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Praca mgr Kamila Wawrowicza zostata zrealizowana w ramach Interdyscyplinarnych Studiow
Doktoranckich ,,RadFarm — Radiofarmaceutyki dla ukierunkowanej molekularnie diagnostyki i terapii
medycznej” (POWR.03.02.00-00-1009/17-00). Z analizy przedstawionej metodyki badan mozna
whnioskowa¢, ze badania byty prowadzone przez Doktoranta gtéwnie w Instytucie Chemii i Techniki
Jadrowej w Warszawie, a obrazowanie z uzyciem techniki mikroskopii konfokalnej przeprowadzono w
Centrum Medycznym Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie i w Szkole Gtownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie. Przedstawiona do oceny rozprawa napisana jest w sposob klasyczny i sktada
sie z przegladu literaturowego (165 pozycji), czesci doswiadczalnej, dyskusji wynikow, podsumowania
i wnioskow oraz bibliografii (tgcznie 225 pozycji). Praca liczy w sumie 106 stron i zawiera 34 rysunki
oraz 8 tabel, w tym 4 z wynikami badan. Doktorant nie przedstawit w sposdb przejrzysty swojego
dorobku naukowego, ale z analizy zamieszczone] bibliografii wynika, ze jest on wspotautorem 5
publikacji w czasopismach recenzowanych. W dwdch publikacjach, ktore scisle powigzane sg z
przedstawiong do recenzji dysertacjg, Doktorant jest pierwszym autorem. Dorobek Doktoranta
Znaczaco przewyzsza ustawowe wymagania stawiane osobom ubiegajagcym sie o nadanie stopnia

doktora i Swiadczy o jego naukowej dojrzatosci.

Zakres merytoryczny pracy
Celem pracy doktorskiej byta synteza oraz okreslenie chemo- i radiotoksycznosci
radioaktywnych nanostruktur opartych na emiterach elektronéw Augera '#™!%™pt oraz '2°| do terapii

HER2-pozytywnego nowotworu piersi i raka watrobowokomérkowego. Koncepcja zaprojektowania



radiofarmaceutykow o wielokierunkowej aktywnosci przeciwnowotworowej bazowata zatozeniach, ze
wykorzystujgc doskonale poznane i szeroko opisywane katalityczne wtasciwosci platyny, mozliwe
bedzie jej selektywne dziatanie jedynie w silnie utleniajgcym mikrosSrodowisku guza, a emisja
elektrondw Augera przez przytgczone/wbudowane radionuklidy powinna spotegowac cytotoksyczne
dziatanie na komérki nowotworowe.

Doktorant skoncentrowat sie na opracowaniu radiobiokoniugatow opartych na nanoczastkach
platyny o ukierunkowanym transporcie aktywnym skierowanym na receptor HER-2 z jednej strony, a z
drugiej, na selektywnym dziataniu radionanoczgstek piatyny w mikrosrodowisku nowotworowym

komdrek raka watrobowokomorkowego, podatnych na stres oksydacyjny.

Cel pracy Doktorant postanowit osiggngc poprzez synteze nanostruktur ze rdzeniem ze ztota i
powtoka z platyny (Au@Pt) o srednicy 30 nm oraz nanoczgstek platyny (PtNPs) o $rednicy 2 nm.
Srednice rozwazanych nanomateriatéw dobrano uwzgledniajac miedzy innymi mozliwoé¢ uzyskania
wysokich aktywnosci wiasciwych radioaktywnych zwigzkow, tatwosc funkcjonalizacji czy umozliwienie
dotarcia radiofarmaceutyku do jadra komorkowego. W kolejnym etapie Doktorant modyfikowat
powierzchnie tych nanoczastek poprzez koniugacje z przeciwciatem monoklonalnym dla uzyskania
wiekszej specyficznosci i internalizacji w przypadku HER2+ nowotworu piersi. Radiochemiczna cze$¢
pracy obejmuje probe otrzymywania radionuklidow **™Pt i 7Pt oraz pézniejsze ich wykorzystanie jako
prekursorow do syntezy radioaktywnych nanostruktur. Drugim rozwijanym w przedstawionej pracy
kierunkiem badari jest immobilizacja radionuklidow jodu (*?°I oraz *!|) na powierzchni nanoczgstek,
jako alternatywy dla nieosiggalnych radionuklidow %™pt i 9™pt. Otrzymane radioaktywne
nanokoniugaty byly poddane badaniom biologicznym in vitro celem wykazania ich potencjalnej
selektywnosci, oceny skutecznosci terapeutycznej nanoczgstek i radiokoniugatow w odniesieniu do
hodowli komorkowych 2D i trojwymiarowego modelu guza, a takie okreslenia mechanizmow
odpowiedzialnych za aktywnos¢ in vitro nanoczastek platynowych. Cze$¢ rozprawy dotyczaca badan
biologicznych jest bez watpienia najciekawsza i ma charakter innowacyjny.

