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Przez ostatnie dziesigciolecia obserwujemy burzliwy rozwdj medycyny nuklearne;j,
a XXI wiek przyniost nowe rozwigzania, zarbwno W dziedzinie diagnostyki jak i terapii,
Z zastosowaniem emiterow promieniowania jonizujacego. Najszybciej rozwijajaca si¢ galezia
medycyny nuklearnej jest diagnostyka, w ktorej najczesciej stosowanymi radionuklidami
sa: 18F, 9MTc, czy %8Ga. Nieco mniej zaawansowane badania trwaja nad metodami
terapeutycznymi z zastosowaniem emiteréw promieniowania B~ (np. 1’Lu, *°Y )i a (np. 2®Ac,
223Ra). Obecny intensywny rozwdj medycyny nuklearnej zwiazany jest z nowymi odkryciami
w dziedzinie biologii molekularnej i medycyny, ktére umozliwiajg otrzymywanie
radiofarmaceutykéw celowanych, ktore majg trafia¢ bezposrednio do patologicznie
zmienionych tkanek oraz radiofarmaceutykow mogacych znalez¢ zastosowanie w metodach
teranostycznych. Przyktadem radionuklidow spetniajacych wymogi stawiane w medycynie
nuklearnej s3 radionuklidy skandu: “3Sc i **Sc bedace emiterami promieniowania B* oraz
B~ promieniotworczy 4’Sc. Charakteryzuja sie one optymalnymi parametrami do zastosowania
w celach diagnostycznych (*3Sc i #4Sc) oraz terapeutycznych (*’Sc). Tworza one réwniez
tzw. pary teranostyczne co oznacza, ze oparte na nich radiofarmaceutyki z powodzeniem moga
znalez¢ zastosowanie w nowoczesnych spersonalizowanych metodach leczenia.

Celem mojej pracy bylo opracowanie metody wytwarzania nowych celowanych
radiofarmaceutykow opartych na radionuklidach skandu. Praca zawiera caly przekroj
badan, poczawszy od produkcji radionuklidéw do okreslenia wlasciwosci chemicznych

i biologicznych zsyntezowanych radiofarmaceutykow.



Pierwszym etapem mojej pracy bylo opracowanie wydajnych metod cyklotronowej
produkcji radionuklidow skandu. W czasie realizacji tego celu wspolpracowalem z krajowymi
1 zagranicznymi jednostkami posiadajagcymi cyklotrony i kadr¢ niezbedng do ich obshugi.
Gtowng czes¢ badan przeprowadzilem w ramach wspolnego grantu rozwojowego NCBR
z naukowcami  pracujacymi  w  Srodowiskowym  Laboratorium  Cigzkich  Jonow
na Uniwersytecie Warszawskim (§p. prof. Jerzym Jastrzebskim, dr. hab. Jarostawem
Choinskim, dr Anng Stolarz, dr Agnieszka Trzcinska i mgr. Mateuszem Sitarzem). Tam tez
na cyklotronach U-200 oraz GE-PETtrace przeprowadziliSmy zaproponowane przez nas
metody produkcji radionuklidow skandu w nastepujacych reakcjach: “°Ca(a,p)*Sc,
40Ca(a,n)*Ti—*Sc, #2Ca(d,n)*Sc, *Ca(p,n)**Sc, *°Ti(p,0)*’Sc. Produkcja radionuklidu #'Sc
w reakcjach “®Ca(p,2n)*'Sc i “®Ca(p,d)*’Ca—*'Sc byla prowadzona réwniez w Instytucie
Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego PAN (prof. dr hab. Jerzy Mietelski,
dr. Ryszard Misiak, mgr inz. Bogdan Wgs, inz. Mirostaw Bartyzel) oraz w centrum
cyklotronowym ARRONAX we Francji (prof. Férid Haddad, dr Arnaud Guertin, mgr Etienne
Nigron). Przetestowane metody zapewniaja mozliwos¢ produkcji radionuklidow skandu
0 aktywnosci rzedu dziesigtek GBq dla **Sc, #4Sc i #Sc.

Kolejnym krokiem byto opracowanie metod pozwalajacych na wydajne wydzielenie
radionuklidow skandu z napromieniowanych tarcz. Do wydzielania radionuklidéw skandu
ztarcz CaCOs zastosowatem chromatografie¢ kolumnowsa (jonitowg z uzyciem zywicy
Chelex100 oraz ekstrakcyjng z zywicami UTEVA i DGA) i mikrofiltracje. Natomiast do
wydzielania skandu z tarcz TiO2 zastosowatem chromatografie kolumnowa z zywica
ekstrakcyjng DGA. Dodatkowo eluat zawierajacy skand doczyszczalem na kolumnie
wypetnionej zywicg Dowex 50WX4. Pozwolito to takze na zmiang roztworu z kwasu solnego
na bufor octanowy o pH 4,5, ktéry jednoczesnie stanowi idealne Srodowisko do
kompleksowania jonéw skandu. Kazda z metod przetestowalem na symulowanym materiale
tarczcowym znakowanym “%Sc, wyznaczylem profile elucji i poziom odzysku materiatu
tarczowego. Na podstawie wstepnie uzyskanych wynikéw, do dalszych badan wybratem dwie
najbardziej obiecujace metody wydzielania jonow skandu z tarcz wapniowych: ekstrakcje
kolumnowg z zywica UTEVA, dla ktorej odzysk skandu wynosit 74,4 + 2,2% w objetosci
1,8 ml, a wapnia 93,0 + 1,0% oraz mikrofiltracj¢ z odzyskiem skandu 95,8 + 1,7% w 1 ml
1 91,0 = 1,0% wapnia. Dla obu metod wykonatem réwniez kontrole wydajnosci oczyszczania
roztworu skandu z jonéw innych metali (Ca®*, Cu?*, zZn?*, AP' i Fe®'). Ostatecznie
na podstawie wszystkich uzyskanych wynikéw do wydzielania radionuklidow skandu z tarczy

