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Recenzja rozprawy doktorskiej
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kompleksu VEGF/NRP1 do diagnostyki patologicznej angiogenezy”

1. Wartos¢ naukowa rozprawy

a. Oryginalnos¢ badan

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Mastowskiej pt. ,Synteza i badania
radioznakowanych peptydomimetycznych inhibitoréw kompleksu VEGF/NRP1 do diagnostyki
patologicznej angiogenezy” zostata wykonana w IChT) we wspdipracy z Zaktadem
Neuropeptydéw Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN oraz Pracownig
Peptydow Wydziatu Chemii UW pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Gniazdowskiej z IChTJ i
prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik z Wydziatu Chemii UW.

Podjeta przez doktorantke problematyka badawcza koncentruje sie wokot zagadniet
zwigzanych z poszukiwaniem radiofarmaceutykdw diagnostycznych i terapeutycznych, ktére z
jednej strony mogtyby zdiagnozowa¢ ogniska patologicznej angiogenezy nowotworowej lub
jako radiofarmaceutyki terapeutyczne selektywne i specyficzne wzgledem molekularnego
celu, napromieniac zmiane nowotworowa nie niszczac zdrowych komérek i organdw. Autorka
rozprawy zauwazyta, ze kompleks VEGF-A16s/VEGFR-2/NRP-1 jest zaangazowany w proces
patologicznej angiogenezy nowotworowej, a zatem nalezy poszukiwaé radiofarmaceutykow
receptorowych opartych na inhibitorach kompleksu VEGF-Aies/NRP-1, co powinno
zredukowac proces angiogenezy nowotworowe;j.

Poszukiwanie peptydéw i matych czasteczek, ktére bytyby inhibitorami kompleksu
VEGF-A165/NRP-1 odpowiedzialnego za angiogeneze jest oryginalnym podejsciem do
rozwigzania problemu diagnostyki nowotworowej oraz celowanej terapii radionuklidowej
prowadzacej do zahamowania angiogenezy, a zatem wyhamowania procesu
nowotworowego. To nie tylko bardzo potrzebne badanie zmierzajgce do nowych metod
diagnostyki i terapii nowotworowej, ale doskonate pod wzgledem metodologii.

W przypadku W przypadku standardowego podejscia do terapii radionuklidowej mamy
do czynienia z nierébwnomiernym gromadzeniem radiofarmaceutyku w ciele pacjenta i
czgsciowym brakiem kontroli nad dystrybucja Zrédta promieniowania w tkankach i organach
pacjenta, a celem takiej terapii jest zniszczenie komdrek guza przez napromienianie, co
oznacza ze opracowane radiofarmaceutyki powinny byé¢ wysoce selektywne i specyficzne



wzgledem molekularnego celu aby koncentrowaé swoje dziatanie gtéwnie na ogniskach
nowotworowych.

Podejscie zaprezentowane w niniejszej pracy taczy bezposrednie napromienianie
komorek guza i czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego VEGF-A z dziataniem chemicznym.
Pcniewaz na powierzchni wielu typow komérek nowotworowych obserwuje sie nadekspresje
NRP-1, to radiofarmaceutyk zawierajgcy biomolekute bedaca inhibitorem kompleksu VEGF-
A1es/NRP-1 i jednoczesnie chelator (z radioizotopem) o wysokim powinowactwie do NRP-1,
ktory bedzie selektywnie trafiat w cel molekularny jakim jest neuropilina NRP-1, bedzie
hamowai proces nowotworowy na dwa sposoby radiacyjnie i chemicznie jako inhibitor
zaangazowanego w proces patologicznej angiogenezy kompleksu VEGF-A1gs/NRP-1.

