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1. Charakterystyka pracy

Rozprawa doktorska Pana mgr farm. Pawta Krzysztofa Halika opisuje badania nad
otrzymywaniem  potencjalnych radiofarmaceutykéw do obrazowania receptoréw
neurokininowych typu 1| w oparciu o niepeptydowe zwigzki wykazujace dziatanie
antagonistyczne w stosunku do tego receptora.

Przedstawiona do oceny dysertacja stanowi zbiér 5 opublikowanych 1 powigzanych
tematycznie artykutow naukowych opatrzonych autorskim opisem, w ktéorym Doktorant

przedstawil obszerng analiz¢ tematu, wskazujac na genezg oraz cel podjetych badan.
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Nalezy zaznaczy¢, ze w ostatnich dekadach w medycynie nuklearnej obserwuje sig
znaczny wzrost zastosowan radiofarmaceutykow wykorzystujgcych jako wektor biologiczny
czgsteczki, ktoére po wyznakowaniu radionuklidami zachowuja zdolnos¢ kierowanego
przytaczania si¢ do receptorow sprzezonych z biatkami G (GPCR — z ang. G Protein-Coupled
Receptor). Pierwszy dopuszczony do stosowania w 1991 r. lek z tej grupy to znakowany
indem-111 (In-111) pentetreotide (Octreoscan). '''In-pentetreotide to analog somatostatyny,
agonista receptora, ktorego zwigkszona ekspresja wystgpuje na komérkach nowotworow
neuroendokrynnych. Od tego czasu peptydowe analogi somatostatyny zrewolucjonizowaty
klasyczne podejscie do medycyny nuklearnej, dajgc lekarzom mozliwosci zarowno precyzyjnej
diagnostyki jak i leczenia onkologicznego. Szeroko zakrojone badania naukowe prowadzone
sg rowniez nad analogami innych receptoréw btonowych, takich jak gastryna/cholecystokinina
czy bombezyna, aby umozliwi¢ obrazowanie molekularne roznych schorzen nowotworowych.
Z tej perspektywy, zaproponowane przez Doktoranta wykorzystanie receptoréw neurokininy 1
(NK1R) jako celu dla projektowanych radiofarmaceutykow jest jak najbardziej stuszne i
uzasadnione konkretng potrzeba medyczng. Szczegblnie, ze podwyzszona ekspresja tych
receptorOw obserwowana jest m.in. w komédrkach glejaka wielopostaciowego, w leczeniu
ktorego dotychczas dostgpne metody sg niewystarczajgce. Jednak zaprojektowanie czgsteczki,
ktora bedzie selektywnie wigzac si¢ z receptorami w organizmie pacjenta i jednoczesnie trwale
wigza¢ radiometale, takie jak gal-68 (Ga-68) o wlasnosciach diagnostycznych, czy lutet-177
(Lu-177) o wiasnosciach terapeutycznych, stanowi duze wyzwanie badawcze. Doktorant
proponuje rozwigzanie w postaci wykorzystania jako czgsteczki wiodgcej niepeptydowego

antagonisty receptora NK1, wspierajgc si¢ danymi o tej grupie produktéw leczniczych.

2. Ocena merytoryczna rozprawy
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy ogétem 169 stron. Z tego okoto 100 stron
stanowig kopie powigzanych tematycznie publikacji. Wydruk tych publikacji poprzedzony
zostat zwigzlg analiza przeprowadzong w oparciu o bogatg baze literaturows sktadajgcg si¢ z
245 pozycji. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze wigkszos¢ cytowanych prac zostata opublikowana w
przeciagu ostatnich 10 lat. Swiadczy to o aktualnosci podjetej tematyki, jak rowniez o dobrym
rozeznaniu i wiedzy Doktoranta w obszarze badawczym poruszanym w rozprawie doktorskie;j.
Ta czes¢ dysertacji stanowi istotny wstgp do wilasciwych publikacji Autora umozliwiajacy
nakreslenie szerszego kontekstu prowadzonych badan. Sktada si¢ z opisu hipotezy i celow
badawczych pracy oraz czgsci teoretycznej 1 praktyczne) w podrozdziatami. W czesci

