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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Wiktorii Emilii Krakowiak
pt. "Uwra!liwianie opornych komórek nowotworowych piersi za pomoc"

nanocz"stek z#ota w terapii borowo-neutronowej (BNCT)"

Projekt rozprawy doktorskiej mgr Wiktorii Emilii Krakowiak pt. „Uwra#liwianie
opornych komórek nowotworowych piersi za pomoc$ nanocz$stek z!ota w terapii
borowo-neutronowej (BNCT)” zosta! zrealizowany w Instytucie Biologii Uniwersy-
tetu Jana Kochanowskiego (UJK) w Kielcach pod kierunkiem dr hab. Haliny Lisow-
skiej, prof. UJK, we wspó!pracy z Narodowym Centrum Bada% J$drowych (NCBJ)
w &wierku przy wspó!udziale promotorki pomocniczej dr Karoliny Wójciuk z tej
jednostki.

Rozprawa doktorska opiera si’ na wynikach bada% eksperymentalnych przepro-
wadzonych na dwóch liniach komórek nowotworowych piersi, realizowanych w kon-
tek"cie terapii borowo-neutronowej (Boron Neutron Capture Therapy, BNCT). W ba-
daniach wykorzystano nanocz$stki z!ota o dwóch ró#nych rozmiarach oraz p-borono-
fenyloalanin’. Zakres prac eksperymentalnych obejmowa! równie# napromienianie
komórek, przeprowadzone reaktorze MARIA w Narodowym Centrum Bada% J$dro-
wych. Przedstawione w rozprawie wyniki nie by!y dotychczas publikowane. Dok-
torantka jest natomiast wspó!autork$ pracy przegl$dowej dotycz$cej medycznych
zastosowa% terapii borowo-neutronowej, opublikowanej w czasopi"mie Medical Stu-
dies / Studia Medyczne (ISSN: 1899-1874).

Niniejsza recenzja zosta!a przygotowana na zlecenie Rady Naukowej Instytutu
Biologii UJK w Kielcach w ramach post’powania doktorskiego w dziedzinie nauk
"cis!ych i przyrodniczych.

1 Warto!" naukowa pracy

Rozprawa doktorska mgr Wiktorii Emilii Krakowiak koncentruje si’ na badaniu
mo#liwo"ci zwi’kszenia efektywno"ci terapii borowo-neutronowej z zastosowaniem
nanocz$stek z!ota oraz zwi$zku borowego — p-boronofenyloalaniny (BPA). Prace
eksperymentalne zosta!y przeprowadzone na dwóch liniach komórek nowotworowych
piersi: trójujemnej oraz luminalnej. W ramach bada% zosta! opracowany protokó! na-
promieniania wi$zk$ neutronow$ w poczcie hydraulicznej reaktora MARIA w NCBJ
oraz dobrano optymalne st’#enia nanocz$stek z!ota i BPA, a tak#e oceniono ich wni-
kanie do komórek.

Analizy, przeprowadzone przez doktorantk’, obejmowa!y ró#ne uk!ady ekspery-
mentalne: komórki inkubowane z nanocz$stkami z!ota, z BPA, z kombinacj$ obu
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czynników oraz warunki z napromienianiem i bez napromieniania. W badaniach
oceniano populacje komórkowe w ró#nych fazach cyklu komórkowego, prze#ywalno"(
komórek, indukcj’ mikroj$der, powstawanie ognisk naprawczych DNA oraz procesy
apoptozy i nekrozy. Celem pracy by!o okre"lenie potencja!u uwra#liwiania komórek
nowotworowych na promieniowanie neutronowe poprzez synergistyczne oddzia!y-
wanie nanocz$stek z!ota i BPA, a tak#e weryfikacja skuteczno"ci i bezpiecze%stwa
zaproponowanych protoko!ów napromieniania.

Rozprawa rozpoczyna si’ od cz’"ci teoretycznej, która obejmuje kompleksowy
opis BNCT, w tym charakterystyk’ no"ników izotopu boru-10, ze szczególnym uwzgl’-
dnieniem p-boronofenyloalaniny. W pracy przedstawiono równie# w!a"ciwo"ci wi$zki
neutronowej produkowanej w reaktorze MARIA oraz omówiono dotychczasowe za-
stosowania BNCT w badaniach klinicznych u pacjentów onkologicznych. Cz’"( teo-
retyczna obejmuje ponadto charakterystyk’ typów nowotworów piersi, ze szczegól-
nym uwzgl’dnieniem linii komórkowych luminalnych i trójujemnych. Dodatkowo
przedstawiono w!a"ciwo"ci zastosowanych nanocz$stek z!ota oraz ich potencjalne
oddzia!ywanie z neutronami, co stanowi podstaw’ dla opracowanych eksperymen-
tów i analiz w pracy.

