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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Kasteli-Hryniewieckiej
zatytulowanej:

wDevelopment of PET imaging agents with potential applications

in immunotherapy”.

przedstawiona Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Slgskiej w Gliwicach

Recenzja zostala przygotowana w zwigzku z pismem Przewodniczacej Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne, Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Pani Prof. dr hab. Doroty Neugebauer.

Informacje ogdine

Pani mgr inz. Anna Kastelik-Hryniewiecka jest absolwentky Wydzialu Chemicznego,
Politechniki Slagskiej w Gliwicach, kiéra podijgla ksztalcenie w Szkole Doktoréw macierzystej
uczelni, realizujge interdyscypliname badania naukowe doktoratu wdrozeniowego w Katedrze
Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii, i w Narodowym Instytucie Onkologii w
Gliwicach.
Doktorantka posiada w swoim dorobku 3 publikacje naukowe o zasiggu migdzynarodowym o
lgcznym wskazniku oddzialywania IF = 19,06 co odpowiada 390 punktom ministerialnym.
Wiréd powyzszych publikacji znajduje si¢ praca opublikowana na lamach International
Journal of Nanomedicine rwiazana z tematyka rozprawy o wskazniku oddziatywania IF = 8 i
liczbie punkiéw 140. Przedstawione prace sa wieloautorskie, co wskazuje na realizacje
zes ch badarn. Ponad to Doktorantka jest glbwnym wykonawcg w grancie PRELUDIUM
21, byla wykonawcg w grancie programu IDUB (2022r), uczestniczy w realizacji badan
grantowych Agencji Badai Medycznych grant no: 2019/ABM/01/00062 (lata 2022-2026),
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odbyla staz naukowy w Instytucie Badan nad Rakiem w Londynie (Wielka Brytania), w zespole
Przedklinicznego Obrazowania Molekulamego (the Institute of Cancer Research in London
(UK), at Preclinical Molecular Imaging team (Division of Radiotherapy and Imaging).
Doktorantka prezentowala takze wyniki badafi w konferencji i kongreséw naukowych
uzyskujac nominacje oraz wyroznienia za najlepsze postery. Zaprezentowany powyzej dorobek
Doktorantki w ocenie recenzenta jest wyrdzniajacy i zarazem imponujgcy.

Ocena rozprawy

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w ramach programu ,.Doktorat wdrozeniowy
IV*, kiory realizowano we wspélpracy Narodowego Instytutu Onkologii i Politechniki Slaskiej,
a ktory byl finansowany przez Ministerstwo Edukacji i Nauki. Cz¢$¢ badan zaprezentowanych
w niniejszej rozprawie zostala sfinansowana grantem NCN PRELUDIUM 21 pt:
~Opracowaniec nowych bimodalnych sond PET/MRI ukierunkowanych na PD-L1"
Promotorem ninicjszej rozprawy jest Pan Prof. dr hab. inz. Nikodem Ku#znik z Politechniki
Slgskiej w Gliwicach, a rolg dwéch promotoréw pomocniczych penili: Pan Dr inz. Pawel
Jewula, Central European Institute of Technology, Bmo, Czechy i Pani Prof. dr hab. n. med.
Gabriela Kramer-Marek, National Research Institute of Oncology, Gliwice.

Problematyka dysertacji skupia uwag¢ na zaprojcktowaniu, otrzymaniu i ocenie
przydatnosei bimodalnych sond PET/MRI, ktore moglyby zosta¢ wykorzystane w obrazowaniu
a w szczegblnodci w immunoterapii, stosowanej w trakcie terapii onkologicznej. Choroby
nowotworowe stanowig dzié jedno z najpowazniejszych wyzwan wspolczesnej medycyny i
zdrowia publicznego, gencrujgc daleko idace konsekwencje zdrowotne, spoleczne i
ekonomiczne. W ostatnich dekadach obserwuje si¢ systematyczny wzrost liczby zachorowan
na rézne typy nowotworéw. Pomimo znaczacego postgpu w diagnostyce i terapii, nowotwory
weigz cechuja sic wysoka smiertelnoscia. W diagnostyce onkologicznej kluczows rolg
odgrywaja nowoczesne techniki obrazowania, kiére umozliwiajg nie tylko wezesne wykrycie
choroby, lecz réwniez precyzying oceng jej zaawansowania. Obrazowanic metodg rezonansu
magnetycznego (MRI) stanowi jedno z najwazniejszych narzedzi diagnostycznych ze wzgledu
na wysoka rozdziclczoé¢ kontrastowsg i mozliwoéé szczegélowej oceny struktur tkanek
miekkich. Z kolei pozytonowa tomografia emisyjna (PET), czgsto wykonywana w polaczeniu
z rezonansem magnetycznym (PET/MRI), znaczaco poszerza mozliwosci diagnostyczne dzigki
ocenie aktywnosci metabolicznej tkanek. PET pozwala na wykrywanie zmian nowotworowych
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na bardzo wczesnym etapie choroby, a takze identyfikacjc mikroprzerzutéw. Metoda ta
odgrywa istotng rolg w precyzyjnym stopniowaniu nowotworéw, planowaniu leczenia i ocenie
jego skutecznosci, zwlaszcza w nowotworach o wysokiej aktywnosci metabolicznej.

