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Ocena merytoryczna pracy

Rad-223 (*>*Ra) w postaci jonowej, jako roztwér chlorku radu, jest pierwszym emiterem
promieniowania a, ktéry uzyskat dopuszczenie do stosowania jako produkt leczniczy wskazany
do leczenia dorostych pacjentéw z rakiem gruczotu krokowego, z objawowymi przerzutami do
kosci (w Polsce dostepny jako Xofigo od 2014 r). Mozna $miato stwierdzi¢, ze w historii
medycyny nuklearnej 1 radiofarmacji zarejestrowanie Ra-223 stanowilo przetom
w dotychczasowym postrzeganiu izotopdéw promieniotwérczych emitujgcych promieniowanie
a i potwierdzito ich przydatnos¢ i bezpieczenstwo stosowania u ludzi.

Ponadto, w ostatnich latach wykazano skuteczno$¢ izotopéw promieniotwoérczych emitujacych
promieniowanie a, takich jak bizmut-213, aktyn-225 i in. Charakteryzujg si¢ one wysokim
linlowym wspotczynnikiem przekazywania energii (LET) i krétkim zasig¢giem (ponizej 1 mm)
w tkankach. W stosunku do emiteréw promieniowania -, promieniowanie o znacznie cz¢sciej

wywotuje efekt uszkodzenia dwuniciowego DNA a co za tym idzie, skuteczne niszczenie



komorek. Selektywnos$¢ dzialania promieniowania jest uzalezniona przede wszystkim od
stosowania dziatajacych wybidrczo nosnikow.

Zwigkszone zainteresowanie wykorzystaniem ca-emiteréw wynika z faktu, ze dostepne
s3 substancje chelatujace, tworzace trwate kompleksy z niektéorymi z nich, np. DOTA
wykorzystywana w receptorowej peptydowe;j radioterapii wewnetrznej do wiazania !"’Lu czy
Y, wiaze rowniez *'*Bi czy *Ac.

W radiofarmaceutyku, >’Ra jest podawany dozylnie i wychwytywany z krwioobiegu przez
namnazajace si¢ komorkich kostne, podobnie do jonéw wapnia. Jednak zaréwno wapn jak i rad
nie tworza stabilnych zwigzkéw kompleksowych. Dlatego w przypadku radu strategia
znakowania czasteczek biologicznie czynnych poprzez przylaczanie do nich substancji
chelatujacych jest nieskuteczna. Ponadto, szescioetapowy rozpad radu-223 do olowiu-207
nastepuje poprzez krotko zyciowe produkty rozpadu (powstajg radionuklidy pochodne, ktore
s 1izotopami innych pierwiastkéw niz rad) i towarzyszg mu emisje promieniowania alfa, beta i
gamma o roznych energiach 1 prawdopodobienstwach emisji.

Majac na uwadze korzystny efekt leczniczy ***Ra oraz zwiekszajace sic mozliwosci wydajnego
otrzymywania tego radionuklidu, Doktorantka poszukuje sposobdw szerszego wykorzystania
Ra-223 w radioterapii wewnetrznej. Ma przy tym dobrg ocen¢ ograniczen, jakie stawia przed
badaczem ten izotop promeniotworczy, trudno$¢ w tworzeniu stabilnych wigzan

koordynacyjnych oraz ztozony schemat rozpadu promieniotwdrczego.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnienia trwatego zwiazania radionuklidu ?’Ra
z czasteczkami aktywnymi biologicznie, ktdre to trwate potaczenie zwigkszatoby dostepnosc
radiofarmaceutykow znakowanych 2?Ra w praktyce medycznej. Postawiona hipoteza
badawcza zaktadala mozliwo$¢ wykorzystania magnetycznych nanoczastek ferrytu barowego
— BaFe 2019 w ktérego strukturze, ze wzgledu na podobne wiasnosci chemiczne, kationy baru
bylyby zastgpowane kationami radu, prowadzac do otrzymania mieszanego ferrytu barowo-
radowego RaxBai«BaFe2O19. Dodatkowo, wiasnoéci magnetyczne [***Ra]BaFei2Oi9
umozliwialyby wilaczenie w leczenie drugiej techniki, tj. magnetycznej hypertermii, tym
samym zwiekszajac skuteczno$¢ leczenia przeciw-nowotworowego. Badania nad
wykorzystaniem nanoczastek nieorganicznych do zwiazania radu-223 uwazam za istotne,
wnoszace wazny wkiad w rozwoj tej metody i jej potencjalne przyszie zastosowania.

