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a) tytuf osiggniecia naukowego:

Cykl publikacji na temat:

Projektowanie, otrzymywanie i charakterystyka nowych radiofarmaceutykow
molekularnych do diagnostyki i terapii nowotworow z nadekspresjg
receptora HER2
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Moje zainteresowania naukowo-badawcze dotyczg projektowania i syntezy nowych
potencjalnych radiofarmaceutykéw do diagnostyki i terapii nowotwordw. W przedstawionym
ponizej osiggnieciu skupitem sie gtéwnie na otrzymywaniu radioznacznikdw opartych na bazie
biomolekut przytaczajacych sie do receptora HER2. Badania dotyczyty optymalizacji warunkéw
otrzymywania radiofarmaceutykéw, poprzez dobranie odpowiednich juz istniejgcych lub
opracowanie nowych chemicznych metod trwatego przytgczania radionuklidéw do
biomolekut, tak aby nie utracity one swoich wtasciwosci biologicznych. Celem byto rowniez
uzyskanie finalnego produktu o wysokiej czystosci radiochemicznej, ktéry charakteryzowatby
sie wysoka zdolnosciag gromadzenia w guzie nowotworowym, przy jednoczesnej niskiej
retencji w zdrowych tkankach. Badania te rozpoczatem wstepnie podczas mojego stazu
podoktorskiego w Duke University Medical Center w Durham w USA, a nastepnie
kontynuowatem w Instytucie Chemii i Techniki Jgdrowej w Warszawie w ramach projektu
z Narodowego Centrum Nauki SONATA 5, ktorego bytem kierownikiem. Efektem moich badan
byto opracowanie oraz scharakteryzowanie wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
(in vitro oraz in vivo) nowych radioznacznikéw oraz wykazanie, ze posiadajg one cechy
potencjalnych radiofarmaceutykéw receptorowych do diagnostyki i terapii nowotworéw
z nadekspresjg receptora HER2.

b) cykl publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego:

* - autor korespondencyjny

IF - wspotczynnik oddziatywania czasopisma z roku, w ktérym praca zostata opublikowana/5-
letni; wg Journal Citation Reports z dnia 01.10.2018

TC - liczba cytowan wg Web of Science/Scopus/Google Scholar z dnia 01.10.2018

[H1] Pruszynski M, Koumarianou E, Vaidyanathan G, Revets H, Devoogdt N, Lahoutte T,
Zalutsky MR*,

Targeting breast carcinoma with radioiodinated anti-HER2 nanobody.

Nuclear Medicine and Biology 2013; 40:52-59.

IF2013/5-letni = 2,408/2,186; MNiSzW>013 = 30 pkt; TC: 40/38/51

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu badan, ktore obejmowaly: synteze organiczng grupy
prostetycznej [*1]IB-Mal-D-GEEEK i jej prekursora, radiojodowanie nanociata 5F7GGC dwiema
metodami, wykonanie badann kontroli jakosci otrzymanych grup prostetycznych
i radiofarmaceutykéw  (analizy  HPLC, LCMS, ITLC, TCA-strgcanie, @ SDS-PAGE,
immunoreaktywnos¢, analiza radiofarmaceutykow i ich metabolitow w moczu); analizie
i interpretacji otrzymanych wynikéw; przygotowaniu rysunkdw i tabel oraz napisaniu artykutu;
przygotowaniu odpowiedzi recenzentom. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.
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[H2] Pruszynski M, Koumarianou E, Vaidyanathan G, Revets H, Devoogdt N, Lahoutte T, Lyerly
HK, Zalutsky MR*.

Improved tumor targeting of anti-HER2 nanobody through N-succinimidyl 4-guanidinomethyl-
3-iodobenzoate radiolabeling.

Journal of Nuclear Medicine 2014; 55:650-656.

IF2014/5-tetni = 6,160/6,893; MNiSzW-014 = 45 pkt; TC: 28/28/31

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu badan, ktore obejmowaly: synteze organiczng grupy
prostetycznej [*I]SGMIB i jej prekursora, radiojodowanie nanociata 5F7GGC trzema metodami,
wykonanie badan kontroli jakosci otrzymanych grup prostetycznych i radiofarmaceutykow
(analizy HPLC, LCMS, ITLC, TCA-strgcanie, SDS-PAGE, immunoreaktywnosc);, analizie
i interpretacji otrzymanych wynikéw; przygotowaniu rysunkdw i tabel oraz napisaniu artykutu;
przygotowaniu Supplemental Materials i odpowiedzi recenzentom. Mdj udziat procentowy

szacuje na 50%.

Publikacja zostata wyrdzniona nagroda Alavi-Mandell od Society of Nuclear Medicine and

Molecular Imaging.

[H3] Pruszynski M, Koumarianou E, Vaidyanathan G, Chitneni S, Zalutsky MR*.

D-amino acid peptide residualizing agents bearing N-hydroxysuccinimido- and maleimido-
functional groups and their application for trastuzumab radioiodination.

Nuclear Medicine and Biology 2015; 42:19-27.

IF2015/5-letni: 2,429/2,186; MNiSzW-015 = 30 pkt; TC: 2/2/3

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu badarn, ktore obejmowaty: synteze organiczng nowej grupy
prostetycznej NHS-[*1]IB-D-EEEG i jej prekursora, radiojodowanie trastuzumabu dwiema
metodami, wykonanie badann kontroli jakosci otrzymanych grup prostetycznych
i radiofarmaceutykéw  (analizy RP-HPLC, LCMS, ITLC, TCA-strgcanie, SDS-PAGE,
immunoreaktywnosc); analizie i interpretacji otrzymanych wynikdw; przygotowaniu rysunkow
i tabel oraz napisaniu artykutu; przygotowaniu odpowiedzi recenzentom. MOJj udziat
procentowy szacuje na 65%.

[H4] Pruszynski M*, Kang CM, Koumarianou E, Vaidyanathan G, Zalutsky MR*.

D-amino acid peptide residualizing agents for protein radioiodination: effect of aspartate for
glutamate substitution.

Molecules 2018; 23:1223.

IF2018/2017/5-letni: brak/3,098/3,268; MNiSzW»017 = 30 pkt; TC: 0/0/0
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu badarn, ktore obejmowaty: synteze organiczng nowej grupy
prostetycznej [*1]IB-Mal-D-GDDDK i jej prekursora, radiojodowanie nanociata 5F7GGC dwiema
metodami, wykonanie badann kontroli jakosci otrzymanych grup prostetycznych
i radiofarmaceutykdéw (analizy RP-HPLC, SEC-HPLC, LCMS, ITLC, TCA-strgcanie, SDS-PAGE,
immunoreaktywnosc); analizie i interpretacji otrzymanych wynikdéw; przygotowaniu rysunkow
i tabel oraz napisaniu artykutu; przygotowaniu Supplemental Materials iodpowiedzi
recenzentom. MdJj udziat procentowy szacuje na 65%.

[H5] Pruszynski M*, D’Huyvetter M, Bruchertseifer F, Morgenstern A, Lahoutte T.

Evaluation of an anti-HER2 nanobody labeled with ?2°Ac for targeted a-particle therapy of
cancer.

Molecular Pharmaceutics 2018; 15:1457-1466.

IF2018/2017/5-letni: brak/4,556/4,785; MNiSzWo17 = 45 pkt TC: 1/1/2

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentdow; wykonaniu wszystkich badan zwigzanych z otrzymywaniem biokoniugatu
nanociata 2Rs15d z ligandem p-SCN-Bn-DOTA i jego charakterystyce fizykochemicznej oraz
znakowaniu biokoniugatu radionuklidem ??*Ac i wykonaniu kontroli jakosci otrzymanego
radiofarmaceutyku (ITLC, HPLC, SDS-PAGE, stabilnos¢, immunoreaktywnosc); wykonaniu
wszystkich badan in vitro na komodrkach; udziat w badaniach ex vivo na zwierzetach; analizie
i interpretacji otrzymanych wynikdéw; przygotowaniu rysunkdw i tabel oraz napisaniu artykutu
i jego opublikowaniu; przygotowaniu Supplemental Materials i odpowiedzi recenzentom;
korespondencji z edytorem. Mdj udziat procentowy szacuje na 75%.

Praca powstata w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki SONATA

5, ktorego bytem kierownikiem.

Sumaryczny IF z roku opublikowania/5-letni: 18,651/19,318; Srednio na prace: 3,730/3,864
Sumaryczna ilo$é punktdw MNiSzW z roku opublikowania: 180; sSrednio na prace: 36
Sumaryczna liczba cytowan wg Web of Science/Scopus/Google Scholar z dnia 01.10.2018:
71/69/87; srednio na prace: 14,2/13,8/17,4
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c¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania:

. WPROWADZENIE

W ciggu ostatniej dekady znaczgco wzrosta liczba zgondw spowodowanych chorobami
nowotworowymi, pomimo postepu i rozwoju réznych form diagnostyki i terapii. Wedtug
danych uzyskanych z Cancer Research UK (www.cancerresearchuk.org), w samym 2012 roku
zdiagnozowano na s$wiecie 14,1 mln nowych przypadkdw zachorowan na nowotwory,
a najnowsze prognozy szacujg, ze w 2030 roku bedzie ich az 23,6 min rocznie. Obecnie
w leczeniu nowotwordw, poza wycieciem guza, powszechnie stosowane sg chemio- oraz
radioterapia. Obie metody charakteryzujg sie jednak matg selektywnoscig. Chemioterapia
oddziatuje na caty organizm, a zwtaszcza na szybko dzielgce sie komoérki (takze zdrowe), stad
jej duza toksycznos$é i bardzo ucigzliwe efekty uboczne. W przypadku zewnetrznej radioterapii,
niebezpieczenstwo uszkodzenia zdrowych tkanek powoduje, ze stosuje sie dawki ponizej
optymalnych wartosci. W zwigzku z tym stale obserwuje sie duze zainteresowanie nowymi
metodami leczenia, zwtaszcza takimi, ktére beda oddziatywaé¢ wybidrczo na komorki
nowotworowe. Dlatego coraz czesciej mowi sie o medycynie spersonalizowanej,
m.in. wykorzystujgcej leki ukierunkowane na dany receptor znajdujgcy sie na komadrkach
nowotworowych (tzw. terapia celowana). Wiekszo$é prac w tej dziedzinie skupia sie na
znalezieniu substancji chemicznych dziatajgcych molekularnie, na zasadzie blokowania lub
pobudzania odpowiednich receptoréow na komodrkach nowotworowych. Receptory to
czgsteczki biatka znajdujgce sie na powierzchni btony komdrkowej, bgdz wewnatrz komérki.
Rozpoznajg i wigzg one rdéine zwigzki, co w efekcie prowadzi w komdrce do aktywacji
sygnatéw odpowiedzialnych za jej wzrost, podziat, a takze Smier¢ (apoptotyczng, czyli
zaprogramowang przez organizm lub nekrotyczng, czyli niekontrolowang). Stad receptory
i zwigzki w nie celujgce majg ogromne znaczenie w medycynie, bowiem mogg by¢ nowymi
lekami oraz wyznacza¢ nowe kierunki diagnostyki i terapii.

Receptor ludzkiego naskdrkowego czynnika wzrostu typu 2, zwany w skrdocie HER2
(ang. Human Epidermal Growth Factor Receptor type 2), jest jednym z czterech receptorow
kinazy tyrozynowej znajdujgcych sie na wiekszosci komodrek [1]. Pozostate trzy receptory to
odpowiednio: HER1 (znany takze jako EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor), HER3 i HER4.
Odpowiadajg one za wzrost, roznicowanie, podziat, proliferacje i cykl komérkowy. Receptor
HER2 to biatko o masie 185 kDa (1 kDa = 1000 g/mol), sktadajgce sie z czesci
zewnatrzkomérkowej rozpoznajacej i wigzacej odpowiedni zwigzek, lipofilnej czesci
transbtonowej oraz z fragmentu wewnetrznego posiadajgcego aktywnosc¢ kinazy tyrozynowej
[2]. Zaburzenie pewnych sciezek sygnatowych w komérce prowadzi do nadmiernej aktywacji
HER2 (nadekspresji biatka, amplifikacji genu lub jego mutacji) i w efekcie do powstania
nowotworu. Nadekspresja receptorow to wystepowanie nadmiernej ilosci danego biatka na
powierzchni komarki. Termin amplifikacja oznacza, ze jagdro komérkowe produkuje nadmierng
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ilos¢ kopii genu kodujgcego dany receptor. Zwiekszenie ilosci HER2 sprzyja rozwojowi bardziej
agresywnej formy nowotworu, charakteryzujgcej sie gwattownym wzrostem guza, zajeciem
weztéw chtonnych oraz szybkim tworzeniem przerzutéw [1, 2]. Nowotwory z nadekspresja
receptora HER2 sg bardziej oporne na terapie hormonalng, radioterapie oraz wiekszos$é
stosowanych obecnie chemioterapeutykdw [3]. Stad u pacjentéw obserwuje sie krétkie okresy
remisji choroby, a nawrdét raka nastepuje stosunkowo szybko. Nadekspresja receptora HER2
wystepuje w duzym stopniu w przypadku raka piersi, jajnika, a takze wielu nowotworéw
gastrycznych, np. zotgdka lub jelita grubego [4].

U kobiet najczesciej diagnozowanym nowotworem jest rak piersi, ktéry jest chorobg
niejednorodng, bowiem sktada sie z kilku podtypdow. Dlatego jego wykrycie we wczesnym
stadium rozwoju i prawidfowe rozpoznanie rodzaju jest jednym z najwazniejszych zadan
wspotczesnej onkologii. Okreslenie statusu HER2 jest konieczne ze wzgledu na wysokga
ztodliwos¢ tego typu nowotworu, a takie nieefektywne leczenie konwencjonalnymi
metodami. Obecnie oszacowania ilosci HER2 dokonuje sie gtdwnie przy pomocy dwéch metod
diagnostycznych: immunohistochemicznej (ImmunoHistoChemistry, IHC) okreslajace] ilos¢
receptora HER2 na powierzchni komorki oraz fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(Fluorescense In Situ Hybridization, FISH) okreslajgcej liczbe kopii genu HER2 w jgdrze
komérkowym [5]. Obie metody sg inwazyjne, bowiem wymagajg pobrania materiatu
tkankowego z guza poprzez biopsje cienkoigtowga lub operacyjng. Niestety, niejednorodna
budowa guza oraz niejednolite rozmieszczenie receptora moze spowodowaé, ze pobrany
fragment tkanki nie bedzie wykazywa¢ nadekspresji HER2. Zrédtem rozbieznosci lub
niejednoznacznosci w okreslaniu statusu HER2 w badanych preparatach moze byé rowniez ich
nieprawidtowe przygotowanie oraz subiektywna ocena diagnosty. W przypadku
potwierdzenia statusu nowotworu jako HER2-dodatniego stosuje sie leczenie ukierunkowane
na zahamowanie jego aktywnosci. Obecnie w leczeniu celowanym wykorzystuje sie leki
nalezgce do dwdch grup: przeciwciata monoklonalne (trastuzumab, pertuzumab), ktore wigzg
sie z czescig receptora wystepujgca na powierzchni komarki oraz inhibitory kinazy tyrozynowej
(np. lapatinib), ktore wigzg sie odwracalnie lub nieodwracalnie z wewngtrzkomdrkowg czescig
receptora HER2 [6]. Czesto stosowana jest terapia skojarzona polegajgca na podawaniu
mieszaniny wszystkich trzech preparatéw, niekiedy w pofaczeniu z chemioterapeutykami.
Niestety, pomimo poczatkowych pozytywnych wynikéw terapii, w wielu przypadkach
obserwuje sie nawrot choroby, najprawdopodobniej wynikajgcy z uodpornienia sie komérek
nowotworowych na stosowane leki [7]. Dlatego obecnie trwajg intensywne badania nad
znalezieniem innych terapii ukierunkowanych na receptor HER2.

