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Rozprawa doktorska powstata dzieki mozliwosci wspotpracy Doktoranta z krajowymi i
zagranicznymi jednostkami posiadajgcymi cyklotrony i kadre niezbedng do ich obstugi. Gtéwng czes¢
badar Doktorant przeprowadzit w ramach wspdinego grantu IChTJ ze Srodowiskowym Laboratorium
Ciezkich Jonéw UW. Wspotpracowat réwniez z Instytutem Fizyki Jadrowej im. Henryka
Niewodniczanskiego PAN i centrum cyklotronowym ARRONAX we Francji, gdzie badane byty reakcje
cyklotronowego otrzymywania *’Sc: *8Ca(p,2n)*’Sc i *®Ca(p,d)*’Ca->*’Sc. Korzystat z aparatury i
doswiadczenia specjalistycznych zespotdw w zakresie technik fizyko-chemicznych: ICP-MS
(Laboratorium Jadrowych Technik Analitycznych IChTJ), MALDI-TOF (Pracownia Peptydow UW).

Przedstawiona do oceny rozprawa napisana jest w sposéb klasyczny i sktada sie z przegladu
literaturowego (107 pozyciji), czesci eksperymentalnej, dyskusji wynikdw, podsumowania i wnioskow.
Praca liczy 120 stron i zawiera 36 rysunkow oraz 28 tabel z wynikami badan, ktére umozliwiajg
$ledzenie i analize tresci dysertacji. Przedstawiony na stronie 111 rozprawy dorobek naukowy
Doktoranta stanowia 4 publikacje w czasopismach z listy filadelfijskiej, praca w recenzji oraz zgtoszenie
patentowe nr P.415874 wynalazku, ktory zostat nagrodzony ztotym medalem na Xl Miedzynarodowe;j
Warszawskiej Wystawie Wynalazkéw IWIS 2017. W dwdch publikacjach Doktorant jest pierwszym
autorem. Dorobek Doktoranta znaczaco przewyzisza ustawowe wymagania stawiane osobom
ubiegajgcym sie o nadanie stopnia doktora i $wiadczy o jego naukowej dojrzatosci. Opublikowane i
zgtoszone prace dotyczg zagadnien zwigzanych z otrzymywaniem i zastosowaniem radionuklidéw
skandu do celéw medycznych. Swiadczy to o duzym doswiadczeniu i znajomosci zagadnien, ktére byty

przedmiotem badan Doktoranta w zaprezentowanej rozprawie.



Zakres merytoryczny pracy

Celem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej byto opracowanie wydajnej metody
produkcji radionuklidéw skandu (*3Sc, #*Sc i */Sc) oraz metody wytwarzania radiofarmaceutykéw
opartych na radionuklidach skandu. Ten cel nadrzedny Doktorant postanowit osiggna¢ poprzez
realizacje kilku celéw szczegétowych: (a) opracowanie wydajnych metod produkgcji radionuklidéw *3Sc,
#Sc i #/Sc na tarczach CaCOs i TiO,, (b) okreslenie optymalnych warunkéw wydzielania radionuklidow
skandu z tarczy wraz z odzyskiem materiatu tarczowego, (c) znalezienie liganda trwale
kompleksujgcego radionuklidy skandu w niskich temperaturach, (d) okreslenie wptywu zanieczyszczen
metalicznych na wydajnos¢ procesu kompleksowania, (e) synteze nowych radiobiokoniugatéow
wykorzystujagc  przeciwciato monoklonalne trastuzumab oraz nanociato 2Rs15d, (f) okreslenie
wtasciwosci nowo zsyntezowanych radiobiokoniugatow.

