Kielce, 25 sierpnia 2025 r.
Dr hab. Halina Lisowska, prof. UJK
Zaktad Biologii Medycznej
Instytut Biologii
ul. Uniwersytecka 7
25-406 Kielce

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Beaty Pszczétkowskiej-Kepy
pt.: Wplyw egzosoméw na promieniowrazliwo$¢ komérek nowotworowych gruczotu

krokowego w kontekscie efektu sgsiedztwa indukowanego promieniowaniem jonizujgcym

Recenzja zostata wykonana w odpowiedzi na pismo Przewodniczgcego Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego, dr hab. Jacka Szczytko, prof. ucz.,

BRN-XI1/531/56/2025 z dnia 18 czerwca 2025 roku.

Rozprawa doktorska mgr Beaty Pszczotkowskiej-Kepy zostata przygotowana w Zaktadzie
Fizyki Biomedycznej Instytutu Fizyki Doswiadczalnej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego, pod kierunkiem dr hab. Beaty Brzozowskiej, prof. UW.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter monografii, liczy 140 stron
i zostata przygotowana w jezyku polskim. Uktad pracy zawiera streszczenie i stowa kluczowe
w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, spis rysunkow, skréty i akronimy, wprowadzenie
(w tym cel pracy), wstep teoretyczny, materiaty i metody, wyniki i dyskusje, podsumowanie
i perspektywy, bibliografie oraz protokoty laboratoryjne i materiaty uzupetniajace. Struktura
pracy jest poprawna, typowa dla monograficznych opracowarn naukowych. Rozdziat
»~Wprowadzenie” zawiera dobrze i jasno sformutowany cel pracy, opis uktadu pracy oraz
dorobek naukowy Doktorantki, ktéry obejmuje pie¢ artykutéw naukowych, w tym trzy
powstate na podstawie wynikéw prezentowanych w recenzowanej rozprawie. Z tego
rozdziatu dowiadujemy sie, ze pani Beata Pszczétkowska-Kepa podczas prac nad doktoratem
byta zaangazowana w dwa projekty powigzane tematyczne z rozprawa majac tym samym

okazje doskonalenia swojego warsztatu badacza. Kolejny rozdziat ,Wstep teoretyczny”



obejmujacy 42 strony jest poswiecony charakterysfyce promieniowania jonizujgcego oraz
skutkom jego oddziatywania z materig i materiatem biologicznym, opisowi popromiennej
odpowiedzi komodrkowej i sposobdow jej detekcji oraz zjawisku efektu sasiedztwa
i pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych. Opis doswiadczen w rozdziale ,Materiaty i metodyka”
jest wystarczajgco szczegétowy i dobrze zilustrowany, aby moina bylo oceni¢ strone
doswiadczalng. Kolejny rozdziat to 30 stron opisu uzyskanych wynikéw i ich dyskusji. To
zestawienie mowi wiele o duzym materiale doswiadczalnym i szerokim wachlarzu metod
badawczych. Literatura przedmiotu jest dobrze dobrana. Autorka wybrata 236 pozycji, nie
ograniczajac sie do prac najnowszych. Jezyk pracy jest poprawny, a opis przeprowadzonych
badan, dyskusja oraz wnioski przedstawione sg klarownie. Tres¢ zatozen, rozumowan
i wnioskow jest jednoznaczna. Praca od strony edytorskiej jest starannie przygotowana,

a rozplanowanie tekstu i uktad graficzny sq poprawne.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy bardzo istotnego problemu zwigzanego z coraz
wiekszg liczba zachorowan na nowotwory ztosliwe, zaréwno w Polsce jak i na swiecie. Jedno
z czotowych miejsc w zachorowalnosci zajmuje rak gruczotu krokowego (rak prostaty).
Chociaz naturalny przebieg tego typu nowotworu jest powolny i dtugotrwaty, na swiecie
okoto 40% chorych umiera z jego powodu. Stad istnieje potrzeba poszukiwania
nowoczesnych metod terapeutycznych oraz modyfikowania metod obecnie stosowanych. Za
podstawowe metody leczenia raka prostaty uznaje sie terapie z uzyciem promieniowania
jonizujacego, zarowno radioterapie jak i brachyterapie, w ktérych skutecznosc¢ terapeutyczna
zalezy przede wszystkim od precyzyjnego podania dawki do napromienianego obszaru oraz

wrazliwosci napromienianych komorek.

