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Praca doktorska mgr Emilii Teresy Majka zostata ztozona w Szkole Doktorskiej Narodowego
Centrum Badan Jadrowych oraz Instytutu Chemii i Techniki Jgdrowej. Prowadzone badania byty
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Przedstawiona do oceny rozprawa napisana jest w sposob klasyczny i sktada sie z przegladu
literaturowego (291 pozycji), czesci doswiadczalnej, dyskusji wynikéw, podsumowania i wnioskéw oraz
bibliografii (tgcznie 378 pozycji). Praca liczy w sumie 229 stron i zawiera 118 rysunkow oraz 28 tabel, a

takze 10 niepotrzebnych fotografii aparatury.

Doktorantka nie przedstawita swojego dorobku naukowego w postaci publikacji naukowych.

Zakres merytoryczny pracy

Celem pracy doktorskiej byta ocena potencjatu terapeutycznego innowacyjnej metody leczenia
opornych nowotwordw przy zastosowaniu nanobrachyterapii z wykorzystaniem nanoczastek ziota
jako nosnikéw emiteréw elektronéw Augera — radionuklidow *"™Hg i ¥7Hg.

W ramach pracy doktorantka przeprowadzita synteze oraz charakterystyke fizyko-chemiczng
koniugatdw nanoczastek ztota (AuNPs) pokrytych rtecig, izotopami rteci *"™Hg i "Hg, a takie

radiokoniugatow dodatkowo zawierajacych radioaktywny izotop '°®Au. W ramach pracy oceniono



dziatanie przeciwnowotworowe otrzymanych radiokoniugatow w kompleksowych badaniach in vitro
na komoérkach MDA-MB-231 potrdjnie negatywnego raka piersi oraz na komérkach T98G glejaka
wielopopstaciowego. Dodatkowo, dla radiokoniugatu Au(**’™°’Hg)NPs-PEG wykonano wstepne
badania in vivo oceny jego dziatania na myszach z guzami indukowanymi z mysich komérek 471 {(mysi
rak piersi).

Doktorantka przeanalizowata i przetestowata takze trzy metody produkcji radionuklidéw rteci,
konkludujac, ze najwydajniejszg metoda jest otrzymywanie radionuklidéw ¥"™Hg i *’"Hg w reakcji

1%6Hg(n, y) w reaktorze jagdrowym, szczegdlnie wysokostrumieniowym.

W kolejnym etapie Doktorantka przeprowadzita synteze koniugatow AuNPs z rtecig i jej
radioaktywnymi izotopami. Nastepnie przeprowadzita charakterystyke fizyko-chemiczng otrzymanych
koniugatow. Najpokainiejszg cze$¢ pracy stanowig szeroko zakrojone badania in vitro i to jest bez
watpienia najcenniejszy element tej pracy.

Koncepcja zaprojektowania radiofarmaceutykow do  brachyterapii nowotwordow
niewykazujacych ekspresji charakterystycznych receptoréw, np. TNBC czy GMB, jest rozwijana od
kilkunastu lat, ale niewatpliwie jest bardzo perspektywiczna z punktu widzenia potencjainej
efektywnosci przeciwnowotworowej, o czym $wiadczy zdecydowany wzrost liczby publikacji o tej
tematyce w ostatnich latach. W wielu tych pracach autorzy opisujag modyfikacje nanoczastek ztota
(AuNPs), jako rdzenia koniugatéw z réznymi radionuklidami (np. Y7Lu-NT-AuNPs, 1!In-AuNPs, #1At-
AuNP-S-mPEG, ale takze [**’Hg]Hg-AuNPs - Brown, M.K., Cai, Z.,, Georgiou, C.J. et al. Auger electron-
emitting EGFR-targeted and non-targeted [**’Hg]Hg-gold nanoparticles for treatment of glioblastoma
multiforme (GBM). EINMMI radiopharm. chem. 10, 45 (2025)). Przeglad wielu innych potencjalnych
radiofarmaceutykow do nanobrachyterapii mozna znalei¢ w artykule S. Ghosh et al. Cancer
Brachytherapy at the Nanoscale: An Emerging ParadigmChem Biomed Imaging . 2023 Nov 21,2(1).4-
26.

