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W terapii chordb nowotworowych obok metod chirurgicznych, chemioterapia i
naswietlania sa powszechnie stosowane pomimo zwigzanych z nimi, czesto powaznych,
dziatan niepozadanych. Nowa strategia terapeutyczna nazwana celowana terapig
radionuklidowa polega na wybiérezym niszczeniu przez odpowiedni promieniotworczy
izotop przylaczony do biologicznie aktywne] czgsteczki komérek nowotworowych,
oszezedzajae komorki zdrowe.

Radiofarmaceutyk sktada si¢ z radionuklidu, zwiazku ktéry go kompleksuje i wektora,
biologicznie czynnej czasteczki, posiadajace] powinowactwo do receptorow wykazujacych
nadekspresj¢ na powierzchni komérek nowotworowych. Dobor odpowiednich elementoOw
sktadowych radiofarmaceutyku jest zadaniem bardzo zlozonym.

W ten wazny nurt poszukiwan odpowiednich nosnikow do zastosowania W terapii
celowanej z uzyciem radionuklidéw bedacych emiterami czastek o wpisuje si¢ tematyka
pracy doktorskiej mgr Weroniki Gawedy, wykonana w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowe;j
Centrum Radiochemii i Chemii Jadrowej W Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab.
Aleksandra Bilewicza, ktory od lat zajmuje si¢ tematyka zwigzang z otrzymywaniem nowych
radiofarmaceutykow.

Sposrod wielu radioaktywnych izotopow emitujacych czastki a Doktorantka wybrala
do swoich badan ***Ra, ktéry ma optymalny dla celow terapeutycznych okres poltrwania
(okoto 11 dni), duza skutecznosé dziatania i moze by¢ stosunkowo tatwo otrzymany z 22'Ac.
Problemem z uzyciem (ego radionuklidu jest znalezienie stabilnego nosnika, trwale g0
wigzacego. Jak dotad brak jest ligandow, ktore dawatyby stabilne kompleksy z kationem Ra?
i dlatego podejmowane byly proby, r6wniez w grupie profesora Bilewicza, whaczania °Ra**
w strukture nanoczastek.

Glownym celem recenzowanej pracy doktorskiej byto otrzymanie nanoczastek 0
rozmiarach ponizej 100 nm, Z whudowanym izotopem ***Ra. Mgr Gaweda zaproponowala



jako noénik dla 3R 22 nanoczastki ferrytu barowego, Kierujac sie podobiefistwem promieni
jonowych oraz whasciwosci chemicznych kationow Ba?* i Ra2*. Aby uzyskaé nonoczastki o
zakladanych rozmiarach Doktorantka zastosowata do ich syntezy metode hydrotermalng z
wykorzystaniem reaktora wysokoci$nieniowego. Parametry syntezy, takie jak czas, szybkos¢
mieszania oraz stosunek Fe3*/Ba?" byly zmieniane w celu zaproponowania najlepszych
warunkéw, a otrzymane produkty byly analizowane za pomocg transmisyjnej mikroskopii
elektronowej. Przeprowadzone proby pozwolily na wybranie optymalnych warunk6éw syntezy
ferrytu barowego, ktéra bylta prowadzona przez 6.5 h w temperaturze 210°C, mieszaniu 750
rpm i stosunku Fe3*/Ba* 8/1. Otrzymane nanoczastki zostaly nastepnie przez Doktorantke
scharakteryzowane pod katem ich wtasciwosci magnetycznych, wielkoécei 1 ksztaltu oraz
sktadu pierwiastkowego, c0 zostato ladnie zilustrowane odpowiednimi zdjgciami.

Kolejnym celem bylo wyznakowanie otrzymanych nanoczastek radioaktywnym
izotopem *?Ra. Mozna to osiagng¢ albo poprzez adsorpcje radionuklidu na powierzchni
nanoczastek, albo poprzez jego wbudowanie do struktury nanoczastki. Mgr Gaweda wybrala
to drugie rozwigzanie, pozwalajace uzyska¢ silniejsze zwigzanie radu niz absorpcja
powierzchniowa. W opisie znakowania brakuje mi danych dotyczacych pochodzenia
radioaktywnego RaCla.

