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Informacje ogélne o pracy
e Recenzja, przedstawionej mi do oceny pracy, zostata przygotowania na podstawie
pisma Pani dr Katarzyny Kiegiel Sekretarza Rady Naukowej Instytutu Chemii i
Techniki Jagdrowej w Warszawie RN/35/2021 z dnia 16.08.2021
Rozprawa doktorska stanowi zwarte opracowanie, przygotowane w jezyku
polskim, liczgce 210 stron, 65 rysunkéw i 27 tabel. Struktura pracy jest standardowa,
charakterystyczna dla prac doktorskich i zawiera nastepujgce czeSci; streszczenie,
summary, cze$¢ literaturowg, cel pracy, materiat i metody, wyniki i dyskusje, wnioski, spis
literatury, zatgczniki. Praca, pod wzgledem formalnym, jest przygotowana zgodne z
zasadami, obowigzujgcymi podczas pisania tego rodzaju opracowan naukowych, zawiera
wszystkie niezbedne elementy pozwalajagce na przygotowanie jej formalnej oceny.
Opracowanie stanowi logicznie skonstruowang cato$¢, pozwalajacg na ocen¢ poziomu
naukowego badan, spéjnosci cyklu badan i sformutowanie koricowego wniosku.
Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ,Nanozeolit NaA funkcjonalizowany
przeciwciatem anty-PSMA i znakowany radionuklidem 223Ra jako potencjalny
radiofarmaceutyk dla celowanej terapii raka stercza” zostata przygotowana na podstawie
cyklu nastepujgcych publikacji;
Czerwinska M, Bilewicz A, Kruszewski M, Wegierek-Ciuk A, Lankoff A. Targeted
Radionuclide Therapy of Prostate Cancer-From Basic Research to Clinical Perspectives.
Molecules, 2020, 25(7):1743. (IF5 4,587; Q2; c. 20)

Czerwinska M, Fracasso G, Pruszynski M, Bilewicz A, Kruszewski M, Majkowska-Pilip A,
Lankoff A. Design and Evaluation of 223Ra-Labeled and Anti-PSMA Targeted NaA
Nanozeolites for Prostate Cancer Therapy-Part I. Materials, 2020, 13(17):3875. (IF5 3,92;
JCRQ2; c. 6)

Lankoff A, Czerwinska M, Walczak R, Karczmarczyk U, Tomczyk K, Brzéska K, Fracasso
G, Garnuszek P, Mikotajczak R, Kruszewski M. Design and evaluation of 223Ra-labeled and
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pharmacokinetics and biodistribution. International Journal of Molecular Sciences, 2021,
22(11): 5702. (IFs 6,132; JCR- Q1)

Publikacje zostaty zamieszczone w bardzo dobrych czasopismach naukowych jak
Molecules, Materials i Journal of Molecular Sciences w latach 2020 - 2021. Kandydatka
jest pierwszym autorem w dwu pracach i drugim autorem w jednej publikacji. Udzial Pani
mgr Malwiny Czerwinskiej w przygotowaniu wymienionych publikacji byt bardzo
znaczacy 1 dotyczyt kluczowych dla jej przygotowania zadan, a miedzy innymi
sformutowaniu celu badan, udziatu w do$wiadczeniach i procesie analitycznych a przede
wszystkim w przygotowaniu pierwszej wersji publikacji, co znalazto odzwierciedlenie w
za$wiadczeniach podpisanych przez wspétautoréw publikacji.

Merytoryczna ocena rozprawy doktorskie;j.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana na podstawie wymienionych wyzej
publikacji, jednak z bardzo wyraznym poszerzeniem czesci dotyczgcej przegladu
literatury, stosowanych metod do$wiadczalnych i dyskusji. Co wiecej rozprawa, w swej
czeSci koncowej zawiera dyskusje, podsumowanie i wnioski, ktére pozwalajg na
tematyczne powigzanie publikacji, ich synteze i ogélne podsumowanie.

