeutycznych OSA.

Glownym celem badania bylo zidentyfikowanie bialek, ktére r6znia sie ekspresja
w liniach komérkowych OSA o ré6znym stopniu zlosliwosci, w poréwnaniu z prawidlowymi
psimi osteoblastami. Dodatkowym celem bylo poréwnanie zdolnosci migracji komérek OSA
i powigzanie ich z cechami ztosliwosci poszczegélnych linii komérkowych.

Analiza proteomiczna z wykorzystaniem spektrometrii masowej MALDI-TOF/TOF
MS pozwolila na zidentyfikowanie o$miu bialek, ktére réznily sie ekspresja w liniach
komoérkowych OSA w poréwnaniu z prawidlowymi osteoblastami. Byly to: biatko zwiazane
z rzeskami i wi¢mi (CFAP298), ogdlny czynnik transkrypcyjny II-I (GTF2I), biatko zwigzane
z zespolem lustrzanego obrazu polidaktylii 1 (MIPOL1), alfa-2-makroglobulina, mutaza
fosfoglicerynianowa 1 (PGAM1), ubikwityna (UB2L6), bialtko adapterowe zwiazane
z receptorem ectodysplazyny A (EDARADD) oraz biatko 72 zawierajace powtoérzenia bogate
w leucyne (LRRC72). Analiza western blot potwierdzila nizsza ekspresje A2M w komorkach
OSA w poréwnaniu z osteoblastami. Badanie migracji komorek wykazalo, ze A2M hamuje
migracje komorek OSA.

Badanie wskazuje, ze A2M moze odgrywac istotng role w procesie przerzutow
kostniakomiesaka i potencjalnie dziala¢ jako $rodek przeciwdzialajacy przerzutom. Autorzy
podkreslaja jednak, Ze konieczne sg dalsze badania in vitro i in vivo, aby potwierdzic¢ te role
i zbada¢ mechanizmy dzialania A2M w OSA.

Identyfikacja potencjalnej roli A2M w kontekscie przerzutéow kostniakomiesaka jest
nowym odkryciem. Zastosowanie spektrometrii masowej MALDI-TOF/TOF MS i techniki
western blot zwieksza wiarygodnosc¢ uzyskanych wynikéw. Poréwnanie linii komérkowych
OSA o réznym stopniu zlosliwosci (OSCA-8 i OSCA-32) umozliwia lepsze zrozumienie
wplywu identyfikowanych bialek na proces przerzutéw. Wyniki badann migracji komoérek
in vitro wspierajq hipoteze o roli A2M jako inhibitora migracji.

Badanie opiera si¢ jednak gléwnie na badaniach in vitro, co ogranicza mozliwos¢
bezposredniego przelozenia wynikéw na sytuacje in vivo. Badanie nie wyjasnia tez w pelni
molekularnych mechanizméw, poprzez ktére A2M wplywa na migracje komoérek OSA.
Badanie skupia si¢ na bialku A2M, podczas gdy inne zidentyfikowane biatka moglyby

réwniez mie¢ znaczenie w procesie metastazy.
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Ogodlnie, artykul ten przedstawia bardzo obiecujace wyniki dotyczace potencjalnej
roli A2M w przeciwdzialaniu przerzutom kostniakomiesaka. Odkrycie to moze byé
punktem wyjscia do opracowania nowych strategii terapeutycznych.

Nanoczastki zlota, ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci sg obiecujgcymi
narzedziami w terapii nowotworéw, zaréwno jako systemy dostarczania lekéw, jak
i potencjalne materialy przeciwdziatajgce przerzutom. Celem Publikacji 3. "The Anti-
Metastatic Properties of Glutathione-Stabilized Gold Nanoparticles — A Preliminary Study on Canine
Osteosarcoma Cell Lines" byla ocena wlasciwosci nanoczastek zlota stabilizowanych
glutationem (Au-GSH NPs) w aspekcie przeciwdzialania przerzutom, poprzez ich wplyw na
migracje, proliferacje i tworzenie kolonii przez komoérki OSA in vitro, a takze ich wlasciwosci
antyangiogenne na modelu blony kosméwkowo-omoczniowej (CAM) zarodka kurzego.
Dodatkowo badano, czy efekty te sa zwigzane ze zmianami w ekspresji alfa-2-
makroglobuliny, ktéra odgrywa istotna role w procesie przerzutéw.

