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,Radiofarmaceutyki oparte na emiterach elektronéw Augera 1%*m%mpt dla chemo- i
radioterapii nowotworu piersi (HER2+) oraz raka watrobowokomarkowego”,
wykonanej pod opieka promotorow
Pana prof. dr hab. Aleksandra Bilewicza i Pana prof. dr hab. Pawta Krysifiskiego
oraz promotora pomocniczego
Pani dr hab. inz. Agnieszki Majkowskiej-Pilip
zrealizowanej
w Instytucie Chemii i Techniki Jgdrowej, Centrum Radiochemii i Chemii Jadrowej, Pracownii
Chemii Radiofarmaceutycznej

Informacje ogdlne
e Recenzja, przedstawionej mi do oceny pracy, zostata przygotowania na podstawie
pisma Pani dr Katarzyny Kiegiel — sekretarza Rady Naukowej IChTJ w oparciu o uchwate
komisji doktorskiej w postepowaniu o nadanie stopnia doktora dla mgr Kamila
Wawrowicza z dnia 5 czerwca 2023.

Rozprawa doktorska stanowi zwarte opracowanie, przygotowane w jezyku polskim, liczace
106 stron, 34 rysunki, zawierajgce streszczenie, streszczenie w jezyku angielskim oraz Wstep i
cel pracy, a takze rozdziaty; 1. Nanoczastki w terapii przeciwnowotworowej, 2. Elektrony
Augera w nowoczesnej celowanej radioterapii 3. Wykorzystywane odczynniki 4. Techniki i
aparatura pomiarowa 5. Metodyka przeprowadzonych badan 6. Wyniki i dyskusja 7.
Podsumowanie i wnioski 8. Bibliografia.

Praca zostata przygotowana zgodnie z zasadami przyjetymi dla rozpraw naukowych i jej strona
formalna nie budzi zastrzezen.

Merytoryczna ocena pracy

Rak jest drugg najczestsza przyczyng smierci Polakow (228 na 100 tys. mieszkancow).
Niezaleznie od przyczyn tak wysokiej Smiertelnosci, niewatpliwie poszukiwanie nowoczesnych
metod terapii przeciwnowotworowej jest uzasadnione w najwyiszym stopniu. Podjete przez



mgr Kamila Wawrowicza badania sa wiec bardzo potrzebne, a jednoczesnie trudne z uwagi na
ich interdyscyplinarny charakter. ‘

We wstepie Kandydat podkreslit, ze wspodtczesne proby stworzenia nowatorskiej
terapii antynowotworowej powinny taczy¢ w sobie kilka fundamentalnych cech jak: celowane
dostarczania leku do komorki nowotworowej, selektywne dziatanie wobec niej oraz
wielokierunkowy sposéb oddziatywania leku na komérke nowotworowa. Istotnym elementem
poszukiwania wiasciwego terapeutyku byto wykorzystanie naturalnych cech morfologiczno-
metabolicznych okreslonych komérek do aktywizacji dziatania terapetyku. Kandydat wskazat
na komarki o wysokim potencjale oksydacyjnym (jak rak watrobowokomérkowy czy niektore
nowotwory piersi) i mozliwos$é wykorzystania tej cechy do ,wtaczania” procesu terapii. Zatem,
terapeutyk skupiajagcy w sobie réine mozliwosci dziatania w pofaczeniu ze specyfika
okreslonego nowotworu powinien wykazywac wysoki stopien skutecznosci dziatania. Kierujac
sie tg mysla Kandydat postanowit zaprojektowac terapig opartg na radiofarmaceutykach i
nanoradiofarmaceutykach, skierowana przeciwko nowotworom o nadprodukcji H,0;. Pan
mgr Wawrowicz okreslit cel swojej pracy doktorskiej jako ,synteza oraz okreslenie chemo- i
radiotoksycznosci radioaktywnych nanostruktur opartych na emiterach elektrondw Augera
193m195mpt graz 125 do terapii HER2+ nowotworu piersi i raka watrobowokomorkowego”.
Koncepcja ta wydaje sie interesujaca i nowatorska oraz naukowo uzasadniona. Praca
obejmowata wykonanie syntezy nanoczastek metali szlachetnych jak Au, Pt i Au@Pt jako
noénikow dla emiteréow elektrondw Augera oraz ich modyfikacje powierzchniowa.
Nanoterapeutyki badano na liniach komérek nowotworowych i modelu guza 3D.