Medycyna nuklearna z wykorzystaniem radiofarmaceutykéw molekularnych
aktywnych wzgledem receptora HER2, moze przyczynic sie do lepszej diagnostyki i terapii tych
nowotwordw. Radiofarmaceutyki molekularne (Schemat 1) to najczesciej zwigzki
koordynacyjne, w ktorych radionuklid, bedacy kationem pierwiastka metalicznego, zwigzany
jest w trwaty i inertny kompleks za pomocg dwufunkcyjnego tacznika (BiFunctional Coupling
Agent, BFCA). BFCA to z reguly pofaczenie tarnncuchowego lub makrocyklicznego ligandu
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chelatujagcego (ktory trwale kompleksuje kation radionuklidu) i grupy funkcyjnej
umozliwiajgcej przytaczenie kompleksu radionuklidu do czasteczki biologicznie czynnej.
W przypadku radionuklidéw pierwiastkow niemetalicznych (fluor, brom, jod itd.) zamiast
BFCA zazwyczaj stosuje sie odpowiednie grupy prostetyczne, czyli zwigzki organiczne,
umozliwiajgce ich trwate przytgczenie do biomolekuty. Biomolekuta spetnia tutaj jedynie role
nos$nika, wybidrczo dostarczajgcego odpowiedni radionuklid diagnostyczny lub terapeutyczny
wytgcznie do komorek rakowych. Radiofarmaceutyk molekularny, po podaniu dozylnym
pacjentowi, wraz z krwig rozchodzi sie po catym organizmie i taczy z komdrkami wykazujgcymi
obecnos¢ danego receptora. Zastosowanie radionuklidu emitujgcego w trakcie rozpadu
promieniowanie gamma (y) lub pozytony (B*) pozwala na rejestracje sygnatu, a tym samym na
ustalenie miejsca gromadzenia sie radiofarmaceutyku. Moze to umozliwié nieinwazyjng,
w poréwnaniu z obecnie stosowanymi metodami, detekcje statusu HER2 in vivo. Takie
obrazowanie molekularne mozna prowadzi¢ z wykorzystaniem tomografii emisyjnej
pojedynczego fotonu (Single Photon Emission Computed Tomography, SPECT) lub
pozytonowe] tomografii emisyjnej (Positron Emission Tomography, PET). Obie metody
pozwalajg na szybka i bezposrednig ocene wystepowania receptorow HER2 w trakcie jednego
skanu catego ciata pacjenta w celu identyfikacji guza pierwotnego i potencjalnych przerzutéw.
Badanie to moze zapobiec uzyskiwaniu fatszywie negatywnych lub fatszywie pozytywnych
rezultatéw, wynikajgcych ze zréznicowania budowy tkanki nowotworowej. Zastosowanie
radiofarmaceutykéw na bazie radionuklidéw terapeutycznych, emitujgcych w trakcie rozpadu
czastki a, B~ lub elektrony Auger’a o réznym zasiegu w tkankach, pozwala z kolei na precyzyjne
dostarczenie adekwatnej letalnej dawki promieniowania jonizujgcego jedynie do komédrek
nowotworowych, oszczedzajgc komérki zdrowe otaczajgce guz. Co wiecej, dostarczenie
odpowiedniego radionuklidu gwarantuje, ze nawet komadrki nowotworowe uodpornione na
stosowane obecnie leki, takze zostajg zniszczone. Aktualnie opracowuje sie coraz wiecej
radiofarmaceutykdw molekularnych do tzw. zastosowan teranostycznych, czyli takich,
w ktorych jedna i ta sama biomolekuta znakowana jest radionuklidami diagnostycznymi (np.
18F 68Ga, °MTc, 87r) oraz radionuklidami terapeutycznymi (np. °°Y, 311, Y77Lu). Poniewaz kazdy
z wymienionych powyzej radionuklidéw to inny pierwiastek chemiczny, wymaga on takze
opracowania innej metody jego trwatego zwigzania z biomolekutg. Zatem projektowanie
radiofarmaceutykdéw jest procesem ztozonym, wymagajgcym podejscia interdyscyplinarnego
z pogranicza czterech wielkich nauk: fizyki (dobdér radionuklidu o odpowiednich
wiasciwosciach rozpadu promieniotwdrczego), chemii (opracowanie i optymalizacja metod
trwatego zwigzania radionuklidu z biomolekuty), biologii (znalezienie lub opracowanie
biomolekuty oddziatujgcej z odpowiednim receptorem na komadrkach nowotworowych) oraz
medycyny (weryfikacja w warunkach in vivo na pacjentach dziatania opracowanych
radiofarmaceutykéw).
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Receptor

Radionuklid A |

Schemat 1. Budowa i oddziatywanie radiofarmaceutykéw molekularnych z receptorem.
Il. CEL PODJETYCH BADAN

Gtéwnym celem podjetych przeze mnie badan byto otrzymanie i scharakteryzowanie
wiasciwosci nowych radiofarmaceutykdw molekularnych, ktére moglyby znaleié
zastosowanie zaréwno w diagnostyce, jak i w terapii nowotwordw z nadekspresjg receptora
HER2. W prowadzonych badaniach wykorzystatem nastepujgce biomolekuty celujgce
w receptor HER2: komercyjne przeciwciato monoklonalne (trastuzumab) oraz dwa rodzaje
nanociat (5F7GGC i 2Rs15d). Jako radionuklidy diagnostyczne i terapeutyczne zastosowatem
radionuklidy jodu (*2°1i 311) oraz radionuklid aktynu (?2°Ac) emitujgcy w trakcie rozpadu czastki
a.

Zakres podjetych przeze mnie badan obejmowat nastepujgce zagadnienia:

e optymalizacja efektywnych metod znakowania biomolekut radionuklidami jodu i 2%°Ac.
W sktad tych badan wchodzito: dobdr odpowiednich istniejgcych lub opracowanie
nowych grup prostetycznych do trwatego przytaczania radionuklidéw do biomolekut, tak
aby uzyskaé¢ produkt o wysokiej czystosci radiochemicznej oraz trwaty w warunkach
invivo. Bardzo wainym aspektem optymalizacji metody znakowania byto, aby
zastosowany tgcznik nie wptynat na zmniejszenie lub catkowity zanik oddziatywania
biomolekuty z receptorem HER2. Rdwnie waznym punktem byto dobranie takiej metody
znakowania biomolekuty, aby farmakokinetyka uzyskanego radiofarmaceutyku pozwolita
na jego wysokie gromadzenie sie w guzie nowotworowym, przy rownoczesnej niskiej
retencji w pozostatych zdrowych organach.

e charakterystyka wtasciwosci otrzymanych radiofarmaceutykéw w warunkach in vitro na
ludzkich liniach komdrek nowotworowych charakteryzujgcych sie nadekspresjg receptora
HER2 (HER2-pozytywne). W sktad tych badan wchodzito: oszacowanie specyficznosci
i powinowactwa opracowanych radiofarmaceutykéw do tgczenia sie z receptorem HER2
oraz stopnia ich wnikania (internalizacji) do wnetrza komérek nowotworowych.

e charakterystyka wtasciwosci opracowanych radiofarmaceutykdéw w warunkach in vivo,
poprzez zbadanie ich biodystrybucji narzagdowej na mysich modelach posiadajgcych
podskérne ksenografty ludzkich komdrek nowotworowych wykazujacych nadekspresije
receptora HER2. Badania w warunkach in vitro i in vivo miaty na celu weryfikacje
wiasciwosci otrzymanych radiobiokoniugatéw, jako potencjalnych radiofarmaceutykéw.

Strona 10z 50



Dr Marek Pruszyriski — Zatgcznik nr 2 — Autoreferat w jezyku polskim

. OMOWIENIE OSIAGNIETYCH WYNIKOW | MOZLIWOSCI ICH WYKORZYSTANIA

W prowadzonych przeze mnie badaniach wykorzystatem biatka celujagce w receptor
HER2, charakteryzujgce sie jednak odmiennymi wtasciwos$ciami. Przede wszystkim réznigce
sie masg czgsteczkowg, co ma znaczgcy wptyw na ich farmakokinetyke, czyli gromadzenie sie
w organach, usuwanie z krwi oraz z catego organizmu. Wybranie tak réznigcych sie miedzy
sobg biomolekut poszerzyto zakres badan, co w przysztosci moze umozliwi¢ wybdr najlepszej
w danym ukfadzie biomolekuty nadajgcej sie do otrzymywania radiofarmaceutykéw
diagnostycznych i terapeutycznych.

Trastuzumab to rekombinowane, humanizowane przeciwcialo monoklonalne IgG1
o masie czasteczkowej 145 kDa. Uzyskiwane metodami inzynierii genetycznej z kultur
tkankowych komodrek jajnika chomika chifskiego. Ma zdolnos¢ specyficznego faczenia sie
z powierzchniowg czescig receptora HER2, a dokfadniej z jego fragmentem, domeng
(epitopem) IV [8]. Dziatanie tego przeciwciata opiera sie na blokowaniu sygnatu wzrostowego
w komodrkach nowotworowych, co powoduje zahamowanie ich nadmiernej proliferacji.
W 1998 roku trastuzumab zostat zatwierdzony przez FDA (Food and Drug Administration),
a w 2000 roku przez EMA (European Medicines Agency), jako lek onkologiczny do leczenia
nowotwordw piersi z nadekspresjg receptora HER2. Obecnie stosowany jest takze w terapii
HER2-dodatniego przerzutowego raka zotgdka lub potaczenia zotgdkowo-przetykowego. Moze
by¢ stosowany w monoterapii, jak rowniez w terapii skojarzonej z chemioterapeutykami
(doksorubicyna, paklitaksel, docetaksel, Kadcyla®), innymi przeciwciatami monoklonalnymi
(pertuzumab - Perjeta®) lub inhibitorem kinazy tyrozynowej (Lapatinib®). Produkowany jest
przez firmy Genentech (USA) oraz Roche (Szwajcaria) i sprzedawany pod nazwg handlowg
Herceptin®.

Nanociata (Nanobodies®, Nbs - nazwa opatentowana przez firme Ablynx, Belgia), znane
takze jako jednodomenowe przeciwciata (single-domain Antibody, sdAb) lub fragmenty VyH
(variable heavy), to mate fragmenty przeciwciat zbudowanych tylko z taricucha ciezkiego
(Heavy chain Antibody, HcAb) (Schemat 2). W 1993 roku w krwi wielbtagda odkryto przeciwciata
HcAb. Pomimo braku tanicucha lekkiego wykazujg one takie samo powinowactwo wzgledem
receptoréw jak petne przeciwciata monoklonalne (monoclonal Antibody, mAb) [9]. Nanociato
jest najmniejszym fragmentem (12-15 kDa), ktéry zachowuje petng funkcjonalnos$é
przeciwciata HcAb. Ponadto, moze przytgczac sie do miejsc wigzgcych (epitopdw) receptora,
ktdre sg niedostepne dla duzych przeciwciat. Nanociata dobrze rozpuszczajg sie w wodzie,
a ich agregacja jest znacznie ograniczona. Wykazujg takze duzg stabilnosc¢ i trwatos¢ podczas
przechowywania oraz odpornos¢ na wyzszg temperature (do 80°C) i zmiany pH (4-10), co daje
wieksze mozliwosci ich chemicznej modyfikacji i znakowania. Nanociata produkowane sg
w bioreaktorach przez mikroorganizmy, tj. bakterie Escherichia coli, drozdze Saccharomyces
cerevisiae, czy Pichia pastoris [9]. Jest to znacznie bardziej wydajna, prostsza i tarisza metoda,
ktdra nie sprawdza sie w przypadku przeciwciat. Nanociata ze wzgledu na matg mase
czgsteczkowg charakteryzujg sie dobrg farmakokinetyka, dzieki czemu szybciej docierajg do
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komédrek nowotworowych i lepiej wnikajg do ich wnetrza, a takze szybciej usuwane sg z krwi
oraz bardzo ukrwionych zdrowych narzadéw. Dlatego nanociata sg atrakcyjnymi
biomolekutami, ktére mogg by¢ wykorzystane w medycynie nuklearnej do diagnostyki i terapii
choréb nowotworowych. Nanociato 5F7GGC (wersja nanociata 5F7 zawierajgca cysteine przy
C-terminalnym zakoniczeniu) otrzymatem dzieki uprzejmosci i wspotpracy z dr Hilde Revets
(Ablynx NV, Ghent, Belgia), natomiast nanociato 2Rs15d otrzymatem dzieki uprzejmosci
i wspdtpracy z prof. Tony Lahoutte (Vrije Universiteit Brussel, Bruksela, Belgia).

)

Fad

"
@
%)

CH2
Fc

CH3

mAb HcAb sdAb

Schemat 2. Przeciwciato monoklonalne (mAb), przeciwciato wielbtgda pozbawione tancucha
lekkiego (HcAb), nanociato (sdAb) [9].

Jak wspomniatem wczesniej, medycyna teranostyczna jest stosunkowo nowym
terminem opisujgcym integracje funkcji diagnostycznych i terapeutycznych w ramach jednej
i tej samej biomolekuty znakowanej réznymi radionuklidami (np. *¥F, %8Ga, 8°Zr, °0Y, T,
1771u). Jednak kazdy z tych radionuklidéw wymaga innej grupy prostetycznej lub BFCA do jego
trwatego zwigzania z biomolekutg. Najnowsze badania wskazujg, ze zastosowana metoda
znakowania ma istotny wptyw na biodystrybucje narzgdowga otrzymanego radiofarmaceutyku
[10]. Znaczne rdinice w biodystrybucji zaobserwowano nawet w przypadku biomolekuty
znakowanej radionuklidami pierwiastkdw lezgcych w tej samej grupie okresowej [11, 12].
Dlatego tez w swoich badaniach, biomolekuty aktywne wzgledem receptora HER2
postanowitem znakowaé radionuklidami jodu. Jod posiada szereg radionuklidow
o zréznicowanych witasciwosciach rozpadu, ktére sg odpowiednie do obrazowania
z zastosowaniem tomografii SPECT (*?31), PET (*?4), a takie celowanej radioterapii
z wykorzystaniem czastek B~ (*3!) i elektronéw Auger’a (231, 2%1). Stad radionuklidy jodu
idealnie wpasowujg sie w idee teranostyki, ktéra w tym wypadku pozwala na stosowanie nie
tylko tej samej biomolekuty, ale takze chemii znakowania zaréwno do celéw diagnostycznych
i terapeutycznych. Radionuklidy jodu stanowig rdéwniez atrakcyjng alternatywe dla
radionuklidéw pierwiastkdw metalicznych ze wzgledu na ich tatwg dostepnos¢ za rozsgdng
cene. Grupy prostetyczne opracowane do radiojodowania biomolekut mogg by¢ rowniez
stosowane do znakowania ich radionuklidem astatu (2*'At), emitujgcym czastki a, ze wzgledu
na podobienstwo chemii tych dwdch pierwiastkéw lezgcych w grupie fluorowcéw.

225Ac jest jednym z nielicznych radionuklidéw emitujgcym czastki a, o potencjalnym
zastosowaniu w celowanej terapii radionuklidowej. Ze wzgledu na czas potowicznego rozpadu
wynoszgcy 10 dni oraz emisje 4 czastek a w trakcie kaskadowego rozpadu do stabilnego
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nuklidu, radiofarmaceutyki na jego bazie wydaja sie by¢ obiecujgce w terapii matych guzow,
przerzutéw lub nowotwordw w postaci pojedynczych komérek. Radionuklid ten otrzymatem
dzieki uprzejmosci i wspodtpracy z prof. Alfredem Morgensternem (Instytut Pierwiastkéw
Transuranowych, Karlsruhe, Niemcy).

Znakowanie nanociata 5F7GGC radionuklidami jodu (publikacje H1, H2, H4)

W poczatkowych badaniach nad otrzymywaniem radiofarmaceutykdw molekularnych
skupitem sie na zastosowaniu nowego nanociata 5F7GGC, jako wektora celujgcego w receptor
HER2 [H1]. Poniewaz byly to pierwsze prdoby znakowania tej biomolekuty radionuklidami,
niewiele byto wiadomo o jej wtasciwosciach i charakterze. Wyniki uzyskane w trakcie
otrzymywania tego nanociata wskazywaty, ze ma ono charakter konkurencyjny w stosunku do
trastuzumabu, bowiem przytaczanie 5F7GGC do HER2 mozna byto w znacznym stopniu
zablokowa¢ poprzez dodanie nadmiaru tego przeciwciata monoklonalnego [H1]. Pozwolifo to
postawié hipoteze, ze 5F7GGC tgczy sie z tym samym epitopem HER2 co trastuzumab, a tym
samym po przytaczeniu sie do receptora ulega procesowi szybkiej internalizacji do wnetrza
komorki. Jest to bardzo wazna informacja, poniewaz ma duzy wptyw na wybor metody
radiojodowania tego nanociata. Najczesciej stosowang metodg radiojodowania biatek jest
bezposrednie elektrofilowe przytagczenie jodu do tyrozyny (znajdujacej sie w biatku)
w obecnosci czynnika utleniajgcego, np. lodogenu (Schemat 3). Jest to metoda prosta, szybka
i wysoce wydajna. Niemniej juz wczesniej wykazano, ze nie nadaje sie ona do stosowania
w przypadku biomolekut internalizujgcych, ktére po wniknieciu do komérek podlegaja
degradacji w lizosomach, a powstaty metabolit radiojodotyrozyna jest szybko usuwana poza
komoérke i ponownie trafia do krwioobiegu [13]. Powoduje to, ze kumulacja dostarczanego
radionuklidu w komdrkach nowotworowych jest znikoma, a tym samym nie ma on
zastosowania diagnostycznego lub terapeutycznego. Co wiecej, radiojodotyrozyna i wolny jod,
jako produkt jej degradacji, mogg kumulowacé sie w znacznym stopniu w zdrowych tkankach,
takich jak: tarczyca, zotgdek lub $ledziona, co moze prowadzi¢ do ich uszkodzenia [14].

_ lodogen

Na*l; lodogen % | &f Ol o0 )

H  PBSpH7.4;10min H OO
CI"N\I_,'N'CI

Schemat 3. Reakcja radiojodowania przeciwciata w obecnosci lodogenu.

o

Dlatego w przypadku biomolekut internalizujgcych konieczne jest radiojodowanie
poprzez specjalne grupy prostetyczne, zwane takze grupami rezydujgcymi, gdyz powstate
z nich metabolity sg zatrzymywane wewnatrz lizosoméw komdrek nowotworowych [15-17].
Wptywa to na zwiekszenie kumulacji radioaktywnosci w guzie, co przektada sie na lepszy efekt
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diagnostyczny i terapeutyczny. Jedng z takich grup jest opracowana wczesniej N&-(3-
[*1]jodobenzoilo)-Lys>-N*-maleimido-Gly!-D-GEEEK ([*1]IB-Mal-D-GEEEK) przedstawiona na
schemacie 4 [18]. Jest to peptyd sktadajgcy sie z pieciu D-aminokwasow odpornych na
dziatanie enzymdw proteolitycznych, oraz z grupy benzylowej, do ktérej przytaczony jest
radionuklid jodu. Radiojodowanie biatek z wykorzystaniem tej, a takze innych grup
prostetycznych wykonuje sie zazwyczaj w dwoch etapach. Najpierw przytgcza sie radionuklid
jodu poprzez prekursor cynowy i otrzymang radiojodowang grupe prostetyczng wydziela sie
metodg chromatografii w ukfadzie odwrdéconych faz (Reversed Phase High Performance Liquid
Chromatography, RP-HPLC) (Schemat 4). Nastepnie caty radiojodowany zwigzek tgczy sie
poprzez maleinowg (Mal-) grupe funkcyjng z biomolekuty, na ktdrej znajdujg sie wolne grupy
tiolowe (-SH), tworzgc trwate wigzanie tioeterowe. Otrzymany radiofarmaceutyk nalezy
nastepnie wydzieli¢ z mieszaniny reakcyjnej i oczysci¢ metodg chromatografii wykluczenia
(Size Exclusion Chromatography, SEC-HPLC). Obecnos$¢ w stosowanej grupie prostetycznej
trzech kwasow glutaminowych (E), posiadajacych ujemny fadunek przy pH fizjologicznym,
powoduje ze powstaty w trakcie degradacji radiofarmaceutyku metabolit zatrzymywany jest
wewnatrz komorki nowotworowej, co zostato potwierdzone we wczesniejszych badaniach
z uzyciem internalizujgcych przeciwciat monoklonalnych i ich fragmentow [18, 19].

H\ Iﬁ . Hk | I(L n
{/ CH . ﬁ 0% NH (}_Q
H

=]

SnBuy

e |

Schemat 4. Otrzymywanie grupy prostetycznej [*I]IB-Mal-D-GEEEK poprzez radiojodowanie jej
cynowego prekursora.

