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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Wiktorii Krakowiak
pt. ,Uwrazliwianie opornych komérek nowotworowych piersi za pomocg nanoczastek

ztota w terapii borowo-neutronowej (BNCT)”

1. Wartos$é naukowa rozprawy - trafnos¢ podjetej tematyki badawczej i jej oryginalnos¢

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy wykorzystania nanoczastek ztota jako
promieniouwrazliwiacza w terapii borowo-neutronowej (BNCT).

Terapia BNCT jest rodzajem radioterapii, w ktorej wykorzystuje sie reakcje neutrondw
z jadrami izotopu boru °B, w wyniku ktérych dochodzi do rozbicia jgdra boru na jadro litu
i helu, czyli czastke alfa. Czastki alfa charakteryzuja sie bardzo duzg gestoscia jonizacji i matym
zasiegiem porownywalnym z rozmiarami komorki, co powoduje, ze catg energie mogg
deponowa¢ w komorkach nowotworowych i skutecznie uszkadza¢ ich DNA. Kluczowym
wyzwaniem terapii BNCT jest zaprojektowanie optymalnych no$nikdéw dostarczajgcych bor do
komédrek nowotworowych, czyli takich, aby ich koncentracja w tkankach prawidtowych byta
jak najmniejsza. Dwa najczesciej stosowane nosniki boru, BPA i BSH, chociaz dopuszczone
w badaniach klinicznych, nie sg idealne i wcigz poszukiwane sg nowe zwigzki. Poszukiwane s3
takze zwigzki dodatkowo uwrazliwiajagce komdrki nowotworowe na terapie BNC. Jednym
z takich zwigzkdw sg nanoczgstki ztota, ktdre w zatozeniu mogg wzmocni¢ efekt terapeutyczny
BNCT dzieki reakcjom pomiedzy neutronami i atomami ztota prowadzacymi do dodatkowej
emisji promieniowania gamma.

W Polsce obecnie sg dwa osrodki, ktére rozwijajg terapie borowo-neutronows,

mianowicie Narodowe Centrum Badan Jadrowych (NCBJ) w Swierku, gdzie przygotowywane



jest stanowisko do BNCT przy reaktorze badawczym MARIA oraz Centrum Onkologii
w Bydgoszczy, gdzie powstaje Osrodek Badawczo-Kliniczny Terapii Borowo-Neutronowej
(OBTBN). Kazdy osrodek, ktéry planuje nowe terapie musi przeprowadzi¢ niezbedne badania
radiobiologiczne. Dzieki nim wecigz poznajemy mechanizmy decydujgce o odpowiedzi
nowotworu i tkanek prawidtowych na leczenie promieniowaniem. Dlatego badania
radiobiologiczne Doktorantki, w ktérych wykorzystuje nanoczastki ztota w celu uwrazliwienia
komdrek nowotworowych na BNCT uwazam za bardzo oryginalne i potrzebne.

Terapia borowo-neutronowa kojarzy sie przede wszystkim z nowotworami madzgu,
zwtaszcza z tym najbardziej ztosliwym, czyli glejakiem wielopostaciowym, dla ktérego do dzis
nie ma skutecznych metod leczenia. W przypadku czerniakow przetomowa okazata sie
immunoterapia, czyli zastosowanie inhibitorow punktéw kontrolnych anty-PD-1 i anty-CTLA-
4. Dzieki niej obecnie wyniki badan klinicznych sg na poziomie 40-50% przezy¢ piecioletnich.
Terapia BNC raczej nie kojarzy sie z rakiem piersi i do tej pory przeprowadzono tylko jedno
badanie kliniczne, w ktérym zastosowano BNCT na wznowy HER-2 dodatniego raka piersi. Od
czasu odkrycia, ze raki piersi charakteryzuja sie niskim wsp. a/[3, czyli sg wrazliwe na wysokie
dawki frakcyjne promieniowania, hipofrakcjonowana radioterapia podawana w krétkim czasie
jest szeroko stosowana w praktyce klinicznej u kobiet po zabiegach operacyjnych. Zatem
wybér do badan nad BNCT dwdch linii raka piersi (HER2-ujemnych) nie jest intuicyjny. Z drugiej
strony rak piersi potrdjnie ujemny, najgorzej rokujgcy podtyp raka piersi, mimo stosowanych
chemioterapii kojarzonych z immunoterapig nadal jest wyzwaniem. Dlatego badania
przeprowadzone na linii MDA-MB-231 reprezentujgcej raka potréjnie ujemnego s3g
wartosciowe.

