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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Beaty Pszczotkowskiej-Kepy
» Wplyw egzosomow na promieniowrazliwos¢ komorek nowotworowych gruczotu
krokowego w kontekscie efektu sasiedztwa indukowanego promieniowaniem
jonizujacym”

Rozprawa doktorska , Wplyw egzosoméw na promieniowrazliwos¢ komorek
nowotworowych gruczotu krokowego w kontekscie efektu sasiedztwa indukowanego
promieniowaniem jonizujagcym”, ktorej autorem jest pani mgr Beata Pszczotkowska-Kepa,
zostata wykonana w Zakladzie Fizyki Biomedycznej Instytutu Fizyki Doswiadczalnej
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dr hab. Beaty Brzozowskiej profesora UW.

Eksperymentalne badania radiobiologiczne stanowig podstawe do poznawania wplywu
oddziatywania promieniowania jonizujacego na komorki biologiczne. Jest to niezwykle istotne
w aspekcie terapii nowotworowych oraz w aspekcie ochrony radiologicznej ludzi. Z uwagi na
ztozono$¢ zagadnien 1 procesOw niezbednych do wyjasnienia, badania te, sg 1 musza byc¢
prowadzone w wigkszych zespotach interdyscyplinarnych, w ktdérych specjaliSci réznych
dziedzin naukowych zapewniajg niezbedne podstawy teoretyczne jak i zaplecze sprzgtowe do
realizacji okre$lonego zadania.

Jednym z gléwnych ,,odbiorcow” otrzymywanych rezultatow naukowych jest terapia
nowotwordw z wykorzystaniem promieniowania jonizujacego, gdzie okreslenie wptywu tego
promieniowania na komorki nowotworowe 1 na otaczajace je komorki zdrowe jest jednym z
glownych parametrow decydujacych o skuteczno$ci takiego dziatania. Zrozumienie
odpowiedzi materiatu biologicznego poddanego dziataniu promieniowania jonizujacego jest
tutaj kluczowe. Podwojnoniciowe uszkodzenia DNA sg szczegodlnie szkodliwg forma
powstajacych uszkodzef, ktérych stopnien ztozono$ci jest zalezny od czynnika je
wywotujacego. W reakcji na tego typu uszkodzenia komorki inicjujg wieloetapowy proces
odpowiedzi biologicznej. Badanie réznego rodzaju procesow zachodzacych w Srodowisku
komorek biologicznych, ale wptywajacych bezposrednio na funkcjonowanie tych komorek, jest
niezwykle istotne z uwagi na wymagang dokladno$¢ opisu procesu oddziatywania
promieniowania jonizujagcego na komorki biologiczne. Okres$lenie ewentualnego
niebezpieczenstwa zwigzanego z ekspozycja na promieniowanie jonizujace oraz informacji o
indukowanych przez promieniowanie uszkodzeniach materialu genetycznego jest waznym
zagadnieniem do wlasciwego zrozumienia odpowiedzi materiatu biologicznego poddanego
dziataniu r6znych rodzajow promieniowania jonizujacego.

W odpowiedzi na zasygnalizowane wyzej zagadnienia, celem pracy postawionym przez
mgr Beate Pszczotkowska-Kepe, byto zbadanie wptywu egzosomoéw na promieniowrazliwosé
komoérek nowotworowych gruczotu krokowego oraz sprawdzenie czy efekt sgsiedztwa



indukowany promieniowaniem X moze by¢ aktywowany w komorkach za pomoca egzosomow
wyizolowanych z napromienionych komorek. Przeprowadzone przez Doktorantke badania
obejmowaly analize indukcji apoptozy komoédrek PC3 i DUI145, bedacej procesem
programowane]j $mierci komorki. Dodatkowo Autorka dokonata oceny formowania ognisk
naprawczych technikg YH2AX w celu okreslenia, czy egzosomy indukujg uszkodzenia DNA
oraz przeprowadzita analize¢ ich zawarto$ci molekularnej (tzw. ,,cargo”) z wykorzystaniem
techniki Western Blot. Do zbadania odpowiedzi komorkowej na promieniowanie wykorzystata
rowniez klonogenny test przezywalno$ci oraz testy cytotoksycznosci (LDH 1 IL-6). Wpltyw
stresu indukowanego promieniowaniem na koncentracje oraz S$rednice egzosomow
wyizolowanych z komoérek PC3 1 DU145 sprawdzita z wykorzystaniem techniki analizy
sledzenia nanoczastek, tzw. technikiki NTA.

