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Pani mgr Mariki Musielak zatytulowanej: ,,Analiza odpowiedzi biologicznej
komérek nowotworowych piersi na promieniowanie protonowe z
uwzglednieniem mikrosrodowiska guza”.
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Wymienione publikacje przedstawiaja wyniki badan nad biologiczna odpowiedzia
komoérek rak piersi i podicieliska na ekspozycje na promieniowanie protonowe.

Radioterapia, jako forma miejscowego leczenia uzupetniajacego po radyklanym
leczeniu operacyjnym, ma zastosowanie u ponad 50% chorych z nowotworem zlosliwy piersi.
Najczgsciej stosowane jest napromienianie z wykorzystaniem promieniowania fotonowego.
Napromienianie protonowe. ze wzgledu na ceng i dostepno$é metody, jest wykorzystywane
znacznie rzadziej. Stusznie Autor wskazuje, ze ze wzgledu na wilasciwosci fizyczne
promieniowania, napromienianie z wykorzystaniem protonéw moze wigzaé sie z nizsza
toksycznoscia dla organow klatki piersiowej takich jak serce, czy ptuca. Zgodnie z publikacja
numer 1 brak jest danych poréwnawczych na duzych grupach dla opisania wielkosci korzysci
klinicznej z zastosowania radioterapii protonowej w leczeniu pooperacyjnym pacjentek z



rakiem piersi. W oparciu o publikacje 1 stwierdzam, ze Autor prezentuje og6lng wiedze
teoretyczng na odpowiednim poziomie.

. Charakterystyka promieniowania protonowego wymusza okreslony sposéb planowania
i dostarczenia dawki promieniowania jonizujgcego, czyli poszerzony pik Bragga (ang. spread-
out bragg peak, SOBP), ktory tworzony jest poprzez superpozycje pojedynczych pikow.

W prezentowanej pracy Autor uwzglednia podziat na typy molekularne raka piersi w
oparciu o badania immunohostochemiczne obecnosci receptorow dla estrogendw,
progresteronu, naskorkowego receptora wzrostu 2 oraz indeksu proliferacji w oparciu o
oznaczenie biatka ki-67. Podtypy molekularne raka piersi petnia funkcje predykcyjna i
prognostyczng w zakresie ryzyka nawrotu miejscowego, odleglego i czasu przezycia.
Dotychczasowe badania ,,in vitro™ nie wykazaly istotnych roznic w promieniowrazliwosci
pomigdzy réznymi podtypami molekularnymi.

Interakcja pomiedzy komdrkami nowotworu Zosliwego i komoérkami podscieliska jest

istotnym i malo poznanym procesem majgcym wplyw na odpowiedz guza nowotworowego na
napromieniania.

Autor zdefiniowala cele szczegotowe:

1. Ocena odpowiedzi biologicznej komérek nowotworowych piersi po ekspozycji na
promieniowanie protonowe w réznych lokalizacjach wzdtuz krzywej Bragga.

2. Optymalizacja i analiza modelu biologicznego skladajacego sie z pierwotnych linii
komérkowych izolowanych z tkanki guza i skory chorych na raka piersi,

Analiza odpowiedzi radiobiologicznej komorek tworzgcych guza nowotworowego
uwzgledniajac czynniki molekularne i mikrosrodowiskowe guza majacych istotny
wplyw na odpowiedZ biologiczng guza przy napromienianiu promieniowaniem
protonowym.
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W publikacji nr 2 przedstawiono sposéb opracowania metodologii izolacji oraz
charakterystyki komorek tworzacych mikrosrodowisko guza nowotworowego piersi:
fibroblastow zwiazanych z nowotworem (ang. cancer associated fibroblasts, CAF).
Przedmiotem analizy byty materialy tkankowe pobrane z guzow piersi o rozmiarze co najmniej
15 mm. Analizie poddano materialy tkankowe pobrane od 14 pacjentek z guzami o podtypach
molekularnych rak luminalnego A. luminalnego B i z nadeskpresjg receptora Her-2. W
publikacji brak jest informacji o tym czy pacjentki byly poddawane wstepnej chemioterapii.
Brak pacjentek z rakiem trojujemnym wskazuje, ze byly to pacjentki poddane plerwotnemu
leczeniu operacyjnemu. W przedstawionej publikacji brak jest jasno przedstawionych
kryteri6w podziatu pacjentek na typ luminalny A i B (np., odsetek komorek raka z obecnoscig
receptora dla progresteronu i wartosci indeksu proliferacyjnego ki-67), np. pacjentka nr 5 (rak
luminalny A) ma takg sama charakterystyke receptorows jak pacjentki nr 2 i 3. W badane;]
grupie nie wskazano wyraznego wzorca w klasyfikacji CAF. Poziomy ekspresji biatek byty
wysoce niejednorodne, w wyniku czego specyficzne podtypy CAF nie zostaly jasno okreslone.
W podziale na podtypy molekularne raka piersi nie wykazano wyraznego wzoru ekspresji. Brak
precyzyjnego wskazania kryteriow podziatu na typy raka luminalnego A i B nie mogly mieé
wplywu na wynik badania. Istotnym osiagnieciem zwigzanym z przedstawionym badaniem
bylo uzyskanie stabilnego modelu linii komérkowych CAF oraz ich szeroka charakterystyke.

W publikacji 3 dokonano analizy i oceny réznicy w odpowiedzi radiobiologicznej ustalonej
linii komorkowej raka piersi (MDA-MB-231) na ekspozycje monoenergetycznga wiazka
protonowa i fotonowg w réznych lokalizacjach wzdluz krzywej rozktadu glebokosciowego
dawki. Napromieniane komorki raka piersi nalezg do typu molekularnego raka tréjujemnego.