W zaleinosci od wyboru radioizotopu ktdrym znakowany jest koniugat autorka moze
osiggac rozne cele. Emiter pozytondw i w konsekwencji pary kwantdw anihilacyjnych, moie
umozliwi¢ precyzyjne obrazowanie metodg PET, emiter promieniowania y taki jak 9°™Tc
umozliwi obrazowanie SPECT, a emitery a lub B beda doskonatymi narzedziami do celowanej
terapii radionuklidowej, zas przy odpowiednio dobranej biomolekule w radiofarmaceutyku
mozna oczekiwa¢ hamowania angiogenezy dziataniem inhibitora, bez wzgledu na to czy
bedziemy znakowad farmaceutyk radioizotopem diagnostycznym, czy terapeutycznym, a
nawet jesli mamy do czynienia z ,zimnym zwigzkiem odniesienia” zawierajgcym stabilny
izotop sierwiastka w miejsce promieniotworczego.

Wymienione powyzej argumenty wskazujg na perfekcyjnie przemysélany wybor celu
badawczego, ktorego petna realizacja mogtaby wnie$¢ znaczgcy postep w metodach
radiacyjnei diagnotyki i terapii nowotworéw. Co wiecej, przeprowadzone i zaprezentowanie
w rozprawie badania wilasnosci koniugatéw, opracowanie i optymalizacja metod ich
znakowania radionuklidami diagnostycznymi i terapeutycznymi oraz uzytecznosci w
celowanej diagnostyce i terapii radinuklidowej sg zgodne z tematem rozprawy i w petni temat
wyczerpujg. Badania zaprezentowane w niniejszej rozprawie s3 nowatorskim podejsciem
wykorzystujacym metody fizyki jadrowej i chemii radiacyjnej, do badah nowych
radiofarmaceutykéow dla diagnostyki i terapii nowotworowej, poszerzaja wiedze o metodach
otrzymywania wybranych radiofarmaceutykdw i wskazujg kierunki badan w tej dziedzinie.

0. Wartos¢ naukowa pracy

Wspdéiczesne metody leczenia onkologicznego to poza chirurgia onkologiczng,
teleradioterapiag i brachyterapia - molekularna odmiana brachyterapii w postaci
radionuklidowej radioterapii wewnetrznej. Autorka recenzowanej rozprawy postanowita
opracowat metode syntezy inhibitorow pofaczonego czynnika wzrostu z receptorem i
koreceptorem NRP-1 indukujgcych angiogeneze i w konsekwencji prowadzacych do wzrostu
guza i jego przerzutow. Badania autorki rozprawy to préby otrzymania radiofarmaceutykow
stabilnych w warunkach in vitro o wysokim powinowactwie do neuropilyny NRP-1. Przy
wysokim powinowactwie do NRP-1 radiofarmaceutyk po zwigzaniu sie z receptorem
oddziatuje z czynnikiem  VEGF-Ass tworzagcym kompleks VEGF-Aies/VEGFR-2/NRP-1
odpowiedzialny za patologiczna angiogeneze, co oznacza, ze biatko koniugatu (inhibitor)
blokuje powstawanie kompleksu VEGF-Aiss/VEGFR-2/NRP-1.

Pani Katarzyna Mastowska wybrata do badan pie¢ biomolekut — inhibitoréow
tworzgceych koniugaty wraz z chelatorami zawierajgcymi izotop promieniotwérczy lub stabilny
izotop odpowiedniego pierwiastka. Szczegdtéw syntezy peptydowych biomolekut i syntezy
koniugatdw inhibitor chelator oraz reakcji znakowania koniugatéw radionuklidami %8Ga, 44Sc i



Y7Lu nie oceniam w niniejszej recenzji, jako ze moje kompetencje w dziedzinie chemii sg
ograniczone.

