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Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia rak jelita grubego jest trzecim najczestszym
nowotworem na $wiecie, czgsciej diagnozowanym u me¢zczyzn niz u kobiet. Ponad 50%
pacjentéw otrzymuje diagnozg z przerzutami, gdy nowotwor jest w zaawansowanym stadium.
Ze wzgledu na miejscowe nawroty i1 odlegle przerzuty wskaznik $miertelnosci w przypadku
pacjentow z rakiem jelita grubego jest bardzo wysoki i wynosi 30% u kobiet i 40% u m¢zczyzn.
Patomechanizm raka jelita grubego jest skomplikowany i zalezy od wielu czynnikow
genetycznych, molekularnych 1 $rodowiskowych. Rak jelita grubego czesto zaczyna si¢ od
mutacji w genach, ktore kontroluja wzrost i podzial komorek. Najwazniejszymi genami
zwigzanymi z rakiem jelita grubego sa geny supresorowe guza (np. APC, p53, SMAD4) oraz
geny naprawy DNA (np. MSH2, MLHI). Mutacje tych genéw prowadzg do utraty zdolnosci
komorek do kontrolowania swojego wzrostu i podzialu. Mimo ze jesteSmy juz dobrze
zaznajomieni z molekularnymi podstawami raka jelita grubego, nadal prowadzi si¢ badania

w celu peliejszego zrozumienia mechanizméw prowadzacych do powstawania tego



nowotworu oraz poprzedzajacych go zmian prekursorowych, czyli gruczolakow jelita grubego.
Wobec tego, cel i zatozenia przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej stanowig istotny
aspekt, ktéry doskonale wpisuje si¢ w obecne ogdlnoswiatowe trendy naukowe i kliniczne.

Przedstawione do recenzji badania zostaly wykonane i opisane przez mgr Agnieszke
Wosiak pod kierownictwem prof. dr hab. n. farm. Ewy Balcerczak. Podstawe przedstawionej
mi do recenzji rozprawy doktorskiej stanowi cykl trzech $cisle ze soba powigzanych publikacji
oryginalnych, napisanych w jezyku angielskim oraz opublikowanych w latach 2017-2023
w czasopismach z listy filadelfijskiej: Pathology — Research and Practice, Pharmacogenomics
and Personalized Medicine, oraz Bioengineering. Sumaryczny wspolczynnik oddziatywania
tych prac wynosi 9,118 zas liczba punktéw ministerialnych 140. We wszystkich pracach mgr
Agnieszka Wosiak jest pierwszym autorem, a swoj udzial w przygotowaniu poszczegblnych
publikacji ocenia na 50%, 50% i 50%.

Rozprawa liczy acznie 74 strony, poprzedzona jest spisem tresci, wykazem publikacji
bedacych podstawa rozprawy doktorskiej oraz wykazem skrotow. Tresé wlasciwej rozprawy
doktorskiej rozpoczyna zwigzle uzasadnienie tematyki badawczej, ktore syntetycznie
1 wszechstronnie omawia kwestie zwiazane z tematem dysertacji. Doktorantka rozprawe
rozpoczyna od przedstawienia epidemiologii raka jelita grubego. Nastepnie skupia si¢ na
genetycznym podtozu rozwoju raka jelita grubego, omawiajac znaczenie mutacji genéw oraz
ich wplyw na rozwoj tego nowotworu. Doktorantka podkresla, ze molekularny patomechanizm
rozwoju raka jelita grubego jest wyjatkowo skomplikowany, co wymaga doktadnej analizy.
W dalszej czgsci swojej rozprawy, badaczka koncentruje si¢ na roli szlaku sygnatowego
transformujgcego czynnika wzrostu beta (TGFB) w patogenezie raka jelita grubego.
Szczegétowo wyjasnia, jak ten szlak sygnalowy reguluje procesy wzrostu, réznicowania
i apoptozy komdrek w jelitach. Kluczowymi mediatorami w tym kontekscie sa bialka z rodziny
SMAD, ktore przekazujg sygnaty TGFp do jadra komérkowego, wptywajac na ekspresje gendw
zwigzanych z rozwojem raka jelita grubego. Na kolejnych stronach pracy zostaly przedstawione
zatozenia oraz cele naukowe tej rozprawy, a takze szczegétowy opis czesci doswiadczalne;j,
z podzialem na poszczegdlne prace zawarte w rozprawie. W tym obszarze Autorka zawarta
prezentacje materiatu biologicznego wykorzystanego do prowadzenia badan oraz szczegbdtowy
metodologi¢ eksperymentalng. Kolejnym etapem byla analiza uzyskanych wynikéw i ich
dyskusja przez Doktorantke, a na zakonczenie pracy dokonano podsumowania osiaggnietych
rezultatow, przedstawiajgc rowniez przyszte perspektywy i plany badawcze. Rozprawg konczy
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, podziekowania, pi$miennictwo, obejmujace 60