W pracy wykorzystata zrodto 2*'Am i lampe RTG dostepne w Zakladzie Fizyki
Biomedycznej na Wydziale Fizyki oraz w Srodowiskowym Laboratorium Cigzkich Jonow.
Moc dawki promieniowania o emitowanego z wykorzystanego zrodia zostata oszacowana w
oparciu o symulacje komputerowe z uzyciem metod Monte Carlo w srodowisku Geant4-DNA
a moc dawki stosowanego promieniowania X zmierzyla przy pomocy filméw
radiochromowych.

Tre$¢ rozprawy

Praca zostata podzielona przez autorke na 5 niezaleznych rozdziatéw, a spis tematyczne;j
literatury przedstawiony na 20 stronach stanowi o niebywatej erudycji pani mgr Beaty
Pszczotkowskiej-Kepy 1 jest potwierdzeniem znajomosci tematu. Calo$¢ pracy zostala
wzbogacona wieloma rysunkami oraz tabelami z wynikami badan. Dodatkowo, Autorka
zamies$cita Zalaczniki z danymi utatwiajace weryfikacje otrzymywanych wynikéw.

W pierwszym rozdziale rozprawy ,,Wprowadzenie” pani mgr Beata Pszczotkowska-Kepa
przedstawita niezbedne dla czytajacego podstawowe wiadomosci wprowadzajace
w zagadnienia wplywu promieniowania jonizujacego na funkcjonowanie komorek
biologicznych. W sposob skondensowany przedstawita zagadnienia zwigzane z
wystepowaniem chorob nowotworowych, sposoby terapii pacjentow 1 konieczno$¢ jak
najdoktadniejszego poznania wszystkich parametréw niezbgdnych do przeprowadzenia
procesu terapii. W rozdziale tym zdefiniowata réwniez cel swojej pracy i wynikajace z tego
zagadnienia do rozwigzania oraz omoéwila uklad pracy. Przedstawila tu roéwniez dane
bibliograficzne do 3 publikacji w wysoko punktowanych, recenzowanych czasopismach
naukowych stanowigcych podstawe pracy doktorskiej oraz do 2 innych, opublikowanych w
recenzowanych czasopismach naukowych, ktorych jest autorkg lub wspoétautorka.

W rozdziale 2 ,,Wstep teoretyczny” Doktorantka przedstawita teoretyczne podstawy
zwigzane z fizycznymi i radiobiologicznymi zagadnieniami oddziatywania promieniowania
jonizujacego z materig ze szczegdlnym naciskiem na materig biologiczng 1 rozne etapy
oddziatywania promieniowania pierwotnego i wtornego.

W zakresie czysto fizycznych aspektow zagadnienia przedstawila krotki,
lecz wystarczajacy, opis podstawowych typéw oddzialywania promieniowania



elektromagnetycznego i korpuskularnego z materiag oraz podstawowe wielkosci fizyczne,
dozymetryczne i radiobiologiczne niezbedne do kwantyfikacji rezultatow oddzialywania.

W rozdziale tym znajdujemy réwniez opis struktury DNA 1 jej $rodowiska jakim jest
komorka oraz szczegotowy opis uszkodzen materiatu biologicznego na poziomie DNA
indukowanych promieniowaniem.

Dla rozumienia cz¢$ci eksperymentalnej niezwykle istotny jest rozdziat 2.3 ,,Odpowiedz
komorkowa 1 sposoby jej detekcji”. Znajdujemy tutaj opis zagadnien dotyczacych badan na
poziomie komérkowym, chromosomalnym oraz na poziomie DNA. Zagadnienia te dotycza
podstaw teoretycznych oraz sposobow przygotowywania materiatu biologicznego do
roznorodnych eksperymentdw jak i opis wyposazenia technicznego niezbednego do osiggnigcia
odpowiedzi na postawione pytanie.