Przedstawiona do recenzji dysertacja wpisuje sie wiec w trend ogoélnoswiatowy
poszukiwania skutecznych lekow/radiofarmaceutykéw w leczeniu opornych i wysoce agresywnych
nowotworow, ale przedstawiona koncepcja i badania nie majg charakteru innowacyjnego, lecz

raczej stanowia probe modyfikacji badanych wczes$niej zwigzkow.

Czesé literaturowa Doktorantka przedstawita w postaci kilku blokéw tematycznych. W
pierwszym scharakteryzowane zostaty Nowotwory ztosliwe (2.1), ze szczegdlnym uwzglednieniem
TNBC i GBM. W drugim Terapia przeciwnowotworowa (2.2} w tym Chemioterapia, Radioterapia,
Brachyterapia, Terapia celowana. W trzecim bloku (2.3) Doktorantka omawia zagadnienia dotyczace

terapii radionuklidowej, w tym z zastosowania emiteréw promieniowania: -, a i elektronéw Augera.



Do tego bloku mam kilka drobnych zastrzezen, a mianowicie:

1. 3 to nie kolejny izotop znajdujqcy szerokie zastosowanie w terapii radionuklidowej, lecz
najwazniejszy i najczesciej stosowany radionuklid.

2. Lu nie jest klasycznym radionuklidem teranostycznym, gdy? nie ma uzupetniajgcego
radionuklidu diagnostycznego. Niewgtpliwym i najczesciej stosowanym od 80 lat

radionuklidem teranostycznym jest 131, ktéry ma swoje odpowiedniki diagnostyczne w postaci
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W kolejnym bloku (2.4), Doktorantka opisata role rteci w medycynie oraz scharakteryzowata
radionuklidy rteci. To ciekawy rozdziat, systematyzujacy wiedze na temat otrzymywania radionuklidow
rteci i ich zastosowania. W bloku 2.5 Doktorantka opisata zastosowanie nanoczastek ztota w terapii
radionuklidowej, w tym zaréwno do celowanej terapii radionuklidowej z uzyciem radionuklidéw "Lu,
21At, 13 jak i w nanobrachyterapii z uzyciem réwniez emiteréw elektronéw Augera: *!in, 123, 161Th,

103pd oraz 197m/197Hg-

Czes(¢ literaturowg Doktorantka przygotowata w oparciu o 291 pozycji literaturowych, co jest
imponujace i godne uznania, a zamieszczone bloki tematyczne w sposéb uporzadkowany kierujg do
whniosku, Ze terapia elektronami Augera, w tym brachyterapia z zastosowaniem nanoczastek ztota, jest
jedng z bardziej obiecujacych strategii, czego odzwierciedleniem s3g liczne prace badawcze nad
udoskonaleniem i wprowadzeniem do praktyki klinicznej tej metody leczenia nowotworéw (np.
rosngca rola '®1Tb), dlatego tez przedstawiona cze$é literaturowa rozprawy doktorskiej bedzie
potencjalnie pomocna dla srodowiska radiofarmaceutycznego przy opracowaniu nowoczesnych

radiofarmaceutykdw o wielokierunkowym dziataniu terapeutycznym.

Ocena metodologiczna dysertacji

W Czesci Eksperymentalnej Rozdziat 1ll, Doktorantka wymienita odczynniki stosowane do
badan chemicznych i in vitro, wymienita stosowang aparature oraz opisata stosowane metody
analityczne. Troche przesadnym i niepotrzebnym jest zamieszczanie zdjec zastosowanej aparatury, a
takZe zajmujqce objetos¢ pracy, szczegdtowe omawianie technik analitycznych, jak np. Prawo

Lamberta-Beera w odniesieniu do spektrofotometrii UV-Vis.

W odniesieniu do metodyki przeprowadzonych badan, Doktorantka opisata otrzymywanie
radionuklidéw °’™2%Hg oraz *®Au w reaktorze jadrowym MARIA. Synteza nanoczastek ztota (AuNPs
5 nm) oraz radioaktywnych (**®*AuNPs 5 nm) zostala przeprowadzona wedtug metody opisanej przez

Turkevicha. Modyfikacje AuNPs rtecig przeprowadzono z uzyciem dwoch czynnikéw redukujgcych:



kwas taninowy oraz cytrynian sodu. Do stabilizacji nanoczgastek ztota z rtecig zastosowano glikol

polietylenowy (PEG) modyfikowany grupg tiolowa z jednej strony i grupg karboksylowg z drugie;j.

