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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Rudawskiej pt. ,,Nowe strategie
ukierunkowanego dostarczania nanoczastek weglika boru do Srodowiska

nowotworowego w terapii borowo-neutronowej”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Rudawskiej zostata wykonana
pod kierunkiem dr hab. Elzbiety Pajtasz-Piaseckiej, prof. PAN (promotor) oraz dr inz. Bozeny
Szermer-Olearnik (promotor pomocniczy) w Zaktadzie Onkologii Do$wiadczalnej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk. Badania
bedace podstawg rozprawy byly realizowane w ramach dwoch projektow finansowanych ze
$rodkéw Narodowego Centrum Nauki. W projekcie OPUS 17 nr 2019/33/B/NZ5/02212 pt.
,.Synteza i biofunkcjonalizacja nanoczastek o wysokiej zawartosci boru; zastosowanie w celowane;
terapii borowo-neutronowej” Doktorantka petnita role wykonawcy a w projekcie PRELUDIUM
21 2022/45/N/NZ5/03204 pt. ,Komdrki fagocytujace jako nosniki boru w terapii borowo-
neutronowej” Doktorantka petnita funkcj¢ kierownika.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy terapii borowo-neutronowej (ang. Boron-Neutron
Capture Therapy — BNCT) bedace]j rodzajem celowanej radioterapii. Podstawa tej terapii jest
reakcja wychwytu neutrondw termicznych przez jadra izotopu '9B. Proces ten prowadzi do rozpadu
jadra boru na jadro litu ("Li) oraz czastke a, czemu towarzyszy emisja kwantu promieniowania y.
Uwolnione czgstki charakteryzuja sie wysokim wspotezynnikiem liniowego przekazu energii (ang.
Linear Energy Transfer — LET), co sprawia, ze ich zasigg w tkance biologicznej jest ograniczony

do kilku mikrometréw. Dzieki temu depozycja energii nastepuje w bezposrednim sgsiedztwie



miejsca reakcji, co pozwala na selektywne niszczenie komoérek nowotworowych. Potencjat
terapeutyczny opisanej reakcji dostrzezono wkrétce po jej odkryciu w latach trzydziestych XX
wieku. Skuteczno$¢ kliniczna terapii BNCT uwarunkowana jest jednoczesnym spetnieniem dwoch
kluczowych warunkow: selektywna akumulacja izotopu '°B w komérkach nowotworowych w
odpowiednim stgzeniu oraz ekspozycja na wiazke¢ neutrondw o odpowiedniej energii. Pomimo
dekad intensywnych badan, optymalizacja obu tych parametréw w stopniu umozliwiajagcym
wdrozenie BNCT do standardowej praktyki klinicznej pozostaje wyzwaniem. Poczatkowo
gtownym zrédtem neutronéw do BNCT byly reaktory jadrowe, jednak ich wykorzystanie w klinice
jest mocno ograniczone ze wzgledu na niskg dostgpnosé i wysokie koszty utrzymania tego typu
infrastruktury. Problem ten jest stopniowo rozwigzywany dzieki postepowi w technologii
akceleratorowych Zrédet neutronéw. Rozwiazania te staja si¢ obecnie dominujacym standardem,
przyspieszajac badania kliniczne dzigki redukeji kosztéw oraz mozliwosci instalacji akceleratoréw
w osrodkach onkologicznych.

Obecnie najistotniejszym czynnikiem ograniczajacym powszechng implementacje BNCT
w onkologii klinicznej jest brak nosnikéw boru, ktore zapewniatyby wysoka selektywnosé
dostarczania izotopu '°B do komérek nowotworowych oraz uzyskanie w nich wymaganego
stezenia terapeutycznego. Idealny nosnik powinien charakteryzowac¢ si¢ minimalng toksycznoscia
ogdlnoustrojowg oraz wysokim indeksem selektywnosci (stosunek stezenia boru w guzie do
stezenia w tkankach zdrowych i krwi). Kluczowa cecha poszukiwanych zwigzkow, szczegdlnie w
kontekscie leczenia nowotworéw osrodkowego ukfadu nerwowego, jest ich zdolno$é do
przekraczania bariery krew-moézg. Dotychczas stosowane zwigzki, takie jak BPA oraz BSH, nie
spetniajg wszystkich wymienionych kryteriéw w satysfakcjonujacym stopniu. W zwigzku z tym
prowadzone sg intensywne badania nad nowymi generacjami no$nikow boru, ktére pozwolg na
petne wykorzystanie potencjatu terapeutycznego terapii BNCT,