W czesci literaturowej (23 strony), Doktorant przedstawit ogolny zarys medycyny nuklearnej,
stosowane radiofarmaceutyki, metody diagnostyczne SPECT, PET i CT, metody terapeutyczne z
zastosowaniem radionuklidow. Co prawda w tym rozdziale Doktorant skupia sie jedynie na metodzie
brachyterapii i celowanej terapii radionuklidowej, pomijajac duzo bardziej masowgq i standardowa
terapie jodem-131, terapie paliatywna (39SrCl,, >3Sm-EDTMP, Xofigo 2°RaCl,), czy radiosynowektomie
(koloidalny °°Y-cytrynian). W nastepnych rozdziatach Doktorant naswietlit nowoczesne trendy w
medycynie, polegajgce na zindywidualizowanym podejsciu do pacjenta i zastosowaniu w schematach
diagnostyczno-terapeutycznych lekow teranostycznych. W kolejnych rozdziatach przedstawit
charakterystyke skandu i jego zwigzkdéw oraz potencjalnie uzyteczne radioizotopy skandu (*3Sc, *Sc,
47Sc) i omowit metody ich otrzymywania. Na podkreslenie zastuguje fakt krytycznej analizy mozliwosci
wytwarzania poszczegdlnych izotopéw skandu z uwzglednieniem zaréwno mocy i typu obecnie
dostepnych na $wiecie cyklotronéw jak i materiatow tarczowych, w tym stopnia ich wzbogacenia w
pozgdane radionuklidy macierzyste. Cze$é literaturowa konczy rozdziat poswiecony opublikowanym
wynikom otrzymywania réznorodnych zwigzkéw z radionuklidami skandu i ich pierwszego

zastosowania u pacjentéw, m.in. **Sc-DOTATOC czy **Sc-PSMA-617.

Radionuklidy skandu bez watpienia stanowig perspektywiczne narzedzia medycyny nuklearnej,
w tym przede wszystkim w aspekcie diagnostycznym PET (*¥4*Sc-znakowane peptydy, przeciwciata i
ich fragmenty) jak i w walce z nowotworami o charakterze rozsianym (zwigzki znakowane #’Sc). Moga
by¢ uzyte jako pary teranostyczne, co dzieki takiej samej chemii radionuklidu diagnostycznego (**/Sc)
i terapeutycznego (*Sc), a co za tym idzie takiej samej farmakokinetyce w organizmie zywym, w sposéb
dalece perspektywiczny stwarza mozliwo$c¢ zindywidualizowanej terapii pacjentéw nowotworowych.

Dtuzsze okresy péttrwania diagnostycznych radionuklidéw “3Sc i *Sc w poréwnaniu do popularnego



radionuklidu ®8Ga (T1/, = 68 min) sprawiajg, ze mozna te izotopy zastosowaé do znakowania przeciwciat
i ich struktur pochodnych, o dtuzszym okresie biologicznego péttrwania.

Wymaga podkreslenia, ze podjeta przez Doktoranta tematyka wydajnego otrzymywania
radionuklidéw skandu i radiofarmaceutykéw opartych na tych radionuklidach jest z praktycznego

punktu widzenia aktualna i bardzo wazna.

Ocena metodologiczna dysertacji

Doktorant zaproponowat nowg metode otrzymywania radionuklidu *’Sc w reakcji “Ca(p,
2n)¥Sc z zastosowaniem $rednio energetycznego cyklotronu 30 MeV. Wraz ze wspdtpracownikami
okreslit optymalng energie przyspieszanych protonéw na 24->17 MeV. Uzywajac tarczy naturalnego
wapnia z zawartoscia izotopu “®Ca na poziomie 0,187% otrzymuje sie réwniez izotopy *Sc (14,7% w

EOB) i *Sc (0,25%).