Czes¢ literaturowa pracy doktorskiej jest bardzo obszerna, zawiera istotne, $cisle
powigzane z pracg i aktualne informacje i wyniki badan dotyczace raka prostaty i jego
terapii jak réwniez informacje ogélniejsze, podstawowe, wprowadzajgce do tematu.
Autorka, przede wszystkim skoncentrowata sie na przyblizeniu wspétczesnych metod
terapii celowanej stosowanej w leczeniu raka prostaty. Wybér molekuty, ktérej ekspresja
jest silnie zwigkszona w komoérkach nowotworowych i ktéra moze stanowi¢ tatwy do
osiggniecia cel dla zwigzkéw terapeutycznych jest kluczowy. Kandydatka przedstawita
molekularne poditoze mechanizmu i skuteczno$¢ terapii z zastosowaniem: antygenu
komdrek macierzystych prostaty PSCA, sze$ciobtonowego antygenu nabtonkowego
prostaty STEAP, receptoréw sprzezonych z biatkiem G oraz najbardziej korzystnego z
punktu widzenia potencjalnej terapii celowanej - membranowego receptora stercza
PSMA. W dalszej czesci Autorka dos¢ szczegbétowo przedstawita strategie zastosowania
tego receptora z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych lub niskoczasteczkowych
inhibitor6w enzymatycznych PSMA. W kolejnej czesci przegladu literatury Autorka
omowita najnowsze osiggniecia w sferze poszukiwania nowych, bardziej optymalnych
radionuklidow z uwzglednieniem szczegétowego przegladu emiteréw elektronéw
Augera, promieniowania beta i promieniowania alfa. Szczegétowe oméwienie i przeglad
niskoczasteczkowych  inhibitoréw PSMA  znakowanych réznymi emiterami
promieniowania zostat szczegétowo przedstawiony, a zwtaszcza interesujgca jest czesé
dotyczaca zastosowania nanoczastek jako nanono$nikéw, wyznakowanych
radionuklidem i skoniugowanym z jednostka targetowa. Ostatnia cze$¢ przegladu
literatury zostata poswiecona badaniom nad mozliwosciami immobilizacji jonéw radu z
uwzglednieniem chelatoréw, liposoméw, nanoczastek, zeolitow, a takze nanozeolitow.
Przeglad literatury jest doskonale napisany, uwzglednia najnowsze badania oraz zawiera
bardzo duzo informacji podstawowych. Mozna sie zastanawia¢ czy nie nazbyt wiele jest
encyklopedycznych tresci, ktore nie byty konieczne w tego rodzaju rozprawie naukowe;j,



jednak ostateczny zakres i konstrukcja tego rozdziatu, zdaniem recenzenta, jest wiasciwa
I interesujgca.

Cel pracy jest dobrze, jasno i zwiezle sformutowany, jakkolwiek cele szczegétowe
stanowig raczej zakres pracy. Ponadto, zabrakto hipotezy, ktérg Autorka mogtaby
postawi¢ na zakonczenie przegladu literatury a przed celem pracy.

Material i metody. Stosowane w doswiadczeniach materiaty oraz zastosowane
metody analityczno-badawcze zostaty opisane w spos6b niezwykle precyzyjny i staranny.
Na uwage zastuguje fakt, ze Autorka zmodyfikowata i dostosowata do warunkéw
doswiadczen niektore standardowe procesy, co niewatpliwie §wiadczy o Jej wiedzy,
doswiadczeniu i duzej sprawnos$ci analitycznej. Optymalizacja syntezy nanoczgstek
zeolitowych typu NaA jest znaczacym osiggnieciem Kandydatki z zakresu metodologii
badan. Bardzo starannie przygotowano réwniez opis procesu przytgczania przeciwciat
monoklonalnych anty-PSMAD2B do koniugatu NaA-silan-PEG-NH:z i 223RaA-silan-PEG-
NH: a takze oceny ich stabilno$ci, wielkosci, polidyspersyjnosci, koncentracji, stopnia
agregacji. Ocena jakosSci nanozeolitow zostata dokonana w szerokim zakresie, mig¢dzy
innymi z zastosowaniem XRD (dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego),
rentgenowskiej spektroskopii EDS, spektroskopii w podczerwieni FTIR.

