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Leczenie oszczedzajace pier§ jest juz standardowym postgpowaniem u chorych na
wezesnego raka piersi. Poczatkowo stosowane samodzielne leczenie chirurgiczne wigzato si¢
z wysokim ryzykiem i duza dynamikg nawrotow miejscowych. Dos¢ wezesnie pojawita si¢
koncepcja skojarzenia operacji oszcz¢dzajacej piers i radioterapii pooperacyjnej. Radioterapia
jest bardzo efektywng metoda leczenia, szczegolnie dla subklinicznych ognisk raka.
Zastosowanie radioterapii pooperacyjnej powoduje zmniejszenie ryzyka nawrotu miejscowego
i regionalnego. W praktyce klinicznej u chorych na inwazyjnego raka piersi najczgsciej stosuje
sie radioterapie na obszar calej piersi. W wielu lokalizacjach nowotworéw standardowo stosuje
sie podwyzszenie dawki (ang. boost) w lozy po guzie, w celu obnizenia ryzyka wznowy
miejscowej i poprawy szansy na miejscowe wyleczenie. W bliskim otoczeniu lozy po guzie
nalezy spodziewaé si¢ wiekszej liczby klonogennych komérek nowotworowych, anizeli
w pozostalym gruczole piersiowym. Krzywa zalezno$ci dawka-efekt ma przebieg sigmoidalny.
W jej stromym odcinku podwyzszenie dawki o kilka grejow moze spowodowac wzrost szansy
na miejscowe wyleczenie o kilka lub nawet o kilkanascie procent. Jedna ze metod
podwyzszenia dawki w lozy po guzie jest radioterapia Srédoperacyjna (RTSO0), ktéra polega
na zastosowaniu napromieniania w trakcie operacji. Racjonalng przestankg dla tej metody
leczenia jest mozliwo$é podania wysokiej jednorazowej dawki promieniowania w lozy po guzie
piersi, ktora pozwala nie tylko na poprawe miejscowego wyleczenia, ale réwniez wplywa na
zmniejszenie ryzyka odczynéw popromiennych, w konsekwencji poprawiajgc indeks
terapeutyczny. Bezposredni dostep do lozy pooperacyjnej istotnie zmniejsza ryzyko
popehienia btedu geograficznego i daje prawie pewnos¢, ze zaplanowana dawka zostanie
podana precyzyjnie w obszarze najwyzszego ryzyka wznowy miejscowej. Radioterapia
srodoperacyjna nabiera szczegdlnego znaczenia w dobie coraz powszechniej stosowanych
operacji onkoplastycznych, po ktorych identyfikacja lozy po guzie jest bardzo trudna. Zaleta
RTSO jest mozliwosé oszczedzania zdrowych tkanek i narzadéw, ktéra wynika zaréwno
z charakterystyki stosowanego promieniowania (szybko zanika wraz z glebokoscia), jak
rowniez z mozliwosci odsuniecia tkanek z obszaru o wysokiej dawce oraz ich ostaniania. Co
wiecej, radioterapia $rodoperacyjna pozwala na przeprowadzenie operacji i zastosowanie
leczenia promieniami w ciggu jednego dnia, co skraca calkowity czas leczenia o okoto tydzien,
w zwiazku z tym - poza korzystnym efektem terapeutycznym i kosmetycznym - technika ta
przynosi spore korzysci ekonomiczne i logistyczne, w poréwnaniu do radioterapii
konwencjonalnej, stosowanej zwyczajowo przez okres 5-6 tyg. Radiobiologiczne

i immunologiczne aspekty podania jednorazowej wysokiej dawki w lozy po guzie sg



przedmiotem intensywnych badan. W tym kontekscie dokonany wybor przez Doktorantke
tematu pracy doktorskiej jest whasciwy i obiecujacy.

Rozprawa doktorska sklada si¢ z cyklu trzech oryginalnych publikacji
w recenzowanych czasopismach medycznych o uznanej migdzynarodowej renomie,
tworzacych spdjng i logiczng catos¢. W dwoch publikacjach Doktorantka jest pierwszym

autorem. Uklad pracy i strona edytorska nie budzg zastrzezen.
Wykaz publikacji wchodzacy w sktad rozprawy doktorskie;:
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We wstepie Doktorantka omoéwita metody leczenia chorych na raka piersi, ze
szczegblnym uwzglednieniem radioterapii $rodoperacyjnej. Kolejnym zagadnieniem
poruszanym w tym rozdziale jest wptyw ptynu pobranego z lozy pooperacyjnej na proliferacj¢
komorek raka piersi w warunkach in vitro. Dalej Autorka omawia rolg komérek macierzystych
raka piersi w kontekscie niepowodzenia leczenia, w tym rozwoju chemio- i radio-opornosci.
Nastepnie przedmiotem rozwazan sa zagadnienia zwigzane z wplywem mikroRNA na
regulacje procesow komoérkowych. Doktorantka wskazuje na potencjalne prognostyczne
i terapeutyczne znaczenie miRNA w chorobach nowotworowych. W mojej ocenie tematy
poruszane we wstepie zostaly przedstawione w sposob logiczny i wyczerpujacy pod wzgledem

merytorycznym.