Aby otrzyma¢ potencjalny radiofarmaceutyk, mgr Gaweda postawila sobie za zadanie
polaczenie znakowanego radem ferrytu barowego 2 trastuzumabem, ktory jest
rekombinowanym przeciwciatem monoklonalnym, laczacym si¢ wybi6rezo z receptorem
ludzkiego czynnika Wwzrostu naskorka 2. Jako linker zastosowany zostal kwas 3-
fosfonopropionowy. Szkoda, ze W tekscie nie zostal umieszczony skrot CEPA, ktory widnieje
na rysunku 10. Dalej Doktorantka pisze, ze grupa fosfonianowa, niewlasciwie okreslona
wzorem -PO3; zamiast -POsHy, pochodzaca z kwasu 3-fosfonopropionowego ma
powinowactwo do grup -OH w czasteczce ferrytu barowego. Czy oznacza to, ze tworzy Z
nimi wiazania estrowe, Czy moZe wodorowe - nie jest to jasno powiedziane. Grupa
karboksylowa  kwasu 3-fosfonopropionowego daje  aktywny  ester Z N-
hydroksysulfosukcynimidem, ktéry nastgpnie reaguje z grupami aminowymi na powierzchni
przeciwciala, taczac wigzaniem amidowym przeciwciato z linkerem. Otrzymany biokoniugat
zostal scharakteryzowany przy uzyciu szeregu metod fizykochemicznych, co potwierdzito
poprawno$¢ jego syntezy.

Nastepnie, przy sastosowaniu dwoch réznych metod Doktorantka oszacowata liczbe
czasteczek trastuzumabu przylaczonych do pojedynczej nanoczastki i po poréwnaniu
otrzymanych wynikow zdecydowata do dalszych badan uzywac 250 ug trastuzumabu na 1
mg nanoczastek.

Stabilno$é otrzymanego biokoniugatu i jego fragmentéw mgr Gaweda badata pod
katem retencji radu w kilku roztworach, mierzac pozicm radioaktywnosci przy uzyciu
spektrometru gamma W calym roztworze, a nastgpnie W supernatancie otrzymanym po
usunieciu biokoniugatu. Do tego fragmentu pracy mam 2 pytania. Doktorantka pisze na str.
47, ze "procent stabilnosci zostal wyznaczony jako stosunek aktywnosci zmierzonej W
supernatancie do aktywnosci calej probki" -chyba powinno by¢ odwrotnie? Drugie moje
pytanie dotyczy rysunkow 15-17, przedstawiajacych wyniki badan stabilnogci w réznych
roztworach. Z jakiego powodu Rys. 15 ma inna forme¢ niz 16 i 177 Retencja **Ra w
biokoniugacie okazala si¢ wysoka, powyzej 90%.
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Podsumowujac te czgsé pracy mozna powiedzie¢, ze Doktorantce udato si¢ otrzymac
biokoniugat znakowany izotopem MRa, spelniajacy podstawowe wymagania stawiane
radiofarmaceutykom, takie jak stosunkowo latwa synteza i duza stabilnos¢.

Druga czgS¢ pracy dotyczyta badan biologicznych in vitro otrzymanego biokoniugatu.
Doktorantka przeprowadzita badania powinowactwa do receptora HER2 na linii komorkowej
SKOV-3 z nadekspresja tego receptora i dla poréwnania na linii MDA-MB-231 bez
nadekspresji HER2. Wiyniki tych badan sa przedstawione na Rys. 18 i 19. Czego brakuje mi
w tych badaniach to analizy statystycznej otrzymanych wynikow, ktéra pokazataby, czy
otrzymane wyniki sg istotne statystycznie.

Na linii SKOV-3(HER2+) zostalo tez przeprowadzone badanie internalizacji
biokoniugatu metoda radiometryczng. Doktorantka wykazala, ze badany biokoniugat byt
szybko internalizowany i zatrzymywany wewnatrz komorki. Wynik ten zostat potwierdzony
na drodze mikroskopii konfokalnej. W tym przypadku zamiast radioaktywnego zwiazku
uzyty by! biokoniugat zawierajacy jony Ba zamiast Ra (BaFelZOl9—CEPA-trastuzumab).
Zdjecia z mikroskopu kofokalnego wyraznie pokazuja akumulacje biokoniugatu W
komorkach z nadekspresja receptora HER2.

Ostatnim elementem pracy byto badanie cytotoksycznosci otrzymanych zwiazkow na
linii SKOV-3 metoda MTS w saleznosci od stezenia zwigzku "zimnego" lub dawki zwiazku
radioaktywnego oraz od czasu. Mgr Gawgda wykazata, ze nieradioaktywne skladowe
biokoniugatu nie byty toksyczne dla komorek, natomiast radioaktywny koniugat powodowal
znaczny efekt cytotoksyczny. Autorka poréwnala tez otrzymane dla jej biokoniugatu wartosci
LDso z wartosciami znanymi Z literatury, otrzymanymi dla biokoniugatéw trastuzumabu z
innymi radionuklidami i linkerami, dyskutujac obserwowane roznice. W kolejnym
eksperymencie Doktorantka zbadata tez wptyw biokoniugatu na klastry komoérek SKOV-3, co
pozwala na lepsza oceng dziatania preparatu niz ma to miejsce W monowarstwie. Wzrost
klastrow byl hamowany przez biokoniugat (ale nie przez wolny radioaktywny 223Ra), wprost
proporcjonalnie do uzytej dawki promieniowania. W tym miejscu chciatabym zapytaé jaka
jest roznica pomiedzy wartoécia LDso wyliczang w pracy, & ICso, ktora jest zwykle stosowana
do opisywania wynikow testu na cytotoksycznosé (MTT lub MTS).

