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Wplyw egzosomow na promieniowrazliwosé komorek
nowotworowych gruczotu krokowego w kontekscie efektu
sgsiedztwa indukowanego promieniowaniem jonizujgcym

wykonanej przez mgr Beate Pszczotkowska-Kepe

pod kierunkiem dr hab. Beaty Brzozowskiej, prof. UW

Zaktad Fizyki Biomedycznej, Instytut Fizyki Do$wiadczalnej
Wydziat Fizyki Uniwersytet Warszawski

Wszyscy jesteSmy stale narazeni na promieniowanie jonizujgce
pochodzace ze zrodet naturalnych, takich jak promieniowanie kosmiczne
iziemskie, w tym radon, tor i uran. Promieniowanie znalazlo szerokie
zastosowanie w leczeniu i1 diagnostyce nowotworow.

Zrozumienie procesOw towarzyszacych ekspozycji na promieniowanie
na poziomie komorkowym i molekularnym stanowi podstawe pelnej wiedzy
o makroskopowym wplywie promieniowania jonizujacego na cale
organizmy. Jednak obecna wiedza na temat tych procesow jest wcigz
niepetna 1 wymaga dalszych badan. W radiobiologii w konteks$cie terapii
personalizowanej szczegdlnie interesujace s3 zagadnienia obejmujace
tzw efekty nieliniowe np.: wpltyw niskich dawek promieniowania na
materi¢ zywa oraz efekt sgsiedztwa indukowany promieniowaniem (RIBE,
z ang. Radiation-Induced Bystander Effects), czyli indukcja uszkodzen
radiacyjnych i odpowiedzi komoérkowej w komodrkach, ktore nie byly
bezposrednio  narazone na  promieniowanie  ale  sgsiadowatly
Z napromienianymi.

Rozprawa doktorska Pani mgr Beaty Pszczotkowskiej-Kepy
wpisuje si¢ w ten bardzo wazny kierunek badawczy wnikliwie
1 systematycznie analizujagc indukcj¢ RIBE za pomocg egzosomoéw
wyizolowanych z komodrek poddanych ekspozycji na promieniowanie
jonizujace. Przedstawione badania eksperymentalne, sg bardzo trudne,
czasochtonne 1 wymagaja obszernej wiedzy, systematycznos$ci
1 specjalistycznego doswiadczenia.

S0

% &

X

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat
Fizyki
Astronomii

i Informatyki

Stosowanej

ul. prof. Stanistawa
tojasiewicza 11

PL 30-348 Krakdw

tel. +48(12) 664-48-90
fax +48(12) 664-49-05
e-mail:

wydzial.fais@uj.edu.pl


mailto:Ewelina.Lipiec@uj.edu.pl

W mojej opinii tematyka podj¢ta w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej jest szczegélnie wazna poniewaz dotyczy wszystkich
wielokomoérkowych organizmoéow eukariotycznych.

OGOLNA OCENA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska Pani mgr Beaty Pszczotkowskiej-Kepy zostata
podzielona na 5 czgsci, ktére stanowig spojng catosé: i) wprowadzenie,
il) wstep teoretyczny, iii) materialy 1 metody iv) wyniki i dyskusja
oraz v) podsumowanie i perspektywy.

Rozpraw¢ rozpoczyna wprowadzenie, w ktorym nakreslono problem
naukowy, w pelni uzasadniong motywacje towarzyszacg pracy badawczej oraz
znaczenie podjetej tematyki. Osobne podrozdzialy w tej czesSci rozprawy
opisuja cel pracy, jej uktad oraz opis osiggnie¢ naukowych Doktorantki.

Celem rozprawy bylo zweryfikowanie czy egzosomy s3 modulatorami
promieniowrazliwo$ci  komoérek nowotworowych gruczotu krokowego
w kontekscie efektu sgsiedztwa indukowanego promieniowaniem jonizujgcym.
Po zdefiniowaniu celu pracy Autorka przedstawia badania naukowe, ktore
zostaty zaplanowane i zrealizowane dla osiggniecia celu dysertacji.

