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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Moniki Szczepanek

pt. "*3D melanoma model for in vitro BNCT studies:
effects of neutron radiation on 10BPA-loaded melanoma spheroids”

przedstawiona Radzie Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Moniki  Szczepanek zostata przygotowana
w Zaktadzie Fizyki Medycznej Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Ze wzgledu na jej wielodyscyplinarny charakter byta wykonana w Zakiadzie Fizyki
Medycznej i Zaktadzie Biofizyki Molekularnej i Miedzyfazowej Wydziatu Fizyki, Astronomii
i Informatyki Stosowanej UJ, a takze w Zaktadzie Chemii Analitycznej Wydziat Chemii UJ, L.E.N.A.
Laboratorium Stosowanej Energii Jadrowej Uniwersytetu w Pawii oraz Zakfadzie Fizyki Biologicznej
i Nanospektroskopii Instytutu Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie. Promotorem pracy jest Prof. Ewa Stepien,
a promotorem pomocniczym dr Michat Silarski. Pani mgr Monika Szczepanek byta doktorantkg Szkoty
Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej UJ.

Dysertacje przygotowano w sposob tradycyjny, typowy dla prac doswiadczalnych, w formie 89-
stronicowej rozprawy (wraz z zalacznikami), na stopienn doktora w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki fizyczne. Przyjeta forma rozprawy zostata umiejetnie wykorzystana
przez Doktorantke. Rozprawa sktada sie z nastepujacych gtownych rozdziatow: wstepu teoretycznego,
metod badawczych, wynikdw, dyskusji, podsumowania oraz bibliografii. Prace uzupetniajg abstrakty
w jezykach angielskim i polskim, wykaz aktualnego dorobku naukowego Doktorantki (lista publikacji oraz
doniesien konferencyjnych), wykaz zastosowanych skrétow jak réwniez informacije o finansowaniu badan

opisanych w rozprawie.
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Czes$C teoretyczna pracy wprowadza w zagadnienia zwigzane z wplywem promieniowania
neutronowego na materie oraz podstawami terapii borowo-neutronowej, BNCT (zasada terapii, no$niki
boru i ich rozwdj, techniki analityczne wykorzystywane do pomiaru stezenia boru w tkance biologicznej).
Terapia BNCT to rodzaj hadronoterapii zwigzanej z wprowadzeniem do organizmu pacjenta leku - zwigzku
boru 10B, ktory lokuje sie w komorkach nowotworowych (poprzez zwiekszony metabolizm komorek
nowotworowych lub wykorzystujac specyficzne elementy strukturalne komérki nowotworowej). Nastepnie
komérki nowotworowe poddaje sie napromienianiu wigzka neutronéw o odpowiedniej energii. W wyniku
wychwytu przez jadro 10B, w komorce nowotworowej, dochodzi do reakcji, powodujgcej emisje czastki a
orazjonu TLi. Procesowi czesto towarzyszy emisja fotonow y. W konsekwencji reakcja ta ma doprowadzi¢
do zniszczenia komorek nowotworowych, w ktérych znajdowat sie bor. Na koncowy sukces terapii BNCT
ma wptyw wiele sktadowych poczawszy od no$nikdw boru, selektywnie gromadzacych sie w komérkach
nowotworowych, poprzez zrodto i charakterystyke wigzki neutrondw, konczac na wyborze odpowiedniego
celu badawczego. Terapia BNCT to terapia nadal eksperymentalna rozwijana w wielu osrodkach na
Swiecie, w tym réwniez w Polsce.

Pani mgr M. Szczepanek w swojej pracy doktorskiej jako nosnik boru, zastosowata jeden z dwdch
najbardziej znanych i najczesciej wykorzystywanych w terapii BNCT, 10BPA. Jako model badawczy
zaproponowata tréjwymiarowy model hodowli komdérkowych 3D (sferoidy) czerniaka. W czesci
teoretycznej Doktorantka uzasadnita wybér takiego modelu w radioterapii, wykazujac podobienstwa
i réznice w stosunku do komdrek nowotworowych 2D. Wstep teoretyczny zostat wzbogacony o informacje
zwigzane z czerniakiem, etapami powstawania, epidemiologig oraz terapiami stosowanymi do jego
leczenia. Ta cze$¢ pracy, dodatkowo wparta szescioma pogladowymi rysunkami, zostata napisana zwigzle
i merytorycznie. Swiadczy to o szerokiej, rzetelnej i ugruntowanej wiedzy Doktorantki.