Przystepujac do pracy z nanociatem 5F7GGC postanowitem wyznakowad je

125§ 1311 z uzyciem opisanych powyzej obu metod: bezposéredniej

radionuklidami i
z zastosowaniem lodogenu oraz poprzez grupe prostetyczng [*1]IB-Mal-D-GEEEK [H1].
W przypadku metody z wykorzystaniem lodogenu, wydajnos¢ reakcji znakowania nanociata
byta na poziomie okoto 80%. W przypadku radiojodowania grupy prostetycznej wydajnosé
znakowania byfa wysoka (>90%), natomiast reakcja jej sprzezenia z nanociatem przebiegata
z wydajnoscig juz tylko 60-70%. Nalezy przy tym zaznaczyé, ze czystosc¢ radiochemiczna obu
otrzymanych preparatéw byta wysoka (>90%), co zostato potwierdzone metodami

chromatografii cienkowarstwowej (Instant Thin Layer Chromatography, ITLC) oraz strgcania
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kwasem trichlorooctowym (TCA). Nastepnie otrzymane potencjalne radiofarmaceutyki, [*2°1]-
5F7GGC oraz [**!1]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC, oceniatem pod katem ich aktywnosci biologicznej.
Badania in vitro byty prowadzone na linii komdrkowej ludzkiego nowotworu piersi (BT474M1)
charakteryzujgcej sie wysokg nadekspresjg HER2. Uzyskane wyniki wykazaty, ze oba
radiobiokoniugaty majg duze powinowactwo do receptora HER2 oraz faczg sie z nim
specyficznie (Rysunek 3, [H1]). Oznacza to, ze zastosowane przeze mnie metody
radiojodowania nie wptynety na osfabienie immunoreaktywnosci biomolekuty. Dalsze badania
pokazaty takze sporg (~60%) kumulacje obu radiofarmaceutykdw wewnatrz komodrek
nowotworowych juz po 1 h inkubacji (Rysunek 4C, [H1]). Potwierdzito to wczesniejsza
hipoteze, ze nanociato 5F7GGC po przytgczeniu do receptora HER2 ulega internalizacji do
wnetrza komorki i ze jest to proces bardzo szybki. Inkubacja w okresie 24 h ujawnita, iz ilos¢
[*311]I1B-Mal-D-GEEEK-5F7GGC wewnatrz komérek pozostawata praktycznie na tym samym
poziomie (~60%), podczas gdy dla [*2°1]-5F7GGC obserwowano ciggly spadek skumulowanej
w komérkach radioaktywnosci (Rysunek 4C, [H1]) i jednoczesnie jej wzrost w pozywce,
w ktdrej byty hodowane komérki (Rysunek 4A, [H1]). Otrzymane wyniki sugerowaty, ze [12°1]-
5F7GGC po internalizacji ulegat wewnatrzkomodrkowej degradacji lizosomalnej, a powstate
metabolity byly niestety usuwane poza komdrki nowotworowe. Potwierdzita to analiza
pozywki (supernatantu) pobranej w czasie badan internalizacji na hodowlach komérkowych.
Aktywnos$é prébek supernatantu (zawierajgcego metabolity o matej masie czgsteczkowej,
rozpuszczalne w kwasie trichlorooctowym - TCA) w czasie 24 h wzrastata z poziomu 6% do 53%
dla [*#°1]-5F7GGC, podczas gdy dla [*31]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC wzrosta zaledwie w zakresie
4-18% [H1]. Badania biodystrybucji obu preparatéw zostaty przeprowadzone na samicach
myszy z wszczepionymi podskérnie komérkami BT474M1 (ksenografty HER2). Rezultaty
doswiadczen ex vivo potwierdzity, ze oba preparaty kumulujg sie w nowotworze specyficznie,
bowiem ich wychwyt przez komodrki nowotworowe blokowany byt w obecnosci
niewyznakowanego trastuzumabu (Tabela 1, [H1]). Ponadto, przez caty okres prowadzenia
badai biodystrybucji, retencja preparatu [**'1]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC w guzie byfa na
zhacznie wyzszym poziomie niz preparatu ['2°1]-5F7GGC (Tabela 1, Rysunek 5, [H1]), co dobrze
koreluje z trendem obserwowanym w badaniach in vitro. Spadek kumulacji radioaktywnosci
pochodzacej od ['2°I]-5F7GGC w nowotworze w czasie 24 h $wiadczy o degradacji tego
preparatu do jodotyrozyny oraz wolnego jodu, ktore nastepnie usuwane sg do krwioobiegu,
skad niestety trafiajg do innych organéw, w tym géwnie do zotadka i tarczycy, bowiem w tych
narzadach zaobserwowano wzrost radioaktywnosci w czasie (Tabela 1, Rysunek 6, [H1]).
Uzyskane przeze mnie dane s3 dowodem, Zze stosowanie grup prostetycznych
o witaséciwosciach rezydujgcych (np. [*3!1]IB-Mal-D-GEEEK) ma kluczowe znaczenie w procesach
znakowania radionuklidami jodu, zwtaszcza w przypadku tak szybko i wysoce internalizujgcych
biomolekut jak nanociato 5F7GGC.

Opisane w mojej pracy badania to pierwsze doniesienie literaturowe na temat
znakowania nanociat radionuklidami jodu [H1]. Wyniki opisane w tej pracy pozwalajg
wyciggna¢ wniosek, Ze radiojodowane nanociato 5F7GGC wydaje sie byé dobrym
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radiofarmaceutykiem do diagnostyki i terapii nowotwordéw z nadekspresjg receptora HER2.
Swiadczy o tym wysoka kumulacja w nowotworze juz po 1 h od podania dozylnego, co
w przyszto$ci moze umozliwié¢ szybkg diagnostyke. W przypadku preparatu [*3!1]IB-Mal-D-
GEEEK-5F7GGC  wysoki stosunek radioaktywnosci w guzie do radioaktywnosci
w poszczegdlnych organach (Tumor/Normal Tissue, T/NT) (Rysunek 7, [H1]) wskazuje na
diagnostyczne mozliwosci zastosowania tego radiofarmaceutyku. Pewnym zaskoczeniem
jednak byfa doé¢ wysoka kumulacja [*3!1]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC w nerkach (Tabela 1,
Rysunek 5, [H1]). Co prawda w przypadku nanociat teoretycznie mogto to by¢ do przewidzenia,
gdyz wszystkie biomolekuty o masie czgsteczkowej <60 kDa wykazujg wysokg retencje
w nerkach, zwigzang z ich usuwaniem poprzez ten organ oraz ich reabsorpcjg w kanalikach
nerkowych [20]. Podobne zachowanie odnotowano dla peptyddw, innych badanych nanociat,
a takze jeszcze mniejszych sztucznie uzyskiwanych czgsteczek "affibody” [21-23]. Jednak
wychwyt obserwowany w nerkach dla [*3!1]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC byt znacznie wyzszy niz
dla [**1]-5F7GGC (Tabela 1, Rysunek 5, [H1]). Najprawdopodobniej zwigzane jest to
z zastosowang metodg radiojodowania, a dokfadniej z grupg prostetyczng, w ktérej obecne sg
trzy czgsteczki kwasu glutaminowego (E). Prace innych autorow nad zastosowaniem prostych
L-aminokwaséw znakowanych radionuklidami 1/14C do obrazowania lub terapii guzéw
neuroendokrynnych, wykazaty mniejszg kumulacje [*/!4C]-kwasu asparaginowego (D)
w nerkach niz w przypadku [*/14C]-kwasu glutaminowego (E) [24, 25]. Wskazuje to na istnienie
w nerkach réznych czynnikédw i mechanizméw odpowiedzialnych za wychwytywanie
i przetwarzanie wymienionych powyzej aminokwasow [26]. Wyniki tych badan zainspirowaty
mnie do podjecia dziatan w kierunku syntezy nowej grupy prostetycznej do radiojodowania
biomolekut, bedacej analogiem poprzedniej, ale zawierajgcej w swojej budowie trzy reszty
kwasu asparaginowego [*1]IB-Mal-D-GDDDK (Schemat 5) [H4].

OH

Schemat 5. Rezydujgca grupa prostetyczna [*1]IB-Mal-D-GDDDK.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wspomniane powyzej badania byty prowadzone dla
pojedynczych L-aminokwaséw (D i E) i w przypadku grup prostetycznych ztozonych z kilku
D- aminokwasdw, jak stosowanej juz [*I]IB-Mal-D-GEEEK czy zaproponowanej przeze mnie
[*1]IB-Mal-D-GDDDK, zachodzgce w nerkach mechanizmy nie muszg prowadzi¢ do podobnego
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zachowania sie tych preparatéw. Dlatego zaplanowatem wstepne badania biodystrybucji
radiojodowanych peptyddéw p-[*2°1]YDDDD i p-[**'1]YEEEE na zdrowych myszach Balb/c [H4].
Uzyskane wyniki ex vivo wykazaty ponad 7-krotnie nizszg retencje p-[*>°1]YDDDD w nerkach niz
jego analogu D-[**'1]YEEEE juz po 2 h od podania dozylnego (Tabela S1, [H4]). Bazujac na tych
obiecujgcych wynikach, zaplanowatem wieloetapowg synteze prekursora cynowego do
otrzymywania nowej grupy prostetycznej [*I]IB-Mal-D-GDDDK. Przeprowadzitem rdéwniez
w skali wagowej synteze tej grupy z przytgczonym nieradioaktywnym jodem. Zwigzek I1B-Mal-
D-GDDDK stuzyt jako standard odniesienia do poréwnywania czasdw retencji w trakcie
przeprowadzania metodami chromatograficznymi (RP-HPLC) kontroli jakosci radiojodowanej
grupy prostetycznej. Szczegdty syntezy organicznej tych zwigzkdw, wraz z ich analizg
fizykochemiczng, opisatem w pracy [H4]. Nastepnie do nanociata 5F7GGC przytgczytem
odpowiednio radiojodowane grupy [*2°1]IB-Mal-D-GEEEK i [*3!1]IB-Mal-D-GDDDK. Wtaéciwosci
biologiczne otrzymanych radiobiokoniugatéw scharakteryzowatem w warunkach in vitro na
linii komoérkowej BT474M1. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze oba
radiobiokoniugaty ['2°I]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC i [*3!1]IB-Mal-D-GDDDK-5F7GGC maja
podobne powinowactwo do receptora HER2 oraz w jednakowym stopniu ulegajg internalizacji
do komoérek (Rysunek 3 i 4, [H4]). Oznacza to, ze wymiana kwasu glutaminowego (E) na kwas
asparaginowy (D) nie zmienita wtasciwosci rezydujgcych nowej grupy prostetycznej oraz, ze
przynajmniej w warunkach in vitro, nanociato znakowane poprzez grupe [*1]IB-Mal-D-GDDDK
zachowuje sie identycznie jak w przypadku uzycia [*1]IB-Mal-D-GEEEK. Badania biodystrybucji
narzgdowej na myszach z podskérnie wszczepionymi komdrkami SKOV3 (komoérki ludzkiego
nowotworu jajnika wykazujgce nadekspresje receptora HER2) potwierdzity, ze kumulacja obu
radiobiokoniugatéw w guzie byta wysoka i na jednakowym poziomie juz po 1 h od
wstrzykniecia do zylty ogonowe] (Tabela 1, [H4]). Analiza statystyczna wykazata réznice
kumulacji obu radioznacznikow w watrobie, sledzionie i ptucach, niemniej najwiekszg réznice
zaobserwowano w nerkach (Tabela 1, Rysunek 5, [H4]). W przypadku [*2°1]IB-Mal-D-GDDDK-
5F7GGC byta ona 2-krotnie nizsza niz dla [*3!1]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC juz po 1 h od podania
i utrzymywata sie przez nastepne 4 h, po czym zaczynata male¢. Wyniki z przeprowadzonych
badan potwierdzity postawiong przeze mnie wczesniej hipoteze, ze prosta wymiana kwasu
glutaminowego (E) na kwas asparaginowy (D), prowadzaca do powstania nowej grupy
prostetycznej [*I]IB-Mal-D-GDDDK, moze przyczyni¢ sie do znacznej redukcji wychwytu
radioaktywnosci w nerkach, a jednoczesnie nie pogarsza jej wtasciwosci rezydujgcych i nie
zmniejsza retencji radiofarmaceutyku (otrzymanego na bazie nanociata 5F7GGC) w guzie
nowotworowym.

W dalszych etapach skupitem sie na poszukiwaniu innych grup prostetycznych
o charakterze rezydujgcym, ktére moégtbym wykorzysta¢ do radiojodowania nanociata
5F7GGC. Zaproponowatem zastosowanie znanego juz z danych literaturowych 4-
guanidynometylo-3-[*|]jodobenzoesanu N-sukcynoimidylu, oznaczanego w skrdcie jako
[*I]SGMIB (Schemat 6). Jego wtasciwosci rezydujgce wynikajg z obecnosci jednego tadunku
dodatniego wystepujgcego na reszcie guanidynowej [27]. Co prawda, opublikowane dane

Strona 17 z 50



Dr Marek Pruszyriski — Zatgcznik nr 2 — Autoreferat w jezyku polskim

pokazujg, ze internalizujgcy fragment przeciwciata monoklonalnego (scFv-Fc DM),
radiojodowany przy uzyciu tej grupy charakteryzuje sie, zaréwno w badaniach in vitro na
komérkach, jak i w badaniach ex vivo na myszach, znacznie nizszg kumulacje w nowotworze
niz w przypadku zastosowania [*I]IB-Mal-D-GEEEK [19]. Poniewaz jednak wtasciwosci
(tj. farmakokinetyka, kumulacja w nowotworze i innych organach oraz droga eliminacji
z organizmu) nowo opracowywanych radiofarmaceutykéw to w duzej mierze efekt
wypadkowy wynikajgcy z witasciwosci samej biomolekuty oraz zastosowanej metody jej
radiojodowania, zatozytem, ze rezydujace grupy prostetyczne, ktére wptywajg na dobre lub
zte wyniki biodystrybucji preparatéw opartych na duzych przeciwciatach monoklonalnych nie
zawsze muszg mie¢ podobny wpltyw na witasciwosci biologiczne preparatdw zawierajgcych
mniejsze zwigzki internalizujgce, jak stosowane przeze mnie nanociato 5F7GGC. Dlatego tez
postanowitem poréwnac wiasciwosci nanociata radiojodowanego poprzez wspomniang grupe
[*I]SGMIB i — jako punkty odniesienia — znakowanego przy uzyciu stosowanej juz wczesniej
grupy prostetycznej [*1]IB-Mal-D-GEEEK oraz znakowanego metodg bezposrednia

z wykorzystaniem lodogenu [H2].

Bl

““NH,

Iz

Schemat 6. Rezydujgca grupa prostetyczna [*I]SGMIB.

Wstepne wyniki in vitro na komoérkach BT474M1 wykazaty, ze radiobiokoniugat
[12°11SGMIB-5F7GGC wykazuje nieco lepsze powinowactwo do receptora HER2 niz [*2°1]IB-Mal-
D-GEEEK-5F7GGC lub [*?°1]-5F7GGC (Rysunek S1, [H2]). Jak sie spodziewatem, rezultaty
internalizacji potwierdzity znacznie wieksze gromadzenie sie preparatu [**'1]SGMIB-5F7GGC
wewnatrz komorek niz w przypadku preparatu [*2°1]-5F7GGC (Rysunek 1A, [H2]). Wynika to
oczywiécie z degradacji [**°1]-5F7GGC przez enzymy lizosomalne i usuwania z komorki
powstajgcych metabolitow [H1, H2]. Duzym zaskoczeniem byty jednak wyniki uzyskane
z bezposredniego poréwnania internalizacji radiobiokoniugatéw [**°1]SGMIB-5F7GGC i [*3!1]IB-
Mal-D-GEEEK-5F7GGC (Rysunek 1C, [H2]). Preparat [*?°1]SGMIB-5F7GGC wykazywat o ponad
20% wiekszg kumulacje w komdrkach BT474M1 niz [*3!1]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC i to juz po
1 h inkubacji. Réznica ta utrzymywata sie przez okres nastepnych 6 h. Wyniki otrzymane
podczas biodystrybucji narzagdowej na myszach z guzami BT474M1 potwierdzity wysokg
specyficznos¢ tgczenia sie wszystkich trzech radioznacznikdow z receptorem HER2, gdyz
wstrzykniecie nadmiaru nieznakowanego trastuzumabu blokowato ich przytgczanie
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i wptywato na znacznie nizszg kumulacje w guzie (Tabela 1, [H2]). Retencja preparatu
[311]SGMIB-5F7GGC w zdrowych organach byta wielokrotnie nizsza niz preparatu ['2°1]-
5F7GGC (Tabela S1, [H2]), co w potgczeniu z duzym wychwytem w guzie wptywato na wysokie
wartosci stosunku aktywnosci w guzie do aktywnosci w zdrowych tkankach (Tumor/Normal
Tissue, T/NT) (Rysunek S2, [H2]). Kolejny eksperyment wykazat, ze [*?°1]SGMIB-5F7GGC ma
prawie 2-krotnie wieksza kumulacje w nowotworze niz [*3!1]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC (Tabela
S2, Rysunek 2C, [H2]), co rowniez wptyneto na uzyskanie wysokich wartosci T/NT (Rysunek 3,
[H2]). Na szczegdlne podkreslenie zastuguje tu fakt, ze obserwowane w obu eksperymentach
wysokie gromadzenie sie w guzie nowotworowym preparatu [12>/131]]SGMIB-5F7GGC - na
poziomie 15-25%ID/g - nie byto odnotowane wczeséniej dla zadnego innego nanociata
znakowanego réznymi radionuklidami [28-33]. Tak dobrych wynikéw nie osiggnieto réwniez
w przypadku zastosowania innych mniejszych biomolekut, takze celujgcych w receptor HER2
[34]. Jednak najwiekszym osiggnieciem prowadzonych przeze mnie badan byto uzyskanie
wyjatkowo matego wychwytu preparatu [2°I]SGMIB-5F7GGC w nerkach. Poziom ten byt
ponad 2-krotnie nizszy juz po 1 h od podania dozylnego, a po 24 h ponad 50-krotnie nizszy niz
w przypadku preparatu [*3!1]IB-Mal-D-GEEEK-5F7GGC (Tabela S2, Rysunek 2D, [H2]). Co wiecej,
badania biodystrybucji ex vivo po 24 h wykazaty takze prawie 5-krotnie mniejszg kumulacje
[311]SGMIB-5F7GGC w nerkach niz [*?°1]-5F7GGC (Tabela S1, Rysunek 2B, [H1]). Sugeruje to,
Ze zaproponowana przeze mnie grupa [*I]SGMIB moze wptywaé¢ na sposéb wychwytu
w nerkach znakowanego nig nanociata 5F7GGC i powstawanie z niego rdznych
radioaktywnych metabolitow, aczkolwiek mechanizm tych proceséw nie jest obecnie
poznany. Przeprowadzone eksperymenty potwierdzajg jak skomplikowang dziedzing jest
projektowanie i otrzymywanie radiofarmaceutykéw, gdyz kazda biomolekuta i kazda metoda
znakowania tworzg unikalny uktad, ktdrego wtasciwosci biologiczne trudno przewidzied
bazujgc na danych uzyskanych wczesniej dla poszczegdlnych sktadnikéw oddzielnie. Uzyskane
przeze mnie wyniki wskazujg, ze rezydujgca grupa prostetyczna [*1]IB-Mal-D-GEEEK, ktéra jest
najbardziej optymalna do znakowania duzych przeciwciat monoklonalnych, jest
nieodpowiednia do znakowania mniejszych biomolekut, jak nanociata. Pozwala mi to
stwierdzi¢, ze warto stosowa¢é, badac i porownywac rézne rezydujgce grupy prostetyczne,
nawet jesli wczesniej, w innym ukfadzie, wykazywaty one gorsze wiasciwosci - jak np. grupa
prostetyczna [*I]SGMIB w przypadku radiojodowania duzych przeciwciat.