Bardzo pozytywnym aspektem prac doswiadczalnych i krytycznej analizy uzyskanych
rezultatow jest rzetelne podsumowanie mozliwosci otrzymywania radionuklidéw skandu, ze
wskazaniem ograniczen zarowno technicznych (w niektorych przypadkach konieczno$¢ zastosowania
wysokoenergetycznych cyklotrondw), jak i ekonomicznych (wysokie koszty materiatu tarczowego).
Przetestowane metody wydzielania radionuklidow skandu ze wskazaniem tych najbardziej
efektywnych (mikrofiltracja) oraz doprowadzenie radionuklidow skandu do postaci prekursoréw
radionuklidowych uzytecznych do znakowania zwigzkéw biologicznie czynnych (zastosowanie kolumny
DOWEX 50WX4 do wymiany eluentu) stanowig podwaliny do opracowania zautomatyzowanych metod

otrzymywania radionuklidéw skandu o statusie prekursoréw radiofarmaceutycznych.

Doktorant przeprowadzit szacunek kosztéw otrzymywania poszczegdlnych radionuklidéw
skandu w zaleznosci od wzbogacenia tarczy i zastosowanej metody napromieniania. To bardzo istotny
aspekt, ukierunkowujacy badaczy na potencjalnie najbardziej ekonomiczng metode pozyskania
radionuklidow skandu. Przeprowadzit izolacje radioaktywnych nuklidéw skandu z zastosowaniem
opublikowanych metod. Stwierdzit, ze metoda filtracyjna jest najbardziej efektywna. Metodsa
mikrofiltracji uzyskat rowniez wysoki odzysk materiatu tarczowego CaCOs (91%), a w przypadku tarczy

TiO; najlepsze efekty uzyskat z zastosowaniem zywicy DGA (94-98%).

Uwagi krytyczne

W trakcie lektury dysertacji nasuwa sie szereg pytan i watpliwosci, z ktérych najistotniejsze
pozwole sobie wypunktowaé ponizej. W opinii recenzujgcego w pracy brakuje pogtebionej analizy
poruszanych probleméw naukowych i praktycznych otrzymywania i stosowania radionuklidéw skandu.

Ponizej przyktady.



1) Rozdziaty 7.8 i 8.7. Otrzymywanie komplekséw “°Sc z ligandami bifunkcyjnymi (BFC): DOTA,
DTPA, EGTA, THP, HBED i Lumi-4.

To bez watpienia najstabsza czesé pracy doktorskiej mgr Rafata Walczaka. Zdaniem recenzujacego
podejscie Doktoranta do problemu kompleksowania jonéw skandu z ligandami bifunkcyjnymi jest
niepoprawne metodycznie i naukowo, a uzyskane przez Doktoranta wyniki przedstawione w tej czesci
moga w dodatku wprowadzi¢ czytelnika w btad. Doktorant twierdzi, ze ,, Wszystkie roztwory ligandéw

zostaty doprowadzone do pH 4,5 buforem octanowym, co stanowi optymaine $rodowisko do badan

znakowania biokoniugatow radionuklidami skandu.” Nie przeprowadzit badan nad tworzeniem