1. W nawigzaniu do informacji przedstawionych przez Autorke we wstepie teoretycznym pracy prosze

o informacje czy model 3D hodowli komdrek nowotworowych innych niz czerniaka byt testowany

w kierunku terapii BNCT? Jesli tak, to jakie najciekawsze wyniki otrzymano?

Prosze 0 nawigzanie do tego pytania podczas publicznej obrony pracy doktorskiej.

Zatozenia i cel pracy zostaty przedstawione precyzyjnie i uzasadniajg celowos¢ zaplanowanych
badan, ich wpltyw na rozwdj wiedzy zwigzanej z wykorzystaniem modelu 3D komoérek czerniaka do
przedklinicznych badan in vitro w terapii BNCT. Glownym celem badan byto opracowanie

tréjwymiarowego modelu in vitro do badania wptywu promieniowania neutronowego (BNCT) na komorki
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czerniaka. Hipoteza robocza zakfadata, ze promieniowanie neutronowe, w obecnosci 10B, skutecznie
i selektywnie uszkodzi komdrki nowotworowe i nie wplynie na wzrost i proliferacje komdrek
prawidtowych. Dlatego tez badania realizowane w ramach tej pracy zwigzane byty w pierwszej kolejnosci
z przygotowaniem i opracowaniem sferycznych agregatow komdrkowych czerniaka, a nastepnie
z eksperymentami zwigzanymi z wptywem promieniowania neutronowego na przygotowany model 3D
zawierajacy izotop 10B.

W kolejnej czesci pracy zat. Metodologia Doktorantka zawarta szczeg6towy opis
przeprowadzonych doswiadczen zwigzanych z: I. Badaniami nad rozwojem sferoid (3D) komorek
czerniaka FM55p i WM266-4; 11. Analizg zawarto$ci boru w modelu komérkowym 2D (komorki czerniaka
FM55p i WM266-4 oraz melanocyny WM266-4) oraz 3D czerniaka; Ill. Badaniami nad wptywem
promieniowania neutronowego na komdérki modeli 2D i 3D (doswiadczenia te zostaty wykonane przez
Doktorantke podczas pobytu na Uniwersytecie w Pawii, w okresie 6-24 marca 2023 roku). Wszystkie
eksperymenty zostaty zaplanowane prawidtowo i wykonane z wykorzystaniem odpowiednich metod
i technik badawczych. Ten rozdziat zostat zredagowany dokfadnie, starannie i zawiera wszystkie szczegoty
niezbedne do odtworzenia opisanych doswiadczen. Dodatkowo zostat wsparty 7 pogladowymi rysunkami,
ktore dopetniajg w sposob wizualny opisane w tym rozdziale badania.

1. Odnosnie do tej czesci pracy chciatabym zapyta¢ o to w jaki sposob rozwigzany zostat transport
sferoid do badan we Wioszech?

Rezultaty przeprowadzonych prac doswiadczalnych zostaty zawarte w rozdziale zat. Wyniki, a ich
omowienie w rozdziale zat. Dyskusja.

W pierwszej kolejnosci Autorka zaprezentowata dane zwigzane z pracg nad rozwojem modeli 3D linii
komorek czerniaka ludzkiego, pierwotng FM55p oraz przerzutowg WM266-4 oceniajac ich zywotnosc,
rozmiar (pomiar Srednicy) i ksztatt, w czasie, stosujac odpowiednie techniki opisane w rozdziale 3. Na
podstawie zmierzonych parametrow Doktorantka omowita podobienstwa i roznice miedzy sferoidami
komdrek pierwotnych i przerzutowych, na okreSlonych etapach ich formowania sie. Nastepnie
zaproponowata do dalszych badar sferoidy, ktore tworzone sg z 2000 komérek/dotek w poczatkowej fazie,

po 7 dniach hodowli. Do tej czeSci rozprawy mam uwagi/pytania:
1. W dyskusji brakuje mi gtebszego omoéwienia linii pierwotnej FM55p oraz przerzutowej WM255-4
pod katem molekularnym, wykazanie podobienstw/roznic, jesli istnieja, miedzy obiema liniami, co

by¢ moze utatwitoby glebszg interpretacje wynikdw.
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2. Czy sg ogolne zalecenie jakimi optymalnymi parametrami (rozmiar, ksztalt, itd.) powinny
charakteryzowac sie sferoidy komdrek nowotworowych?