Podsumowujac, badania in vitro wykazaty duze powinowactwo otrzymanego w pracy
biokoniugatu do receptorow HER2, jego szybka internalizacje i akumulacjg W komorkach
nowotworowych oraz duza cytotoksycznosé zarbwno do komorek hodowanych W
monowarstwie jak i do klastrow komorek.

Czesé eksperymentalng rozprawy koficzy przedstawione W punktach podsumowanie
otrzymanych wynikow oraz krétkie omowienie pokazujace dobre i zte strony otrzymancgo
biokoniugatu jako potencjalnego radiofarmaceutyku, ktore uwazam za cenne.

Oceniana rozprawa mgr Gawedy ma 113 stron. Rozpoczyna ja streszczenie W jezyku
polskim i angielskim. Wykaz skrétéw umieszezony na poczatku powinien byé przedstawiony
w kolejnosci alfabetycznej. Obszerna, 38 stronicowa czg$¢ literaturowa oparta na 170
pozycjach pi$miennictwa wskazuje na duzg wiedzg Doktorantki dotyczacg tematyki
zwiazanej Z radiofarmaceutykami. Mgr Gaweda przedstawia w niej rys historyczny dotyczacy
poczatkow medycyny nuklearnej. Nastgpnie opisane sg rozne zastosowania, zarOwno
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diagnostyczne jak i terapeutyczne, wykorzystujace promieniowanie jonizujace. Poniewaz
glownym zainteresowaniem DoktorantKi jest terapia celowana, duzo miejsca poswigcone jest
charakterystyce cech dobrego radionuklidu oraz wyborowi nosnika i wektora. Kolejna czgs¢
dotyczy nanoczastek W medycynie nuklearnej. Wybér zagadnien przedstawionych w czescl
teoretycznej $wiadezy © whasciwym zrozumieniu roli tej czesci dysertacji, stanowigce]
wprowadzenie 1 uzasadnienie wybranego celu pracy. Czg$¢ ta stanowi cenne zrodio
informacji naukowych.

Rozdzial Czesé doswiadczalna precyzuje szczegoly stosowanych technik badawczych
i jest napisany W sposob przejrzysty i kompetentny. Kolejne, wlasciwie zaplanowane zadania
badawcze sa w petni uzasadnione w swietle postawionego celu. Tematyka pracy jest obszerna
i wymagata od Doktorantki opanowania szeregu technik syntetycznych prowadzacych do
modyfikacji powierzchni ferrytu barowego 1 przytaczenia przeciwciata oraz metod
analitycznych, takich jak  miedzy innymi  pomiary magnetometryczne, analiza
termograwimetryczna, spektrofotometria UV-Vis, mikroskopia konfokalna i réwniez badan
na komoérkach. Tak szeroki wachlarz badan eksperymentalnych zastuguje na podkreslenie.
Praca przygotowana jest Z duza starannoscia i ilustrowana wykresami i zdjeciami.

Szkoda, ze Doktorantka nie umiesceita na koficu pracy spisu swoich publikacji, ani
sr6del finansowania. W bazie PubMed znalaziam prace opublikowang w 2020 roku w
Nonomaterials, w ktorej mgr Gaweda jest pierwszym autorem, opisujaca wigkszos¢ wynikow
przedstawionych W rozprawie. Opublikowanie pracy W czasopi$mie majacym wspotczynnik
wplywu ponad 4 jest warte wspomnienia i potwierdza duze snaczenie otrzymanych wynikow
w rozwoju terapii celowane].

Podsumowanie i wnioski:

W podsumowaniu stwierdzam, ze W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej
mgr Weronika Gaweda postawila sobie ambitny cel, ktory konsekwentnie zrealizowata.
Badania podjete przez Doktorantke sg z punktu widzenia naukowego, a przede wszystkim
aplikacyjnego wysoce aktualne. Doktorantka wykazata si¢ dobra znajomoscia dziedziny,
ktorej dotyczy praca. Wyniki przedstawione W rozprawie W sposob istotny poszerzaja wiedze
na temat mozliwosci otrzymywania i wykorzystania nowych radiofarmaceutykow w terapii
celowanej NOWOtWOrow.

Opiniowana praca W pelni speinia wymagania stawiane kandydatom ubiegajacym sig
o stopien naukowy doktora. Dlatego z pelnym przekonaniem zwracam si¢ do Rady Naukowej
Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej W Warszawie o dopuszczenie mgr Weroniki Gawedy
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie zwracam Si¢ Z propozycja wyrbznienia rozprawy Zze wzgledu na
otrzymanie bardzo wartociowych wynikow, ktére stanowia cenny wkiad w badania nad
nowymi radiofarmaceutykami.