W koncowej czesci tego rozdzialu znajdujemy podstawy teoretyczne dotyczace tzw.
‘efektu sgsiedztwa’ wraz z opisem sposobOéw jego pomiaru w ramach tzw. ‘modelu
kontaktowego’ 1 ‘modelu bez kontaktu fizycznego’. Znajdziemy tutaj doktadny opis struktur
zwanych ‘pecherzyki zewnatrzkomoérkowe’, z ktorych te najmniejsze, tzw. egzosomy stanowia
podstawe prowadzonych przez Doktorantke badan naukowych pod katem ich wptywu na
przekaz informacji migdzykomoérkowej indukowanej promieniowaniem jonizujacym.

Kolejny 3 rozdziat pracy zatytulowany ,,Materialy i metody”, to kompendium wiedzy nt.
wykorzystanych metod 1 zastosowanych narzedzi w przeprowadzonych badaniach
stanowigcych podstawe pracy.

Pomiar dawki promieniowania odgrywa kluczowa role w precyzyjnej ocenie
oczekiwanych efektow biologicznych. W swojej pracy Autorka zdecydowala si¢ na
wykonywanie badan eksperymentalnych z wykorzystaniem czgstek o oraz promieniowania X.
Wybor tych dwoch rodzajow promieniowania zostal podyktowany ich odmiennymi
mechanizmami oddzialywania z materiag, co skutkuje rdéznicami w indukcji uszkodzen
materialu genetycznego w komorkach. Do oszacowania mocy dawki promieniowania o zrodta
promieniotworczego AM1AP1 0053U Autorka wykorzystata symulacje oparte na metodach
Monte Carlo w oparciu o fizyczny pomiar rozktadu energetycznego jego widma zmierzony
przy pomocy krzemowego detektora potprzewodnikowego. Do oceny jednorodnosci rozktadu
dawki tego zrédla wykonata dozymetri¢ z wykorzystaniem filméw radiochromowych
Gafchromic EBT3-Unlaminated.

Dalsza cze$¢ rozdziatu to doktadna charakterystyka materialu biologicznego
wykorzystywanego w pracy oraz szczegdlowy opis procedur eksperymentalnych
przeprowadzanych przez Autorke, tj.:

e badanie wplywu rodzaju promieniowania jonizujgcego na odpowiedz komorek
nowotworowych gruczotu krokowego o roznej promieniowrazliwo$ci oraz na
charakterystyke produkowanych z nich egzosomow,

e schemat przebiegu oznaczen bialek CD63, CD81 i kalneksyny metodg Western Blot dla
badania wptywu egzosomow (exoPC3) na promieniowrazliwo$¢ komorek PC3,

e schemat przebiegu oznaczen apoptozy w badaniach wptywu egzosomoéw (exoPC3) na
promieniowrazliwo$¢ komoérek PC3 (PC3 + exoPC3),



e schemat przebiegu oznaczen ekspresji biatek metoda Western Blot dla zbadania roli
egzosomow (exoDU145) w modyfikowaniu promieniowrazliwosci komorek PC3 (PC3
+ exoDU145) podanych dziataniu promieniowania X,

e schemat przebiegu oznaczen YH2AX w eksperymentach badajacych role egzosomow
(exoDU145) w modyfikowaniu promieniowrazliwosci komorek PC3 (PC3 +
exoDU145) poddanych dziataniu promieniowania fotonowego,

e schemat przebiegu oznaczen apoptozy w eksperymentach badajacych rolg egzosomow
(exoDU145) w modyfikowaniu promieniowrazliwosci komorek PC3 (PC3 +
exoDU145) poddanych dziataniu promieniowania fotonowego.

Podrozdziat 3.5 przybliza w sposob skondensowany, lecz wystarczajaco zastosowane
procedury analizy statystycznej uzyskanych danych. W przypadku danych uzyskanych z
pomiarow dozymetrycznych niepewnosci otrzymanych wartosci dawek zostaty wyznaczone
metoda propagacji malych btedow, uwzgledniajac zardwno niepewno$ci intensywnosci
piksela, jak 1 niepewno$ci parametréw dopasowania krzywych kalibracyjnych w celu
oszacowania mocy dawki. Jednorodno$¢ zrodet zostata obliczona na podstawie $rednich
wartosci intensywnosci pikseli oraz ich odchylen standardowych.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow i ich dyskusja zostaly przedstawione w
rozdziale 4 pracy ,,Wyniki i1 dyskusja’, w ktorym kolejno je przedstawia, tj.:

1. Na podstawie klonogennego testu przezywalnosci oraz oznaczen apoptozy Autorka
potwierdza, Ze promieniowanie o charakteryzuje si¢ wigksza skutecznoscig w
niszczeniu komorek nowotworowych gruczotu krokowego niz promieniowanie X.

