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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Szczepanek
zatytutowanej:
“3D melanoma modelfor in vitro BNCT studies:

Effects ofneutron radiation on 10BPA-loaded melanoma spheroids”

Dysertacja doktorska Pani mgr Moniki Szczepanek zostata przygotowana pod opiekg
naukowg Prof, dr hab. Ewy Stepien oraz dr. Michata Sitarskiego - petnigcego funkcje
promotora pomocniczego. Praca zostata napisana w jezyku angielskim i przedstawiona na 75

stronach maszynopisu, nie uwzgledniajac zatacznikow.

Na wstepnie nalezy podkresli¢, iz Doktorantka posiada bogaty dorobek publikacyjny,
zwigzany z tematyka pracy - 9 pozycji. Na podstawie przedstawionej listy publikacji, mozna
zauwazy¢, ze jest dwukrotnie pierwszym oraz dwukrotnie ostatnim autorem artykutow
opublikowanych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, posiadajacych wspotczynnik
oddziatywania (impact factor). Pani mgr Monika Szczepanek brata udziat w 8
miedzynarodowych konferencjach naukowych, podczas ktérych przedstawiata wyniki swoich
prac. Na konferencji ‘Dynamics of biological systems: from viruses to populations’ w 2020
roku, zdobyta pierwszg nagrode w kategorii Early Stage Researcher za prezenateje

»,Dynamics of melanoma cells”.
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Badania opisane w pracy doktorskiej dotycza opracowania i zastosowania
trojwymiarowego modelu hodowli komdrkowych (tzw. sferoidéw) w przedklinicznych
eksperymentach in vitro, bezposrednio zwigzanych z radioterapiag borowo-neutronowa
(BNCT).

Jako gtoéwny cel pracy wskazano zbadanie wptywu promieniowania neutronowego na

komorki czerniaka w obecnosci izotopu boru 10B w modelach komérkowych 2D i 3D.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska sktada sie z 6 rozdziatdw wliczajac wstep

| podsumowanie.

We wstepie doktorantka zwieZle zawarta niezbedne informacje potrzebne do
zrozumienia wihasciwej czesci tekstu. Czytelnik odnajdzie tu podstawy oddziatywania
neutronéw z materia, opis i zasade funkcjonowania radioterapii borowo - neutronowej, jak
rowniez wprowadzenie do tréjwymiarowego modelu hodowli komdérkowych, ktérych
odpowiedz na promieniowanie jonizujace jest blizsza organizmowi ludzkiemu w poréwnaniu
z hodowlg 2D.

W nastepnej czesci doktorantka przedstawia cel pracy: opracowanie tréjwymiarowego

modelu komorkowego, stuzacego do badania zaleznosci dawka - efekt podczas terapii BNCT.
Powyzej nakreslony cel ogolny, realizowany jest poprzez cele czastkowe, takie jak:
- przygotowanie modelu trojwymiarowego dla dwoch ludzkich linii komoérkowych czerniaka
(melanoma);
- rozwdj protokotow pomiarowych koncentracji boru w komorkach czerniaka dla hodowli 2D
i 3D oraz dla prawidtowych melanocytow w hodowli 2D;
- poréwnanie efektu biologicznego (przezywalnos¢) po ekspozycji na wigzke neutronows, po
uprzedniej akumulacji boru, dla komorek melanomy (dla modelu 2D i 3D) oraz melanocytow
dostepnych tylko w hodowli 2D.

W badaniach zastosowano dwie linie komdrkowe melanomy dostepne komercyjnie:
pierwotng (FM55p) oraz przerzutowg z wezta chtonnego (WM266-4), jak rowniez jako grupe
kontrolng - linie melanocytow prawidtowych (HEMa-LP). Tu nasuwa sie pytanie, dlaczego
doktorantka nie uwzglednita w eksperymencie melanocytéw stanowiacych grupe kontrolna,

takze w hodowli 3D, podobnie jak linie melanomy?