komplekséw w szerszym zakresie pH. W cytowanym przez Doktoranta artykule S. Huclier-Markai et al.
Optimization of reaction conditions for the radiolabeling of DOTA and DOTA-peptide with *™*Sc and
experimental evidence of the feasibility of an in vivo PET generator. Nucl Med Biol 41 (2014) e36—e43,
autorzy prezentujg wyniki szczegdtowych badan nad znakowaniem tylko jednego z BFC — DOTA. Na
podstawie wynikdw systematycznych badan w zakresie pH od 2 do 6, w zakresie temperaturowym od
25°C do 90°C, stosunku M: L od 1:10 do 1:1000 i w réinych czasach reakgcji, doszli do wniosku, ze
najwyzszg wydajnos¢ znakowania *“™*Sc peptydu DOTATATE (>98%) uzyskuje sie przy stosunku M:L
1:500, prowadzac reakcje w buforze octanowym o pH = 4, w temperaturze 90°C przez 20 min. W innym
artykule opublikowanym przez M. Pofosak, et al. Stability of “’Sc-complexes with acyclic polyamino-
polycarboxylate ligands. J Radioanal Nucl Chem (2013) 295:1867-1872, autorzy badali reakcje
kompleksowania i stabilno$¢ komplekséw #’Sc z acyklicznymi ligandami bifunkcyjnymi: DTPA, HBED,
BAPTA, EGTA, TTHA i deferoksaming. Przeprowadzone badania wykazaly, ze w srodowisku o pH = 6.0,
ponad 96% jondw *°Sc byto kompleksowane przez badane ligandy (oprocz HBDE) juz przy stosunku
molowym M:L = 1:1. Badania stabilnosci wykazaty, ze w temperaturze pokojowej Sc tworzy z kwasem
etyleno glikoilo-bis(2-aminoetyloetero)-N,N,N’,N’-czterooctowym (EGTA) bardzo silne i stabilne
kompleksy i zgodnie z wnioskiem autorow ten BFC moze z powodzeniem by¢ stosowany do
otrzymywania znakowanych preparatow w oparciu o biatka i przeciwciata. Doktorant nie odnidst sie
do tych wynikow. Przeprowadzit badania kompleksowania tylko w srodowisku o pH 4.5, co
doprowadzito do oczywistej obserwacji wydajnego kompleksowania jondéw skandu tylko w przypadku
DOTA i DTPA. Rozdziat ten nie wnosi zatem zadnego nowego aspektu do chemii koordynacyjnej
skandu.

2. Doktorant nie przeprowadzit oceny i dyskusji na temat istotnosci poszczegdlnych parametrow
jakosciowych otrzymywanych radionuklidowych prekursoréw skandu do radioznakowania czgsteczek
biologicznie czynnych w celu otrzymania teranostycznych radiofarmaceutykéw. Nie jest zatem

pomocny do opracowania standardow jakosciowych dla poszczegdinych izotopdw skandu.



Inne aspekty budzqce wqtpliwosci:

- str. 7 - ,Z przeprowadzonych badan wynika, ze zwigzki oparte na radionuklidach skandu
przytaczonych do trastuzumabu lub nanociata 2Rs15d spetniajg wymagania stawiane
radiofarmaceutykom.” Niestety nie zauwazytem w pracy rzetelnej dyskusji na temat parametrow
jakosciowych uzyskanych preparatow, wiec wysnuty wniosek uwazam za zbyt wczesny.
Radiofarmaceutyki to produkty lecznicze, ktére muszg spetniaé szereg wymagan jakosciowych,
okreslonych w prawie farmaceutycznym. Na dzien dzisiejszy nie zostaty jeszcze opracowane normy
jakosciowe dla radionuklidéw skandu o statusie prekursorow radiofarmaceutycznych, co wynika

gtéwnie z trudnosci otrzymania pozgdanego radionuklidu skandu o wysokiej czystosci radionuklidowe;.

- Tabela 17 — po zastosowaniu kolejnego etapu oczyszczania materiatu po mikrofiltracji zawarto$¢ Zn i

Cu wzrasta po oczyszczaniu/wymianie eluentu na zywicy Dowex 50WX4? Prosze wyjasnic.

Konkluzja koncowa

Mimo wymienionych uwag krytycznych i dostrzezonych uchybien metodologicznych,
pozytywne aspekty pracy przewyzszajg wady dysertacji, a w zwigzku z tym wydaje ogdlng pozytywng
ocene rozprawy. Doktorant uzyskat szereg wartosciowych wynikoéw i posiadt wiedze teoretyczng i
praktyczng z zakresu cyklotronowego otrzymywania radionuklidéw skandu, chromatograficznych
metod ich wydzielania i oczyszczania, fizyko-chemii i badan in vitro nad zwigzkami skandu oraz zdobyt
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.: ,Radionuklidy skandu dla radiofarmaceutykéw teranostycznych” i

dopuszczenie mgr Rafata Walczaka do dalszych etapédw przewodu doktorskiego.
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