2. Wykazuje, ze egzosomy sg uwalnianie zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i
patologicznych. Na podstawie wynikow analizy NTA (analiza $ledzenia nanoczastek)
nie stwierdzita zaleznosci wielkosci wydzielanych nanopecherzykow od dostarczone;j
do komorek dawki.

3. Wskazala na istotng role egzosomoéw w tzw. efekcie sasiedztwa indukowanym
promieniowaniem jonizujacym w komoérkach nowotworowych gruczotu krokowego.
Ta  komunikacja  migdzykomorkowa za  posrednictwem  pecherzykow
zewnatrzkomérkowych w odpowiedzi na promieniowanie jonizujgce ma znaczenie w
konteks$cie skuteczno$ci terapii przeciwnowotworowej 1 stanowi kluczowy
mechanizm dla zrozumienia gtownych regulatoréw radioopornosci. Rezultat ten
moze przyczyni¢ si¢ do poprawy bezpieczenstwa klinicznego i efektywnosci
radioterapii.

Komentarze i uwagi krytyczne

Catlo$¢ pracy wykonanej przez panig mgr Beate Pszczotkowska-Kepe oceniam wysoko
tak za jako$¢ jak i ilo§¢ przeprowadzonych pomiaréow i symulacji komputerowych oraz za
wnikliwg analiz¢ uzyskanych wynikow.

Korzystajac zarowno z przywilejow jak i obowigzku recenzenta, w trakcie recenzji
nasung¢lo si¢ kilka pytan (wynikajacych z mojego nie tak duzego doswiadczenia w prowadzeniu
eksperymentow radiobiologicznych), ktére z oczywistych wzgleddw sa z natury czysto



fizycznej, gdyz wszelkie procedury radiobiologiczne dotyczace przygotowywania i
prowadzenia testow zaktadam, ze byly prowadzone w sposéb standardowy

1.

Jaka jest zalezno$¢ odpowiedzi wykorzystywanych filméw radiochromowych
Gafchromic™ EBT4 od energii rejestrowanego promieniowania, gdyz byly one
wykorzystane dla niskoenergetycznego promieniowania lampy rtg podczas gdy ich
kalibracja byla przeprowadzona z wykorzystaniem wysokoenergetycznego
promieniowania z akceleratora medycznego Electa Synergy.

Pomiar dawki promieniowania odgrywa kluczowa role¢ w precyzyjnej ocenie
oczekiwanych efektow biologicznych. W przypadku badania oddziatywania
promieniowania alfa Autorka wykorzystata dostepne plaskie zrodlo 241Am AM1AP1
0053U firmy Eckert&Ziegler. Wyniki dozymetrii tego zroédta sg podane w rozdziale
4.1 dysertacji i jak podaje doktorantka pomiary dozymetryczne zostaty opisane w pracy
Filipek et al. 2024, w ktorej wynik eksperymentalny dla tego zrodta (bez jakiegokolwiek
absorbentu na drodze zrodto-detektor) to dawka 1.27+0.14 Gy dla czasu ekspozycji 133
sekund co daje moc dawki wynoszaca 0.58 Gy/min. Natomiast w swojej dysertacji,
Doktorantka na stronie 77 podaje ,, W celu okreslenia mocy dawki dla ptaskiego zrodta
241Am zostaly wykonane symulacje oparte na metodach MC z wykorzystaniem
narzedzia Geant4-DNA z uwzglednieniem geometrii napromieniania komorek
zastosowanej w doswiadczeniach realizowanych w ramach niniejszej pracy. Obliczona
na podstawie symulacji moc dawki promieniowania o. emitowanego ze zrédia **'Am
wynosita (0,6000 = 0,0050) Gy/min.”, tj. warto$¢ mocy dawki wyzsza niz zostala
wyznaczona dla tego Zrddta w cytowanej pracy. Natomiast jesli wezmiemy pod uwage
~wykonane symulacje ... z uwzglednieniem geometrii napromieniania komorek
zastosowanej w doswiadczeniach realizowanych w ramach niniejszej pracy”, to
zarowno stosowana folia Mylarowa o grubosci 3 pum jak i warstwa pozywki 4 um winny
zredukowac t¢ moc dawki (analogicznie jak szacowano w cytowanej pracy) do okoto
0.450 Gy/min. Przy podanych przez Doktorantk¢ w recenzowanej pracy czasach
napromieniania zredukuje to dawke¢ deponowang w napromienianych komorkach,
podczas gdy Doktorantka na stronie 77 podaje, ze ,,Oznacza to, Ze dawka 1 Gy byla
deponowana w monowarstwie komorek w czasie 1 minuty i 40 sekund.”.Natomiast na
stronie 81 Doktorantka podaje, ze ,, W dozymetrii kluczowe znaczenia majq zarowno
teoretyczna, jak i doswiadczalna weryfikacja dawek promieniowania (Filipek et al.,
2024, Czub et al., 2020; Van et al., 2023). Eksperymenty i symulacje MC wzajemnie si¢
uzupetniajq. Dane eksperymentalne stanowiq podstawe do weryfikacji i kalibracji
modeli teoretycznych, podczas gdy symulacje MC wspierajq planowanie oraz
optymalizacje przebiegu eksperymentow. Takie komplementarne podejscie przyczynia
sie do doskonalenia metod dozymetrycznych.”. Wydaje sie, ze ta rozbieznos¢ winna by¢
wyjasniona.

