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Rak piersi jest najczgsciej diagnozowang chorobg nowotworowg oraz drugg
najczestszg przyczyng zgondw z powodu nowotwordw u kobiet w Polsce. Obecnie
standardem leczenia wczesnego raka piersi jest oszczedzajacy zabieg chirurgiczny z
uzupetniajacg radioterapig. Jedng z mozliwosci jest zastosowanie radioterapii srodoperacyjnej
pozwalajgcej na podwyzszenie jednorazowej dawki terapeutycznej, co powoduje skrocenie
czasu trwania pooperacyjnej radioterapii. Obecnie wiemy. ze zabieg chirurgiczny wplywa na
mikrosrodowisko miejsca operowanego, w ktorym dochodzi do reakcji zapalnej, ktora moze
stymulowac progresj¢ nowotworu. Cho¢ mechanizmy lezace u podstawy tych procesow nie s
w pelni poznane. Te obserwacje sugeruja, ze ptyn zbierajacy si¢ w lozy pooperacyjnej po
usunigeiu nowotworu moze by¢ istotnym czynnikiem indukujagcym nawrét miejscowy lub
rozsiew choroby nowotworowej. Wezesniejsze badania wykazaly, ze zbierajacy si¢ plyn
pooperacyjny w lozy po resekeji chirurgicznej raka piersi, inkubowany in vitro z komorkami
raka piersi stymuluje ich proliferacj¢. Ponadto wykazano. ze ptyn pooperacyjny pochodzgcy
od chorych po leczeniu operacyjnym skojarzonym z srodoperacyjnym napromienianiem
(IORT) w nizszym stopniu indukowal proliferacje oraz inwazyjnos¢ komorek
nowotworowych niz plyn pobrany od kobiet, u ktorych wykonano zabieg bez skojarzonej
IORT.

Przedlozona do recenzji rozprawa magister Karoliny Zaleskiej pt.: ,.Wplyw ptynu

zabranego z lozy pooperacyjnej po $rodoperacyjnym napromienianiu (IORT) guza piersi na
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populacj¢ komorek nowotworowych raka piersi o fenotypie macierzystym CD24/CD44 oraz
ekspresje wybranych miRNA™, ktorej promotorem jest Dr hab. n. med. Dawid Murawa. jest

cyklem tematycznie powigzanych trzech publikacji:
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W dwoch publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, w jednej trzecim. Laczny
Impact Factor prac wynosi 3,801.

Przedlozony do recenzji cykl publikacji jest monotematyczny, trzy manuskrypty sg ze
sobg powigzane tematycznie i majg wysoka wartos¢ merytoryczng. Wszystkie zostaly
opublikowane w czasopismach posiadajgcych Impact Factor

We wszystkich trzech publikacjach wykorzystano t¢ samg grupe chorych. Byly to 44
kobiety leczone z powodu raka piersi. Pierwsza grupa 22 chorych zostala poddana leczeniu
chirurgicznemu tj. zabiegowi oszczedzajacemu piers w skojarzeniu z IORT. Druga grupe
stanowity 22 chore poddana tylko leczeniu chirurgicznemu. Po 7 dniach od zabiegu, gdy w
lozy pooperacyjnej znajdowat si¢ ptyn byl on pobierany do badan in vitro.

W pierwszej publikacji Doktorantka wraz ze wspotautorami ocenita wplyw ptynu

pooperacyjnego na populacje linii komorkowych ludzkiego raka piersi o fenotypie
macierzystym CD44'/CD24" . Wyniki badan wykazaly. ze inkubacja komorek z ptynem
pooperacyjnym po zastosowaniu techniki [ORT wigze sie ze zmniejszeniem populacji
komorek o fenotypie macierzystym w poréwnaniu do grupy kontrolnej (inkubacja komorek w

medium hodowlanym bez dodatku plynu pooperacyjnego). Odwrotny skutek, tj. wzrost
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komorek o fenotypie macierzystym wigzat sie z inkubacja ptynu po standardowym leczeniu
chirurgicznym (czyli bez IORT). Ponadto, Doktorantka wykazala, ze ptyny pooperacyjne
stymulowaly wzrost innego markera macierzystosci ALDHI w poréwnaniu do kontroli. Przy
czym indukcja ta byla nizsza w przypadku plynow pochodzacych od chorych poddanych
zabiegowi chirurgicznemu w polgczeniu z IORT.

