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Recenzja

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska lek. wet. Sylwii Stanistawy Wilk
pt.: ,,Ocena molekularnego mechanizmu przerzutowania komodrek kostniakomigsaka psow -
badania proteomiczne z uwzglednieniem zastosowania nanoczgstek ztota” wykonanej pod
kierunkiem dr hab. Katarzyny Agnieszki Zabielskiej-Koczywas, prof. SGGW w Laboratorium
Nanoonkologii Dos$wiadczalnej i Klinicznej, Katedry Choréb Matych Zwierzat i Kliniki,

Instytutu Medycyny Weterynaryjnej w Szkole Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie.

1. Formalna podstawa wykonania recenzji

Podstawg wykonania recenzji jest uchwata Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoly Glownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie nr 57/WET-2024/2025 podjeta na posiedzeniu w dniu
24 wrze$nia 2025 r.

Postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora jest prowadzone na podstawie Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z
pozn. zm.). Celem recenzji jest ocena czy rozprawa doktorska lek. wet. Sylwii Stanistawy Wilk
spelnia wymagania ustawowe, a w szczegolnosci artykutu 187 Ustawy (Dz. U. z 2024 r. poz.
1571 z pdzniejszymi zmianami).

Recenzje wykonalem w oparciu o egzemplarz rozprawy doktorskiej w formie papierowe;j
oraz elektronicznej otrzymany wraz z pismem przewodnim i umowa. Podczas sporzadzania
recenzji uwzglednitem: aktualnosci tematyki rozprawy, poziom naukowy, stosowang
metodyke, poprawnos¢ terminologii i trafnos¢ wnioskowania. Zwrdcilem tez uwage na dobor

zrodel bibliograficznych.

2. Ogolna charakterystyka rozprawy

Opiniowana rozprawa doktorska stanowi zbior trzech powigzanych tematycznie artykulow
naukowych, opublikowanych w latach 2021-2025 w miedzynarodowym czasopi$mie
International Journal of Molecular Sciences, ktére ma wspotczynnik wptywu (IF) 6,2 (2021)

14,9 (2024 oraz 2025). Artykuly naukowe stanowigce podstawe ubiegania si¢ o stopien
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naukowy doktora sg opatrzone opisem na 43 stronach (strony 17-59) manuskryptu tworzac jako
catos¢ rozprawe doktorska.

Rozprawa zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim, list¢ (wraz ze
szczegOtowymi opisami bibliograficznymi) trzech artykutéw naukowych stanowigcych
merytoryczng podstawe rozprawy, wykaz stosowanych skrétow, wstep, cele pracy, stosowane
materialy i metody, uzyskane wyniki i ich dyskusje, wnioski, bibliografie oraz pelne teksty,
powigzanych tematycznie artykulow naukowych. Na koncu manuskryptu Autorka umiescita
podpisane o$wiadczenia wspotautoréw artykutéw naukowych wchodzacych w sktad rozprawy.

Hipoteza badawcza pracy zostala sformulowana nastepujaco: “Nanoczastki zlota
stabilizowane glutationem (AuNPs-GSH) hamujg wybrane etapy kaskady przerzutowania
(migracja, angiogeneza) komorek psiego kostniakomigsaka w badaniach in vitro oraz in ovo”.
Badania naukowe przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej byly ukierunkowane na
weryfikacje tej tezy.

Autorka postawila sobie sze$¢ bardzo ambitnych celow, z ktérych najwazniejszy to
przeprowadzenie proteomicznej analizy pordéwnawczej linii komoérkowych kostniakomigsaka
psow o roznych fenotypach zlosliwosci (OSCA-8 i OSCA-32) z komorkami psich osteoblastow
(CnOb). Realizacja tego celu wymagala zebrania i przeprowadzenia krytycznej analizy
doniesien literaturowych na temat molekularnych mechanizméw przerzutowania nowotworu
kostniakomigsaka psow. Uzyskane na tym etapie wyniki zostaly opublikowane w artykule
przegladowym opublikowanym w roku 2021! w czasopismie naukowym International Journal
of Molecular Sciences.