Na stronie 10 dysertacji Autorka w trakcie omawiania rozpadu izotopu >*! Am wspomina
o towarzyszacym rozpadowi niskoenergetycznym promieniowaniu gamma nie
wspominajagc o towarzyszacym promieniowaniu X lub Augera. Czy te typy
dodatkowego promieniowania moga mie¢ wplyw na procesy radiobiologiczne
zachodzace w badanych komorkach i jaki bylby ich udziat?



4. Na stronie 13 Autorka podaje, ze ,, Pomiedzy katode a anode przylozone jest jednak
wysokie napiecie (nawet do 150 kV)”. Poniewaz w tej czg¢sci pracy omawiana byta tylko
ogblna zasada dziatania lampy rtg to zakres okoto 40-150kV jest wykorzystywany w
lampach majacych zastosowanie w medycynie natomiast w lampach przemystowych
gbérna granica podawanego napi¢cia dochodzi do okoto 450kV.

5. Na stronie 44 (i w kilku innych miejscach dysertacji) niefortunnie uzyto okreslenia
,»gestos¢ optyczna” do podania gestosci struktur biologicznych. Ggsto$¢ optyczna jest
wielko$cig bezwymiarowg natomiast gesto$¢ materialow podajemy np. w g/cm?.

Whioski koncowe

Rozprawa zostata napisana poprawnym j¢zykiem i nie mam zastrzezen do stosowanej
terminologii. Dysertacja zostata zilustrowana przejrzystymi rysunkami a wyniki w postaci
liczbowej sa przedstawiane w tabelarycznych zestawieniach.

Pomimo wymienionych w mojej recenzji drobnych uwag wysoko oceniam warto$¢
przedstawionej rozprawy doktorskiej i uwazam, ze:

e recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie postawionego przez panig mgr
Beate Pszczotkowska Kepe problemu naukowego, wnosi istotny wkilad w zakresie
rozumienia technik oddziatywania promieniowania jonizujacego z materig biologiczng na
poziomie subkomoérkowym. Postawione przez panig mgr Beatg Pszczotkowska-Kepe cele
naukowe zostaly osiggnicte, a przedstawione w koncowym rozdziale pracy plany na
przyszto$¢ daja gwarancj¢ dalszego rozwoju naukowego.

e recenzowana praca doktorska spelnia wszelkie kryteria stawiane dysertacjom
na stopien doktora nauk fizycznych, tj. oryginalno$é¢ postawionego problemu
naukowego i spojnos¢ tematyczng zbioru artykulow zwigzanych merytorycznie
z tematem rozprawy. Dlatego tez wnioskuj¢ o dopuszczenie pania mgr Beate
Pszczotkowska-Kepe do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Kielce, 11 sierpnia 2025 r.



