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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Emilii Balcer na temat:

Badania nad wybranymi metodami potencjalnie poprawiajacymi skutecznoéé
terapeutyczng 4-borono-L-fenyloalaniny w terapli borowo-neutronowej

Terapia borowo-neutronowa (BNCT) jest jednym z rodzajéw radioterapii
skutecznej w leczeniu niektérych typéw nowotworéw, w szczegblnosci nowotwordw
mézgu. Najpierw do organizmu pacjenta zostaje podany farmaceutyk zawierajacy
nieradioaktywny izotop boru (tzw. noénik boru), ktéry selektywnie wnika do komérek
nowotworowych. Nastgpnie pacjent zostaje poddany na$wietlaniu promieniowaniem
neutronowym (neutronami epitermicznymi), w wyniku czego dochodzi do reakcji
jadrowej prowadzacej do powstania wysokoenergetycznej czastki a oraz jadra izotopu
litu (7Li). Dzigki temu, ze obie czastki majg bardzo maty zasieg to podczas tej reakcji
niszczone s tylko takie komérki nowotworowe, w ktérych zostata zakumulowana
odpowiednia iloé¢ boru, natomiast sgsiednie, zdrowe komérki pozostaja praktycznie
nieuszkodzone. Celem prac wielu grup badawczych jest uzyskanie odpowiednich,
nietoksycznych no$nikéw boru zdolnych do selektywnego dostarczenia dutej iloéci
boru, niezbednej do zajécia reakcji jadrowej, do tkanek nowotworowych, a takze
poprawa skutecznosci dostarczania boru do komérek nowotworowych.

W tym kontekécie tematyka i zakres badari prowadzonych przez mgr Emilie
Balcer podczas przygotowywania rozprawy doktorskiej, a wigc synteza |
charakterystyka nowych materiatéw sorpcyjnych opartych na koncepcji odwzorowania
molekularnego, specyficznych wobec 4-borono-L-fenyloaminy (BPA), stuzacych do
poprawy efektywnoéci dostarczania boru do komérek nowotworowych jest niezwykle
aktualna. Co wigcej, Doktorantka podjeta réwniez prébe zbadania innej metody
poprawy skutecznoéci przenoszenia zwigzkéw boru do komérek, a mianowicie
przedekspozycyjnego narazania komérek nowotworowych na aminokwasowe analogi
BPA typu L, a takie wykorzystania nowoczesnej techniki badawczej - spektrometrii mas
z plazmg sprzgzong indukcyjnie pracujacq w trybie pomiarowym pojedynczej komérki
(SC-ICP-MS) do zbadania rozmieszczenia boru w komérkach.

Praca doktorska wykonana zostala w Zakladzie Chemii Lekéw, Analizy
Farmaceutycznej i Biomedycznej na Wydziale Farmaceutycznym Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem pani dr hab. Joanny Giebuttowicz (WUM)
oraz prof. dr hab. Ewy Bulskiej (UW). Funkcje promotora pomocniczego peinita dr
Monika Sobiech (WUM). Badania Doktorantki prowadzone byly w ramach projektu
«Radiofarmaceutyki dla ukierunkowanej molekularnie diagnostyki i terapii medycznej,
RadFarm” finansowanego z konkursu NCBiR POWER.03.02.00-00-1009,/17-00.

Ocena konstrukcjfi i zakresu badar przedstawionych w rozprawie

Rozprawa doktorska mgr Emilii Balcer ma forme¢ zbioru powigzanych tematycznie
artykutéw, w skiad ktérego wchodza 1 praca przegladowa (P1) | dwie prace oryginalne



(P2, P3) opublikowane w czasopismach indeksowanych w bazie JCR. Praca P1 ukazata
sig¢ w Pharmaceutics (IF 5,4, 140 pkt. MEiN), praca P2 w Polymers (IF 5,0, 100 pkt MEiN),
za$ praca P3 w Molecules (IF 4,6, 140 pkt MEiN). Doktorantka jest pierwsza autorka
wszystkich prac, a z dolgczonych do rozprawy doktorskiej oéwiadczen Doktorantki
| wspétautoréw publikacji wynika, Ze Jej udzial w przygotowaniu publikacji byt
dominujacy i wynosit 55-60%. Rozprawa zostala uzupeiniona o wykaz skrotow
i symboli, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, opis zatozef i celu pracy
oraz krétkie podsumowanie. Bibliografia zawiera 29 pozycji, ale trzeba pamietaé, ze
praca przegladowa zostata przygotowana w oparciu o 100 pozycji literaturowych, za$
pozostate publikacje zawierajg odpowiednio 37 i 44 odnoéniki.