CaCOg3 wybratem metode¢ mikrofiltracyjna, ktora stosowatem w dalszych etapach swojej pracy.



W celu zoptymalizowania potaczenia radionuklidow z biomolekutg naprowadzajaca
przebadatem szereg ligandow bifunkcyjnych. Ich zadaniem jest trwale zwigzanie kationu
metalu z wektorem. Najczesciej stosowanym do tej pory ligandem jest DOTA, ktéra tworzy
stabilne kompleksy z metalami. Jednak do tego procesu zazwyczaj wymagana jest wysoka
temperatura (wysoka wydajnos¢ kompleksowania w czasie 20 min zachodzi dopiero
w temp. 95°C), co moze wptyna¢ na mniejsze zastosowanie tego ligandu do szybkiego
znakowania wektorow biatkowych. W celu przytaczenia radionuklidow do przeciwcial
monoklonalnych i ich fragmentow, ktore nie sg odporne na wysokie temperatury, sprawdzitem
wydajno$¢ znakowania oraz stabilno$¢ wigzan dla wybranych ligandéw, niewymagajacych
podwyzszonej temperatury przy znakowaniu. Do badan wybratem ligandy DTPA, HBED,
EGTA, THP oraz Lumi-4. Niestety z wybranych zwiagzkow jedynie pochodna ligandu DTPA
spetnia warunki niezb¢dne do zastosowania w medycynie nuklearnej, wykazujac wydajnosc¢
kompleksowania metali powyzej 92% oraz wysoka stabilno$¢ wigzania skandu. W zwigzku z
otrzymanymi wynikami do dalszych syntez stosowatem jedynie bifunkcyjne ligandy DOTA
lub DTPA oraz ich pochodne.

Wybrane ligandy przytaczytem do biomolekut majacych powinowactwo do receptoréw
HER-2: przeciwcialo monoklonalne trastuzumab i jednodomenowe przeciwciato (nanociato)
2Rs15d. Ostatecznie otrzymatem trzy rozne biokoniugaty: DOTA-nanociato, DTPA-nanociato
i DTPA-trastuzumab, do ktérych nastgpnie przytaczytem radionuklidy skandu. Ze wzgledu na
bardzo niska odporno$¢ biatka na wysokie temperatury nie zdecydowalem si¢ na synteze
biokoniugatu DOTA-trastuzumab, poniewaz przy probie szybkiego kompleksowania metali
przez ligand DOTA wymagana jest podwyzszona temperatura. Przy znakowaniu biokoniugatu
DOTA-nanociato obnizytem temperatur¢ reakcji do 50°C, gdyz jest ono stabilne w tej
temperaturze, jednoczesnie wydtuzajac czas znakowania do 60 minut. Stabilno$¢
zsyntezowanych radiobiokoniugatow sprawdzilem w roztworze soli fizjologicznej
buforowanej fosforanami oraz w surowicy krwi ludzkiej w temp. 37°C.

Zsyntezowane radiobiokoniugaty poddatem badaniom komoérkowym in vitro, w celu
okreslenia ich podstawowych parametrow. Okreslitem ich powinowactwo receptorowe,
specyficzno$¢ wigzania oraz poziom internalizacji. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze badane
zwigzki specyficznie przytaczaja si¢ do receptoréw HER-2. Ich wspolczynnik powinowactwa
receptorowego (Kq) przyjmuje wartosci w przedziale 3,24 - 5,36 nM, co jest poréwnywalne
z warto$ciami dla niemodyfikowanych wektorow, odpowiednio trastuzumab Kq = 4,09 nM,
nanocialo Kgq = 3,14 nM. Radiobiokoniugaty nanocialta wykazywaly umiarkowany

wspotczynnik internalizacji w zakresie 30 - 50% po 24 h.



Z przeprowadzonych badan wynika, ze zwigzki oparte na radionuklidach skandu
przytaczonych do trastuzumabu lub nanociata 2Rs15d spelniaja wymagania stawiane

radiofarmaceutykom i moga zosta¢ w przysztosci zastosowane w medycynie nuklearnej.