Zagadnienie poszukiwania innowacyjnych i efektywnych systeméw dostarczania boru do
komoérek nowotworowych na potrzeby BNCT stanowi centralny punkt recenzowanej rozprawy
doktorskiej. Na podstawie analizy literaturowej oraz wynikéw wezesniejszych badan,
realizowanych we wspolpracy z Akademig Goérniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w
Krakowie, Autorka wytypowata nanoczastki weglika boru (B4C) jako obiecujacy nosnik do

zastosowania w tego typu terapii. Gtéwnym celem podjetych badan byto opracowanie strategii



ukierunkowanego dostarczania tych nanoczastek do $rodowiska nowotworowego, co W
perspektywie moze znalezé zastosowanie w praktyce klinicznej BNCT.

Opisana problematyka oraz zdefiniowany cel pracy stanowig niezwykle istotne i aktualne
wyzwanie badawcze. Wybor tej tematyki przez Doktorantkg oceniam jako wysoce interesujacy i
w pelni uzasadniony. Podjete zagadnienia wpisuja sig¢ w obecne swiatowe trendy rozwoju
nanotechnologii medycznej oraz nowoczesnej radioterapii celowanej, niosac ze soba istotny
potencjat aplikacyjny.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi spéjny tematycznie cykl publikacji,
w skiad ktérego wchodzg dwa artykuly oryginalne, preprint pracy oryginalnej zdeponowany w
repozytorium oraz dwie prace przegladowe. Publikacje te ukazaly si¢ w latach 2021-2025. Czegsé
publikacyjng uzupetnia autoreferat, obejmujacy wprowadzenie teoretyczne, szczegdtowe cele i
zadania badawcze, omowienie poszczegdlnych prac wchodzacych w sktad cyklu, a takze
podsumowanie i wnioski. Do rozprawy dotaczono oswiadczenia wszystkich wspotautorow,
precyzujace ich wktad w powstanie poszczegdlnych artykutéw oraz opis osiggnigé naukowych
Doktorantki. Taki uklad rozprawy oceniam jako bardzo przejrzysty i dobrze przemyslany.
O$wiadczenia wspotautoréw jednoznacznie wskazuja na dominujacy udziat Doktorantki w
przygotowaniu prac wehodzacych w skiad dysertacji. Z kolei zataczony opis dorobku pozwala na
szersza ocene aktywnosci naukowej Autorki, wykraczajacg poza ramy badan opisanych w cyklu
publikacji. Na szczegélne podkreslenie zastuguje fakt, iz Doktorantka brata udzial w realizacji
o$miu projektéw badawczych, a w jednym z nich petita funkcje kierownika. Warto réwniez
zauwazyé, ze poza dorobkiem stanowiacym podstawe rozprawy, mgr Anna Rudawska jest
wspotautorka szesciu innych publikacji w prestizowych, wysoko punktowanych czasopismach, co
stanowi dowod jej wysokiej aktywnosci i dojrzatosci naukowej.

W ramach swojej rozprawy doktorskiej mgr Anna Rudawska testowata dwie strategie
ukierunkowanego dostarczania nanoczgstek B4C do srodowiska nowotworowego. Pierwsza z nich
opiera sie na funkcjonalizacji powierzchni nanoczastek przeciwciatami wykazujgcymi
powinowactwo do receptoréw ulegajacych nadekspresji na komoérkach nowotworowych. Jako
modele takich receptoréw wybrano receptor lipoproteiny o niskiej ggstosci (ang. Low-Density
Lipoprotein Receptor — LDLR) oraz receptor naskérkowego czynnika wzrostu (ang. Epidermal
Growth Factor Receptor — EGFR). W ramach drugiej strategii, Doktorantka testowala nowatorskie

podejécie, polegajace na zastosowaniu makrofagéw jako komérkowych nosnikow nanoczgstek



B4C. Strategia ta opiera si¢ na naturalnej zdolnosci tych komoérek do fagocytozy nanoczgstek oraz
ich aktywnej migracji i akumulacji w obszarze guza nowotworowego.

