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Recenzja pracy doktorskiej mgr Kamila Wawrowicza
pt. ,Radiofarmaceutyki oparte na emiterach elektronéw Augera 13™19mPp¢ dla chemo- i
radioterapii nowotworu piersi (HER2+) oraz raka watrobowokomérkowego”
wykonanej w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej Centrum Radiochemii i Chemii
Jadrowej w Warszawie

Nowotwory sg jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ chordb
cywilizacyjnych, a zachorowalno$¢ i umieralno$¢ na nowotwory gwaltownie wzrasta
zardwno na $wiecie jak i w Polsce. Nowotwory mogg by¢ leczone wieloma metodami, oprécz
metod chirurgicznych (gdy jest to mozliwe) stosuje si¢ najczgsciej chemoterapig, ktora
powoduje silne dziatania uboczne na zdrowe komoérki oraz radioterapig. Waznym kierunkiem
w projektowaniu nowych terapeutykdéw jest poszukiwanie mozliwosci specyficznego
dostarczania leku do komorki. W przeciwienstwie do metod radioterapii wykorzystujacych
zewnetrzne zrodlo wigzki jonéw, radioterapia wewnetrzna polega na bezposrednim podaniu
radionuklidéw skoniugowanych z wektorem docelowym. W ten nurt badan wpisuje si¢
rozprawa doktorska mgr Kamila Wawrowicza.

Ocena formalna ‘

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandra Bilewicza
z Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie oraz prof. dr hab. Pawla Krysinskiego z
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Promotorem pomocniczym byla dr hab.
Agnieszka Majkowska-Pilip z IChTJ.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter badawczy, zawiera 106
stron maszynopisu, w tym 34 rysunki i 8 tabel. Rozprawa zbudowana jest w sposob
klasyczny, charakterystyczny dla rozpraw doktorskich i obeimuje Spis tresci, Streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, opis Zalozen i celu pracy, Czes¢ literaturowa przedstawiajaca
aktualny stan wiedzy zwigzanej z tematyka rozprawy (26 stron), Cze$¢ do$wiadczalng
(Materialy i metody 16 stron), Wyniki badan wiasnych (34 stron) oraz Podsumowanie i
Whioski (4 strony). Uzupelnieniem tresci rozprawy jest 'Bibliograﬁa liczgca 225 pozycii,



wiekszo$¢ z nich to bardzo aktualne prace z ostatnich lat. W rozprawie brakuje mi dorobku
naukowego Doktoranta, to znaczy spisu Jego publikacji, udziatu w konferencjach, grantach.

Ocena merytoryczna

Czes$¢ literaturowa zostata podzielona na 2 gtéwne rozdziaty. W pierwszym z nich,
zatytulowanym ,Nanoczastki w terapii przeciwnowotworowej”, Doktorant wymienit
ograniczenia i efekty uboczne klasycznej chemoterapii i radioterapii i omo6wil wykorzystanie
nanotechnologii do pokonywania tych ograniczen. Nanomaterialy stosowane w terapii
nowotworéw podzielit na organiczne, zbudowane np. z polimeréw, liposoméw, czastek
lipidowych i nieorganiczne, w tym weglowe czy metaliczne. Tym ostatnim poswiecil wigcej
uwagi, podkre§lajac, ze nanoczastki metaliczne sa szczegélnie przydatne do otrzymywania
noénikéw radionuklidéw, w tym takze emiteréw elektronéw Augera o wysokim potencjale
terapeutycznym, takich jak 19™19mPt. Dalsza czg$é wstepu literaturowego po$wigcona jest
terapiom przeciwnowotworowym wykorzystujacym nanoczastki, zdefiniowaniu elektronéw
Augera i ich emiteréw oraz nanoczastek bedgcych nosnikami tychze emiterow. Zawarty w
Czeéci literaturowej material zostal zebrany na podstawie najnowszej literatury i daje
czytelnikowi obraz w jakim kierunku zmierzajg nowoczesne terapie przeciwnowotworowe.

Wybér zagadnien przedstawionych w tej czg$ci teoretycznej Swiadezy o wlasciwym
zrozumieniu roli tej czedei dysertacji, stanowiacej wprowadzenie i uzasadnienie podjgtych
badan. Cze$é ta stanowi cenne Zrédto informacji naukowych.

