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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Kastelik-Hryniewieckiej

pt.: “Development of PET imaging agents with potential applications in immunotherapy”

Praca doktorska mgr Anny Kastelik-Hryniewieckiej zostata przygotowana pod kierunkiem
promotora prof. dr. hab. inz. Nikodema Kuznika z Politechniki Slaskiej w Gliwicach oraz
z udziatem dwdch promotordw pomocniczych: dr. inz. Pawta Jewuty z Central European
Institute of Technology w Brnie (Czechy) oraz prof. dr hab. n. med. Gabrieli Kramer-Marek
z Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, oddziat w Gliwicach.

Recenzjg sporzadzono na podstawie art. 189 ust. 1 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. = Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r., poz. 737, t.j.} oraz § 12 ust. 1 rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa WyzZszego z dnia 22 lutego 2019 r. w sprawie postepowania
w prawie nadania stopnia doktora, doktora habilitowanego i profesora (Dz. U, z 2019 r., poz.
392 ze zm.).

Przedmiot rozprawy wpisuje sie w jedno z kluczowych wyzwar wspdétczesnej onkologii, jakim
jest rozwoj nowoczesnych narzedzi diagnostycznych pozwalajacych na wezeéniejsze, szybsze
oraz bardziej doktadne rozpoznawanie zmian nowotworowych. W praktyce klinicznej w tym
celu szeroko stosowane s3 metody obrazowania, takie jak pozytonowa tomografia emisyjna
(PET) oraz rezonans magnetyczny (MRI). Ich efektywne wykorzystanie wymaga jednak
zastosowania specjalnie zaprojektowanych zwigzkéw chemicznych, ktére umozliwiaja
selektywne uwidacznianie ognisk chorobowych, bad? ich akumulacje w tkance guza, m.in.
w postaci radiofarmaceutykow molekularnych lub srodkéw kontrastowych. Autorka rozprawy
podjela  sie  ambitnego, interdyscyplinarnego  przedsiewziecia polegajacego  na
zaprojektowaniu nowej sondy dwumodalnej, przeznaczonej do réwnoczesnego obrazowania
zmian nowotworowych z wykorzystaniem technik PET i MRI,

Oceniana rozprawa doktorska obejmuje osiem rozdziatow | zawiera czesc teoretyczna, czesé
eksperymentalng oraz koricowe podsumowanie wraz z wnioskami. Catosé liczy 203 strony
i zostata wzbogacona o 35 tabel, 40 schematdw oraz 75 rysunkdw, a takie o 199 starannie
dobranych i reprezentatywnych pozycji literaturowych. Rozprawa zostata napisana w jezyku
angielskim i posiada strukture rdinigcg sie od standardowego modelu prac doktorskich
w Polsce, co najprawdopodobniej jest efektem nawigzania do ukfadow powszechnie
stosowanych w zagranicznych osrodkach badawczych. Pomimo tego zachowuje ona
przejrzystosc | spojnosc. Autorka wykazata sie bardzo dobra orientacjy w literaturze



przedmiotu, poprawnym uizyciem terminologii fachowej oraz konsekwentnym, naukowym
stylem narracji.

Pierwszy rozdzial rozprawy wprowadza w problematyke badawczg oraz jasno formutuje
glowny cel pracy, ktorym, jak wskazuje Doktorantka ,byto zaprojektowanie i ocena
dwumodalnych sond PET/MRI w celu poprawy precyzji obrazowania i wsparcia procesu
podejmowania decyzji terapeutycznych, szczegolnie w kontekscie immunoterapii”. Autorka
przekonujgco uzasadnia wybor tematu, odwotujac sie do rozwoju nowoczesnych technik
diagnostycznych (PET, SPECT, CT, MRI) oraz analizujgc zalety ich konfiguracji hybrydowych.
Wskazuje przy tym, ze uktad PET/MRI umotliwia integracje informacji funkcjonalnych z danymi
anatomicznymi i tkankowymi, co pozwala na dokladng lokalizacje nawet niewielkich zmian
chorobowych. Zwraca rowniez uwage na koniecznosc stosowania sond molekularnych
oddziatujgcych bezposrednio z receptorami komarek nowotworowych, co uzasadnia wybor
w pracy doktorskiej atezolizumabu, jako przeciwciata monoklonalnego skierowanego
przeciwko biatku PD-L1.

