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Rozprawa doktorska powstata dzieki moiliwosci wykorzystania specjalistycznej aparatury i

przeprowadzeniu eksperymentéw w kilku osrodkach naukowych, w tym w macierzystej jednostce
Doktorantki, Instytucie Chemii i Techniki Jagdrowej, na Wydziale Chemii UW (badania z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej, TEM), Instytucie Wysokich Cisniet w Warszawie (badania z
wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej, SEM) i w National Center for Scientific
Research ,,NCSR” Demokritos w Atenach (badania in vivo).
W kilku eksperymentach Doktorantka korzystata z pomocy zespotdw naukowych, bieglych w
szczegdlnych technikach eksperymentalnych, co nie dziwi i nie umniejsza wartosci pracy, gdyz
naturalnym jest, ze badania naukowe w dziedzinie nauk przyrodniczych prowadzone sg wspétczesnie
w komplementarnych, interdyscyplinarnych zespotach naukowych. Takie podejscie Swiadczy o
dojrzatosci Doktorantki i otwartosci na wspdtprace naukowag z réinymi zespotami w celu jak
najlepszego rozwigzania zdefiniowanego problemu naukowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa napisana jest w sposéb klasyczny i skfada sie z przegladu
literaturowego (108 pozycji + 30 pozycji w czesci doswiadczalnej), czesci eksperymentalnej, dyskusji
wynikéw, podsumowania i wnioskdw. Praca liczy 119 stron, nie liczac stron zawierajgcych streszczenia
oraz spis treéci. Praca zawiera 54 rysunki, wykresy i zdjecia oraz 17 tabel z wynikami badan, ktore
umozliwiajg $ledzenie i analize tresci dysertacji podnoszac w ten sposéb jej wartosé. Przedstawiony na
stronie 118 rozprawy dorobek naukowy Doktorantki stanowi 6 publikacji w czasopismach z listy
filadelfijskiej, w tym w dwdch Doktorantka jest pierwszym autorem. Dorobek ten znaczjco przewyisza
ustawowe wymagania stawiane osobom ubiegajacym sig o nadanie stopnia doktora i Swiadczy o
naukowe] dojrzatoéci Doktorantki. Prace opublikowane od 2013 do 2018 roku dotycza zagadnien
zwigzanych z zastosowaniem réznych nanosystemoéw jako nosnikéw dla szeregu radionuklidéw do
zastosowari medycznych. Swiadczy to o duzym doswiadczeniu i znajomosci zagadnieri, ktére byty
przedmiotem badan Doktorantki w zaprezentowane] rozprawie. Dziwi zatem, Zze w czesci przegladu
literaturowego dotyczacej systeméw nanostruktur do przenoszenia radionuklidéw Doktorantka nie
podzielifa sie swoimi opublikowanymi doswiadczeniami w tym zakresie. Zacytowanie swoich prac nie
przyniosto by ujmy, lecz podkreslitoby biegtoéé Doktorantki w tym zakresie, a przy okazji zwigkszytoby
liczbe cytowanego pismiennictwa.



Zakres merytoryczny pracy

Celem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej byto zbadanie mozliwoéci trwatej
immobilizacji emitera czastek a — *Ac i powstajgcych w wyniku jego rozpadu radionuklidéw
pochodnych (*!fr, #7At, 23Bi) na nanoczastkach tlenku tytanu(IV) (TiO;) i magnetytu (FesOs) pod
katem zastosowania w celowanej terapii radionuklidowej. W czesci literaturowej (34 strony),
Doktorantka przedstawita ogdlny zarys medycyny nuklearnej, stosowane radiofarmaceutyki, podstawy
celowanej terapii radionuklidowej i najnowsze trendy, w tym wykorzystanie alfa emiteréw do
efektywnego niszczenia komodrek nowotworowych. Scharakteryzowata potencjalnie uzyteczne
radionuklidy, w tym poswiecita szczegdlng uwage radionuklidowi 2?°Ac. Naswietlita w sposéb
obiektywny istotne problemy klinicznego zastosowania a emiteréw oraz préby ich przezwyciezenia
poprzez szereg koncepcji tworzenia stabilnych potfaczed z czgsteczkami nosnikowymi, w tym
szczegolnie skoncentrowata sie na nanostrukturach o potencjalnym zastosowaniu w medycynie
nuklearnej.

