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Recenzja rozprawy doktorskiej Sylwii Stanistawy Wilk
pt. ,Ocena molekularnego mechanizmu przerzutowania komérek kostniakomigsaka
ps6w — badania proteomiczne z uwzglednieniem zastosowania nanoczastek zlota”

Rozprawa Doktorska wykonana pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Agnieszki Zabielskiej-
Koczywas, prof. SGGW, z Laboratorium Nanoonkologii Doswiadczalnej i Klinicznej,
Katedry Choréb Matych Zwierzat i Kliniki w Instytucie Medycyny Weterynaryjnej SGGW
w Warszawie.

Kostniakomigsak pséw (OSA) nalezy do najczestszych i najbardziej agresywnych
nowotworéw ukfadu kostnego, charakteryzujgc si¢ szybkim tworzeniem przerzutow oraz
oporno$cig na stosowane metody leczenia. Pomimo postepu w chirurgii onkologicznej i
chemioterapii, rokowanie pacjentow pozostaje niekorzystne, gldéwnie z powodu wezesnego
rozsiewu komorek nowotworowych do ptuc. Zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych
za migracj¢ i inwazje komoérek nowotworowych, jak rowniez poszukiwanie nowych terapii
ukierunkowanych na proces przerzutowania, stanowi jeden z najwazniejszych kierunkéw
wspoiczesnych badan w onkologii weterynaryjnej. Generalnie nowotwory kosci sg jednymi z
najtrudniejszych nowotworéw do leczenia, dotyczy to tak samo przerzutéw innych
nowotwordw do kosci, stad tez wazno$¢ zagadnienia ktorego podjeta sie¢ doktorantka. W tym
kontekscie rozprawa mgr Sylwii Stanistawy Wilk jest pracg kompleksowg i ambitng,
obejmujaca zaréwno doglebnag analize molekularnych podstaw przerzutowania OSA, jak i
oceng przeciwprzerzutowego dziatania glutationowych nanoczastek ztota (AuNPs-GSH).

Dysertacja, przygotowana jako cykl trzech publikacji o tgcznym IF wynoszacym 16 oraz
420 pkt., wyrdznia si¢ spojnoscia tematyczng, interdyscyplinarnym charakterem oraz
znacznym udziatem autorki we wszystkich etapach badan. Dysertacja liczy ok. 80 stron czesci
zasadniczej i zostata przygotowana jako praca oparta na cyklu trzech publikacji:
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We wszystkich publikacjach doktorantka jest pierwszym autorem co $wiadczy o jej
dominujacym wktadzie. Uktad rozprawy jest przejrzysty i kompletny: Wstep, Cele pracy, Materiaty i
metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz petne artykuty wraz z o$wiadczeniami wspotautoréw.

Praca zostata poprzedzona rozdziatami obejmujgcymi Streszczenie, Wstep, Materiaty i
Metody, Wyniki oraz Dyskusje syntetyczng. Rozdziaty te zostaty napisane starannie i spetniajg swojg
funkcje — facza publikacje w jeden spojny projekt badawczy. Wstep jest obszerny, aktualny i obejmuje
szerokie spektrum zagadnien: od biologii kostniakomiesaka, przez regulacje cytoszkieletu, czynniki
transkrypcyjne, metaloproteinazy, az po angiogeneze. Autorka wykazata sie dobrg orientacjg w
literaturze i umiejetnoscia selekcji najwazniejszych informacji. Wprowadzenie uzasadnia wybdr alfa-2-
makroglobuliny (A2M) oraz nanoczgstek ztota jako kluczowych elementéw badan. Zauwazam jednak,
ze omowienie biofizycznej stabilnosci AUNPs-GSH — parametrow, ktdre pdzniej okazaty sie istotne —
mogtoby zosta¢ nieco poszerzone. Podrozdziat poswiecony zastosowaniu nanoczastek zfota w
onkologii moégtby by¢ nieco rozwinigty i poprzedzony wprowadzeniem w nanotechnologie i nosniki
lekéw oraz wtasciwosci nowotwordw utatwiajgcych stosowanie nanoczgstek w celu lepszego
zrozumienia celu stosowania wybranego modelu i nanotechnologii. Taki wstep, cho¢ z koniecznosci
krétki, znajduje sie w trzeciej zatgczonej publikacji jednakze w ogdlnym wstepie do dysertacji mogtby
przynies¢ wiecej korzysci.