pozycji literatury, zatacznik w postaci wydruku publikacji wchodzacych w sklad rozprawy
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doktorskiej, oraz o§wiadczenia Autorki i wspotautorow. Catkowity dorobek naukowy Pani mgr
Agnieszki Wosiak to autorstwo lub wspotautorstwo 10. oryginalnych prac naukowych oraz
2. prac przegladowych o tacznym wspotezynniku IF 43,453 i punktacji MEIN 844,

Zasadniczy uklad rozdzialdéw oraz opracowanie graficzne rozprawy doktorskiej sg
przejrzyste i starannie zredagowane, co zastuguje na wyrdznienie. Tre$¢ pracy doskonale
koresponduje z jej tytulem, zas rozdziaty sa spdjne z ich nagldwkami. Rozprawe doktorska
charakteryzuje naukowy pragmatyzm, manifestujgcy sie w logicznie ulozonym ciggu
rozdzialdw. W mojej ocenie przedstawiona mi do recenzji dysertacja speinia standardy stawiane
rozprawom doktorskim.

Za cel pracy Doktorantka postawita sobie ocen¢ wplywu poziomu ekspresji
1 wystepowania wybranych wariantéw polimorficznych genéw SMAD na rozwéj i przebieg
raka jelita grubego oraz ocen¢ zaleznosci migedzy ekspresja genu SMAD4 a efektem
zastosowanego leczenia z uzyciem S-fluorouracylu. Zaburzenia ekspresji genu SMAD4 maja
znaczacy udzial w rozwoju raka trzustki, piersi, czy jajnika. Udowodniono réwniez, ze
utracenie funkcji, jaka pelni gen SMAD4 u pacjentow z rakiem jelita grubego wigze sig
z gorszym rokowaniem, ci¢zszym przebiegiem choroby i nizsza przezywalnoscia, ze wzgledu
na zdolno$¢ komodrek nowotworowych do tworzenia przerzutow, szybszg proliferacje
1 zaburzenia apoptozy. Zmiany genetyczne prowadzace do inaktywacji lub utraty genu SMAD4
prawdopodobnie sg zwigzane z p6zniejszym stadium rozwoju nowotworu.

W publikacji pierwszej Autorka podje¢ta si¢ analizy wzglednego poziomu ekspresji genu
SMAD4 w grupie 76. pacjentdw z rakiem jelita grubego oraz oceny pordéwnujacej poziom
ekspresji genu SMAD4 wzgledem wybranych parametrow kliniczno-patologicznych raka jelita
grubego. Analiz¢ wzglednego poziomu ekspresji genu SMAD4 przeprowadzono metoda Real-
time PCR na préobach RNA, pozyskanych z fragmentéw tkanek pobranych podczas zabiegu
chirurgicznego wyciecia guza od pacjentow z rakiem jelita grubego. Przeprowadzone przez
Doktorantke badania wykazaly, ze u ponad potowy pacjentow stwierdzono nizszy poziom
mRNA genu SMAD4 wzgledem genu referencyjnego. Ponadto analiza wykazata, ze poziom
ekspresji genu SMAD4 nie roznit si¢ istotnie w zaleznosci od cech kliniczno-patologicznych
pacjentéw z rakiem jelita grubego. Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka
wycigga wniosek, ze brak istotnej statystycznie korelacji pomiedzy poziomem ekspresji genu
SMAD4 a ocenianymi parametrami patologicznymi moze wynikaé ze stosunkowo matej liczby
analizowanych przypadkow w grupie badanej i niewielkg rdéznorodnoscig wzgledem
ocenianych cech w grupie, zwlaszcza dotyczacych glebokosci naciekania nowotworu czy