Punktem wyjscia do badan Autorki byly doniesienia literaturowe wskazujace ze skutki
promieniowania jonizujacego obejmuja nie tylko komérki napromienione, ale takze sgsiednie
nienapromienione komorki. Przyjeto, ze efekt ten, zwany efektem sgsiedztwa jest wynikiem
komunikacji miedzykomérkowej, w ktérej miedzy innymi biorg udziat pecherzyki
zewnatrzkomérkowe zwane egzosomami.

W zwiazku' z powyiszym Doktorantka postanowita zbadaé czy egzosomy sa
modulatorami promieniowrazliwosci komdrek nowotworowych gruczotu krokowego

w aspekcie efektu sgsiedztwa wywotanego promieniowaniem jonizujgcym.



Autorka postawita sobie trzy cele szczegétowe:

- zbadanie wptywu promieniowania  jonizujgcego na charakterystyke
promieniowrazliwosci komérek nowotworowych gruczotu krokowego PC3 i DU145
oraz egzosomow przez nie wydzielanych,

- sprawdzenie, czy egzosomy wydzielane przez komoérki nowotworowe PC3 wnikajg do
komorek PC3 i czy wptywaja na ich promieniowrazlios¢,

- zbadanie, czy egzosomy wyizolowane z komérek nowotworowych DU145 wnikajg do

komérek PC3 i czy modulujg ich promieniowrazliwos¢.

Materiat do badan stanowity dwie linie komdrek nowotworowych gruczotu krokowego,
PC3 i DU145. W tym miejscu chciatabym zapytac¢ na jakiej zasadzie zostaly wybrane linie
komdrkowe. Obraz morfologiczny badanych komérek, zamieszczony w tej czesci pracy, jest
doskonaty ilustracjg, jednak bytoby lepiej gdyby zamieszczono wtasne zdjecia z naniesiong
podziatkg lub informacja o powiekszeniu. Do przeprowadzenia badar wykorzystano Zrédto
241Am oraz lampe rentgenowsky. Doktorantka oszacowata moc dawki promieniowania a
w oparciu o symulacje komputerowe z uzyciem metod Monte Carlo oraz zmierzyta moc
promieniowania X przy uzyciu filméw radiochromowych. W celu charakterystyki
promieniowraiIiWoéci zastosowanych linii komérkowych Autorka postuzyta sie klonogennym
testem przezywalnosci, testem apoptozy oraz pomiarami aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej (test LDH) i stezenia interleukiny 6 (IL-6). Natomiast do zbadania wptywu
egzosomow na promieniowrazliwo$s¢ komorek nowotworowych PC3 wykorzystata metode
Western Blot w celu potwierdzenia wniknigcia ,cargo” egzosomowego do badanych
komorek oraz test apoptozy, aby oceni¢ ich wrazliwos¢ na promieniowanie. W badaniach
dotyczacych modyfikowania promieniowrazliwosci komérek PC3 za pomoca egzosomow
DU145 wykorzystata metode Western Blot oraz test yH2AX i test apoptozy.

Zastosowane w doswiadczeniach materiaty oraz metody badawcze zostaty dobrane
w sposéb adekwatny do postawionych celdéw badan i starannie opisane. Jednakze, mam
watpliwos¢ co do precyzji opisu wysiewania komorek (np. str. 59). Czy mozliwym jest
wysianie komdrek na szklane szkietka nakrywkowe, ktére nastepnie umieszczano w ptytkach
6-dotkowych? Wartym podkreslenia jest, ze Autorka przygotowata schematy do wszystkich

uktadéw i oznaczen eksperymentalnych, co jest znacznym utfatwieniem dla Czytelnika.



Dodatkowo, na koncu pracy umiescita szczegétowe protokoty laboratoryjne z hodowli
komoérek i izolacji egzosomow.

Podsumdwujqc ten niezwykle istotny rozdziat pracy, zgodnie z zatozeniem dysertacji
naukowych, ze materiat i metody powinny by¢ przedstawione w sposéb umozliwiajacy

precyzyjne powtdrzenie doswiadczenia, w mojej ocenie spetnia ten warunek.