teoretycznej Autor omawia, na czym polega celowana terapia radionuklidowa oraz przedstawia
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zasady towarzyszace projektowaniu radiofarmaceutykow. Znaczna czg$¢ przegladu
literaturowego dotyczy znaczenia receptora NK1 w medycynie oraz jego potencjalnego
znaczenia jako targetu dla radiofarmaceutykow, szczegdlnie przy zastosowaniu znanych
anatgonistow tego receptora. Czg¢$¢ praktyczna stanowi omdwienie 1 podsumowanie
uzyskanych 1 opublikowanych przez Doktoranta wynikdw, ze wskazaniem perspektyw
dalszego rozwoju.

W pierwszej z zamieszczonych publikacji, w ktorej doktorant jest drugim autorem, dokonano
przegladu literaturowego i przeprwadzono analiz¢ stanu wiedzy dotyczacego ligandow
receptora neurokininowego typu 1 stosowanych w klasycznej medycynie jak i w medycynie
nuklearnej pod katem ich potencjalnego wykorzystania w celowanej diagnostyce i radioterapii
wewnetrznej. Omoéwiono w niej szerokie spektrum ligandéw tego receptora, z ré6znych grup
zwiagzkow, zarowno peptydowych i nie-peptydowych, agonistow jak i antagonistow. Wyjsciem
do tej analizy jest stan wiedzy na temat wykorzystania Substancji P(1-11), agonisty receptora
NKI1. Analogi tego peptydu byly pierwszymi ligandami, do ktérych z powodzeniem
przytaczano radionuklidy w celu wizualizacji lub niszczenia komoérek nowotoworowych
wykazujacych zwigkszong ekspresj¢ NK1R w badaniach u zwierzat doswiadczalnych i w
badaniach klinicznych. Gléwny jednak nacisk autorzy ktadg na nie-peptydowe ligandy NK1R,
opierajac si¢ na doswiadczeniach pochodzacych z przemystu farmaceutycznego, gdzie zwiazki
z tej grupy zostaly dopuszczone do stosowania u ludzi. Cechy wskazujgce na przydatnosc tej
grupy zwiazkow to ich trwatosé w warunkach fizjologicznych i brak podatnosci na degradacje
enzymatyczng, w odroznieniu od analogéow peptydowych.

Przeprowadzony przeglad literaturowy postuzyl nastepnie doktorantowi do sformutowania
hipotezy badawczej oraz nakreslenia strategii i celu pracy, ktorym bylo zbadanie, czy nie-
peptydowe antagonisty takie jak SPANTIDE I, jego skracona forma SPANTIDE 1(5-11) oraz
nie-peptydowe antagonisty, 1.732,138 czy aprepitant, mogg by¢ nosnikami radiometali, w
szczegolnosci dla Ga-68 czy Lu-177 do zastosowan w diagnostyce i terapii onkologiczne;.
Pierwsze efekty tych dziatan prezentuje druga z publikacji, w ktorej mgr farm. Pawet Krzysztof
Halik jest pierwszym autorem. Praca ta przedstawia propozycje modyfikacji struktury
wyjsciowych antagonistoéw. Doktorant syntezuje zaprojektowane zwigzki a nast¢pnie
przeprowadza szczegolowg analize ich wlasnosci chemicznych i biologicznych. W
szczegotnosci  Autor zaproponowal modyfikacje strukturalne czgsteczki aprepitantu
umozliwiajace ich wyznakowanie radionuklidami %*Ga i '""Lu, zbadat lipofilno$é¢ otrzymanych
kompleksow oraz ich trwalo$¢ w surowicy ludzkiej. Dla struktur konjugatow wykazujgcych

wystarczajaca trwatos¢ przeprowadzono badania modelowania molekularnego wobec struktury
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obliczeniowe) ludzkiego receptora NK-1. W badaniach kompetencyjnych in vitro oceniono
wigzalnos$¢ tych kompleksow do receptora w homogenatach mézgu szczurzego wobec w
aprepitantu.

