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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Barbary Janoty

Opracowanie i przygotowanie radiofarmaceutyku HYNIC-Eksendyna—4, agonisty

receptora GLP-1. Badania chemiczne i biologiczne.

Tematyka pracy doktorskiej mgr Barbary Janoty dotyczy waznego problemu
terapeutycznego czyli diagnozowania w narzadach zmian spowodowanych przez nowotwory
neuroendokrynne, zwlaszcza przez insulinoma (zlokalizowanego w trzustce) oraz przez raka
rdzeniastego tarczycy (zgodnie z nazwa wystepujacego w tarczycy). Nowotwory te nie zawsze
sa zlodliwe, ale glownym sposobem ich leczenia jest chirurgiczne usunigcie czgsei lub calodcei
odpowiedniego narzadu. Chociaz dzigki istnieniu markeréw biochemicznych $wiadczacych o
wystegpowaniem tych nowotworéw, ich diagnoza jest mozliwa, informacja o dokladnej
lokalizacji zmian przed interwencjg chirurgiczng jest kluczowa dla optymalizacji terapii.
Radiofarmaceutyki stosowane w technikach SPECT i PET wigzace sie z okre$lonymi
makromolekulami pozwalaja obrazowa¢ narzady i sa odpowiedzia nauk chemicznych na
aktualne problemy nauk medycznych.

Doktorantka ma do$wiadczenie w prowadzeniu badan nad radiofarmaceutykami i jest
wspottworcg patentu dotyczacego formulacji znakowanych technetem—-99m analogéw
somatostatyny (B. Goérska, R. Mikotajczak, A. Markiewicz, P.354567, 2002). Przedstawione w
dysertacji badania mozna uwaza¢ jako nowe osiagnigcie, w ktorym wykorzystano rozwigzania
opracowane we wczesniejszych projektach naukowych. Cel molekularny zaplanowanego
radiofarmaceutyku, receptor glukagonopodobnego peptydu typu 1 (GLP-1R), zostal
zdefiniowany weczeéniej, a prace nad rozwigzaniem probleméw rozpoznania molekularnego
byly prowadzone w kilku osrodkach naukowych. Niemniej calo$ciowe opracowanie
farmaceutycznej postaci preparatu, umozliwiajgce stosowanie go w praktyce klinicznej, jest

osiggnieciem oryginalnym Doktorantki.



Zasadnicza tres¢ rozprawy doktorskiej mgr Barbary Janoty zawarta jest na 163
stronach. Ostatnie 49 stron to zalaczniki, ktére sg instrukcjami przygotowania
radiofarmaceutykow, tabelami z wynikami, spisami tabel i rysunkéw oraz pismiennictwem.

Zarowno tytul pracy jak i jej tre$¢ sugerujg wdrozeniowy charakter doktoratu. Uzywam
tego terminu, poniewaz gltéwnym celem pracy jest ,,opracowanie formulacji farmaceutycznej
... przeznaczonej do znakowania technetem-99m™. Stad w rozprawie wiekszy nacisk potozono
na wartosci parametrow, ktore musza by¢ zachowane, aby preparat mogt by¢ stosowany w
praktyce klinicznej niz na wyjasnienie zalezno$ci eksperyment-wynik lub pelng analize
wszystkich czynnikéw wptywajacych na optymalizowane parametry. Uwazam, ze Doktorantka
powinna silniej zaakcentowaé nowatorstwo rozwiazan (a nie tylko podkresla¢ kontynuowanie
badan). Mgr Barbara Janota zdecydowata si¢ na uklad pracy, w ktérym najpierw omawia
wszystkie materialy, techniki analityczne, parametry pomiaréw ograniczajgc komentarze
dotyczgce doboru parametréw. Jest to oczywiscie akceptowalne, ale czasami komplikuje
Sledzenie toku dyskusji i wymaga wielokrotnego powracania do opisu eksperymentow.
Rowniez podawanie ilosci substancji w g i mg, a nie pmolach, mmolach utrudnia szybka
oceng wydajnosci omawianych proceséw chemicznych.