Czesc literaturowg Doktorant przedstawit w postaci dwoch blokow tematycznych. W
pierwszym scharakteryzowane zostaty nanoczgstki stosowane w terapii przeciwnowotworowej.
Doktorant omowit wtasciwosci, mechanizmy dziatania oraz zastosowanie medyczne nanoczastek z
dwoch podstawowych kategorii: organiczne i nieorganiczne. Swoje zainteresowanie skupit gtdwnie na
nanoczgstkach metalicznych zbudowanych z metali szlachetnych (Au, Pt), podkreslajac ich potencjalng
uzytecznosc szczegolnie w aspekcie zastosowania jako nos$nikow dla izotopdéw promieniotworczych.
Doktorant omawia tez wykorzystanie mikrosrodowiska guza (TME) do uzyskania wysokiej

selektywnosci terapii celowanej. Ciekawym fragmentem czesci literaturowej jest omowienie zjawiska



stresu oksydacyjnego w komodrkach nowotworowych i potencjalnej roli nanoczastek platyny w

dziataniu prooksydacyjnym w komérkach raka watrobowokomarkowego (HCC).

W drugiej czesci przegladu literaturowego Doktorant scharakteryzowat zjawisko emisji
elektronéw Augera, przedstawit kilka potencjalnie uzytecznych radionuklidow oraz zastosowanie

emisji elektronéw Augera w celowanej radioterapii.

Terapia elektronami Augera jest jedng z bardziej obiecujgcych strategii, czego
odzwierciedleniem s3 liczne prace badawcze nad udoskonaleniem i wprowadzeniem do praktyki
klinicznej tej metody leczenia nowotwordw, dlatego tez przedstawiona rozprawa doktorska bedzie
potencjalnie pomocna dla srodowiska radiofarmaceutycznego przy opracowaniu nowoczesnych

radiofarmaceutykéw o wielokierunkowym dziataniu terapeutycznym.

Dziwi jednak zachowanie w tytule rozprawy radionuklidéw platyny 1°3m19mpt jako potencjalnych
emiterow elektrondw Augera, gdyz jak sam Doktorant to podkreslit w podsumowaniu ,,... takie w
przysztosci nie ma perspektyw na otrzymanie odpowiedniej aktywnosci tych radionuklidow do
przeprowadzenia badan klinicznych”. Wysnucie takiego wniosku, zapewne na podstawie przegladu
literaturowego, powinno moim zdaniem spowodowac¢ drobng zmiane tytutu, ktory bardziej
odpowiadatby przeprowadzonym badaniom i uzyskanym rezultatom na: ,Radiofarmaceutyki oparte
na emiterach elektronéw Augera ***™3%5%p¢ dla chemo- i radioterapii nowotworu piersi (HER2+) oraz
raka watrobowokomérkowego”. Dla radionuklidéw *3™Pt i **™Pt Doktorant nie uzyskat zadnych
wynikow, wiec w tym zakresie nie zrealizowat zaktadanego celu, ale uzyskat za to szereg ciekawych

wynikow po zastosowaniu innego emitera elektrondéw Augera - 1°1.

Ocena metodologiczna dysertacji

Radiochemia

Doktorant wykonat jedng probe otrzymania °*™Pt w dwuetapowej aktywacji wg reakcji:
931r(n,y)®%r(n, v)*™Ir(3.67 h)>%°™Pt, poprzez naswietlanie w reaktorze Maria 1 mg tarczy
wzbogaconej w *3Ir przez 1 h w strumieniu neutrondéw 10 n/cm?s. Doktorantowi nie udato sie uzyskaé
radionuklidu **™Pt, za co obarcza niski przekrdj czynny i utrudniony przeréb napromienionej tarczy

irydowej.