Kolejna publikacja rozszerza zakres przeprowadzonych badan otrzymanych kompleksow jako
wektorow rozpoznajacych komorki nowotworowe glejaka wielopostaciowego, w badaniach
komorkowych i1 w badaniach in silico.

Czwarta z kolei publikacja, z Doktorantem jako pierwszym autorem, stanowi podsumowanie
wynikéw badan in vitro radiokonjugatow aprepitantu z Lu-177.

Wymienione powyzej prace ukazaly si¢ w renomowanych czasopismach o wysokim IF (od
4412 do 6,321). Wymienionym publikacjom towarzyszy monografia w recenzowanym
wydawnictwie INCT Annual Report, w ktorej Autor przedstawia wyniki swoich prac
zwigzanych z modyfikacja antagonisty NKI1, czasteczki SPANTIDE I (5-11). Dodatkowo,
zalaczono roéwniez oswiadczenia wspotautorow dotyczace ich wkladu w powstanie

poszczegdlnych publikacji.

Niezaleznie od wymienionych wyzej publikacji, waznym elementem dorobku naukowego
Doktoranta, potwierdzjacym charakter aplikacyjny prowadzonych badan, jest Patent Nr
238401 na wynalazek pt. Zmodyfikowana czasteczka substancji leczniczej, sposéb jej
wytwarzania, diagnostyczny lub terapeutyczny radiofarmaceutyk receptorowy oparty na tej

czateczce, oraz jego zastosowanie. (autorzy P. Halik, E. Gniazdowska, P. Kozminski)

Za najwazniejsze osiggnigcie Doktoranta uwazam bardzo krytyczne i niestandardowe
podej$cie do danych dostepnych w litaraturze przedmiotu a nastgpnie metodyczne, krok po
kroku, przeprowadzenie procesu dowodowego dla sformutowanej hipotezy badawcze;j.
Wykorzystanie aprepitantu, w ktorym substancja czynna [5-([(2R,3S)-2-((R)-1-[3,5-
bis(trifluoromethyl)phenyl]ethoxy)-3-(4-fluorophenyl)morpholino jmethyl)-1H-1,2,4-triazol-
3(2H)-one] to wybidrczy antagonista o duzym powinowactwie do ludzkich receptoréw
neurokininowych 1 (NK1) powinno utatwi¢ dalsza drogg badan rozwojowych, poniewaz jest to
lek dopuszczony do stosowania ze wskazaniem do zapobiegania nudno$ciom i wymiotom
zwigzanym z chemioterapig przeciwnowotworowa. Doktorant konsekwentnie dokonat
modyfikacji wybranej czasteczki w celu wyznakowania jej wybranymi radionuklidami i
potwierdzit stusznos$¢ zaproponowanego podejscia metodami analitycznymi jak rowniez

metodg modelowania in silico.

Str.4/7



Stwierdzam, ze rozwigzanie postawionego zadania zostalo przeprowadzone
prawidiowo, a przyjete zatozenia 1 metody nie budzg wigkszych zastrzezen. Prace mgr farm
Pawla Krzysztofa Halika oceniam wysoko, jednakze, z obowigzku recenzenta, musze wskazaé¢
na pewne niedociaggnigcia w przygotowaniu dystertacji. Dlatego prositabym, aby Doktorant
zechciat sig¢ ustosunkowac do nizej wymienionych uwag o charakterze dyskusyjnym w trakcie

publicznej obrony:

. W celu pracy Autor odnoszac si¢ do mozliwosci zahamowania rozrostu zmiany
nowotworowej proponuje zastosowanie wysoce cytotoksycznych radiofarmaceutykow
receptorowych. Tymczasem w publikacjach stanowiacych rdzen rozprawy zagadnieniu
cytotoksycznosci poswigcono stosunkowo niewiele miejsca. Czy i jak zostata potwierdzona
cytotoksycznosé zaprojektowanych komplekséw z radionuklidami?