Wszystkie artykuly zamieszczone w rozprawie doktorskiej zostaly wczeéniej
poddane ocenie recenzentéw i edytoréw naukowych, co niewatpliwie utatwia prace
recenzentowi rozprawy, jednak nie zwalnia go z obowiagzku dokonania wlasnej analizy
ioceny. Co wigcej, w przypadku rozpraw doktorskich przygotowanych w oparciu
o wieloautorskie publikacje niezbedna jest ocena indywidualnego/autorskiego wkiadu
Doktoranta w powstanie tych prac.

Praca ,Molecularly imprinted carriers for diagnostics and therapy - a critical appraisal”
(P1) zawiera przeglad literatury na temat wykorzystania materiatéw polimerowych
wytworzonych w oparciu o koncepcje odwzorowania molekularnego w terapii
i diagnostyce medycznej, w szczegdlnoéci jako noénikéw lekéw w terapii nowotworéw
oraz jako ligandéw rozpoznajacych okre$lone domeny na powierzchni komérki (na
przyklad glikoproteiny ulegajgce nadekspresji w procesie nowotworowym).
Wyréznione zostaly réine podejécia do ukierunkowanej molekularnie diagnostyki
i terapii z wykorzystaniem MIP: aktywne - polegajgce na wykorzystaniu wspomnianego
wczesniej rozpoznania molekularnego, pasywne - oparte na wzmocnionym efekcie
przepuszczalnosci i retencji, co pozwala malym czasteczkom gromadzié sie w miejscach
guza oraz teranostyczne - pozwalajace jednoczeénie na wykrywanie proceséw
chorobowych w ciele pacjenta i podjecie dziatan, ktére umozliwiaja dostarczenie lekéw
bezpoSrednio do obszaréw objetych procesem chorobowym. Zidentyfikowane zostaty
rowniez wyzwania zwigzane ze stosowaniem MIP w teranostyce, a mianowicie
efektywnos¢ i powtarzalno$¢é procesu odwzorowania czasteczek w MIP, bezpieczefistwo
stosowania oraz koszty wytwarzania takich materialéw, a takze spetienie regulacji
prawnych w celu ich wprowadzenia do praktyki klinicznej. To bardzo ciekawa praca
pokazujgca stan zaawansowania badan nad wykorzystaniem MIP w medycynie. W mojej
ocenie praca stanowi bardzo dobre wprowadzenie do eksperymentalnej czeéci pracy
doktorskiej. Udziat Doktorantki w przygotowaniu tej pracy polegal na przegladzie
literatury oraz uczestnictwie w przygotowaniu manuskryptu.

W publikacji zatytutowanej .Molecularly imprinted polymers specific towards 4-
borono-L-phenylalanine—synthesis optimization, theoretical analysis, morphology
investigation, cytotoxicity, and release studies” (P2) opracowana zostata metoda syntezy
polimeréw MIP zdolnych do dostarczania boru (w postaci BPA) do komérek
nowotworowych przed terapia BNCT. W celu wybrania ligandu o najwiekszym
powinowactwie do czasteczki matrycy przeprowadzono analize teoretyczng energii
tworzenia komplekséw L-fenyloalaniny (analogu BPA) z wybranymi monomerami



funkcyjnymi (wykorzystujagc teori¢ funkcjonalu gestosci, DFT, bedacg filarem
modelowania molekularnego). Na tej podstawie jako monomer funkcyjny wybrano kwas
metakrylowy. Nastgpnie wykonano symulacje i analize interakcji pomiedzy analitem a
polimerami z odwzorowang czasteczka matrycy wystepujacych w réznych warunkach
eksperymentalnych (pH roztworu). W tym przypadku rozwazano réwniez wplyw
réznych monomeréw sieciujacych na wigzanie analitu. Rozwazania te pozwolily na
wyselekcjonowanie polimeru o potencjalnie najwigkszej specyficznoéci w stosunku do
BPA i ograniczenie zakresu prac eksperymentalnych.