Wyniki prac badawczych opisanych w rozprawie doktorskiej Pani
mgr Beaty Pszczotkowskiej-Kepy zostaly zaprezentowane w trzech artykutach
opublikowanych w czasopismach o zasi¢gu mi¢dzynarodowym: Polish Journal
of Medical Pysics and Engineering, Radiation and Environmental Biophysics
oraz PLOSE One (artykul w recenzji). Pani mgr Beata Pszczotkowska-Kepa
jest pierwsza autorka dwoch prac, w jednej pacy pelni role drugiej autorki.
Poréwnujac zawartos¢ publikacji 1 niniejsze] rozprawy wnioskuje, iz Pani
mgr Beata Pszczotkowska-Kepa miala wiodgcy lub znaczny udziat
w powstaniu tych trzech prac, uczestniczac we wszystkich najwazniejszych
etapach powstawania artykutdéw. Zapewne bez udzialu Autorki rozprawy
omawiane prace te nie ukazalyby si¢ w obecnej formie. Poza artykulami
zawartymi w Jej Pracy Doktorskiej Pani mgr Beata Pszczotkowska-Kepa jest
autorka jeszcze 2 artykutow naukowych opublikowanych w recenzowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Dodatkowo Pani mgr
Pszczotkowska-Kepa uczestniczyta w realizacji dwoch projektow badawczych,
z ktorych publikacje, jak pisze Autorka sa w przygotowaniu. W mojej opinii
jest to adekwatny dorobek naukowy osoby ubiegajacej si¢ o tytut doktora.

Wstep teoretyczny obejmuje opis odzialywania promieniowania
jonizujacego z materia ze szczegblnym uwzglednieniem wpltywu
promieniowania na czasteczki o istotnym znaczeniu dla zdrowia i Zycia
cztowieka. Opisana jest takze odpowiedZz komorkowa 1 sposoby jej detekc;i,
efekt RIBE oraz pecherzyki zewnatrzkomodrkowe, ich rodzaje i sposoby ich
detekcji. W mojej opinii jest to bardzo wartoSciowa czgs$¢ pracy, stanowigca
kompendium wiedzy, ktéra zpowodzeniem moglaby stanowi¢ czg$¢



podrecznika lub skrypt akademicki. Dos$¢ zwiezte ale bardzo staranne
i doktadne opisy $wiadcza o tym, iz Autorka posiada szeroka wiedzg
1 do§wiadczenie badawcze oraz o doglebnym zrozumieniu podjetej tematyki
badawczej. Rozdzialy wprowadzajace zawieraja wszystkie informacje
niezbedne do zrozumienia dalszych czesci pracy doktorskie;j.

W kolejnym rozdziale ,Materialy 1 metody” Pani mgr Beata
Pszczétkowska-Kepa z duzg staranno$cig opisuje wszystkie metody
teoretyczne i eksperymentalne, jakie stosowata w swoim projekcie doktorskim.
Whikliwe opisy obejmuja stosowane zrodta promieniowania oraz podstawy ich
dozymetrii za pomoca symulacji MC oraz pomiary eksperymentalne
z wykorzystaniem filméw radiochromowych. Nastgpnie przedstawione sg linie
komoérkowe uzyte w Dbadaniach oraz opisane s3a wszystkie procedury
laboratoryjne w tym izolacja mikropecherzykéw oraz metody analizy
uszkodzen radiacyjnych i odpowiedzi komodrkowej na promieniowanie
jonizujace, z dbato$cia o najmniejsze szczeglly. Starannie przygotowane
1 przejrzyste schematy ulatwiaja czytelnikowi podazanie za zlozonoS$cig
eksperymentéw wykonanych przez Autorke. Bardzo wysoko oceniam tg czgs$¢
rozprawy, a w szczegélnosci opisy metod dozymetrycznych 1 zrodet
promieniowania. Z pelnym przekonaniem doradzitabym wszystkim osobom
rozpoczynajacym prace eksperymentalne z zakresu fizyki radiacyjnej
1 radiobiologii lektur¢ doktoratu Pani mgr Beaty Pszczotkowskiej-Kepy.

Nie mniejsza dbatos¢ o szczegdty widaé kolejnej czesci pracy ,, Wyniki
1 dyskusja”. Rozdziat rozpoczyna teoretyczna i doswiadczalna weryfikacja
dawek  promieniowania o oraz dozymetria  doswiadczalna  dla
promieniowania X. Analizowanie sg nie tylko warto$ci dawek pochtonigtych,
ale rowniez jednorodnos$¢ dawki, ktéra ma kluczowe znaczenie w fizyce
radiacyjnej 1 radiobiologii. Geometria ukladow w jakich napromieniane byly
komorki zostala zoptymalizowana tak aby wszystkie komorki byly
napromieniane  w jednakowy  sposob  (eksperymentalnie = zmierzona
jednorodnos¢ zrdodla czastek a wynosita 97 %).