W tresci dysertacji zauwazylam szereg niescistosci lub niezrecznych sformutowan,
ktorych poprawa wplynelaby korzystnie na calo$¢ pracy. A oto niektére przyklady z Rozdziatu
1 zatytutowanego .,Cz¢s¢ literaturowa™:

- na stronie 7 podano ..... na peptydzie HYNIC-Eksendyna-4, ktory jest naturalnym
ligandem ...” , a to juz jest zwigzek zmodyfikowany, a nie naturalny,

- na stronie 31 podano “Efektywne znakowanie ... osiagnieto w wyniku metody
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polegajacej na zastosowaniu ukladu dwoch koligandéw...”. Synteza byla dwuetapowa,
natomiast kompleks koncowy zawieral jeden dodatkowy ligand kwas etylenodiamino-N,N’-
dioctowy (EDDA). (Nie wiadomo, czy w tej informacji uwzgledniono kwas 6-
hydrazynopirydyno-3-karboksylowy?),

- na stronie 49 nieprawidlowo podano réznice sekwencji eksendyny-4 i eksendyny-3
oraz jest blad w sekwencji ekstendyny-4 (poréwnanie ze wzorem na str 81). Za niepotrzebne
uwazam powtarzanie wzordw polipeptydow,

- niektore odnosniki nie odpowiadajg tresci (np. 163),

- uwazam, ze Rys. 11 na str 39 przedstawiajacy receptor metabotropowy mozna byto
poming¢, poniewaz w dalszej czgsci jest przedstawiony receptor GLC-1R, ktéry jest takim

receptorem,



- Sekcja 1.7 ,Receptory somastatynowe i ich rola w obrazowaniu nowotworow
endokrynnych” zawiera opis prac badawczych, w ktorych uczestniczyla Doktorantka, ale
nieb¢dgcych tematem dysertacji. Moze sa przedstawione zbyt szczegotowo? Stanowig czes$é
zyciorysu naukowego Doktorantki i trudno jest oceni¢ jak zostana wykorzystane w dalszej
czgscl pracy (dane sg podane informacyjnie),

- na poczatku Sekcji 1.8 na str 45 zawarto tekst o inkretynach bezposrednio skopiowany
z Wikipedii (10 linijek),

- Rys. 15 przedstawia schemat receptora GLP-1R szczura, a przeciez jest wiedza o
budowie ludzkiego receptora i taki schemat powinien by¢ zamieszczony. Sg dostepne rézne
struktury w bazie RCSB PDB Protein Data Bank,

- Rys. 16 na str 48 nie jest informacyjny — wilasciwsze byloby pokazanie struktury
przestrzennej peptydu. Sekwencja aminokwasow nie daje wyobrazenia o funkcji peptydu,

- Tabela 5 str 52 — pierwsza kolumna - niejasne co oznaczajg cyfry,

- w Sekcjach 1.9 i 1.10 dobrze byloby poda¢ opis przebiegu internalizacji i
eksternalizacji GLP-IR z uwzglednieniem czasu trwania proceséw i przemieszczania sig
ligandow. Rowniez powinien zosta¢ podany molekularny model wigzania si¢ eksendyny-4 z
receptorem (przeglad D. Donelly. British J. Pharmacol., 2012, 167, 27-41; S. N. Roed et. Mol.
& Cell. Endocrin. 2014, 382, 938-949).

W dalszych czgsciach pracy sa rowniez informacje, ktore wymagaja usci$lenia lub
poprawy, np. niezrgczne sformutowanie — ..azotowatam”. Rowniez uzywanie kilku rodzajow
skrotow na ta sama substancje¢ stwarza problemy przy Sledzeniu dyskusji wynikéw. Inne
przyklady:

- nie poinformowano skad wzigto wzorzec z utleniong metionina,

- numeracja serii jest nieprzejrzysta,

- Sekcja 4.9.4 - nie jest jasne, dla ktorego preparatu okreslano toksycznosé ostra.

Rozdziat 4 jest kluczowg czescig dysertacji i zawiera wyniki i ich dyskusje. Doktorantka
wspomina, ze prace nad znakowanymi **™Tc analogami eksendyny wykonywala w ramach
grantu N402 445039 (2010-2013). Nie méwi jednak czy wiaczyla te badania do pracy
doktorskiej? A moze rozwigzywala problemy, ktére zdefiniowata podczas realizacji grantu?

W Sekeji 4.1 ,,Peptydy” Doktorantka omawia widma mas zastosowanych peptydow.
Poniewaz s to odczynniki handlowe nie uwazam za zasadne umieszczanie tych danych w
dysertacji. Ich struktura powinna by¢ zdefiniowana przez producenta. Uzasadnienie wyboru

odpowiednich ligandow jest wazne, ale ich struktura jest analogiczna do wczesdniej
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stosowanych zwigzkoéw. Podobna uwaga — powtarzalno$¢ — dotyczy rdwniez innych sekcji tej
pracy. Doktorantka zbyt rzadko mowi o nowych rozwigzaniach przez nig opracowanych.

