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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Kingi Zelechowskiej-Matysiak

pt: Biokoniugaty radioaktywnych nanoczastek zlota z przylaczonym
chemioterapeutykiem dla celowanej terapii przeciwnowotworowej
napisanej pod kierunkiem dr hab. inz. Agnieszki Majkowskiej-Pilip, prof. ICHTJ
oraz prof. dra hab. n.med. Leszka Krélickiego.

Rozprawa doktorska Pani Kingi Zelechowskiej-Matysiak dotyczy bardzo aktualnej
tematyki - syntezy i analizy wlasciwosci biologicznie czynnych ukladéw zawierajacych
krotkozyciowe izotopy. Tematyka ta bardzo dobrze wpisuje si¢ we wspolczesne trendy rozwoju
badan radiochemicznych majacych na celu synteze radiobiokoniugatéw sthuzacych do leczenia
réznego rodzaju zmian chorobowych.

Obecnie obserwuje si¢ znaczacy wzrost zapadalnodci na choroby nowotworowe, z czego
jednymi z najpowszechniejszych sg nowotwory piersi, pluc czy prostaty. Majac na uwadze
powyzsze poszukuje si¢ skutecznych strategii terapeutycznych, w ktérych to coraz wigkszy nacisk
kiadzie si¢ na zastosowanie efektu synergii réznych oddzialywan, tj. np. jednoczesnej radio-
i chemioterapii. MoZna to osiggna¢ wprowadzajac do ciata pacjenta biokoniugaty zawierajgce
radioizotop oraz chemicznie czynng substancije.

Wspolczesne radiofarmaceutyki majg czgsto bardzo skomplikowana budowe zawierajac
W sobie roznego rodzaju molekuly, ktérych zadaniem jest nakierowanie takiego ukladu na zmiane
nowotworowa wykorzystujgc powinowactwo do okreslonego typu receptorow. Ich istotnym
elementem jest takze izotop promieniotworczy. Sposréd wielu znanych radioizotopéw w terapii
z wykorzystaniem radiofarmaceutykéw wykorzystywane sa te, ktérych czasy poltrwania sg na tyle
diugie, aby zniszczy¢ zmiang nowotworows, ale jednoczesnie na tyle krotkie, aby pacjent nie
otrzymal niepotrzebnie duzych dawek promieniowania. Jednym z takich izotopow jest ztoto-198
o okresie pottrwania ok. 2,7 dnia ulegajace przemianie beta minus z towarzyszaca emisjg kwantow
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promzemowama gamma o energii ok. 412 keV oraz mtensywnosc1 96%. Wlasciwosci chemiczne

tego pierwiastka umozliwiajg przygotowanie jego inertnych czastek o pozadanym ksztalcie i
rozmiarze, ktére to mogg by¢ podtaczone do tzw. linkera a ten do np. okreslonego przeciwciala.

Pani mgr Zelechowska-Matysiak staneta przez bardzo ambitnym wyzwaniem majgcym na
celu syntezg, charakterystyk¢ fizykochemiczng oraz badania biologiczne potencjalnych
radiofarmaceutykéw zawierajacych nanoczastki zlota zawierajgce zloto-198 wraz z doksorubicyna
i/lub trastuzumabem lub trastuzumabem/emtanzyng. Badania te mialy aplikacyjny charakter czego
odzwierciedleniem jest zgloszenie patentowe dotyczace koniugatow Tmab-emtazyna
znakowanych izotopowo o wiasciwos$ciach przeciwnowotworowych.