Celowana alfa terapia (Targeted Alpha Therapy, TAT) przy uzyciu biologicznie aktywnych
czasteczek nakierowanych na cele molekularne w tkance patologicznej (receptory, antygeny)
potaczonych z uktadem stabilnie wigzacym radionuklid emitujgcy czastki alfa, stanowi perspektywiczne
narzedzie medycyny nuklearnej w walce z nowotworami o charakterze rozsianym. Wymaganiami
podstawowymi dla tego typu radiofarmaceutykéw trzeciej generacji opartych na alfa emiterach jest
bardzo szybka depozycja radiofarmaceutyku w komérkach nowotworowych lub stabilne utrzymanie
radionuklidu macierzystego i pochodnych, powstajagcych w cyklu rozpadu w strukturze czgsteczki
leczniczej. Doktorantka w sposéb przejrzysty przedstawita problem stabilnosci preparatéw opartych
na #°Ac (ty2 = 9,9 d). ?Ac ulega kaskadowemu rozpadowi, w wyniku ktérego powstaja radionuklidy
pochodne bedgce emiterami czastek o lub/i B. Sciezka rozpadu alfa prowadzi przez radionuklid 22Fr
(ti2 = 4,9 min), ktéry emitujgc czastke alfa o energii 6,4 MeV przechodzi do YAt (ty2 = 32 ms)
rozpadajacego sie do ?*Bi o ty; = 45,6 min. 2*Bi ulega przemianie alfa do 2°Tl i B~ do 2°Po, ktdry jest
emiterem czgstek alfa. Szereg rozpadu 2°Ac koriczy sie na stabilnym izotopie 2°Bi. 2°Ac ze wzgledu na
emisje 4 czastek alfa o sumarycznej energii 28 MeV jest jednym z gtéwnych kandydatéw do TAT.

W opisanych w literaturze potencjalnych radiofarmaceutykach najczesciej 2>Ac chelatowany
jest przez bifunkcyjne ligandy multidentne typu HEHA i DOTA, ktdre tworza podobnie jak w przypadku
lantanowcow stabilne termodynamicznie i kinetycznie potgczenia. Jednak powstajgce w trakcie
rozpadu ***Ac radionuklidy pochodne zyskujg bardzo wysoky energige odrzutu (105-160 keV),
przewyiszajaca energie wigzania z chelatorem, co prowadzi do rozpadu kompleksu i uwolnienia
radionuklidu pochodnego. Radionuklid ten, pozbawiony wektora, wytapywany jest w organizmie
gtéwnie przez watrobe i $ledzione. Niekontrolowane gromadzenie radionuklidéw pochodnych w
tkankach zdrowych moze prowadzi¢ do zwiekszonej radiotoksycznosci, przewazajacej pozytywny
aspekt leczniczy tego typu terapii. Inna koncepcja wigzania **Ac i jego radionuklidéw pochodnych
opiera sie na wykorzystaniu organicznych i nieorganicznych nanostruktur. Poza funkcja wiazaca
radionuklidy, nanostruktury dzieki mozliwosci funkcjonalizacji ich powierzchni powinny umozliwia¢
trwate przytaczenie liganddw wektorowych takich jak peptydy, przeciwciata monoklonalne lub ich
fragmenty.

Wymaga podkreslenia, ze podjety przez Doktorantke problem immobilizacji radionuklidu #*Ac
i radionuklidéw pochodnych stanowi istotny element rozwoju TAT. Podjeta przez Doktorantke
tematyka jest z naukowego i praktycznego punktu widzenia aktualna i bardzo wazna. Aktualnosc i
wazno$¢ tej tematyki zwigzana jest szczegdlnie z prébami wykorzystania nowych materiatow —
nanoczastek do trwatej immobilizacji radiotoksycznych alfa emiteréw, zaréwno macierzystego
radionuklidu 22°Ac jak i radionuklidéw pochodnych, w celu zastosowania rozwigzan w celowanej alfa
terapii (TAT).



