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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR WIKTORIT EMILII KRAKOWIAK
PT. "UWRAZLIWIANIE OPORNYCH KOMOREK NOWOTWOROWYCH PIERSI ZA POMOCA
NANOCZASTEK ZLOTA W TERAPII BOROWO-NEUTRONOWEJ (BNCT)"

Projekt rozprawy doktorskiej mgr Wiktorii Emilii Krakowiak pt. ,,Uwrazliwianie
opornych komoérek nowotworowych piersi za pomoca nanoczastek ztota w terapii
borowo-neutronowej (BNCT)” zostal zrealizowany w Instytucie Biologii Uniwersy-
tetu Jana Kochanowskiego (UJK) w Kielcach pod kierunkiem dr hab. Haliny Lisow-
skiej, prof. UJK, we wspotpracy z Narodowym Centrum Badan Jadrowych (NCBJ)
w Swierku przy wspotudziale promotorki pomocniczej dr Karoliny Wojciuk z tej
jednostki.

Rozprawa doktorska opiera sie na wynikach badan eksperymentalnych przepro-
wadzonych na dwoéch liniach komoérek nowotworowych piersi, realizowanych w kon-
tekscie terapii borowo-neutronowej (Boron Neutron Capture Therapy, BNCT). W ba-
daniach wykorzystano nanoczastki ztota o dwoch réznych rozmiarach oraz p-borono-
fenyloalanine. Zakres prac eksperymentalnych obejmowal réwniez napromienianie
komorek, przeprowadzone reaktorze MARIA w Narodowym Centrum Badan Jadro-
wych. Przedstawione w rozprawie wyniki nie byly dotychczas publikowane. Dok-
torantka jest natomiast wspotautorks pracy przegladowej dotyczacej medycznych
zastosowan terapii borowo-neutronowej, opublikowanej w czasopismie Medical Stu-
dies / Studia Medyczne (ISSN: 1899-1874).

Niniejsza recenzja zostala przygotowana na zlecenie Rady Naukowej Instytutu
Biologii UJK w Kielcach w ramach postepowania doktorskiego w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych.

1 Warto$¢é naukowa pracy

Rozprawa doktorska mgr Wiktorii Emilii Krakowiak koncentruje sie na badaniu
mozliwosci zwiekszenia efektywnosci terapii borowo-neutronowej z zastosowaniem
nanoczastek ztota oraz zwiazku borowego — p-boronofenyloalaniny (BPA). Prace
eksperymentalne zostaly przeprowadzone na dwoch liniach komoérek nowotworowych
piersi: trojujemnej oraz luminalnej. W ramach badan zostal opracowany protokot na-
promieniania wiazka neutronowa w poczcie hydraulicznej reaktora MARIA w NCBJ
oraz dobrano optymalne stezenia nanoczastek ztota i BPA, a takze oceniono ich wni-
kanie do komorek.

Analizy, przeprowadzone przez doktorantke, obejmowaty rézne uktady ekspery-
mentalne: komorki inkubowane z nanoczgstkami zlota, z BPA, z kombinacja obu



czynnikéw oraz warunki z napromienianiem i bez napromieniania. W badaniach
oceniano populacje komorkowe w réznych fazach cyklu komoérkowego, przezywalnosé
komorek, indukcje mikrojader, powstawanie ognisk naprawczych DNA oraz procesy
apoptozy i nekrozy. Celem pracy bylo okreslenie potencjalu uwrazliwiania komorek
nowotworowych na promieniowanie neutronowe poprzez synergistyczne oddziaty-
wanie nanoczastek ztota i BPA, a takze weryfikacja skutecznosci i bezpieczernistwa
zaproponowanych protokoléw napromieniania.

Rozprawa rozpoczyna sie od czedci teoretycznej, ktora obejmuje kompleksowy
opis BNCT, w tym charakterystyke nosnikoéw izotopu boru-10, ze szczegdlnym uwzgle-
dnieniem p-boronofenyloalaniny. W pracy przedstawiono réwniez wtasciwosci wiazki
neutronowej produkowanej w reaktorze MARIA oraz oméwiono dotychczasowe za-
stosowania BNCT w badaniach klinicznych u pacjentéw onkologicznych. Czesé teo-
retyczna obejmuje ponadto charakterystyke typow nowotworéw piersi, ze szczeg6l-
nym uwzglednieniem linii komoérkowych luminalnych i tréjujemnych. Dodatkowo
przedstawiono wlasciwosci zastosowanych nanoczastek zlota oraz ich potencjalne
oddziatywanie z neutronami, co stanowi podstawe dla opracowanych eksperymen-
tow i analiz w pracy.