Generalnie Doktorantka podjeta sie ambitnego zadania, poniewaz wymagajgcego
w pierwsze] kolejnosci opracowania protokotu napromieniania w poczcie hydraulicznej
reaktora MARIA w NCBJ. Ponadto trudnego logistycznie, poniewaz oprdcz napromieniania
czesc testow funkcjonalnych wykonywata w laboratorium Uniwersytetu Jana Kochanowskiego
w Kielcach co wymagato przewozenia komérek w odpowiednich warunkach. Jestem pod

wrazeniem ilosci zastosowanych przez doktorantke metod badawczych i ogromu wykonanej

pracy.



2. Warto$¢ merytoryczna rozprawy

W czesci wstepnej rozprawy Doktorantka umiejetnie wprowadza czytelnika w dziedzine
badawcza. Doktadnie omawia zasade dziatania terapii borowo-neutronowej (BNCT) oraz
historie jej zastosowania. Nastepnie charakteryzuje rodzaje zwigzkow zawierajgcych izotop
10B, trzy generacje nos$nikdw izotopu °B skupiajgc sie szczegdlnie na jednym z nich, czyli na
p- borofenyloalaninie (BPA), ktory to zwigzek wykorzystata w badaniach bedgcych tematem
pracy doktorskiej. W dalszej cze$ci Doktorantka skupia sie na zagadnieniach fizycznych terapii
BNCT, charakteryzuje neutrony i promieniowanie neutronowe oraz rodzaje zrddet
promieniowania neutronowego. Jednym z najczesciej wykorzystywanych zrédet do badan
eksperymentalnych oraz klinicznych, sg reaktory jgdrowe. W Polsce mamy jeden czynny
reaktor jagdrowy MARIA w Narodowym Centrum Badar Jadrowych (NCBJ) w Swierku, ktéry
jest rowniez reaktorem badawczym i w swoich badaniach Doktorantka wykorzystata strumien
neutronéw produkowany przez ten reaktor. Dlatego dobrze, ze we wstepie znalazt sie tez opis
budowy i dziatania reaktora jagdrowego MARIA. W dalszej czesci wstepu Doktorantka
przedstawita przykfady i wyniki klinicznego zastosowania BNCT w leczeniu glejakow zwtaszcza
glejaka wielopostaciowego (GBM), rakéw regionu gtowy i szyi oraz czerniakdw. Przeglad
przyktadowych badan klinicznych zawarta w tabelach. Nastepnie Doktorantka skupita sie na
scharakteryzowaniu raka piersi i jego biologicznych podtypéw - luminalnych A i B, HER2-
dodatnim nieluminalnym i potrdjnie ujemnym. W koncowej czeSci wstepu omowita
wtasciwosci fizykochemiczne i zastosowanie nanoczastek ztota (GNP) w radioterapii. Wstep
napisany jest spdjnie i czyta sie go bardzo dobrze. Cele szczegdtowe pracy zostaty
sformutowane precyzyjnie i konsekwentnie zrealizowane o czym Swiadczy zawartosc dalszej
czesci pracy.

Metodyka badan, zostata wtasciwie dobrana do realizacji zamierzonych celéw i opisana
szczegotowo i zrozumiale. Doktorantka podeszta do tematu bardzo kompleksowo stosujac
wiele réznych metod badawczych takich jak test MTT, test klonogenny, test mikrojgdrowy,
test ognisk YH2AX a takze test z aneksyng V do oceny indukcji apoptozy oraz cytometryczna
ocene rozktadu komorek w fazach cyklu komédrkowego. Przy tak duzej ilosci
przeprowadzonych eksperymentédw z rdéznymi punktami czasowymi, wielkoSciami
nanoczastek GNP w obecnosci lub bez BPA i promieniowania swietnym pomystem byto

przedstawienie metodyki kazdego eksperymentu w postaci kolorowego schematu. To bardzo



utatwito podazanie za celem kolejnych etapdéw pracy. Uwagi do metodyki przedstawitam
w czesci UWAGI.

Rozdziat wyniki jest bardzo obszerny i dokumentuje ogrom pracy, ktérg wykonata
Doktorantka, aby oceni¢ uwrazliwiajgcy wplyw nanoczgstek ztota o dwdch rozmiarach,
z dwoma czasami inkubacji, w dwdch liniach komdrkowych raka piersi. Wszystkie wyniki
przedstawiono w sposob logiczny i udokumentowano starannie przygotowanymi 57
kolorowymi wykresami. W celu przeanalizowania wszystkich mozliwych zaleznosci,
Doktorantka wykonata szereg analiz statystycznych i wszystkie wyniki analiz post-hoc Tuckey’a
w postaci tabel zawarta w suplemencie liczacym 15 stron. Uwagi do wynikéw przedstawitam
w czesci UWAGI.