Obiecujgce wyniki opisane w pracy H2 zainspirowaty nas do opracowywania lepszych
analogow grupy [*1]SGMIB do znakowania biomolekut radionuklidami jodu i fluoru [35, 36] —
w pracach tych bratem czynny udziat, aczkolwiek ze wzgledu na wskaznik mojego udziatu
ponizej 50% nie wtgczytem ich w cykl publikacji stanowigcy moje osiggniecie naukowe. Wyniki
opisane w pracy H2 staty sie takze podstawg do przeprowadzenia bardzo wnikliwych badan
(w ktérych takzie uczestniczytem) o charakterze aplikacyjnym z nanociatem 2Rs15d
radiojodowanym przy uzyciu zaproponowanej przeze mnie grupy prostetycznej [*I]SGMIB
[37]. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze byty to pierwsze badania opisujace teranostyczny
radiofarmaceutyk oparty na nanociatach, ktory obecnie jest juz gotowy do translacji klinicznej.
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Radiofarmaceutyk [*3'1]SGMIB-2Rs15d z powodzeniem zastosowano jako $rodek obrazujacy
nowotwér HER2 u myszy przy uzyciu kamery mikro-SPECT/CT [37] — pracy tej, z wyzej
podanego powodu, takze nie wtgczytem w cykl publikacji stanowigcy moje osiggniecie
naukowe. Wyniki badan przedklinicznych na myszach, wykazaty réwniez duzy efekt
terapeutyczny tego radiofarmaceutyku w stosunku do guzow z nadekspresjg receptora HER2
[37]. Uzyskane obiecujgce wyniki doprowadzity do rozpoczecia w 2016 roku pierwszych badan
klinicznych z udziatem pacjentéw zdrowych i z nowotworem piersi, (I faza badan klinicznych -
NCT02683083). Obecnie trwajg przygotowania do Il fazy badan klinicznych radiofarmaceutyku
[*311]SGMIB-2Rs15d.

Znakowanie przeciwciata monoklonalnego trastuzumab radionuklidami jodu (publikacja
H3)

Trastuzumab to humanizowane przeciwciato monoklonalne stosowane jako preparat
leczniczy w terapii nowotworu piersi, obecnie takze nowotwordw gastrycznych, z wykrytg
nadekspresjg receptora HER2. Od kilku lat trwajg intensywne badania nad znakowaniem tego
przeciwciata radionuklidami diagnostycznymi i terapeutycznymi [38, 39]. Dlatego, w swoich
badaniach nad otrzymywaniem potencjalnych radiofarmaceutykéw molekularnych,
postanowitem wykorzysta¢ je jako wektor dostarczajgcy radionuklidy jodu do komdrek
nowotworowych. Biatko to ulega szybkiej internalizacji, stgd koniecznos$¢ jego radiojodowania
poprzez rezydujgce grupy prostetyczne. Grupa [*I]IB-Mal-D-GEEEK wydawata sie by¢
najbardziej optymalna do znakowania trastuzumabu, biorgc pod uwage satysfakcjonujace
wyniki uzyskiwane z internalizujgcymi przeciwciatami monoklonalnymi radiojodowanymi z jej
udziatem [18, 19]. Poniewaz grupa ta zawiera maleinowg grupe funkcyjng (Mal-),
przeprowadzenie reakcji sprzegania z trastuzumabem wymaga wytworzenia wolnych grup
tiolowych (-SH) na biatku. Traktowanie przeciwciata odczynnikiem Traut’a (2-iminotiolan) jest
najczesciej stosowang i najbardziej optymalng metodg wytwarzania grup tiolowych
w poréwnaniu z metoda redukcji wewnetrznych wigzan pomiedzy cysteinami, ktéra moze
doprowadzi¢ do zniszczenia trzeciorzedowej struktury biatka [19]. Generowanie grup
tiolowych na biatku przeprowadza sie tuz przed reakcjg faczenia z grupg maleinows, aby
unikng¢ tworzenia sie form multimerycznych powstajgcych w trakcie ich utleniania. Jednak
catkowity czas przygotowania biatka z grupg -SH i jego sprzezenie z [*I]IB-Mal-D-GEEEK moze
zaja¢ nawet do kilku godzin. Jest to szczegdlnie niekorzystne w przypadku stosowania
radionuklidéw o krétkim okresie pétrozpadu, jak 231 (ti2 = 13,2 h) lub 21!At (ti2 = 7,2 h).
Wykorzystanie grup prostetycznych zawierajgcych aktywny ester N-hydroksysukcynoimidylu
(NHS-) nie wymaga modyfikacji biomolekuty. Przytgczanie nastepuje bowiem w wyniku
wytworzenia bardzo trwatego wigzania amidowego z pierwszorzedowymi grupami
aminowymi (-NH3), pochodzgcymi od lizyn powszechnie obecnych na powierzchni wiekszosci
biatek [40]. Reakcja sprzegania zachodzi szybko i w tagodnych dla biomolekuty warunkach, co
ma wptyw na zachowanie jej immunoreaktywnosci i powinowactwa do receptora. Dlatego
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zaproponowatem stworzenie nowej grupy prostetycznej NHS-[*I]IB-D-EEEG (Schemat 7).
Wieloetapowa synteze cynowego prekursora tej grupy oraz jej standardu z nieradioaktywnym
jodem, a takze scharakteryzowanie ich wiasciwosci fizykochemicznych, opisatem szczegétowo
w pracy [H3].

0. _OH
0 0 0 0
N-0O H 9 OH
HN
5 0
#]
0% "NH HLOH
NH

HO o]
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Schemat 7. Rezydujgca grupa prostetyczna NHS-[*1]IB-D-EEEG.

Wytworzenie grup tiolowych na trastuzumabie, jego sprzezenie z [**°1]IB-Mal-D-GEEEK
i wydzielenie finalnego radiofarmaceutyku z mieszaniny reakcyjnej zajmowato az do 4 h,
podczas gdy przytaczanie NHS-['3!1]IB-D-EEEG do przeciwciata wraz z oczyszczaniem produktu
trwato mniej niz 1 h [H3]. Znaczne skrécenie catej procedury jest bardzo istotne z punktu
widzenia produkcji przysztych radiofarmaceutykéw. Wiasciwosci biologiczne trastuzumabu
radiojodowanego poprzez nowgq, opracowang przeze mnie grupe NHS-[*1]IB-D-EEEG oraz przez
grupe [*1]IB-Mal-D-GEEEK poréwnatem w badaniach in vitro na linii komdrkowej BT474M1.
Wysokie powinowactwo do receptora HER2 zostato zachowane w przypadku obu
otrzymanych radiofarmaceutykéw (Rysunek 1, [H3]). Badania internalizacji ujawnity, ze oba
radioznaczniki w rownie duzym i szybkim stopniu wnikajg do wnetrza komoérek oraz ze
aktywnos¢ utrzymuje sie na wysokim poziomie przez okres 24 h (Rysunek 2, [H3]). Uzyskane
rezultaty potwierdzity, Zze zaproponowana i zsyntezowana przeze mnie nowa grupa
prostetyczna posiada tak samo dobre witasciwosci rezydujace jak grupa [*I]IB-Mal-D-GEEEK.
Badania biodystrybucji narzgdowej wykazaty, iz oba radiobiokoniugaty gromadzg sie
w podobnym stopniu w wiekszosci tkanek, przy czym kumulacje aktywnosci w tkankach
w przypadku stosowania grupy NHS-[*3!1]IB-D-EEEG byty nieznacznie nizsze (Tabela 1, [H3]).
Kumulacja w guzie dla trastuzumabu radiojodowanego poprzez NHS-[*3'1]IB-D-EEEG byta
o okoto 30% mniejsza niz w przypadku zastosowania grupy [*2°I]IB-Mal-D-GEEEK (Rysunek 3A,
[H3]), niemniej nie wptyneto to znaczgco na uzyskiwane wartosci sygnatu T-NT (guz-zdrowa
tkanka) (Rysunek 4, [H3]). Najwiekszg, korzystng i bardzo istotng réznice zaobserwowano
w wychwycie obu radioznacznikdw w nerkach (Rysunek 3B, [H3]). Retencja trastuzumab-NHS-
[*311]1B-D-EEEG byta 3-krotnie nizsza po 4 h od podania dozylnego, a po 6 dniach byta nizsza az
8-krotnie niz w przypadku trastuzumab-[*?°1]IB-Mal-D-GEEEK. Jest to bardzo interesujgcy
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wynik, sugeruje bowiem, ze zastosowanie zaproponowanej przeze mnie grupy prostetycznej
zawierajgcej NHS-, moze wptywad na powstawanie innych form radioaktywnych metabolitéw,
ktdrych stopiern reabsorpcji w nerkach jest znacznie mniejszy niz w przypadku grup
prostetycznych zawierajgcych Mal-. Wyniki uzyskane w ramach tej pracy wskazaty nowy
kierunek badan nad rezydujacymi grupami prostetycznymi opartymi na b-aminokwasach.
Pozwolg one zidentyfikowaé sktadniki strukturalne grup prostetycznych wptywajace na
maksymalizacje wychwytu danego preparatu (radioaktywnosci) w guzie przy jednoczesnym
zminimalizowaniu retencji tego preparatu w nerkach. Prowadzone badania ukierunkowane sg
na poszukiwanie takich analogéw grup NHS-[*I]IB-D-EEEG i [*I]IB-Mal-D-GDDDK, ktdre moga
by¢ wykorzystane nie tylko do znakowania przeciwciat, ale takze mniejszych biomolekut jak
nanociata. Opracowywanie kolejnych, nowych grup prostetycznych opartych na b-
aminokwasach kontynuuje nadal w ramach wspétpracy z prof. Michael Zalutsky z Duke
University Medical Center (Durham, USA).

Znakowanie nanociata 2Rs15d radionuklidem 22°Ac (publikacja H5)

Radioimmunoterapia z zastosowaniem radionuklidow emitujgcych czastki B, ktérych
zasieg przenikania w tkankach wynosi 1-10 mm, jest przydatna w leczeniu duzych,
heterogenicznych guzéw, gdzie waziny jest tzw. efekt ,cross-fire” oddziatywania
promieniowania. Emitowane w trakcie rozpadu czastki a, charakteryzujg sie wysoka wartoscia
wspotczynnika liniowej energii przekazu (LET ~100 keV/um) i krétkim zasiegiem (40-80 um),
dlatego wydajg sie by¢ bardziej skuteczne w terapii matych guzéw lub przerzutéw we
wczesnym etapie rozwoju. Celowana a-terapia (Targeted Alpha Therapy, TAT) moze by¢ takze
korzystng strategia eliminowania komodrek nowotworowych pozostatych po wczesniejszym
leczeniu (np. po chirurgicznym usunieciu guza), gdyz wybidrczo usmierca pojedyncze komorki
nowotworowe (z nadekspresjg receptora), a jednoczesnie nie niszczy sasiednich komadrek
zdrowych (bez nadekspresji receptora). Badania kliniczne z zastosowaniem radionuklidow
213gj j 22°Ac, emitujgcych w trakcie rozpadu czastki a, wykazaty imponujaca odpowied?
terapeutyczng u pacjentow z nowotworem prostaty, neuroendokrynnym lub glejakiem mézgu
[41-43]. Udowodnity takze, iz zastosowanie w TAT matych biomolekut i peptyddw, jako
wektoréw naprowadzajgcych, moze by¢ skuteczne w leczeniu zmian pierwotnych,
przerzutowych, a takze opornych na celowang radioimmunoterapie z uzyciem emiteréw
czgstek B . Dotychczas przeprowadzono tylko dwa badania przedkliniczne z uzyciem (innych
niz stosowane przeze mnie) nanociat znakowanych radionuklidami emitujgcymi czastki a, 2'3Bi
i 2'1At [44, 45]. Niestety, krotki okres potowicznego rozpadu 2:3Bi (t1/2 = 46 min) wymaga uzycia
duzych radioaktywnosci, co komplikuje wytwarzanie radiofarmaceutykow do uzytku
klinicznego. Radionuklid 2**At (t1/2 = 7,2 h) ma korzystniejszy czas potowicznego rozpadu, ale
jego zastosowanie jest ograniczone ze wzgledu na mozliwos¢ jego produkcji jedynie w duzych
cyklotronach. Radionuklid 22°Ac ma 10-dniowy okres potowicznego rozpadu, a kazdy rozpad
prowadzi do kaskadowej emisji 4 czastek a, co objawia sie zwiekszong skutecznoscig
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w poréwnaniu z innymi o-emiterami. Badania przedkliniczne wykazaty, ze peptydy
i przeciwciata znakowane 22°Ac miaty 700-1000 razy wyiszg aktywno$é terapeutyczna
w poréwnaniu do ich analogéw znakowanych innymi radionuklidami, a-emiterami (*'3Bi,
21At) lub PB-emiterami (°°Y, 77Lu) [46-48]. Doniesienia te stanowily przekonujace
uzasadnienie do podjecia przeze mnie préb znakowania nanociata 2Rs15d a-emiterem 22°Ac
i oceny biologicznej otrzymanego nowego radiofarmaceutyku 22°Ac-DOTA-2Rs15d [H5].

HOLG=, 1=\ r~COst

[\I M NS
H N e
HORC =~ s =COuH 2o
pH 8.5 RT, 2-3h HOL6—, — ~CO4 i 0.5 M CH3COONH, HOG—, —y ~C0,l j
N “\/“@—p} HH pH 5.2, 80°C, 80 min L “f@—n MH
[ [ | [nsm: H
l‘u - N T
HOLC = Wt 00 H HOLC = W —0,H

Schemat 8. Reakcja sprzegania ligandu p-SCN-Bn-DOTA z nanociatem 2Rs15d oraz znakowanie
otrzymanego biokoniugatu radionuklidem 2%°Ac. RT - temperatura pokojowa.

Radionuklid 22°Ac wystepuje w roztworze w formie tréjdodatniego kationu, tak wiec
jego przytgczenie do biomolekuty moze nastgpi¢ jedynie poprzez zastosowanie
dwufunkcyjnego tacznika (BiFunctional Coupling Agent, BFCA). Jako tgcznika, zdecydowatem
sie uzy¢ komercyjnie dostepnego makrocyklicznego ligandu DOTA (kwas 1,4,7,10-
tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowy) w aktywowanej chemicznie formie p-SCN-Bn-
DOTA, bowiem z przegladu literaturowego wynika, ze jest to obecnie jedyny ligand, z ktérym
225Ac3* tworzy bardzo trwate kompleksy. Sprzeganie tego ligandu z biomolekutg nastepuje
poprzez pierwszorzedowe grupy aminowe, pochodzgce od lizyn obecnych w wiekszosci biatek,
z wytworzeniem bardzo trwatego wigzania tiomocznikowego (Schemat 8). Poniewaz
stosowane przeze mnie nanociato 2Rs15d posiada w swojej strukturze szes¢ lizyn, mozliwe
jest przytgczenie maksymalnie az szesciu tgcznikdw p-SCN-Bn-DOTA. Z jednej strony im wiecej
ligandéw jest przytagczonych do biomolekuty, tym wiecej kationdw radionuklidu moze by¢
skompleksowanych. W ten sposéb mozna uzyska¢ wiekszg aktywnos¢ wtasciwg
radiofarmaceutyku, co przekfada sie na jego lepsze efekty diagnostyczne lub terapeutyczne.
Niestety, zbyt duza liczba przytaczonych chelatoréw moze réwniez spowodowac spadek
powinowactwa otrzymanych radiobiokoniugatow do receptorow na komorkach
nowotworowych. Wyniki z wczesniejszych badan wykazaty, ze optymalna liczba przytgczonych
liganddw chelatujgcych do nanociata 2Rs15d nie powinna by¢ wieksza niz dwa BFCA na jedng
czgsteczke nanociata, bowiem przy ich wiekszej liczbie obserwowatem spadek
immunoreaktywnosci i powinowactwa receptorowego otrzymanego radiobiokoniugatu
wzgledem receptora HER2. Dlatego zoptymalizowatem warunki reakcji sprzegania tak, aby za
kazdym razem otrzymywac biokoniugat DOTA-2Rs15d o powtarzalnych wifasciwosciach
fizykochemicznych. Nastepnie wykonatem badania kinetyki znakowania biokoniugatu DOTA-
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2Rs15d radionuklidem 22°Ac (Rysunek 2A, [H5]). Najwyzszg wydajno$¢ (>90%) reakc;ji
znakowania uzyskiwatem, gdy 100 pg biokoniugatu byto inkubowane z ??°Ac przez okoto
75 min w 50°C. Radiobiokoniugat 22°Ac-DOTA-2Rs15d wydzielatem z mieszaniny reakcyjnej
metodg chromatografii wykluczenia (SEC), uzyskujgc finalny produkt o wysokiej czystosci
radiochemicznej (>95%), co potwierdzitem zarowno metodami chromatograficznymi (ITLC),
strgcania z kwasem trichlorooctowym (TCA) oraz metodg elektroforezy zelowej (SDS-PAGE)
(Rysunek S2, [H5]). Otrzymany przeze mnie nowy radiofarmaceutyk charakteryzowat sie duzg
stabilnoscia w buforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) oraz ludzkim osoczu krwi,
zaréwno w temperaturze pokojowej, jak i w 37°C (Rysunek 2B, [H5]).

