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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ W OPARCIU O CYKL PUBLIKACII
NAUKOWYCH

mgr anal. med. Agnieszki Wosiak pt.: , Ocena wpltywu ekspresji oraz
roli wybranych polimorfizmoéw gendéw kodujacych biatka z rodziny SMAD
w rozwoju raka jelita grubego”.

Przygotowanej pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. n. farm. Ewy
Balcerczak

w - Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej
Uniwersytetu Medycznego w todzi.

Podjeta w rozprawie tematyka dotyczaca diagnostyki raka jelita grubego na
poziomie molekularnym stanowi wazny i aktualny problem badawczy oraz
posiada walory o znaczeniu praktycznym dla rutynowej diagnostyki tego
schorzenia. Nowotwory jelita grubego i odbytnicy pozostajg jedng z gtéwnych
przyczyn zgonow na $wiecie. Fakt, ze nowotworzenie przebiega wieloetapowo,
znany byt juz od potowy XX wieku, jednak dopiero rozwoj technik biologii
molekularnej w latach 80-tych ubiegtego wieku pozwolit na zidentyfikowanie
zmian molekularnych, ktoére stojg za inicjacjg oraz progresjg guzéw. Biatka z
rodziny SMAD sg unikalng grupg biatek uczestniczacg w przekazywaniu sygnatu
do wnetrza komoérki po pobudzeniu receptora TGF-B. Wyniki opublikowanych
badan wskazujg na duzg zalezno$¢ miedzy ekspresja biatek z rodziny SMAD,
a stopniem zaawansowania i rokowaniem w nowotworach ziosliwych m. in.
w raku jelita grubego, trzustki i ostrej biataczki szpikowej. Poszukiwanie nowych,
swoistych markeréw molekularnych moze w przysztosci petni¢ role zaréwno
diagnostyczng jak i predykcyjng dla zastosowanego leczenia oraz moze
przyczyni¢ sie do szybszej kwalifikacji chorych na raka jelita grubego do
okreslonych schematéw terapeutycznych.
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Ocena czesci metodologicznej.

Dysertacja sktada sie z liczacego 28 stron autorefereatu i trzech prac
oryginalnych stanowiacych jej podstawe:
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SMAD-4 gene expression in human colorectal cancer: Comparison with
some clinical and pathological parameters. Pathol Res Pract. 2017
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PMID: 27914767.
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10.2147/PGPM.S5281958. PMID: 33542644; PMCID: PMC7853629.

Wosiak A, Szmajda-Krygier D, Pietrzak J, Boncela J, Balcerczak E.
Assessment of the Influence of 5-Fluorouracil on SMAD4 and TGFB1 Gene
Expression, Apoptosis Induction and DNA Damage in Human Cell Lines.
Bioengineering. 2023; 10(5):570.
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Dla przedstawionego cyklu publikacji sumaryczny IF (ISI Journal Citation
Reports) zgodny z rokiem publikacji wynosi 9,118, zas$ punktacja MNiSW jest
rowna 140.

Prawidtowos¢ uktadu pracy i struktury podziatu tresci oceniam wysoko

Uktad autoreferatu ma klasyczny charakter: spis tresci, wykaz stosowanych
skrotow, wprowadzenie, cel pracy z uzasadnieniem podjetej tematyki
badawczej, cze$¢ doswiadczalng z podaniem stosowanych materiatéw i metod,
podsumowaniem wynikow badan i wnioski streszczenie w jezyku polskim
i angielskim , pismiennictwo . Konstrukcje pracy nalezy uznac za logiczng
i podkreslajaca kolejnos¢ zagadnien, ktérymi zajmowata sie Doktorantka.