W Sekeji 4.2.1 Doktorantka proponuje wzory kompleksow **™Tc z tricyna i EDDA.
Roznig si¢ one od doniesien literaturowych (pozycja 56. Shuang Liu et.al. Bioconjugate Chem
1996, 7, 63-71). Niejasno brzmi zdanie ,,W pracach tych dowiedziono. iz poszczegdlne
kompleksy koniugatu HYNIC—peptyd z technetem—99m tworza si¢ w obecnosci jednej czasteczki
tricyny oraz dwoch czasteczek EDDA jako koligandow.” Czy oznacza to zdefiniowanie ilosci
czasteczek ligandow w strukturze komplekséw? Propozycja Doktorantki rézni si¢ od propozycji
innych autorow.

Sledzenie doboru ilosci tricyny, EDDA i SnCly utrudnia podanie w Tabelach 7-13
skrotow #"Tc-HYNIC-Exn i ™ Tc-HYNIC-Exn(Nle), poniewaz s to wlasciwie kompleksy z
roznymi ligandami i powinno to by¢ okreslone np. **"Tc-EDDA-HYNIC-Exn. Czy dobierajac
temperature i pH Doktorantka rozwazyta trwalo$¢ peptydéw w zaproponowanych warunkach?
Moze jednak temperatura 80 °C bylaby satysfakcjonujaca? Tym bardziej, ze we wstepie podaje
zakres temperatury 80 — 100°C jako wade bezposredniego kompleksowania z EDDA. Brakuje
komentarza do wartosci pH i temperatury dla preparatu znakowanego **Ga (podano jedynie
niesatysfakcjonujace wyniki dla temperatury pokojowej, a nastepnie zaproponowano
temperature 100 °C). Niejasny jest powodd rozdzielenia Sekcji 4.2.1 i 4.2.3 — znakowanie ™ T¢
oraz 4.2.2 i 4.2.5 — znakowanie **Ga.

Cickawym rozszerzeniem pracy byloby przeanalizowanie mozliwych zmian struktury
peptydowych ligandéw podczas opracowywania formulacji, poniewaz parametry stosowane w
produkcji radiofarmaceutykow (100° C, niskie i wysokie pH) sg ekstremalne.

W podsekcji 4.2.4 Doktorantka umiescita dane dotyczace znakowania '''In informujac,
ze oparla sie na ,,powszechnie opisanych w literaturze” danych. Niestety zacytowany odno$nik
[179] zawiera badania dotyczace znakowania '*°I. Brakuje tez informacji czy radiofarmaceutyk
otrzymany przez Doktorantke ma parametry zgodne z danymi literaturowymi i czy wykonano
dla niego analogiczng formulacje jak dla preparatéow znakowanych ®*Ga lub **™Tc (np.
liofilizacje).

Podsekcja 4.2.6 dotyczy otrzymania liofilizatéw *™Tc-EDDA-HYNIC-Exn. I tutaj nie
przedyskutowano kluczowej informacji o zastosowaniu etanolu jako rozpuszczalnika w celu
poprawienia czystosci radiochemicznej. Niepelna jest informacja o zestawie liofilizowanym
PmTc-EDDA-HYNIC-Exn(Nle). Moge sie tylko domy$laé, ze parametry przygotowania
zestawOw sg identyczne jak zestawu poprzedniego, ale nie wiadomo czy jest to zestaw jedno-

czy dwufiolkowy. Réwniez niepetna jest informacja o zestawie znakowanym *Ga.



Kolejne Sekcje opisujg badania jakosci opracowanych produktéw jako potencjalnych
radiofarmaceutykéw. Opracowane sa zgodnie z wymaganiami Farmakopei Polskiej i
Europejskiej. Doktorantka udowadnia poprawno$¢ wszystkich wymaganych parametrow.
Ostatnim problemem, ktory rozwigzata Doktorantka byt spowodowany utlenianiem peptydu, w
ktorym bierze udzial L-metionina bedaca cze$cia eksendyny-4. Sposéroéd stosowanych
powszechnie substancji optymalnym dodatkiem okazata si¢ L-metionina.

Doktorantka przytacza wyniki innych badaczy i nadal nie definiuje elementéw nowosci
w stosunku do juz opracowanych preparatow.