Witasciwosci biologiczne otrzymanego preparatu 22°Ac-DOTA-2Rs15d zbadatem in vitro
na komodrkach ludzkiego nowotworu jajnika SKOV3 (HER2-pozytywne) oraz ludzkiego
gruczolakoraka piersi MDA-MB-231 (HER2-negatywne). Otrzymane wyniki wykazaty wysoka
immunoreaktywnos¢ (>80%) otrzymanego radioznacznika (Rysunek 2C/D, [H5]) oraz jego duze
powinowactwo do HER2 (Rysunek 3A, [H5]). Stwierdzitem takze jego znacznie wiekszg
kumulacje w komérkach SKOV3 niz w przypadku komdrek MDA-MB-231 (Rysunek 3B, [H5]).
Dane te wskazujg na duza specyficzno$é (wybidrczoéc) taczenia sie preparatu 22°Ac-DOTA-
2Rs15d z receptorem HER2, potwierdzong takie w eksperymentach z receptorem
zablokowanym w wyniku dodania 100-krotnego nadmiaru niewyznakowanego nanociata
2Rs15d. W ramach pracy wykazatem réwniez, ze radiobiokoniugat 22°Ac-DOTA-2Rs15d tgczy
sie z innym epitopem receptora HER2 niz trastuzumab, gdyz nie zaobserwowatem efektu
blokowania przy 100-krotnym nadmiarze nieznakowanego trastuzumabu (Rysunek 3B, [H5]).
Badania internalizacji w czasie 24 h ujawnity, iz poziom radioaktywnos$ci wewnatrz komorek
pozostawat na poziomie okoto 30%, co sugeruje, ze nanociato 2Rs15d jest znacznie mniej
internalizujgcg biomolekuta niz stosowane wczesniej nanociato 5F7GGC (Rysunek 3C, [H5];
[H1], [H2], [H4]). Wykonane przeze mnie badania wykazaty wysokie dziatanie toksyczne
preparatu 22°Ac-DOTA-2Rs15d wobec komodrek SKOV3 w porédwnaniu ze zwigzkiem
kontrolnym 22°Ac-DOTA (kompleks radionuklidu nie potgczony z biomolekutg) (Rysunek 4A/B,
[H5]). Obserwowana cytotoksyczno$é preparatu 22°Ac-DOTA-2Rs15d byta bezposrednio
zwigzana z obecnoscig nanociata 2Rs15d, wektora doprowadzajgcego radionuklid do
receptora HER2, poniewaz przezywalnos¢ komadrek SKOV3 (z nadekspresjg receptora HER2)
byta znacznie nizsza niz komorek MDA-MB-231 (bez nadekspresji receptora HER2) (Rysunek
4A/C, [H5]), a wyznaczone wartosci ICso (Inhibitory Concentration, IC, stezenie zwigzku
hamujgce w 50% wzrost komdrek) wynosity odpowiednio dla zwigzkéw 22°Ac-DOTA-2Rs15d
i 22°Ac-DOTA 10,2 kBg/ml oraz 322,1 kBg/ml. Badania biodystrybucji narzgdowej na myszach
z podskdrnie wszczepionymi komorkami nowotworowymi, potwierdzity specyficzne tgczenie
sie 22Ac-DOTA-2Rs15d do receptora HER2 w warunkach in vivo, bowiem kumulacja
w komérkach guza SKOV3 byta znacznie wyizsza niz w przypadku komérek MDA-MB-231
(Tabela 1, [H5]). Retencja preparatu w pozostatych tkankach, z wyjgtkiem watroby i $ledziony,
byta na bardzo niskim poziomie, co pozwolito na uzyskanie wysokich wartosci sygnatu T-NT
(guz-zdrowa tkanka) (Rysunek 5, [H5]). Wychwyt w nerkach byt stosunkowo maty jak na
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nanociato (Tabela 1, [H5]), a jednoczesne podanie dozylne 22°Ac-DOTA-2Rs15d z Gelofusine®
(ptynna modyfikowana zelatyna stosowana jako zamiennik osocza krwi) spowodowato jeszcze
prawie 3-krotny spadek retencji preparatu (radioaktywnosci) w nerkach, bez wptywu na jego
kumulacje w guzie i innych organach (Rysunek 6, [H5]).

Wyniki uzyskane w ramach prowadzonej pracy wskazujg, ze zaprojektowany przeze
mnie preparat 22°Ac-DOTA-2Rs15d jest nowym obiecujgcym radiofarmaceutykiem o duzych
mozliwosciach zastosowania w celowanej a-radioimmunoterapii (TAT). Nalezy zaznaczy¢, ze
jest to pierwsze doniesienie literaturowe opisujgce probe znakowania nanociata
radionuklidem 22°Ac. Prace nad zastosowaniem 22°Ac-DOTA-2Rs15d w radiofarmacji sg przeze
mnie kontynuowane i doprowadzity do uzyskania preparatu o jeszcze lepszych parametrach
biodystrybucji, wiekszej kumulacji w guzie oraz mniejszej retencji w watrobie, $ledzionie
i nerkach (wyniki nieopublikowane). Wykonatem rdéwniez badania biodystrybucji tego
preparatu na myszach w znacznie dtuzszym okresie czasu (az do 168 h) w celu oszacowania
sumarycznych dawek kumulowanych w poszczegdlnych organach do momentu catkowitego
wydalenia preparatu z organizmu (wyniki nieopublikowane). Przeprowadzitem takze
poczatkowe badania terapii indukowanych dootrzewnowo guzéw HER2 u myszy, ktére
potwierdzity wysoki efekt terapeutyczny otrzymanego potencjalnego radiofarmaceutyku
225Ac-DOTA-2Rs15d (wyniki nieopublikowane). Sg to wyniki wstepne, ktére beda podstawg
ubiegania sie o grant europejski na kontynuowanie bardziej szczegdétowych prac nad
preparatem 22°Ac-DOTA-2Rs15d. Badania te prowadze w ramach wspdtpracy z prof. Tony
Lahoutte z Vrije Universiteit Brussel (Bruksela, Belgia) oraz prof. Alfredem Morgensternem
z Instytutu Pierwiastkdw Transuranowych (Karlsruhe, Niemcy).

V. PODSUMOWANIE

Wyniki uzyskane i opisane w stanowigcym moje osiggniecie naukowe cyklu publikacji,
potwierdzajg mozliwos¢ otrzymywania teranostycznych radiofarmaceutykow molekularnych
na bazie biatek celujgcych w receptor HER2. Badania te utwierdzajg w przekonaniu, jak wazne
jest stosowanie rezydujgcych grup prostetycznych do radiojodowania biomolekut w duzym
stopniu i szybko internalizujgcych, takich jak trastuzumab oraz nanociato 5F7GGC. Pragne
podkresli¢, ze moje prace dotyczgce znakowania nanociat radionuklidami jodu sg pierwszymi
doniesieniami literaturowymi w tej tematyce. Uzyskane przeze mnie wyniki zwracajg przede
wszystkim uwage na znacznie lepszg farmakokinetyke nanociat w poréwnaniu z duzymi
przeciwciatami. Maksymalna kumulacja w guzie radiofarmaceutykéw na bazie nanociat
obserwowana byta juz po 1-2 h od podania dozylnego (H1, H2, H4, H5), podczas gdy dla
radiojodowanego trastuzumabu dopiero po 48 h (H3). Dlatego radiojodowane nanociafa
idealnie nadajg sie do celow diagnostycznych, do obrazowania pierwotnych guzdéw
nowotworowych oraz ich przerzutéw, trudnych do zdiagnozowania stosowanymi obecnie
technikami. Ponadto, mogg one znalezé zastosowanie w monitorowaniu postepu choroby lub
jej regresji w wyniku zastosowania terapii ukierunkowanych na zahamowanie aktywnosci
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receptora HER2. Nanociata znakowane terapeutycznymi radionuklidami 3! (emiter czgstek
B°) lub 123/125] (emitery elektronéw Auger’a) mogg by¢ takze znakomitymi noénikami letalnej
dawki promieniowania jonizujgcego, toksycznego i niszczgcego wybidrczo komorki
nowotworowe.

Moim osiggnieciem naukowym w ramach prowadzonych badan byto réwniez
zaproponowanie i zsyntezowanie dwdch nowych grup prostetycznych, [*1]IB-Mal-D-GDDDK
i NHS-[*I]IB-D-EEEG, @ do  radiojodowania  biomolekut internalizujgcych.  Wyniki
eksperymentalne potwierdzity ich wysokie wfasciwosci rezydujgce, nie odbiegajace od
pierwowzoru, ktorym byta grupa [*I]IB-Mal-D-GEEEK. Co wiecej, wykazatem ze prosta
wymiana aminokwasu (E na D) lub grupy sprzegajacej (Mal- na NHS-) moze w znaczgcy sposdb
wptynac na mniejszg kumulacje radiojodowanych biomolekut lub ich metabolitow w nerkach.
Ma to duze znaczenie w diagnozowaniu nowotwordéw pierwotnych lub ich przerzutow
w okolicach nerek. Jest to réwniez bardzo wazne z punktu widzenia przysztych zastosowan
terapeutycznych, ze wzgledu na mozliwos$¢ zredukowania kumulacji dawki w zdrowych
organach, a w szczegdélnosci zminimalizowania nefrotoksycznosci preparatu. Szczegdlnie
interesujgce rezultaty na tym polu uzyskatem z zastosowaniem nanociat znakowanych grupg
[*I]SGMIB, ktdra nie tylko kilkudziesieciokrotne zmniejszyta dawke dostarczang do nerek
w poréwnaniu z dotychczas stosowanymi metodami znakowania radionuklidami, ale takze
zwielokrotnita jej kumulacje w guzie. Zastosowanie zaproponowanych przeze mnie grup
prostetycznych pozwala na wykorzystanie nanociat jako wektoréw dla terapeutycznych
radionuklidéw jodu, zwtaszcza 3!l (pierwsze préby kliniczne na pacjentach z zastosowaniem
[311]SGMIB-2Rs15d zostaty juz podjete). Jest to mierzalnym podsumowaniem prowadzonych
przeze mnie badan i uwazam to za jedno z moich najwazniejszych osiggnie¢ naukowych. Jako
moje duze osiggniecie naukowe uwazam takze otrzymanie preparatu 22°Ac-DOTA-2Rs15d
(nanociato 2Rs15d znakowane radionuklidem 22°Ac). Jest to radioznacznik ukierunkowany na
terapie nowotwordw matych, w postaci pojedynczych komadrek, we wczesnym etapie rozwoju
oraz tych komdrek nowotworowych, ktére sg oporne nawet na celowang radioimmunoterapie
z zastosowaniem emiterow czastek B. Obiecujgce wyniki osiggniete w badaniach
przedklinicznych na myszach wskazujg, ze moze to by¢ kolejny preparat dobrze rokujgcy na
zakwalifikowanie do badan klinicznych na pacjentach.
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5. OPIS POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

W latach 1997-2002 studiowatem na jednolitych studiach magisterskich na Wydziale
Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu w Biatymstoku, ktére ukoriczytem z wynikiem bardzo
dobrym. W ramach pracy magisterskiej prowadzitem badania nad otrzymaniem
i zastosowaniem membranowej elektrody jonoselektywnej, zawierajgcej pare jonowg LD-
TPhB (L-dopa — tetrafenyloboran) do oznaczania L-dopy w preparatach farmaceutycznych
w warunkach stacjonarnych oraz przeptywowo-wstrzykowych. W wyniku przeprowadzonych
badan opracowatem nowg metode pozwalajgcg na proste i szybkie oznaczanie L-dopy
z wysoka precyzjg pomiardow, a takze na uzyskiwanie powtarzalnych i odtwarzalnych wynikéw.
Ponadto zaproponowana metoda umozliwiata selektywne oznaczanie L-dopy w obecnosci
innych katecholamin, zaréwno w pomiarach stacjonarnych, jak i przeptywowych. Wyniki z tych
badan byty prezentowane na trzech konferencjach naukowych oraz zostaty opublikowane
w artykule A2.

W grudniu 2002 roku rozpoczatem prace w Instytucie Chemii i Techniki Jgdrowej
w Warszawie. Prace doktorskg wykonatem pod kierunkiem prof. Aleksandra Bilewicza. Jej
tematyka zwigzana byta z badaniami wifasciwosci chemicznych astatu oraz jego
zastosowaniem w medycynie nuklearnej, w terapii przeciwnowotworowej. Celem pracy byto
opracowanie nowej, wydajnej metody znakowania biomolekut radionuklidem 2%At,
emitujgcym w trakcie rozpadu czgstki a. W badaniach zastosowatem oryginalng metode
polegajaca na przytaczeniu anionu 2!!*At do miekkiego kationu metalu skompleksowanego
przez chelatujacy ligand i otrzymaniu zwigzku, ktéry po przytgczeniu do biomolekuty utworzy
ostateczny radiofarmaceutyk. Jako kationy miekkiego metalu zostaty wybrane Rh3* i Ir3*, ktére
tworzg silne pofaczenia z anionami chlorowcdéw, a ponadto, ze wzgledu na niskospinowa
konfiguracje d® tworza kompleksy o wyjatkowo duzej inertnosci. Jako chelatujacy ligand
zastosowatem tioeterowy makrocykl 1,5,9,13-tetratiocykloheksadekan-3,11-diol (16aneSa-
diol), ligand silnie wigzgcy kation rodu lub irydu oraz fatwo ulegajgcy reakcjom
funkcjonalizowania, w celu wytworzenia ligandu bifunkcyjnego (BFCA). W ramach
prowadzonych badan zoptymalizowatem warunki syntezy tych komplekséw i przytgczania do
nich radionuklidéw jodu (1231, 2°1 i 131]) oraz 2!!At, opracowatem takze metode ich wydzielania
z mieszaniny reakcyjnej oraz zbadatem stabilnos$¢ otrzymanych komplekséow w roztworze PBS
i ludzkiej surowicy krwi, jak réwniez przeprowadzitem badania biodystrybucji narzgdowej na
myszach. Uzyskane wyniki wykazaty, ze otrzymane kompleksy charakteryzowaty sie duzg
stabilnoscig w warunkach in vivo, co pozwolito na kontynuowanie badan nad przytgczaniem
do nich biomolekut. Badania nad otrzymywaniem potencjalnych radiofarmaceutykéw na bazie
radionuklidu 2'*At kontynuowatem takze po obronie doktoratu. Ze wzgledu na konieczno$¢
otrzymywania radionuklidu 2*At w cyklotronie, badania byty prowadzone we wspétpracy
z naukowcami z wielu osrodkdw: Instytut Fizyki Jgdrowej PAN (Krakéw), Zjednoczony Instytut
Badan Jadrowych (Dubna, Rosja), Duke University Medical Center (Durham, USA —stypendium
Polsko-Amerykanskiej Fundacji Fulbrighta). Wyniki z tych badan zostaty przedstawione na
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licznych krajowych izagranicznych konferencjach oraz opublikowane w recenzowanych
czasopismach, powstaty takze prace przeglgdowe dotyczgce chemii astatu oraz produkcji
radionuklidu 2**At i jego zastosowania w medycynie nuklearnej (A1, A3, A13, A15, Al6, A21,
A22, A23, A24, A26).

W kregu moich zainteresowann naukowo-badawczych jest takie otrzymywanie
potencjalnych radiofarmaceutykéw diagnostycznych, w tym opracowywanie nowych
sposobdw otrzymywania radionuklidéw diagnostycznych. W ramach 4-miesiecznego
stypendium Miedzynarodowe]j Agencji Energii Atomowej wspotpracowatem z prof. Ondrejem
Lebeda (Instytut Fizyki Jadrowej Czeskiej Akademii Nauk, ReZ, Republika Czeska) nad
alternatywng cyklotronowg metodg produkcji najpopularniejszego w medycynie nuklearnej
radionuklidu °™Tc (A5). Radionuklid *°™Tc eluowany jest z generatora °’Mo/*°™Tc,
a radionuklid Mo otrzymywany jest w zaledwie kilku najbardziej wydajnych reaktorach
jadrowych na sSwiecie. Niestety ze wzgledu na starzejgce sie reaktory, ich awarie, badz
modernizacje, w ostatnich latach nastgpit powazny kryzys w dostarczaniu Mo do
otrzymywania generatora dla °°™Tc. Stad bardzo duze zainteresowanie alternatywnymi
metodami bezposéredniej produkcji *°™Tc w wyniku bombardowania protonami tarczy
wzbogaconego molibdenu, zwtaszcza ze na Swiecie istnieje ponad 500 cyklotronéw, w ktérych
mozliwa jest jego produkcja. W przeprowadzonych badaniach wyznaczono przekroje czynne
i funkcje wzbudzenia dla danych reakcji jadrowych zachodzgcych podczas bombardowania
protonami tarczy "*Mo oraz oszacowania mozliwosci otrzymywania *°™Tc w reakgcji
100Mo(p,2n) (A5).