W dyskusji Doktorantka omdwita i podsumowata uzyskane wyniki, co ze wzgledu na
wielos¢ czynnikdw i réznorodnosc wynikow nie jest proste, i skonfrontowata je z dostepnymi
raportami innych autorow. W mojej opinii, po przeanalizowaniu wynikdw, badania
z zastosowaniem wszystkich testéw wykazaty, ze przede wszystkim to promieniowanie
jonizujace (w tym przypadku mieszane gamma i neutronowe w stosunku 50%/50%) odgrywa
kluczowa cytotoksyczna role i tylko w przypadku testu MN wykazano istotny wptyw dodania
GNP do BNCT z BPA widoczny jako istotny wzrost liczcby MN w komadrkach obu linii raka piersi
w porownaniu do BNCT z PBA. W przypadku testu klonogennego oprécz jednego wyjatku (GNP
50 nm +BNCT+BPA24h vs BNCT+BPAw linii MDA-MB-231) dodatek GNP do BNCT z PBA nie
miat istotnego wptywu na przezywalnos¢ komaérek. W tescie ognisk yH2AX i indukcji apoptozy
rowniez nie stwierdzono istotnego efektu dodatku GNP do BNCT z PBA.

Doktorantka przedstawita wnioski w formie rozbudowanego podsumowania. Szkoda, ze
whnioski z przeprowadzonych badan nie zostaty wypunktowane odnoszac sie scisle do tematu
pracy doktorskiej. Omowione wnioski odpowiadajg jednak na zatozenia i cele pracy oraz

ukazujg uzyskane wyniki, ktore sg oryginalnym osiggnieciem badawczym Doktorantki.

3. Poprawnosc¢ redakcyjna rozprawy

Rozprawa doktorska ma forme monografii liczgcej 200 stron i zawiera wszystkie wymagane
elementy typowe dla oryginalnych prac badawczych. Dodatkowo rozprawa zawiera obszerny
(15 stron) suplement z tabelami analiz statystycznych. Zawiera takze spis wszystkich rycin (10
stron). Szata graficzna jest bardzo atrakcyjna. Praca zawiera 71 kolorowych rycin i wykreséw.

Praca zostata przygotowana starannie i przejrzyscie. PiSmiennictwo obejmuje 142 pozycje,
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z ktorych potowa zostata opublikowana w ostatnich 10 latach. PiSmiennictwo stanowi

przeglad aktualnej literatury dotyczgcej omawianej tematyki. Oprocz dwdch pozycji wszystkie

prace opublikowano w jezyku angielskim. Nie mam zastrzezen do strony formalnej pracy.

4. Uwagi

Z obowigzku recenzenta przedstawiam ponizsze uwagi, ktére nie umniejszajg wartosci pracy

i nie majg wptywu na moja pozytywna ocene, ale moga by¢ przydatne np. przy przygotowaniu

publikacji.

Wstep

1.

We wstepie, w pkt. 1.6. Nanoczastki ztota Autorka napisata ,Nanoczgstki ztota mogq
wptywac na mikrosrodowisko guza. Doprowadza to do zmian pH lub niedotlenienia guza,
co zwieksza wrazliwos¢ komorek nowotworowych na promieniowanie.

Odwrotnie, niedotlenienie guza (hipoksja) zwieksza jego promienioopornosc.

Na str. 26 Doktorantka napisata ,wirus Epsteina-Barra”. Warto pamieta¢, ze Barr byta

kobieta (Yvonne Barr), wiec powinno by¢ wirus Epsteina-Barr.

Materiat i metody

3.

W rozdziale Materiat i metody, w pkt. 3.1. Charakterystyka linii komoérkowych MDA-MB-
231 i MCF-7, zabrakto mi informacji na temat promieniowrazliwosci tych komarek
(parametru SF2). Z uwagi na czasami wystepujgce roznice w odpowiedzi na zastosowane
w pracy terapie dobrze bytoby odnies¢ je do indywidualnej promieniowrazliwosci.

W rozdziale Materiat i metody, w pkt. 3.2.1. Sposdb napromieniania komorek w poczcie
hydraulicznej reaktora badawczego MARIA szkoda, ze nie zamieszczono schematéw lub
zdje¢ pokazujgcych proces napromieniania np. chociaz zdjecie zasobnika z prébkami
biologicznymi przygotowanymi do umieszczenia w poczcie hydraulicznej. Pomogtoby to
wyobrazi¢ sobie sam proces napromieniania komaérek, ktory na pewno byt logistycznym
wyzwanhiem.

W rozdziale Materiat i metody, w pkt. 3.2.3 w Tabeli 3 podano dawki promieniowania.
W kazdym z trzech zasobnikow dawki byty rézne. Rowniez rdznity sie w zaleznosci od
daty. Dla kazdego z testow wykonano po 3 niezalezne eksperymenty. W pracy nie

podano, jak wygladata powtarzalnos$¢ warunkow napromieniania.