Przedstawiona do oceny praca zwiera lacznie 151 stron, 13 tabel, 65 rysunkéw oraz 257
poprawnie dobranych i reprezentatywnych odnosnikéw literaturowych. Ma ona klasyczny uktad.
Zawiera czg$¢ literaturowa, w ktérej przedstawiono zarys metod leczenia nowotwor6w,
podstawowe zagadnienia dotyczace chemioterapii, w tym grupy stosowanych substancji i
mechanizmy ich dziatania. Szczegdlng uwage poswiecono antracyklinom, ktérych jedng z
najwazniejszych, z punktu widzenia zastosowania w medycynie, jest doksorubicyna. Podrozdzial
2.2.1.1. zostal w calosci poswigcony opisom jej struktury, schematom dzialania i sposobom
dostarczania w obreb zmiany chorobowej. Pewne niescistosci pojawiajg si¢ podczas opisu jej
budowy. Przykladowo na rysunku 2.4 Doktorantka podaje schemat powstawania reaktywnych
form tlenu z udzialem DOX. Jest on zaczerpnigty z publikacji Szutawskiej i Czyza (ref. 37).
Jednak blizsza analiza tej pozycji literaturowej wskazuje, ze autorzy opisujac wlasciwosci i
dziatanie antracyklin opierali si¢ na publikacji autorstwa Minotti i wsp. Pharmacol. Rev. 56:185—
229,2004. W zrédlowym odwotaniu struktura chinonu w DOX jest juz odpowiednia.

Kolejne podrozdzialy poswigcone zostaly opisowi zwigzkéw stosowanych w celowanej
molekularnie terapii. Przedstawiono sposoby produkcji przeciwcial monoklonalnych. Jednym z ich
przykladéw jest trastuzumab. Oméwiono przykiady koniugatéw przeciwciato-lek. Jednym z nich
byla stosowana w badaniach kadcyla®.

W kolejnym fragmencie czgsci literaturowej Doktorantka skupita si¢ na charakterystyce
celowanej terapii radionuklidowej. Ogolna charakterystyka wybranych radioizotopow
terapeutycznych zostata zaprezentowana w tabeli 2.5 na stronie 37. Mam pewne uwagi do tresci tej
tabeli. Astat-211 ulega takze przemianie EC (58%), ktorej nie uwzgledniono a emisja
promieniowania gamma dla tego radionuklidu zachodzi z bardzo malg wydajnoscig. Dla porzadku

warto tez nadmieni¢, ze wszystkim z izotopéw wymienionych jako emitery elektronéw Augera
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pochés przemiany towarzyszy eml_ssja promif_:ii'iﬂawania gan_n-n-a (nie ty]ko Ga-67). W rozwazaniach
tych nie uwzgledniam wiasciwosci ewentualnych, mozliwych promieniotwérczych izotopow
potomnych. W rozdziale tym Pani Zelechowska-Matysiak wskazala takze mozliwe do
zastosowania wektory.

Warto zwroci¢ uwage na to, ze Doktorantka podata wiele przykladéw radiofarmaceutykow
i/lub ogdlniej substancji terapeutycznych dopuszczonych w terapii oraz badan z nimi Zwigzanymi,
co swiadczy o bardzo dobrej znajomosci omawianej tematyki.

Czgs¢ literaturowg zamyka obszerny fragment poswigcony nanoczastkom jako no$nikom
lekow i radionuklidéw. Zostat on napisany przejrzyscie i syntetycznie.

Kolejna czgs¢ pracy poswigcona zostala metodologii prowadzonych badafh, w ktorej
Doktorantka opisala stosowane metody i techniki analityczne takie jak mikroskopie elektronowa,
technik¢ dynamicznego rozpraszania $wiatla, chromatografi¢ cienkowarstwowa, mikroskopie
fuorescencyjna, konfokalna, test cytotoksycznosci czy cytometri¢ przeplywowa. Ich réznorodnosé
stanowi takze o wysokim poziomie prowadzonych badai. W podrozdziale dotyczacym pomiaréw
spektrofotometrycznych warto byloby dodaé, obok charakterystyki (Amax, €) trastuzumabu, takze
wartosci ww. parametrow dla pozostalych badanych substancii.

W rozdziale poswigconym metodyce prowadzonych badan Pani Zelechowska-Matysiak
omowila sposoby syntezy nanoczgstek zlota, otrzymywanie wybranych koniugatéw oraz metodyke
hodowli linii komorkowych, wigzalnosci do receptora, internalizacji, badania cytotoksycznosci,
cyklu komérkowego oraz apoptozy komoérek. Eksperymenty uzupelnione byly badaniami ex vivo
biodystrybucji i efektywnosci terapeutycznej.