Kolejnym etapem pracy bylo zbadanie odpowiedzi komoérkowej
na promieniowanie na podstawie testu klonogennego. Wyznaczono $rednia
wydajnos$¢ klonowania oraz frakcje przezywalnosci dla zastosowanych dawek
promieniowania o oraz promieniowania X. Wyniki zostaly przedstawione
w postaci wykresu zalezno$ci frakcji przezywajacych komorek od dawki
promieniowania jonizujacego. Na podstawie dopasowania modelu liniowo-
kwadratowego do danych zostaly wyznaczone rownania opisujace odpowiedz
komodrkowa na promieniowanie. Otrzymane wyniki badan potwierdzily wyzsza
skuteczno$¢ biologiczng promieniowania o (o wysokim LET) w indukowaniu
uszkodzen komorkowych niz promieniowania X (niski LET). Analiza danych
oraz ich opracowanie statystyczne wykonane zostaty poprawnie.

Nastepnie Autorka opisuje wyniki badania wpltywu czastek o oraz
promieniowania X na indukcj¢ apoptozy za pomocg cytometrii przepltywowe;j z
wykorzystaniem barwienia fluorescencyjnego aneksyng V-FITC 1 jodkiem



propidyny. Dokladnie analizowano ilo$¢ komorek wczesnoapoptotycznych
oraz poéznoapoptotycznych i nekrotycznych, 96h po napromienianiu. Kolejny
eksperyment wykonany w ramach tej rozprawy obejmowal zbadanie
cytotoksycznosci  obydwu  stosowanych  rodzajow  promieniowania
jonizujacego. Wyniki wszystkich trzech podej$¢ eksperymentalnych sa spojne
1 potwierdzaja, ze promieniowanie o charakteryzuje si¢ wyzszg skuteczno$cia
w porownaniu z promieniowaniem X w indukcji $mierci komoérek nowotworu
prostaty z przerzutow do kosci (linia PC3) oraz moézgu (linia Dul45).
Wykazano réwniez wigkszg radiooporno$¢ komoérek linii  DUI145
w porownaniu z komorkami linii PC3. Podobnie jak w poprzedniej czgséci
w mojej opinii analiza otrzymanych danych eksperymentalnych zostala
wykonana poprawnie z adekwatnym opracowaniem statystycznym. Mimo,
1z promieowrazliowo$¢ obu linii komorkowych byla badana juz wczesniej
to wykonanie wyzej opisanych badan (testu klonogennego, cytometrii
przeptywowej oraz testOw cytotoksyczno$ci) byto bardzo wazne w konteks$cie
eksperymentdéw z wykorzystaniem egzosomow. Takie systematyczne podejscie
odzwierciedla wysoki poziom badan prezentowanych w dysertacji.

Kolejnym krokiem byta analiza koncentracji i $rednicy egzosomow
wyizolowanych 96 godzin po napromienieniu z komorek traktowanych
czastkami a oraz promieniowaniem X. Po traktowaniu fotonami nie wykazano
statystycznie istotnych rdznic w koncentracji ani w $rednicy hydrodynamicznej
egzosomdw wydzielanych przez komorki PC3 1 DU145. Dla promieniowania
o wysokim LET - czastek a zaobserwowano spadek wydzielania egzosoméw
wraz ze wzrostem dawki promieniowania.

Za pomocg metody Western Blot w komorkach PC-3 kontrolnych
1 inkubowanych z egzosomami przeprowadzono detekcje obecnosci typowych
biomarkeréw egzosomowych: CD63 1 CD81 oraz kalneksyny — biatka
obecnego na btonach komorkowych.

W celu detekcji efektu RIBE analizowano obecno$¢ ognisk YH2AX
w jadrach komoérek PC3 uprzednio hodowanych w obecno$ci egzosomow
izolowanych ~ z  napromienianych  komoérek  PC3  oraz  Dul45.
Zademonstrowano, iz liczba ognisk YH2AX w jadrach komdrek inkubowanych
z egzosomami byla okoto czterokrotnie wyzsza niz w jadrach komorek
kontrolnych PC3. Zaobserwowano wigcej ognisk naprawy w komorkach
traktowanych egzosomami ilozowanymi z komodrek PC3 niz Dul45. Wyniki
tego eksperymentu potwierdzity zatem wigksza promieniwrazliwos¢ komorek
PC3.