W drugiej czesci zostaty przedstawione i omdwione rezultaty zwigzane z wnikaniem in vitro 10B (10BPA)
do komorek 2D (prawidtowych i nowotworowych) oraz otrzymanych sferoid. Doktorantka wykazata, ze
whnikanie boru jest zroznicowane w zaleznos$ci od badanej linii (prawidtowa vs. nowotworowa) jak rowniez
typu hodowli (2D vs. 3D). Wysokie stezenie boru zarejestrowano w komoérkach prawidtowych (2D)
w poroéwnaniu do stezenia boru w komoérkach linii FM55p (2D) i poréwnywalne do stezenia boru
w komorkach linii WM266-4 (2D). Kultury 3D charakteryzowaty sie wyzszym stezeniem 10B
w poréwnaniu do kultur 2D tych samych linii. Zarejestrowano wyzsze lub poréwnywalne stezenie 10B
w sferoidach w poréwnaniu do prawidtowej linii komorkowej. W kulturach 3D komérek FM55p stezenie
boru byto wyzsze w poréwnaniu do sferoid komoérek WM266-4, w przeciwienstwie do kultury 2D.
Otrzymane wyniki pozwolity na wyznaczenie optymalnego czasu inkubacji (4 h) badanych kultur 2D, 3D
z nosnikiem boru.

W trzeciej czeSci mgr M. Szczepanek kultury 2D i 3D, po wczesniejszej inkubacji z no$nikiem boru lub
brakiem boru, poddata ekspozycji na promieniowanie neutronowe (dawka 2 Gy oraz 6 Gy dla sferoidéw).
Nastepnie zbadata efekt napromieniania oceniajac wielko$¢ i ksztat sferoid, zywotno$é, uszkodzenie DNA
i zdolno$¢ komorek do podziatu. Doktorantka wykazala, ze sferoidy zawierajgce bor sg bardziej podatne
na promieniowanie, w szczegélnosci wyzsza dawka promieniowania powodowata wieksze uszkodzenia
DNA oraz silnej hamowata wzrost komarek nowotworowych.

Do tej czesci rozprawy mam pytania:

1. Czy rzeczywiscie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze liczba zywych komdrek w probkach
napromieniowanych w obecnosci borujest znacznie nizsza niz w prébkach kontrolnych (z borem)
dla wszystkich linii komérkowych, jak rowniez dla sferoid?

2. Jakmoze byCprzyczyna wzrostu Srednicy hodowli 3D FM55p w czasie 24-48 h po napromienieniu,
w obecnosci boru (Rysunek 23)? W dyskusjijest tylko uzasadnienie w odniesieniu do ksztattu sferoid
hodowli FM55p oraz ekspresji biatka Ki67.

Rozdzialy Wyniki, Dyskusja, zostaly przygotowane skrupulatnie. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu
warsztatowym i przede wszystkim rzetelnosci naukowej Doktorantki.
Wykonane doswiadczenia oraz ich rezultaty doprowadzit do realizacji celéw jednostkowych,

aczkolwiek robocza hipoteza badawcza nie zostata jednoznacznie potwierdzona. Otrzymane jednak
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najwazniejsze wyniki, celnie ujete w podsumowaniu, pozwalajg na planowanie nowych eksperymentow
I zwigzanych z nimi nowymi projektami.