W drugiej publikacji oceniono wptyw pltynéw pooperacyjnych po zastosowaniu IORT na

poziom ekspresji trzech microRNA (miRNA) — miRNA-21. miRNA-155, miRNA-221.

Ekspresj¢ miRNA oznaczono w 4 liniach komérkowych ludzkiego raka piersi prezentujacych
3 podtypy molekularne w zaleznosci od statusu receptorow hormonalnych (estrogenowych i
progesteronowych) 1 HER2. W linii komérkowej podtypu bazalno/mezenchymalnego BT-549
po inkubacji z plynami pooperacyjnymi zaobserwowano spadek ekspresji miRNA-155, ktore
jest zwigzane z migracjg i inwazyjnoscig raka piersi. W linii komorkowej prezentujacej
nadekspresj¢ HER2 (SK-BR-3) zaobserwowano nadekspresje wszystkich trzech miRNA,
jednak po inkubacji z ptynem pochodzacym od chorych dodatkowo otrzymujacych IORT
obserwowano nizszy wzrost ekspresji niz u chorych, u ktérych przeprowadzono zabieg
chirurgiczny bez IORT. Linia komodrkowa bazalno/epitelialna MDA-MB-231 oraz linia
luminalna MCF-7 wykazaly obnizony poziom ekspresji ocenianych miRNA zaréwno po
inkubacji z plynem pochodzacym od chorych poddanych zabiegowi chirurgicznemu w
skojarzeniu z IORT, jak i u chorych leczonych jedynie chirurgicznie. Doktorantka wykazala,
ze ptyn pooperacyjny ma wplyw na poziom ekspresji badanych miRNA, ktore sg powigzane z
cechami agresywnosci nowotworu tj. inwazyjno$c, przerzutowanie, migracja, proliferacja czy
apoptoza. Ponadto, zmiany ekspresji sg powigzane z podtypem molekularnym.

W tizeciej publikacji oceniono wplyw plynu pooperacyjnego pobranego od chorych

poddanych leczeniu chirurgicznemu w polgezeniu z IORT na aktywacje apoptozy w linii
komorkowej raka piersi (MCF-7). Wyniki badania wykazaly podwyzszona ekspresje gendw
zaangazowanych w zewngtrzny szlak apoptozy w przypadku komorek poddanych inkubacji
ptynem pochodzgcym od chorych, u ktorych przeprowadzono zabieg operacyjny z IORT w
porownaniu do ptynu pochodzacego od chorych, u ktérych przeprowadzono jedynie resekeje
chirurgiczng oraz w poréwnaniu do grupy kontrolnej hodowanej w standardowej pozywee.
Jednak dla lepszego zrozumienia lokalnych mechanizméw zachodzacych w lozy
pooperacyjnej wartosciowe by bylo okreslenie pewnych skladnikéw ptynu pooperacyjnego
majgcych wplyw na oceniane przez Doktorantke procesy biologiczne tj. stymulacja
nowotworowych komorek macierzystych, wplyw na ekspresje poszezegolnych microRNA

czy aktywacja apoptozy w komoérkach nowotworowych. Takie odkrycie mogloby pomoc
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wyjasni¢ zachodzace procesy biologiczne indukujgce wznowa miejscowa jak i rozsiewem
nowotworu. Ponadto, réwniez w przyszlosci mogloby wplyna¢ na znalezienie czynnikow
prognostycznych czy predykcyjnych u chorych na raka piersi poddanych terapii. Jednak nie
zmienia to faktu, ze przedstawione wyniki znaczaco uzupetniaja stan wiedzy o biologicznej
odpowiedzi na zastosowang radioterapi¢ srodoperacyjng co przyczyni sie do skuteczniejszego
planowania leczenia u kobiet chorych na raka piersi.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
z cyklu publikacji spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim wymagane w Ustawie o
Stopniach 1 Tytule Naukowym.

Z duzym uznaniem dla umiejetnosci i wiedzy Doktorantki zwracam si¢ z wnioskiem
do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego [ Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego, ponadto z racji wysokiej wartosci naukowej rozprawy w mojej ocenie powinna

by¢ wyrdzniona.
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