2. Odrebnego wyjasnienia wymagatoby zagadnienie trwalosci (stabilnosci) otrzymanych
prekursoréw i ich komplekséw z wybranymi radionuklidami. W publikacjach wyniki badan
trwalos$ci przedstawione sa jakosciowo 1 ilosciowo z podaniem warunkdw i czasu badania.
Jednak w tekscie opisujacym te wyniki Doktorant postuguje si¢ bardzo subiektywnymi
ocenami, np. ,nieakceptowalna stabilnos¢™ (str. 45), ,.pelna stabilnos¢”. Jakie kryteria
ilosciowe przyjat Autor do oceny wynikéw badan trwalosci? Czym uzasadnia ten wybor?

3. W analizie literatury zabrakto odniesien do znanych juz i bgdacych w fazie badan
klinicznych radioafarmaceutykéw opartych na peptydowych 1 nie-peptydowych

antagonistach innych receptoréw btonowych.

Inne drobne niescistosci:

Autor bardzo czgsto stosuje w tekscie nawiasy okragle jako znak inteprunkcyjny, chociaz nie
zawsze zgodnie z zasadami ich stosowania. Jak podaje Stownik Jezyka Polskiego PWN, za
pomoca nawiasu mozemy wskazywac, ktore partie tekstu w stosunku do tekstu gtownego maja
charakter poboczny, drugoplanowy badz uzupetniajacy. Do tego samego celu mozna tez uzy¢
innych znakéw interpunkcyjnych. Natomiast w tekscie Doktorant wykorzystuje nawiasy
okragte do powtorzenia innymi slowami tej samej informacji, np. omawiajac mozliwos¢
blokowania wychwytu radiofarmaceutyku przez podanie odpowiednich substancji pisze ,.W
tym przypadku substancja kompetencyjna (wspdtzawodniczaca, bloker) dla radiofarmaceutyku
... — okreslenia podane w nawiasie to synonimy a nie rozszerzenie definicji, szczegdlnie, ze

wyzej w tekscie juz omoéwiono, na czym polega blokowanie. Podobne wrazenie nadmiernego
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1 nickoniecznie wlasciwego stosowania mozna odnies¢ w przypadku witrgtow

tacinskojezycznych typu; de facto, a priori itp.

Autor z pewng nonszalancja podchodzi do stowa pisanego w przedstawieniu stanu obecnego
jesli chodzi o charakterystyke radiofarmaceutykow. Stosowane stownictwo jest nieprecyzyjne
i niezgodne z obowigzujacymi definicjami np. ,,Ilo$¢ otrzymanej dawki promieniowania” na
str. 30 — wtedy gdy prawdopodobnie chodzi o dawkg pochtonigta. Podobnie, na str. 36, definijue
aktywnos¢ molowa jako ,,ilos¢ radioaktywnosci na jednostke liczby moli substancji”.

W tekscie pojawia si¢ okreslenie ksenobiotyk — uzycie tego okreslenia w stosunku do
radiofarmaceutykdw jest nieuzasadnione, chciazby z tego powodu, ze masa podawanych w
radiofarmaceutykach substancji chemicznych jest bardzo mata w poréwnaniu do klasycznych
produktow leczniczych, podawane sg raz lub maksymalnie kilka razy w czasie zycia pacjenta.
Okreslenie to pojawia sie¢ tylko w pewnej czgsci tekstu, co moze wskazywa¢ na raczej
przejsciowe zauroczenie Autora nowym pojeciem.

Na pewien brak starannosci w przygotowywaniu tekstu, by¢ moze przy bezposrednim
tlumaczeniu wybranych fragmentow tekstow obcojezycznych, wskazujg pojawiajace si¢
lapsusy jezykowe takie jak np. na str. 33: ,Izotopy powinny ulega¢ w maksymalnym stopniu
rozpadom promieniotworczym ..” ,w tym przypadku izotopy powinny ulega¢ rozpadom
promieniotworczym..” — to chyba badacz powinien dobiera¢ izotopy promieniotworcze o

odpowiedniej charakterystyce fizycznej, od izotopdw trudno wymagac takiej decyzyjnosci.