W kolejnym, ostatnim etapie badan przedstawionym w dysertacji
zastosowano cytometri¢ przeplywowa do zliczenia komoérek wczesno-
1 poznoapoptotycznych oraz nekrotycznych w celu weryfikacji efektu RIBE
poprzez badanie promienowrazliwosci komoérek hodowanych w obecnosci
egzosomoOw wyizolowanych z komorek napromienianych i kontrolnych (dla
poroéwnania).



W populacji komoérek kontrolnych (nienapromienianych) hodowanych
w obecnosci egzosomow wyizolowanych z komoérek kontrolnych byto wigce;j
komorek zywych niz w populacji komoérek kontrolnych wspoéthodowanych
z egzosomami wyizolowanymi z komoérek napromienionych. I[lo$¢ komorek
wczesnoapoptotycznych oraz pdznoapoptotycznych byta wigksza w grupie
komorek kontrolnych inkubowanych z egzosomami izolowanymi z komorek
naswietlanych. Co wigcej wykazano, iz egzosomy  stymuluja
promieniowrazliwo$¢ komoérek nowotworowych gruczotu krokowego,
demonstrujac mniejszy udziat zywych komoérek w uktadzie PC3 + exoPC3 niz
w uktadzie PC3 + exoDU145.

Zardwno rozdzialy opisujace badane uklady, podstawy teoretyczne
metod eksperymentalnych jak i1 wyniki eksperymentow 1 ich dyskusja
sa w mojej opinii bardzo dobrze napisane. Autorka w zrozumiaty sposob
przedstawia skomplikowane zagadnienia i1 opisuje ztozone procesy. Wszystkie
rysunki sg bardzo tadne: przejrzyste, czytelne, bardzo starannie przygotowane
i wzbogacaja lekture pracy. Czytanie tej dysertacji jest prawdziwa
przyjemnoscia.

SZCZEGOLOWE UWAGI DO ROZPRAWY

Podczas czytania rozprawy nasuwaja si¢ pewne bardziej szczegodtowe
pytania oraz zagadnienia:

e Jak wykazano w rozprawie, napromieniane fotonami (prom. X) nie
wplyneto (w sposob istotny statystycznie, z powodu duzej wartosci
btedu standardowego) na ilo$¢ wydzielanych egzosoméw ani na ich
rozmiar. W przypadku traktowania komoérek promieniowaniem a,
zaobserwowano spadek ilosci egzosomow. Czy ilo$¢ egzosomow
pochodzacych od konkretnych komorek mogtaby by¢ wykorzystana
jako parametr/marker diagnostyczny np. skutecznosci radioterapii?

e Mimo, iz nie zaobserwowano zmian w $rednicy hydrodynamiczne;j
napromienianych egzosomoéw ich obecnos¢ w pozywce indukowata
RIBE, zatem zapewne pod wplywem napromieniana zmienial si¢
sklad chemiczny exosomow. W zwiazku z tym jestem ciekawa
zdania Doktorantki odno$nie tadunku molekularnego egzosomoéw,
czyli tych zwigzkow chemicznych, ktore moga uczestniczyé w
RIBE

e Kolejnym, waznym 1 bardzo trudnym zagadnieniem jest detekcja
substancji indukujacych odpowiedz komorek. Jakie mozna
zaproponowa¢  eksperymenty, ktoére pozwolityby na detekcje



markerOw napromieniania w egzosomach oraz przekaznikow
molekularnych wplywajacych na komorki?

e Dlaczego detekcje komorek wcezesnoapoptotycznych za pomoca
cytometrii przeplywowej oznaczano 96h po napromienianiu? Dane
literaturowe oraz moje doswiadczenie w pracy z liniami
komoérkowymi PC3 oraz Dul45 wskazuja, iz apoptoza w tych
komorkach moze mie¢ szybszy przebieg niz 96h.