Uktad artykutow tworzacych rozprawe doktorska oceniam za bardzo dobrze przemys$lany.
Cenna jego czescig sa dwa artykuly przegladowe, ktore stanowia doskonate wprowadzenie
teoretyczne do badan opisanych w pracach oryginalnych. Cykl otwiera praca przegladowa
opublikowana w ,,Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej” pt. ,,Nanoczgstki o wysokiej
zawartosci boru jako potencjalne nosniki w terapii borowo-neutronowej”. Autorzy przyblizaja w
niej podstawy dziatania BNCT oraz definiujg kryteria, jakie powinien spetnia¢ optymalny nosnik
boru wykorzystywany w tej terapii. W pracy scharakteryzowano zaréwno dotychczas stosowane,
jak i projektowane zwiazki boru, ktadac szczegdlny nacisk na weglik boru i azotek boru, ktére
dzigki wysokiej zawartosci boru sg atrakcyjna alternatywg dla klasycznych nosnikow.

Druga publikacja wchodzaca w sktad cyklu, zatytutowana ,,Functionalized boron carbide
nanoparticles as active boron delivery agents dedicated to boron neutron capture therapy” ukazata
sie¢ w czasopismie ,,International Journal of Nanomedicine”. Przedstawiono w niej wyniki badan
nad strategig celowanego dostarczania nanoczastek B4C do komérek nowotworowych poprzez ich
funkcjonalizacj¢ przeciwciatami wykazujacymi powinowactwo do receptoréw ulegajacych
nadekspresji na powierzchni komorek docelowych. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze modyfikacja
powierzchni nanomateriatu przeciwciatami zwigksza jego internalizacjg, przy czym intensywnosé
tego procesu jest wprost proporcjonalna do poziomu ekspresji odpowiednich receptorow. Prace
oceniam bardzo wysoko, niemniej mam do niej nastgpujace uwagi o charakterze krytycznym:

1) Na stronie 6638 Autorzy stwierdzajg: ,,Another advantage of BNCT over standard
radiotherapy is using a neutron beam that is electrically neutral as it passes through the human
body. Only when neutrons encounter the '°B isotope do electrical interactions occur, resulting in
energy generation.” Przytoczony fragment jest nieprecyzyjny, gdyz sugeruje, ze neutrony
przechodzace przez tkanke biologiczna oddzialujg wytgcznie z jadrami izotopu '°B. W
rzeczywistosci dochodzi réwniez do istotnych interakcji neutronéw z jadrami innych
pierwiastkow, takich jak azot (reakcja wychwytu na “N) i wodér, co wigze si¢ z nieunikniona
depozycja pewnej dawki energii niezaleznie od reakcji z borem.

2) Na tej samej stronie (s. 6638) Autorzy stwierdzaja: ,,The advantage of B4C is its large

cross-section, making it an effective neutron absorber”. Sformutowanie to wymaga



doprecyzowania, poniewaz wysoki przekrdj czynny na wychwyt neutronow termicznych jest cecha
charakterystyczng izotopu '°B, a nie zwigzku chemicznego, jakim jest weglik boru.

3) Na stronie 6644 zamieszczono informacje, ze zwigkszenie stezenia przeciwciat
dodawanych do zawiesiny nanoczastek B4C skutkowato wzrostem potencjatu zeta i $rednicy
hydrodynamicznej nanoczastek. Dla wigkszej przejrzystosci i utatwienia interpretacji danych przez
czytelnika, wskazane byloby zaprezentowanie tych zalezno$ci w formie tabelarycznej lub
graficznej.

4) W podrozdziale po$wigconym internalizacji funkcjonalizowanych nanoczastek przez
komérki nowotworowe (s. 6648) brakuje pordwnania z nanoczastkami niefunkcjonalizowanymi.
Poréwnanie takie byloby mozliwe do przeprowadzenia w oparciu o parametr SSC obrazujacy
zmiane ziarnistosci komérek w wyniku akumulacji nanomateriatu.

