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Ocena merytoryczna pracy

Po znaczgcym wzroscie =zastosowan terapeutycznych radionuklidow emitujacych
promieniowanie B, ktory obserwowaliSmy w ostatnich dekadach, obecnie zainteresowanie
klinicystow kieruje si¢ na podobne zastosowania lecznicze emiteréw promieniowania a.
Charakteryzujg si¢ one wyzsza energig promieniowania i krotszym zasiegiem (ponizej 1 mm)
w tkankach. Jego dzialanie na komoérki nowotworowe jest tez bardziej skuteczne — powoduje
ono uszkodzenia dwuniciowe DNA. Promieniowanie powoduje martwice lub prowadzi
do zjawiska apoptozy. Jesli nawet komorka nie zostanie zniszczona bezposrednio po dziataniu
promieniowania, obserwuje si¢ tzw. smier¢ mitotyczng — martwicy ulegaja komorki potomne
w trakcie podzialu komérkowego. Sposob uszkadzania DNA to jedna z wazniejszych rdznic
migdzy promieniowaniem B~ ia. Selektywno$¢ dzialania promieniowania jest uzalezniona

przede wszystkim od stosowania dziatajacych coraz bardziej wybidrczo nosnikow.



Zwigkszone zainteresowanie wykorzystaniem o-emiterow wynika z faktu, ze dostepne sa
substancje chelatujace, tworzace trwale kompleksy z niektérymi z nich, np. DOTA
wykorzystywana w receptorowej peptydowej radioterapii wewnetrznej do wigzania '""Lu czy
PY, wigze réwniez 2°Bi czy 22’Ac. Do rutynowej o-terapii wprowadzono w ostatnich latach
preparat Xofigo (**Ra). W radiofarmaceutyku tym *>Ra w postaci chlorku jest podawany
dozylnie i wychwytywany z krwioobiegu w komorkach kostnych, podobnie do jonéw wapnia.
Takiej strategii nie mozna jednak stosowa¢ w przypadku astatu-211, innego radionuklidu
emitujgcego promieniowania o. Astat jest najcigzszym pierwiastkiem w grupie halogenkow,
wykazuje podobienistwo chemiczne do jodu, ma jednak bardziej metaliczny charakter niz jod.
Wiasciwos¢ te wykorzystywano do tworzenia potaczen z weglem w zwigzkach organicznych,
jednakze potaczenia te nie sg trwate. Mozliwosci radioterapii z zastosowaniem 2!! At badano od
dawna, pierwsze zastosowania ograniczaly si¢ do podania domiejscowego np. w leczeniu
nowotworow skory, ze wzgledu na brak nosnikow, ktore zapewnialyby stabilne i swoiste
dostarczenie izotopu w obrgb nowotworu w podaniu dozylnym.

Majac na uwadze korzystny efekt leczniczy ?!' At oraz mozliwosci wydajnego otrzymywania
go w cyklotronach, Doktorantka stusznie kieruje swoja uwage na wykorzystanie tego
radionuklidu do radioterapii wewnetrznej. Ma przy tym dobra oceng ograniczen, jakie stawia
przed badaczem ten izotop promeniotworczy, a w szczegdlnosci trudno$é w tworzeniu trwatych
pofaczen chemicznych astatu. Dlatego Doktorantka zwraca uwage na réznego rodzaju

nanoczastki jako potencjalne nosniki dla >'' At.

Temat rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnienia trwatego zwigzania radionuklidu 2''At z
czgsteczkami aktywnymi biologicznie, ktére to trwale polaczenie zwigkszatoby dostepnosé
radiofarmaceutykow znakowanych *''At w praktyce medycznej. Postawiona hipoteza
badawcza zakladala mozliwo$¢ wykorzystania nanoczastek ztota jako nosnika dla 2''At,
poprzez zwigzanie astatu na powierzchni tych nanoczastek na zasadzie adsorbcji. Badania nad
wykorzystaniem nanoczgstek nieorganicznych do zwigzania astatu-211 uwaz‘ar;l za istotne,
wnoszgce wazny wkiad w rozwoj tej metody i jej potencjalne przyszie zastosowania.