Celem tego artykutu byla synteza i krytyczna analiza literatury naukowej na temat genow
i bialek, w tym biatka nowotworowego p63, przekaznika sygnalu i aktywatora transkrypcji 3
(STAT3), Snail2, ezryny, fosforylowanej ezryny-radyksyny-moezyny (p-ERM), czynnika
wzrostu hepatocytow-czynnika rozproszenia (HGF-SF), receptora naskérkowego czynnika
wzrostu (EGFR), miR-9 i miR-34a, ktérych potencjalny udzial w kaskadzie przerzutow
kostniakomigsaka (OSA) psiego udowodniono w badaniach in vitro. Okreslenie mechanizméow
molekularnych  choroby przerzutowej moze usprawni¢ rozwdj nowych strategii
terapeutycznych. Nowotwor ten jest bardzo agresywny, a wigkszos¢ psow umiera z powodu
przerzutow, zwlaszcza do pluc. Proces przerzutowy jest ztozony i sklada si¢ z kilku gléwnych
etapow. Autorzy artykulu wykazali, ze ocena molekularnych mechanizméw przerzutow

kostniakomigsaka pséw wymaga badan in vifro, a nastepnie in vivo, co powinno umozliwi¢

P'Wilk, S. S., Zabielska-Koczywas, K. A. (2021). Molecular Mechanisms of Canine Osteosarcoma Metastasis.
International Journal of Molecular Sciences, 22(7), 3639). IF=6,2; 140 pkt. MNiSW.
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zrozumienie 1 wlasciwg ocene tego procesu. Sformutowano tezg, ze molekularne i biologiczne
podobienistwo psiego OSA do jego ludzkiego odpowiednika mogloby umozliwié
wykorzystanie pséw jako spontanicznego modelu tej choroby u ludzi.

W artykule autorzy odwotali si¢ do 111 doniesien literaturowych. Analiza dost¢pnych
danych literaturowych umozliwilta kandydatce sformutowanie tezy i celow pracy doktorskiej
oraz poszczegodlnych etapdw jej realizacji. Dobrano rowniez metody badawcze a takze sciezki
dochodzenia do wartosciowych wnioskow. Artykut ten byl do tej pory (25.11.2025)
zacytowany 21 razy. Z informacji umieszczonych w artykule oraz o§wiadczenia wspdtautorki
(dr hab. K. A. Zabielskiej-Koczywas) wynika, ze merytoryczny udziat kandydatki stworzeniu
artykutu jest co najmniej w 50% samodzielny i istotny. Kandydatka przeprowadzita analize
literatury, przygotowala tabele i rysunki oraz napisala wazng cz¢$¢ manuskryptu. Na koncu
artykulu umaszczona jest informacja, ze artykut jest cz¢scig rozprawy doktorskiej Kandydatki.

Opierajac si¢ na wnioskach z artykutu przegladowego Autorka rozprawy zaprojektowata
1 wykonata badania eksperymentalne, ktérych wyniki zostaty zawarte w oryginalnym artykule
naukowym opublikowanym w 2024 roku w czasopismie International Journal of Molecular
Sciences®>. Wyniki badan opisane w tym artykule zostaly syntetycznie przedyskutowane
wczeSci  opisowej rozprawy. Zwraca uwage bardzo dobra umiejetno$¢ Autorki
przeprowadzenia krytycznej analizy uzyskanych wynikow. Szczegdlnie wartosciowa w tym
artykule jest walidacja przeciwciala A2M MAB1938 (Bio-Techne, Minneapolis, Minnesota,
USA) metoda simple western dla linii komoérkowych kostniakomiesaka psow (OSCA-8
1 OSCA-32) oraz osteoblastow psoéw (CnOb). W przypadku badanych linii komérkowych
(OSCA-8, OSCA-32 1 CnOb) wykazano zakres liniowy dla stezen biatka od 0,2 do 0,5 mg/ml,
przy stgzeniu przeciwcial 1:6,25, gdy saturacja wynosila co najmniej 90%. Nasycenie
przeciwcial, kontrola dodatnia z rekombinowanym ludzkim biatkiem alfa-2-makroglobuliny
10952-HO8B. W artykule tym poza Kandydatka autorami jest czworo wspétautoréw, w tym
promotor rozprawy doktorskiej dr hab. K. A. Zabielska-Koczywgs. Z analizy tresci artykutu
oraz o$wiadczen wspdlautorow wynika, ze rola Kandydatki w przeprowadzeniu badan
1 napisaniu artykulu byta wiodaca. W podzigkowaniach na koncu artykutu umieszczona jest
informacja, ze artykul stanowi cze$¢ pracy doktorskiej Kandydatki (S.S. Wilk). Czesé

wynikéw badan zawartych w omawianym artykule zostata w 2022 roku zaprezentowana przez

2 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 [F=4,9; 140 pkt. MNiSW
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Kandydatke podczas Miedzynarodowego Kongresu Naukowego w Lodzi®, a nastgpnie w roku
2023 podczas Miedzynarodowej Konferencji Nanobiomedica w Warszawie®.