W syntetycznym rozdziale Wyniki doktorantka przedstawia najwazniejsze rezultaty, a Dyskusja
integruje tres¢ trzech publikacji, co jest rozwigzaniem wiasciwym dla tej formy pracy. Zastosowane
metody badawcze s3 interesujgce i réznorodne, a tematyka pracy ma istotne znaczenie kliniczne. Z
racji tego, ze przedstawione w dysertacji publikacje zostaty juz poddane recenzji, a przez to
dopracowane, pozostawiajg niewiele miejsca na osobiste uwagi recenzenta.

Pierwsza publikacja stanowigca cze$¢ dysertacji ma charakter przegladowy i przedstawia
szczegotowe omowienie molekularnych mechanizméw przerzutowania kostniakomiesaka pséw. Jest
to praca dojrzata, syntetyczna i napisana z bardzo dobrg znajomoscia literatury. Autorka przedstawia
liczne szlaki sygnalizacyjne zaangazowane w migracje, inwazje i angiogeneze, dokonujgc ich
zestawienia w sposéb przejrzysty i uporzagdkowany. Warto podkresli¢, ze publikacja ta stanowi mocny
fundament merytoryczny dla pdiniejszych badan eksperymentalnych opisanych w kolejnych
artykutach. Pewnym ograniczeniem, wynikajgcym z daty publikacji, jest brak uwzglednienia
najnowszych doniesiern dotyczgcych np. szlaku uPA/PLAUR, jednak nie wptywa to na wartosé
poznawczg pracy.

Druga publikacja, o charakterze oryginalnym, jest centralnym elementem dysertacji. Autorka
przeprowadzita w niej analize proteomiczng komérek kostniakomiesaka i osteoblastéw, identyfikujac
biatka réznicujgce oba fenotypy. Najwazniejszym wynikiem jest wykazanie istotnie obnizonej ekspresji
alfa-2-makroglobuliny (A2M) w komérkach OSA oraz potwierdzenie jej roli jako czynnika hamujgcego
migracje komdrek nowotworowych. Wybér metod —w tym MALDI-TOF/TOF do analizy proteomicznej
oraz Simple Western do walidacji poziomu biatek — $wiadczy o wysokiej swiadomosci technicznej
autorki. Wyniki te sg oryginalne i znaczace, stanowig wazny wktad w poznanie biologii przerzutowania
OSA. Mozna jedynie zauwazy¢, ze badania funkcjonalne ograniczaja sie do migracji, natomiast dalsza
analiza obejmujgca markery EMT lub aktywno$¢ metaloproteinaz mogtaby jeszcze petniej potwierdzic
proponowany mechanizm dziatania A2M. Ta publikacja jest bardzo wartosciowa. Mam tez kilka pytan
po jej przeczytaniu. W analizie proteomicznej zidentyfikowano osiem biatek réznicujgcych komdrki
OSA i osteoblasty. Jakie kryteria decydowaty o uznaniu danego biatka za biologicznie istotne dla
procesu przerzutowania, a nie jedynie za zmiane wtérng lub metaboliczng? W testach migracji
wykazano hamujgcy wptyw egzogennej A2M. Czy doktorantka probowata okresli¢, czy efekt ten wynika



z bezposredniego blokowania migracji, czy tez z dziatania na metabolizm komérek (np. poprzez zmiany
w glikolizie lub ROS)? Czy przeprowadzenie analizy korelacyjnej pomiedzy poziomem A2M a predkoscig
migracji komdrek mogtoby ujawni¢ dodatkowe zaleznosci? Co taka zalezno$¢ mogtaby ujawnic?