W Czeéci literaturowej pracy Kandydat wnikliwie opisat stan wiedzy i badan naukowych
w zakresie podjetego tematu pracy. W pierwszej czesci zostaty przyblizone nanoczastki, ktore
sq lub mogg byc¢ zastosowane w tworzeniu terapeutyku, przede wszystkim jako niezastapione
noéniki i molekuty fatwe do modyfikacji. Zwtaszcza, nanoczastki lipidowe, stanowiace gros,
dopuszczonych do terapii lekéw antynowotworowych s sktadnikiem tych nowoczesnych
lekéw. Cze$é nanoczastek stanowi nie tylko platforme nosna lecz réwniez substancjg aktywng
(tlenek zelaza, tlenek hafnu). Autor pracy syntetycznie opisat nanoczastki jako leki ich nosniki,
opierajac sie na aktualnych badaniach prowadzonych na Swiecie. Ponadto, Kandydat nakreslit
metody terapii z wykorzystaniem nanoczgstek i ich zdalnej aktywacji z zastosowaniem
promieniowania elektromagnetycznego o roznej diugosci fali. Przede wszystkim, Autor
skoncentrowat sie na radioaktywnych nanokompleksach, ich konstrukcji i zasadach dziatania.
W rozdziale 1 ,Nanoczastki w terapii przeciwnowotworowej” uwzgledniony zostat rowniez
podrozdziat na temat nanobrachyterapii i terapii celowanej jako dwu roznych metod
prowadzacych do retencji nanoczastek w obrebie czy okolicach guza. Kolejnym waznym
podrozdziatem byta cze$¢ dotyczaca stresu oksydacyjnego w komérkach nowotworowych, co
w przypadku przeprowadzonych badar przez kandydata ma podstawowe znaczenie i stanowi
cel modyfikacji terapeutycznej w komorce nowotworowej.

Rozdziat 2 przegladu literatury zostat dedykowany zastosowaniu elektronow Augera w
nowoczesnej, celowanej radioterapii. Wyboér tego rodzaju emisji energii wydaje sie
uzasadniony z uwagi na jej zasieg i efektywna destrukcje wobec DNA, btony komérkowej i



mitochondrium komorki nowotworowej. Autor wnikliwie opisat emitery elektronéw Augera i
ich efektywnos¢ terapeutyczng, a takie platformy organiczne i nieorgéniczne do ich
transportu. Czesc ta jest doskonale analizowana przez Autora, prowadzgc wniosku na temat
potencjatu i przysztosci zastosowania tej metody w terapii nowotwordw. Na zakorAczenie
przegladu literatury kandydat szczegétowo scharakteryzowat radionuklidy izotopéw Pt (193™
195m. 197 pt) oraz jodu (*%° 1) i mozliwosci zastosowania ich w terapii, a takze przyblizyt zatozenia
terapii skojarzone,j.

Czesc pracy bedaca przegladem literatury nakresla state of the art problemu, jaki Autor
podjat sie rozwigzac. Kandydat cytuje najnowszg literature Swiatowg, a problematyka zostata
omowiona w sposob syntetyczny, wnikliwy merytorycznie i logiczny. Jednak, moim zdaniem,
rozdziaty 1 i 2 powinny stanowic¢ czes¢ zwykle nazywana przegladem literatury, zakoriczona
celem i zakresem pracy (cel pracy powinien wynikac rowniez z przegladu literatury i wskazania
na nierozwigzane problemy). Kolejna czes¢ pracy stanowi Materiat i metody, co zostato
rozdrobnione na szereg rownorzednych rozdziatow. W tekscie jest co prawda nagtéwek Cze$é
literaturowa i cze$¢ doswiadczalna, jednak nie s3 one wyszczegdlnione w spisie tresci i nie
stanowig punktowanych rozdziatéw. Uwaga ta, chociaz nie ma znaczenia dla oceny
merytorycznej pracy, jednak pozwolitaby na bardzie przejrzystg organizacje tekstu. Ponadto,
jako recenzent, sugerowatabym uwzglednienie krotkiego podrozdziatu dotyczacego
zastosowanych w pracy komoérek nowotworowych (m.in. SKOV-3, HepG2), a zwtaszcza
specyfiki ich cech biologicznych czy metabolicznych. Mozna réwniez zadac klasyczne pytanie;
czy mozna byto uwzgledni¢ rowniez, dla poréwnania, komorki nienowotworowe (HepG2 vs.
THLE3), jakkolwiek czesto jest to bardzo trudne a czasem wrecz niemozliwe do zrealizowania.