W celu realizacji glownego zatozenia rozprawy Doktorantka sformulowata dwa cele
szczegotowe. Pierwszy z nich dotyczyt zaprojektowania nowego chelatora, bazujgcego na
deferoksaminie, zwigzku powszechnie stosowanym w medycynie do kompleksowania
radioizotopu *Zr. Element nowatorski proponowanego rozwigzania polegat na wprowadzeniu
do struktury deferoksaminy grupy bisfosfonianowej, co miato umozliwic oktadentne wigzanie
kationu cyrkonu, w odréznieniu od szesciodentnego kompleksowania charakterystycznego dla
klasycznej DFO. Takie podejscie, zgodnie 2z zaftoieniami Autorki, powinno prowadzic do
zwiekszenia stabilnosci powstajacego kompleksu, a jednoczesnie ograniczyc obserwowang
w badaniach klinicznych nieswoistg akumulacje uwolnionego radicizotopu w tkance kostnej,
co w konsekwencji mogtoby poprawié doktadnosc diagnostyczng oraz interpretacje wynikow
obrazowania. Drugi cel pracy koncentrowat sie na otrzymaniu sondy dwumodalnej opartej na
komercyjnie dostepnych superparamagnetycznych nanoczastkach tlenku zelaza (SPION),
funkcjonalizowanych radicizotopem *°Zr oraz przeciwciatem atezolizumab, ukierunkowanym
na biatko PD-11. Zaktadam, ie nowo projektowany chelator, opracowywany w ramach
pierwszego celu, miat rowniez znaleZ¢ zastosowanie w realizacji celu drugiego, jednak jego
wykorzystanie byto ograniczone ze wzgledu na trudnosci napotkane na etapie syntezy.
Dtrzymana sonda, dzieki wiasciwosciom superparamagnetycznym nanoczastek, moie byt
stosowana w obrazowaniu metoda rezonansu magnetycznego (MRI), natomiast obecnosc
radioaktywnego *Zr umotzliwia jej zastosowanie w diagnostyce PET. Takie podejscie dobrze
wpisuje sie w aktualne kierunki rozwoju nowoczesnych, nieinwazyjnych i szybkich metod
diagnostyki nowotwordow, opartych na molekularnych radiofarmaceutykach w ramach
spersonalizowanej medycyny nuklearnej, eliminujac koniecznosc wykonywania biopsji oraz
czasochtonnych analiz immunohistochemicznych.

Czest przeglgdowa rozprawy zostata opracowana zwieile i obejmuje 34 strony, opierajac sie
na 134 pozycjach literaturowych. Podzielono jg na kilka blokéw tematycznych poswieconych
zastosowaniu technik immunoPET oraz MRI w diagnostyce nowotwordw. Autorka wykazata
sie dobrg znajomoscia literatury przedmiotu, prezentujac aktualny stan wiedzy oraz metody
stosowane w wykrywaniu zmian nowotworowych. Rzetelnie scharakteryzowata
radiofarmaceutyki i srodki kontrastowe, w tym rozwigzania oparte na magnetycznych



nanoczgstkach. Trafnie uzasadnita wybor atezolizumabu jako wektora sondy dwumodalnej
oraz radioizotopu ®Zr, a takie wskazata na potrzebe opracowania bardziej stabilnych ligandow
do jego kompleksowania. Catos¢ prowadzi do logicznego wniosku, ze efektywne
wykorzystanie techniki PET/MRI wymaga zastosowania dwumodalnych sond molekularnych
w celu zwiekszenia precyzji obrazowania.