obecnosci ognisk przerzutowych. Wykazujac sie duza dojrzatoscig i krytycyzmem naukowym
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Doktorantka zauwaza takze, ze rozszerzenie zaprezentowanej analizy oceniajgcej poziom
ekspresji genu SMAD4 w raku jelita grubego na bardziej zréznicowanej grupie pacjentéw pod
wzgledem stopnia zaawansowania nowotworu by¢ moze datoby bardziej miarodajne wyniki
potwierdzajgce lub wykluczajace udziat ekspresji tego genu w rozwoju badanej jednostki
chorobowe;j.

W publikacji drugiej Autorka podjeta si¢ analizy pordwnawczej czestosci wystepowania
3. wariantéw polimorficznych genu SMAD4 oraz 1 wariantu polimorficznego genu SMAD3
W grupie pacjentéw z rakiem jelita grubego wzgledem grupy kontrolnej. Ponadto ocenita
czgstos¢ wystgpowania okreslonych genotypow dla wybranych polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu wzgledem ocenianych parametrow kliniczno-patologicznych pacjentdw z rakiem
Jelita grubego. Analizg jakosciowg wybranych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
w obrgbie genéw SMAD3 i SMAD4 wykonano przy pomocy metody PCR-RFLP w 80.
probkach DNA, pozyskanych z tych samych skrawkow tkanek raka jelita grubego jak réwniez
proby DNA wyizolowane z krwi obwodowej pozyskane od 60. 0s6b zdrowych. Dla wszystkich
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu rozklad czestosci wystepowania genotypow byt
zgodny z réwnowaga Hardy’ego-Weinberga. Przeprowadzona przez Doktorantke analiza
statystyczna nie wykazala istotnych réznic w czestosci wystepowania poszczegblnych
genotypow w grupach, co moze sugerowac ze zaden z ocenianych polimorficznych wariantow
badanych genéw nie predysponuje do zwigkszonego ryzyka zachorowania na raka jelita
grubego. Ponadto nie wykazano istotnej korelacji pomiedzy wystgpowaniem okreslonego
genotypu genéw SMAD a danym parametrem kliniczno-patologicznym. Na podstawie
przeprowadzonych badafi Doktorantka wysnuwa wniosek, Zze brak tejze zaleznosci moze
wynika¢ z malej réznorodnosci pod wzgledem niektérych cech patologicznych w grupie
badanej, w ktérej wigkszos¢ pacjentow nie wykazywata obecnosci przerzutow odlegtych.

W publikacji trzeciej Doktorantka podjeta sie oceny wplywu 5-fluoorouracylu na
poziom ekspresji genu SMAD4 a takze na zywotno$é, indukcje apoptozy i uszkodzen DNA
w komorkach raka jelita grubego pochodzacych z ludzkich linii komoérkowych CACO-2,
SW480 oraz SW620. W tym celu wykorzystata metode Real-time PCR, kolorymetryczny test
zywotnosci komoérek MTT oraz cytometri¢ przeptywows. Przeprowadzone badania wykazaty
nieznaczny udziat 5-fluoorouracylu w inicjowaniu zmian zachodzacych w komérkach linii
CACO-2 i prowadzacych do $mierci komérkowej. Mozliwy jest zwiazek tej obserwacji
z pierwotnie obnizonym poziomem genu SMAD4 w tych komérkach, co jednak nie zostato

potwierdzone. Ponadto S-fluoorouracyl w zaleznosci od uzytego stezenia moze regulowac



ekspresje genu SMAD4. Jednak jak sama Doktorantka podkresla, uzyskane wyniki badan
wstepnych nalezaloby potwierdzi¢ na innych liniach komorkowych raka jelita grubego.

O duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki $wiadczy podrozdzial pt. Perspektywy
i plany na przyszlos¢, w ktorym prezentuje swoje zamiary poglebienia badan naukowych
o wykonanie analiz oceniajacych transdukcje sygnatow komoérkowych poprzez szlak TGFf
w sposob niezalezny od SMAD4 w raku jelita grubego. Jej zamiar kontynuacji badan jest
dowodem na jej gleboka wiedzg, zdolno$¢ do krytycznego myslenia i zaangazowanie
w rozwijanie wiedzy naukowej. To takze pokazuje, ze Doktorantka jest gotowa na wyzwania
zwigzane z badaniami i ma jasno sprecyzowane cele, ktore mogg przynies¢ istotne korzysci dla
dziedziny medycyny i nauk biologicznych. Jej prace w tym zakresie moga przyczynic¢ sie¢ do
rozwoju nowych strategii terapeutycznych i zwigkszenia naszego zrozumienia molekularnych
mechanizmoéw zwigzanych z rakiem jelita grubego. Dodatkowo, nalezy podkresli¢ fakt
doktadnego przedstawienia przez Doktorantke czesci metodologicznej przeprowadzonych
badan. Szczegdtowy opis tej sekcji nie tylko dowodzi wiarygodnosci i rzetelnosci wynikow, ale
takze umozliwia innym badaczom powtdrzenie eksperymentu, wykorzystujac te same metody
1 procedury. Skupianie si¢ na publikowaniu wynikéw jedynie istotnych statystycznie moze
prowadzi¢ do niewltasciwej reprezentacji rzeczywistosci naukowej. Dlatego warto podkreslic,
ze Doktorantka w swojej dysertacji skupila si¢ takze na prezentacji wynikdw nieistotnych
statystycznie, co $wiadczy o jej rzetelnosci naukowej i pomaga w uniknieciu tzw.
"publikacyjnego przekltamania" a takze oszczedza czas, zasoby i ogranicza marnotrawstwo
w badaniach naukowych.

Reasumujac, stwierdzam, ze badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej
Autorki stanowig znaczacy wklad w dziedzing nauki. Doktorantka wykazata si¢ nie tylko
doskonatg wiedza w swojej dziedzinie, ale takze umiejetnoscig wyboru aktualnego tematu
badawczego. Jej praca opiera si¢ na solidnej metodologii, a jej badania sg owocem starannosci,
doktadnosci i szerokiego zakresu eksperymentéw przeprowadzonych przy uzyciu
wystandaryzowanych metod badawczych. Wyniki uzyskane w ramach tych badan sg istotne
1 moga przyczyni¢ si¢ do dalszego rozwoju wiedzy naukowej w dziedzinie molekularnych
podstaw rozwoju raka jelita grubego. Wnioski pracy sa klarowne, logiczne i oparte na
dostarczonych danych, co swiadczy o glebokim zrozumieniu tematu oraz umiejetnosci syntezy
1 interpretacji wynikow.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska mgr Agnieszki Wosiak pt.: "Ocena wplywu
ekspresji oraz roli wybranych polimorfizmow genow kodujgcych biatka z rodziny SMAD

w rozwoju raka jelita grubego™ stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spetnia
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wszystkie wymogi zwyczajowe i ustawowe, stawiane rozprawom doktorskim w postepowaniu
o0 nadanie stopnia doktora nauk farmaceutycznych, okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca
2018 roku przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2018 r. poz. 1669 ze zm.). W zwigzku z powyzszym wnosze¢ do Rady Nauk F armaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Wosiak do
dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora. Jednoczesnie prosz¢ Rade Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w FLodzi o uznanie dysertacji za

wyroézniajgca sie.
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