Celem ocenianej rozprawy byla ,,synteza oraz okreslenie chemo- i radiotoksycznosci
radioaktywnych nanostruktur opartych na emiterach elektronéw Augera '**™!%"Pt dla terapii
HER2-pozytywnego nowotworu piersi i raka watrobowokomoérkowego”. W pracy mozna
wyréznié trzy czeéci; radiochemiczng, chemiczng i biologiczna, ktére dobrze odpowiadaja
zawarto$ci pracy.

Radiochemiczna cze$é pracy zakladata synteze radionuklidéw platyny ('™ Pt,
195mpy) pedacych. emiterami elektronéw Augera i wykorzystanie ich do syntezy
radioaktywnych nanostruktur. Alternatywnym podejéciem do terapii elektronami Augera
przedstawionym w pracy byla immobilizacja tatwo dostepnych radioaktywnych halogenkow
1251 oraz 111 na powierzchni nanoczastek.

W czesci chemicznej Autor zajat si¢ synteza nanoczastek metali szlachetnych, ziota
i platyny, jako no$nikéw dla emiteréw elektronéw Augera. .

Ostatnia cze§¢ pracy obejmowata badania in vitro na liniach komorek
nowotworowych i tréjwymiarowym modelu guza, majgce na celu oceng skutecznosci
dzialania  otrzymanych radiokoniugatow oraz  préby  okreslenia  mechanizmu
odpowiedzialnego za ich aktywnos¢.

Analiza tresci czesci pracy opisujacej materialy i metodyke badani pozwolita na
weryfikacje przydatno$ci przyjetych metod badawczych do zatozonych celéw pracy. Metody
sa w pelni wystarczajace do realizacji zalozonych celéw i otrzymania opisanych wynikow.
Nie mam zastrzezen co do metod uzytych w pracy, sa wiarygodne i dobrze odpowiadaja
zalozonym celom pracy. -



Opis wynikéw rozpoczyna si¢ od czgséci radiochemicznej, a konkretnie od proby
otrzymania radionuklidu platyny '®™Pt poprzez naswietlanie neutronami tarczy '*Ir. Ze
wzgledu na przedyskutowane przez Doktoranta trudnosci, nie udalo si¢ wyodrebnié
potrzebnej do badan biologicznych ilosci czystego izotopu '**™Pt. Natomiast brak dostepu do
cyklotronu uniemozliwit otrzymanie izotopu '**™Pt. Dlatego ta cze$¢ zaplanowanych badan
nie byta kontynuowana, a badania in vitro przeprowadzone zostaly na nieradioaktywnych
nanoczastkach lub na radioaktywnych nanoczastkach zawierajacych izotop platyny '°7Pt,
ktory udato sie otrzymaé w wystarczajacej ilosci.

Kolejny rozdzial pracy dotyczy syntezy i charakterystyki nanoczastek. Jako
transportery emiteréw elektronow Augera Doktorant otrzymal dwa rodzaje nanoczgstek,
nanoczgstki ztota pokryte platyna o $rednicy 30 nm i male nanoczastki platyny o $rednicy 2
nm, co mialo mu pozwoli¢ na zaobserwowanie réznic i ograniczen przy ich zastosowaniu w
terapii elektronami Augera. Otrzymane nanoczastki byly nastepnie skoniugowane z
trastuzumabem. Tu brakuje mi kilku stéw wstepu, co to jest trastuzumab. Dlaczego wybrano
wiasnie ten zwigzek? Aby kontrolowaé reakcje przytaczenia trastuzumabu do nanoczgstek
Doktorant wyznakowat go izotopem '*'I i zastosowal radiometryczna metode detekeji.
Badanie stabilno$ci otrzymanych biokoniugatow pod katem ich przechowywania
przeprowadzone byto w temperaturze 37°C i 4°C i wykazalo, ze mogg by¢ przechowywane w
tych temperaturach przez okres odpowiednio 7 i 10-12 dni. Stabilnosci w surowicy nie udato
sie oznaczy¢ ze wzgledu na duzg ilos¢ biatek uniemozliwiajacych analize.