Drobne zastrzezenia do tej czesci pracy:

1. Strona 13 — Autorka napisata, ze ,Wysoka immunogennosé nadal stanowi problem w
przypadku niektorych przeciwciat monoklonalnych (mAb) [59-61]. Postuluje sie, ze
gtowng przyczyng problemdéw immunogennosci jest domena zmienna, dlatego
opracowano mniejsze fragmenty przeciwcial pozbawione tej czesci.,” Ale to domena
zmienna jest odpowiedzialna za f3czenie sie z receptorem/antygenem, wiec jej
usuniecie spowoduje pozbawienie specyficznosci taczenia sie z antygenem powstatego
fragmentu.

2. Ta sama strona - ,, Nanociata natomiast charakteryzuja sie o potowe mniejsza masa
czasteczkowa (12-15 kDa) w pordwnaniu ze scFv, poniewaz sg one pochodnymi
pojedynczych domen Vy lub V.." Termin nanociata odnosi sie do zmiennej domeny
tanicucha ciezkiego, stad czesto oznaczane s3 jako Vuw (z ang. Variable Heavy domain
of Heavy chain).

Rozdziat trzeci rozprawy prezentuje wyniki badan eksperymentalnych odniesione do dwdch
celow szezegotowych sformutowanych przez Doktorantke. W pierwszej czeéci opisano prace
majace na celu otrzymanie nowej pochodnej deferoksaminy (DFQ) zawierajacej grupe
bisfosfonianowg (BP). W tym zakresie Doktorantka przeprowadzita szereg syntez zwiazkow
posrednich, zmierzajacych do otrzymania reaktywnego bisfosfonianu, ktéry nastepnie
planowano przyfaczy¢ do DFO w reakcji Kabachnik-Fields’a. Pomimo licznych prob
prowadzonych w zrainicowanych warunkach reakcyjnych, nie udato sie uzyskad docelowego
ligandu DFO-BP. Alternatywna strategia syntezy, polegajgca na reakcji DFO
z chlorowcopochodng  bisfosfonianu, rdwnie: nie przyniosta oczekiwanego rezultatu.
Ostatecznie otrzymano inng pochodng DFO (zwigzek M), dia ktdrej przeprowadzono badania
kompleksowania radioizotopu ®Zr oraz testy stabilnosci w buforze HEPES i w obecnosci
ludzkiej surowicy. Uzyskane wyniki wskazujg na wyzsza stabilnosé otrzymanego kompleksu
w porownaniu z komercyjnym ligandem p-SCN-Bn-DFO, co swiadczy o jego potencjalnej
przydatnosci w dalszych badaniach aplikacyjnych.

Komentarze do tej czesci pracy:

1. 5Strona 44 - postep reakcji prowadzacej do otrzymania zwigzku B monitorowano
z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Doktorantka opisuje
potoienie plamek odpowiadajacych poszczegdlnym substratom i skiadnikom
mieszaniny reakcyjnej na piytce TLC, jednak zasadne bytoby postugiwanie sie
standardowa terminologia chemiczng, tj. podawaniem wartosci wspdtczynnika
opoznienia (Rf). Ponadto w tekscie pojawia sie niejednoznacznosé: z jednej strony
wskazano, Ze plamka substratu bisfosfonianowego wystepuje na wysokosci okoto 2/3
phytki TLC, z drugiej natomiast, Ze zarowno substrat bisfosfonianowy, jak i produkt
posredni B pojawiajg sie w potowie jej wysokosci. Wymaga to doprecyzowania.



2. Strona 52 — w Tabeli 9 przedstawiono dane dotyczace sygnatéw *C-NMR, w tym
teoretyczne potozenie sygnatu wegla P=CH-P dla zwigzku G przy 30,08 ppm. Sygnat ten
nie jest jednak widoczny na widmie zaprezentowanym na rysunku 52. Prosie
0 wyjasnienie przyczyny jego braku.