Trzecia publikacja, rdwniez oryginalna, poswiecona jest ocenie dziatania optaszczonych
glutationem nanoczastek ztota (AuNPs-GSH) jako potencjalnych inhibitoréw przerzutowania. Autorka
przeprowadzita szeroki zakres badan obejmujacych charakterystyke fizykochemiczng nanoczastek,
oceng ich internalizacji za pomocg metody MP-AES, wptyw na migracje i klonogennos$¢ komorek
nowotworowych oraz analize angiogenezy na modelu CAM, ktéry cho¢ technicznie wymagajacy, nie
jest tak powszechny jak modele mysie, ale umozliwia szybkie i bezposrednie zobrazowanie
angiogenezy. Z wiasnego doswiadczenia wiem, ze jest to takze stosunkowo trudny model badawczy.
Uzyskane podczas prac wyniki wskazujg, ze AUNPs-GSH wykazujg dziatanie hamujace zaréwno migracje
komorek OSA, jakiich zdolno$¢ do tworzenia kolonii, a ponadto redukujg liczbe naczyn w modelu CAM,
co moze sugerowac ich efekt antyangiogenny. Szczegdlnie interesujgca jest obserwacja, ze traktowanie
nanoczgstkami prowadzito do zwiekszenia ekspresji A2M, co autorka uznata za jeden z mozliwych
mechanizmow ich dziatania. Ta interpretacja jest logiczna, cho¢ wymagataby uzupetnienia o ocene
markerdéw stresu oksydacyjnego lub EMT, aby petniej przedstawi¢ ogdlny wptyw AuNPs na komorki
nowotworowe. Wynik dotyczacy réznic w absorpcji nanoczastek przy stezeniach 200 pg/ml i 500 pg/ml
zostat przedstawiony rzetelnie, cho¢ warto bytoby odnies¢ sie w wiekszym stopniu do roli otoczki
biatkowej, ktéra moze ttumaczyé¢ obserwowane zjawisko. Mam kilka pytan zwigzanych z
nanoczgstkami i ich uzyciem. Dlaczego nie prébowano podawac nanoczgstek ztota droga dozylng? Czy
jest to w ogdle mozliwe? Jak zachowuja sie zsyntetyzowane nanoczastki w kontakcie z osoczem? Czy
jest mozliwe, ze efekt przeciwmigracyjny AuNPs-GSH wynika z ich internalizacji, czy tez z dziatania ,na
powierzchni” komérki, np. poprzez interakcje z receptorami? W jaki sposéb obecno$¢ glutationu jako
stabilizatora wptywa zdaniem doktorantki na interakcje nanoczastek z btong komodrkowa? Czy
alternatywne stabilizatory mogtyby wzmocni¢ efekt antyprzerzutowy? Pytania te wynikaja rowniez z
mojej ciekawosci badawczej — by¢ moze nie wszystkie majg juz petne odpowiedzi, jednak prosze
spréobowac je przedyskutowad podczas obrony.

Catod¢ czesci metodologicznej rozprawy nalezy oceni¢ bardzo wysoko. Doktorantka
zastosowata zestaw metod w petni adekwatnych do problemu badawczego, obejmujacych zaréwno
zaawansowane techniki proteomiczne, jak i metody analizy migracji, klonogennosci i angiogenezy.
Zastosowany model badawczy in vivo jest stosunkowo wymagajacy i wymaga bardzo dobrego
opanowania swoistego warsztatu. Metody te zostaty opisane szczegétowo, w sposdb umozliwiajacy
ich powtoérzenie. Wyniki przedstawione sg klarownie, opatrzone wtasciwg analizg statystyczng, a ich
omowienie jest logiczne i spdjne. Generalnie dyskusja wynikow prac prezentuje wysoki poziom
merytoryczny i $wiadczy o dobrej orientacji autorki w literaturze przedmiotu. Doktorantka umiejetnie
interpretuje uzyskane wyniki, wskazuje ich znaczenie dla biologii nowotworéw oraz przedstawia
kierunki dalszych badani. Dyskusja jest dobrze wywazona — nie tylko podkresla mocne strony
uzyskanych wynikdw, ale takze odnosi sie do ograniczen badan, zwtaszcza w odniesieniu do mozliwosci
translacyjnych i koniecznosci walidacji w modelach in vivo. Wnioski koricowe zostaty sformutowane
jasno i sg logiczng konsekwencjg przeprowadzonych badan. Praca stanowi spéjny cykl publikacji o
wyraznym watku przewodnim, jakim jest préba zrozumienia i zahamowania proceséw przerzutowania
w kostniakomiesaku pséw.

Podsumowujac, rozprawa lek. wet. Sylwii Stanistawy Wilk jest dzietem dojrzatym, rzetelnym i
wnosi istotny wktad w rozwéj wiedzy z zakresu onkologii weterynaryjnej oraz biologii przerzutowania.
Autorka wykazata sie bardzo dobrg znajomoscig nowoczesnych technik badawczych, umiejetnoscia ich
zastosowania oraz wysokg samodzielnoscia naukowa. Pomimo pojedynczych drobnych uwag



krytycznych, praca w petni spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przygotowywanym w
formie cyklu publikacji.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia wszystkie warunki ustawowe okreslone w
ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawa o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 pozn.
zm.),dlatego wnioskuje do wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pani Sylwii Stanistawy Wilk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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