W dalszej czesci rozprawy szczegdltowo opisano materiaty i metody wykorzystane
w badaniach. Przedstawiono charakterystyke linii komérkowych MDA-MB-231 oraz
MCF-7, opisano zastosowana p-boronofenyloalanine oraz zrédto neutronéw. Ponadto
zaprezentowano schematy eksperymentow obejmujace ocene aktywnosci metabolicz-
nej komorek, wnikania nanoczastek ztota, przezywalnosci komoérek, testu mikroja-
drowego, testu v-H2AX oraz badania apoptozy. Rozdzial zawiera réwniez krotki
podrozdziat dotyczacy zastosowanych metod analizy statystycznej, ktore umozliwity
interpretacje uzyskanych wynikow.

Na podstawie wynikow testu MTT wybrano stezenia nanoczastek ztota (8 ul/ml)
oraz BPA (30 mg/ml), ktore zostaly zastosowane we wszystkich eksperymentach
przeprowadzonych dla obu linii komoérkowych (MDA-MB-231 i MCF-7) oraz dwoch
czasOw inkubacji (4 h i 24 h). Wyniki badan wplywu promieniowania mieszanego
(50 % promieniowania neutronowego i 50 % promieniowania gamma) na obie linie
komorkowe, uzyskane za pomoca réznych testow stosowanych przez doktorantke,
byty zréznicowane w zaleznosci od metody pomiaru. We wszystkich przypadkach
jednak zaobserwowano, ze napromienianie komoérek w obecnosci nanoczastek ztota
oraz BPA wiazalo si¢ z wieksza redukcja przezywalnosci komoérek oraz zwiekszona
liczba uszkodzen DNA. Efekty te w niektorych eksperymentach byty statystycznie
istotne, natomiast w innych ujawnialy wyrazny trend wskazujacy na zwiekszona
efektywnosé terapii w badanych warunkach.

Tego rodzaju badania maja istotne znaczenie dla rozwoju terapii borowo-neutro-
nowej w leczeniu nowotworu piersi. Uzyskane wyniki dostarczaja szczegdétowych in-
formacji dotyczacych wnikania nanoczastek do komorek, ich oddzialywania na prze-
zywalnos¢ komorek, indukcje uszkodzenn DNA oraz procesy apoptotyczne i nekro-
tyczne. Takie dane sa kluczowe dla optymalizacji parametrow BNCT, w tym doboru
stezen nosnikéw boru, czasu inkubacji oraz kombinacji czynnikéw terapeutycznych,
co moze przyczynié sie do zwiekszenia efektywnosci leczenia nowotwordéw opornych
na konwencjonalne metody radioterapii. Ponadto praca wnosi istotny wktad w po-
znanie interakcji nanoczastek zlota z promieniowaniem neutronowym, co stanowi
podstawe do projektowania nowych strategii terapii celowanej i precyzyjnej modu-
lacji odpowiedzi komoérkowej na napromienianie.



2 Poprawno$é redakcyjna rozprawy

Struktura rozprawy zostata zorganizowana w sposéb logiczny i przejrzysty. Praca
obejmuje spis tresci oraz wykaz symboli, po ktérych nastepuje siedem gtéownych cze-
sci: (1) wstep, (2) cel pracy, (3) materialy i metody, (4) wyniki, (5) dyskusja, (6)
wnioski oraz (7) bibliografia (ktéra nie powinna by¢ traktowana jako rozdzial). Na
koncu pracy znajduja sie streszczenia w jezyku polskim i angielskim, materiaty do-
datkowe, spis rysunkow oraz dorobek publikacyjny doktorantki. Tresci pracy zostaty
prawidtowo rozmieszczone, tworzac spojna catosé. Material badawczy przedstawiono
w formie rysunkéw, co umozliwia klarowng prezentacje wynikow i utatwia ich inter-
pretacje w kontekscie prowadzonych analiz.