3. Strona 56 — Autorka wskazuje, ze monitorowanie postepu reakcji przytjczania
bisfosfonianu (G) do deferoksaminy (H) metoda TLC bylo utrudnione, w zwigzku z czym
analize prowadzono na podstawie widm *H-NMR oraz *'P NMR. Nasuwa sie pytanie,
czy na tym etapie podejmowano réwniez proby analizy produktdw reakcji za pomocy
technik HPLC lub ESI-MS.

4. Strona 58 — rysunek 5 przedstawia widma *H-NMR rejestrowane na kolejnych etapach
reakcji prowadzacej do otrzymania ligandu DFO-BP (reakcja 1). W tekscie zaznaczono,
ze po dodaniu bisfosfonianu (G) do mieszaniny reakcyjnej pojawit sie sygnat dubletowy
przy 6,86 ppm, ktorego intensywnosc wzrastata w trakcie reakeji. Sygnat ten nie jest
jednak widoczny na rysunku 5, gdyz zakres widma zostat ograniczony do 5,5 ppm.
Prosze o wyjasnienie mozliwego pochodzenia tego sygnatu.

5. Strona 68 - w przypadku reakcji deferoksaminy (H) z chlorowcopochodng
bisfosfonianu (1), prowadzone] w uktadzie woda-chloroform, brakuje przedstawienia
widm masowych uzyskanych dla obu faz. Prosze o informacje, czy analizowano frakcje
wodng tej reakcji. Czy mozliwe jest, Ze w obecnosci 5 M KOH oczekiwany produkt DFO-
BP znajdowat sie w fazie wodnej oraz ulegt czesciowej hydrolizie zasadowej,
prowadzacej do utraty grup etoksylowych?

W drugiej czesci doswiadczalnej rozprawy doktorskiej Doktorantka przedstawita badania
dotyczace opracowania dwumodalnych sond przeznaczonych do jednoczesnego obrazowania
metodami PET i MRI, ze szczegolnym uwzglednieniem guzow charakteryzujgcych sie ekspresja
biatka PD-L1 na powierzchni komérek. W badaniach wykorzystano komercyjnie dostepne
nanoczastki tlenkow zelaza o Srednicach 5 i 20 nm, stabilizowane dekstranem. Autorka
szczegotowo opisata kolejne etapy funkcjonalizacji powierzchni nanoczastek, obejmujgce
przylaczanie przeciwciata atezolizumab, ligandu chelatujacego p-SCN-Bn-DFO, a takie proces
radioznakowania otrzymanych formulacji radicizotopem *%Zr. Zastosowano przy tym dwie
odmienne strategie znakowania: poprzez ligand DFD oraz poprzez wysokotemperaturowo
indukowane wbudowanie radioizotopu w zewnetrzng warstwe nanoczastek. W rezultacie
otrzymano szereg zroznicowanych uktadéw nanoczastkowych, ktére poddano kompleksowej
charakterystyce obejmujacej wlasciwosci fizykochemiczne, magnetyczne i biologiczne, w tym
badania in vitro (toksycznosé, swoistosé wigzania, internalizacja) oraz in vivo (obrazowanie,
farmakokinetyka i biodystrybucja)

Komentarze do tej czesci pracy:

1. W procesie oczyszczania funkcjonalizowanych nanoczastek SPION warto w przysztosci
rozwaiyc zastosowanie silnego magnesu neodymowego, co umoiliwia szybkie
oddzielenie nanoczastek od roztworu i skraca czas oczyszczania bez koniecznosci
stosowania kolumn membranowych typu VivaSpin oraz diugotrwatego wirowania.