Wykazano, ze Au-GSH NPs znaczaco hamuja migracje i tworzenie kolonii
w komoérkach OSA (linie komoérkowe OSCA-8, OSCA-32 i D-17) w stezeniu 200 pg/ml.
Co ciekawe, w stezeniu 500 ug/ml Au-GSH NPs hamowaly angiogeneze na modelu CAM
i migracje komorek nowotworowych, ale mialy stabszy wplyw na tworzenie kolonii. Badania
wykazaly réwniez zwigkszenie ekspresji A2M w komoérkach nowotworowych po leczeniu
Au-GSH NPs.

Polaczenie badan in vitro na liniach komérkowych z modelem in ovo CAM zapewnia
kompleksowy wglad w dzialanie Au-GSH NPs na réznych etapach przerzutéw. Analiza
migracji, proliferacji, angiogenezy i ekspresji A2M pozwala na zrozumienie kompleksowego
dzialania Au-GSH NPs. Wykorzystanie Au-GSH NPs, ktore wykazuja niska immunogennosc¢
i dobra rozpuszczalnos¢, jest obiecujace w kontekscie przyszlych zastosowan. Odkrycie, ze
dzialanie Au-GSH NPs wigze si¢ ze wzrostem ekspresji A2M, dostarcza nowego wgladu w
mechanizmy dziatania tych nanoczastek.

W pracy tej wykazano potencjal nanoczastkiek Au-GSH NPs w przeciwdzialaniu
przerzutow w kostniakomiesaka u pséw, co moze by¢ zwigzane ze zwiekszeniem ekspresji
A2M. Jednak jak sami autorzy wskazuja, istnieje koniecznoé¢ dalszych badania in wvitro,
a w szczegodlnosci in vivo, aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy molekularne lezace u podstaw

tych efektow i oceni¢ znaczenie kliniczne AuNPs w onkologii weterynaryjne;j.
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Podsumowanie artykuléw jako cyklu prac

Niniejszy cykl prac opatrzony wspélnym tytulem , Ocena molekularnego mechanizmu
przerzutowania komodrek kostniakomigsaka psow - badania proteomiczne z uwzglednieniem
zastosowania nanoczqstek ztota”, stanowigcy podstawe rozprawy doktorskiej, skupia sie na
badaniu mechanizméw molekularnych i mozliwosci terapeutycznych w kontekscie
przerzutéw kostniakomiesaka u pséw, dla ktérego leczenie pozostaje wyzwaniem. Prace te
faczy cel nadrzedny: identyfikacja czynnikéw wplywajacych na proces metastazy
i opracowanie nowych strategii, ktére moglyby poprawi¢ rokowania pséw z OSA. Pierwsza
praca stanowila kompleksowy przeglad literaturowy, w ktérym zidentyfikowano kluczowe
geny i bialka potencjalnie zaangazowane w przerzuty OSA. Analiza ta postuzyla jako
fundament do ukierunkowania dalszych badan eksperymentalnych.

Druga praca miala charakter proteomiczny i koncentrowala sie na identyfikacji bialek,
ktére roznicuja komoérki OSA o réznym stopniu zlosliwosci. Odkryto, ze alfa-2-
makroglobulina wykazuje obiecujace wlasciwosci hamujace migracje komorek
nowotworowych, co sugeruje jej role w procesie metastazy. Wyniki te stanowily podstawe do
poglebionych badain nad A2M, réwniez w trzeciej pracy, ktéra kontynuuje watek
terapeutyczny, badajac wplyw nanoczastek zlota stabilizowanych glutationem na r6zne etapy
przerzutow OSA, w tym angiogeneze, migracje komorek i tworzenie kolonii. Odkryto, ze Au-
GSH NPs wykazuja potencjal przeciwdzialania przerzutom, co laczy sie ze zwiekszeniem
ekspresji A2M, stanowigc potencjalng strategie terapeutyczna.