Wspolczesne trendy badaf onkologicznych to poszukiwanie nowych zwiazkow o lepszym
profilu bezpieczenistwa i skutecznosci, repozycjonowanie lekéw jak i rozwdj zaawansowanych
metod diagnostycznych. Integracja projektowania lekéw z zaawansowanymi technikami
obrazowania, stanowi istotny kierunek wspolczesnej onkologii. W nowoczesnej medycynie
coraz wigksza rol¢ odgrywa podejécia teranostyczne, laczace funkcje terapeutyczne i
diagnostyczne w jednym systemie. Biorac pod uwage powyzsze mozna zatem Smialo
stwierdzi¢, iz badania Doktorantki poruszajg aktualng i niezmiernie wazng tematyke naukowq
zwigzang z chorobami cywilizacyjnymi, ktérymi sg choroby nowotworowe,

Rozprawa doktorska Pani Anny Kastelik-Hryniewieckiej zostala przygotowana w postaci
193 stronnicowej anglojezycznej tradycyjnej dysertacji. Rozprawa zawiera rozdziaty: Abstract
i Streszczenie polskojgzyczne, Wsigp prezentujacy zalozenia i cele pracy, Czgé¢ literaturowg,
Omdwienie wynikow, Czgséé eksperymentaing. Podsumowanie | Wnioski, Zestawienie rycin,
Literaturg. Praca zawiera rowniez wykaz stosowanych skrotow i oznaczen jak i dorobek
naukowy Doktorantki.

Przeglad pismicnnictwa zawarty w czgdci literaturowej zostal przygotowany przejrzyscie
i interesujgco. Doktorantka omawia w nim znaczenie obrazowania PET, wykorzystanie
radiofarmaceutykéw, obrazowanie technikg rezonansu magnetycznego i srodki kontrastujgce
stosowane w tej technice jak i pokazuje stan wiedzy dotyczacy sond bimodalnych PET/MRI.
Przeglad ten jest bardzo bogaty, a do przygotowania tej czgsci rozprawy Doktorantka
wykorzystala 148 referencii z 199 wszystkich cytowanych prac. Warto zwréci¢ uwagg, ze
rozdzial ten powstal w oparciu o literature wigkszosci ostatnich 10 lat (103 prace z lat 2015~
2025 na 148 referencii tj.; prawie 70%), co pokazuje jednoznacznie, iz ten nurt badan jest
nadzwyczaj aktualny.

Rozprawa doktorska Pani Anny Kastelik-Hryniewieckiej jest w peini interdyscyplinarng
dysertacjg majaca charakter aplikacyjny. Skiada si¢ ona z czgsci badan chemicznych i bardzo
bogatej czgsci badan biologicznych.