W publikacji numer 2 nie analizowano guzow z wymienionym profilem molekularnym.
Parametrem odpowiedzi by} odsetek komérek przezywajgcych (SF). Metodologia badania i
pomie}réw swiadcza o wysokiej precyzji i zrozumieniu problematyki, nie budza zadnych
watpliwosci. W zaleznosci od miejsca na krzywej dawki procentowej na glebokosci, dla
protonow ta sama dawka 5Gy wywolywata rozny efekt biologiczny w postaci uzyskanych
wartosci SF od 26% na poczatku krzywej 16-17% w obszarze piku Bragga i poza nim. Dla
promieniowania fotonowego wymienione wartosci byly stabilne z wartosciami SF od 23% do
26%. Oznaczenia YH2AX wykazaly wyzsze wartosci dla obszaru piku Bragga i poza nim,
wskazujac na wigkszy odsetek podwojno niciowych peknieé DNA. Przedstawione wyniki
potwierdzaja wczesniejsze dane wskazujace na wyzszg wartos¢ LET dla promieniowania
protonowego w poréwnaniu do fotonowego, oraz rosnaca wartosé LET w obszarze poza pikiem
Bragga. Istotng informacja sa dane dotyczace wzglednej skutecznosci biologicznej
promieniowania protonowego w rejonach procentowej dawki na glebokosci przed pikiem
Bragga. Sa to istotne informacje, ktore powinny by¢ elementem systemow planowania leczenia.

W publikacji 4 przeprowadzono oceny odpowiedzi radiobiologicznej mikrosrodowiska
guza w modelu biologicznym stanowigcym linie pierwotne: nowotworowg, CAF oraz
fibroblasty skorne (ang. normal fibroblasts, NF) na promieniowanie protonowe dostarczone
technika aktywnego skanowania. Nie wykazano istotnych réznic w promieniowrazliwosci
pomigdzy komoérkami raka trojujemnego (MDA-MB-231), luminalnego A (MCF-7), oraz
wyprowadzonej linii komérkowej BC239 (Luminalny A). Linia komorkowa BC239
charakteryzowata si¢ wysoka promieniowrazliwoscig. Linie komorkowe CAF wyizolowane z
tkanki guza o okreslonym podtypie molekularnym  wykazaly r6zng odpowiedz
radiobiologiczng. Najbardziej wrazliwa na promieniowanie byla linia CAF wyizolowana z
tkanki guza o podtypie molekularnym luminalnym A. W przypadku linii wyprowadzonej z
tkanki guza o podtypie potrdjnie negatywnym wykazano, ze jest ona znaczgco radiooporna.
Rozne typy CAF wyizolowane z nowotworu o jednym typie molekularnym rdznity sie
promieniowrazliwoscia. Potwierdzono hipoteze, ze reakcja komérek mikrosrodowiska guza na
napromieniowanie protonowe moze mie¢ wplyw na odpowiedz guza na ekspozycje. Dla NF
pobranych od pacjentek z réznymi podtypami molekularnymi raka piersi obserwowano istotnie
statystycznie r6zng odpowiedz dla dawki 2Gy, podczas gdy dla dawek 4 i 6 Gy te roznice byly
nieistotne statystycznie.

Praca napisana jest w sposob zrozumialy i czytelny. Zawiera najwazniejsze wnioski z
przeprowadzonych badan i opublikowanych wynikow. Uzyskane wyniki koresponduja z
danymi z wczesniejszych badan innych autoréw, a wielu aspektach stanowia dalsze ich
rozwiniecie.

Z najistotniejszych wnioskow pragne wskazaé:

1. Wzgledna skutecznos$¢ promieniowania protonowego ulega zmianie wraz z procentowa

dawka na glebokosci. Istotna wiadomos¢ z punktu projektowania systeméw planowania

leczenia i interpretacji tych planow.

Sposob odpowiedzi komarek raka piersi rozni sie w zaleznosci od typu zastosowanego

promieniowania: protonowego lub fotonowego. Wymaga to znacznej ostroznosci przy

przenoszeniu schematow napromieniania z wykorzystaniem promieniowania

fotonowego na zastosowanie promieniowania protonowego.

3. Promieniowrazliwo$¢ linii komorkowych uzyskanych z guzow o réznym typie
molekularnym nie rézni si¢ w sposdb istotny statystycznie.

4. Komorki CAF pozyskane z guzéw o réoznym typie molekularnym roznig sie istotnie
promieniowrazliwoscia. Nalezy jednak pamigta¢ o tym, ze w wiekszosci przypadkdow
radioterapia u pacjentek z rakiem piersi realizowana jest po operacji. W zwigzku z tym
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wazng informacjg jest jaki sklad ma podscielisko w lozy po usunigtym guzie
nowotworowym.

W podsumowaniu rozprawa ma znaczenie w aspekeie rozwoju badan podstawowych
nad biologig nowotworow i oddzialywania promieniowania jonizujgcego. Przedstawione
wyniki sg takze istotne z punktu widzenia praktyki kliniczne;.

Praca napisana jest zgodnie 7z obecnie obowigzujacymi wytycznymi dla rozpraw
doktorskich i spetnia wymogi Ustawy o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (tekst jednolity Dz. .
U. 22024 r. poz. 1571, Art. 186-187 z dnia 24.10.2024).

Zwracam si¢ do Pana Przewodniczacego i Rady Kolegium Nauk Medycznych o
dopuszczenie Pani mgr Mariki Musielak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i
wyrdznienie prezentowanej rozprawy.

dr hab. n. med. Michat Falco