Cele pracy zostaty okre$lone precyzyjnie i dotyczyty wptywu ptynu pooperacyjnego na
populacje komérek macierzystych oraz poziom ekspresji wybranych miRNA w liniach

komérkowych raka piersi.

W metodyce pracy Doktorantka omowita sposob pozyskiwania ptynu pooperacyjnego
od chorych na raka piersi oraz sposob jego przygotowania do prac badawczych. Ponadto w
sposéb syntetyczny zostaly oméwione metody doswiadczalne zastosowane w badaniach.
Doktorantka trafnie dobrata metody i narzedzia badawcze oraz wykazata si¢ umiejgtnoscia ich

zastosowania.

W pierwszej publikacji Doktorantka ocenita wplyw ptynu pooperacyjnego uzyskanego
w grupie chorych po samodzielnej operacji i w grupie chorych leczonych po $rédoperacyjnej
radioterapii na populacje komérek macierzystych rak piersi o fenotypie CD447/CD24".
W grupie po radioterapii plyn stymulowal wzrost populacji komérek macierzystych
w mniejszym stopniu niz w grupie po samodzielnej operacji. Chociaz efekt ten nie dotyczyt
wszystkich badanych linii komérkowych. W pracy tej réwniez badano wplyw plynéw
pooperacyjnych aktywno$¢ ALDH1 w hodowlach komérkowych. Zastosowanie radioterapii
$rodoperacyjnej znamiennie wptywalo na zmniejszenie aktywnosci ALDHI.

W drugim artykule Doktorantka zbadala oddziatywanie plynéw pooperacyjnych na
poziom ekspresji wybranych miRNA w hodowlach komérkowych raka piersi. Co ciekawe,
zaobserwowano odmienny efekt biologiczny w zaleznosci od typu molekularnego raka piersi.
W podtypie bazalno/mezynchymalnym (linia BT-549) stwierdzono spadek ekspresji miR-155
zwiazanego z migracja i inwazyjnoscia nowotworu. Natomiast linie komérkowe
bazalno/epitelialna MDA-MB-231 i luminalna MCF-7 wykazywaty obnizony poziom ekspresji
badanych miRNA. Ponadto linia komérkowa SK-BR-3 z nadekspresja receptorow HER-2
wykazywala wzrost ekspresji wszystkich badanych miRNA, z tym ze mniejszy w grupie po

$rodoperacyjnej radioterapii.

W ostatniej publikacji Doktorantka zbadata ekspresj¢ genow zwigzanych z apoptoza
w wybranej linii komérkowej po zastosowaniu plynéw pooperacyjnych. Interesujaca
obserwacja jest podwyzszona ekspresja genéw zwiazanych z zewnetrznym szlakiem
apoptotycznym szczeg6lnie w grupie po radioterapii srodoperacyjnej. Natomiast stwierdzono

nadekspresje tylko jednego genu (CASP9) zaangazowanego w wewnetrzny szlak apoptozy.



Rozprawa doktorska mgr Karoliny Zaleskiej pt. ,, Wplyw plynu zebranego z lozy
pooperacyjnej po sSrédoperacyjnym napromienianiu (IORT) guza piersi na populacje¢
komérek nowotworowych raka piersi o fenotypie macierzystym CD24/CD44" oraz
ekspresje wybranych miRNA” jest bardzo waznym i interesujagcym opracowaniem
naukowym oceniajacym wptyw ptynu pooperacyjnego pobranego od chorych na raka piersi
na komorki nowotworowe w warunkach in vitro. Przedstawiony cykl publikacji znakomicie
wpisuje sie w $wiatowy trend badan nad biologicznymi wiasciwosciami ptynu
pooperacyjnego uzyskanego po przeprowadzeniu radioterapii $rédoperacyjnej. Rozprawa
doktorska jest nie tylko cennym uzupelnieniem dotychczasowej wiedzy w tym zakresie, ale
prezentuje duzy potencjat translacyjny. Wyniki powinny wptynaé na dalszg popularyzacj¢
radioterapii srédoperacyjnej jako niezbednego elementu skojarzonego leczenia

oszczedzajgcego piers.

Doktorantka wykazat si¢ wlasciwg wiedza teoretyczng oraz umiejg¢tnosciami
praktycznymi w temacie prowadzonych samodzielnych oryginalnych badan naukowych.
Zatem rozprawa doktorska spelnia kryteria jako$ci okreslone w ustawie o tytutach i stopniach
naukowych. Z pelnym przekonaniem wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej o dopuszczenie
mgr Karoliny Zaleskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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