W pracy wykorzystano szeroki zakres testéow biologicznych, w tym m.in. test
MTT, oznaczanie przezywalnosci komorek, test mikrojadrowy oraz analize ognisk
~v-H2AX, przeprowadzonych na dwoch liniach komoérkowych: MDA-MB-231 oraz
MCEF-7. Badania obejmowaly kilka uktadéw eksperymentalnych, w tym komorki
z dodanymi nanoczastkami zlota, komoérki z dodanym BPA, kombinacje obu czyn-
nikéow, a takze warianty z napromienianiem i bez napromieniania. 7Z jednej strony
sSwiadczy to o bogactwie materiatu badawczego i systematycznym podejsciu do ana-
lizy r6znych warunkow eksperymentalnych. Z drugiej strony trudne jest unikniecie
powtarzania tresci w przedstawianiu wynikéw. W zwiazku z tym mozna rozwazyé
inng strukture rozdziatu ,Wyniki” — zamiast dzieli¢ go na podrozdziaty wedtug za-
stosowanych testow i linii komoérkowych, wyniki moga by¢ uporzadkowane wedtug
badanych zjawisk. W mojej ocenie, mozna byloby rozpoczaé¢ od poréwnania wybra-
nych linii komorkowych na podstawie aktywnosci metabolicznej (co dobrze obrazuje
roznice miedzy liniami oraz uzasadnia wybor konkretnych linii, a takze umozliwia
okreslenie optymalnego stezenia nanoczastek ztota i BPA) w oparciu o test MTT,
uwzgledniajac przy tym dwa rézne czasy inkubacji. Nastepnie mozna osobno przed-
stawi¢ porOwnanie wnikania nanoczastek w obu liniach komoérkowych, a nastepnie
poréwnanie przezywalnosci komoérek w roznych warunkach: a) podanie tylko BPA, b)
podanie tylko nanoczastek ztota, ¢) kombinacja obu czynnikéw. Taki uktad pozwo-
litby na bardziej przejrzysta i spojna prezentacje danych oraz utatwitby interpretacje
wynikéw w kontekscie analizowanych zjawisk biologicznych.

Rysunki i tabele w pracy zostaly wtasciwie opisane, co utatwia analize przed-
stawionych danych. Zauwazyé¢ mozna jednak, ze reakcje oraz wiele rysunkow, szcze-
golnie w rozdziale ,Wstep”, nie sa przywotane w tresci pracy, co utrudnia petne ich
powiazanie z opisem przedstawianych zagadnien. W pracy wystepuje rowniez kilka
tabel, do ktoérych doktorantka odwotuje sie w tekscie okresleniem ,w tabeli poni-
zej”, zamiast postugiwaé sie przypisana numeracja. Stosowanie numeracji pozwala
na jednoznaczne odniesienia i utatwia orientacje w tekscie.

W dyskusji wyniki zostaly poréwnane z danymi opublikowanymi przez inne grupy
badawcze, a jednoczesnie przedstawiono mozliwe mechanizmy biologiczne, ktore
moga wyjasnia¢ obserwowane efekty w komorkach. Wnioski sformutowano w spo-
sob adekwatny, z uwzglednieniem niepewnosci zwigzanych z interpretacja danych.
Catos¢ rozprawy zostala napisana jezykiem naukowym, a przedstawione zagadnienia
sa zrozumiale i sformutowane w sposob rzeczowy. Bibliografia obejmuje 142 pozy-
cje, w tym liczne aktualne publikacje z ostatnich lat, co $wiadczy o gruntownym
opanowaniu tematu, uwzglednianiu biezacych osiagnie¢ naukowych oraz aktualnych
trendéw w dziedzinie BNCT i badai z uzyciem nanoczastek.

W pracy wystepuja nieliczne btedy edytorskie, ktérych wychwycenie jest natural-
nym zadaniem recenzenta. Zostaly one szczegétowo oméwione w kolejnym rozdziale



i nie maja wplywu na wartos¢ naukows rozprawy.

3 Uwagi krytyczne

Rozprawa zostata odpowiednio zredagowana, jednak zauwazylam kilka drobnych
kwestii edytorskich oraz pytan, ktore przedstawilam ponizej dla zachowania przej-
rzystosci.

1. Zasadne jest wprowadzanie podrozdzialow w sytuacji, gdy wystepuje ich wie-
cej niz jeden. W rozdziale pierwszym pojawiaja sie pojedyncze podrozdziaty
(np. 1.2.1, 1.4.1, 1.6.1), ktore mozna wyrazniej zaznaczy¢ poprzez pogrubie-
nie tytuléw lub, alternatywnie, rozwazy¢ wprowadzenie dwoch podrozdziatow
w danym miejscu.