Ocena metodologiczna dysertacji

Cel pracy jest konsekwentnie realizowany, aczkolwiek dwutorowo: w badaniach
radiobiokoniugatéw opartych na nanoczastkach tlenku tytanu(lV) (TiOz, anataz) i opartych na
nanoczgstkach magnetytu (Fe:0a).

Doktorantka przedstawita spéjne wyniki funkcjonalizowania nanoczastek tlenku tytanu(IV)
(TiO;, anataz) taricuchami glikolu polietylenowego (PEG), do ktérego w kolejnym kroku zostat
przytaczony ligand o funkcji wektora — fragment Substancji P (5-11), charakteryzujacy sie wysokim
powinowactwem do receptoréw NKi. Nastepnie sfunkcjonalizowane nanoczastki zostaty
wyznakowane radionuklidem ?*°Ac. Doktorantka scharakteryzowata wiasnosci fizyko-chemiczne
sfunkcjonalizowanych  nanoczastek; okreélita ich rozmiary, a na podstawie analizy
termograwimetrycznej policzyta liczbe przytaczonych taricuchéw PEG i SP(5-11). Zbadata stabilno$é¢
wyznakowanych nanoczastek w réznych mediach, w tym w surowicy ludzkiej i ptynie mézgowo-
rdzeniowym. Zbadata cytotoksyczno$é in vitro.

Dzigki wbudowaniu ?®Ac w strukture sieci krystalicznej magnetytu, Doktorantka uzyskata
stabilne potaczenie, odporne na dziatanie surowicy ludzkiej. Stopieri uwalniania radionuklidéw
pochodnych byt nizszy niz w przypadku nanoczastek TiO,, ktére wigzaty radionuklid 2°Ac na zasadzie
adsorpcji powierzchniowej. Rdwniez w przypadku immobilizacji >Ac w nanoczgstkach magnetytu
Doktorantka wykonata badania stabilnosci w réznych mediach, wykazujgc, ze wigzanie 22°Ac jest
trwate, a wyciek tego radionuklidu nie przekraczat 5% we wszystkich badanych mediach, nawet po 10-
ciu dniach. W przypadku radionuklidédw pochodnych uwalnianie byfto nizsze niz w przypadku
powierzchniowo zwigzanych radionukliddw na nanoczastkach TiO.. Nawet w surowicy ludzkiej wyciek
221Er nie przekraczat 20%, a immobilizacja 2Bi utrzymywata sie na poziomie ponad 70%. Szkoda, ze
mimo informacji przedstawionej przez Doktorantke na stronie 103, w pracy nie przedstawiono
wynikéw badan stabilnoéci znakowanych nanoczastek **°Ac-FesOs sfunkcjonalizowanych poprzez
przytaczenie przeciwciata monoklonalnego Trastuzumab (Tras).

Bardzo pozytywnym aspektem prac doswiadczalnych bylo zastosowanie szeregu
nowoczesnych technik do charakterystyki otrzymanych zmodyfikowanych nanostruktur m.in.: TEM,
SEM, analiza termograwimetryczna, techniki dyspersyjne, dzieki ktdrym Doktorantka okreslita
rozmiary otrzymanych struktur i liczbe przytaczonych wektoréw biologicznie aktywnych. Zbadata
réwniez aktywnosc¢ cytotoksyczng otrzymanych znakowanych i sfunkcjonalizowanych nanoczastek z
przytaczonymi ligandami wektorowymi: Substancjg P (5-11) i przeciwciatem mAb Trastuzumab.
Niestety, Doktorantka nie przeprowadzita analizy statystycznej wynikéw cytotoksycznosci, wobec
czego whnioski o wyiszej aktywnosci sfunkcjonalizowanych znakowanych Ac nanoczgstek majg
charakter spekulatywny, zwtaszcza ze zamieszczone wykresy nie pozwalajg na jednoznaczng ocene, czy
sfunkcjonalizowane nanoczastki charakteryzuja sie wyiszg cytotoksycznoscia w_ stosunku do
znakowanych niesfunkcjonalizowanych nanoczastek. W Tabeli 17 Doktorantka podaje wartosci
liczbowe LDsp dla badanych zwigzkéw: 22°Ac, ?5Ac-Fes0s-COOH i 2*°Ac-Fes0s-Tras, ale niestety bez
informacji w jaki sposéb obliczyta LDso i z jakim btedem. Brak jest rowniez wynikéw LDso dla samego
przeciwciata i jego potgczenia z magnetytem, a bytaby to cenna informacja w aspekcie oceny czy efekt
niszczenia komérek nowotworowych jest addytywny czy moze synergistyczny.