Czes¢ doswiadczalna pracy zostata opisana w sposéb niezwykle doktadny i precyzyjny.
Wszystkie opisane procedury analityczne, uzyte do badan materiaty oraz wykorzystana
aparatura zostaty opisane w sposob optymalny, pozwalajgcy na powtdrzenie
przeprowadzonych badan. Opisana metodologia analityczna dokumentuje wiarygodnosc,
rzetelnosc oraz powtarzalnos¢ prezentowanych eksperymentow. Postepowanie analityczne,
przeprowadzone przez Kandydata, dowodzi duzego zaangazowania, wiedzy i zdolnosci
badawczych, a takze dojrzatosci naukowej, co jest niewatpliwie godne podkreslenia. Ten
rozdziat pracy, jako recenzent oceniam bardzo wysoko.

Kolejna, najtrudniejszg czescig pracy sa wyniki i dyskusja. Wyniki i dyskusje podzielono
na podrozdziaty co pozwolito na jej uporzadkowanie w kontekscie duzego zakresu badan i ich
interdyscyplinarnosci (badania fizyko-chemiczne i biologiczne). Pierwsza cze$é dyskusji
dotyczyta otrzymywania radionuklidow platyny. Kandydat w bardzo interesujgcy sposob
przedyskutowat uzyskane wyniki, odnoszac sie do niepowodzen, trudnosci i poszukiwan
wiasciwej drogi analitycznej dla uzyskania wiarygodnych wynikéw. Uzyskane nanoczastki Pt i
kompleksy Au@Pt zostaty dobrze scharakteryzowane, jakkolwiek zazwyczaj przyjmuje sie
dwie rézne metody dla udokumentowania tozsamosci i charakteryzacji nanoczgstek. W pracy,
charakteryzacja PtNPs jest dos¢ skapa i oparta jedynie na obserwacji z zastosowaniem TEM, a
zamieszczone w pracy zdjecie nie jest najlepszej jakosci.



Moja drobna uwaga dotyczy badania stabilnosci koloidow PtNP-PEG-trastuzumab za
pomocg TEM. Szkoda, ze nie uwzgledniono zdje¢ z wizualizacji korony otaczajacej PtNP, bo
chociaz nie stanowi to jednoznacznego dowodu tozsamosci sktadnikéw otoczki, jednak jest
dowodem jej istnienia i wskazywa¢ moze na brak nanoczastek bez otoczki oraz nadmiar biatka
niezwigzanego z PtNP.

Bardzo ciekawe sg wyniki badan biologicznych, zaprojektowane, przeprowadzone i
opisane w sposob przejrzysty, a przedyskutowane na doskonatym naukowym poziomie z
uwzglednieniem aktualnej literatury i wtasnych spostrzezeri. Moja uwaga dotyczy réwniez
stwierdzenia braku mozliwosci zbadania otrzymanych zwigzkéw w szerokim zakresie stezen
(str 61), co Autor ttumaczy dwoma mechanizmami, jednak niepopartymi literatura. Zazwyczaj,
to typowe zachowanie nanoczastek wystepuje wskutek ich aglomeracji i moze by¢ niezalezne
od rodzaju naczynia czy komorek. Interesujgcy wynik Kandydat uzyskat w badaniu z
wykorzystaniem receptora HER2. Jaka, zdaniem Autora jest hipotetyczna przyczyna roznicy
pomigdzy komorkami SKOV-3 i MDA-MB-231 uzasadniajgca odmienng reakcje i czy jest ona
dowodem braku specyficznosci czy by¢ moze innymi mechanizmami, a m.in. zdolnoscia
komorki MDA-MB-231 do ukrycia receptora HER2? Drobna uwaga recenzenta dotyczy rowniez
faktu, ze Rysunek 19 jest nieprecyzyjnie i niejasno opisany, m.in. brak opisu rys. 19B, moze
nalezato oddzieli¢ wizualizacje od wyniku detekcji radiometrycznej?

Kolejna czes¢ Wynikow i dyskusji ,Okreslenie mechanizmu biologicznej aktywnosci
nanoczgstek platyny” jest bardzo interesujacg, zwtaszcza w kwestii wykazania roli potencjatu
antyoksydacyjnego komdrki (poziom glutationu) we wrazliwosci na dziatanie nanoczastek
platyny i wskazania na kluczowg role platyny w indukowaniu produkcji ROS. Dalsza czesé
rozdziatu Wyniki i dyskusja dotyczyta koncepcji terapii kombinowanej (chemo- i radioterapii).
Kandydat przedyskutoWai w bardzo interesujacy i logiczny sposéb swoje postepowanie
badawcze z uwzglednieniem réznych trudnosci analitycznych, wyborem optymalnych metod
postgpowania, ich zatozen naukowych i interpretacji wynikéw. Przeprowadzona dyskusja
$wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej Kandydata, jego wiedzy i determinacji w badaniach.
Jednak, nasuwa sie pytanie, dlaczego w kluczowym doswiadczeniu, dotyczacym
przezywalnosci komérek HepG2 vs. Hela traktowanych radiokoniugatami, nie uwzgledniono
dla poréwnania grupy otrzymujacej same nanoczgstki Pt (rys 30)?