Niektére nowotwory piersi charakteryzujg sie nadekspresja receptora ludzkiego
naskérkowego czynnika wzrostu HER2. To powierzchniowe bialko jest zaangazowane w
przekazywanie komdrkom sygnaléw zwigzanych z kontrolg ich wzrostu i funkcjonowania, a
jego nadekspresja z agresywniejszym rozrostem raka piersi. Dalsze badania dotyczyly
sprawdzenia, czy zbudowane z nanoczastek i trastuzumabu biokoniugaty sa w stanie wigzac¢
si¢ specyficznie z komorkami, ktére wykazuja nadekspresj¢ receptora HER2. Do tego celu
Doktorant wybral dwie linie komérkowe z nadekspresja tego receptora, raka jajnika SKOV-3
i raka piersi BT474. Dla por6wnania uzywana byta linia raka piersi MDA-MB-231, kt6ra nie
wykazuje nadekspresji HER2. Jak wykazal, niezaleznie od S$rednicy nanoczastek oba
radiobiokoniugaty zawierajace °’Pt laczyly si¢ specyficznie z receptorami HER2, a frakcja
zwigzana stanowila okolo 6-7% catkowitej, co stanowi dobry wynik. Szkoda, ze Doktorant w
opisie wigzalnoéci do receptora nie wspomnial, jakie komorki byly uzyte w doswiadczeniu,
wynika to dopiero z rysunku.

Kolejnym nowotworem, ktory znalaz! si¢ w kregu zainteresowan mgr Wawrowicza
byl rak watrobowokomoérkowy (HCC). W przeciwienstwie do HER2-zaleznych nowotworéw
piersi, w przypadku tego nowotworu nie znaleziono potencjalnych celéw molekularnych na
powierzchni komorek, co uniemozliwia opracowanie biokoniugatéw do terapii celowane;j.

Poszukujac zwigzku, ktéry moglby specyficznie naprowadzaé¢ radiobiokoniugat na
komoérki HCC Doktorant zwrdcil uwage na krotki peptyd SP94, ktérego prawdopodobnym
celem jest receptor GRP78. Biatko to nalezy do biatek szoku cieplnego i jest odpowiedzialne



za synteze bialek w retikulum cytoplazmatycznym. W nowotworach ztosliwych o duzych
sktonnosciach do przerzutowania biatko to ulega translokacji do blony komérkowe;j.

Dr Wawrowicz postanowil uzy¢ peptydu SP94 jako czasteczki naprowadzajacej
biokoniugat na komoérki HCC. Peptyd skoniugowany z chelatorem DOTA i wyznakowany
1771y zostal uzyty w probie okreslenia jego powinowactwa do receptora GRP78 w komorkach
raka watroby HepG2. Ta préba nie powiodta sig, czego przyczyng, wedlug Doktoranta, mogta
by¢ niewystarczajaca ekspresja tego receptora w uzytych komorkach. Z opisu nie wynika czy
Doktorant sam wyznakowat, czy tez kupit znakowany lutem biokoniugat?

Z powodu niepowodzenia koncepcji zwigzanej z naprowadzaniem biokoniugatu na
cel molekularny Doktorant postanowit sprawdzié, czy otrzymane przez niego nanoczastki, po
ich stabilizacji polimerem PEG-COOH i wyznakowaniu °’Pt beda zdolne do penetrowania
blony komérkowej HepG2 i internalizacji. Badania byly przeprowadzone metodg detekcji
radiometrycznej oraz przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. W tym przypadku wyniki okazaty
sie obiecujagce. Internalizacja zachodzila juz po 6 h i nasilala si¢ w czasie. Zar6wno
nanoczgstki o wiekszej jak i mniejszej $rednicy zachowywaty si¢ podobnie. Nanoczastki po
internalizacji lokalizowaty si¢ w okolicy jadra komoérkowego. Wykorzystanie mikroskopii
konfokalnej pozwolito zaobserwowaé¢ w komorkach zmiany charakterystyczne dla procesu
apoptozy.

