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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Rudawskiej pt.
»2Nowe strategie ukierunkowanego dostarczania nanoczastek weglika boru

do srodowiska nowotworowego w terapii borowo-neutronowej”
I. Znaczenie badan opisanych w rozprawie doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala napisana pod kierunkiem
dr hab. Elzbiety Pajtasz-Piaseckiej, prof. PAN (promotor) i dr inz. Bozeny Szermer-
Olearnik (promotor pomocniczy). Praca doktorska zostala przygotowana w Zakladzie
Onkologii Doéwiadczalne;j, w  Laboratorium Doswiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowej. Badania przedstawione w rozprawie byly realizowane w ramach
dwoch projektéw finansowanych z grantéw NCN zdobytych w konkursach OPUS 17 i
PRELUDIUM 21.

Przedmiotem badan opisanych w rozprawie doktorskiej jest selektywne
dostarczanie wysokich stezenn izotopu boru-10 do $rodowiska nowotworowego
z zastosowaniem dwoch systemédw no$nikoéw. Wyniki uzyskane przez Doktorantke
i zaprezentowane w rozprawie znacznie poszerzaja wachlarz narzedzi stosowanych
w terapii borowo-neutronowej.

Terapia borowo-neutronowa jest rodzajem celowanej radioterapii, w ktorej
komérki nowotworowe zawierajace bor s3 niszczone po napromienieniu wigzka
neutronéw. Pomimo wieloletnich badan nad rozwojem tej alternatywnej metody terapii,
jej zastosowanie w praktyce klinicznej jest ograniczone. Terapia borowo-neutronowa jest
dedykowana zwlaszcza pacjentom z nowotworami zlokalizowanymi w trudno dostepnych
miejscach, takich jak glejaki, czerniaki i nowotwory glowy i szyi. Jednym z wyzwan
stojacych przed badaczami pracujacymi nad rozwojem tej terapii jest selektywne

dostarczanie do komoérek nowotworowych wysokich stezen izotopu B-10, ktéry pod
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wplywem promieniowania neutronowego emituje promieniowanie a i y, niszczace
komoérki nowotworowe, przy jednoczesnym oszczedzaniu zdrowych tkanek. Innym
wyzwaniem jest dobor zwigzkéw boru, tak aby dostarczy¢é do komérek nowotworowych
terapeutyczng dawke B-10, przy jednoczesnym zachowaniu niskiej toksycznoS$ci
ogdblnoustrojowe;j.

Pomimo licznych badan klinicznych terapia borowo-neutronowa nadal pozostajé
stosunkowo nowa metoda. Pierwszym krajem, ktéry w 2020 roku dopuscil jej
stosowanie w szpitalach, byla Japonia. Widaé zatem, ze dalsze badania nad rozwojem
tej terapii sg bardzo istotne, aby metoda ta zostala wprowadzona w innych krajach jako
alternatywa dla tradycyjnej radioterapii. ‘ ‘

Biorac pod uwage powyzsze fakty, Doktorantka wraz z Zespolem podejmuje dwa
wspomniane wyzej wyzwania. Po pierwsze, wskazuje weglik boru jako obiecujace
zréodlo izotopu B-10, a takie przeprowadza badania nad dwoma rodzajami
biologicznych nos$nikéw tej czasteczki. Tematyka podjeta w rozprawie jest aktualna, a

problemy w niej rozwiazywane wpisuja sie w nurt wspdlczesnej onkologii.
II. Formalna ocena rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 229 stron, a jej zasadnicza czes¢
stanowi pie¢ artykulow (2 przegladowe i 3 badawcze), ktérych wspoélautorka jest
Doktorantka. Nalezy zauwazy¢, ze udzial Doktorantki jest wiodacy we wszystkich
artykulach, co potwierdzaja o$wiadczenia wspdlautoréw. Rozprawa doktorska, ktorg
otwiera Streszczenie, sklada sie z trzynastu rozdzialdow: 1. Wprowadzenie, 2. Cel
i zakres rozprawy doktorskiej, 3. Lista publikacji stanowiacych rozprawe doktorska,
4. Omoéwienie publikacji, 5. Podsumowanie i wnioski, 6. PiSmiennictwo, 7 — 11.
Publikacje I — V, 12. O$wiadczenia wspdlautoréw i 13. Osiggniecia naukowe.