W dalszej cz’"ci rozprawy szczegó!owo opisano materia!y i metody wykorzystane
w badaniach. Przedstawiono charakterystyk’ linii komórkowych MDA-MB-231 oraz
MCF-7, opisano zastosowan$ p-boronofenyloalanin’ oraz )ród!o neutronów. Ponadto
zaprezentowano schematy eksperymentów obejmuj$ce ocen’ aktywno"ci metabolicz-
nej komórek, wnikania nanocz$stek z!ota, prze#ywalno"ci komórek, testu mikroj$-
drowego, testu ω-H2AX oraz badania apoptozy. Rozdzia! zawiera równie# krótki
podrozdzia! dotycz$cy zastosowanych metod analizy statystycznej, które umo#liwi!y
interpretacj’ uzyskanych wyników.

Na podstawie wyników testu MTT wybrano st’#enia nanocz$stek z!ota (8 µl/ml)
oraz BPA (30 mg/ml), które zosta!y zastosowane we wszystkich eksperymentach
przeprowadzonych dla obu linii komórkowych (MDA-MB-231 i MCF-7) oraz dwóch
czasów inkubacji (4 h i 24 h). Wyniki bada% wp!ywu promieniowania mieszanego
(50 % promieniowania neutronowego i 50 % promieniowania gamma) na obie linie
komórkowe, uzyskane za pomoc$ ró#nych testów stosowanych przez doktorantk’,
by!y zró#nicowane w zale#no"ci od metody pomiaru. We wszystkich przypadkach
jednak zaobserwowano, #e napromienianie komórek w obecno"ci nanocz$stek z!ota
oraz BPA wi$za!o si’ z wi’ksz$ redukcj$ prze#ywalno"ci komórek oraz zwi’kszon$
liczb$ uszkodze% DNA. Efekty te w niektórych eksperymentach by!y statystycznie
istotne, natomiast w innych ujawnia!y wyra)ny trend wskazuj$cy na zwi’kszon$
efektywno"( terapii w badanych warunkach.

Tego rodzaju badania maj$ istotne znaczenie dla rozwoju terapii borowo-neutro-
nowej w leczeniu nowotworu piersi. Uzyskane wyniki dostarczaj$ szczegó!owych in-
formacji dotycz$cych wnikania nanocz$stek do komórek, ich oddzia!ywania na prze-
#ywalno"( komórek, indukcj’ uszkodze% DNA oraz procesy apoptotyczne i nekro-
tyczne. Takie dane s$ kluczowe dla optymalizacji parametrów BNCT, w tym doboru
st’#e% no"ników boru, czasu inkubacji oraz kombinacji czynników terapeutycznych,
co mo#e przyczyni( si’ do zwi’kszenia efektywno"ci leczenia nowotworów opornych
na konwencjonalne metody radioterapii. Ponadto praca wnosi istotny wk!ad w po-
znanie interakcji nanocz$stek z!ota z promieniowaniem neutronowym, co stanowi
podstaw’ do projektowania nowych strategii terapii celowanej i precyzyjnej modu-
lacji odpowiedzi komórkowej na napromienianie.
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2 Poprawno!" redakcyjna rozprawy

Struktura rozprawy zosta!a zorganizowana w sposób logiczny i przejrzysty. Praca
obejmuje spis tre"ci oraz wykaz symboli, po których nast’puje siedem g!ównych cz’-
"ci: (1) wst’p, (2) cel pracy, (3) materia!y i metody, (4) wyniki, (5) dyskusja, (6)
wnioski oraz (7) bibliografia (która nie powinna by( traktowana jako rozdzia!). Na
ko%cu pracy znajduj$ si’ streszczenia w j’zyku polskim i angielskim, materia!y do-
datkowe, spis rysunków oraz dorobek publikacyjny doktorantki. Tre"ci pracy zosta!y
prawid!owo rozmieszczone, tworz$c spójn$ ca!o"(. Materia! badawczy przedstawiono
w formie rysunków, co umo#liwia klarown$ prezentacj’ wyników i u!atwia ich inter-
pretacj’ w kontek"cie prowadzonych analiz.