2. Strona 88, Tabela 22 — jak zostata wyznaczona liczba ligandow DFO przytaczonych do
jednej nanoczastki SPIONu, bazujac na danych podanych w Tabeli 227



3. 5trona 106 - zdanie ,W przypadku komdrek H292 wzrost sygnatu fluorescencji jest
nieco wiekszy dla Atezolizumabu-AF647 niz dla SPION-Atezo-AF647 i jest niemal
porownywalny miedzy liniami H292 i ES2". Wartosci MFI podane w tabeli 30 dla obu
form nanoczgstek nie potwierdzajg tej informaciji.

4. Strona 108 — dlaczego badania powinowactwa receptorowego byly wykonywane na
linii H292, a badania wychwytu komadrkowego na linii ES2?

5. Strona 112, rysunek 32 — dla linii ES2po-11 ko brakuje wyniku przezywalnosci komdrek
dla samych nanoczgstek SPION po 48 h.

6. Strona 116, rysunek 35 i 36 — przy jakim stezeniu GBCA byty prowadzone badania
relaksacji?

7. Strona 123 — w ostatnim zdaniu Doktorantka stwierdza, ze kumulacja w guzie po 72 h
od podania dozylnego jest wieksza dla niespecyficznego ®“Zr-DFO-SPION niz dla
¥9Zr- DFO-SPION-Atezolizumab. Pordwnujac wartoéci w tabeli 35, zwlaszcza wieksza
wartosc bledu, uwazam ze s3 to wartosci porownywalne,

Rozdziat czwarty poswiecony jest metodologii prowadzonych badan i stanowi starannie
opracowang oraz przejrzyscie zaprezentowana czesé rozprawy. Zawiera on szczegotowy opis
zastosowanych odczynnikdw, wykorzystywane] aparatury pomiarowej oraz metod
analitycznych. Autorka w sposdb klarowny przedstawita procedury obejmujace synteze
zwigzkow organicznych oraz ich charakterystyke z wykorzystaniem technik *"H-NMR, “*C-NMR,
YIP-NMR i ESI-MS. Fizykochemiczna charakterystyka otrzymanych sond dwumodalnych
obejmowata m.in. pomiary DLS, potencjatu zeta, analizy FTIR oraz XPS, a takie badania
relaksacji z wykorzystaniem rezonansu magnetycznego (MRI). Czesé biologiczna badan
obejmowata elektroforeze izelowa, technike Western Blott, cytometrie przeptywows,
mikroskopie konfokalng oraz badania powinowactwa receptorowego, internalizacji
i cytotoksycznosci. Z kolei badania in vivo, prowadzone na modelu mysim, obejmowaly
obrazowanie z wykorzystaniem technik PET i MRI, jak rowniez analizy ex vivo. Catos$é prac
zostata przeprowadzona z zachowaniem zasad dobrej praktyki laboratoryjnej oraz
obowigzujacych rygorow ochrony radiologicznej.

W osmym rozdziale przedstawiono omdwienie kluczowych rezultatow badan z odniesieniem
do dorobku innych autordw. Analiza wynikow prowadzona jest w sposéb stonowany
i rzeczowy. Autorka rozprawy, interpretujac rezultaty uzyskane w ramach realizacji celu |,
wskazuje, ze zaproponowane rozwigzanie polegajace na modyfikacji ligandu chelatujacego
DFO ma potencjat aplikacyjny, jednak wymaga dalszych prac na etapie projektowym,
obejmujacych otrzymanie w petni docelowej pochodnej, jej kompleksowa charakterystyke
oraz przeprowadzenie dodatkowych badan walidacyjnych w warunkach przedklinicznych.
W odniesieniu do realizacji drugiego celu Doktorantka omawia uzyskany profil biodystrybucji
opracowanych sond dwumodalnych i zasadnie wyjasnia, ze ich szybka akumulacja w watrobie
i sledzionie jest konsekwencja efektywnego usuwania nanoczastek z krazenia przez uktad
makrofagow. Skrdcony czas obecnosci sond we krwi moze skutkowaé obnizonym wychwytem
w tkance nowotworowej. Autorka trafnie wskazuje potencjalne kierunki dalszych badan,
podkreslajac, ze optymalizacja sondy dwumodalnej powinna obejmowaé modyfikacje
prowadzace do wydtuZenia czasu jej krgzenia w organizmie, co mogtoby ograniczyc nieswoistg
akumulacje oraz zwiekszy¢ ekspozycje guza. Alternatywnym kierunkiem optymalizacji,