W oparciu o wyniki powyzszych badafi Doktorantka zsyntezowala w reakcji
polimeryzacji wolnorodnikowej polimery blokowe oraz polimery o uporzadkowanej
strukturze plastra miodu, a nastepnie przeprowadzila ich charakterystyke. Wyznaczyta
pojemnosci sorpcyjne dla trzech stezeri analitu, wspétczynniki podziatu analitu oraz
~mprinting factor”, ktéry okre§la selektywno$é polimeru z odwzorowanymi
czasteczkami (MIP) w stosunku do polimeru kontrolnego (NIP). Badania morfologii
powierzchni otrzymanych polimeréw wykonata technika SEM, zaé badania ich struktury
technika FT-IR. Wykazala, ze zdolno§¢ wigzania analitu przez MIP w bardzo duzym
stopniu zalezy od monomeru sieciujacego, ktéry odpowiada za morfologie matrycy
polimerowej oraz wiadciwoéci mechaniczne i porowato$é polimeru. Wykazata réwniez, ze
polimery o strukturze plastra miodu charakteryzujg sie¢ wyzsza pojemnoécig sorpcyjna
niz polimery blokowe, co wyjaénita lepszg dostepnoécia analitu do miejsc sorpcyjnych,
ale posiadajg mniejszq selektywno$¢ ze wzgledu na wystepowanie znaczacej adsorpcji
niespecyficznej. Szkoda, ze nie przeprowadzita badan powierzchni wiasciwej, objetoéci i
rozkladu wielkosci poréw polimeréw metodg niskotemperaturowe] adsorpcji/desorpcji
azotu, co z pewnoscig pozwolitoby zweryfikowaé powyisze wnioski. Badania uwalniania
analitu zatrzymanego na MIP o strukturze plastra miodu do wodnego roztworu
metanolu oraz PBS wykonata po 20, 60 i 120 minutach kontaktu. Do tej czesci pracy
mam kilka uwag i pytaf. Nie znalaztam w rozprawie powtarzalnoéci procesu uwalniania
analitu z MIP-6w (chociaz badania powtarzano trzykrotnie) ani niepewnosci oznaczania
BPA metodg LC-MS, trudno wigc ocenié¢ na ile istotne s3 zmiany uwalniania BPA w
czasie, szczeg6lnie w PBS. Czy uzasadnione jest podawanie wartoéci desorpcji BPA z MIP
jako np. 4,81%? Proszg o przedstawienie interpretacji rysunkéw 6 i 7. Jakie byto
sumaryczne uwolnienie analitu z MIP? Dlaczego nie zbadano uwalniania BPA z MIP w
fizjologicznym zakresie pH?

Na koniec Doktorantka przeprowadzita badania cytotoksycznoéci (test MTT)
wybranych polimeréw (a raczej ich ekstraktéw) w stosunku do niedrobnokomérkowego
raka ptuc oraz prawidtowych fibroblastéw phuc, Wykazata, ze polimery charakteryzuja
sig niskg toksyczno$ciq w stosunku do obu rodzajéw komérek, co pozwala traktowaté je
jako bezpieczne dla ludzi.

Wkiad Doktorantki do tej pracy polegal na przeprowadzeniu syntezy i
charakterystyki polimeréw, a takZe badan ich cytotoksycznoéci, udziale w interpretacji
wynikéw, analizie danych oraz w przygotowaniu manuskryptu.

Cel badari i catoSciowa koncepcje ich realizacji przedstawiong w tej czeéci rozprawy,
wiacznie z badaniem toksyczno$ci materiatéw, oceniam wysoko. Doktorantka
przeprowadzila wstgpne badania nad uktadami dostarczania boru w postaci 4-borono-
L-fenyloaminy do komérek na bazie MIP jako noénika. Pomimo pewnych niedociagnie¢
analitycznych, o ktérych wspomniatam wczeéniej, to atrakcyjne podejécie do



teranostyki. Ciekawa jednak jestem opinii Doktorantki na temat potencjalnych zagrozen
jakie niesie za sobg stosowanie syntetycznych MIP-6w jako noénikéw lekéw i dalszych
ich loséw w organizmie. Co Doktorantka sadzi na temat uzytecznoéci i bezpieczefistwa
stosowania innych, wprowadzanych powoli do praktyki, no$nikéw lekéw, takich jak
naturalne polimery (polisacharydy czy polipeptydy) czy nanoczastki lipidowe.

Na koniec jeszcze uwaga jezykowa do wstepu do rozprawy. Stosowana przez
Doktorantke nazwa ,polimery wdrukowane molekularnie” to kalka jezykowa terminu
.molecularly imprinted polymers”. Sadze, ze rodzime stownictwo najlepiej oddajace ideg
takich materiatéw to ,polimery z odwzorowanymi czasteczkami” lub ,polimery
dopasowane czasteczkowo".