W pracy wykorzystano szeroki zakres testów biologicznych, w tym m.in. test
MTT, oznaczanie prze#ywalno"ci komórek, test mikroj$drowy oraz analiz’ ognisk
ω-H2AX, przeprowadzonych na dwóch liniach komórkowych: MDA-MB-231 oraz
MCF-7. Badania obejmowa!y kilka uk!adów eksperymentalnych, w tym komórki
z dodanymi nanocz$stkami z!ota, komórki z dodanym BPA, kombinacj’ obu czyn-
ników, a tak#e warianty z napromienianiem i bez napromieniania. Z jednej strony
"wiadczy to o bogactwie materia!u badawczego i systematycznym podej"ciu do ana-
lizy ró#nych warunków eksperymentalnych. Z drugiej strony trudne jest unikni’cie
powtarzania tre"ci w przedstawianiu wyników. W zwi$zku z tym mo#na rozwa#y(
inn$ struktur’ rozdzia!u „Wyniki” — zamiast dzieli( go na podrozdzia!y wed!ug za-
stosowanych testów i linii komórkowych, wyniki mog$ by( uporz$dkowane wed!ug
badanych zjawisk. W mojej ocenie, mo#na by!oby rozpocz$( od porównania wybra-
nych linii komórkowych na podstawie aktywno"ci metabolicznej (co dobrze obrazuje
ró#nice mi’dzy liniami oraz uzasadnia wybór konkretnych linii, a tak#e umo#liwia
okre"lenie optymalnego st’#enia nanocz$stek z!ota i BPA) w oparciu o test MTT,
uwzgl’dniaj$c przy tym dwa ró#ne czasy inkubacji. Nast’pnie mo#na osobno przed-
stawi( porównanie wnikania nanocz$stek w obu liniach komórkowych, a nast’pnie
porównanie prze#ywalno"ci komórek w ró#nych warunkach: a) podanie tylko BPA, b)
podanie tylko nanocz$stek z!ota, c) kombinacja obu czynników. Taki uk!ad pozwo-
li!by na bardziej przejrzyst$ i spójn$ prezentacj’ danych oraz u!atwi!by interpretacj’
wyników w kontek"cie analizowanych zjawisk biologicznych.

Rysunki i tabele w pracy zosta!y w!a"ciwie opisane, co u!atwia analiz’ przed-
stawionych danych. Zauwa#y( mo#na jednak, #e reakcje oraz wiele rysunków, szcze-
gólnie w rozdziale „Wst’p”, nie s$ przywo!ane w tre"ci pracy, co utrudnia pe!ne ich
powi$zanie z opisem przedstawianych zagadnie%. W pracy wyst’puje równie# kilka
tabel, do których doktorantka odwo!uje si’ w tek"cie okre"leniem „w tabeli poni-
#ej”, zamiast pos!ugiwa( si’ przypisan$ numeracj$. Stosowanie numeracji pozwala
na jednoznaczne odniesienia i u!atwia orientacj’ w tek"cie.

W dyskusji wyniki zosta!y porównane z danymi opublikowanymi przez inne grupy
badawcze, a jednocze"nie przedstawiono mo#liwe mechanizmy biologiczne, które
mog$ wyja"nia( obserwowane efekty w komórkach. Wnioski sformu!owano w spo-
sób adekwatny, z uwzgl’dnieniem niepewno"ci zwi$zanych z interpretacj$ danych.
Ca!o"( rozprawy zosta!a napisana j’zykiem naukowym, a przedstawione zagadnienia
s$ zrozumia!e i sformu!owane w sposób rzeczowy. Bibliografia obejmuje 142 pozy-
cje, w tym liczne aktualne publikacje z ostatnich lat, co "wiadczy o gruntownym
opanowaniu tematu, uwzgl’dnianiu bie#$cych osi$gni’( naukowych oraz aktualnych
trendów w dziedzinie BNCT i bada% z u#yciem nanocz$stek.

W pracy wyst’puj$ nieliczne b!’dy edytorskie, których wychwycenie jest natural-
nym zadaniem recenzenta. Zosta!y one szczegó!owo omówione w kolejnym rozdziale
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i nie maj$ wp!ywu na warto"( naukow$ rozprawy.

3 Uwagi krytyczne

Rozprawa zosta!a odpowiednio zredagowana, jednak zauwa#y!am kilka drobnych
kwestii edytorskich oraz pyta%, które przedstawi!am poni#ej dla zachowania przej-
rzysto"ci.

1. Zasadne jest wprowadzanie podrozdzia!ów w sytuacji, gdy wyst’puje ich wi’-
cej ni# jeden. W rozdziale pierwszym pojawiaj$ si’ pojedyncze podrozdzia!y
(np. 1.2.1, 1.4.1, 1.6.1), które mo#na wyra)niej zaznaczy( poprzez pogrubie-
nie tytu!ów lub, alternatywnie, rozwa#y( wprowadzenie dwóch podrozdzia!ów
w danym miejscu.