Trzeci artykut wchodzacy w sktad rozprawy doktorskiej zostal rowniez opublikowany
w czasopi$mie naukowym International Journal of Molecular Sciences w 2025 roku’.
W artykule tym opisano hamujgce przerzutowanie nanoczgsteczek zlota stabilizowanych
glutationem. Opisano wyniki wstepnych badan na liniach komoérkowych psiego
kostniakomiesaka, ktore byly rezultatem obszernych badan in vitro przeprowadzonych przez
kandydatke oraz cztonkéw zespotu badawczego dr hab. K. A. Zabielskiej-Koczywas. Rowniez
w przypadku tego artykutu nie ulega watpliwosci wiodaca rola kandydatki w zaprojektowaniu
1 realizacji badan in vitro przeprowadzonych przy uzyciu linii komérkowych.

Artykuly naukowe stanowigce merytoryczng podstawe dysertacji zostaly poddane
procesowi recenzowania, nast¢pnie obrobki redakcyjnej i opublikowane w systemie ,,open
access”. Artykuly te sg poddawane ocenie przez mi¢dzynarodowe s$rodowiska naukowe.

Wskazuje to na wysoka warto$¢ naukowg dysertacji co potwierdzam w mojej opinii.

3. Ocena aktualnos$ci tematyki rozprawy

Znaczenia badan nad zastosowaniem stabilizowanych nanoczastek zlota w terapii
nowotworowej kostniakomiesaka pséw nie sposob przecenié. Podjecie si¢ zadania poznania
1 oceny molekularnego mechanizmu przerzutowania komoérek nowotworowych w obecnosci
nanoczastek zlota uwazam, za niezwykle ambitne. Zespot naukowy pod kierunkiem dr hab.
K. A. Zabielskiej-Koczywas zajmuje si¢ tym problemem od kilku lat i osiaga w tej dziedzinie
spektakularne sukcesy naukowe w skali migdzynarodowe;.

Badania takie sg prowadzone w licznych osrodkach naukowych na $wiecie. Uzyskane
wyniki oraz sformutowane na ich podstawie wnioski mogg by¢ wykorzystane w terapii
antynowotworowej zwierzat a w przysztosci najprawdopodobniej rowniez u ludzi. W ostatnim
dziesigcioleciu nabraly szczegdlnego znaczenia z uwagi na dostgpnos¢ doskonalszych metod
badawczych, interdyscyplinarnego podejscia do rozwigzywania problemow, a takze szybkiego

rozwoju metod modelowania i uczenia maszynowego.

3 International Congress of Small Animal Medicine PSAVA 2022 on 17 November 2022 in L6dz, “Proteomic
analysis of canine osteosarcoma cells derived from tumours with various degrees of malignancy”

4 Nanobiomedica Conference on 21 September 2023 in Warsaw, “The assessment of molecular mechanisms in
canine osteosarcoma cell metastasis”, and as poster presentations “Proteomic analysis of canine osteosarcoma
cells with different molecular phenotypes”.

3 Wilk, S. S., Kukier, K. 1., Michatowski, A. M., Wojnicki, M., Smereczynski, B., Woéjcik, 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.
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Badania nad poznaniem molekularnego mechanizmu hamowania rozwoju komorek
nowotworowych z uzyciem nanotechnologii, a w szczego6lnosci zastosowania nanoczastek
zlota i innych metali sg niezwykle wartoSciowe i potrzebne. Zrozumienie tego mechanizmu
(mechanizméw) stanowi warunek konieczny do projektowania procedur leczniczych
i terapeutycznych. Metoda leczenia niektérych nowotworéow u zwierzat i najprawdopodobniej
réwniez u ludzi, z zastosowaniem stabilizowanych nanoczastek zlota moze w przysziosci
pomdc pacjentom unikngé efektow ubocznych zwigzanych z chemioterapig i radioterapia.
Wazny jest w tym przypadku rozmiar nanoczastek, ich ksztalt oraz sposéb modyfikacji

1 stabilizacji powierzchni.

4. Ocena merytoryczna rozprawy

Recenzowana dysertacja zawiera wiele danych eksperymentalnych, ktére moga pomoc
w lepszym zrozumieniu molekularnego mechanizmu hamowania przerzutowania komorek
nowotworowych z uzyciem nanotechnologii, a w szczegdlnosci zastosowaniem nanoczastek
zlota. Tezy i hipotezy przedstawione w pracy sg dobrze sformulowane. Badania zostaly
wlasciwie zaprojektowane i szczegélowo opisane zardéwno w artykutach naukowych nr 2 1 3,
jak 1 w czescei opisowej. Autorka bardzo dobrze scharakteryzowata i dobrata badane materiat
oraz stosowane metody instrumentalne i analityczne. Wyniki badan sa bardzo dobrze
udokumentowane. Opisane badania sg kompletne, a ich zakres jest adekwatny do postawionego
celu pracy.