Rozdziat trzeci to szeroko opisana metodologia przeprowadzonych badan. Poczawszy

od hodowli komdrkowej 2D, poprzez hodowle sferoidalng, ocene zywotnosci komorek,
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analize ksztattu i rozmiaru powstatych struktur przestrzennych, do ekspozycji w wigzce
neutronowej. Do oceny 2zywotnosci hodowli zastosowano cytometrie przeptywowa.
Mikroskopia konfokalna postuzyta do obrazowania zywych i martwych komorek w sferoidzie
dla dwdch linii komoérkowych czerniaka, a mikrotomografia komputerowa umozliwita z kolei
pozyskanie informacji o strukturze przestrzennej sferoidu (z wyfaczeniem linii komorkowej
FM55p).

Druga cze$¢ rozdziatu trzeciego poswiecona jest analizie wychwytu boru przez
hodowle komdrkowe oparte na modelach 2D i 3D in vitro. Zestawiono ze sobg do poréwnania
komorki czerniaka w hodowli 2D i 3D oraz melanocyty 2D. Wszystkie hodowle traktowane
byly roztworem BPA (4-borono-L-fenyloalanina) odpowiadajgcym stezeniu 50pg 10B/ml.
Pomiar stezenia 0B w komdrkach wykonano stosujgc spektrometrie mas sprzezonej z plazma

wzbudzong indukcyjnie (ICP-MS) zgodnie z odpowiednia zaleznoscig kalibracyjna.

Trzecia cze$¢ rozdziatu trzeciego skupia sie na efektach ekspozycji neutronowej
w prezentowanych wczesniej hodowlach komdérkowych. Jako zrodio neutrondéw postuzyt
reaktor badawczy TRIGA drugiej generacji zainstalowany w L.E.N.A Applied Nuclear
Energy Laboratory w Pawii we Wioszech. Tam doktorantka w okresie od 6 do 24 marca
2023r. badata wptyw wigzki neutronowej na hodowle komérkowe zawierajgce izotop boru 10.
Reaktor wyposazony jest w specjalng wneke, stuzacg do napromieniania probek w badaniach
nad radioterapia borowo - neutronowa. Obydwie stosowane linie komdérkowe czerniaka
w hodowlach 2D i 3D, jak rowniez melanocyty 2D, zostaty poddane ekspozycji na wigzke
neutrondéw termicznych, po uprzedniej inkubacji z BPA. Czas ekspozycji odpowiadat
pochtonieciu przez komorki dawki ,,okoto” 2 Gy (str. 27). Dodatkowo hodowle melanomy
zostaty eksponowane przez diuzszy czas, skutkujacy pochtonieciem dawki ,,0koto 6 Gy.
Zestawione do porownania hodowle kontrolne, nie zostaty poddane dziataniu wigzki
neutronowej. Eksperyment zwigzany z ekspozycja neutronowg zostat powtdrzony trzykrotnie,
w celu minimalizacji niepewnosci statystycznej. Odnoszac sie do ekspozycji komorek
W wigzce neutronowej, musze stwierdzi€, iz z perspektywy fizyka medycznego, brakuje mi
informacji o dozymetrii bezwzglednej wigzki. Z jaka doktadnoscig (niepewnoscig) zostata
okreslona dawka pochodzaca od neutronéw w miejscu ekspozycji komorek (tym bardziej iz
czas ekspozycji byt jednakowy i wynosit 10 minut)? Zdaje sobie sprawe , ze nie wptywa to
jednak znaczaco na wnioski wyciggniete z otrzymanych wynikow, dotyczacych zaleznosci

dawka - skutek.
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Efekt biologiczny w hodowlach komérkowych, po ekspozycji wigzka neutronowa,
oceniano poprzez analize wielkosci i ksztattu sferoid oraz wykonanie badan zywotnosci
komorek, polegajacych na barwieniu biekitem tryptofanu. Do oceny uszkodzen DNA
zastosowano test kometowy, a do oceny zdolnosci komorek do podziatu - ekspresje biatka
Ki67.