Tezy rozprawy mozna pokrotce scharakteryzowa¢ nastgpujaco:

- zbadanie mozliwosci i przeprowadzenie syntezy magnetycznych czastek ferrytu baru

BaFe 2019



- opracowanie metody wprowadzajacej ***Ra do struktury tego ferrytu,

- zbadanie trwatosci i zwiazania **Ra i produktéw jego rozpadu promieoniotwérczego i
okreslenie ich stabilnosci w roztworach metodami radiochemicznymi,

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

- otrzymanie radiobiokoniugatu nanoczastek BaFe2O\9 i czgsteczek naprowadzajacych tj.
przeciwciata monoklonalnego trastuzumab, wykazujacego powinowactwo do receptoréw
HER2, ktorych ekspresja towarzyszy czesto nowotworom raka piersi 1 jajnika,

- ocena cytotoksycznos$ci 1 powinowacta receptorowego otrzymanych radiobiokoniugatéw
metodami in vitro na wybranych liniach komérkowych.

Takie sformutowanie koncepcji badawczej uwazam za trafne i logiczne.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy ogotem 113 stron, rozpisanych na 5
gtownych rozdziatéw z podrozdziatami, S tabel i 34 rysunki. Rozprawa napisana jest w sposob
klasyczny i sktada si¢ z przegladu literaturowego, czgsci eksperymentalnej, wynikow z
dyskusjg, podsumowania i wnioskow. Zasadniczg cz¢$¢ rozprawy stanowi rodziat 3.4, w
ktérym Doktorantka przedstawia uzyskane wyniki i1 dokonuje ich krytycznej oceny, w
konsekwencji prowadzacej do podsumowania i wnioskéw opisanych w rodziale 4. Przeglad
lietratury zawiera 191 cytowanych pozycji, z tej liczby 170 pozycji w czgdci literaturowej 1
dalsze 21 w czesci eksperymentalnej. Cytowane pozycje sg aktualne, wigkszos¢ z ostatnich 10
lat. Zakres tematyczny wyboru literaturowego jest bardzo szeroki i wszechstronnie przedstawia
badane zagadnienie. W czg¢éci literaturowej Doktorantka podaje rys historyczny rozwoju
medycyny nuklearnej, ogolnie omawia metody leczenia nowotworéw oraz celowanej
radioterapii wewngtrznej ze szczegdlnym uwzglednieniem a terapii. Doktorantka szczegdtowo
przedstawia znaczenie radionuklidu **Ra w celowanej radioterapii nowotworowe;.
Charakteryzuje wlasciwosci chamiczne i jadrowe **Ra, jego schemat rozpadu i charakter
emisji, mozliwo$ci jego otrzymywania oraz zalety i1 ograniczenia wynikajace z charakterystyki
fizycznej i chemicznej 22’Ra i jego produktéw rozpadu. Szczegétowej analizy Doktorantka
dokonata w odniesieniu do opisanych w literaturze préb skompleksowania kationu Ra**. Na
podkreslenie zastuguje tu omoéwienie koncepcji radioterapii w potgczeniu z magnetyczng
hipertermig. Przeprowadzona analiza Zrddel jest obszerna, a sformutowane na jej podstawie
wnioski — poprawne. Dobrze uzasadniajg cel pracy, ktéry Doktorantka konsekwentnie realizuje

w czesci eksperymentalne;.