W publikacji .Investigation of the impact of L-Phenylalanine and L-tyrosine pre-
treatment on the uptake of 4-borono-L-phenylalanine in cancerous and normal cells using
an analytical approach based on SC-ICP-MS” (P3) Doktorantka przeprowadzita badania
ekspozycji komérek na badane zwigzki, przygotowata prébki komérkowe do oznaczania
boru oraz brata udzial w badaniach wykonanych za pomoc3 technik spektralnych.
Uczestniczyla réwniez w opracowaniu wynikéw i przygotowaniu manuskryptu.

Celem tej pracy byla ocena skuteczno$ci przedekspozycyjnego naraiania komorek
nowotworowych i zdrowych na aminokwasowe analogi BPA typu L, a mianowicie L-
fenyloalanine i L-tyrozyne, na przenoszenie zwigzkéw boru do komérek. Stgzenie boru
w komérkach oznaczono metodg ICP-MS. Badania wykonano na takich samych liniach
komérkowych jak w poprzedniej pracy. Eksperyment zaplanowano i wykonano
poprawnie, przeprowadzono réwniez statystyczng analize wynikéw pomiaréw. Badania
wykazaly wzrost wychwytu noénika boru przez komérki nowotworowe narazone na L-
tyrozyne, natomiast w przypadku komérek zdrowych efekt ten wystgpowal w
przypadku ekspozycji na oba zwigzki. Potencjalnie dziatanie takie moze wspomdc
proces wzbogacania komérek nowotworowych w bor, chociaz w praktyce wydaje mi sig
to trudne do osiggnigcia.

Nowoécia naukowa pracy jest zbadanie dystrybucji boru w komérkach
nowotworowych poddanych dziataniu L-tyrozyny za pomocg techniki ICP-MS pracujgcej
w trybie pomiarowym pojedynczej komérki (SC). To bardzo nowoczesne podejécie do
badan, pozwalajgce na uzyskanie unikalnych informacji, takich jak heterogenicznos¢
rozmieszczenia leku w komérkach tkanek nowotworowych. Badania te nalezy jednak
moim zdaniem traktowat¢ jako pilotaiowe, gdyz brakuje chociazby oszacowania precyzji
pomiaréw stezenia analitu technika SC-ICP-MS, czy precyzji pomiaréw licznoSci
komorek, co sprawia, Ze prezentowane wyniki majg raczej charakter jakoSciowy. W tym
przypadku trudno jest interpretowac réznice pomiedzy warto$ciami 39,45% i 40,97%
podanymi w Tabeli 1 dla komérek narazonych na BPA oraz eksponowanych na L-
tyrozyne. A przeciez jest to material biologiczny, charakteryzujacy si¢ duig
niejednorodno$cia. W pracy zaprezentowano jednak potencjat metody SC-ICP-MS do
oceny efektywno$ci dostarczania lekéw zawierajacych heteroatomy do komoérek
Drobna uwaga do publikacji: w tabeli 2 zabraklo jednostki przy wartosci granicy
odciecia.

Cel badan i koncepcje tej pracy réwniez oceniam bardzo wysoko. Praca jest poprawna
metodologicznie, badania zaplanowano logicznie i starannie wykonano, chociaz mam
pewne uwagi, o ktérych wspomnialam wczeéniej, do sposobu opracowania wynikéw.



Uzyskano bardzo ciekawe informacje jakoSciowe odnoénie pobierania i akumulowania
boru w komérkach oraz oceniono wplyw ekspozycji komoérek zdrowych i
nowotworowych na wybrane analogi BPA na pobieranie badanego zwiazku boru.

Podsumowanie

Zakres badan przedstawiony w rozprawie doktorskiej jest uzasadniony
poszukiwaniami sposobéw poprawy skuteczno$ci terapii borowo-neutronowe] w
leczeniu nowotworéw. Konstrukcja rozprawy jest wlaSciwa, chociaz mam pewien
niedosyt zwigzany z bardzo okrojong wersja wstepu oraz podsumowania i wnioskéw.
Lektura pracy przegladowej pozwala mi jednak stwierdzi¢, ze Doktorantka posiada
wiedze teoretyczng w swojej dyscyplinie naukowej. Publikacje bedace dorobkiem
naukowym Pani Emilii Balcer, zawarte w nich wyniki do$wiadczalne, sposéb
interpretacji | wnioskowania wskazujg, Ze Doktorantka posiada umiejetnoéé
samodzielnego prowadzenia badan naukowych, a takze pracy w zespole badawczym.
Zalozone przez Doktorantke cele rozprawy zostaly zrealizowane. Rozprawa naukowa
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i w peini speinia kryteria
ustawowe stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r. z pé%n. zmianami.

Wnosz¢ zatem do Rady Naukowej Dyscyplingy Nauk Farmaceutycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie pani mgr Emilii Balcer do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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