2. Wysokoenergetyczne cz$stki nie s$ synonimem promieniowania o wysokim
LET (strona 9). O klasyfikacji promieniowania decyduje sposób jego oddzia-
!ywania z atomami o"rodka, a nie wy!$cznie energia cz$stek. Promieniowanie
o wysokim LET charakteryzuje si’ g’st$ jonizacj$ o"rodka.

3. W tek"cie wyst’puj$ literówki i drobne b!’dy interpunkcyjne, np.: „wi$#ki”
(str. 14), „badawczymch” (str. 18) oraz „tróujemne” (wielokrotnie). *$cznie
mo#na zidentyfikowa( kilkana"cie podobnych literówek w ca!ym tek"cie.

4. W pracy pojawiaj$ si’ przyk!ady nieprecyzyjnego #argonu oraz sformu!owa%
niezgodnych z konwencjami naukowymi. Na stronie 9 stwierdzenie „Rozpad j$-
dra boru-10 prowadzi do wytworzenia cz$stek alfa” powinno brzmie( „Rozpad
j$dra boru-10 prowadzi do emisji cz$stek alfa”. Sformu!owanie „komórki by!y
traktowane” równie# ma charakter #argonowy i warto je zast$pi( bardziej pre-
cyzyjnym opisem procedury. Ponadto Narodowe Centrum Bada% J$drowych
ma siedzib’ w &wierku, a nie w Otwocku; informacja o lokalizacji w Otwocku
pojawia si’ przy afiliacji promotorki pomocniczej oraz jako tytu! podrozdzia!u
1.3.4. Poprawa tych sformu!owa% zwi’ksza zgodno"( z naukow$ terminologi$
i poprawia czytelno"( tekstu.

5. Nag!ówki w tabelach 1 i 2 (czarne litery na niebieskim tle) s$ s!abo widoczne,
co utrudnia ich odczyt.

6. Na rysunku 5 (strona 31) przedstawiono podzia! nowotworów piersi, jednak tre-
"ci zawarte na rysunku nie zosta!y omówione ani przywo!ane w tek"cie pracy.
W szczególno"ci brak jest odniesienia do rysunku (kwesti’ t’ poruszam równie#
w rozdziale 2 recenzji) oraz opisu nowotworów pierwotnych i naciekaj$cych.

7. W kilku miejscach w pracy, równie# na rysunkach, zastosowano kropki jako
separatory dziesi’tne zamiast przecinków (np. przy zapisie energii neutronów
na stronie 18 oraz warto"ci dawek w schematach eksperymentów). Zgodnie
z polsk$ konwencj$ zapisu liczbowego w!a"ciwe jest stosowanie przecinków jako
separatorów dziesi’tnych.

8. Wi’kszo"( skrótów zosta!a rozwini’ta przy pierwszym u#yciu, wyj$tkiem jest
skrót TLD (Thermoluminescent Dosimeter), który pojawia si’ po raz pierwszy
na stronie 40 bez podania wyja"nienia.
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9. Zapis wyk!adniczy warto"ci energii neutronów na stronie 40 oraz st’#enia na-
nocz$stek w zawiesinie na stronie 41 jest trudny do odczytania i wymaga
poprawy w celu zwi’kszenia czytelno"ci przedstawionych danych.

10. W pracy zauwa#ono nieprawid!owo"ci w zapisie warto"ci z niepewno"ciami.
Zgodnie z przyj’tymi zasadami, niepewno"ci powinny by( podawane z dwoma
cyframi znacz$cymi, a liczba miejsc po przecinku w warto"ci "redniej powinna
by( dostosowana do dok!adno"ci niepewno"ci. W pracy doktorantka podaje
warto"ci z nawet czterema cyframi znacz$cymi, np. na stronach 59 i 64.

Dodatkowo przedstawiam poni#ej kilka uwag, prosz$c doktorantk’ o ich skomen-
towanie:

1. Poprosz’ o szczegó!owe wyja"nienie, w jaki sposób oszacowano dawki promie-
niowania za pomoc$ termoluminescencyjnych detektorów (TLD)? Jakie czyn-
niki mog$ t!umaczy( rozbie#no"ci warto"ci dawki poch!oni’tej zmierzonych
w ró#nych dniach, w jaki sposób obliczono dawk’ efektywn$ i w jakich jednost-
kach jest ona podawana? Dodatkowo, w jaki sposób oszacowano niepewno"ci
zwi$zane z dawk$ i jak uwzgl’dniono w tych szacunkach niepewno"( wynika-
j$c$ z faktu, #e komórki znajdowa!y si’ w ró#nych fazach cyklu komórkowego
(rozdzia! 4.3.2)?