Podsumowujac, cykl prac stanowi spdjna calo$é, od szerokiego przegladu
literaturowego po identyfikacje konkretnych celé6w molekularnych i testowanie
potencjalnych strategii terapeutycznych opartych na nanoczastkach. Badania te wnosza
istotny wklad w zrozumienie molekularnych mechanizméw metastazy OSA u pséw

i otwieraja droge do opracowania nowych, skuteczniejszych metod leczenia.

Chcialbym dodatkowo podkresli¢, ze przytoczone przeze mnie w recenzji uwagi
i watpliwosdci nie podwazaja merytorycznej wartosci rozprawy i nie wplywaja na moja

pozytywng oceng zawartoSci pracy.

Whnioski koAcowe

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w formie cyklu artykuléw i jej
opracowanie pt.: ,,Ocena molekularnego mechanizmu przerzutowania komorek kostniakomiesaka

psow - badania proteomiczne z uwzglednieniem zastosowania nanoczgstek ztota” autorstwa lek. wet
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Sylwii Stanistawy Wilk zostala starannie przygotowana. Doktorantka poprawnie
sformutowala problem naukowy i zaproponowata odpowiednie metody badawcze zaréwno
w przypadku modeli in vitro, jak i in ovo. Wyniki badan sa cenne i stanowia wazny punkt
wyijscia do dalszych prac nad mechanizmami powstawania, rozwoju i przerztowania OSA.
Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca lek. wet. Sylwii
Stanistawy Wilk odpowiada warunkom stawianym rozprawom doktorskim
przewidzianym w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.) oraz Uchwale Nr 89-2022/2023 Senatu SGGW z dnia
26 czerwca 2023 roku w sprawie uchwalenia Regulaminéw przeprowadzania postepowan
w sprawie nadania stopnia doktora w Szkole Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie. Biorac powyzsze, wnioskuje o dopuszczenie lek. wet. Sylwii Stanislawy

Wilk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Uwzgledniajac nowatorski charakter badarn i wage podjetej tematyki prac skladajacych
sie na rozprawe doktorska (co przelozylo sie¢ na wysokie wskazniki bibliometryczne: IF=16,
punktacja MNiSW 420 pkt., liczba cytacji bez autocytacji - 21) wnosze do Rady Dyscypliny

Weterynaria Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o wyrdznienie pracy.
Uzasadnienie szczeg6lowe wniosku o wyr6znienie

Rozprawa doktorska lek wet. Sylwii Stanistawy Wilk stanowi znaczacy wklad
w rozw¢éj wiedzy na temat zlozonego procesu przerzutowania w kostniakomiesaku u psow.
Uzasadniajgc wyrdznienie tej pracy, podkreslam jej nowatorski charakter, kompleksowos¢
podejscia badawczego oraz potencjalne implikacje kliniczne. Praca integruje r6zne metody
badawcze, zaczynajac od przegladu literatury, poprzez analizy proteomiczne, az po badania
in vitro i in ovo w celu holistycznego zrozumienia mechanizméw przerzutowania. Takie
podejécie interdyscyplinarne pozwala na uzyskanie bardziej kompleksowych i wiarygodnych
wynikéw niz w przypadku zastosowania tylko jednej metody.

Podsumowujac, rozprawa doktorska autorstwa Sylwii Stanistawy Wilk charakteryzuje sie
nowatorskim podejsciem, wysokim poziomem naukowym oraz potencjalnymi implikacjami
terapeutycznymi. Ponadto jest to praca, ktéra w sposob istotny poszerza wiedze na temat biologii

kostniakomiesaka pséw i zastuguje na wyrdznienie.
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