Autorka prowadzila swoje badania metodg in vitro z uwzglednieniem 3 linii
komérkowych; dwu linii komérek nowotworowych prostaty DU145 i LNCaP C4-2 oraz
jednej linii komérek prawidtowych prostaty RWPE-1. Nalezy podkredli¢, ze linie
komoérkowe zostaty bardzo dobrze dobrane, dwie linie nowotworowe wykazywaty
przeciwstawnie wysoka ekspresjg i brak ekspresji receptora PSMA. Do dwu linii
nowotworowych dobrano trzecig linie - prawidlowa, komoérek epitelialnych,
pochodzacych z prostaty. Obraz morfologiczny badanych komoérek, zamieszczony w tej
cze$ci pracy, jest doskonatg ilustracjg, jednak bytoby lepiej gdyby zamieszczono wtasne
zdjecia z naniesiong podziatka lub informacjg o powiekszeniu. W przedstawionej pracy
badano odpowiedz biologiczng komdrek na zastosowane koniugaty transporterowe dla
223Ra - NaA-silan-PEG-NH2 i NaA-silan-PEG-D2B. Zastosowano tradycyjny test
cytotoksyczno$ci MTT metodg spektrofotometryczng, test aktywnosci apoptozy/nekrozy
z zastosowaniem cytometrii przeptywowej, analize ekspresji genéw ACTB, B2ZM, GAPDH,
HPRT1, RPLPO na poziomie mRNA metodg RT-PCR. Wydaje sig, Ze badanie toksycznosci
mogto by¢ potwierdzone drugg metodg chociazby testem LDH, testem BrDU czy tez
barwieniem Trypanem Blue. Przede wszystkim jednak, na uwage zastuguje analiza
skuteczno$ci terapeutycznej nanoczastek zeolitowych NaA funkcjonalizowanych
przeciwciatem anty-PSMA D2B i znakowanych radionuklidem 223Ra jako emitera
promieniowania alfa z zastosowaniem znacznika izotopowego 13!], ktéry umozliwit
detekcje radiometryczng przeciwciat. Badano stopien wigzania radiobiokoniugatu do
receptorow PSMA utrzymywanych komérek, jego internalizacje przez komérki oraz
radiotoksyczno$¢ (test MTT). Z uwagi na istotno$¢ badania radiotoksyczno$ci mozna mie¢
watpliwos¢ co do braku powtérzenia badania za pomocg innego testu co nadmienitam

powyzej.



Podsumowujgc ten niezwykle istotny rozdzial pracy, zgodnie z zalozeniem
dysertacji naukowych, ze materiat i metody powinny by¢ przedstawione w sposéb
umozliwiajgcy precyzyjne powtdrzenie do$wiadczenia, niewatpliwie przedstawiony opis
spetnia ten warunek.

Wyniki i dyskusja. Kolejnym rozdziatem przedstawionej mi do oceny dysertacji
doktorskiej s3 wyniki i dyskusja. Mozna mie¢ jednak pewng uwage, ktéra nie umniejsza
wartoS$ci naukowej pracy ale pozwolitaby na bardziej czytelny wizerunek dysertacji, a
mianowicie w pracy brakuje prostego schematu cato$ci przeprowadzonych badan /
doswiadczen, rodzaju graficznej syntezy uktadu do$wiadczen i zmieniajgcych sie
czynnikéw doswiadczalnych.

Rozdziat wyniki i dyskusja podzielono logicznie na dwie cze$ci, pierwsza dotyczaca
syntezy radiobiokoniugatu RaA-silan-PEG-D2B opartego na nanoczgstkach zeolitowych
typu NaA i drugg z zakresu biologicznej odpowiedzi komoérek na zastosowanie badanych
zwigzkow. Cze$¢ pierwsza (podrozdziat 4.1) jest doskonale przedstawiona. Wyniki
zaprezentowano w formie wykreséw, rysunkoéw i tabel oraz opisano w sposéb bardzo
dojrzaty, dowodzacy doskonatej znajomos$ci tematu przez Autorke. Wyniki zostaty
przedyskutowane z danymi, zaczerpnietymi z badan innych autoréw, a co najwazniejsze
opatrzone wtasng interpretacjg i hipotezami. Autorka wykazata duza dojrzato$¢ w
analizowaniu wynikéw badan, krytycznym podejsciu do ich interpretacji i podejmowaniu
kolejnych decyzji, korygujacych potencjalne niescistosci. Dbato$¢ o wiarygodno$é
wynikéw, ktéra przejawiata sie na przyktad w przeprowadzeniu badania $rednicy
hydrodynamicznej czy potencjatu zeta badanych zwigzkéw w mediach stosowanych do
kultur komérkowych, a nie w wodzie co jest najczeSciej praktykowane, jest na
najwyzszym poziomie. Na szczegblne podkreslenie zastuguje fakt, ze przeprowadzone
badania nad optymalizacja syntezy radiobiokoniugatu 223RaA-silan-PEG-D2B postuzyty
do stworzenia preparatu, ktéry zostat wigczony do badan przedklinicznych in vitro i in
vivo. Tak wiec jednym z kluczowych wynikéw przedstawionych badan jest opracowanie
nowatorskiej procedury syntezy nanoczastek zeolitowych typu NaA.