Podczas dwdch stazy naukowych w ramach programu badawczego Marie Curie Host
Fellowships for Transfer of Knowledge (4 miesigce) oraz EU COST Action BM0607 "Targeted
Radionuclide Therapy” (2 miesigce) bratem udziat w opracowaniu unikalnego na skale
$wiatowg generatora *Ti/**Sc do elucji radionuklidu 44Sc. W trakcie rozpadu radionuklidu #4Sc
emitowany jest pozyton (B*), ktory po zderzeniu z elektronem ulega anihilacji emitujgc dwa
kwanty gamma. Dlatego radionuklid 44Sc idealnie nadaje sie do zastosowania w medycynie
nuklearnej do diagnostyki za pomoca techniki Pozytonowej Tomografii Emisyjnej (PET). Ze
wzgledu na dtuzszy czas potowicznego rozpadu (ti2 = 3,9 h) oraz wysoki stopien emisji
pozytondw (95%) jest alternatywa dla stosowanego obecnie radionuklidu ®8Ga (t1/2 = 68 min).
W ramach przeprowadzonych badan opracowatem prostg i wydajng metode zatezania
i oczyszczania eluatu #*Sc, dziatajagcg w systemie on-line (jednoczesna elucja z generatora
radionuklidu #*Sc i jego zatezanie na matej kolumnie wypetnionej zywicg kationowymienng).
Ostatecznie radionuklid *Sc otrzymywany byt w 3 ml 0,25 M buforu octanu amonu o pH = 4,0
i mégt by¢ zastosowany bezposrednio do znakowania biomolekut. Przeprowadzitem takze
optymalizacje warunkdw reakcji znakowania radionuklidem #4Sc peptydu DOTATOC, bedacego
analogiem somatostatyny. Dzieki tym badaniom po raz pierwszy otrzymano radiofarmaceutyk
na bazie *Sc (**Sc-DOTATOC), ktdéry byt zastosowany u pacjentéw do diagnostyki guzéw
neuroendokrynnych (prof. Baum, Bad-Berka, Niemcy). Wyniki tych badan zostaty
przedstawione w publikacjach A4, A6, A25.
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6. WYKAZ OPUBLIKOWANYCH PRAC NAUKOWYCH ORAZ INFORMACIJA O OSIAGNIECIACH

DYDAKTYCZNYCH, WSPOLPRACY NAUKOWEJ | POPULARYZACJI NAUKI

a) Podsumowanie dorobku naukowego — dane na dziert 01.10.2018:

b)

Al.

A2.

A3.

Liczba publikacji: 28

Liczba prac opublikowanych przed doktoratem: 7

Liczba prac opublikowanych po doktoracie: 21

Liczba publikacji z bazy Journal Citation Reports (JCR): 20

Sumaryczny Impact Factor (IF) z roku opublikowania/5-letni: 56,654/57,296

Sumaryczna liczba punktéw MNiSzW z roku opublikowania: 613

Sumaryczna liczba cytowan (TC): wg Web of Science 299 (bez autocytowan - 267); wg Scopus
310 (bez autocytowan - 283); wg Google Scholar 436 (bez autocytowan - 384)

Autor i wspotautor komunikatéw naukowych (postery, komunikaty ustne, wyktady): 72
Hirsch Index (HI): wg Web of Science 8; wg Scopus 9; wg Google Scholar 10

Lista wszystkich publikacji:

Publikacje (JCR) przed doktoratem:

Pruszynski M, Bilewicz A, Was B, Petelenz B. Formation and stability of astatide-mercury
complexes. Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 2006; 268:91-94.

IF2006/5-letni: 0,509/1,123 (MNiSzW2006 = 15); TC: 6/8/12

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdtudziale w koncepcji badan, zaplanowaniu
i wykonaniu badan, opracowaniu i interpretacji wynikow, przygotowaniu rysunkow i tabel,
napisaniu artykutu. Mdj udziat procentowy szacuje na 70%.

Wotyniec E, Wysocka M, Pruszynski M, Kojto A. Batch and flow-injection determination of
catecholamines using ion selective electrodes. Instrumentation Science and Technology
2007; 35:241-253.

IF2007/5-letni: 0,417/0,876 (MNiSzW2007 = 15); TC: 1/4/5

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu jonoselektywnej elektrody
zmembrang PVC do potencjometrycznego oznaczania L-dopy w preparatach
farmaceutycznych, scharakteryzowaniu parametrow elektrody, opracowaniu i interpretacji
wynikéw. Mdj udziat procentowy szacuje na 15%.

Pruszynski M, Bilewicz A, Zalutsky MR. Preparation of Rh[16aneSs-diol]?*!At and Ir[16aneSs-
diol]?'*At complexes as potential precursors for astatine radiopharmaceuticals. Part I:

Synthesis. Bioconjugate Chemistry 2008; 19:958-965.
IF2008/5-letni: 4,584/4,416 (MNiSzW200s = 24); TC: 22/23/31

Strona 33z 50



A4,

A5,

A6.

A7.

Dr Marek Pruszyriski — Zatgcznik nr 2 — Autoreferat w jezyku polskim

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
doswiadczenr i ich wykonaniu, opracowaniu i interpretacji wynikow, przygotowaniu
rysunkow i tabel, napisaniu artykutu, przygotowaniu odpowiedzi recenzentom
i korespondencji z edytorem. MJj udziat procentowy szacuje na 75%.

Publikacje (JCR) po doktoracie:

Pruszyniski M, Loktionova NS, Filosofov DV, Résch F. Post-elution processing of #4Ti/**Sc
generator-derived %‘Sc for clinical application. Applied Radiation and Isotopes 2010;
68:1636-1641.

IF2010/5-letni: 0,999/1,144 (MNiSzW2010 = 32); TC: 38/37/59

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdtudziale w opracowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu doswiadczernn i ich wykonaniu, opracowaniu i interpretacji wynikow,
przygotowaniu rysunkow i tabel, napisaniu artykutu oraz odpowiedzi recenzentom
i korespondencji z edytorem. MJj udziat procentowy szacuje na 60%.

Lebeda O, Pruszynski M. New measurement of excitation functions for (p,x) reactions on
nitMo with special regard to the formation of °°™Tc, %™€Tc, *°™Tc and *°Mo. Applied
Radiation and Isotopes 2010; 68:2355-2365.

IF2010/5-letni: 0,999/1,144 (MNiSzW2010 = 32); TC: 40/42/55

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdtudziale w zaplanowaniu badan i ich
wykonaniu, opracowaniu czesci wynikow, przygotowaniu czesci manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuje na 40%.

Pruszynski M, Majkowska-Pilip A, Loktionova NS, Eppard E, Rosch F. Radiolabeling of
DOTATOC with the long-lived positron emiter 44Sc. Applied Radiation and Isotopes 2012;
70:974-979.

IFa012/5-tetni: 1,179/1,144 (MNiSzW.012 = 25); TC: 28/32/43

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspotudziale w opracowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu doswiadczenn i ich wykonaniu, opracowaniu i interpretacji wynikow,
przygotowaniu rysunkow i tabel, napisaniu artykuftu oraz odpowiedzi recenzentom
i korespondencji z edytorem. Mdj udziat procentowy szacuje na 60%.

[H1] Pruszynski M, Koumarianou E, Vaidyanathan G, Revets H, Devoogdt N, Lahoutte T,
Zalutsky MR. Targeting breast carcinoma with radioiodinated anti-HER2 Nanobody. Nuclear
Medicine and Biology 2013; 40:52-59.

IF2013/5-letni: 2,408/2,186 (MNiSzW;013 = 30); TC: 40/38/51

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu badan, ktore obejmowaly: synteze organicznqg grupy
prostetycznej [*1]IB-Mal-D-GEEEK i jej prekursora, radiojodowanie nanociata 5F7GGC
dwiema metodami, wykonanie badan kontroli jakosci otrzymanych grup prostetycznych
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i radiofarmaceutykéw  (analizy HPLC, LCMS, |ITLC, TCA-strgcanie, SDS-PAGE,
immunoreaktywnos¢, analiza radiofarmaceutykow i ich metabolitow w moczu); analizie
iinterpretacji otrzymanych wynikow,; przygotowaniu rysunkoéw i tabel oraz napisaniu
artykutu; przygotowaniu odpowiedzi recenzentom. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

[H2] Pruszynski M, Koumarianou E, Vaidyanathan G, Revets H, Devoogdt N, Lahoutte T,
Lyerly HK, Zalutsky MR. Improved tumor targeting of anti-HER2 nanobody through N-
succinimidyl 4-guanidinomethyl-3-iodobenzoate radiolabeling. Journal of Nuclear Medicine
2014; 55:650-656.

IF2014/5-letni: 6,160/6,893 (MNiSzW>014 = 45); TC: 28/28/31

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu badan, ktore obejmowaly: synteze organicznqg grupy
prostetycznej [*I]SGMIB ijej prekursora, radiojodowanie nanociata 5F7GGC trzema
metodami, wykonanie badan kontroli jakosci otrzymanych grup prostetycznych
i radiofarmaceutykéw  (analizy HPLC, LCMS, ITLC, TCA-strgcanie, SDS-PAGE,
immunoreaktywnosc); analizie iinterpretacji otrzymanych wynikow; przygotowaniu
rysunkow i tabel oraz napisaniu artykutu; przygotowaniu Supplemental Materials
i odpowiedzi recenzentom. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

Koumarianou E, Slastnikova TA, Pruszynski M, Rosenkranz AA, Vaidyanathan G, Sobolev AS,
Zalutsky MR. Radiolabeling and in vitro evaluation of ’Ga-NOTA-modular nanotransporter
— A potential Auger electron emitting EGFR-targeted radiotherapeutic. Nuclear Medicine
and Biology 2014; 41:441-449,

IF2014/5-1etni: 2,412/2,186 (MNiSzW2014 = 30); TC: 16/15/25

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu badan kontrolnych otrzymanego
radiobiokoniugatu i opracowaniu czesci wynikdw. Moj udziat procentowy szacuje na 10%.
Filipowicz B, Pruszynski M, Krajewski S, Bilewicz A. Adsorption of 37Cs on titanate
nanostructures. Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 2014; 301:889-895.

IF2014/5-1etni: 1,034/1,123 (MNiSzW2014 = 25); TC: 8/9/8
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na dyskusji wynikow i pracy nad czescig
manuskryptu. Mdj udziat procentowy szacuje na 15%.
Choi J, Vaidyanathan G, Koumarianou E, McDougald D, Pruszynski M, Osada T, Lahoutte T,
Lyerly HK, Zalutsky MR. N-succinimidyl guanidinomethyl iodobenzoate protein

radiohalogenation agents: Influence of isomeric substitution on radiolabeling and target cell
residualization. Nuclear Medicine and Biology 2014; 41:802-812.

IF2014/5-1etni: 2,412/2,186 (MNiSzW2014 = 30); TC: 7/7/7

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu czesci badan znakowania
biomolekut, opracowaniu czesci wynikow i przygotowaniu czesci manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuje na 10%.
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[H3] Pruszynski M, Koumarianou E, Vaidyanathan G, Chitneni S, Zalutsky MR.

D-amino acid peptide residualizing agents bearing N-hydroxysuccinimido- and maleimido-
functional groups and their application for trastuzumab radioiodination. Nuclear Medicine
and Biology 2015; 42:19-27.

IF2015/5-letni: 2,429/2,186 (MNiSzW2015 = 30); TC: 2/2/3

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu badan, ktére obejmowaty: synteze organicznq nowej grupy
prostetycznej NHS-[*1]IB-D-EEEG i jej prekursora, radiojodowanie trastuzumabu dwiema
metodami, wykonanie badan kontroli jakosci otrzymanych grup prostetycznych
i radiofarmaceutykéw (analizy RP-HPLC, LCMS, ITLC, TCA-strqcanie, SDS-PAGE,
immunoreaktywnosc); analizie i interpretacji otrzymanych wynikow; przygotowaniu
rysunkow i tabel oraz napisaniu artykutu; przygotowaniu odpowiedzi recenzentom. Moj
udziat procentowy szacuje na 65%.

Pruszynski M, tyczko M, Bilewicz A, Zalutsky MR. Stability and in vivo behavior of
Rh[16aneS4-diol]?!*At complex: A potential precursor for astatine radiopharmaceuticals.
Nuclear Medicine and Biology 2015; 42:439-445,

IF2015/5-letni: 2,429/2,186 (MNiSzW2015 = 30); TC: 5/5/6

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
doswiadczenr i ich wykonaniu, opracowaniu i interpretacji wynikow, przygotowaniu
rysunkow i tabel, napisaniu artykutu, przygotowaniu odpowiedzi recenzentom
i korespondencji z edytorem. Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

Vaidyanathan G, McDougald D, Choi J, Pruszynski M, Koumarianou E, Zhou Z, Zalutsky MR.
N-succinimidyl 3-((4-(4-[*8F]fluorobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)-5-(guanidinomethyl)
benzoate ([*®F]SFBTMGMB): a residualizing label for !8F-labeling of internalizing
biomolecules. Organic & Biomolecular Chemistry 2016; 14:1261-1271.

IF2016/5-letni: 3,564/3,138 (MNiSzW2016 = 35); TC: 6/5/6

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu czesci badan znakowania
biomolekut, opracowaniu czesci wynikdéw i przygotowaniu czesci manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuje na 10%.

Dziawer t, Kozminski P, Meczyriska-Wielgosz S, Pruszyniski M, tyczko M, Was B, Celichowski
G, Grobelny J, Jastrzebski J, Bilewicz A. Gold nanoparticle bioconjugates labelled with 21!At
for targeted alpha therapy. RSC Advances 2017; 7:41024-41032.

IF2017/5-letni: 2,936/3,096 (MNiSzW2017 = 35); TC: 3/3/3

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu czesci badan znakowania
nanoczqgstek i opracowaniu wynikow, napisaniu czesci manuskryptu. Moj udziat procentowy
szacuje na 10%.
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Lyczko M, Pruszynski M, Majkowska-Pilip A, Bilewicz A, Lyczko K, Was B, Meczynska-
Wielgosz S, Kruszewski M, Szkliniarz K, Jastrzebski J, Stolarz A. 2*1At labelled Substance P (5-
11) as potential radiopharmaceutical for glioma treatment. Nuclear Medicine and Biology
2017; 53:1-8.

IF2017/5-letni: 2,203/2,186 (MNiSzW2017 = 30); TC: 2/2/2

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na syntezie biokoniugatu siarkowego ligandu
makrocyklicznego z peptydem Substancjq P, opracowaniu czesci wynikow i napisaniu czesci
manuskryptu. MdJj udziat procentowy szacuje na 15%.

D’Huyvetter M, De Vos J, Xavier C, Pruszynski M, Sterckx YGJ, Massa S, Raes G, Caveliers V,
Zalutsky MR, Lahoutte T, Devoogdt N. *3!|-labeled anti-HER2 Camelid sdAb as a theranostic
tool in cancer treatment. Clinical Cancer Research 2017; 23:6616-6628.

IF2017/5-letni: 10,199/9,697 (MNiSzW017 = 45); TC: 8/11/12

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu metody znakowania biomolekut
duzymi aktywnosciami radionuklidu 3] poprzez uzycie grupy prostetycznej [*311]SGMIB,
napisaniu czesci manuskryptu, udziat w jego redagowaniu i przygotowaniu odpowiedzi
recenzentom. Mdj udziat procentowy szacuje na 10%.

Cedrowska E, Pruszynski M, Majkowska-Pilip A, Meczynska-Wielgosz S, Bruchertseifer F,
Morgenstern A, Bilewicz A. Functionalized TiO> nanoparticles labelled with 2%°Ac for
targeted alpha radionuclide therapy. Journal of Nanoparticle Research 2018; 20:83.

IF2018/2017/5-letni: brak/2,127/2,333 (MNiSzW»017 = 30); TC: 0/0/1

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na dyskusji wynikow i pracy nad czescig
manuskryptu. Mdj udziat procentowy szacuje na 10%.

[H4] Pruszynski M, Kang CM, Koumarianou E, Vaidyanathan G, Zalutsky MR.

D-amino acid peptide residualizing agents for protein radioiodination: effect of aspartate for
glutamate substitution. Molecules 2018; 23:1223.

IF2018/2017/5-letni: brak/3,098/3,268 (MNiSzW017 = 30); TC: 1/1/2

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu badan, ktére obejmowaty: synteze organicznq nowej grupy
prostetycznej [*1]IB-Mal-D-GDDDK i jej prekursora, radiojodowanie nanociata 5F7GGC
dwiema metodami, wykonanie badan kontroli jakosci otrzymanych grup prostetycznych
i radiofarmaceutykdéw (analizy RP-HPLC, SEC-HPLC, LCMS, ITLC, TCA-strqgcanie, SDS-PAGE,
immunoreaktywnosc); analizie i interpretacji otrzymanych wynikow; przygotowaniu
rysunkow i tabel oraz napisaniu artykutu; przygotowaniu Supplemental Materials
i odpowiedzi recenzentom. Moj udziat procentowy szacuje na 65%.

[H5] Pruszynski M, D’'Huyvetter M, Bruchertseifer F, Morgenstern A, Lahoutte T. Evaluation
of an anti-HER2 nanobody labeled with 22°Ac for targeted a-particle therapy of cancer.
Molecular Pharmaceutics 2018; 15:1457-1466.
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IF2018/2017/5-letni: brak/4,556/4,785 (MNiSzW,017 = 45); TC: 0/0/0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
eksperymentow; wykonaniu wszystkich badar zwigzanych z otrzymywaniem biokoniugatu
nanociata 2Rs15d z ligandem p-SCN-Bn-DOTA i jego charakterystyce fizykochemicznej oraz
znakowaniu biokoniugatu radionuklidem 2?*Ac i wykonaniu kontroli jakosci otrzymanego
radiofarmaceutyku (ITLC, HPLC, SDS-PAGE, stabilnos¢, immunoreaktywnosc); wykonaniu
wszystkich badan in vitro na komorkach; udziat w badaniach ex vivo na zwierzetach; analizie
iinterpretacji otrzymanych wynikow; przygotowaniu rysunkéw i tabel oraz napisaniu
artykutu i jego opublikowaniu; przygotowaniu Supplemental Materials i odpowiedzi
recenzentom; korespondencji z edytorem. Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

Pozostate publikacje:

A21. Pruszynski M, Bilewicz A. lzotopy astatu w medycynie. Postepy Techniki Jgdrowej
2003;46:22-26.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na napisaniu artykutu i korespondencji z edytorem.
Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

A22. Pruszyniski M. Alfa emitery w medycynie. Biuletyn Nukleoniczny 2003;3/4:2-3.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na napisaniu artykutu i korespondencji z edytorem.
Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

A23. Pruszynski M, Bilewicz A. Astat w chemii i medycynie. Wiadomosci Chemiczne, 2004;59:403-
425.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na napisaniu artykutu i korespondencji z edytorem.
Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

A24. Norseev YuV, Bilewicz A, Pruszynski M. 2''At-Rh(16-S4-diol) as a starting complex for
preparing an astatine-labeled radiopharmaceutical. Radiochemistry 2008; 50:208-212.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu czesci badan, interpretacji
i opracowaniu wynikow. Mé6j udziat procentowy szacuje na 25%.