Doktorantka wykonata badania in vivo biodystrybucji dla sfunkcjonalizowanych nanoczgstek
magnetytu, stosujgc Y’Lu zamiast *Ac, co jest naturalne ze wzgledu na podobng koordynacje
radionuklidéw i korzystniejsze parametry detekcji promieniowania gamma emitowanego przez Lu-177.
Doktorantka stwierdzita bardzo wysoki poziom gromadzenia nanoczastek '"’Lu-Fe30.,-COOH jak
réwniez ’Lu-Fes04-Tras w watrobie i $ledzionie, i bardzo niskie gromadzenie w guzie (<<1%ID/g). Na



tej podstawie i majgc jednak na uwadze uwalnianie radionuklidéw pochodnych, Doktorantka
stwierdzita, ze podanie systemowe sfunkcjonalizowanych nanoczastek znakowanych *»Ac moie
powodowal wigcej szkéd niz pozytku. Zgodnie z zasady ,primum non nocere”, Doktorantka
zaproponowata bezposrednie podanie znakowanych nanostruktur do miejsca — guza —w ktérym maja
wywotac oczekiwany efekt terapeutyczny. Doktorantka zaplanowata i wykonata badania biodystrybucji
nanoczastek '’Lu-Fe3Os-Tras podanych bezposrednio do guzéw wywotanych podskérnym
wszczepieniem komérek SKOV-3 u myszy o obnizonej odpornosci immunologicznej. Stwierdzita, ze
retencja nanoczgstek w guzach utrzymywata sie na bardzo wysokim poziomie, a po 24h trwania
eksperymentu zaobserwowano nieznaczng aktywno$¢ w $ledzionie i watrobie (odpowiednio 3.8%ID/g
i 1.2%ID/g). Do krwi przenikneto zaledwie 0.12 %ID/g po 72 h. Doktorantka nie miata mozliwoséci
obserwacji uwalniania radionuklidéw pochodnych **Ac: **Fr i ***Bi i takie badania zamierza wykona¢
w przysztosci, stad wraZenie, Ze praca jest niedokoriczona i bedzie miata swéj ciag dalszy. A jeéli tak, to
zasugerowatbym  Doktorantce  wykonanie  badari  réwniez dla  znakowanych ale
niesfunkcjonalizowanych nanoczastek magnetytu. By¢ moze przy podaniu preparatu bezposrednio do
guza nie ma potrzeby funkcjonalizowania nanostruktur specyficznymi ligandami wektorowymi typu
Substancja P (5-11) czy mAb Trastuzumab. Moze oczekiwany efekt leczniczy zostanie osiagniety
wylacznie po zastosowaniu nanostruktur znakowanych ***Ac, jak to ma miejsce w przypadku metody
radiosynowektomii.

Wyniki obu zagadniern prowadzg do wspdlnego, istotnego wniosku, ze znakowane ***Ac
nanokoniugaty ze wzgledu na istotng niestabilno$¢ wigzania radionuklidéw pochodnych i bardzo niski
poziom gromadzenia w guzie in vivo, mimo funkcjonalizcji wektorami bioaktywnymi, nie moga by¢
zastosowane do systemowego podania dozylnego lecz wylgcznie bezposrednio do guza. To istotny
wniosek z punktu widzenia bezpieczeristwa pacjentéw i Swiadczy o dojrzatym krytycyzmie naukowym,
cennej cesze naukowca poszukujacego prawdy. Ta bardzo waina obserwacja wyznaczajgca kierunek
dalszych prac nad immobilizacjg aktynu-225 i radionuklidéw pochodnych zastuguje na podkreslenie.
Mimo wrazenia niezakoriczenia badari (Doktorantka wspomina, Ze badania z nanoczgstkami
magnetytu bedg kontynuowane), przedstawione wnioski znajduja swoje uzasadnienie w
zaprezentowanych wynikach.