Doktorant nie podjat dalszych préb nad otrzymaniem tytutowych radionuklidéw %™t j 1%3™pt
i ograniczyt sie do otrzymania do dalszych badan radionuklidu °’Pt przez naswietlanie w reaktorze
Maria tarczy naturalnej platyny w postaci PtCl,. Nasuwa sie pytanie dlaczego Doktorant nie podjat

kolejnych préb wytworzenia °*>™Pt stosujgc np. dtuzszy czas aktywaciji.



Synteza nanoczgstek platyny

Doktorant przeprowadzit synteze nanoczgstek AuNPs metodg Turkevicha, a nastepnie w
oparciu o uzyskane doswiadczenia i prace Gao i wsp. (2017) pokryt nanoczastki ztota warstwa platyny.
Synteze nanoczgstek platyny o srednicy 2 nm przeprowadzit zgodnie z metodg opisang przez Islama i
wsp. i w analogiczny sposob przeprowadzit synteze radioaktywnych nanoczastek Au@°’Pt oraz
197ptNPs. W kolejnym etapie modyfikowat powierzchnie otrzymanych nanomateriatow i bazujac na
publikacji Cai i wsp. (2016), przytgczyt do czgstek trastuzumab stosujgc heterobifukncyjny zwigzek
OPSS-PEG-NHS. W kolejnym etapie, w oparciu o opublikowane protokoty chemisorpcji radionuklidow
jodu (*?°1, ¥1) na powierzchni nanokoloidow ztota, Doktorant jako pierwszy zbadat wydajnosc
chemisorpcji i stabilnos¢ uzyskanych potaczen radionuklidow jodu z niesfunkcjonalizowanymi

nanoczgstkami platyny.

Doktorant scharakteryzowat otrzymane nanoczgstki przy uzyciu technik: DLS (dynamiczne
rozpraszanie $wiatta), TEM/HR-TEM (transmisyjna mikroskopia elektronowa/wysokiej rozdzielczosci),

UV-Vis i spektrofluorymetria, ICP-MS oraz iTLC z detekcjg radiometryczna.

Badania biologiczne in vitro

Najistotniejszg czes$¢ rozprawy stanowig liczne badania biologiczne in vitro z wykorzystaniem
hodowli komorek adherentnych oraz tréojwymiarowych sferoidéw, jako modeli guza o zdefiniowanym
i uksztattowanym mikrosrodowisku. W ramach realizacji biologicznej czesci pracy Doktorant
wykorzystat pie¢ nowotworowych linii komorkowych, a badania obejmowaty najwazniejsze aspekty
weryfikacji skutecznosci potencjalnych lekow, takie jak test powinowactwa receptorowego i

internalizacji oraz analiza cytotoksycznosci. Doktorant przeprowadzit takze ztozone analizy

otrzymanych radiokoniugatdw; analize markerow stresu oksydacyjnego i potencjatu oksydacyjnego
cytozolu komdrek raka watrobowokomdrkowego; identyfikacje uszkodzen DNA oraz zbadat wptyw
chemotoksycznego dziatania nanomateriatow na indukowanie smierci komérki i inhibicje cyklu

komadrkowego.

Doktorant ocenit wtasciwosci biologiczne in vitro otrzymanych nanoczastek z uzyciem szeregu
technik typu: badania cytotoksycznosci testem MTS, mikroskopia konfokalna oraz cytometria
przeptywowa. Wszystkie te techniki oraz badania stresu oksydacyjnego pod wptywem nanoczastek
platynowych, rozpuszczania platyny w mikrosrodowisku guza, itp. stuzyty do oceny potencjalnych
mechanizmow dziatania nanokoniugatow iich zroznicowanego charakteru w zaleznosci od wtasciwosci
fizyko-chemicznych badanych zwigzkdw i mikrosrodowiska nowotworu. Badania i wyniki z tej czesci

dysertacji zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach.
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Uwagi krytyczne
W trakcie lektury dysertacji nasuwa sie szereg pytan i watpliwosci, z ktdrych najistotniejsze

pozwole sobie wypunktowac ponizej.

Ad. 6.1. Otrzymywanie radionuklidow platyny

1) Dlaczego przy zatozeniu niskiego przekroju czynnego dla reakcji *3Ir(n,y)***Ir(n, y)***Ir(3.67
h)->9™Pt zastosowano bardzo krétki czas aktywacji, tj. 1 h?