W ramach badan czeéci chemicznej Doktorantka wybrala ambitny cel otrzymania nowego
chelatora cyrkonoweg ®Zr, opartego na deferoksaminie (DFO), zmodyfikowanego grupa
bisfosfonianowa w celu zwigkszenia stabilnosci kompleksu. Takie podejécie naukowe
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wynikalo w doniesien literaturowych ukazujacych slaba stabilnosé in vitro tego typu
chelatorow. Autorka zaproponowala dwie drogi syntezy, ktore wnikliwie optymalizowala,
poszukujac najlepszych rozwiazan. Mimo usilnych staran niestety finalny uklad nie zostal
otrzymany. W tym miejscu nalezy podkredli¢, iz mimo faktu negatywnych rezultatow
Doktorantka wykonala ogrom pracy synietycznej, a kazdy wynik zostal potwierdzony
nowoczesnymi analizami spektralnymi ("H,”'P,"C NMR i MS). Badania te zostaly
zaprojektowane wnikliwie i logicznie. Negatywne wyniki Autorka omawia doglgbnie a
dodatkowo wskazuje rowniez na fakt uzytecznosdci tych analiz w przyszlodciowych projektach.
W tym miejscu jako Recenzent cheialbym postawié pytanie Pani Doktorantce jakie inne
metody modyfikacji strukturalnych mozna byloby podja¢ w celu efektywnego otrzymania
nowego chelatora cyrkonowego o wigkszej stabilnodci kompleksu i czy istniejg najnowsze
doniesienia literaturowe opisujgce takie czy tez inne uklady?

Drugim celem postawionym przez Doktorantkg bylo wykonanie funkcjonalizacji
dostepnych na rynku superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza (SPION) pokrytych
dekstranem w celu stworzenia sond bimodalnych, ktore zostaly polgczone z: Atezolizumabem
(1j.: przeciwcialo monoklonalne anty-PD-L1), DFO i ®Zr. Na podstawie obszernych studiow
literaturowych zostaly otrzymane dwie sondy bimodalne do jednoczesnego obrazowania
ckspresji PD-L1 metodg PET/MRI:

a) uklad *Zr-DFO-SPION-Atezolizumab,

b) uklad **Zr-SPION-Atezolizumab pozbawiony DFO.

Autorka wybrala jako podstawe powyzszych sond SPION-y pokryte dekstranem, majgc na
uwadze korzystne wlasciwoséci kontrastowe w obrazowaniu MRI oraz powlokg
weglowodanowa, ktéra umozliwiala modyfikaci¢ powierzchni. W pierwszym podejsciu
powierzchnia SPION-6w byla funkcjonalizowana za pomocg DFO, a nastgpnie znakowana
radioaktywnie. W drugim podejéciu, przed wbudowaniem **Zr w strukturg nanoczgstki,
Autorka zastosowala metode Heat-induced radiolabelling (HIR) bez chelatora. W celu
uzyskania sond Doktorantka wykonala szereg eksperymentéw radiochemicznych. Napotykala
przy tym na problemy analityczne, obserwowala réznice w zachowaniu nanoczgstek w
zaleznoéci od zakupionej partii. Uzyskane sondy scharakteryzowala pod wzglgdem
wlasciwosci fizvkochemicznych, strukturalnych z uzyciem spektroskopii fotoelektronowej
rentgenowskiej (XPS), oznaczyla rozmiar i ladunek powierzchniowy z zastosowaniem
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dynamicznej dyfrakcji $wiatla (DLS). Biorac to pod uwage, jako recenzent mogg smialo
stwierdzié, iz warsztat jej ogromnej pracy warty jest docenienia.