e Autorka pisze, iz stezenie IL-6 bylo istotnie wyzsze dla komorek
PC3 w poréwnaniu do komorek DU145, osiggajac okoto 3-krotnie
wyzszy poziom dla dawek 0 Gy (p < 0,001) i 6 Gy (p < 0,05) oraz
okoto 4,5-krotnie wyzszy po ekspozycji na dawke 2 Gy (p < 0,001).
Jako interpretacj¢ wynikow uzyskanych w eksperymencie
znajdujemy: ,,Obnizenie poziomu sekrecji IL-6 w odpowiedzi na
promieniowanie o moze by¢ konsekwencja zmniejszonej liczby
zywych komorek, ktore przezyly ekspozycje na promieniowanie
o wysokim LET.” Dlaczego zatem st¢zenie IL-6 bylo wyzsze dla
Komoérek PC-3 skoro w tej linii wigcej komorek umarto w wyniku
ekspozycji na promieniowanie?

e W jaki sposdb zmierzono/oszacowano 6 um grubo$¢ warstwy
pozywki w uktadzie do napromieniania komorek?

Drobne uwagi:
e Literowka na str. 5 w zdaniu ,,Durgi projekty dotyczyt oceny ognisk
naprawczych YH2AX jako markera dwuniciowych peknig¢ DNA

w komorkach....”

e Niefortunne sformutowania:

Str. 7: ,,Czastki te, dzigki swojemu tadunkowi elektrycznemu,
oddzialuja w sposéb ciagly z elektronami obecnymi w materii,
przez ktorg przechodza, za sprawg sit kulombowskich”,

Str. 82: ,,Dane dopasowano do modelu liniowo-kwadratowego™.
Powyzsze uwagi/komentarze nie zmieniaja mojej wysokiej oceny

rozprawy, raczej s3 sugestia do dyskusji, ktora moze zosta¢ podjeta podczas
obrony pracy.



W mojej opinii rozprawa doktorska Pani mgr Beaty Pszczotkowskiej-Kepy
wnosi istotny wktad do dziedziny fizyka w szczeg6lno$ci w zakresie fizyki
radiacyjnej, biofizyki oraz fizyki medycznej poprzez doktadng dozymetri¢ -
teoretyczng 1 doswiadczalng weryfikacje jednorodnosci dawek jakimi
naswietlane byly komorki, systematyczne i kompleksowe podejscie do pracy
eksperymentalnej przeprowadzonej na komoérkach oraz wnikliwg analizg
statystyczng otrzymanych wynikow. Niniejsza rozprawa doktorska taczy
dozymetri¢ z badaniami radiobiologicznymi, ukazujac jak parametry fizyczne
promieniowania takie jak LET przekladaja si¢ na procesy molekularne
zachodzace w komorkach, prowadzace do indukcji efektu sgsiedztwa (RIBE).
Szczegdlowe opracowanie uktadow dozymetrycznych oraz walidacja
rozktadow dawek z uzyciem symulacji Monte Carlo 1 pomiaréw
eksperymentalnych stanowig cenne osiagnigcie w zakresie fizyki medycznej
iradiacyjnej, a ich powigzanie z analizg roli egzosomoéw w przekazywaniu
sygnatéw uszkodzen radiacyjnych otwiera nowe perspektywy w kierunku
personalizacji radioterapii. Wktad dysertacji do dziedziny fizyka mozna
okresli¢ zarowno jako fundamentalny — poglebiajacy wiedz¢ o oddziatywaniu
promieniowania z materig zywa — jak i aplikacyjny, wskazujacy mozliwosci
wykorzystania fizycznych parametréw promieniowania w praktyce medyczne;.

Podsumowujac uwazam, ze ztozona rozprawa doktorska spetnia w petni
wymagania stawiane pracom doktorskim zgodnie z ustawg o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
z 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2018 poz.
1668 zpodzn. zm.). Niniejszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Fizyka
Uniwersytetu ~ Warszawskiego o  dopuszczenie Pani  mgr  Beaty
Pszczotkowskiej-Kepy do  dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Otrzymane rezultaty znaczaco poszerzyly dotychczasowa wiedze pozwalajac na
petniejsze zrozumienie roli egzosoméw w odpowiedzi komorek nowotworowych

na ekspozycje na promieniowanie w zakresie dawek terapeutycznych. Biorac pod
uwage przede wszystkim nowatorski charakter badan, duze znaczenie

otrzymanych wynikow oraz podjetej tematyki badawczej, wysoki poziom
naukowy prezentowanych badan, bardzo duza i1lo$¢ technik eksperymentalnych
jakie opanowala i zastosowala Autorka, kompleksowe, doglebne podej$cie do

analizy danych 1 interpretacii wynikdw, wnosze o0 wyrdznienie pracy
doktorskie;j.
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