3. Ocena koncowa rozprawy doktorskiej
Prace doktorska mgr farm. Pawla Krzysztofa Halika pt. ,,Otrzymywanie celowanych
radiofarmaceutykoéw bazujgcych na antagonistach receptora NK-1 do diagnostyki i terapii
patologii onkologicznych” oceniam wysoko. Przedtstawiona rozprawa doktorska dotyczy
waznego obszaru badawczego, zwigzanego z  projektowaniem  potencjalnych
radiofarmaceutykow. Biorac pod uwagg szeroki zakres przeprowadzonych prac oraz sposob ich
realizacji, co do ktorego nie wnoszg istotnych uwag krytycznych, nalezy stwierdzi¢, ze Autor
wykazat si¢ doskonalym opanowaniem warsztatu badawczego, w szczegdlnosci w
projektowaniu i prowadzeniu badan fizyko-chemicznych 1 biologicznych. Pozwolito to
doktorantowi w sposob prawidlowy zrealizowa¢ zaplanowane w pracy zadania, uzyskac
warto$ciowe wyniki i na ich podstawie sformutowac¢ wilasciwe wnioski oraz zrealizowac
zatozony cel pracy. Przedstawiona do recenzji dysertacja spetnia wszystkie wymogi stawiane

przez ustawodawce pracom doktorskim. Pewne drobne manakmenty, budzace moje
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zastrzezenia, nie wptywaja na ogélng ocene pracy, na wyciggnigte wnioski i nie umniejszajg
znaczenia przedstawionych wynikéw. Uwazam, ze Doktorant jest w peini dojrzatym
kandydatem do organizowania i prowadzenia badan naukowych, spetnia tym samym kryteria

stawiane pracownikom naukowym ubiegajacym sig o stopien naukowy doktora.
Podsumowujac, oceniam przedstawiong rozprawe¢ doktorska jako bardzo dobrg,
spelniajaca wszystkie wymagania ustawy dotyczace rozpraw doktorskich i wnosze o

przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr farm. Pawla Krzysztofa Halika do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. inz. [Rendta Mikotajczak
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Rada Naukowa

Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej
ul. Dorodna 16

03-195 Warszawa

Szanowni Panstwo!

Niniejszym przekazuj¢ recenzj¢ rozprawy doktorskiej Pana mgr farm. Pawta Krzysztofa
Halika pt. ,,Otrzymywanie celowanych radiofarmaceutykéw bazujacych na antagonistach
receptora NK-1 do diagnostyki i terapii patologii onkologicznych”, ktérej promotorem jest Pani
dr hab. Ewa Gniazdowska z Instytutu Chemii 1 Techniki Jadrowej 1 ko-promotrem jest Pani
prof. dr hab. n. farm. Grazyna Nowicka z Wydzialu Farmaceutycznego Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego.

Zapoznalam si¢ z pracg z zainteresowaniem 1 oceniam jej poziom jako wyrdzniajacy.
Zwracam si¢ wigc do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Chemii 1 Techniki Jadrowe)
0 wyrdznienie rozprawy.

Praca prezentuje wysoki poziom, biorgc pod uwage trudno$¢ rozwigzywanego
problemu jakim jest projektowanie nowych radiofarmaceutykéw. Doktorant wykazal bardzo
krytyczne 1 nowatorskie podejscie do danych dostepnych w litaraturze przedmiotu a nast¢pnie
metodyczne, krok po kroku, przeprowadzil proces dowodowy dla sformutowanej hipotezy
badawczej. Wykorzystanie aprepitantu, w ktérym substancja czynna to wybidrczy antagonista
o duzym powinowactwie do ludzkich receptoréw neurokininowych 1 (NK1) stanowi wazny

krok na drodze dalszych badan nakierowanych na rozwoj nowoczesnych zastosowan

radiofarmaceutykow.
Z wyrazami szacunku
prof. dr hab. inZ. Rendta Mikotajczak
Narodowe Centrum Badan Jadrowych KRS: 0000171393 NIP: 532 010
0125 :
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