Nastepnie Doktorantka przystapila do realizacji badan czgsci biologicznej na poziomie in
vitro i in vivo. Badania in vitro wykonano w stosunku do ludzkich linii komorek
nowotworowych jajnika i pluc z ekspresja PD-L1 (ES2, H292) oraz ich odpowiednikéw z
nokautem (H292PD-LIKO i ES2PD-LIKO). Ekspresij¢ ligandu PD-L1 na blonach
komdrkowych jak i jej brak Autorka potwierdzala metods Western blot i cytometrig
przeptywowa. W celu analizy specyficznosci wigzania i internalizacji konstruktow metodami
fluorescencyjnymi (tj. cytometria przeplywowa, mikroskopia konfokalna), Doktorantka
przygotowala strukturg SPION-Atezolizumab-AF647, w kidrej fluorofor AlexaFluor647
(AF647) zostal przylaczony do grup lizynowych przeciwciala monoklonalnego. Uklad
Atezolizumab-AF647 zastosowano jako kontrolg pozytywna. Autorka udowodnita swoistodé
wigzania i internalizacji obu struktur, z silniejszym wigzaniem w stosunku do komorek
nowotworu jajnika ES2 niz komérek nowotworu pluc H292, co potwierdzilo wyniki uzyskane
podczas charakteryzacji linii komérkowych, gdzie komorki ES2 wykazywaly wy2szg ckspresj¢
ligandu PD-L1 niz komorki H292. Swoistos¢ wigzania Doktorantka potwierdzila rownie2 za
pomocy nowoczesnej mikroskopii konfokalnej. Ponad to zbadala réwniez swoistosé wigzania
in vitro koniugatow *Zr-DFO-SPION-Atezolizumab i *Zr-SPION-Atezolizumab wskazujgc,
iz niezaleznie od zastosowanych stgzen i warunkéw eksperymentalnych, wyniki potwierdzaty
pewien poziom nieswoistego wigzania z blonami komérkowymi. Dodatkowo cytotoksyczne
dzialanie sond bimodalnych Doktorantka ocenila przy uzyciu formulacji zawierajgcych
nieradioaktywny cyrkon, co tez pozwolilo jej udowodnié, ze obserwowane efekty mozna
przypisaé strukturze nanoczgsteczek i chemii powierzchni, a nie wplywowi promieniowania.
W kolejnych badaniach Pani Hryniewiecka analizowala wplyw modyfikacji struktur
superparamagnetycznych na ich czas relaksacji, wyciagajsc obiecujgce przysziodciowe
wnioski. Badania in vive wykonane na myszach z przeszczepami nowotwordw PD-L1-
dodatnich potwierdzily obiecujace potencjalne zastosowanie skonstruowanych sond do
obrazowania zmian nowotworowych. Doktorantka wskazala w swych wynikach, iz dane
obrazowe z badain MRI i PET wykazujg bardzo szybki wychwyt przez watrobg i brak
radiokoniugatu w badanej krwi lub guzie. Uzyskane nowatorskie wyniki poszerzone analizami
biodystrybucji ex vivo Pani Doktorantka analizowala wnikliwie w kontekscie doniesien
literaturowych wskazujac na przysziosciowe wykorzystanie i mozliwosé optymalizacii.
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W tym miejscu chcialabym rowniez zapytaé czy Doktorantka rozwazala mozliwosé
wykorzystania w prowadzonych badaniach tyczacych sond bimodalnych innych lekow
stosowanych w immunoterapii?

Oceniajac rozprawe doktorska przygotowana przez Panig mgr inz. Ann¢ Kastelik-
Hryniewiecka pragng wskazaé, ze mimo olbrzymiej ilosci wynikow zostala ona przygotowana
w sposob przejrzysty, cho¢ zawiera niewielkie niedociagnigcia jak np.: brak spisu rycin, tabel
czy tez brak jasno wskazanych rodzajéw stosowanych linii komérek nowotworowych w
abstrakcie i w wykazie skrotow. Natomiast niczwykle waznymi walorami wartymi
podkreslenia sg: aktualnoéé zaprezentowanej tematyki odzwierciedlajgca $wiatowe trendy
naukowe rozwoju radiofarmaceutykow, opracowanie nowej technologii otrzymywania sond,
kompleksowe i multidyscypliname podejécie badawcze jak i wykorzystanie nowoczesnych
narzedzi analitycznych w przedstawionych badaniach.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr ini. Anny Kastelik-Hryniewieckiej prezentuje
ogdlng wiedzg teoretyczng jak i umicjgtnodci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
w interdyscyplinarnym zespole badawczym, i tym samym w pelni spelnia wszelkie
wymogi stawiane pracom doktorskim, zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipea 2018r.
Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U, 2023 poz. 742) w zwigzku z czym zwracam
si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne, Politechniki Slyskiej w Gliwicach z wnioskiem
o nadanie Pani mgr inz. Annie Kastelik-Hryniewieckiej stopnia doktora w dyscyplinie
nauk chemicznych.

Majac na uwadze oryginalnosé i aktualnoéé przedstawionych badad, ich wysoce
znaczycy, aplikacyjny, nowatorski charakter, bogaty dorobek naukowy, stai
miedzynarodowy w Wieclkiej Brytanii jak i wspélfinansowanie badai grantem NCN
zwracam si¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyréZnienie tej rozprawy doktorskiej.

Sosnowiec, 9 grudzien 2025r. prof. dr hab. n. farm. Beata Morak-Mlodawska
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