Tezy rozprawy mozna pokrotce scharakteryzowac nastepujaco:

- zbadanie mozliwosci zwigzania astatu-211 na wytypowanych i zsyntezowanych przez
doktorantkg nanoczastkach metali tj. telluru osadzonego na tlenku tytanu (TeTiOz), platyny
osadzonej na tlenku tytanu (PtTiOz), platyny, nanoczgstki typu rdzen/powloka zbudowane z
rdzenia Au2S i otoczki Au (Au2S/AuNPs) oraz nanoczastki ztota o dwoch réznych

wielkosciach Au 5 nmi Au 15 nm,



- wyznakowanie nanoczgstek astatem-211 oraz okreslenie ich stabilno$ci w roztworach
metodami radiochemicznymi,

- modyfikacja powierzchni nanoczastek AuNPs w celu przylaczenia czasteczek aktywnych
biologicznie, naprowadzajacych na wybrany rodzaj nowotworu,

- otrzymanie radiobiokoniugatéw nanoczastek AuNPs i czgsteczek naprowadzajacych tj.
substancji P(5-11), peptydu wigzacego si¢ swoiscie z receptorami NK 1, wystepujgcymi ze
zwigkszong czestoscia na komorkach glejaka wielopostaciowego oraz przeciwciata
monoklonalnego trastuzumab, wykazujacego powinowactwo do receptorow HER2, ktorych
ekspresja towarzyszy czesto nowotworom raka piersi i jajnika,

- ocena cytotoksycznosci 1 powinowacta receptorowego otrzymanych radiobiokoniugatow
metodami in vitro na wybranych liniach komoérkowych.

Takie sformutowanie koncepcji badawczej uwazam za trafne i logiczne.

Praca przedstawiona do oceny powstala dzigki mozliwosci wykrzystania urzadzen i
przeprowadzenia doswiadczen w kilku osrodkach, w tym w jednostce macierzystej
Doktorantki, Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej, na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, w Centrum Medycznym Ksztalcenia Podyplomowego (CMKP) w Warszawie,
natomiast astat-211 wytwarzany byl w Srodowiskowym Laboratorium Ciezkich Jonow

Uniwersytetu Warszawskiego.

Recenzowana rozprawa napisana jest w sposob klasyczny i sklada si¢ z przegladu
literaturowego, czesci eksperymentalnej, wynikow z dyskusjg, podsumowania i wnioskow.
Zawiera 167 cytowanych pozycji, z tej liczby 153 pozycje w cze¢sci literaturowej i dalsze 14 w
czgsci eksperymentalnej. Cytowane pozycje sg aktualne, wickszos¢ z ostatnich 10 lat. Zakres
tematyczny wyboru literaturowego jest bardzo szeroki i wszechstronnie przedstawia badane
zagadnienie. W czgdci literaturowej Doktorantka omawia podstawy radiofarmacji i ogdlnie
charakteryzuje radiofarmaceutyki znajdujace zastosowanie w diagnostyce i lecz:eniu réznych
schorzen. Nast¢pnie omawia bardziej szczegdlowo radiofarmaceutyki oparte na emiterach
propmieniowania alfa oraz przedstawia znaczenie radiounklidu *'' At w celowanej radioterapii
nowotworowej. Charakteryzuje wlasciwosci jadrowe >''At, jego schemat rozpadu i charakter
emisji, mozliwosci jego otrzymywania oraz zalety i ograniczenia wynikajace z charakterystyki
fizycznej i chemicznej *'' At i jego produktow rozpadu. Podobnej analizy Doktorantka dokonata
w odniesieniu do nanoczastek jako nosnikow leku i ich zastosowan medycznych. Na szczegdlng

uwage zastuguje tu omdéwienie szczegdtowo mechanizméw kumulowania sie nanoczastek w



tkankach i1 potencjalnych korzysci z zastosowania naprowadzajacych wektoréw biologicznych
do zwigkszenia skuteczno$ci celowanej radioterapii wewnetrznej. Przeprowadzona analiza
zrodet jest obszerna, a sformutowane na jej podstawie wnioski — poprawne. Dobrze uzasadniaja
cel pracy, ktory Doktorantka konsekwentnie realizuje w cze¢sci eksperymentalnej. Dodatkowo,

material ten jest zilustrowany graficznie, dajac czytelnikowi tatwy wglad w istote zagadnienia.