W drugiej czesci rozdziatu wyniki i dyskusja Autorka opisuje rezultaty badan
dotyczacych potencjalnej toksycznos$ci i skuteczno$ci terapeutycznej Kkoniugatow.
Niektére nanoczastki, z uwagi na unikalne cechy fizyko-chemiczne, majg doskonate
predyspozycje do stanowienia no$nika dla substancji zaréwno leczniczej jak tez
diagnostycznej pod warunkiem biozgodno$ci i braku toksycznosci. A zatem Kandydatka
przeprowadzita serie badan zmierzajacych do oceny toksycznos$ci i efektywnosci
terapeutycznej koniugatéw z zastosowaniem Kkultur komérkowych dwu linii
nowotworowych i jednej nie nowotworowej prostaty. Ocena przeprowadzona wedtug
schematu typu dose response wykazata brak toksycznos$ci badanych koniugatéw NaA-
silan-PEG-NH2 i NaA-silan-PEG-D2B na poziomie do 100 ug/ml wobec komoérek
nowotworowych i do 50 ug/ml wobec komérek nie nowotworowych. Ten wazny wynik
stat sie podstawg do kolejnych badan aktywno$ci biologicznej koniugatow. Nie mnie;j,
ocena indukcji apoptozy / nekrozy metodg cytometryczng réwniez udokumentowata
istotng biozgodno$¢ badanych koniugatéw. Co wiecej wynik ten potwierdzono analizg



aktywnosci kaspaz 3/7. Ostatecznym potwierdzeniem duzej biozgodno$ci koniugatow
byta analiza ekspresji 84 gendéw zaangazowanych w procesy stanu zapalnego. Jakkolwiek
Autorka obserwowata zwiekszenie ekspresji kilku genéw zaangazowanych w indukcje
reakcji zapalnej, jednak w dalszej dyskusji odniosta sie do istoty tej obserwacji. Nalezy
réwniez wzig¢ pod uwage fakt, ze analiza ekspresji genéw na poziomie mRNA bez analizy
ekspresji gendéw na poziomie biatka moze by¢ niemiarodajna. W ostatecznej dyskusji i
ocenie Autorka uznata badane no$niki za biozgodne, co wydaje sie stuszne.

Najbardziej interesujace wyniki dotycza oceny wigzania radiobiokoniugatu do
receptorow PSMA z zastosowaniem znacznika izotopowegi 1311 oraz radiotoksycznosci
badanego zwigzku. Kandydatka potwierdzita specyficzno$¢ wigzania radiobiokoniugatu
do receptora PSMA komérek LNCaP C4-2 i konsekwentnie brak tego wigzania do komérek
DU145 (brak ekspresji receptora PSMW. Najwazniejszym wynikiem uzyskanym przez
kandydatke byto okreslenie radiotoksycznosci radiobiokoniugatu 223RaA-silan-PEG-D2B.
Badania in vitro przeprowadzono réwniez na dwu liniach komérkowych (z ekspresja
PSMA vs. bez ekspresji PSMA). Wyniki badan Kandydatki wykazaty wyraznie skuteczno$¢
radiobiokoniugatu, emitujgcego promieniowanie alfa, w niszczeniu komérek zaréwno
LNCaP C4-2 jak tez DU145, chociaz specyficzno$¢ wigzania tego koniugatu do receptora
PSMA i jego internalizacja zadecydowaty o znacznie wiekszej radiotoksyczno$ci wobec
komoérek LNCaP C4-2. Ten interesujacy i nowatorski wynik stanowi o duzej randze
naukowej przedstawionej dysertacji doktorskiej. Jakkolwiek nasuwajg sie pewne
watpliwoéci  dotyczace braku potwierdzenia skutecznosci radiotoksycznoSci
radiobiokoniugatu za pomocg innego testu toksyczno$ci / przezywalno$ci in vitro a takze
pytanie dlaczego doswiadczenia nie przeprowadzono réwniez na komdrkach
prawidtowych co bytoby interesujgce z punktu widzenia tzw. ,side effects”.