Badania in vitro, ktdre stanowig najobszerniejszg i pewnie najistotniejsza czes¢ rozprawy, byly
przeprowadzone na dwdch opornych na leczenie liniach komdrkowych nowotwordow ztosliwych:

potrdjnie negatywnego raka piersi (mDA-MB-231) oraz glejaka wielopostaciowego (T98G).

W ramach eksperymentow in vitro Doktorantka badata: internalizacje do wnetrza komarki,
internalizacji do jadra komérkowego, badanie cytotoksycznosci testem MTS, badanie cytotoksycznosci
na strukturach komdrkowych 3D, badanie dwuniciowych peknie¢ DNA oraz badania apoptozy i cykiu

komorkowego metodg cytometrii przeptywowej.

Badania internalizacji wykazaty bardzo wysoki i niezmienny stopien internalizacji koniugatu
Au(*"™/197Hg)NPs-PEG wynoszacy ok. 90% zaréwno dla komérek MDA-MB-231 jak i T98G. Poziomy
internalizacji do jadra komdrkowego, istotne z punktu widzenia terapii elektronami Augera, byly

wysokie i wynosity od ok. 25% do ok. 38% odpowiednio dla komérek MDA-MB-231 i T98G.

Badania cytotoksycznosci testem MTS wykazaly oczywistg zaleznos$¢ stopnia hamowania
aktywnosci metabolicznej zaréwno komorek MDA-MB-231 jak i T98G od radioaktywnosci preparatu.
W przypadku komorek MDA-MB-231 efekt cytotoksyczny byt wyzszy niz dla komorek T98G juz przy
nizszych stezeniach promieniotwdrczych. Stad, niezrozumiate jest podsumowujace zdanie na str. 136:
.Dla najniiszego badanego stezenia promieniotwdrczego — 50 MBg/ml, nie zaobserwowano
statystycznie istotnych zmian, ktore potwierdzalyby zaleinosc efektu cytotoksycznego od stezenia

promieniotworczego.”

W badaniach cytotoksycznosci na tréjwymiarowych strukturach komérkowych linii MDA-MB-
231, stwierdzono jednoznacznie zalezno$¢ efektu cytotoksycznego zaréwno od stezenia
promieniotworczego jak i czasu dziatania. Wyniki eksperymentu przeprowadzonego na sferoidach linii
T98G odzwierciedlajg wysoka opornos¢ glejaka wielopostaciowego na terapie przeciwnowotworowa.
Nawet dla najwyiszego stezenia promieniotwérczego (200 MBg/ml) i dtuzszych czaséw inkubacji, nie

zaobserwowano rozpadu sferoidow.

Badania dwuniciowych peknie¢ DNA: efekt dziatania koniugatu Au(**"™°7Hg)NPs-PEG, w
postaci dwuniciowych peknie¢ DNA w komdrkach linii MDA-MB-231 jest zauwazalny juz po 6 h dla
wszystkich badanych stezer promieniotwérczych — dla najwyiszego stezenia promieniotwdrczego (200
MBq/ml) intensywnos¢ sygnatu peknie¢ DNA osiggneto juz ok. 40-krotnos¢ wartosci uzyskanej w grupie
kontrolnej. Dla linii T98G réwniez zaobserwowano wysoki poziom dwuniciowych peknie¢ DNA, ale byt

on prawie dwa razy nizszy w poréwnaniu do linii raka piersi.



Badanie apoptozy: w analizie apoptozy wykazano, ze zarowno w przypadku linii MDA-MB-231
oraz T98G efekt zaleznosci odpowiedzi komorek byt wyrainy w zaleznosci od czasu inkubacji, a w nieco
mniejszym stopniu od stezenia promieniotwaérczego koniugatu. Generalnie, we wszystkich badaniach
obserwowano efekt indukcji apoptozy, a frakcja komodrek nekrotycznych we wszystkich analizowanych

warunkach byta na niskim poziomie (<ca. 1%).