Do dysertacji dotaczono oswiadczenia Doktorantki i wspotautoréw okreslajace
ich wkiad w powstanie w/w publikacji. We wszystkich trzech pracach
oryginalnych stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej udziat Autorki
stanowit 50% . Udziat na poziomie 50% w tworzeniu prac jest zadawalajacy,
ale moim zdaniem powinien by¢ zdecydowanie wyzszy, zwitaszcza, ze
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doktorantka te prace wybrata sposréd swojego dorobku naukowego na te
stanowigce podstawe rozprawy naukowej na stopief doktora n. medycznych.

Dobér pismiennictwa naukowego i wykorzystania zroédet oceniam wysoko.
Pismiennictwo obejmuje 60 pozycji z lat 1996-2021. Stwierdzam, ze cytowane
pismiennictwo jest bezposrednio zwigzane z tematyka pracy i jest aktuaine.

Formutowanie problemow i zatozen badawczych jest poprawne.

Celem naukowym rozprawy doktorskiej byta ocena wptywu poziomu ekspresji
i wystepowania wariantéw polimorficznych genéw SMAD na rozwdj i przebieg
raka jelita grubego oraz ocena zaleznosci miedzy ekspresja genu SMAD3 i SMAD
4, a efektem zastosowanego leczenia z uzyciem 5-fluorouracylu (5-FU). Badania
przeprowadzone zostaty z uzyciem 3 linii komérkowych jelita grubego oceniajac
ich zywotnos$¢ , apoptoze i stopien uszkodzenia DNA komorek.

Cele naukowe zostaty przedstawione w autoreferacie i zostaty réwniez opisane
w dofgczonych do dysertacji 3 publikacjach naukowych. Wszystkie
wyszczegodlnione przez doktorantke cele sa spdjne i byty realizowane w oparciu
o badania na ktére uzyskano zgody lokalnej komisji bioetyki.

Trafno$¢ doboru materiatdw, metod i narzedzi badawczych wraz z umiejetnoscig
ich zastosowania jest prawidtowe.

Badania przeprowadzono w grupie 76 pacjentow z rakiem jelita grubego,
w wiekszosci byli to pacjenci z lokalizacjq guza w okreznicy rzadziej w odbytnicy.
Czesciej z naciekiem naczyn krwionosnych przez nowotwoér. Analize wzglednego
poziomu ekspresji genu SMAD 4 przeprowadzono na prébkach RNA pozyskanych
z fragmentéw tkanek pobranych podczas zabiegu chirurgicznego wyciecia guza
od pacjentow z rakiem guza jelita grubego. Do przeprowadzenia analizy
jakosciowej wybranych polimorfizmow pojedynczego nukleotydu w obrebie
genéw SMAD3 i SMAD 4 wykorzystano préby DNA pozyskane z w/w skrawkow
pobranych podczas zabiegu chirurgicznego usuniecia guza oraz z Krwi
obwodowej pozyskanej od zdrowych dawcéw z banku krwi. Badania oceniajace
wptyw 5-FU na poziom ekspresji genu SMAD 4 przeprowadzono na RNA
wyizolowanym z komérek jelita grubego ludzkich linii komérkowych CACO-2,
SW480 i SW620 z kolekcji ECACC.

Doktorantka na kilku stronach swojego autoreferatu opisuje szczegdtowo
metodyke badan i narzedzi badawczych wskazujac publikacje dotaczone do
rozprawy , ktore to dokfadnie opisuja metodyke i schemat postepowania.
Autorka opracowata warsztat stuzacy do opracowan statystycznych, ktéry jest
szczegblowo przedstawiony w zataczonych pracach stanowigcych podstawe
dysertacji. Mgr A. Wosiak podkresla praktyczne implikacje wynikdw swojej pracy
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cho¢ sg one w kilku miejscach niejednoznaczne i wymagajq rozszerzenia badan
potwierdzajacy w tym zakresie.

Narzedzia badawcze sg dobrane prawidtowo, co pozwolito zrealizowa¢ zadania
badawcze na najwyzszym z mozliwych poziomie naukowym, czego dowodem sg
publikacje naukowe bedace tematem tej dysertacji.

Ocena czesci merytorycznej.