Podsumowujac, jednak nalezy stwierdzi¢, Ze szeroki zakres dyskusji, a
jednocze$nie utrzymanie porzadku prowadzonej mysli przewodniej dyskusji wydaje sie
wyro6zniajagca. Mozna pogratulowa¢ Kandydatce tych umiejetnosci, cechujgcych
zazwyczaj do$wiadczonych autoréw prac naukowych. Co wiecej wydaje sie, ze wskazéwki
promotoréw pracy byty przez kandydatke doskonale wykorzystane.

Whioski. Badania, przeprowadzone przez Autorke pozwoli na opracowanie licznych
wnioskéw. Wnioski sg doskonale sprecyzowane, co nie jest tatwym zadaniem podczas
opracowywania tak obszernego materiatlu. Wnioski wyeksponowaty warto$¢
przeprowadzonych badan, ich nowatorski charakter, uzyskanie wielu cennych wynikéw,
a takze nie tylko naukowy, ale réwniez aplikacyjny charakter przeprowadzonych
do$wiadczen. Z pewnos$cig wyniki badan postuzg jako bezcenny materiat podczas
kolejnych do$wiadczen, zmierzajgcych do stworzenia radiofarmaceutykéw do
stosowania w terapii onkologicznej.

Podsumowanie recenzji

Tematyka, jakg podjeta Kandydatka jest nowatorska, a taka praca badawcza niesie
ze sobg duzy pierwiastek trudnosci, nie tylko dotyczacy interpretacji uzyskanych



wynikéw, lecz przede wszystkim metodycznej strony podjetych badan. Pomimo kilku
pytan i nielicznych watpliwos$ci recenzenta badania przeprowadzone przez Panig mgr
Malwinge Czerwinska, a takze ich opracowanie, przedyskutowanie i podsumowanie
oceniam bardzo wysoko. Badania, bez watpienia beda miaty wptyw na rozwéj dyscypliny
i wplynag na postep w dziedzinie bezpieczenistwa i skuteczno$ci radioterapii
nowotworow. Praca oparta jest na cyklu publikacji, recenzowanych i opublikowanych w
prestizowych i bardzo dobrych czasopismach, co stanowi gwarancje ich merytorycznej
wartosci.

W konkluzji recenzji stwierdzam, zZe przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska mgr Malwiny Czerwinskiej ,Nanozeolit NaA funkcjonalizowany
przeciwcialem anty-PSMA i znakowany radionuklidem 223Ra jako potencjalny
radiofarmaceutyk dla celowanej terapii raka stercza” odpowiada warunkom
okreslonym w art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki i moze by¢ podstawg do nadania stopnia naukowego doktora w
postepowaniu prowadzonym na podstawie Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (dz. U.z 2017 r. poz 1789 ze
zm.), w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. - przepisy wprowadzajgce
Ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2017 r. poz 1789 ze zm. w Dz. U.
z 22 marca 2019 r. poz. 534. Dlatego tez, przedstawiam Wysokiej Radzie Instytutu Chemii
i Techniki Jadrowej wniosek o dopuszczenie mgr Malwiny Czerwinskiej do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego. Wnosze rowniez o wyr6znienie pracy doktorskiej, z
uwagi na bardzo wysoki poziom merytoryczny podjetych badan, a przede wszystkim ich
nowatorski charakter.

Ewa Sawosz Chwalibég, 20.09.2021
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