Badanie cyklu komérkowego: zastosowanie radiokoniugatu Au(**’™*’Hg)NPs-PEG wywotuje
wyrazne zmiany w rozktadzie faz cyklu komdrkowego w obu badanych liniach komérkowych. Gtéwnym
obserwowanym efektem jest przejscie komorek z fazy GO/G1 do fazy G2/M, co swiadczy o zatrzymaniu

cyklu komdrkowego w tej fazie.

Rozdziat 6.6 Czesci eksperymentalnej dotyczy badan in vivo biodystrybucji i efektywnosci
terapeutycznej koniugatu Au(**’™'9"Hg)NPs-PEG. Badania in vivo przeprowadzono w Institute of
Nuclear & Radiological Science and Technology, Energy & Safety (INRASTES) w Atenach, w ramach
wizyty naukowej finansowanej z projektu STER — Umiedzynarodowienie Szkét Doktorskich. Badania
prowadzono na myszach z indukowanym guzem komodrkami 4T1 (mysi rak piersi). W badaniach

biodystrybucji podano myszom radioaktywny koniugat systemowo i bezposrednio do guza.

Po systemowym podaniu radioaktywnego koniugatu, jak mozna byto sie spodziewa¢,
obserwowano wysoki i staty poziom gromadzenia w watrobie i $ledzionie oraz wzrastajacy poziom
gromadzenia w nerkach. Wniosek Doktorantki jest stuszny — po podaniu systemowym takg zwykle
dystrybucje fizjologiczng wykazuje wiekszos¢ nanoczastek i dlatego nie jest to perspektywiczna droga
podania. Niestety, podanie preparatu bezposrednio do guza nie przyniosto spodziewanych efektéw.
Tempo dysocjacji radioaktywnosci z guza byto bardzo szybkie. Po 24 godz. spadek radioaktywnosci w
guzie wynosit ok. 30% wartosci poczatkowej, natomiast po 48 godz. zaledwie mniej niz 10%
radioaktywnosci pozostato w guzie. Wobec uzyskanych wynikéow badan biodystrybucji, nie
uprawniony jest wniosek Doktorantki, ze ,nanoczgstki pozbawione wektora wykazujq istotnq zalete
— moZliwosc zastosowania w nanobrachyterapii nowotwordow o zréznicowanym profilu molekularnym
i fenotypowym.” Recenzent nie widzi zadnych przestanek wskazujgcych, ze nanoczgstki maja
jakakolwiek przewage nad np. mikroczastkami lub koloidami stosowanymi np. w radiosynowektomii.
Pokazane szybkie tempo dysocjacji radiokoniugatu AuNPs z guza praktycznie dyskwalifikuje tego typu

zwigzki do stosowania w brachyterapii nowotwordw.

W badaniu efektywnosci terapeutycznej testowano koniugaty o aktywnosci
promieniotworczej ok. 10125 MBq. Grupa kontrolna otrzymata sél fizjologiczng. Grupy zwierzat liczyty

zaledwie po 4 osobniki, co jest dalece niewystarczajace ze wzgledow statystycznych do wyciggania



jakichkolwiek wnioskéw. Kolejnym zarzutem do metodologii tego badania jest brak grupy

kontrolnej, ktorej podano by preparat nieradioaktywny.

W tym badaniu zaobserwowano znaczgcg smiertelno$¢ myszy nowotworowych poddanych
leczeniu radiokoniugatem Au(*"™97Hg)NPs-PEG w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktérej podawano
sol fizjologiczng. Doktorantka wycigga nieuprawnione wnioski o wyzszej radiotoksycznosci preparatu
25 MBg w poréwnaniu do 10 MBq. Wg Recenzenta nie warto wyciggac¢ zbyt pochopnych wnioskdw z
tego doswiadczenia, ktdre nie spetnia wymagan statystycznej istotnosci ze wzgledu na zbyt mata

liczebnos¢ grup oraz brak kontroli w postaci nieradioaktywnego koniugatu.