Poza koniugatami znakowanymi radionuklidami autorka wykonuje syntezy »Zimnych
zwigzkow odniesienia” ktére mozna syntezowaé w skali miligramowej, a prowadzac synteze w
takich samych warunkach jak dla przypadku znakowania radionuklidem moina tatwo wykonac
badania ich wtasciwosci. Badania ,zimnych zwigzkéw” pozwality aotorce rpzprawy wykonaé
chromatogramy mieszanin reakcyjnych i uzyska¢ wyniki analiz ich mas. Autorka rozprawy
prowadzi tez badania fizykochemiczne i biologiczne radiokoniugatéw aby sprawdzié czy
spetniaja one warunki stawiane radiofarmaceutykom. Te badania odpowiadajg na pytania czy
radinuklid uwalnia sig z kompleksu, czy jest wyciggany z kompleksu przez zwigzki obecne w
ptynach ustrojowych, czy jest stabilny w surowicy ludzkiej i czy wykazuje wysokie
powinowactwo do NRP-1. W badaniach in vitro radiokoniugaty w $rodowisku prowadzenia
reakcji oraz w roztworach CYS i HIS wykazaly stabilnos¢, choé wszystkie peptydowe
radiokoniugaty okazaly sie by¢ niestabilne w surowicy ludzkiej (HS).

Pani Katarzyna Mastowska wprowadza czytelnika rozprawy w tematyke prowadzonych
badari, co umozliwia jej przejrzyste sformutowanie hipotez badawczych. Doskonale dobiera
narzedzia badawcze pozwalajgce jej w eksperymentach rozstrzyga¢ o prawdziwosci
stawianych hipotez. Krytycznie analizuje uzyskane wyniki, aby zaproponowaé kontynuacje
badan, ktére moglyby doprowadzi¢ do opracowania nowego leku (radiofarmaceutyku).
Opracowane metody syntezy inhibitoréw kompleksu VEGF-A165/VEGFR-2/NRP-1 indukujacych
angiogeneze i w konsekwencji prowadzacych do patologicznego unaczynienia, a zatem
wzrostu guza i jego przerzutdw stanowi istotne osiggniecie naukowe doktorantki, a
opracowanie metody syntezy uzupetnione badaniami fizykochemicznymi i biologicznymi
podnoszg istotnie wartos$¢ rozprawy.

2 Poprawnos¢ redakcyina rozprawy

Recenzowana rozprawa zostata napisana przez autorke niestychanie starannie. Zostata
podzielona na cztery rozdziaty. Pierwszy rozdziat prezentuje cele badawcze pracy. W rozdziale
drugim autorka szczegétowo omawia zagadnienia teoretyczne angiogenezy, wskazuje na
czynniki chemiczne stmulujgce i hamujace angiogeneze. W tym rozdziale przedstawia tez
sposoby wytwarzania radionuklidéw i radiofarmacutykdw.

W trzecim podstawowym rozdziale pracy mozina znaleié szczegdty metod
eksperymentalnych stosowanych przez autorke rozprawy przy syntezie biomolekut, oraz
koniugatow zawierajgcych chelator, a takze metod znakowania koniugatéw radionuklidami
%Ga, *Sc i 7Lu. Rozdziat ten zawiera tez szczegdly i wyniki badan fizykochemicznych i
biologicznych przeprowadzonych przez autorke i wspdtpracownikdw.

Czwarty rozdziat zawiera zataczone opublikowane prace autorki, na ktérych to niniejsza
rozprawa jest oparta oraz zgtoszenie patentowe skierowane do Urzedu Patentowego RP.
Rozprawg koriczy obszerna i wyczerpujaca Biblografia. Styl pracy jest jasny a redakcja
rozprawy bez zarzutu.



3, Uwagi krytyczne

Praca jest poprawnie zredagowana, znalaztem jednakie drobne usterki ktére dla
porzadku wymienie.

Na str. 38 w wierszu 8 podrozdziatu 3.1 pojawia sie sformutowanie ,Dwém pozostatym
procesom rozpadu (EC i IT) towarzyszy natomiast emisja kwantéw gamma...”. Nalezy
zauwazy¢, ze emisja kwantow gamma zwykle towarzyszy réwniez rozpadom a, i B*. Po
emisji czgstki natadowanej z jadra macierzystego powstaje zwykle jgdro potomne w stanie
wzbudzonym, a deekscytacja ze stanu wzbudzonego zwigzana jest z emisjg kwantu y.