5) Rysunek 6 na stronie 6650 wskazuje na znaczng niejednorodno$¢ w pobieraniu
nanoczastek funkcjonalizowanych przeciwcialem anty-LDLR. W badanej populacji czgsé
komorek wykazata wysoka akumulacje nanoczastek, podczas gdy u pozostatych byta ona znikoma.
Odmienng zalezno$¢ zaobserwowano dla nanoczastek modyfikowanych przeciwciatem anty-
EGFR, gdzie stopien akumulacji byl wysoce homogenny w calej populacji komérek. W pracy
brakuje merytorycznego odniesienia si¢ do tych réznic oraz préby ich wyjasnienia w ramach
dyskusji wynikéw.

Trzecia publikacja, zatytutowana ,Macrophages as promising carriers of nanoparticle
delivery in anticancer therapy” opublikowana w ,,International Journal of Nanomedicine” jest
praca przegladowa stanowigca doskonate wprowadzenie do kolejnego etapu badan dotyczacego
wykorzystania makrofagéw jako no$nikéw nanoczastek BsC. Autorzy przedstawili w niej
kompleksowa charakterystyke biologii i funkcji makrofagéw jako waznego elementu uktadu
odpornosciowego, uwzgledniajac ich dwoista rolg w progresji nowotworu oraz potencjat
aplikacyjny w dostarczaniu nanomaterialdw terapeutycznych. Szczegélng uwage poswigcono
zréznicowaniu fenotypowemu tych komorek oraz wpltywowi parametréw fizykochemicznych
nanoczastek na efektywno$é ich internalizacji. Istotnym elementem pracy jest rowniez analiza
mozliwoéci zmiany fenotypu makrofagéw pod wptywem interakeji z nanoczastkami.

Powyzsze aspekty poddano szczegotowej weryfikacji doswiadczalnej w kontekscie
nanoczastek B4C w trakcie badan opisanych w czwartej z publikacji sktadajacych sig na rozprawe

doktorska. Publikacja ta nosi tytut ,Macrophages as carriers of boron carbide nanoparticles



dedicated to boron neutron capture therapy” i zostata opublikowana w czasopismie “Journal of
Nanobiotechnology”. Publikacja zawiera kompleksowa analizg¢ potencjalu makrofagéw jako
nos$nikdéw nanoczastek B4C — poczawszy od oceny cytotoksycznosci nanoczastek i ich wchlaniania,
az po analiz¢ wplywu nanomateriatu na zdolnosci migracyjne komérek, co ma kluczowe znaczenie
w kontekscie ich infiltracji do mikrosrodowiska guza. Przeprowadzone badania potwierdzily, ze
makrofagi stanowig obiecujacy nosnik boru dla potrzeb BNCT. Nalezy podkresli¢, ze badania
prowadzono z uwzglednieniem zrdznicowania fenotypowego makrofagébw, co w mojej ocenie
znaczgco podnosi warto$¢ merytoryczng publikacji. Moja jedyna uwaga do omawianej publikacji
dotyczy sposobu prezentacji wynikow analizy zawartosci boru w komérkach metoda spektroskopii
rentgenowskiej z dyspersja energii (ang. Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy — EDS). Wyniki
te nie sg szczegdtowo omoéwione w tekscie, a figura S1 jest mato czytelna i trudna do interpretacji
dla czytelnika nieobeznanego z technikg EDS. Znacznie korzystniejszym rozwigzaniem bytoby
zaprezentowanie tych wynikéw w formie analogicznej do tej, ktérg zastosowano w figurze 3 w
publikacji V.

Ostatnig czgs¢ rozprawy doktorskiej stanowi preprint pracy oryginalnej pt. ,,Bone marrow-
derived macropahges loaded with boron carbide nanoparticles as selective boron carriers for
crossing the blood-brain barrier toward the glioma microenvironment for boron neutron capture
therapy”. Manuskrypt zostat zdeponowany w repozytorium bioRxiv. Brakuje informacji o ztozeniu
manuskryptu do konkretnego czasopisma oraz o jego aktualnym statusie w procesie redakcyjnym.
Badania opisane w preprincie stanowig logiczne rozszerzenie badan opisanych w czwartej
publikacji cyklu poprzez wykorzystanie innego modelu komdrkowego — makrofagéw izolowanych
ze szpiku kostnego myszy podzielonych pod wzgledem fenotypu na makrofagi M0, M1 i M2.
Szczegblnie wartosciowym elementem tej pracy jest analiza wptywu nanoczgstek na zdolnosé
makrofagéw do migracji przez warstwg komdrek $rédbtonka linii bEnd.3, stanowigcg model in
vitro bariery krew-moézg. Przeprowadzone badania wykazaly, ze internalizacja nanoczgstek B4C
nie uposledza zdolnosci makrofagéw do pokonywania tej bariery. Jest to wniosek kluczowy w
kontekscie potencjalnego zastosowania metody BNCT w leczeniu trudno dostepnych nowotwordw
o$rodkowego uktadu nerwowego. Na uwage zastuguje rdéwniez analiza interakcji miedzy
komérkami nowotworowymi a makrofagami w zaawansowanym modelu 3D, wykorzystujacym
sferoidy utworzone z komorek glejaka GL-261 oraz makrofagéw o réznych fenotypach. Moje