Dlatego badanie mechanizmu biologicznej aktywnosci nanoczastek platyny bylo
logiczng kontynuacja badan. W pierwszym etapie okreslony zostal poziom cytotoksycznosci
nanoczgstek Au@Pt i PINPs oraz ich biokoniugatow z trastuzumabem testem MTS na linii
raka jajnika SKOV-3 i nowotworu watrobowokomorkowego HepG2, ktére charakteryzujg sig
podwyzszonym w stosunku do prawidlowych komérek potencjalem oksydacyjnym.
Mozliwosé wykorzystania stresu oksydacyjnego w terapii przeciwnowotworowej zostata
opisana w czesci literaturowej. Przezywalnos¢ komérek SCOV-3 nie uleglta zmianie pod
wplywem wymienionych powyzej zwiazkéw, stosowanych w szerokim zakresie stezen,
natomiast w komérkach HepG2 widoczny byt efekt cytotoksyczny. Fakt ten Doktorant
wyjasnil wyzszym potencjatem oksydacyjnym komorek HepG2 i potwierdzil oznaczajgc
poziom markeréw stresu oksydacyjnego, zredukowanej formy glutationu i reaktywnych form
tlenu. Poréwnujgec zmiany morfologiczne w komorkach HepG2 traktowanych nanoczastkami
Au@Pt lub PtNPs Doktorant stwierdzil, ze nanoczqstkl o mniejszej $rednicy (PtNPs) silniej
oddziatywaly na komérki nowotworowe.

W dalszej kolejnosci Doktorant chciat sprawdzié, czy otrzymane przez niego
nanoczastki platyny ulegajg rozpuszczeniu w $rodowisku utleniajacym, dajac jony Pt** ,
mogace przenikaé do jadra komorkowego. Przedstawione wyniki pokazaly, ze jest to
prawdopodobne jedynie w przypadku mniejszych nanoczastek PtNPs. Doktorant by} jednak
ostrozny z wyciagganiem jednoznacznych wnioskéw, co $wiadczy o jego naukowej
dojrzatosci. Wykonane z uzyciem cytometrii przeplywowej badania procesu apoptozy oraz
cyklu komérkowego potwierdzity wezesniej opisane wyniki.

Ostatnia cze$¢ dysertacji dotyczy taczonej chemo- i radioterapii w leczeniu
nowotworéw watroby, a badania byly jak poprzednio przeprowadzone na komoérkach HepG2,
ktore maja bardzo wysoki poziom nadtlenku wodoru. Poniewaz doktorantowi nie udato si¢
otrzymaé radionuklidéw '*™Pt i 95mPt, uzyt otrzymanych nanoczastek platynowych jako
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nosnikéw dla izotopu '2I lub tafiszego izotopu 3'I. Atomy jodu majg silne powinowactwo do
powierzchni metali szlachetnych. Poniewaz komorki HepG2 zawierajg nienormalnie wysoki
poziom nadtlenku wodoru Doktorant postawit hipotezg, ze w obecnosci nadtlenku wodoru
utlenianie '2I nastapi na powierzchni nanoczastek Au@PENP i PtNPs, a '°T bedzie tatwo z
nich uwalniany i bedzie mégt swobodnie dyfundowaé w poblize DNA.

Proponowane radiokoniugaty mialy spelnia¢ kryteria, niezbe¢dne do skutecznej
terapii elektronami Augera, a pokazana wczesniej wysoka toksycznos¢ nieradioaktywnych
nanoczastek w stosunku do komorek HepG2, zwiazana z wewnatrzjadrowym wychwytem
PtNP stanowila dodatkowg korzys¢. Zatem zaproponowane przez Doktoranta radiokoniugaty
powinny umozliwia¢ selektywne dzialanie chemo- i radiotoksyczne na komorki HepG2,
mimo Ze nie posiadaly wektora nakierowujgcego. Dla pordéwnania uzyte byly komorki
gruczolakoraka (HelLa), ktére nie wykazuja wilasciwosci oksydacyjnych.
Przeprowadzone badania pokazaty, ze uzyte radiokoniugaty charakteryzowaly sie
wysoka selektywnos$cia uzyskang dzigki desorpcji radionuklidéw w mikrosrodowisku
zawierajgcym nadtlenek wodoru, a wigc w komdrkach HepG2, a nie w komdrkach HelLa.
Doktorant stwierdzif, ze efekt terapeutyczny byl skorelowany z uszkodzeniem komorek na
réznych poziomach molekularnych, w tym z peknigciami dwuniciowymi DNA i byl zalezny
od dawki. Zastosowanie sferoidow jako trojwymiarowego modelu guza ujawnito aktywnosé
przeciwnowotworowa radiokoniugatow rdwniez w takim uktadzie.