2. Wysokoenergetyczne czastki nie sa synonimem promieniowania o wysokim
LET (strona 9). O klasyfikacji promieniowania decyduje sposob jego oddzia-
tywania z atomami osrodka, a nie wylacznie energia czastek. Promieniowanie
o wysokim LET charakteryzuje si¢ gesta jonizacja osrodka.

3. W tekécie wystepuja literowki i drobne btedy interpunkcyjne, np.: ,wiazki”
(str. 14), ,badawczymch” (str. 18) oraz ,troujemne” (wielokrotnie). Lacznie
mozna zidentyfikowaé¢ kilkanascie podobnych literéwek w calym tekscie.

4. W pracy pojawiaja sie przyktady nieprecyzyjnego zargonu oraz sformutowan
niezgodnych z konwencjami naukowymi. Na stronie 9 stwierdzenie ,,Rozpad ja-
dra boru-10 prowadzi do wytworzenia czastek alfa” powinno brzmieé¢ ,,Rozpad
jadra boru-10 prowadzi do emisji czastek alfa”. Sformulowanie ,komoérki byty
traktowane” réwniez ma charakter zargonowy i warto je zastapi¢ bardziej pre-
cyzyjnym opisem procedury. Ponadto Narodowe Centrum Badan Jadrowych
ma siedzibe w Swierku, a nie w Otwocku; informacja o lokalizacji w Otwocku
pojawia sie przy afiliacji promotorki pomocniczej oraz jako tytut podrozdziatu
1.3.4. Poprawa tych sformutowan zwieksza zgodnosé z naukows terminologia
i poprawia czytelnos¢ tekstu.

5. Naglowki w tabelach 11 2 (czarne litery na niebieskim tle) sa stabo widoczne,
co utrudnia ich odczyt.

6. Narysunku 5 (strona 31) przedstawiono podzial nowotworéw piersi, jednak tre-
Sci zawarte na rysunku nie zostaly omoéwione ani przywotane w tekscie pracy.
W szczegblnosei brak jest odniesienia do rysunku (kwestie te poruszam rowniez
w rozdziale 2 recenzji) oraz opisu nowotworéw pierwotnych i naciekajacych.

7. W kilku miejscach w pracy, rowniez na rysunkach, zastosowano kropki jako
separatory dziesietne zamiast przecinkow (np. przy zapisie energii neutronoéw
na stronie 18 oraz wartosci dawek w schematach eksperymentow). Zgodnie
z polska konwencja zapisu liczbowego wtasciwe jest stosowanie przecinkéw jako
separatorow dziesietnych.

8. Wiekszos¢ skrotow zostata rozwinieta przy pierwszym uzyciu, wyjatkiem jest
skrot TLD (Thermoluminescent Dosimeter), ktory pojawia sie po raz pierwszy
na stronie 40 bez podania wyjasnienia.
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9.

10.

Zapis wyktadniczy wartosci energii neutronéw na stronie 40 oraz stezenia na-
noczastek w zawiesinie na stronie 41 jest trudny do odczytania i wymaga
poprawy w celu zwiekszenia czytelnosci przedstawionych danych.

W pracy zauwazono nieprawidtowosci w zapisie warto$ci z niepewnosciami.
Zgodnie z przyjetymi zasadami, niepewnoéci powinny by¢ podawane z dwoma
cyframi znaczacymi, a liczba miejsc po przecinku w wartosci sredniej powinna
by¢ dostosowana do dokladnosci niepewnosci. W pracy doktorantka podaje
wartosci z nawet czterema cyframi znaczacymi, np. na stronach 59 i 64.

Dodatkowo przedstawiam ponizej kilka uwag, proszac doktorantke o ich skomen-
towanie:

1.