Czes¢ eksperymentalna spelnia oczekiwania wobec prac doswiadczalnych,

wykonywanych z zastosowaniem licznej nowoczesnej aparatury pomiarowej 1 metod
analitycznych. Realizujac swoj plan badawczy Doktorantka wykazala, ze metodg
hydrotermalng mozna otrzymac nanoczasteczki BaFe;2019 o srednicach w przedziale 15-30
nm, oraz ze mozliwe jest trwate zwigzanie atomdéw Ra-223 w tych czateczkach zaproponowang
metoda. W tym celu badata trwatos¢ zwigzania ***Ra w soli fizjologicznej i w surowicy krwi.
Po przylaczeniu czgsteczek przeciwciata na powierzchni nanoczatek BaFe 2019 Doktorantka
scharakteryzowata otrzymane biokoniugaty metodami TEM, DLS, TGA 1 badaniami
magnetycznymi. Ponadto zbadala, ze otrzymany radiobiokoniugat [>*’Ra]BaFe;2019-CEPA-
trastuuzmab zachowuje powinowactwo do recpetorow HER2 komorek nowotworowych
SKOV-3. Potwierdzity to réwniez badania internalizacji oraz mikroskopii konfokalnej,
zaréwno dla BaFe12019 jak i [2°Ra]BaFei201s.
Nastepnie Doktorantka udowodnita, ze mozliwe jest trwate zwigzanie Ra-223 1, w znacznym
stopniu, produktéw jego rozpadu, w czasteczkach ferrytu barowego BaFe 2019 oraz mozliwe
jest przylaczenie do tych czasteczek wektora biologicznego, jakim w tym przypadku bylo
przeciwciatlo monoklonalne trastuzumab. Zabieg ten skutkowal podwyzszong zdolnoscig
otrzymanych radiobiokoniugatow do tgczenia si¢ z receptorami komorek nowotworowych, co
jest niezwykle istotne z punktu widzenia potencjanych zastosowan medycznych. Nawet jesli
spowodowalo to ostabienie wlasnosci magnetycznych otrzymanych radiobiokoniugatdw, to 1
tak wartos¢ poznawcza badan przeprowadzonych przez Doktorantke jest nie do przecenienia 1
zatuguje na podkreslenie. Za dodatkowy walor poznawczy nalezy uzna¢ zachg¢cajace wyniki
badan z wykorzystaniem sferoidéw ztozonych z klastréw komérek nowotworowych SKOV-3.
Niewatpliwie, badania w kierunku sprawdzenia, czy przyj¢ta strategia mogtaby doprowadzié
do otrzymania nanoczgsteczek wykazujacych selektywne gromadzenie w komoérkach
nowotworowych w warunkach in vivo, warte sg kontynuacji.

Czgs¢ dotyczaca wynikow 1 dyskusji rozprawy jest przedstawiona wyczerpujaco i
merytorycznie, zajmuje ponad 30 stron. Wskazuje na doswiadczenie Doktorantki w pracy
laboratoryjnej, opanowanie warsztatu badawczego, umiej¢tnos¢ wyboru i zastosowanie wielu
metod syntezy nieorganicznej, metodyki znakowania izotopowego, analizy chemicznej w tym
zastosowanie techniki dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS), transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM), proszkowej dyfrakcji  rentgenowskiej (XRD), pomiardw
magnetometrycznych, analizy termograficznej, techniki mikroskopii konfokalnej i badan in
vitro na liniach komérkowych, takich jak badania powinowacta, internalizacji czy

cytotoksyczno$ci. Praca przedstawiona do oceny powstata dzieki mozliwosci wykrzystania



urzadzen i przeprowadzenia do$wiadczen w kilku osrodkach, w tym w jednostce macierzystej
Doktorantki, Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej, na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, w Instytucie Tele- i Radiotechnicznym w Warszawie oraz w Centrum
Medycznym Ksztalcenia Podyplomowego (CMKP) w Warszawie, natomiast *?’Ra
otrzymywano z generatora Ac-227/Ra-223 przekazanego przez European Commission Joint
Research Centre w Karlsruhe, Niemcy.

W efekcie badan przedstawionych w dysertacji powstata publikacja, w ktorej
Doktorantka jest pierwszym autorem:
Gaweda W, Pruszynski M, Cedrowska E, Rodak M, Majkowska-Pilip A, Gawetl D, Bruchertseifer F,
Morgenstern A, Bilewicz A. Trastuzumab Modified Barium Ferrite Magnetic Nanoparticles Labeled
with Radium-223: A New Potential Radiobioconjugate for Alpha Radioimmunotherapy. Nanomaterials.
2020 Oct 20,10(10):2067. doi: 10.3390/nanol0102067. Publikacja ta prezentuje zasadnicze
osiagnig¢cia Doktorantki, nie jest jednak w rozprawie cytowana. Wskazanie tego zrddta w
tekscie rozprawy utatwiloby zidentyfikowanie, jaki jest rzeczywisty efekt praktyczny osiggnigé
Doktorantki przedstawionych w jej dysertacji. Warto jednak zauwazy¢, ze cytowana jest inna
praca Doktorantki, Gaweda W, Osial M, Zuk M, Pekata M, Bilewicz A, Krysinski P. Lanthanide-Doped
SPIONs Bioconjugation with Trastuzumab for Potential Multimodal Anticancer Activity and Magnetic
Hyperthermia. Nanomaterials. 2020 Feb 8,10(2):288. doi: 10.3390/nanol0020288, rozszerzajaca
tematyke przedstawiong w dysertacji. Zar6wno wymienione powyzej publikacje a takze
aktywnos¢ Doktorantki w prezentowaniu wynikow badan na konferencjach krajowych

1 migdyznarodowych oceniam wysoko.