Bibliografia cytowana w pracy obejmuje 111 pozycji literaturowych, w tym 2 pozycje w jezyku
polskim, natomiast pozostate to prace anglojezyczne, ktore ukazaty sie w latach 1936-2023 (cytowana
praca z 1936 roku jest jedyng takg pozycja, natomiast 45% stanowig prace opublikowane w latach 2020-
2023). Doktorantka przyjeta zasade petnego opisania testu Zrodtowego podajac nazwisko i inicjat
imienia/imion autora/autoréw, tytutu artykutu, nazwy czasopisma, roku wydania, numeru woluminu,
pierwszej i ostatniej strony pracy lub numeru artykutu. Wszystkie publikacje zostaty prawidtowo dobrane
i zacytowane. W uwagach krytycznych chciatabym zwroci¢ uwage, ze niektdre publikacje nie posiadajg
wiasciwego skrétu nazwy czasopisma, np. pozycja 11, 24, 28, 30, 34, 59.

Wykorzystane w pracy skroty zostaty zebrane w Wykazie skrotow, w porzadku alfabetycznym.
Uzupetnieniem rozprawy sg zatgczniki zawierajgce m.in. parametry robocze wykorzystanych do badan
urzadzen, sktad buforow do zastosowanych testéw, zdjecie sferoid z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego, dane z testow zywotnosci komorek i inne.

Do rozprawy zatgczony zostat aktualny dorobek naukowy mgr M. Szczepanek. Sumarycznie jest to
9 publikacji, ktére ukazaty sie w latach 2020-2023; 8 publikacji w jezyku angielskim i 1 publikacja
w jezyku polskim. W 2 pracach mgr M. Szczepanek jest pierwszym autorem. Na uwage zastuguje
wspdtautorstwo w publikacji Science Advances - IF 13,6 (2022). Pozostaty dorobek naukowy obejmuje
rowniez 8 doniesien konferencyjnych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych, w latach 2019-
2022. Waznym elementem aktywnosci naukowej Doktorantki byto pozyskiwanie funduszy na prowadzenie
badan naukowych co przetozyto sie na realizacje projektu NAWA Ster i zwigzany z tym projektem pobyt
na Uniwersytecie w Pawii oraz granty U1U/PO5/NW/03.23 i U1U/P05/NO/03.47, RSM/31/SM
z Priorytetowych Obszarow Badawczych SciMat i DigiWorld, w ramach Programu Strategicznego
Inicjatywa Doskonatosci UJ. Biorac pod uwage powyzsze dane wymieniony dorobek naukowy Doktorantki
oceniam wysoko.

Recenzowana rozprawa doktorska przygotowana zostata ze starannoscig zaréwno pod wzgledem
jezykowym, stylistycznym, jak i edytorskim. Doktorantka nie unikneta jednak drobnych bledéw
literowych, pomytek w cytowaniu odpowiednich rysunkow w tekscie (np. strona 57) czy tez mylacych
podpisow pod niektérymi rysunkami (np. Rysunek 29a, 31a). Wymienione niedoskonatosci nie majg jednak

wptywu na moja catkowitg wysoka ocene tej pracy.
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Podsumowanie

Wyniki zamieszczone w rozprawie doktorskiej mgr Moniki Szczepanek zat. 3D melanoma model
for in vitro BNCT studies: effects of neutron radiation on 10BPA-loaded melanoma spheroids wnoszg wiele
nowych informacji o potencjalnym zastosowaniu hodowli 3D w badaniach zwigzanych z terapig borowo-
neutronowa. Praca ta stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, ktéry inspiruje do stawiania
kolejnych wyzwan badawczych. Dowodzi posiadania przez Doktorantke szerokiej wiedzy z zakresu
biologii (hodowle komdrkowe), chemii (zwigzki boru) oraz fizyki (fizyka medyczna, promieniowanie
neutronowe). Wykazata ona réwniez, ze Doktorantka posiada umiejetnosci samodzielnego prowadzenia
badarn naukowych oraz krytycznego podejscia do uzyskanych wynikow.
Przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia kryteria stawiane kandydatom w Ustawie - Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2020 r. poz. 85 z p6zn. zm.). W zwigzku z tym wnosze do
Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne UJ w Krakowie o dopuszczenie mgr Moniki Szczepanek do dalszych

etapdw przewodu doktorskiego.
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