Temat pracy i trafno$¢ podjetej problematyki badawczej jest oryginalny co
sktania mnie do wysokiej oceny tych parametréw.

Molekularne mechanizmy prowadzace do kancerogenezy w obrebie jelita
grubego sg ztozone i jeszcze nie w petni poznane stad praca podjeta przez
Doktorantke jest bardzo cenna. Wprawdzie nie wszystkie cele i hipotezy
badawcze udato sie potwierdzi¢, niemniej jednak przy tak ztozonym problemie
nowotworéw jelita grubego takie informacje réwniez sg wazne, poniewaz
wskazujg ze tego typu badania nie zawsze przekiadaja sie na efekt
terapeutyczny i nalezy szuka¢ innych rozwigzan.

Uzyskane rezultaty w przedstawionej mi do oceny dysertacji majg znaczenie
kliniczne.

Wyniki uzyskane w tej dysertacji nie potwierdzity wszystkich hipotez
badawczych, jednak dostarczyty cennych informacji na temat znaczenia genéw
SMAD w patogenezie raka jelita grubego oraz w odpowiedzi komérkowej na
zastosowane leczenie. Znaczenie genu SMAD4 w kancerogenezie jelita grubego
jest potwierdzone naukowo, jednak na podstawie uzyskanych danych nie
stwierdzono zwigzku miedzy poziomem ekspresji genu SMAD4, a stadium
zaawansowania klinicznego raka jelita grubego. Autorka wskazuje ze brak takiej
zaleznosci moze wynika¢ z matej rdéznorodnosci wzgledem ocenianych
parametréw w grupie badanej.

Nie potwierdzita sie réwniez hipoteza dotyczaca zaleznosci pomiedzy czestoscig
wystepowania okreslonych genotypéw dla analizowanych SNPs, a ryzykiem
rozwoju raka jelita grubego lub nasileniem stadium zaawansowania choroby.
Koncowym etapem pracy byla analiza wptywu dziatania cytotoksycznego 5-FU
na procesy komorkowe oraz na poziom ekspresji genu SMAD4. Tego typu
chemioterapia jest wykorzystywana jako leczenie uzupetniajace u pacjentdéw
chorych na raka jelita grubego. Autorka dysertacji przedstawia wyniki, ktore
wskazujq, ze przy zastosowaniu 5-FU w wyzszych stezeniach i znacznie dtuzszym
czasie ekspozycji znaczaco wzrasta ekspresja genu SMAD4, co prawdopodobnie
przektada sie na lepszg efektywnosc terapii z uzyciem tego zwiazku.

Wobec uzyskanych wynikéw autorka przedstawia perspektywy i plany na
przyszios¢ aby poszerzy¢ zakres badan.
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Analiza ekspresji najwazniejszych genow bioracych udziat w szlaku TGF-B
w grupie pacjentéw z rakiem jelita grubego i powigzanie otrzymanych danych
z parametrami kliniczno-patologicznymi moze dostarczy¢ cennych informacji na
temat nowych czynnikow odgrywajacych role w etiopatogenezie raka jelita
grubego na réznych jego etapach.

Pani mgr anal. A. Wosiak udowodnita w ten sposéb swoje szerokie kompetencje,
skrupulatnos¢ i wielokierunkowe zdolnosci badawcze, niezbedne w naukach
farmaceutycznych.

Pytania, na ktore warto bytoby pozna¢ odpowiedz to:

v Jakie inne linie komérkowe mogty by by¢ optymalnie uzyte w dalszych
badaniach nad regulacjq ekspresji genu SMAD4 zalezng od stezenia
chemioterapeutyku ?

v Jak powinna zosta¢ z charakteryzowana grupa badana pod wzgledem
parametréw patologicznych aby sprawdzi¢ predyspozycje do narazenia na
raka jelita grubego?

v W jakich procesach komérkowych waznych w patogenezie raka jelita
grubego odgrywa szlak sygnatowy TGF-3 ?

v Jakie mogqg by¢ efekty uboczne stosowania 5-FU w duzych dawkach
i wydtuzonym czasie dla pacjentdéw z réznym zaawansowaniem choroby
nowotworowej - rak jelita grubego?