2. W pracy pojawia si’ informacja, #e test ognisk naprawczych, polegaj$cy na
zliczaniu ognisk pod mikroskopem fluorescencyjnym, jest jedynie metod$ ja-
ko"ciow$, a nie ilo"ciow$, w przeciwie%stwie do pomiaru poziomu fluorescencji.
Jakie s$ tego powody? Dodatkowo, w pracy doktorantka stwierdza, #e prze-
prowadzono analiz’ powstawania i zanikania ognisk naprawczych (strona 140)
— czy rzeczywi"cie wykonano tak$ analiz’?

3. Poprosz’ o doprecyzowanie, czy w przypadku eksperymentów wykorzystuj$-
cych test prze#ywalno"ci oraz test mikroj$drowy ka#dy z trzech niezale#nie
przeprowadzonych eksperymentów obejmowa! równie# replikanty techniczne?
Je"li tak, to ile replikantów zastosowano w ka#dym eksperymencie oraz w jaki
sposób wyliczono niepewno"ci – jako odchylenie standardowe populacji czy
odchylenie standardowe "redniej?

4. Dlaczego do eksperymentów opisanych w pracy doktorantka wybra!a st’#enie
p-boronofenyloalaniny (BPA) na poziomie 30 mg/mL, zamiast ni#szego st’#e-
nia 15 mg/mL, przy którym w te"cie MTT obserwowano ju# istotne ró#nice
statystyczne? Prosz’ o uzasadnienie tej decyzji w kontek"cie zarówno obser-
wowanych efektów biologicznych, jak i bezpiecze%stwa czy mo#liwego wp!ywu
na wyniki terapii borowo-neutronowej.

5. Jakie dodatkowe badania potwierdzi!yby i pog!’bi!y wiedz’ na temat proce-
sów biologicznych wp!ywaj$cych na efektywno"( terapii borowo-neutronowej
w po!$czeniu z nanocz$stkami z!ota? Pro"ba o wskazanie mo#liwych kierun-
ków bada%, potencjalnych metod eksperymentalnych oraz parametrów, które
warto by!oby uwzgl’dni( w dalszych analizach.

4 Ocena ko#cowa

Osi$gni’ciem doktorantki jest przeprowadzenie kompleksowych eksperymentów ra-
diobiologicznych, które umo#liwi!y odpowied) na pytanie dotycz$ce wp!ywu nano-
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cz$stek z!ota na uwra#liwianie komórek nowotworowych. Badania obejmowa!y ana-
liz’ odpowiedzi komórkowej zarówno na poziomie ca!ej komórki – obejmuj$c prze-
#ywalno"(, apoptoz’ i nekroz’ – jak i na poziomie uszkodze% DNA, poprzez ocen’
powstawania ognisk naprawczych oraz mikroj$der. Tak zebrany przez doktorantk’
materia! badawczy stanowi wk!ad naukowy i spe!nia warunek przyznania stopnia
doktora. Wyniki bada% przedstawione w rozprawie jednoznacznie wskazuj$ na zdol-
no"( doktorantki do samodzielnej pracy naukowej oraz na jej rozumienie metodologii
projektowania eksperymentów i analizy danych pomiarowych.

Osi$gni’cia mgr Wiktorii Emilii Krakowiak odzwierciedlaj$ jej umiej’tno"ci eks-
perymentalne w realizacji bada% komórkowych z wykorzystaniem wi$zki neutrono-
wej w NCBJ. Jej dorobek publikacyjny, obejmuj$cy cztery prace wynikaj$ce nie
tylko z zagadnie% z obszaru tematu rozprawy, lecz tak#e z aktywnego udzia!u we
wspólnych badaniach, wskazuje zarówno na zaanga#owanie naukowe, jak i zdolno"(
do efektywnej pracy w zespole badawczym.

Ja, ni#ej podpisana, potwierdzam, #e recenzowana rozprawa doktorska mgr Wik-
torii Emilii Krakowiak pt. „Uwra#liwianie opornych komórek nowotworowych piersi
za pomoc$ nanocz$stek z!ota w terapii borowo-neutronowej (BNCT)” spe!nia wy-
magania okre"lone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. "Prawo o szkolnictwie wy#szym
i nauce"(tj. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pó)n. zm.) i wnosz’ do Rady Nauko-
wej Instytutu Biologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach, w dziedzinie
nauk "cis!ych i przyrodniczych, o dopuszczenie mgr Wiktorii Emilii Krakowiak do
kolejnych etapów post’powania doktorskiego oraz do publicznej obrony.

Z powa!aniem,

.....................................
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