Na str. 42 w wierszu 5 pojawia sie sformutowanie ,,pole magnetyczne, ktére stuzy do
przyspieszania...”. Pole magnetyczne (zwykle jednorodne) w cyklotronach stuzy do
utrzymywania przyspieszanych jonow na orbitach kotowych, a przyspieszanie odbywa w
szczelinach miedzy duantami, gdzie zmienne pole elektryczne o czestotliwoséci identycznej do
czestotliwosci obiegu jondw przyspiesza jony. Przyspieszanie odbywa sie wiec wielokrotnie
dzieki czemu uzyskuje sie znaczne zwiekszenie energii jonow.

Na str. 42 w wierszu 8 pojawia sie sformutowanie ,strumien jondw jest kierowany na
wprowadzony do ukfadu materiat tarczowy ..”. Zwykle strumieri jonéw przyspiesany w
cykiotronie je wyprowadzany z cyklotronu (poza obszar pola magnetycznego cyklotronu) i
dpierc dalej kierowany na materiat tarczowy w jwdnym z jonowoddéw poza cyklotronem.
Materiat tarczowy wprowadza si¢ do wnetrza cyklotronu tylko przy napromienianiu tarczy
wigzkg wewnetrzn

Na tej samej str. 42 autorka wymienia generatory np. generator %8Ge/%8Ga, a nie

wymienia najpowszechniej stosowanego w medycynie nuklearnej generatora **Mo/?*™Tc,
chod ten gennerator wymieniony jest w Tabeli 1 na str. 43

Na str. 42 w wierszu 8 podrozdziatu 3.1 pojawia sie sformutowanie ,,Dwém pozostatym
procesom rozpadu (EC i IT) towarzyszy natomiast emisja kwantow gamma...”. Nalezy
zauwazycC, ze emisja kwantéw gamma zwykle towarzyszy réwniez rozpadom a, i B*. Po
emisji czgstki natadowanej z jadra macierzystego powstaje zwykle jadro potomne w stanie
wzbudzonym, a deekscytacja ze stanu wzbudzonego zwigzana jest z emisjg kwantu y.

Na str. 91 w wierszu 2 pod Rysunkiem 53 pojawia sie wartos¢ masy obliczonej jako
10405,64. Prawdopodobnie jedno z zer jest zbedne i wartos¢ tej masy powinna by¢ 1405,64.

Wymienione usterki redakcyjne, a nie merytoryczne nie zmieniajg mojej wysokiej
oceny pracy.

4, Ocena kohicowa

Zaréwno poszukiwanie odpowiednich inhibitoréw jak i opracowanie metod ich
wytwarzania oraz badania wtasnosci koniugatdéw, opracowanie i optymalizacja metod ich
rnakowania radionuklidami diagnostycznymi jest oryginalnym podejsciem do rozwigzania
problemu diagnostyki nowotworowej oraz celowanej terapii radionuklidowej co prowadzi do
wyhamowania procesu nowotworowego. Jest to oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego | stanowi istotne osiggniecie doktorantki co jest wymogiem stawianym
rozprawom doktorskim okreslonym w art. 187 ustawy z 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie



Wyzszym i Nauce. Zaprezentowane w rozprawie rezultaty badad doktorantki wskazuja to na
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej i umiejetnoéé prowadzenia pracy
zespotowej, co byto niezbedne, szczegdlnie przy prowadzeniu syntezy biomolekut,
radiokoniugatdw i ich znakowania. Umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
to drugi warunek stawiany rozprawom doktorskim okreslony w art. 187 wspomnianej wyzej
ustawy. Doktorantka jest pierwsza autorka trzech prac opublikowanych w recenzowanych
czasopismach o zasiegu migdzynarodowym Cancers w roku 2021 (140 pkt MNiSW),
Pharmaceutics w roku 2022 (100 pkt MNiSW) i Biomedicines w roku 2023 (100 pkt MNiSW)
co spetnia kolejny warunek wymieniony w art. 11 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. Dodatkowo
autorka rozprawy opublikowata artykut przegladowy w recenzowanym Raporcie Rocznym
IChTJ w roku 2023. Jest tez wspdtautorka zgtoszenia patentowego.