ukierunkowanym na przezwyciezenie efektu mononuklearnego uktadu fagocytujacego (MPS),
mogtaby byc zmiana drogi podania.

Przygotowujgc rozprawe doktorskg nie sposob unikngc btedow edytorskich lub jezykowych,
wymienionych poniiej. Nie umniejszaja one jednak wysokiej oceny pracy.
. strona iv: 89Zr - powinno by¢ #Zr lub Zr-89
- strona iv: in vitro, in vivo, ex vivo powinny byc napisane kursywsa
- strona 11: *F-fluodeoxy-D-glucose (FDG) — powinno by¢ *F-fluorodeoxy-D-glucose
- strona 13: brak rozwiniecia i wyjasnienia skrotu FDA
- strona 17: Fluorium-18 — powinno byc fluorine-18

strona 31: w tekscie trzykrotnie blednie zapisano skrot od srodkdw kontrastowych jako
»Cas” zamiast poprawnej formy , CAs”

strona 36: okredlenie ,ferric anions” jest nieprawidtowe i powinno zostac
skorygowane. Termin ,ferric” odnosi sie do kationu zelaza na Il stopniu utlenienia (Fe**), a nie
do anionow
- strona 38: powinno byé  bioorthogonal” a nie ,3Borthogonal”

strona 47: opis tabeli 4 powinien zawierad informacje, ze podane sg takie sygnaty
'H- NMR dla zwigzku C (przesuniecie chemiczne 6,97 ppm)

strona 49: nastapito przeniesienie informacji dotyczgcej przedstawienia wynikow
w tabeli 7 oraz symboli ze schematow 17, 19i 22 ze strony 49 na strone 50

strona 133: ,133ppendorf” zamiast Eppendorf

strona 152: ,carbohydrate” powinno byé carboxylic

Rozprawa doktorska mgr Anny Kastelik-Hryniewieckiej jest praca obszerng i starannie
opracowang pod wzgledem merytorycznym. Zastosowane metody badawcze nie budzg
zastrzeieri. Na szczegolne podkredlenie zastuguje szeroki, interdyscyplinarny zakres
przeprowadzonych badan. Autorka zrealizowata syntezy organiczne oraz dokonata
charakterystyki otrzymanych zwigzkow. Otrzymane i wyznakowane nanoczastki poddano
rozlegtym badaniom biologicznym, obejmujgcym zaréwno testy in vitro na czterech liniach
komarkowych, jak i badania obrazowe in vivo z wykorzystaniem technik PET i MRI oraz analizy
ex vivo na modelach zwierzecych. Tak kompleksowe podejscie badawcze jest rzadko
spotykane w rozprawach doktorskich z zakresu chemii i stanowi istotny walor naukowy pracy.

Autorka wykazata sie dobrg znajomosciag zagadnien z obszaru chemii organicznej, radiochemii,
nanotechnologii oraz biotechnologii, a uzyskane wyniki maja istotne znaczenie dla rozwoju
nowoczesnych metod diagnostycznych. Przedstawione rezultaty wykraczajg poza ramy badan
podstawowych i posiadaja wyrainy charakter aplikacyjny w obszarze medycyny nuklearne;.

Reasumujac, przedioiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymagania okreslone
w obowigzujacych przepisach prawa. W zwigzku z powyzszym wnioskuje o dopuszczenie
mgr Anny Kastelik-Hryniewieckiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora nauk scistych i przyrodniczych.
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