Czgsc eksperymentalna spetnia oczekiwania wobec prac doswiadczalnych, wykonywanych z
zastosowaniem licznej noowczesnej aparatury pomiarowej i metod analitycznych. Doktorantka
przyjeta zatozenie, ze nieorganiczne nanoczastki mogg skutecznie wigzaé 2! At poniewaz znane
sg takie oddziatywania dla jodu a potencjal adsorbeyjny Au-At jest wysoki. Rzeczywiscie,
sposréd badanych nanoczastek nieorganicznych, nanoczastki ziota AuNPs najbardziej
wydajnie i trwale wiazaly 2''At. AuNPs wykazywaly réwniez jednorodnosé ksztattu i
rozmiaru, co Doktorantka potwierdzita technikamiTEM i DLS. Nastepnie dokonata
modyfikacji ich powierzchni metoda pegylacji. Dobrata stopien pokrycia powierzchni tak, aby
zachowa¢ ich zdolnos¢ do adsorbcji astatu, oraz przytaczyta do nich wytypowane wektory
biologiczne. Badania na liniach komoérkowych wykazaty swoiste wigzanie wyznakowanych
211 At radiobiokoniugatéw na membranach komérkowych, wskazujac na receptorowy charakter
tego wigzania. Na uwage zasluguje zastosowanie mikroskopii konfokalnej w celu
zobrazowania wigzania biokoniugatu AuNPs-S-PEGIgGl z receptorem HER2 oraz
internalizacji do komérek nowotworowych, a takze zobrazowanie nanoczastek zlota 15 nm
oraz biokoniugatu za pomocg mikroskopii ciemnego pola. Uzyskane obrazy wskazuja na
przechodzenie biokoniugatu przez blong komérkowa, co jest efektem spodziewanym majac na
uwadze wyniki badan internalizacji. Natomiast rozwazania co do ich gromadzenia sie w jadrze
komorkowym majg raczej charakter spekulatywny, nie poparty wynikami innych badan.
Szkoda, ze Doktorantka nie podejmuje proby wyjasnienia tej obserwacji. Natomiast za przejaw
dociekliwosci naukowej Doktorantki nalezy uznaé prébe wiaczenia metod obliczeniowych do
wyjasnienia mechanizmu tworzenia silnego wiazania Au-At adsorbcji astatu na Zlocie.

Doktorantka podsumowuje pracg na etapie badan in vitro. Niewatpliwie badania w kierunku
sprawdzenia, czy poza zastosowaniem domiejscowym, przyjeta strategia moglaby doprowadzi¢
do otrzymania nanoczasteczek wykazujacych selektywne gromadzenie w komérkach

nowotworowych w warunkach in vivo, warte sg kontynuacji.

Czgs¢ dotyczgca wynikéow i dyskusji rozprawy jest przedstawiona wyczerpujaco i

merytorycznie, zajmuje ponad 30 stron. Wskazuje na doswiadczenie Doktorantki w pracy



laboratoryjnej, opanowanie warsztatu badawczego, umiejetnos¢ wyboru i zastosowanie wielu
metod syntezy nieorganicznej, metodyki znakowania izotopowego, analizy chemicznej i badan
in vitro, w tym zastosowanie techniki dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS), transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM), wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) i
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) i technik mikroskopowych.

Pewien niedosyt pozostawia fakt, ze wyniki badan potaczono z ich dyskusja i to wyniki badan
sa dominujaca czgscig tego rozdziatu a odniesienia do pismiennictwa cytowanego w pracy sg

nieliczne.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy ogélem 91 stron, rozpisanych na 10
rozdziatow, 10 tabel i 23 rysunki. Zasadnicza czg$¢ rozprawy stanowi rodziat 9, w ktorym
Doktorantka przedstawia uzyskane wyniki i dokonuje ich krytycznej oceny, w konsekwencji
prowadzacej do wnioskdw opisanych w rodziale 10. Stwierdzam, ze rozwigzanie postawionego
zadania zostalo przeprowadzone prawidlowo, a przyjete zalozenia i metody nie budza
wiekszych zastrzezen. Na uwage zastuguje zakres i sposob postugiwania sie¢ szeregiem metod

instrumentalnych i analitycznych, co $wiadczy o wiedzy Doktorantki w tym zakresie.