Rozdzial 4 pracy o objetosci 45 stron zostal poswigcony otrzymanym wynikom oraz ich
dyskusji. Rozpoczyna si¢ on od prezentacji wynikow prowadzonych syntez i badania koniugatow
nanoczgstek zlota z DOX i Tmab. Podczas omawiania trwalosci otrzymywanych koniugatow
nanoczgstek, np. z doksorubicyng, zostalo podane, ze uklady te sg stabilne i nie obserwuje si¢
uwalniania leku w roztworach o zadanych pH (str. 79). Nasuwa si¢ tutaj pytanie o limit oznaczania
DOX w stosowanej do tego celu metodzie majac na wzgledzie mozliwos¢ desorpcji tego zwigzku
z powierzchni AuNPs.

Otrzymane biokoniugaty byly badane pod katem ich stabilnosci, co prezentuje wykres 4.2..
Na jego osi rzgdnych widnieje podpis, ze jest to zmiana $rednicy hydrodynamicznej podana w %.
Czy tuz po syntezie (dzien 0) zmiana ta wyniosta 100%, czy tez otrzymane wyniki powinny by¢
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odniesione do wielkosci ézqstek z dnia 0? Podobny_ podpis_osi witﬁejc takze na rys. 4.26, na
stronie 106.

Intersujgce wyniki otrzymane zostaly dla poréwnania aktywnosci metabolicznej komérek
SKOV-3 i MDA-MB-231. Czeé¢ z analizowanych ukladéw charakteryzowala si¢ istotnie
statystyczne roznymi wynikami przy znaczacej wartosci parametru p.- Najwigkszy spadek
zaobserwowano dla ,czystej” DOX. Kolejne badania byly poswigcone analizie apoptozy
w populacji komérek w kontakcie z syntezowanymi biokoniugatami. Uzyskane wyniki wskazaly
na istnienie widocznego efektu dziatania w uktadach DOX-'**AuNP-Tmab (dla 20 MBg/ml) oraz
S AuNP-T-DMI1.

Warto odnotowaé, ze wspélczesne badania prowadzone sg coraz czescie] na hodowlach
trojwymiarowych, ktére zdecydowanie lepiej oddajg efekty obserwowane w tkankach. W tym
celu Doktorantka przeprowadzita szereg badan z wykorzystaniem sferoidow. Analiza otrzymanych
wynikéw wskazala na znaczacg redukcje ich rozmiaréw poddanych dzialaniu DOX-**AuNP-
Tmab. Nie s3 dla mnie jasne podane w tekscie na stronie 94 ich wartosci (111 065 310 oraz
65 763 589 pm?). Jaki jest ich zwiazek z tymi zaprezentowanymi na rysunku 4.13?

Wazne wyniki otrzymano dla biodystrybucji jednego z ww. biokoniugatow. Wskazatly one,
ze uklad ten nie moze by¢ podawany systemowo, gdyz gromadzi si¢ w watrobie i $ledzionie.
Celowym jest zatem jego podanie bezposrednio do zmiany NOWOtWOrowej.

Kolejne serie pomiaréw wykonano dla koniugatéw AuNP-T-DM1. Doktorantce udato si¢
z zadowalajaca wydajnosci przeprowadzi¢ synteze wspomnianych ukiadéw. Na stronie 105
pojawia si¢ informacja, ze ekstrapolacja otrzymanych wynikéw dla bardzo niskich stezen T-DM1
nie jest prawidlowym rozwigzaniem. Nasuwa si¢ pytanie: Dlaczego?

Kolejne badania nad zsyntezowanymi koniugatami dotyczyly okreslenia ich
cytotoksycznosci. Przeprowadzone zostaly one takze na sferoidach. Otrzymane wyniki wskazaly
na znaczgce zmniejszenie ich rozmiaréw po tygodniowe;j terapii > AuNP-T-DMI1.