W przedostatnim rozdziale VIl Doktorantka przedstawia potencjat zastosowania tgczonej
nanobrachyterapii wykorzystujgcej jednoczesnie promieniowanie §° oraz elektrony Augera z uzyciem
radioaktywnych nanoczastek ®AuNPs pokrytych radionuklidami rteci (*"™1%7Hg). Synteze
radioaktywnych nanoczgstek ztota (**®AuNPs) o $rednicy 5 nm przeprowadzono analogicznie, wg
metody Turkevicha. ®8Au o aktywnosci 1,5 GBq otrzymano w reaktorze MARIA. Finalny preparat
198AU(197™/17Hg)NPs-PEG otrzymano w analogiczny sposdb jak koniugat bez radioaktywnych atoméw
ztota. W dalszych etapach przeprowadzono analogiczne badania stabilnosci jak i aktywnosci in vitro jak

dla radioaktywnego koniugatu z nieradioaktywnymi atomami ztota.

Niestety, jest to najbardziej kontrowersyjny rozdziat dysertacji, gdyz wartosci liczhowe w
badaniach in vitro odbiegajg od tych uzyskanych dla koniugatu Au(**"™7Hg)NPs-PEG. Co gorsze,
pomiedzy wynikami liczbowymi w przeliczeniu na radioaktywnos$¢ % Au a wynikami w przeliczeniu na

197m/1974e wystepujg réznice siegajace 20%.

W badaniach internalizacji uzyskano znacznie nizszy poziom (od 24 do 77%) niz w przypadku
radiokoniugatu Au(**’™197Hg)NPs-PEG. Dziwi prawie 20% réznica w przeliczeniach na aktywnos¢ %8Au
w poréwnaniu do ¥"™1%Hg  Wszystkie powtérzone badania in vitro dajg liczbowo rézne wartosci
zaréwno w stosunku do koniugatow Au(**"™%7Hg)NPs-PEG jak i pomiedzy przeliczeniami na *8Au i
197m/197Hg  Ponadto, np. w przypadku badan na sferoidach, nie ma zadnej logiki w obserwowanych

efektach.

W rozdziale Vill Podsumowanie i Whnioski, Doktorantka konkluduje, ze w przypadku
radiokoniugatu  *8Au(*"™7Hg)NPs-PEG nie stwierdzono statystycznie istotnego efektu
synergistycznego dziatania radionuklidéw '%®Au oraz *’™1%’Hg w komérkach MDA-MB-231. Ja bym
poszedt dalej w analizie, ze wszelkie efekty przeciwnowotworowe oraz dane liczbowe sg
niekorzystniejsze w stosunku do radiokoniugatu z nieradicaktywnymi atomami Au. Jednak
sktaniatbym sie do wnioskowania, ze wynika to z duzych trudnosci pomiarowych lub zbyt duzej

roznicy pomiedzy badanymi zwigzkami (moze duze réznice w aktywnosciach wtasciwych, lub inne
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efekty). Generalnie, ten rozdziat znaczaco obniza warto$¢ dysertacji i najlepszym rozwigzaniem

bytoby jego usuniecie.

Uwagi krytyczne

W trakcie lektury dysertacji nasuwa sie szereg pytan i watpliwosci, z ktérych najistotniejsze

pozwole sobie wypunktowac ponizej.

Bardzo istotne:

1.

Rozdziat Vil - potencjat zastosowania taczonej nanobrachyterapii wykorzystujacej jednoczesnie
promieniowanie B oraz elektrony Augera z uzyciem radioaktywnych nanoczastek *®AuNPs

pokrytych radionuklidami rteci (**"™1%7Hg).

To najbardziej kontrowersyjny rozdziat dysertacji, gdyz wartosci liczbowe w badaniach in vitro

odbiegaja od tych uzyskanych dla koniugatu Au(**’™*%’Hg)NPs-PEG. Co gorsze, pomiedzy wynikami

liczbowymi w przeliczeniu na radioaktywno$¢ *8Au, a wynikami w przeliczeniu na

197m/197Hg

wystepujg roznice siegajace 20%. Generalnie, ten rozdziat znaczaco obniza wartos$é dysertacji i

najlepszym rozwigzaniem bytoby jego usuniecie. Brak w wynikach jakiejkolwiek logiki i spéjnosci z

poprzednimi wynikami.