2) Odnoszac sie do stwierdzenia o niskim przekroju czynnym dla tej reakcji jadrowej Doktorant
bazuje na pracy Knappa Jr. i wsp. z roku 2005. W pracy Karamian i wsp. Double-neutron capture
reaction and natural abundance of ¥3W, %Pt and 1%*Hg isotopes Journal of Physics: Conference Series
724 (2016) 012022) autorzy twierdzg, ze obliczony przekrdj czynny dla reakcji podwdjnego wychwytu
neutrondw startujac z tarczy *3Ir jest bardzo wysoki i wynosi 12900 barn, a z ich wyliczen wynika, ze
przy napromienianiu 1 mg tarczy *Ir strumieniem neutrondéw 2.5 x 10%° n/cm’s moiliwe jest
otrzymanie 1,0 Ci **™Pt. Prosze o skomentowanie rozbieznosci w wynikach obliczert zamieszczonych
w dysertacji i w przytoczonej publikacji?

3) Przy przerobie napromienionej tarczy irydowej Doktorant zastosowat metode opublikowang
przez Hodgsona i wsp. z nieznacznymi modyfikacjami okreslonymi podczas optymalizacji procesu na
nieradioaktywnym materiale. Co moze by¢ przyczyng nieudanego przerobu napromienionej tarczy
mimo zoptymalizowania procesu rozpuszczania tarczy z uzyciem nadtlenku wodoru?

4) Czy Doktorant rozwazat zastosowanie metody stapiania alkalicznego (Alkali Fusion) do
rozpuszczenia tarczy irydowej, ktérg po modyfikacjach Obata i wsp. zastosowali do wydajnego
wydzielania radionuklidu *°*Pt (Obata, H et al. Production of 191Pt from an iridium target by vertical
beam irradiation and simultaneous alkali fusion. Appl. Radiat. Isot. 2019, 149, 31-37)? Metoda polega
na przygotowaniu tarczy do napromieniania w postaci mieszaniny proszku naturalnego irydu z
nadtlenkiem sodu w stosunku molowym 1:2. Napromieniong mieszanine rozpuszczono w 6 M HCl (11
ml) przez ogrzewanie w temperaturze 130-140 °C przez 30 min. Mieszanina zawierajaca iryd w postaci

IrCl¢® byta nastepnie poddana chromatografii jonowymiennej celem oddzielenia jonéw platyny-191.

Ad. Badania nanoczgstek funkcjonalizowanych przeciwciatem trastuzumab

5) Skoro zastosowano '*°l do badan cytotoksycznosci niesfunkcjonalizowanych nanoczastek, to
dlaczego zamiast 3! nie uzyto emitera elektronéw Augera *°| do badan cytotoksycznosci
biokoniugatdw z trastuzumabem? Uzycie emitera elektronow Augera by¢ moze przyczynitoby sie do
sformutowania bardziej wiarygodnych wnioskow lub by¢ moze potwierdzitoby koncepcje
cytotoksycznosci radio-biokoniugatdw umiejscowionych w przestrzeni okotojadrowej czy tez w

kopercie jagdrowej komdrek SKOV-3.



Ad. 2 Elektrony Augera w nowoczesnej celowanej radioterapii

6) Na stronie 26 Doktorant stwierdza ,WazZng zaletq emiterow elektronéw Augera jest rownije?
ich znikoma toksycznos¢ podczas transportu we krwi lub w stosunku do szpiku kostnego, co
minimalizuje czestos¢ wystepowania dziatan niepozqdanych [109]” i powotuje sie na wtasng prace
przeglagdowa, a nie na prace Zrodtowy, w ktorej wspomniane zalety zostaty potwierdzone

eksperymentalnie.

7) Tabela 2: Zacytowana zostata tabela z pracy wilasnej przeglgdowej, a brak jest odniesienia do
prac zrédtowych.

8) Tabela 2: }*| na skale masowg wytwarza sie w reaktorze a nie w cyklotronie.

9) Brak w tej Tabeli 2 perspektywicznego emitera elektronow Augera jakim jest antymon-119.