Na uwage zastuguje fakt, ze w recenzowanej pracy uzyskane wyniki sa konfrontowane
z danymi literaturowymi uzyskanymi przez inne grupy badawcze wykazujac silniejszy efekt
terapeutyczny jak w przypadku ') AuNP-T-DM1 vs. T-DMI.

Prac¢ zamyka rozdzial 5 bedacy podsumowaniem wraz z wnioskami plynacymi z
otrzymanych wynikéw.

Przygotowujac rozprawe doktorskg nie sposob uniknaé drobnych bledow edytorskich lub
jezykowych. Nie umniejszaja one jednak mojej wysokiej oceny pracy.
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str. 39 — “13B; 1261},

str. 44 — ostatnie zdanie drugiego akapitu: ,,...ktére stwarza stosowania konwencjonalnych
lekow [104,105].”

str. 46 — drugi akapit: »---dendrymery.skladajgce sie...” oraz trzeci akapit: .,...m.in.
W diagnostyce HIV...”

str. 49 — pojawia si¢ pewny skrét myslowy podczas omawiania syntezy nanoczastek Au
z roztworéw kwasu chloroztotowego w postaci redukcji jonow Au*' a nie form
skompleksowanych

str. 50 — trzeci akapit: , kon6iugaciji”

str. 53 —,,czgsteczek o” oraz B2 energii”

str. 56 — ostatni akapit: ,,...wykorzystywany jest np. W terapiach...”

str. 61 — w opisie spektrofotometrii UV-Vis widnieje odwolanie do podrozdziatu 3.3.3.2
a zapewne chodzilo o podrozdziat 3.3.4.3

str 104- w tekscie widnieje informacja bedaca zapewne skrétem myslowym dotyczgca
wydajnosci przylgczania T-DM1 do nanoczastek ztota w zaleznosci od dodanego stezenia.

str. 105 — pierwszy akapit: ,,przylacznia T-DM1”

str. 111 —, Kadcyli®¥ polaczeniu”

Podsumowanie i Wnioski

Po zapoznaniu si¢ z przedlozong do recenzji praca doktorskg Pani mgr Kingi
Zelechowskiej-Matysiak stwierdzam, ze zawiera ona przejrzysty wstep teoretyczny oraz czytelny
opis przeprowadzonych eksperymentéw. Rozprawa ta zawiera elementy nowosci naukowej
dotyczace syntezy nowych radiobiokoniugatéw z przytaczonymi chemioterapeutykami. Opisane
W rozprawie wyniki badan wskazujg, ze Pani Zelechowska-Matysiak posiada bogate
doswiadczenie w pracy z aktywnymi biologicznie preparatami oraz izotopami radioaktywnymi.
Zaprezentowana w rozprawie dyskusja wynikow oraz wspélautorstwo 2 opublikowanych
artykulow naukowych $wiadcza o dobrym przygotowaniu do prowadzenia dalszych badan
naukowych.

Powyzsze osiagnigcie naukowe spelnia wymagania okre$lone w ustawie z dnia
20 lipca 2018 roku - Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce.
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Praca z materiatami promieniotw6rczymi i biologicznymi wymaga od eksperymentatora
duzych kompetencji. Otrzymane wyniki sa nowatorskie i dotycza nowych radio-
1 chemoterapeutykow zawierajacych zloto-198. Zostaly one opracowane statystycznie a takze
przedstawione na szeregu wykresach zawartych w pracy. Uwzgledniajac ich wysoki poziom oraz
szeroki zakres prowadzonych prac, wnioskuje o wyréznienie pracy Pani mgr Kingi Zelechowskiej-
Matysiak.

Majgc na uwadze powyzsze przedkladam Radzie Naukowej Instytutu Chemii i Techniki
Jadrowej w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr Kingi Zelechowskiej-Matysiak

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Mo, %ﬁ Clestborortis™
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