jedyne zastrzezenie do omawianej pracy dotyczy obecnego na stronie 18 stwierdzenia, Ze



makrofagi zatadowane nanoczgstkami nie wplywaja na zywotno$é sferoidéw, podczas gdy
makrofagi kontrolne istotnie zwiekszaja zywotno$¢ komorek nowotworowych tworzgcych
sferoidy. Stwierdzenie to nie znajduje potwierdzenia w wynikach zaprezentowanych na figurze
6B, gdzie réznice w zywotnosci nie sg statystycznie istotne.

Podsumowujge, rozprawa doktorska mgr Anny Rudawskiej wyrdznia si¢ wysokim
stopniem oryginalnosci oraz dojrzatoécig naukowa. Analiza dwéch komplementarnych strategii
dostarczania nanoczastek B4C do nowotworu — aktywnego celowania molekularnego (poprzez
functionalizacje przeciwciatami) oraz wykorzystania naturalnych wilasciwosci migracyjnych
komorek uktadu odpornosciowego — stanowi istotny wktad w rozwdj nowoczesnej terapii BNCT.
Interpretacja uzyskanych wynik(')wjeét poprawna i osadzona w aktualnym stanie wiedzy. Autorka
umiejetnie konfrontuje wiasne obserwacje z danymi literaturowymi, wskazujac zaréwno na ich
spdjnosé z dotychczasowym stanem wiedzy, jak i na nowe aspekty badanych zjawisk.

Nalezy podkresli¢, iz praca opiera si¢ na szerokim spektrum zaawansowanych technik
badawczych. Wykorzystanie metod takich jak analizy Zzywotnosci i migracji komorek,
spektrometria mas sprz¢zona z plazma wzbudzang indukcyjnie (ICP-MS), holotomografia,
cytometria przeptywowa, mikroskopia fluorescencyjna i transmisyjna mikroskopia elektronowa
pozwolito na wieloaspektowa i wiarygodna weryfikacje postawionych hipotez badawczych.

Do najwazniejszych zalet rozprawy nalezy zaliczy¢ wysoki poziom interdyscyplinarnosci
(taczacy biologie, immunologie, radiobiologi¢ i nanotechnologie), duzg spdjnos¢ tematyczng
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy oraz znaczacy potencjat aplikacyjny przedstawionych
wynikow.

Jako pewne ograniczenie pracy mozna wskaza¢ brak badan na modelach in vivo oraz brak
bezposredniego  testu skutecznosci BNCT tj. eksperymentéw radiobiologicznych z
wykorzystaniem wiazki neutronéw, co bytoby naturalnym dopetnieniem badan. Niemniej jednak,
uwagi te nie obnizaja wysokiej wartosci merytorycznej rozprawy, a jedynie wskazujg zasadne

kierunki dalszych badan w ramach podjetej tematyki.
Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Anny Rudawskiej to warto$ciowe i nowoczesne opracowanie
naukowe, wnoszgce istotny wkiad w rozwdj terapii borowo-neutronowej i nanomedycyny oraz

stanowigce podstawe do dalszych badan w kierunku zastosowan klinicznych. Autorka wykazata



si¢ duzg wnikliwosciag badawcza, biegloscia w wykorzystaniu szerokiego spektrum technik

eksperymentalnych oraz umiejetnoscia interpretacji uzyskanych wynikow.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 22024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.) oraz wnioskuje
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ponadto, z uwagi na szeroki zakres przeprowadzonych badan, ich interdyscyplinarny
charakter oraz wysoki poziom naukowy i doniosto$¢ podjetej tematyki badawczej, wnioskuje o

wyrdznienie recenzowanej pracy.
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