Sekcja zwigzana z omawianiem internalizacji/eksternalizacji omawiana jest bardzo
skrétowo, chociaz moze by¢ to zjawisko kluczowe dla oznaczen diagnostycznych. Zawiera
odniesienia do innych preparatéw niz te bedace przedmiotem Doktoratu.

Koncowe Sekcje dysertacji dokumentuja biodystrybucj¢ otrzymanych preparatow.
Doktorantka podaje gdzie wykonywata badania, natomiast nie charakteryzuje aparatury i
techniki. Nie uwzglednia rowniez tego aspektu w dyskusji wynikéw. Uwazam, ze skoro
nadrzednym celem bylo otrzymanie preparatu znakowanego **™Tc, to dyskusja wynikéw
biodystrybucji jest prowadzona w sposob niewlasciwie ukierunkowany. Dyskusja powinna
koncentrowac si¢ na parametrach tego wlasnie preparatu i podkresla¢ jego zalety w poréwnaniu
z pozostalymi dwoma radiofarmaceutykami. Poniewaz deklarowanym celem jest detekcja
zmian zwigzanych z insulinoma (trzustka) i rakiem rdzeniastym tarczycy réwniez w dyskusji
biodystrybucji juz na wezesnym etapie wlasciwe byloby zwrdcenie uwagi na wigzanie sie
preparatow z receptorami GLP-1R w trzustce i tarczycy. Niemniej Doktorantka wykazala
swoiste gromadzenie si¢ badanych preparatow w organach zawierajacych receptory GLP-R1,
okreslita droge wydalania i wskazata gléwne zagrozenia dla organizméw diagnozowanych.
Poréwnala wyniki dla roznych preparatow, réznych formulacji i réznych peptydéw, chociaz
nie wszystkie badania byly wykonane dla wszystkich preparatow. Niektore sg podane dla
zestawu dwufiolkowego, inne dla jednofiolkowego. Trudno zorientowaé sie dla jakiego
preparatu okre$lono toksycznos¢ ostrag. Wynika to z niestarannego podawania skrotow.
Uwazam, ze toksycznos¢ ostra powinna by¢ zbadana dla zoptymalizowanego preparatu, ktory
jest finalnym osiggnieciem Doktorantki.

Zakonczenie dyskusji wynikow, w ktérym omawiane sa zwiazki stosowane w terapii
nowotwordw nie do konca odpowiada celowi pracy. Chyba, ze stanowi propozycje kierunku

dalszych badan.



Praca konczy bardzo wazna Sekcja 4.10 dokumentujgca skuteczno$¢ diagnostyczng
o Te—HYNIC-Ex(II) w diagnozowaniu insulinoma i raka rdzeniastego tarczycy u ludzi
zwlaszcza wtedy, gdy inne preparaty nie dawaty odpowiedzi zgodnych z prognozami.

Whnioski sg sformulowane szerzej niz temat pracy. Rowniez do prac ..dotyczacych
przedmiotu pracy” dolaczono publikacje, ktére w moim odczuciu dotycza nie tylko dysertacji,
ale dokumentuja caly dorobek naukowy Doktorantki.

Podsumowujac swoja oceneg, chcialabym podkresli¢ znaczenie praktyczne
przedstawionego osiagnigcia naukowego. Wiele dysertacji doktorskich koncentruje sie na
szczegOdlowych badaniach podstawowych, odsuwajac opracowanie konkretnych procedur
medycznych, terapeutykow, czy farmakopealnych metod analitycznych na dalszy etap prac juz
nieobjetych doktoratem. W zaprezentowanej pracy przedstawiono pelng procedure produkciji
radiofarmaceutyku w warunkach szpitalnych i wykazano jego przydatnos¢ w warunkach
klinicznych.

Sadze, ze przedstawione w recenzji niedociggniecia opisu badan wynikajg z checi

Doktorantki przedstawienia calo$ci pracy badawczej realizowanej w ciagu wielu lat.

Whioski koncowe

Ze wzgledu na kompleksowe opracowanie formulacji radiofarmaceutyku i wykazanie
jego skutecznosci we wstepnych probach u chorych z insulinoma i rakiem rdzeniastym tarczycy
uwazam, ze przedstawiona dysertacja jest opracowaniem oryginalnym i speinia wymagania
Art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65/2003 poz. 595 z pdzniejszymi
zmianami) i przedkladam Radzie Naukowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej wniosek o

dopuszczenie Pani mgr Barbary Janoty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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