A25. Loktionova N, Filosofov DV, Pruszyrski M, Majkowska A, Baum RP, Résch F. #4Ti/*Sc
generator and synthesis of #Sc-DOTA-TOC. In: Technetium and other radiometals in
chemistry and medicine. Mazzi, U, Eckelman, WC, Volkert, WA (eds). SGE Editoriali, Padova
2010; 459-464.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu czesci badan, interpretacji
i opracowaniu wynikow. Méj udziat procentowy szacuje na 20%.

A26. Zalutsky MR, Pruszynski M. Astatine-211: production and availability. Current

Radiopharmaceuticals 2011; 4:177-185. TC: 38/38/58
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na przeglgdzie literaturowym, zebraniu informacji
i danych oraz przedstawieniu ich w formie tabel, pracy nad czescig manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuje na 35%.

Filipowicz B, Blicharska M, Barto$ B, tyczko M, Kozminski P, Pruszyniiski M, Bilewicz A.
Rozwdj technik i technologii w zakresie zmniejszania radiotoksycznosci odpadow
promieniotwdérczych, w tym metodami radiochemicznymi (The development of techniques
and technologies for reducing radiotoxicity of nuclear waste, including radiochemical
methods). W: Rozwdj technik i technologii wspomagajgcych gospodarke wypalonym
paliwem i odpadami promieniotwdrczymi. Red. nauk. Fuks, L. Instytut Chemii i Techniki
Jadrowej, Warszawa 2014, 167-170.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na pracy nad czescig manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuje na 10%.

Bartos$ B, Majkowska-Pilip A, Walczak R, Pruszynski M, Bilewicz A. New separation method
of no-carrier-added #’Sc from titanium targets. In: Report on the 15t Research Coordination
Meeting on “Therapeutic Radiopharmaceuticals Labelled with New Emerging Radionuclides
(67Cu, 1#Re, 4’Sc) IAEA Reports 2016; 459-464.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na pracy nad czesciq manuskryptu. Mdj udziat
procentowy szacuje na 10%.

¢) Udziat w grantach i projektach badawczych:

2016-2019 — projekt Miedzynarodowej Agencji Energii Atomowej (IAEA) — CYKSKAND:
Cyklotronowa metoda otrzymywania #’Sc i opracowanie metody jego przytgczania do
przeciwciat monoklonalnych — RC-20488 — kierownik: prof. dr hab. Aleksander Bilewicz;
wykonawca

2014-2018 — projekt Narodowego Centrum Nauki (NCN) — SONATA 5: Nanociata znakowane
emiterami alfa jako potencjalne radiofarmaceutyki w celowanej radioimmunoterapii —
2013/09/D/ST4/03791 — kierownik projektu

2014-2018 — projekt Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (NCBiR) — PET-SKAND:
Otrzymywanie radiofarmaceutykow opartych na radionuklidach skandu dla pozytonowej
tomografii emisyjnej — PBS3/A9/28/2015 — kierownik: prof. dr hab. Aleksander Bilewicz;
wykonawca

2014-2018 — projekt Narodowego Centrum Nauki (NCN) — OPUS: Nanoczgstki ztota, siarczku
ztota pokrytego ztotem i tlenku tytanu modyfikowanego tellurem jako nosniki At-211 w
celowanej terapii promieniowaniem alfa — 2013/11/B/ST4/00516 — kierownik: prof. dr hab.
Aleksander Bilewicz; wykonawca
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e 2010-2015 - projekt National Institutes of Health i National Cancer Institute (NIH/NCI) -
Astatine and lodine Radiolabeled Monoclonal Antibodies — CA042324 — kierownik: prof.
Michael Rod Zalutsky; wykonawca

e 2008-2010 - projekt Department of Energy (DoE): Astatine-211 Radiochemistry:
Development/Methodologies-High Activity Level Synthesis — DE-FG02-08ER64697 —
kierownik: prof. Michael Rod Zalutsky; wykonawca

e 2009-2011 — projekt Narodowego Centrum Badarn i Rozwoju (NCBiR): Znakowanie
biomolekut radionuklidem %At - otrzymywanie radiofarmaceutykéw terapeutycznych dla
medycyny nuklearnej — NRO5 0056 06 — kierownik projektu

e 2006—-2008 — Komitet Badan Naukowych (KBN) grant promotorski: Kompleksy astatu-211
z metalami jako potencjalne prekursory radiofarmaceutykéw — N204 081 31/1939 — autor
projektu i gtéwny wykonawca

e 2004-2008 — projekt w ramach 6 PR Unii Europejskiej, akcji Mobility — Marie Curie Host
Fellowships for Transfer of Knowledge (ToK): Chemical studies for design and production of
new radiopharmaceuticals (akronim: POL-RAD-PHARM) — MTKD-CT-2004-509224 -
wykonawca

d) Staze i stypendia naukowe:

e In Vivo Cellular and Molecular Imaging Laboratory, Vrije Universiteit Brussel, Bruksela,
Belgia
— badania nad znakowaniem nanociat radionuklidami diagnostycznymi i terapeutycznymi —
2017, 2016 i 2015 — 2-tygodniowe wizyty i staze

e The Institute of Cancer Research, Londyn, Wielka Brytania
— badania nad znakowaniem biomolekut Affibodies-EGFRvIII radionuklidem "7Lu —
stypendium Haddow Fund — 2016 — 1 miesigc

e Instytut Chemii Organicznej, Polska Akademia Nauk, Warszawa, Polska
— synteza makrocyklicznych i faricuchowych liganddéw siarkowych na potrzeby medycyny
nuklearnej — 2009 — 3 miesigce

e Department of Radiology, Duke University Medical Center, Durham, USA
— znakowanie biomolekut radionuklidami 123/124/125/131| ' 67G4 j 211At — staz podoktorski —
2010-2013 - 3 lata
— otrzymywanie nowych prekursoréw do znakowania biomolekut radionuklidem 2!!At —
stypendium Polsko-Amerykanskiej Fundacji Fulbrighta — 2006 — 6 miesiecy

e Institut fiir Kernchemie, Johannes Gutenberg Universitidt, Moguncja, Niemcy
— badania nad otrzymaniem preparatu %Sc-DOTATOC do diagnostyki guzdw
neuroendokrynnych metodg PET — EU COST Action BMO0607 “Targeted Radionuclide
Therapy” — 2009 — 2 miesigce
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— badania nad opracowaniem generatora *Ti/**Sc do elucji PET-diagnostycznego
radionuklidu #*Sc — 6 PR Unii Europejskiej, Action Mobility — Marie Curie Host Fellowships
for Transfer of Knowledge — 2008 — 4 miesigce

e Nuclear Physics Institute of the CAS, ReZ koto Pragi, Republika Czeska
— badania nad nowa metodg cyklotronowej produkcji radionuklidu diagnostycznego *°™Tc —
stypendium Miedzynarodowe]j Agencji Energii Atomowej (IAEA) — 2007 — 4 miesigce
— badania nad chemig ?'*At — 2005 — 2 tygodnie

e Zjednoczony Instytut Badarn Jgdrowych, Dubna, Rosja
— badania nad chemig 2!!At i otrzymywaniem nowych prekursoréw do znakowania
biomolekut — stypendium Infelda-Bogolubova — 2005, 2004 — 2 wizyty 2-miesieczne,
1 wizyta 3-tygodniowa

e Institute for Transuranium Elements, Joint Research Centre, Karlsruhe, Niemcy
— szkolenie w zakresie chemii aktynowcéw — 2003, 2004 — 2 wizyty 1-tygodniowe

e Instytut Fizyki Jgdrowej Polskiej Akademii Nauk, Krakéw, Polska
— do$wiadczenia na cyklotronie AIC-144 nad otrzymywaniem radionuklidu 2!*At i badaniem
jego zwigzkéw z metalami — 2003, 2004, 2005 — wielokrotne wizyty okoto 1-tygodniowe

e) Otrzymane nagrody i wyrdznienia:

e 2016 — nagroda zespotowa za osiggniecie “The therapeutic radiopharmaceutical based on
astatine-211-labelled gold nanoparticles and method of its preparation” — Platinum Medal —
Show IWIS 2016, Warszawa, Polska, 10-12.10.2016

e 2016 — nagroda zespotowa za osiggniecie “The therapeutic radiopharmaceutical based on
astatine-211-labelled gold nanoparticles and method of its preparation” — Diploma and
Special Award of the Romanian Inventors Forum — Show IWIS 2016, Warszawa, Polska, 10-
12.10.2016

e 2015 - nagroda Alavi-Mandell od Society of Nuclear Medicine and Molecular Imaging za
publikacje “Improved tumor targeting of anti-HER2 nanobody through N-succinimidyl 4-
guanidinomethyl-3-iodobenzoate radiolabeling” opublikowang w 2014 r. w czasopismie
Journal of Nuclear Medicine

e 2014 — nagroda zespotowa Dyrektora Instytutu Chemii i Techniki Jgdrowej za najlepszg serie
publikacji w latach 2012-2013

e 2008 — druga nagroda w konkursie im. Grzegorza Biatkowskiego organizowanego przez
Towarzystwo Popierania i Krzewienia Nauk w konkursie na najlepszg prace doktorska
z zakresu chemii — Warszawa, 2008

e 2006 — otrzymanie od Polsko-Amerykanskiej Fundacji Fulbrighta stypendium na 6 miesieczny
pobyt w Duke University Medical Center, Durham, USA
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e 2006 — nagroda za wystgpienie ustne w sesji Mtodych Naukowcdw podczas konferencji
International Conference on Application of Radiotracers in Chemical, Environmental and
Biological Sciences (ARCEBS’06), Saha Institute of Nuclear Physics, Kalkuta, Indie

e 2005 — uznanie przez Kierownika Zaktadu Radiochemii uzyskanych wynikéw w ramach
prowadzonych badan za najwazniejsze osiggniecie zaktadu w 2005 roku

e 2003 i 2004 — otrzymanie nagrody Dyrektora Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej
w Warszawie za najlepsze prezentacje podczas sesji doktorantéow IChT)

f) Patenty i zgloszenia patentowe:

Radiofarmaceutyk terapeutyczny oparty na znakowanych astatem-211 nanoczgstkach ztota
oraz sposob jego wytwarzania (Therapeutic radiopharmaceutical based on gold nanoparticles
labelled with astatine-211 and a method for its preparation) — Janiszewska t; Kozminski P;
Pruszynski M; Majkowska A; Bilewicz A. Zgtoszenie patentowe P-411258

g) Osiagniecia w zakresie dziatalnosci dydaktycznej i opieki naukowej nad studentami:

e promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr. inz. Rafata Walczaka ,,Radionuklidy skandu dla
radiofarmaceutykow teranostycznych” realizowanej w Instytucie Chemii i Techniki Jgdrowej
w Warszawie pod kierunkiem prof. dr. hab. Aleksandra Bilewicza

e promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr Edyty Cedrowskiej ,Biokoniugaty nanoczgstek
tlenkéw metali jako nosniki emiteréow czgstek alfa w celowanej terapii radionuklidowej”
realizowanej w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie pod kierunkiem prof. dr.
hab. Aleksandra Bilewicza

e pomystodawca tematu pracy, promotor i opiekun w miejscu wykonania (ICHTJ) pracy
magisterskiej Pani Magdaleny Rodak ”Nanociato HER2 znakowane *”’Lu jako potencjalny
radiofarmaceutyk terapeutyczny” obronionej w 2017 r. na Wydziale Fizyki, Uniwersytetu
Warszawskiego; promotorzy: dr Marek Pruszynski (ICHTJ), dr hab. Maciej Jan Kaminski (UW)

e pomystodawca tematu pracy, promotor i opiekun w miejscu wykonania (ICHTJ) pracy
magisterskiej Pani Justyny Matgorzaty Kiec ”Badanie powinowactwa receptorowego
radiobiokoniugatu Trastuzumabu na komodrkach z nadekspresjq receptora HER2” obronionej
w 2016 r. na Wydziale Fizyki, Uniwersytetu Warszawskiego; promotorzy: dr Marek Pruszyniski
(ICHTJ), dr hab. Maciej Jan Kaminski (UW)

e opiekun naukowy z ramienia ICHTJ nad pracg magisterska Pani Urszuli Koss “Otrzymywanie
beznosnikowego Re-186 z naswietlonych neutronami tarcz Rez(CO)io i Re(CO)sCl
z wykorzystaniem efektu Szilarda-Chalmersa” obronionej w 2009 r. na Wydziale Chemii,
Uniwersytetu Warszawskiego; promotor: prof. dr hab. Andrzej Czerwinski (UW);
opiekunowie naukowi: prof. dr hab. Aleksander Bilewicz (ICHTJ), dr Marek Pruszynski (ICHT)J)
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opieka naukowa nad stazystg Panem Pierre Kitten z IMT Atlantique, Francja (w 2018 r.)
w ramach podpisanej umowy Engineering Internship Agreement — ”Radiolabeling of
biomolecules with beta and alpha emitters as potential new radiopharmaceuticals for
targeted radionuclide therapy” 13.06 - 24.08.2018

opieka naukowa nad trzema stazystkami (Joanna Gotgb, Joanng Piechocinskg, Martg
Rogowskg) z Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (w 2015 r.) wramach projektu
»Praxis — wzrost kompetencji studentow Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego kluczem
do osiggniecia sukcesu na rynku pracy” wspoétfinansowanego ze srodkdéw Europejskiego
Funduszu Spotecznego Priorytet IV. Szkolnictwo wyzsze i nauka —01.07 - 31.08.2015

opieka naukowa nad praktykantkami: Justyng Matgorzatg Kiec (10.03 - 10.06.2015) oraz
Magdaleng Rodak (w 2016 r.), studentkami V roku studiow Wydziatu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego na kierunku Zastosowania Fizyki w Biologii i Medycynie, specjalnos¢: Fizyka
Medyczna

opieka naukowa nad praktykantka Agnieszka Tofil, studentka Il roku studiow Wydziatu Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego na kierunku Zastosowania Fizyki w Biologii i Medycynie,
specjalnos¢: Fizyka Medyczna, w ramach projektu ,Fizyka wobec wyzwari XXI w.” Nr
PKOL.04.01.01-00-150/09-02  realizowanego na  Wydziale Fizyki  Uniwersytetu
Warszawskiego, wspétfinansowanego przez Unie Europejska ze Srodkéw Europejskiego
Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki 2007-2013 — 24.03
-31.05.2014

dwa wykfady na temat medycyny nuklearnej prowadzone dla studentéw kierunku
Energetyka Jadrowa i Chemia Jadrowa Uniwersytetu Warszawskiego w ramach cyklu
wyktadéw ,,Chemia Jgdrowa” prowadzonych przez prof. dr hab. Aleksandra Bilewicza
w latach 2016-2017

dwumiesieczne praktyki w szkole podstawowej, gimnazjum i szkole $redniej prowadzone
w trakcie studidw magisterskich

Osiggniecia w zakresie upowszechniania nauki, dziatalnosci popularyzatorskiej:

w latach 2003-2008 czynny udziat w Pikniku Naukowym oraz Festiwalu Nauki jako
przedstawiciel Instytutu Chemii i Techniki Jagdrowej w Warszawie

w dniu 2 grudnia 2009 roku wieczorna audycja w Programie 3 Polskiego Radia na temat
zastosowania radionuklidéw w diagnostyce i terapii chordb nowotworowych

wyktfad ,,Promieniowanie — wrdg czy sojusznik?” w ramach IX Festiwalu Filozofii ,Filozofia
i technika”, Olsztyn, Polska, (07-09.09.2016)

wyktfad popularyzujgcy zastosowanie promieniowania do diagnostyki i terapii chordb ,,Krotki
wyktad z medycyny nuklearnej” w ramach Il Akademickiego Forum Energii Jadrowej (Il AFEJ),
Krakow, Polska (17-19.05.2017)
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cykl zaje¢ o promieniowaniu prowadzonych w szkole sredniej im. Aleksandra Fredry Nr 81
w Warszawie oraz zorganizowanie wizyt ucznidéw w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej
w Warszawie w latach 2016-2017

Recenzowanie publikacji w czasopismach miedzynarodowych:

Autor wniosku habilitacyjnego recenzowat prace naukowe w nastepujgcych czasopismach:

Applied Radiation and Isotopes (3); Theranostics (2); Bioorganic & Medicinal Chemistry (2);
Current Radiopharmaceuticals (1); Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry (1);
Journal of Labelled Compounds and Radiopharmaceuticals (1); International Journal of
Molecular Sciences (1); Open Chemistry (1)

recenzja i kwalifikacja okoto 20 abstraktéw w ramach konferencji 12™" Annual Meeting of
European Society of Molecular Imaging - European Molecular Imaging Meeting (EMIM),
Kolonia, Niemcy (05-07.04.2017)

Cztonkostwo w radach naukowych, organizacjach i towarzystwach naukowych:

Cztonek Rady Naukowej Instytutu Chemii i TechnikiJagdrowej (2015-2017)

Cztonek Komisji Organizacyjno-Ekonomicznej Rady Naukowej Instytutu Chemii i Techniki
Jadrowej (2015-obecnie)

Cztonek Polskiego Towarzystwa Nukleonicznego (2008-obecnie)

Cztonek Polskiego Towarzystwa Chemicznego (2003-2008)

Cztonek European Society of Molecular Imaging (2016-obecnie)

Wspétpraca naukowa:

Wydziat Chemii Uniwersytet Warszawski — Dr hab. Zbigniew Rogulski, Dr Krzysztof Kilian
Camel-IDS NV/SA, Bruksela, Belgia — Prof. Tony Lahoutte, Dr Jens de Vos

Ablynx NV, Ghent, Belgia — Dr Hilde Revets

Duke University Medical Center, Durham, USA — Prof. Michael Rod Zalutsky, Prof. Ganesan
Vaidyanathan

Institut fir Kernchemie, Johannes Gutenberg Universitat, Moguncja, Niemcy — Prof. Frank
Roesch

Nuclear Physics Institute of the CAS, ReZ koto Pragi, Republika Czeska — Prof. Ondrej Lebeda
Vrije Universiteit Brussel, Bruksela, Belgia — Prof. Tony Lahoutte, Prof. Nick Devoogt, Dr
Matthias D’Huyvetter

Institute for Transuranium Elements, Karlsruhe, Niemcy — Prof. Alfred Morgenstern, Dr Frank
Bruchertseifer

The Institute of Cancer Research, Londyn, UK — Dr hab. Gabriela-Kramer Marek, Dr Graham
Smith

Universitair Ziekenhuis Brussel, Bruksela, Belgia — Prof. Vicky Caveliers, Dr Marleen Keyaerts
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Komunikaty naukowe (postery, komunikaty ustne, wyktady):
Osoby prezentujgce zostaty zaznaczone podkreslong czcionka.
Przed doktoratem:

Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Was, B.; Petelenz, B. Zastosowanie komplekséw zawierajacych mostek
metal->'!At jako nowej metody otrzymywania radiofarmaceutykéw astatowych (Use of metal-2'At
complexes as a new method for preparation of astatine radiopharmaceuticals). IV Krajowa
Konferencja Radiochemii i Chemii Jgdrowej, Krakéw-Przegorzaty, Polska (09-11.05.2005) — REFERAT.
Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Was, B.; Petelenz, B. Badanie komplekséw At z niektorymi metalami.
| Warszawskie Seminarium Doktorantow Chemikéw (ChemSession’04), Warszawa, Polska
(14.05.2004) — POSTER.

Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Was, B.; Petelenz, B. Use of metal->*!At complexes as a new method for
preparation of astatine radiopharmaceuticals. Sixth International Conference on Nuclear and
Radiochemistry (NRC-6), Akwizgran, Niemcy (29.08-03.09.2004) — POSTER.

Pruszynski, M.; Bilewicz, A. Radionuclides for nuclear medicine. Kick-off Workshop on the Project
»Chemical Studies for Design and Production of New Radiopharmaceuticals (POL-RAD-PHARM)”,
Warszawa, Polska (04-06.12.2004) — REFERAT.

Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Was, B.; Petelenz, B.; Norseev, Yu.V. Binding of *'!At-Rh(16-Ss-diol)
complexes to biomolecules — a new tool for preparation of astatine radiopharmaceuticals.
International Symposium on Trends in Radiopharmaceuticals (ISTR-2005), Wieden, Austria (14-
18.11.2005) — POSTER.

Pruszynski, M.; Bilewicz, A. Binding of 3!l to rhodium(lIl) complexes: model studies on attaching 2*'At
to metal complexes. Application of radiotracers in chemical, environmental and biological sciences
(ARCEBS 06), Kalkuta, Indie (23-27.01.2006) — REFERAT.

Pruszynski, M. Binding of 3!| to rhodium(lll) and iridium(lll) complexes — model studies on attaching
2LIAt to metal complexes. Duke University Medical Center, Durham, USA (09.08.2006) — WYKLAD.
Pruszynski, M. Przytgczanie *'At do biomolekut za pomoca mostka metalicznego (Attaching 2*'At to
biomolecules by means of a metal bridge). Wspdlne Seminarium Radiofarmaceutyczne Instytutu
Chemii | Techniki Jgdrowej oraz Instytutu Energii Atomowej Osrodka Izotopdw POLATOM (Common
Radiopharmaceutical Seminar of the Institute of Nuclear Chemistry and Technology and the Institute
of Atomic Energy, Radioisotope Centre POLATOM), Swierk, Polska (23.02.2007) — REFERAT.
Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Zalutsky, M.R. Rh(16aneS4)?*'At and Ir(16aneS4)*!'At complexes as
possible precursors for astatine radiopharmaceuticals. 177 International Symposium on
Radiopharmaceutical Sciences, Akwizgran, Niemcy (30.04-04.05.2007). — REFERAT.

Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Zalutsky, M.R. Synthesis of Rh[16aneS4]*!'At and Ir[16aneS4]*!'At
complexes — new prosthetic groups for labelling with astatine. Annual Congress of the European
Association of Nuclear Medicine, Kopenhaga, Dania (13-17.10.2007) — REFERAT.

Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Zalutsky, M.R. Complexes of 2*'At with Rh®*" and Ir** as precursors of
therapeutic radiopharmaceuticals. Workshop on Radionuclides and their Carriers for Medical and
Industrial Applications, Warszawa, Polska (26.11.2007) — REFERAT.

Po doktoracie:

12.

Pruszynski, M. New methods for astatination of biomolecules by metal cation bridge. The Final
Workshop in the Frame of the Marie Curie Host Fellowships for Transfer of Knowledge: Chemical
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Studies for Design and Production of new Radiopharmaceuticals (POL-RAD-PHARM), Warszawa,
Polska, (16-17.05.2008) — REFERAT.

Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Zalutsky, M.R. Synthesis and stability studies of Rh[16aneS4-diol]*'At*
and Ir[16aneS4-diol]*!*At* complexes — possibility new agents for labelling biomolecules with ?'!At.
NRC7: 7% International Conference on Nuclear and Radiochemistry, Budapeszt, Wegry (24-
29.08.2008) — POSTER.

Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Zalutsky, M.R. Synthesis of Rh[16aneS4-diol]*!'At and Ir[16aneS4-
diol]***At complexes — possibly new precursors for labeling with astatine. International Conference on
Recent Developments and Applications of Nuclear Technologies, Biatowieza, Polska (15-17.09.2008) —
REFERAT.

Pruszynski, M.; Loktionova, N.S.; Filosofov, D.V.; Résch, F. Processing of generator-produced **Sc for
medical application. COST Action D38 “Metal-Based Systems for Molecular Imaging Applications —
Joint Working Group Meeting”, Ateny, Grecja (03-04.10.2008) — REFERAT.

Pruszynski, M.; Loktionova, N.S.; Filosofov, D.V.; Résch, F. Design and performance of a 5 mCi **Ti/*Sc
radionuclide generator. COST Action D38 “Metal-Based Systems for Molecular Imaging Applications
— Annual Workshop”, Warszawa, Polska (25-27.04.2009) — REFERAT.

Majkowska, A.; Pruszynski, M.; Loktionova, N.S.; Riss, P.; Rosch, F.; Bilewicz, A. Labelling and stability
of tri- and tetraaza-macrocyclic complexes of #*Sc. COST Action D38 ”Metal-Based Systems for
Molecular Imaging Applications — Annual Workshop”, Warszawa, Polska (25-27.04.2009) — REFERAT.
Pruszynski, M.; Bilewicz, A. Radiolabeling of DOTATOC with #*Ti/**Sc generator-derived **Sc. 1 TARCC
International Workshop on targeted radionuclide therapy “Advances in targeted radionuclide
therapy”, Nantes; Francja (25-26.05.2009) — REFERAT.

Loktionova, N.S.; Filosofov, D.V.; Pruszynski, M.; Roesch, F. Post-processing of **Ti/**Sc-radionuclide-

generator for medical application. 18" International Symposium on Radiopharmaceutical Sciences,
Edmonton, Kanada (12-17.07.2009) — POSTER.
Loktionova, N.S.; Pruszynski, M.; Majkowska, A.; Riss, P.; Roesch, F. Labelling and stability studies of

#Sc-DOTATOC. 18™ International Symposium on Radiopharmaceutical Sciences, Edmonton, Kanada
(12-17.07.2009) — POSTER.

Pruszynski, M. Zastosowanie radioizotopdw w diagnostyce i terapii medycznej. Konferencja Mtodzi —
kreatywni i innowacyjni, Lubiczow k. Warszawy, Polska (02.12.2009) — REFERAT.

Loktionova, N.; Filosofov, D.; Pruszynski, M.; Roesch, F. Design and performance of a novel 5 mCi

4T/%sc-radionuclide generator. 2010 Society of Nuclear Medicine Annual Meeting, Salt Lake City,
Utah, USA (05-09.06.2010) — POSTER.
Loktionova, N.S.; Filosofov, D.V.; Pruszynski, M.; Roesch, F. Postprocessing of a novel 5 mCi *Ti/**Sc-

radionuclide generator for synthesizing **Sc-DOTATOC. Society of Nuclear Medicine Annual Meeting,
Salt Lake City, Utah, USA (05-09.06.2010) — POSTER.

Pruszynski, M.; Loktionova, N.; Majkowska, A.; Roesch, R. Radiolabeling of DOTATOC with *Ti/*4Sc
generator-derived **Sc. 2010 Society of Nuclear Medicine Annual Meeting, Salt Lake City, Utah, USA
(05-09.06.2010) — POSTER.

Majkowska-Pilip, A.; Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Loktionova, N.; Rosch, F. Labeling and stability of
46Sc-DOTATATE and #*Sc-DOTATATE radiobioconjugates. COST D38 Action: Metal-Based Systems for
Molecular Imaging Applications. Annual Meeting, Saloniki, Grecja (20-22.06.2010) — REFERAT.
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tyczko, M.; Pruszynski, M.; tyczko, K.; Bilewicz, A. Kompleksy rodu z ligandami bifunkcyjnymi
znakowane radionuklidami 3!| oraz #'*At — otrzymywanie radiofarmaceutykéw terapeutycznych dla
medycyny nuklearnej. | Ogdlnopolska Konferencja Radiofarmaceutyczna, todz, Polska (12-
13.05.2011) — REFERAT.

Lyczko, M.; Lyczko, K.; Pruszynski, M.; Bilewicz, A. Rhodium complexes with organic bifunctional
ligands labelled with '3l and ?'!At as precursors for therapeutic radiopharmaceuticals. 7" Symposium
on Targeted Alpha Therapy, Berlin, Niemcy (17-19.07.2011) — REFERAT.

Pruszynski, M.; Majkowska, A.; Loktionova, N.S.; Filosofov, D.V.; Eppard, E.; Rosch, F. Application of
positron emiter **Sc in nuclear medicine. COST Action D38 ”"Metal-Based Systems for Molecular
Imaging Applications — Final Group Meeting”, Oxford, Wielka Brytania (13-15.09.2011) — REFERAT.
Eppard, E.; Pruszynski, M.; Mikolajczak, R.; Koumarianou, E.; Miederer, M.; Baum, R.; Roesch, F. **Sc-
labelled octreotides: Synthesis, stability, in vitro, ex vivo, and in vivo behavior. 2012 Society of Nuclear
Medicine Annual Meeting, Miami Beach, Floryda, USA (09-13.06.2012) — REFERAT.

Koumarianou, E.; Slastnikova, T.; Pruszynski, M.; Zhao, X.G.; Rosenkranz, A.; Vaidyanathan, G,;

Sobolev, A.; Zalutsky, M. Modular nanotransporters: A flexible platform forward for targeted Auger
electron therapy. 2012 Society of Nuclear Medicine Annual Meeting, Miami Beach, Floryda, USA (09-
13.06.2012) — POSTER.

Zalutsky, M.; Pruszynski, M. Radiochemistry of astatine-211: application to alpha particle targeted
radiotherapeutics. EuCheMS 8th International Conference on Nuclear and Radiochemistry, Como,
Wrtochy (16-21.08.2012) — REFERAT.

D'Huyvetter, M.; Pruszynski, M.; Koumarianou, E.; Cavaliers, V.; Xavier, C.; Devoogdt, N.;

Vaidyanathan, G.; Lahoutte, T.; Zalutsky M. Evaluation of bivalent antiHER2 Nanobody constructs for
improved cellular retention and in vivo tumor targeting. World Molecular Imaging Conference
(WMIC), Dublin, Irlandia (05-08.09.2012) — REFERAT.

Bilewicz, A.; Kasperek, A.; Leszczuk, E.; tyczko, M.; Pruszynski, M. Radiofarmaceutyki oparte na

emiterach alfa. X/l Zjazd Polskiego Towarzystwa Medycyny Nuklearnej, Kielce, Polska (19-22.09.2012)
— REFERAT.
Choi, J.; Vaidyanathan, G.; Koumarianou, E.; Pruszynski, M.; Lahoutte, T.; Zalutsky, M.R. Isomeric N-

succinimidyl 3-guanidinomethyl-5-[**!l]iodobenzoate (iso-[***I]SGMIB): A guanidine-containing
residualizing agent for radiohalogenation of internalizing biomolecules. 20" International Symposium
on Radiopharmaceutical Sciences, Jeju, Korea Potudniowa, (12-17.05.2013) — REFERAT.

Vaidyanathan, G.; McDougald, D.; Pruszynski, M.; Koumarianou, E.; Hens, M.A.; Lahoutte, T.;
Zalutsky, M.R. SFBTMGMB (N-succinimidyl 3-((4-(4-fluorobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)-5-
(guanidinomethyl)benzoate): An SGMIB analogue for labeling internalizing biomolecules with *8F. 20"

International Symposium on Radiopharmaceutical Sciences, Jeju, Korea Potudniowa, (12-17.05.2013)
— REFERAT.
D’Huyvetter, M.; Pruszynski, M.; Koumarianou, E.; Cavaliers, V.; Xavier, C.; Devoogt, N.;

Vaidyanathan, G.; Lahoutte, T.; Zalutsky, M.R. Evaluation of bivalent anti+HER2 nanobody constructs
for improved cellular retention and in vivo tumor targeting. 20" BEFY Symposium, Vrije Universiteit
Brussel, Bruksela, Belgia (20.05.2013) — REFERAT.

Krajewski, S.; Bilewicz, A.; Laszuk, E.; Pruszyniski, M.; Garnuszek, P.; Mikotajczak, R.; Karczmarczyk, U.;
Wojdowska, W. Chemical and biological studies on ®Rh-labelled tetrathioethers conjugated to TATE.
17" Radiochemical Conference, Marjanskie taznie, Republika Czeska (11-16.05.2014) — POSTER.
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Janiszewska, L.; tyczko, M.; Pruszyniski, M.; Was, B.; Bilewicz, A. Gold nanoclusters as *'*At carriers

for alpha radiotherapy. COST TD1004 Action Theragnostics Imaging and Therapy: An Action to
Develop Novel Nanosized Systems for Imaging-Guided Drug Delivery, Annual Meeting, Istanbut, Turcja
(03-04.10.2014) — POSTER.

Janiszewska, t.; Kozminski, P.; Pruszynski, M.; Bilewicz, A.; Jastrzebski, J.; Choinski, J.; Stolarz, A.;

Trzcinska, A.; Szkliniarz, K.; Zipper, W. Gold Nanoparticle-Substance P(5-11) Conjugate as a Carrier
for 21At in Alpha Particle Therapy. 9" Symposium on Targeted Alpha Therapy, Warszawa, Polska (19-
22.05.2015) — REFERAT.

tyczko, M.; Pruszynski, M.; tyczko, K.; Was, B.; Meczyniska, S.; Kruszewski, M.; Bilewicz, A;
Jastrzebski, J.; Choiniski, J.; Sitarz, M.; Stolarz, A.; Trzcinska, A.; Szkliniarz, K.; Zipper, W. Nowy
potencjalny radiofarmaceutyk terapeutyczny oparty na At-211. !/l Miedzynarodowa Konferencja
Radiofarmaceutyczna, £6dz, Polska (28-29.05.2015) — REFERAT.

KoZzminski, P.; Janiszewska, t.; Pruszynski, M.; Stolarz, A.; Trzcifska, A.; Szkliniarz, K.; Was, B.; Bilewicz,
A.; Bouziotis, P. Gold nanoparticle bioconjugates labelled with ?'!At — new radiopharmaceuticals for
alpaimmunotherapy. COST TD 1004 Final Annual Meeting, Belgrad, Serbia (10-11.09.2015) —
REFERAT.

Bilewicz, A.; Janiszewska, t.; Kozminski, P.; Lyczko, M.; Pruszynski, M.; Jastrzebski, J.; Choinski, J.;
Stolarz, A.; Trzcinska, A.; Szkliniarz, K.; Zipper, W. Gold Nanoparticles-Substance P(5-11) Conjugate as
a Carrier for 211At in Alpha Particle Therapy. 28" Annual Congress of the European Association of
Nuclear Medicine EANM’15, Hamburg, Niemcy (10-14.10.2015) — REFERAT.

Vaidyanathan, G.; McDougald, D.; Choi, J.; Koumarianou, E.; Pruszynski, M.; Osada, T.; Lyerly, H.K.;
Lahoutte, T.; Zalutsky, M.R. An Anti-HER2 Nanobody Labeled with 18F Using a Residualizing Label for
Assessing HER2 Status. 28" Annual Congress of the European Association of Nuclear Medicine
EANM’15, Hamburg, Niemcy (10-14.10.2015) — REFERAT.

Dziawer, t.; Kozminski, P.; Pruszynski, M.; Was, B.; Bilewicz, A. Gold nanoparticle-substance P(5-11)

conjugate as a carrier for #!!At in alpha particle therapy. 12" CYCLEUR Workshop and 2" Bern
Cyclotron Symposium, Berno, Szwajcaria (23-24.06.2016) — REFERAT.
Bartos, B.; Majkowska-Pilip, A.; Walczak, R.; Pruszynski, M.; Bilewicz, A. New separation method of

separation no-carrier-added 47Sc from titanium targets. JAEA Coordination Meeting Therapeutic
Radiopharmaceuticals Labelled with New Emerging Radionuclides (°’Cu, **Re, #’Sc), Wieden, Austria
(05-09.09.2016) — REFERAT.

Pruszynski, M. Promieniowanie —wrég czy sojusznik? (Radiation — enemy or ally?). IX Festiwal Filozofii
,Filozofia i technika”, Olsztyn, Polska, (07-09.09.2016) — WYKLAD.

Pruszyniski, M. Nanobodies labelled with oa-emitting %?°Ac as potential new therapeutic
radiopharmaceutical. Vrije Universiteit Brussel, Bruksela, Belgia (07.10.2016) — WYKLAD.

Bilewicz, A.; Dziawer, L.; Kozminski, P.; Pruszynski, M.; Majkowska-Pilip, A.; Stolarz, A.; Szkliniarz, K.;
Jastrzebski, J.; Celichowski, G.; Grobelny, J.; Tomaszewska, E. Gold nanoparticles labelled with *'*At
conjugated to substance P and trastuzumab — new radiopharmaceuticals for alpha particle therapy.
29" Annual Congress of the European Association of Nuclear Medicine EANM’16, Barcelona, Hiszpania
(15-19.10.2016) — REFERAT.

Pruszynski, M.; Cedrowska, E.; Radchenko, V.; John, K.D.; Bruchertseifer, F.; Morgenstern, A.;
D’Huyvetter, M.; Lahoutte, T. Anti HER2 Nanobody Labeled with ?**Ac as a Potential
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