Poprosze o szczegbdtowe wyjasnienie, w jaki sposob oszacowano dawki promie-
niowania za pomoca termoluminescencyjnych detektorow (TLD)? Jakie czyn-
niki moga tlumaczy¢ rozbieznosci wartosci dawki pochlonietej zmierzonych
w roznych dniach, w jaki sposob obliczono dawke efektywna i w jakich jednost-
kach jest ona podawana? Dodatkowo, w jaki sposéb oszacowano niepewnosci
zwigzane z dawka i jak uwzgledniono w tych szacunkach niepewnos¢ wynika-
jaca z faktu, ze komorki znajdowaly sie w réznych fazach cyklu komoérkowego
(rozdzial 4.3.2)7

. W pracy pojawia si¢ informacja, ze test ognisk naprawczych, polegajacy na

zliczaniu ognisk pod mikroskopem fluorescencyjnym, jest jedynie metoda ja-
kosciowa, a nie ilo$ciows, w przeciwienistwie do pomiaru poziomu fluorescencji.
Jakie sg tego powody? Dodatkowo, w pracy doktorantka stwierdza, ze prze-
prowadzono analize powstawania i zanikania ognisk naprawczych (strona 140)
— czy rzeczywiscie wykonano taka analize?

. Poprosze o doprecyzowanie, czy w przypadku eksperymentéw wykorzystuja-

cych test przezywalnosci oraz test mikrojadrowy kazdy z trzech niezaleznie
przeprowadzonych eksperymentéw obejmowat réwniez replikanty techniczne?
Jesli tak, to ile replikantow zastosowano w kazdym eksperymencie oraz w jaki
sposob wyliczono niepewno$ci — jako odchylenie standardowe populacji czy
odchylenie standardowe sredniej?

. Dlaczego do eksperymentow opisanych w pracy doktorantka wybrala stezenie

p-boronofenyloalaniny (BPA) na poziomie 30 mg/mL, zamiast nizszego steze-
nia 15 mg/mL, przy ktorym w tescie MTT obserwowano juz istotne réznice
statystyczne? Prosze o uzasadnienie tej decyzji w kontekscie zaréwno obser-
wowanych efektéow biologicznych, jak i bezpieczenstwa czy mozliwego wplywu
na wyniki terapii borowo-neutronowe;j.

Jakie dodatkowe badania potwierdzityby i pogtebily wiedze na temat proce-
sow biologicznych wplywajacych na efektywnosé terapii borowo-neutronowe;j
w potaczeniu z nanoczastkami ztota? Prosba o wskazanie mozliwych kierun-
kow badan, potencjalnych metod eksperymentalnych oraz parametrow, ktore
warto bytoby uwzgledni¢ w dalszych analizach.

Ocena koncowa

Osiagnieciem doktorantki jest przeprowadzenie kompleksowych eksperymentéw ra-
diobiologicznych, ktére umozliwity odpowiedZ na pytanie dotyczace wpltywu nano-



czastek zlota na uwrazliwianie komoérek nowotworowych. Badania obejmowaly ana-
lize odpowiedzi komoérkowej zaréwno na poziomie catej komoérki — obejmujac prze-
zywalnos¢, apoptoze i nekroze — jak i na poziomie uszkodzen DNA, poprzez ocene
powstawania ognisk naprawczych oraz mikrojader. Tak zebrany przez doktorantke
material badawczy stanowi wktad naukowy i spelnia warunek przyznania stopnia
doktora. Wyniki badar przedstawione w rozprawie jednoznacznie wskazuja na zdol-
nos¢ doktorantki do samodzielnej pracy naukowej oraz na jej rozumienie metodologii
projektowania eksperymentéw i analizy danych pomiarowych.

Osiagniecia mgr Wiktorii Emilii Krakowiak odzwierciedlaja jej umiejetnosci eks-
perymentalne w realizacji badan komoérkowych z wykorzystaniem wigzki neutrono-
wej w NCBJ. Jej dorobek publikacyjny, obejmujacy cztery prace wynikajace nie
tylko z zagadnienn z obszaru tematu rozprawy, lecz takze z aktywnego udzialu we
wspo6lnych badaniach, wskazuje zar6wno na zaangazowanie naukowe, jak i zdolnosé
do efektywnej pracy w zespole badawczym.

Ja, nizej podpisana, potwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Wik-
torii Emilii Krakowiak pt. ,,Uwrazliwianie opornych komoérek nowotworowych piersi
za pomoca nanoczastek ztota w terapii borowo-neutronowej (BNCT)” spelnia wy-
magania okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. "Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce"(tj. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.) i wnosze do Rady Nauko-
wej Instytutu Biologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach, w dziedzinie
nauk $cistych i przyrodniczych, o dopuszczenie mgr Wiktorii Emilii Krakowiak do
kolejnych etapow postepowania doktorskiego oraz do publicznej obrony.

7 powazaniem,