Uwagi krytyczne

W trakcie lektury dysertacji nasuwa sie szereg pytan i watpliwosci, z ktérych najistotniejsze
pozwole sobie wypunktowac ponizej.

Najpowazniejszym mankamentem pracy jest brak analizy statystycznej wynikow
eksperymentéw, szczegdlnie w przypadku badan in vitro.

Inne aspekty wagtpliwe:

- str. 97 — ,ze wzgledu na ultrasladowe ilosci *Ac i ”’Lu nie miatam mozliwosci zbadania czy oba
radionuklidy inkorporowalty sie w siec¢ krystaliczna.” —tatwo dostepny jest lutet nieradioaktywny, ktory
mozna zastosowac do wykonania badar inkorporacji w siec krystaliczng!!!

- str. 103 — Mimo informacji zamieszczonej przez Doktorantke, w pracy niestety nie przedstawiono
badan stabilnosci sfunkcjonalizowanych nanostruktur **Ac-Fe;O4-Tras. Przedstawiono tylko badania
stabilnosci ?*Ac-Fe30..

- str. 106 — Na przedstawionych rysunkach 47 i 48 trudno dostrzec réznice pomiedzy aktywnosciq
cytotoksyczng znakowanych ?**Ac nanostruktur Fe;04-COOH i FesO4-Tras. Brak analizy statystycznej
uniemoZliwia rzetelng ocene przewagi jednego preparatu nad drugim.
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Uwagi szczegdtowe:

- str. 18 — ,Za szybkos¢ oraz rodzaj transportu danego radionuklidu do miejsca docelowego w
organizmie odpowiada jego wielko$¢, specyficzna budowa oraz wiasciwoéci catego
radiofarmaceutyku.” — Podkreslone cechy wymagajq wyjasnienia w aspekcie przestania jakie
Doktorantka chce przekazac czytelnikom. Co do wiasciwosci ,catego radiofarmaceutyku” nie mam
wqtpliwosci.

- str. 21 -, Gtéwnym elementem budowy radiofarmaceutyku jest radionuklid promieniotwérczy” — Ten
trywialny opis radiofarmaceutyku zastosowany przez Doktorantke za chwile jest obalany w pkt. 1.3.3,
gdzie Doktorantka podkresia wage biologicznie aktywnych ligandéw wektorowych, ktére wspdinie z
radionuklidem, systemem chelatujqcym radionuklid oraz taricuchem oddalajgcym system wigzania
radionuklidu od czesci biologicznie aktywnej (space arm) stanowig nieroztgczne elementy
radiofarmaceutykéw Il generacji zgodnie z koncepcjg Paula Ehrlicha tzw. ,magic bullet”.

- str. 21 — ,Wykorzystywane w terapii radionuklidy charakteryzujg sie czasem potowicznego zaniku od
6 godzin do 7dni. Jedyny wyjatek stanowi ®Sr (ti2= 50 dni).” - A co z najwazniejszym radionuklidem
terapeutycznym stosowanym od 1940 roku — jod-131 ma okres poftrwania 8,01 dnia?

- str. 25: ,W wyniku bombardowania neutronami tarczy zbudowanej ze wzbogaconego tlenku iterbu
zachodzi reakcja jgdrowa typu n,y i uzyskiwany jest 7Y (ty; = 1,9 h), kt6ry nastepnie ulega rozpadowi
B do ¥’Lu. Niestety, ze wzgledu na niski przekréj czynny Y°Y na neutrony termiczne wynoszacy jedynie
2,5 barnéw oraz skomplikowang procedure rozdzielania *’Lu od Y’Y opisana metoda jest znacznie
rzadziej wykorzystywana”.