2

W badaniu efektywnosci terapeutycznej in vivo testowano koniugaty Au(**’™’Hg)NPs-PEG o
aktywnosci promieniotworczej ok. 101 25 MBq. Grupy zwierzat liczyty zaledwie po 4 osobniki,
co jest dalece niewystarczajgce, ze wzgledow statystycznych, do wyciggania jakichkolwiek
whnioskéw, szczegdlnie o radiotoksycznosci koniugatéw. Kolejnym zarzutem do metodologii

tego badania jest brak grupy kontrolnej w postaci preparatu nieradioaktywnego.

Inne uwagi:

A

1311 to nie kolejny izotop znajdujacy szerokie zastosowanie w terapii radionuklidowej, lecz
najwazniejszy i najczesciej stosowany radionuklid.

77Lu nie jest klasycznym radionuklidem teranostycznym, gdyz nie ma uzupetniajgcego
radionuklidu diagnostycznego. Niewatpliwym i najczesciej stosowanym od 80 lat
radionuklidem teranostycznym jest 34, ktéry ma swoje odpowiedniki diagnostyczne w postaci
123| i 124|'

Str. 96-97, Rys. 30-31: brak na wykresach wynikéw aktywnosci metabolicznej linii

komorkowych traktowanych AuNPs.



4. Str. 111: Wykresy na Rys. 45 nie korespondujg z wartosciami wyznaczonymi teoretycznie w
Tab. XIl. Czym moze byé spowodowana catkowita rozbieznos¢ pomiedzy wartosciami TTY
wyznaczonymi teoretycznie i eksperymentalnie?

5. Str. 118: Tu réwniez dla energii 15 MeV wykresy nie koresponduja z wartosciami w Tab. XIV

6. Str. 126: ,radiokoniugat charakteryzowat sie wysokq stabilnosciq oraz steZeniem
promieniotwérczym '¥’Hg wynoszqcym 546 MBg/ml” — czy to jest srednie stezenie
promieniotwoércze, czy moze pojedynczy wynik, co moze s$wiadczy¢, ze Doktorantka
przygotowata preparat tylko raz?

7. Str. 136: Nie rozumiem zdania: ,Dla najnizszego badanego steZenia promieniotwdrczego — 50
MBqg/ml, nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian, ktore potwierdzaftyby zaleznosc
efektu cytotoksycznego od stezenia promieniotwérczego.”

8. Str.. 143, Rys. 73: Badanie dwuniciowych peknie¢ DNA: Czy inkubowano réwniez komorki z
nieradioaktywnym koniugatem? Czy stezenia nanoczgstek AuNPs byto takie samo w przypadku
radiokoniugatow o stezeniach promieniotworczych 50, 100 i 200 MBg/ml?

9. Woykresy i zdjecia sg mato czytelne ze wzgledu na maty rozmiar.

Konkluzja koncowa

Mimo, iz praca doktorska ma niski indeks innowacyjnosci i znikomy potencjat aplikacyjny, i
mimo wymienionych wielu uwag krytycznych i dostrzezonych uchybiern metodologicznych, to w
niektérych elementach, szczegdlnie metodologii badan in vitro oceny wtasciwosci biologicznej
opracowanych radiokoniugatéw (oczywiscie poza czeécig dotyczaca *®Au(**"™%7Hg)NPs-PEG), a takze
usystematyzowanej i wartosciowej czesci literaturowej przygotowanej w oparciu o 291 pozycji
literaturowych stwierdzam, ze pozytywne aspekty pracy dostatecznie przewyiszajg jej wady.

Stwierdzam zatem, ze spetnione zostaty wymagania stawiane tego typu opracowaniom i
stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie o przyjecie
rozprawy doktorskiej pt.: ,Pegylowane nanoczastki ztota pokryte radionuklidami **"™'%Hg - nowe
podejscie do terapii elektronami Auger potréjnie ujemnego nowotworu piersi i glejaka
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wielopostaciowego”” i dopuszczenie Pani mgr Emilii Teresy Majka do dalszych etapéw przewodu
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doktorskiego.