Do najwazniejszych osiagnie¢ Autorki dysertacji zaliczam:

e Podjecie aktualnego, waznego i trudnego, zardwno pod wzglgdem pojgciowym, jak
i interpretacyjnym, tematu dotyczacego roli stabilizowanych nanoczastek ztota
w mechanizmie przerzutowania komorek nowotworowych kostniakomigsaka psow.

e Opracowanie metodyki badan interdyscyplinarnego zagadnienia badawczego nalezacego
do obszaru weterynarii, proteomiki, analizy chemicznej oraz inzynierii materiatowe;j.

e Wniesienie istotnego wkiadu do nowoczesnego opracowania stanu wiedzy z zakresu
bedacego przedmiotem rozprawy i opublikowanie artykutu w specjalistycznym
czasopismie naukowym (Artykut nr 1.)

e Zastosowanie do rozwigzania postawionego celu badawczego wlasciwie dobranych,
najnowoczesniejszych metod badawczych i analitycznych: MALDI/TOF-MS, TEM,
metoda simple westerni i innych (Artykuty 2 i 3).
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e Przeprowadzenie analizy statystycznej wynikow za pomocg programu GraphPad Prism
9.0, testu ANOVA oraz testu Tukey’a.

e Merytoryczna opracowanie wszystkich danych eksperymentalnych w czgsci opisowej
rozprawy, polegajace na syntezie wynikow i wnioskéw opisanych w cyklu artykulow
naukowych nr 1, 2 i 3, ktére wchodzg w sktad rozprawy.

e Sformutowanie kierunkéw dalszych badan nad zagadnieniem roli nanoczgstek zlota

w mechanizmie przerzutowania komorek kostniakomigsaka psow.

5. Uwagi krytyczne

W manuskrypcie znalazlem nieliczne niedoskonatosci w postaci drobnych bledow
literowanych 1 stylistycznych, ktore nie umniejszajg wartosci naukowej dysertacji. Autorka
stosuje dos¢ hermetyczny jezyk, a tekst zawiera duzo symboli, skrotow i akronimow, ktore
w wigkszosci sg objasnione na poczatku rozprawy (str. 14-16).

W czgsei opisowej dysertacji Autorka wielokrotnie umieszcza pelny opis bibliograficzny
artykutéw naukowych stanowigcych podstawe dysertacji. Wymienia autorow, tytuly, nazwe
czasopisma oraz inne dane umozliwiajace zidentyfikowanie artykulu. Spowodowalo to
zwigkszenie objetosci czesci opisowej. Moim zdaniem wystarczylo tylko raz podaé opis
bibliograficzny tych artykutéw, a w dalszej czesci tekstu powotywac si¢ na nie.

W czgsci opisowej zabraklo mi graficznego przedstawienia roli nanoczastek zlota
w molekularnym mechanizmie przerzutowania komorek kostniakomigsaka. Sugerujg, aby
Kandydatka pojeta probe przedstawienia takiego mechanizmu w formie graficznej podczas

publicznej obrony rozprawy doktorskie;j.

6. Ocena strony edytorskiej rozprawy

Pod wzgledem jezykowym i graficznym oceniana rozprawa jest napisana bardzo
starannie. Autorka stosuje poprawng terminologi¢ naukowa. Tekst czesci opisowe] napisany
jest dos¢ hermetycznym jezykiem, ale jest zrozumialy i jednoznaczny. Wyniki
przeprowadzonych badan sg bardzo dobrze udokumentowane i graficznie zobrazowane. Bledy

korektorskie i interpunkcyjne praktycznie nie wystepuja.
7. Wniosek koncowy

Recenzowana rozprawa doktorska jest oryginalnym opracowaniem naukowym

wyodrebnionego problemu badawczego o duzym znaczeniu praktycznym. Wartos¢
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merytoryczng rozprawy oceniam wysoko i uwazam, ze wnosi ona istotny wklad naukowy do
dyscypliny weterynaria.

Na podstawie analizy tekstu rozprawy doktorskiej oraz opublikowanego dorobku
naukowego jestem przekonany, ze lek. wet. Sylwia Stanistawa Wilk opanowata wiedzg
teoretyczng i metody badawcze oraz umiejetnosci formutowania tez i wnioskdw niezbedne do
samodzielnego prowadzenia badan naukowych i publikowania ich wynikéw, w szczego6lnosci
w dyscyplinie naukowej weterynaria, a takze w obszarze innych dziedzin i dyscyplin
naukowych.

Reasumujgc stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska lek. wet. Sylwii
Stanistawy Wilk spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez ustawe z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.)
w dyscyplinie weterynaria. W zwiazku z tym wnioskuje do Rady Dyscypliny Weterynaria
Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Kandydatki do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Uwzgledniajac naukowe i publikacyjne osiggnigcia Doktorantki z przekonaniem

zglaszam t¢ prace do wyr6znienia.
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Warszawa, 4 grudnia 2025 r.
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