Po pierwsze nalezato poda¢ w jaki izotop wzbogacony jest materiat tarczowy — a jest to 17°Yb, a po
drugie — procedura rozdzielania dotyczy *”’Lu gtéwnie od *7°Yb, czyli materiatu tarczowego, a nie od
177y, ktdry rozpada sie do *7Lu!

»Zjadanie” liter na koricu wyrazéw jest przypadtosciq Doktorantki, ale to juz przesada, aby osoba
ubiegajgca sie o tytut doktora nauk chemicznych ,zjadata” koricéwki symboli pierwiastkéw!!! — nie 76y
i77Y lecz 17°Yb i *7Yb - jak tak mozna?!!

- str. 25 — ,istnieje wiele doniesien na temat otrzymanych potencjalnych radiofarmaceutykéw
znakowanych ’Lu, ktére moglyby znaleZé zastosowanie w celowanej terapii radionuklidowej (np.
analog somatostatyny, 7’Lu-DOTATATE)...” — od pond 20 lat Y’Lu-DOTATATE jest stosowany do terapii
PRRT, a od 2017 roku mamy oficjalnie zarejestrowany w europejskiej procedurze centralnej preparat
Lutathera czyli *’Lu-DOTATATE.

- str. 26 i 31 — Doktorantka umniejsza znaczeniu Europejskiej Agencji Lekéw (EMA) pomijajgc
kilkukrotnie fakt, ze nowoczesne radiofarmaceutyki typu np. Zevalin dopuszczone sq nie tylko przez
Amerykariskq Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA), ale réwniez przez EMA. Nie zorientowany czytelnik
moze odnies¢ wrazenie, ze postep w dziedzinie radiofarmacji odbywa sie tylko w Stanach
Zjednoczonych Ameryki, a w Europie nie dzieje si¢ w tej dziedzinie nic!

- str. 40 — 63 GBq to zdecydowanie 1,7 Ci a nie 1,7 mCi.

- str. 77 i 79 — wspdtczynniki Kd dla TiOz (anatazu) réiniq sie o rzqd wielkosci w Tabelach 12 i 13 —
rozbieznos¢ wymaga wyjasnienia!



Literowki, bledy fleksyjne, lapsusy jezykowe i biedy sktadniowe

Praca nie zostata napisana starannie; zawiera wiele literéwek, btedéw fleksyjnych i lapsuséw
igzykowych. Ponizej przyktady tylko z kilku stron, ale jest ich znacznie wiecej:

- str. 24 - nie ,,ilos¢ protondéw” lecz , liczba protonéw”!!!

- str. 31: , potaczonych za pomoca wigzaniami disiarczkowymi”, ”obecne wycofane” , przeprowadzone
badani”, ,doniesienia o préba” ;

- str. 35—, ktory zwiekszona ekspresja”, , Dlatego w literaturze coraz czesciej pojawiaja sie doniesienia
o proba wykorzystania czasteczek ... ale posiadajgcych znacznie mniejsza ...”

Konkluzja korficowa

Mimo wymienionych uwag krytycznych i dostrzezonych uchybiern metodologicznych i
jezykowych, pozytywne aspekty pracy w sposdb dostateczny przewyiszaja wady dysertacji, a w
zwigzku z tym wydaje ogding pozytywng ocene rozprawy. Jej Autorka uzyskata szereg wartoéciowych
wynikéw systematyzujacych i rozszerzajgcych wiedze na temat immobilizacji radionuklidéw 22°Ac i
radionuklidéw pochodnych na dwéch typach nanoczastek: tlenku tytanu(IV) (TiO,) i magnetytu (Fes0,).
Doktorantka posiadta réwniez wiedze teoretyczng i praktyczng z zakresu fizyko-chemii nanostruktur
oraz zdobyta umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam zatem, ze
spefnione zostaty wszelkie wymagania stawiane tego typu opracowaniom i stawiam wniosek do Rady
Naukowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie o przyjecie rozprawy doktorskiej pt.:
»Biokoniugaty nanoczgstek tlenkéw metali jako nosniki emiteréw czastek a w celowanej terapii
radionuklidowej” i dopuszczenie mgr Edyty Cedrowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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