Wartos¢ merytoryczna rozprawy wskazuje na dogtebne opanowanie przez doktorantke
fizyki oddziatywania promieniowania jonizujgcego z materig, umiejetnosci postugiwania sie
nowoczesnymi metodami diagnostycznymi wykorzystywanymi w radioterapii i metod
wytwarzania i badania wtasnosci zwigzkéw organicznych. Nalezy zauwazyé, 7e doktorantka
realizowata faze koncepcyjng badania nowych farmaceutykéw co byto celem jej pracy, a
rozprawa wskazuje ktére ze zbadanych komplekséw mogtyby stanowié cel badar kolejnego
etapu badan — etapu badar przedklinicznych.

Wymienione w recenzji osiggnigcia mgr Katarzyny Masfowskiej Zawierajg ogromny
tadunek nowych interesujgcych rezultatéw, ktére przyczyniaja sie do postepu technicznego w
metodach radionuklidowej radioterapii wewnetrznej a takze tworzenia radiofarmaceutykdw .
Nalezy podkredli¢, ze postep w procedurach produkcji radiofarmaceutykéw diagnozujacych
patologiczng angiogeneze o zdolnosciach do radioterapii ognisk nowotworowych jest bardzo
waznym krokiem poprawiajacym jakos¢ leczenia pacjentéw.

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Mastowskiej spetnia wymagania okreélone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr
65 poz. 595 z pbZniejszymi zmianami) oraz ustawe z 3 lipca 2018 r i wnioskuje o dopuszczenie
Katarzyny Mastowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i publicznej obrony.

Zygmunt Szefliriski

Ty Uinl,




Whniosek o wyrdznienie pracy mgr Katarzyny Sylwii Mastowskiej
pt. ,Synteza i badania radioznakowanych peptydomimetycznych inhibitoréw
kompleksu VEGF/NRP1 do diagnostyki patologicznej angiogenezy”

Praca mgr Katarzyna Mastowska wykonata istotny krok w poszukiwaniu inhibitoréw
angiogenezy i opracowata metody ich wytwarzania oraz zbadata wtasnosci znakowanych
izotopami diagnostycznymi i terapeutycznymi koniugatow. W badaniach prowadzonych w
kilku zespofach autorka rozprawy opracowata i zoptymalizowata metody ich znakowania
koniugatow radionuklidami co jest oryginalnym podejsciem do rozwigzania problemu
diagnostyki nowotworowej oraz celowanej terapii radionuklidowej. Jej radiofarmaceutyki
mogg stanowic cel badan badan przedklinicznych, a autorka wskazuje ktére ze zbadanych
komplekséw moglyby rokowaé nadzieje na wprowadzenie takich radiofarmaceutykéw do
praktyki klinicznej.

Doktorantka jest pierwszg autorka trzech prac opublikowanych w recenzowanych
czasopismach o zasiggu miedzynarodowym Cancers w roku 2021 (140 pkt MNiSW),
Pharmaceutics w roku 2022 (100 pkt MNiSW) i Biomedicines w roku 2023 (100 pkt MNiSW).
Wyréinienie jej autorstwa pierwszg pozycjg wskazuje na jej wiodaca role w zespotowych
badaniach. Oznacza to, ze mgr Katarzyna Mastowska jest dojrzatym naukowcem.

Wymienione wyzej argumenty sktaniaja mnie do przedstawienia wniosku o
wyrdinienie rozprawy.

Zygmunt Szeflinski
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