Rozdziat ,Wyniki i dyskusja” Autorka podzielita logicznie na cztery podrozdziaty: 1)
dozymetria, 2) odpowiedZ komdrkowa na napromienianie, 3) charakterystka egzosomow i 4)
efekt sasiedztwa indukowany przez egzosomy. Kazdy z nich zakoriczony jest dyskusjg
i wnioskami. Wyniki zaprezentowano w formie wykreséw i zdje¢ oraz opisano w sposob
bardzo szczegdtowy. W mojej opinii jednak mato precyzyjnie zostaty opisane wykresy
dotyczgce analizy poziomu apoptozy w komodrkach traktowanych promieniowaniem. Z opisu
mozna wnioskdwaé, ze na dziatanie promieniowania eksponowano trzy subpopulacje
komoérek.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke, dotyczace odpowiedzi komdrkowej na
napromienianie analizowanej klonogenenym testem przezywalnosci pozwolity na
potwierdzenie wyzszej skutecznosci biologicznej promieniowania a w indukowaniu
uszkodzen komorkowych. Wykazaty takie wyiszg promieniowrazliwos¢ komodrek PC3
w poréwnaniu do komodrek DU145, co potwierdzono testem apoptozy. Jako nowatorski
wynik badania Autorka wskazata analize poziomu uwolnienia LDH w zaleznosci od dawki
promieniowania a dostarczonej do komdrek nowotworowych gruczotu krokowego, co moze
by¢ punktem wyjscia do badan mozliwych mechanizméw radioopornosci specyficznych dla
danego nowotworu.

Kolejne wyniki uzyskane przez Doktorantke, dotyczgce okreslenia wptywu stresu
indukowanego promieniowaniem jonizujacym na koncentracje oraz srednice egzosomadw
wydzielanych przez komérki nowotworowe gruczotu krokowego wykazaty istotne
statystycznie réznice w koncentracji egzosomoéow pomiedzy badanymi liniami komdérkowymi
dla zastosowanych dawek, ale wytacznie dla promieniowania a. Zaobserwowano spadek
koncentracji wydzielanych egzosomdéw wraz ze wzrostem dawki promieniowania. Autorka
nie stwierdzita réznic w srednicy wydzielanych egzosomow.

Kolejnym, w mojej opinii bardzo ciekawym aspektem pracy byto zbadanie efektu

sgsiedztwa indukowanego przez egzosomy. Wyniki badan Kandydatki pokazaty, ie lizaty



komorkowe charakteryzowaty sie nizszym poziomem tetraspanin CD63 i CD81 (analiza
Western Blot) w porédwnaniu z prébkami komérek inkubowanych z egzosomami.
Dodatkowo, Autorka zaobserwowata obecno$¢ ognisk naprawczych yH2AX w komdrkach
kontrolnych PC3 wspdthodowanych z egzosomami wyizolowanymi z napromienionych
komérek PC3 i DU145, co potwierdzito wystgpienie efektu sgsiedztwa. Co wiecej, wyniki
uzyskane przez Doktorantkg wskazaly, e egzosomy wyizolowane z mniej
promieniowrazliwych komoérek DU145 mogg ostabia¢ wptyw promieniowania na komaorki
PC3 cechujace sie wyiszg promieniowrazliwoscia. Wazinym rezultatem tej czesdci pracy
badawczej jest wykazanie, ze efekt sgsiedztwa indukowany promieniowaniem jonizujagcym
w komdrkach nowotworowych gruczotu krokowego moze by¢ inicjowany za posrednictwem
egzosomow.

Przedtozona praca dokumentuje ogromny wysitek wykonawczy. Prowadzenie badan in
vitro wymaga zaangazowania i umiejetnosci zwigzanych z przeprowadzeniem czynnosci
doswiadczalnych. Wazinym jest, ze na podstawie wynikdw Autorki powstaty 3 prace
opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych (PLOS One, Polish Journal of
Medical Physics and Engineering, Radiation and Environmental Biophysics).

Oceniajac catos¢ recenzowanej rozprawy nalezy uznaé, ze jest ona Swiadectwem
ogromne] pracowitosci Doktorantki i bardzo dobrej znajomosci literatury. Wyniki pracy
wzbudzajg wysoki stopien zaufania czytelnika. Wymienione przeze mnie usterki
i niedociagniecia nie wptywaja na moja wysoka ocene pracy i stwierdzam, ze pani mgr Beata
Pszczétkowska-Kepa prezentuje wysoki poziom wiedzy w dyscyplinie nauk fizycznych
i posiada umiejetnosci samodzielnego prowadzenia dziatalnosci naukowej. Oceniam takze
jednoznacznie, ze prezentowane badania stanowig oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, a tym samym wnoszg cenny wkfad do osiggnie¢ naukowych w Polsce i na

swiecie.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Beaty Pszczétkowskiej-Kepy ,Wplyw egzosoméw na promieniowrazliwo$¢ komorek
nowotworowych gruczotu krokowego w kontekscie efektu sgsiedztwa indukowanego
promieniowaniem jonizujagcym” spetnia ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim
w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z pdin. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki



Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Beaty Pszczétkowskiej-Kepy do

dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki fizyczne.

Matima oiyowde