W efekcie pracy powstala publikacja, w ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem:
L. Dziawer, P. Kozminski, S. Meczynska-Wielgosz, M. Pruszynski, M. Lyczko, B. Was, G.
Celichowski, J. Grobelny, J. Jastrzebski, A. Bilewicz, Gold nanoparticle bioconjugates labelled
with 2! At for targeted alpha therapy, RSC Adv., 2017, 7, 41024. Publikacja ta prezentuje
zasadnicze osiggnigcia Doktorantki, nie jest jednak w rozprawie cytowana. Podobnie jesli
chodzi o zgloszenie patentowe Nr P. 411258 “Radiofarmaceutyk terapeutyczny oparty na
znakowanych astatem-211 nanoczgstkach ztota oraz sposob jego wytwarzania”. Zgloszenie to
mozna znalez¢ w dorobku Autorki ale nie jest cytowane w jej pracy doktorskiej. Wskazanie
powyzszych zrodet w tekscie rozprawy utatwitoby zidentyfikowanie, jaki jest rzeczywisty efekt

praktyczny osiaggnie¢ Doktorantki przedstawionych w jej dysertacji.

Oceniajac dorobek publikacyjny Doktorantki nalezy zauwazy¢, ze jest ona pierwszym autorem
w jednej publikacji w czasopismie z listy filadelfijskiej, oraz wspdlautorem w publikacji
krajowej (punktowanej przez MNiSW), przygotowanie kolejnej publikacji zawierajacej wyniki
badan doktorantki jest deklarowane. Doktorantka jest réwniez pierwszym autorem w

zgloszeniu patentowym ztozonym w Polskim Urzedzie Patentowym. Na podkreslenie zastuguje



nagrodzenie przedmiotu zgloszenia medalem platynowym na X Miedzynarodowe;j
Warszawskiej Wystawie Wynalazkow IWIS 2016.

Praca zostala zredagowana starannie, btedy edytorskie w zasadzie si¢ nie zdarzaja. Jedynie
drobne zastrzezenia mozna mie¢ do interpunkcji, przecinki stosowane sa3 w nadmiarze.
Natomiast Doktorantka nie ustrzegla si¢ pewnych niescistosci w przywolywaniu danych
fizycznych opisywanych radionuklidow, np. okres péttrwania astatu-211 podany w Tabeli 2 na
stronie 10 wynosi 7 h, na stronie 15 podano, ze wynosi 7,2 h a na stronie 38, ze wynosi 7,22 h.
Zazwyczaj zaleca sig, Zeby w rozprawach naukowych powotywa¢ sie spojnie na jedno zrodto

danych fizycznych, zeby unikngé podobnych rozbieznosci.

Pracg doktorska mgr Lucji Dziawer pt. ,,Biokoniugaty nanoczgstek ztota jako nosniki 2''At w
celowane;j alfa terapii” oceniam wysoko. Praca spetnia wymogi stawiane przez ustawodawce
pracom doktorskim. Pewne drobne manakmenty, budzace moje zastrzezenia, nie wpltywaja na
0golng oceng pracy, na wyciggnigte wnioski i nie umniejszajg znaczenia przedstawionych
wynikéw. Uwazam, ze Doktorantka jest w pelni dojrzata kandydatkg do organizowania i
prowadzenia badan naukowych, spelnia tym samym kryteria stawiane pracownikom

naukowym ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora.

Podsumowujac, oceniam przedstawiong rozprawe doktorska jako bardzo dobra,
spelniajagcg wymagania ustawy dotyczace rozpraw doktorskich i wnosze¢ o przyjecie
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Lucji Dziawer do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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Niniejszym  przekazuj¢  recenzje rozprawy doktorskiej Pani mgr kLucji Dziawer
pt. .Biokoniugaty nanoczastek ziota jako nosniki 2'"At w celowanej alfa terapii”,
ktérej promotorem jest Pan prof. dr hab. Aleksander Bilewicz a promotorem pomocniczym

Jjest Pani dr inz. Agnieszka Majkowska-Pilip.

Zapoznatam sig z pracg z zainteresowaniem i oceniam jej poziom jako wyr6zniajacy. Zwracam
sie wiec do Wyskiej Rady Naukowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej
0 wyrdznienie rozprawy.

Praca prezentuje wysoki poziom, zastugujacy na wyréznienie, biorac pod uwagg range rozwiazywanego
problemu  jakim  jest = wykorzystanie nanoczastek do zwigzania  astatu-211.
Z tej perspektywy badania przedstawione w pracy wnosza wazny wklad w rozwdj tej metody
1 jej potencjalne przyszle zastosowania.

Praca zostata pryzgotowana bardzo poprawnie formalnie i i jezykowo, wyniki przedstawione zostaty z
duzg starannoscia, wskazuja na sumiennos¢ i dociekliwosé Doktorantki. Stanowi wazny wktad w rozwoj

nowoczesnych zastosowan radionuklidow alfa-promieniotworezych do celéw medycznych.
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