Wyniki przeprowadzonych dos$wiadczenn i obserwacji zostaty zaprezentowane
w rozdziale czwartym. Linia przerzutowa czerniaka (WM266-4) w hodowli 2D nie wykazuje
uszkodzen DNA po ekspozycji wigzka neutronéw w obecnosci 10B w komorkach, podczas
gdy w hodowli 3D, podobnie jak w pozostatych liniach komorkowych (melanoma pierwotna
i melanocyty), poziom powstatych uszkodzen DNA jest znaczaco wyzszy w poréwnaniu do
komorek napromienionych tylko neutronami. Na podstawie przeprowadzonego testu
kometowego, mozna stwierdzi¢, ze steroidy sg bardziej podatne na terapie BNCT w stosunku
do hodowli 2D. Zaobserwowano réwniez, ze prawidtowa linia komoérkowa melanocytéw
z 10B, wykazuje nizszg wrazliwo$¢ na wigzke neutronowg w poréwnaniu z linig pierwotng
czerniaka takze z 10B. co jest bardzo istotng obserwacjg z punktu widzenia powiktar tkanek
zdrowych podczas radioterapii. Udato sie zaobserwowaé efekt zalezny od dawki
zdeponowanej w komorkach. Kolonie, w ktérych zdeponowano dawke o wartoSci 6 Gy,
charakteryzowaty sie wiekszymi uszkodzeniami w DNA oraz silniejszym hamowaniem
wzrostu komdrek w obu liniach czerniaka. Model komérkowy steroidu jest znacznie blizszy
komplikacji tkankowej w ludzkim organizmie w poréwnaniu z hodowla 2D. Jego odpowiedzi
powinny by¢ zatem bardziej zblizone do zachowania komorek cziowieka in vivo.
Wyniki uzyskane przez doktorantke potwierdzajg przydatno$¢ wykorzystania modelu
komdrkowego 3D in vitro w badaniach i pracach nad terapig borowo - neutronowg (BNCT).
Doktorantka otrzymata niezgodny ze swoimi przewidywaniami wynik testu kometowego,
polegajacy na wiekszej liczbie uszkodzen DNA w niektorych probkach grupy kontrolnej,
wskazujac jako przyczyne fakt uprzedniego mrozenia komoérek, co znajduje uzasadnienie
literaturowe. Otrzymane wyniki doktorantka odnosi wzgledem dostepnych danych
literaturowych, konkludujac, ze steroidy jako model 3D komérek, pomimo wiekszego
naktadu kosztow i czasu pracy w stosunku do standardowych hodowli dwuwymiarowych,
powinny byé stosowane w badaniach in vitro, ze wzgledu na wiekszg swoisto$¢ odpowiedzi
w stosunku do organizmu ludzkiego, co jest szczegblnie wazne i istotne w badaniach nad

bezpieczng i skuteczng terapig BNCT.
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Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska podejmuje wazny
temat odpowiedzi komaorkowej na ekspozycje wigzka neutronowg w terapii BNCT. Sferoidy
nadajg sie znacznie lepiej do prac nad odpowiednig koncentracjg boru w komdrkach jak
i badaniach nad skutkami ekspozycji neutronowej w kontekscie tkanek nowotworowych, jak
I zdrowych. Praca napisana jest bardzo poprawnie i zrozumiale. Posiada forme klasycznej
rozprawy naukowej. Ryciny wykonane sg z bardzo duza starannoscig. Autorka wykazala sie
znajomoscia i opanowaniem zaawansowanych metod laboratoryjnych, takich jak: hodowle
komdrkowe, cytometria przeptywowa, mikroskopia, mikrotomografia CT, test kometowy -
ktoéry umozliwia ocene uszkodzen popromiennych oraz zdolno$¢ komérki do naprawy DNA.
Otrzymane wyniki zostaly opracowane statystycznie, przy uzyciu odpowiedniego do proby
narzedzia oraz odpowiednio zinterpretowane. Autorka w peini zrealizowata postawione

w pracy cele, a wymienione w recenzji subtelne uwagi, nie naruszaja wynikéw pracy.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa spetnia wszelkie wymogi formalne i zwyczajowe
stawiane dysertacjom na stopien doktora nauk fizycznych, w szczegdlnosci kryteria stawiane
kandydatom w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
w zakresie sztuki. Przedmiotowa dysertacja stanowi oryginalny i istotny wkiad do badan nad

radioterapig borowo - neutronowa.

Na podstawie powyzszego wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne przy
Wydziale Fizyki Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego
0 dopuszczenie Pani mgr Moniki Szczepanek do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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