Stwierdzam, ze rozwigzanie postawionego zadania zostalo przeprowadzone prawidlowo, a
przyjete zatozenia i metody nie budzg wigkszych zastrzezen. Praca zostala zredagowana
starannie, biedy edytorskie w zasadzie si¢ nie zdarzajag. Mozna jednak zaobserwowaé pewne
niedostatki stylistyczne, ponizej pozwolg sobie zacytowac kilka przyktadow:
,Promieniowanie jonizujace stawiato pierwsze kroki w medycynie ... ,, str. 3.

,,Zwiazki oparte na otwartych zroédtach promieniowania w medycynie nuklearnej nazywane sg
radiofarmaceutykami” str. 6,

Inny przyktad pewnej niekonsekwencji: ,Najprostsza budowa charakteryzujg si¢
radiofarmaceutyki I generacji, ktére sg jonami metali lub niemetali badZ prostymi zwigzkami
chemicznymi, np. 3°Sr*?, °0Y>* czy Na'*'I”. str. 6

We wstepie do czgsci literaturowej Doktorantka niepotrzebnie kilkukrotnie przytacza
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argument, ze swoiste gormadzenie radionuklidow w postaci jonowe;j, takich jak 3°Sr czy

dotyczy tylko kilku rodzajow nowotwordw, jako przeciwwage dla radiofarmaceutykow



zbudowanych na zasadzie koniugatéw nosnika biologicznie czynnego z chelatorem jako
miejsca wigzacego radionuklid. Naduzywa tez konstrukcji zdaniowej zaczynajacej si¢ od
,Niestety...”, przy omawianiu wynikow badan innych autoréw jak i wtasnych, ktére nie
zakonczyly si¢ sukcesem lub nie doprowadzily do udowodnienia przyjetej hipotezy,
zapominajac, ze w nauce tego rodzaju wyniki tez wnosza nowa wiedze i nalezy je traktowac
obiektywnie.

Inna uwaga dotyczy stosowania w tekscie zamiennie: ,,okres polowicznego rozpadu”, ,.czas
potrozpadu™ i ,,0kres potrozpadu”. Zazwyczaj zaleca si¢, zeby w rozprawach naukowych
powotywac si¢ konsekwentnie na jedno zroédto danych fizycznych i nomenklaturowych, zeby
unikna¢ podobnych rozbieznosci.

Nieco szerszego oméwienia wymagatoby potaczenie w jednym zdaniu znaczenia stopnia
internalizacji i toksycznosci (patrz str. 22). Podobnie jesli chodzi o stwierdzenie: ,,Duzg grupg
nosnikow w medycynie nuklearnej stanowig nanoczastki metaliczne...” podczas gdy cytowana

literatura [82-84] 1 [85] odnosi si¢ tylko 1 wytgcznie do whasnosci bakteriobdjczych.

Prace doktorska mgr Weroniki Gawedy pt. ,,Biokoniugaty ferrytu barowego jako nosniki *’Ra
w o-radioimmunoterapii” oceniam wysoko. Doktorantka skutecznie zmierzyta si¢ z trudnym
zadaniem immobilizacji Ra-223 w nanoczasteczkach. Praca spelnia wymogi stawiane przez
ustawodawcg pracom doktorskim. Pewne drobne manakmenty, budzace moje zastrzezenia, nie
wplywaja na ogoélng ocen¢ pracy, na wyciggniete wnioski 1 nie umniejszajg znaczenia
przedstawionych wynikéw. Uwazam, ze Doktorantka jest w petni dojrzata kandydatka do
organizowania 1 prowadzenia badan naukowych, spelnia tym samym kryteria stawiane

pracownikom naukowym ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora.

Podsumowujac, oceniam przedstawiona rozprawe doktorska jako bardzo dobrj,
spelniajgca wymagania ustawy dotyczace rozpraw doktorskich i wnosz¢ o przyjecie
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Weroniki Gawedy do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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