6. W rozdziale Materiat i metody, w pkt. 3.9 dotyczgcym metodyki testu MN, komarki
w réznym czasie po napromienianiu zbierano, utrwalano i przygotowywano preparaty
nakrapiajgc komorki na szkietka mikroskopowe. O wiele prostszg i mniej inwazyjna
metoda bytoby utrwalanie, barwienie i liczenie MN w komodrkach bezposrednio na
szalkach, w ktérych byty inkubowane.

Wyniki

7. Generalnie uwazam, ze zastosowano troche za duzo zmiennych eksperymentalnych
przez co trudno czasami wyciggng¢ wnioski. Zwtaszcza w przypadku testu MN, gdzie
zastosowano 3 rézne punkty czasowe po napromienianiu (30, 36 i 42h), mozna byto
wczesniej dla kazdej linii oceni¢ czas z maksymalng liczbg komorek dwujgdrzastych
(w kazdym przypadku byto to 36 h) i prowadzi¢ eksperymenty tylko z jednym czasem.
Takze po wstepnych badaniach dotyczacych wnikania GNP do komérek w zaleznosci od
czasu inkubacji (4h i 24h), w ktérych wykazano brak istotnych réoznic w efektywnosci
whnikania dla tych dwdch czaséw, w dalszych badaniach mozna byto wykorzystac¢ tylko
jeden z nich 24h.

8. Méj gtéwny zarzut dotyczy jednak omoéwienia wynikow. Doktorantka skupita sie przede
wszystkim na pordwnaniu wynikéw w komédrkach eksponowanych na rézne czynniki do
kontroli ujemnej i dodatniej i wszystkich wzgledem wszystkich (stad tyle tabel
z analizami statystycznymi), zamiast w pierwszej kolejnosci odnies¢ sie do tematu swoje;j
pracy i porownac efektywno$¢ terapii borowo-neutronowej (ktérej czescig jest BPA)
z dodatkiem i bez dodatku nanoczastek ztota. Informacje na te temat pojawiaja sie jako
ostatnie zdanie w przypadku omawiania wynikow danego testu. Uwazam, ze na
wykresach powinny by¢ pokazane te zaleznosci statystyczne.

W wielu przypadkach podana jest informacja, ze wynik jest statystycznie istotny, ale nie
wiadomo, czy wiekszy, czy mniejszy i w poréwnaniu do czego.

9. W rozdziale Wyniki, a takze w Dyskusji, w odniesieniu do wynikéw testu MN,
Doktorantka napisata ,Zauwazono, ze czestos¢ wystepowania MN wzrasta do 36 h po
napromienianiu czy traktowaniu komorek GNP i BPA, a nastepnie zaczyna spadac, co
Swiadczy o naprawie komdrek”.

Nie zgadzam sie z tym twierdzeniem. Obecnos¢ mikrojader (MN) w cytoplazmie oznacza,
ze doszto do utraty materiatu genetycznego zatem do uszkodzenia letalnego, ktdre nie

moze sie naprawi¢ (zwtaszcza po dziataniu promieniowania o wysokim LET jak

6



neutrony). Spadek liczby MN wynika z faktu, ze w dtuzszym czasie po napromienianiu
wiecej komorek ulegnie kariokinezie i wzrosnie liczba komdrek dwujadrzastych (BN),
z ktérych nie wszystkie zawierajg MN. W pracy nie podano jaki uzyskano procent
komédrek BN w rdéznych czasach po ekspozycji na zastosowane czynniki.

10. W trakcie omawiania wynikow Doktorantka wielokrotnie stosuje niefortunne skroéty
myslowe i sformutowania typu:
»Z komdrek napromienionych zadna nie jest statystycznie istotna” lub ,istotne
statystycznie sq komorki traktowane GNP” lub ,eksperymenty napromienione”,
»badania napromienione”
Statystycznie istotne mogg by¢ tylko rdznice, nie komoérki.
W badaniach napromieniano komorki, a nie badania czy eksperymenty.
W pracy pojawia sie (niestety czesty tez w powaznych opracowaniach naukowych)
pleonazm: leczenie radioterapig, leczenie chemioterapiqg, oznaczajacy leczenie

leczeniem.

5. Ocena koricowa

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Wiktorii
Krakowiak stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego, a jej zawartos¢
merytoryczna i sposob przedstawienia wynikdw swiadczg o ogdlnej wiedzy Doktorantki oraz
o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej i dojrzatosci naukowej. Rozprawa
doktorska Pani mgr Wiktorii Krakowiak spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z powyzszym rekomenduje
Radzie Naukowe] Instytutu Biologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach
o dopuszczenie mgr Wiktorii Krakowiak do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia

doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.
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DO rOta podpisany przez

Dorota Urszula

Urszula sienina
Stonina 20251217

08:39:18 +01'00'



		2025-12-17T08:39:18+0100
	Dorota Urszula Słonina