Bardzo interesujace badania wykonane zostaly przez kandydata na sferoidach. Badania
na liniach komdrkowych pozwalajg na zaobserwowanie pewnych mechanizméw, uzyskanie
wynikow wstepnych, jednak dopiero badania na modelu 3D pozwalaja na petniejsze
odniesienie wynikéw do rzeczywistych warunkéw potencjalnej terapii. Uzyskane przez
Kandydata wyniki sa bardzo interesujgce i niewatpliwie wskazujg na potencjalny sukces
terapeutyczny radiokoniugatow !?°I-PtNPS wobec guza HCC. Jednak, jako recenzent,
sugerowatabym poréwnanie '2°I-PtNPS i PtNPS w takim samym czasie i koncentracji
nanoczgstek Pt. Moja uwaga dotyczy réwniez opisu kluczowego Rys. 33, ktéry jest
nieprecyzyjnie opisany i niezbyt czytelny. Podstawowa zasada przygotowywania prac
naukowych jest fakt, ze tabela i rysunek powinny by¢ absolutnie zrozumiate , po wyjeciu z
tekstu”.



Praca zostata zakoriczona rozdziatem Podsumowanie i wnioski. Podsumowanie zostato
nakreslone w sposéb bardzo dojrzaty i odpowiedzialny, ze wskazaniem sukceséw badari, jak
rowniez kwestii nie rozwigzanych. Zataczony graficzny mechanizm przypuszczalnej aktywnoéci
radiokoniugatu jest rowniez rozwigzaniem bardzo utatwiajgcym zrozumienie pracy, a takze
przejawem wiedzy i dojrzatosci naukowej Kandydata. Wnioski podzielono na grupy
tematyczne, co jest bardzo korzystnym rozwigzaniem w kontekscie tak duzej ilosci uzyskanych
nowych obserwacji i wynikdw przeprowadzonych badari. Wszystkie wnioski uwazam za
dobrze sformutowane, uprawnione i wazne, a zwtaszcza dla poszukiwan nowych sposobéw
terapii antynowotworowe;j.

Reasumujac, mozna niewatpliwie stwierdzi¢, ze przeprowadzone przez Pana mgr
Kamila Wawrowicza badania s3 nowatorskie, doskonale opracowane, przedyskutowane i
podsumowane celnymi, syntetycznymi wnioskami. Badania przyczyniajg sie do postepu w
zakresie poszukiwania nowych metod terapii przeciwnowotworowej. Pytania i sugestie
Recenzenta maja charakter dyskusji i nie wptywaja na bardzo dobra ocene pracy.

Podsumowanie recenzji

Badania, jakie podjat Pan mgr Kamil Wawrowicz sg interdyscyplinarne, nowatorskie,
przygotowane na wysokim poziomie merytorycznym i bez watpienia majg wptyw na rozwdj
dyscypliny i postep w zakresie poszukiwania nowych metod leczenia nowotworéw w Polsce i
na Swiecie. W konkluzji recenzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska Pana mgr Kamila Wawrowicza odpowiada warunkom okreslonym w Ustawie z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(tekst jednolity Dz.U z 2017 r., poz. 1789) w zwigzku z artykutem 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wbrowadzajqce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
22018 r. poz.1669 oraz art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — Przepisy wprowadzajace Ustawe
- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, ktéry stanowi, ze przewody doktorskie, wszczete i
niezakonczone przed dniem wejscia w Zycie ustawy, o ktérej mowa w art.1l, s3
przeprowadzane na dotychczasowych zasadach z tym, e jezeli nadanie stopnia doktora
nastgpuje po dniu 30 kwietnia 2019 r. stopieri nadaje si¢ w dziedzinach i dyscyplinach
okreslonych w przepisach wydanych na podstawie art.5 ust. 3 tej ustawy. Niniejszym,
przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej wniosek o
dopuszczenie mgr Kamila Wawrowicza do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Wnosze rowniez o wyrdznienie pracy doktorskiej z uwagi na wysoce nowatorski
charakter badan, bardzo duzy potencjat naukowy i aplikacyjny uzyskanych wynikéw na
poziomie krajowym i miedzynarodowym.
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