Poprawnos¢ jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna.

Rozprawa  zostata  przygotowana w  sposéb  poprawny jezykowo
z wykorzystaniem witasciwych form stylistycznych. Niemniej jednak z obowigzku
Recenzenta musze wskazad, iz w autoreferacie wystepujg btedy interpunkcyjne
i stylistyczne, co nie wptywa w znaczacy sposéb na zrozumienie tekstu i nie
umniejsza wartosci rozprawy. Zdania sg formutowane poprawnie, cho¢ moim
zdaniem mogtyby by¢ mniej rozbudowane, co spowodowatoby, ze tekst byiby
bardziej przejrzysty i zrozumiaty dla czytelnika. Doktorantka ma tendencje do
stosowania skrétéw myslowych, ktére dla czytelnika nie zwigzanego z biologig
molekularng i w/w tematyka moga byc¢ trudne do zrozumienia. Edycja pracy
jest staranna i prawidtowa.

Whniosek koncowy.

Doktorantka wykazuje sie umiejetnosciag korzystania z piSmiennictwa
naukowego, ktére jest trafnie cytowane w catej dysertacji. Potrafi przygotowaé
prace naukowe , czego dowodem sg przedtozone w dysertacji 3 opublikowane w
czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym prace dotyczace
omawianego tematu pt. ,Ocena wptywu ekspresji oraz roli wybranych
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polimorfizmow gendéw kodujacych biatka z rodziny SMAD w rozwoju raka jelita
grubego”. Podsumowujac recenzje nalezy podkresli¢, ze jest ona opracowaniem
naukowym, ktére wzbogaca wiedze z tego zakresu. Moze by¢ réwniez praktyczng
wskazowka dla klinicystow o celowosci wiaczanej terapii antynowotworowej w
raku jelita grubego. Dokonujac oceny catosciowej dysertacji stwierdzam, ze
stanowi ona oryginalne rozwigzanie przestawionego problemu naukowego, choé
nie do konca udato sie potwierdzi¢ wszystkie hipotezy badawcze, jednak
wskazuje to na wysoki poziom wiedzy teoretycznej, ktéra pozwolita na podjecie
tak trudnych w interpretacji badan. Stwierdzam, ze recenzowana praca
odpowiada warunkom stawianym tego typu opracowaniom | wnoszg o
dopuszczenie przez Wysokg Rade Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w todzi panig mgr anal. Agnieszke Wosiak do dalszych etapéw
postepowania 0 nhadanie stopnia naukowego doktora.

Analizujac dobér tematu rozprawy, postawione cele i pytania badawcze,
strukture i ukiad pracy wraz z wykorzystywanymi narzedziami
badawczymi, wartoscia naukowa oraz spelnieniem przestanek
formalnych stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr anal. med.
Agnieszki Wosiak pt. : , Ocena wplywu ekspresji oraz roli wybranych
polimorfizméow genow kodujacych biatka z rodziny SMAD w rozwoju
raka jelita grubego”. Spetnia wymogi okreslone w art. 13 ust.1 ustawy
z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule zakresie sztuki .

Do takiego stanowiska upowazniajg mnie nastepujgce argumenty:

1. Wiasciwe przygotowanie pod wzgledem formalnym dysertacji w oparciu o
cykl publikacji naukowych.

2. Spéjna i logiczna struktura autoreferatu i przedstawionych prac

3. Prawidtowo okreslone cele badawcze w autoreferacie i dotgczonym cyklu
publikacji naukowych.

4. Wiasciwy dobodr narzedzi badawczych do przeprowadzenia badan

5. Walor kliniczny przedstawianych wynikéw dla pacjentow cierpiacych na raka
jelita grubego.
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