Ad. 2.3 Radionuklidy Platyny

10) Tabela 3 — brakuje odnosnikéw literaturowych do przytoczonych metod wytwarzania
radionuklidéw platyny.

Ad. 5.4.3. Weryfikacja wydajnosci przytqczenia trastuzumabu do nanoczgstek

11) .Wstepny etap polegat na jodowaniu biatka, a wiec podstawieniu 3!/ do pierscienia
tyrozynowego na drodze substytucji nukleofilowej” . Przytaczenie !I* do pierécienia tyrozyny nastepuje

na drodze substytucji elektrofilowej!

Ad. 6.3..2 Internalizacja z wykorzystaniem receptora HER2 - Str. 64

12) W badanej probie posrednio wykazano takze zwiekszonq wzgledem trastuzumabu retencje
zwiqzku, co moze stanowic istotnq zalete w procesie terapeutycznym. Doktorant nie przedstawit
poréwnawczych wynikow dia retencji trastuzumabu w komadrkach SKOV-3, ktére mogtyby $wiadczyc o
wiekszym potencjale biokoniugatow.

Ad. 6.5.1. Radiokoniugaty *I-Au@Pt i 12°|-PtNPs.

13) Metodyka przygotowania preparatow 2°|I-Au@Pt i 121-PtNPs do badan cytotoksycznosci nie
jest opisana w sposob przejrzysty. Zaktadajgc stezenie platyny w kazdej probce = 145 pg/mli majgc na
uwadze ok. 85% chemisorpcji '**| na powierzchni nanoczastek platynowych rodzi sie pytanie o
szczegotowy opis przygotowania probek do badan cytotoksycznosci, charakteryzujacych sie scisle
okreslong radioaktywnoscia w zakresie 6,25-100 MBg/mL. W pkt. 5.5 Doktorant nie opisat sposobu
oczyszczania radioaktywnych nanoczgstek od pozostatosci wolnego jodu-125. Czy kazdy z 5 roztworow
nanoczgstek znakowanych 2°| byt przygotowywany niezaleznie, czy moze w pierwszej kolejnosci
przygotowano nanoczastki o0 najwyzszym stezeniu promieniotwérczym (100 MBg/mt po oczyszczeniu)
i kolejne roztwory o nizszych stezeniach rozciefczano roztworem nanoczgstek o stezeniu Pt 145
ug/mL?

Ad. 6.5.6. Hodowle komdrkowe 3D



14) Dlaczego Doktorant nie zastosowat kontroli w postaci **I w badaniach cytotoksycznosci z
wykorzystaniem modeli 3D guza? Jesli potraktowanie komodrek radionuklidem o stezeniu
promieniotworczym 100 MBg/mL nie spowodowatoby efektu cytotoksycznosci lub bytby to efekt
nieznaczny i poréwnywalny do obserwowanego dla PtNPs, to obserwowang nieproporcjonalnie
zwielokrotniong cytotoksycznoé¢ po podaniu preparatu '?°|-PtNPs mozna by raczej nazwaé
synergizmem hiperaddycyjnym, wynikajacym prawdopodobnie z uwrazliwienia komorek przez Pt na
dziatanie elektronéw Augera. Brak kontroli w postaci '?°l nie uprawnia do wyciggnigciu wniosku o

dziataniu addytywnym (radio i chemotoksycznym).

Konkluzja koncowa

Mimo wymienionych uwag krytycznych i dostrzezonych uchybien metodologicznych,
pozytywne aspekty pracy przewyiszaja wady dysertacji, a w zwigzku z tym wydaje og6lng pozytywna
ocene rozprawy. Doktorant uzyskat szereg wartosciowych wynikow i posiadt wiedze teoretyczng i
praktyczng z zakresu badan in vitro mechanizmdw dziatania nanoczastek platyny oraz zdoby!
umiejetnos¢ zaréwno samodzielnego prowadzenia pracy naukowej jak i w zespotach badawczych.
Stwierdzam zatem, ze spetnione zostaty wszelkie wymagania stawiane tego typu opracowaniom i
stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie o przyjecie
rozprawy doktorskiej pt.: ,Radiofarmaceutyki oparte na emiterach elektronéw Augera 3™ 1%mpt dla
chemo- i radioterapii nowotworu piersi (HER2+) oraz raka watrobowokomorkowego” i dopuszczenie

mgr Kamila Wawrowicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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