Rozprawa zostala przygotowana starannie pod wzgledem graficznym,
edytorskim i jezykowym.

Reasumujac, strona formalna przedstawionej rozprawy doktorskiej prezentuje

odpowiedni poziom i nie budzi zastrzezen.
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1I1. Merytoryczna ocena rozprawy

Celem rozprawy doktorskiej bylo opracowanie dwoch systemdéw dostarczania
weglika boru do $rodowiska nowotworowego, ktére moglyby znale7é¢ zastosowanie
w terapii borowo-neutronowej. Aby osiggnaé ten cel Doktorantka zrealizowala dwa
zadania badawcze. Pierwsze z nich obejmowalo ocene skutecznoéci dostarczania
nanoczastek weglika boru funkcjonalizowanych przeciwcialami skierowanymi
przeciwko dwém receptorom blonowym (EGFR i LDLR). Drugie za$ polegalo na
porbwnaniu potencjalu makrofagéw, pochodzacych z dwoch zrédel, do pochlaniania
i transportu nanoczastek B,4C.

Badania przeprowadzone w celu realizacji powyzszych zadanh zostaly opisane
w Publikacjach II, IV i V. Pozostale dwie prace stanowia przeglad stanu wiedzy i badan
skoncentrowanych wokoél rozwoju terapii borowo-neutronowe;j.

Publikacja I, ktora ukazala sie w czasopiémie Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej, przedstawia podstawy dzialania terapii borowo-neutronowe;j
z uwzglednieniem jej klinicznej historii. Autorka opisuje w niej wady i zalety réznych
7zrodel neutronéw, a takze trzy generacje no$nikéw boru. Napisanie tego artykulu
wzbogacilo wiedze Doktorantki na temat terapii oraz ulatwilo przygotowanie
protokolow wykorzystanych w kolejnych pracach badawczych.

Publikacja IT, ktéra ukazala sie w czasopi§mie Journal of Nanomedicine, dotyczy
funkcjonalizacji powierzchni nanoczastek B4C przeciwcialami monoklonalnymi anty-
EGFR i anty-LDLR. W pracy poréwnano skutecznoéé¢ dostarczania B4C za pomoca tych
dwobch przeciwcial do komoérek rakowych trzech linii o réznym poziomie ekspresji
dwoéch receptorow. W toku prac badawczych oceniono ogdlna toksycznosé
sfunkcjonalizowanych nanoczastek, sprawdzono ich pochlanianie przez komoérki
nowotworowe, a takze zmierzono w nich zawarto$§é boru. Analiza wynikéw wykazala, ze
nanoczastki funkcjonalizowane przeciwcialami, zwlaszcza anty-LDLR, sg lepiej
internalizowane i kumulowane, niz ich niemodyfikowane odpowiedniki. Autorka
rekomenduje te metode modyfikacji nanoczastek z wykorzystaniem innych celéw

molekularnych zlokalizowanych na powierzchni komérek nowotworowych.
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Publikacja III, ktéra ukazala sie w czasopi$mie Journal of Nanomedicine,
dotyczy drugiej strategii dostarczania nanoczastek weglika boru do komérek
nowotworowych,  polegajacej na  zastosowaniu  makrofagbw. W  pracy
scharakteryzowano komoérki zerne o dzialaniu przeciw- (M1) i pronowotworowym
(M2), oraz makrofagi TAM. W artykule gléwny nacisk polozono na omoéwienie
koncepcji ,konia trojanskiego”, czyli zastosowania makrofagéw jako nosnikéw, np.
nanoczastek, w terapii przeciwnowotworowej. Napisanie manuskryptu poszerzylto
wiedze Doktorantki na temat biologii makrofagéw i ich potencjalu jako noénikéow
lekéw, oraz ulatwilo opracowanie protokoléw badawczych wykorzystanych w dalszych
etapach realizacji postawionego celu. ‘

Publikacja IV, ktora ukazala sie w czasopiSmie Journal of Nanomedicine,
dotyczy optymalizacji elementéw modelowego ukladu noénikowego opartego na
makrofagach. Po pierwsze, Doktorantka wybrala odpowiednie, nietoksyczne dla
komoérek noénikowych stezenie weglika boru, testujac dwa preparaty (B4C 1 i B4C 2),
roznigce sie rozmiarem nanoczastek. Badania wykonano z zastosowaniem makrofagéw
pochodzacych zaré6wno z linii komoérek, jak i ze szpiku kostnego myszy. Oceniono
zdolnoé¢ komoérek zernych do pochlaniania nanoczastek, a nastepnie zbadano ich
wladciwoéei migracyjne. Analiza uzyskanych wynikow wykazala, ze ze wzgledu na
nizszg toksyczno$é, znaczny wychwyt przez makrofagi i zachowanie przez komoérki
zdolnoéci do migracji, bardziej obiecujacy jest preparat B,C 1 zawierajgcy nanoczastki
0 mniejszym rozmiarze (32 nm).