Na koniec mam kilka uwag krytycznych:

Po przeczytaniu pracy moje zdziwienie wzbudzit tytul ,Radiofarmaceutyki oparte na
emiterach elektronéw Augera '™ 195mpt > Skoro nie udato si¢ otrzymaé tych izotopéw
bytoby chyba lepiej nie umieszczaé ich w tytule.

W spisie tresci brakuje podziatu na Czg¢s¢ Literaturowa i Doswiadczalng, mimo, ze w tresci
pracy takie tytuly wystepuja.

W spisie odezynnikOw nie sg umieszczone radioaktywne nuklidy uzywane w
doswiadczeniach, ani Zrédto ich pochodzenia.

Podrozdziat Wstep i Cel Pracy znajduje si¢ w tekscie pod tytulem Cze$¢ Literaturowa.
Uwazam, ze nie jest to whasciwe.

W wykazie skr6tow brakuje niektérych z nich, np. GSH, NAC.

Str.11 - ,zdefektowany s$rodblonek” mozna by- zastgpi¢ jakim$§ innym stowem, np.
nieprawidlowo zbudowany czy wadliwy

W polskojezycznej literaturze uzywane sg terminy chemoterapia i chemioterapia, ale w pracy
nalezaloby zdecydowac si¢ na jeden z nich i nie uzywa¢ ich naprzemiennie.

Podrozdzial 6.4.5. i rys 26 — nie podano na jakich komdrkach byly prowadzone badania.

Powyzsze uwagi maja raczej charakter redakcyjny i nie wplywaja na mojg pozytywna ocene
rozprawy doktorskiej mgr Wawrowicz.

Wnhiosek koncowy
Podsumowujgc stwierdzam, ze Doktorant wykazal si¢ szerokg wiedzg w tematyce
rozprawy doktorskiej i zrealizowatl zalozone cele badawcze uzyskujgc oryginalne rozwigzanie



problemu naukowego. Praca jest eksperymentalnie bardzo obszerna, przeprowadzona
wnikliwie i zgodnie z wysokimi standardami naukowymi.

Przeprowadzone badania pokazaly, ze skojarzona terapia chemo-Auger ma
addytywne dziatanie chemotoksyczne nanoczgstek PtNPs i radioterapeutyczne dzialanie
elektrondéw Augera emitowanych z izotopu 1251 wystepujace, co wazne, tylko w Srodowisku o
podwyzszonym potencjale oksydacyjnym komorek raka watroby HepG2, a wige powinna by¢
bezpieczna dla komérek prawidtowych.

Wachlarz zdobytej wiedzy i umiejetnosci praktycznych spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Doktorant wykazat sig samodzielng praca
naukowa, dokonat szeregu istotnych odkry¢ i zidentyfikowal mechanizmy cytotoksycznego
dziatania otrzymanych radiokoniugatéw w komorkach rakowych. Zakres stosowanych metod
jest szeroki, od syntezy radionuklidow i nanoczastek do badan in vitro prowadzonych na
ludzkich liniach komérkowych. Nalezy tutaj podkreslié, ze poszczegolne doswiadczenia
wykonano w wymaganej ilosci powtérzen, a uzyskane wyniki byly starannie zanalizowane
pod wzgledem istotnodci statystycznej i zilustrowane na odpowiednich wykresach i
fotografiach. Opisane badania, dotyczace bardzo istotnych i aktualnych zagadnien
naukowych, zostaly wykonane z wykorzystaniem nowoczesnych i dobrze dobranych metod,
ktére pozwolily na uzyskanie wartosciowych i waznych poznawczo wynikow. Uwazam, ze
mgr Kamil Wawrowicz zrealizowat zatozone cele badawcze i stwierdzam, ze przedstawiona
mi do oceny praca spelnia wszystkie wymogi ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. Tym samym z
petnym przekonaniem wnioskujg¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej o
dopuszczenie mgr Kamila Wawrowicza do dalszych etapéw postepowania zwigzanego z
nadaniem stopnia naukowego doktora.

Jednocze$nie, biorac pod uwage szeroki zakres przeprowadzonych badan i ich

aktualnoé¢ jak i warto$é merytoryczng uzyskanych wynikéw i ich znaczenie dla badan nad
nowymi terapiami przeciwnowotworowymi wnioskuj¢ o wyrdznienie recenzowanej rozprawy

doktorskie;j.
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