W Publikacji V, ktéra jest preprintem pracy opublikowanym w repozytorium
bioRxiv, Doktorantka opisuje kontynuacje prac badawczych przedstawionych
w poprzednim artykule. W badaniach skupiono sie na preparacie B4C 1 oraz na
makrofagach pochodzenia szpikowego z trzech populacji (Mo, M1, M2). Analiza ICP-
MS wykazala najwyzsze stezenie nanoczastek w makrofagach M1. Test zarysowania
wykazal, ze najszybciej migrowaly makrofagi Mo, za$§ zastosowanie modelu bariery
krew-mébzg dowiodlo, ze trzy populacje wykazuja podobne zdolnoéci migracyjne.
Kolejnym krokiem bylo zbadanie oddzialywania makrofagéw niosacych nanoczastki
z komoérkami glejaka w warunkach hodowli 3D. Wykazano, ze 6-dniowy kontakt

komoérek glejaka z makrofagami traktowanymi nanoczastkami nie wplywal na przezycie
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sferoidéow. Finalnie, Doktorantka stwierdza, ze makrofagi pochodzace ze szpiku
kostnego moga byé¢ uzyteczne w dostarczaniu znacznych iloSci B4C do $rodowiska
nowotworowego, w tym w raku moézgu.

W Podsumowaniu i wnioskach Doktorantka konkluduje, ze wszystkie uzyskane
i opisane wyniki majg potencjal do dalszego rozwoju. Poniewaz wszystkie badania byly
przeprowadzone w warunkach in vitro, ocena ich klinicznej przydatnosci w terapii

borowo-neutronowej powinna byé¢é dokonana w badaniach in vivo.

IV. Uwagi i pytania recenzenta

1. Ktéry z uzyskanych wynikow Doktorantka uwaza za najwazniejsze osiagniecie
naukowe oraz czy zamierza kontynuowaé prace badawcze w podjetym temacie, a jesli
tak, to w jakim kierunku?

2. Czy w badaniach opisanych w Publikacji II uwzgledniono kontrole w postaci
komorek traktowanych wylacznie przeciwcialami? Jesli tak, to jaka czeéc efektu
toksycznego wynika z dzialania przeciwcial, a jaka z obecnosci weglika boru?

3. Jakie ograniczenia Doktorantka dostrzega w obu zbadanych strategiach
dostarczania nanoczastek weglika boru do $rodowiska nowotworowego, ktére moga
utrudnié ich zastosowanie w terapii borowo-neutronowe;j?

4. Jakie sg dalsze losy Publikacji V przedstawionej w rozprawie doktorskiej?

V. Wnioski konhcowe

Problematyka badawcza podjeta przez Doktorantke i opisana w artykulach
przedstawionych w rozprawie doktorskiej jest bardzo aktualna, a uzyskane wyniki maja
istotne znaczenie dla rozwoju terapii borowo-neutronowej. Ponadto bardzo wysoko
oceniam osiggniecia naukowe przedstawione w Rozdziale 13. Dorobek publikacyjny,
posiadany przez Doktorantke na obecnym etapie kariery naukowej, oceniam

pozytywnie. Na szczegélng uwage zasluguje bardzo wysoka aktywno$c¢ projektowa
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Doktorantki, co $éwiadczy o tym, ze jej kompetencje sa wysoko oceniane przez
wspodlpracownikow i kierownikdw projektow.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okre$lone w art. 187 ust. 1-4
Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571
z p6in. zm.) oraz wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne. |

Réwnoczesnie, ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny Rudawskiej, a takze niepodwazalng warto$é aplikacyjna uzyskanych
wynikéw, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii

Doséwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN o wyrdznienie rozprawy.

wr i, Konrad Kubisski, prof. K1),



