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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Marcina Szydty

zatytutowanej ,,Optymalizacja zautomatyzowanego procesu syntezy i oczyszczania zwigzkéw
biologicznie aktywnych znakowanych izotopem wegla "*C wraz z opracowaniem innowacyjnej linii
kontroli jakosci.

Celem przedstawionej do recenzji dysertacji doktorskiej bylo opracowanie i udostepnienie
protokotdw nadzoru nad produkcjg choliny znakowanej radioizotopem wegla-11, a takze
opracowanie protokotéw kontroli jakosci tego radioznacznika, w celu jego zastosowania w
medycynie nuklearnej. Zgodnie z obowigzujgcymi w naszym kraju regulacjami prawnymi,
podstawowe wymagania jakoSciowe oraz metody badan produktéw leczniczych okresla Farmakopea
Polska stanowigca dokument urzedowy, bedaca ttumaczeniem na jezyk polski Farmakopei
Europejskiej, o czym zreszty pisze autor pracy. Uzasadniajgc temat swoich badan autor dysertacji
zauwaza, ze Farmakopea, pomimo regularnej aktualizacji, nie zawiera zalecen dotyczacych
zapewnienia jakosci i kontroli jakosci znakowanych izotopowo zwigzkdw biologicznie aktywnych,
stosowanych w pozytonowej tomografii emisyjnej, rozwazanych w przedstawionej rozprawie
doktorskiej. Autor dysertacji powotuje sie przy tym na Farmakopee Polskg z 2017 roku. Chciatbym
zauwazyé, ze juz po roku 2017 ukazaty sie dwa suplementy uzupetniajgce Farmakopee Polska.
Pierwszy z tych suplementdow ukazat sie w 2018, a drugi w 2019 roku. Autor nie odnidst sie jednak do
tych uzupetnien, catkowicie je pomijajgc. W zwigzku z tym brakuje informacji, czy owe suplementy
wprowadzajg regulacje istotne dla badan autora objetych rozprawga doktorskg. Co prawda na stronie
60, w rozdziale zatytutowanym ,Cykl produkcyjny” pojawia sie wzmianka, ze w 10-tej edycji
Farmakopei Europejskiej z 2019 roku, 'C-cholina nie zostata opisana. Ale to wszystko. Brak
radiofarmaceutyka w monografiach Farmakopei nie oznacza wcale braku pozwolenia na
dopuszczenie go do zastosowania w medycynie nuklearnej. Jednak sytuacja taka wymaga
opracowania standardow naukowych potrzebnych do usystematyzowania procesu produkcji i
kontroli jakosci danego radiofarmaceutyku. Badania majace na celu wprowadzenie choliny
znakowanej weglem-11 do zastosowania klinicznego zostaty prawidtowo uzasadnione przez autora.
Radiofarmaceutykiem obecnie najczesciej stosowanym w pozytonowej tomografii emisyjnej jest
fluorodeoksyglukoza (tzw. FDG) zawierajaca radioizotop fluoru-18. Powszechnos$¢ stosowania FDG
wynika, z faktu, ze ten zwigzek chemiczny jest pochodng glukozy stanowigcej jedno z najwazniejszych
zrédet energii zywych komadrek. Fluorodeoksyglukoza jest rozprowadzana po catym organizmie przy
czym w najwiekszej ilosci jest przyswajana przez tkanki o wzmozonym metabolizmie. Tak jest w
przypadku niektérych tkanek nowotworowych u ktérych da sie zauwazyé wzmozony wychwyt FDG.
Nie wdajac sie w szczegdty, mozna powiedzieé, ze fluor-18 znakujgcy FDG zostaje uwieziony w
komorce, a jego ilos¢ jest miarg intensywnosci metabolizmu. Zatem rejestrowana w technice PET
radioaktywnos¢ fluoru-18 jest odzwierciedleniem stopnia metabolizmu glukozy w komdérkach.
Niestety podobny mechanizm wystepuje w komodrkach objetych stanem zapalnym. Co wiecej,
niektére rodzaje nowotwordw, jak rak gruczotu krokowego i kilka innych czesto nie wykazujg



zwiekszonego wychwytu FDG. W przypadku nowotworu prostaty tylko w jego przerzutowym stadium
obserwuje sie gromadzenie FDG. Nowotwodr gruczotu krokowego jest jednym z najczestszych
nowotwordw ztosliwych u mezczyzn. Pod wzgledem rejestrowanych przypadkéw ustepuje jedynie
rakowi ptuca. W kontekscie tego badania przedstawione w dysertacji doktorskiej mgr Marcina Szydty
majg swoje gitebokie uzasadnienie. Autor stusznie zauwaza, ze badania polegajgce na stosowaniu
jednoczesnie dwodch technik obrazowania — techniki PET i tomografii komputerowej (PET/TK) z
uzyciem choliny znakowanej radioizotopem ''C poprawiaja precyzje detekcji umiejscowienia
nowotworu, jego rozmiaréw i czutosci detekcji przerzutéw do weztéw chtonnych, przewyzszajgc pod
tym wzgledem technike magnetycznego rezonansu jadrowego (MRJ). Autor wymienia jeszcze inng
wazng korzys¢ ptynacg ze stosowania choliny znakowanej weglem-11. Mianowicie, ten
radiofarmaceutyk tylko w $ladowych ilosciach jest obecny w moczu. Tym samym dostajemy
mozliwo$é poszukiwania ewentualnych przerzutéw w obszarze miednicy, bez obawy popetnienia
btedu wynikajgcego z obecnosci znacznika nie zwigzanej z aktywnoscia metaboliczng. Warto
podkresli¢, ze w uzasadnieniu podjetej tematyki autor powotuje sie na liczne publikacje z lat od 1997
do 2012 roku.

Kolejne cztery rozdziaty pracy (3-6) stanowig jej cze$¢ ,,edukacyjng” nazwang przez autora dysertacji
»Czescig teoretyczng”. Ta cze$¢ pracy obejmuje strony 12 - 58. Pomimo, iz w pracy autor przeznaczyt
cafa strone, aby umiesci¢ na niej napis: , Cze$é teoretyczna” to jednak napis ten nie znalazt sie w
spisie tresci. Zresztg podobnie jest z ,Czescig eksperymentalng”. Pierwszy rozdziat ,Czesci
teoretycznej” zawiera podstawowg wiedze dotyczacg pozytonowej tomografii emisyjnej, transportu
promieniowania gamma przez materie i sposobdéw rejestracji fotondw w technice PET, a takze
zaprezentowane zostaty typy aparatédw stosowanych w pozytonowej tomografii emisyjnej. Rozdziat
ten okraszony jest licznymi rysunkami wyjasniajgcymi m. in. zasade detekcji fotonédw w koincydencji,
techniki projekcji wstecznej z filtrowaniem i bez filtrowania, zasade obrazowania w tomografii
komputerowej itd. Drugi rozdziat ,edukacyjny” dotyczy taczenia metody PET z tomografig
komputerowg. Na uwage zastugujg tu przede wszystkim zamieszczone obrazy anatomii pacjenta
uzyskane z potgczenia PET i TK i dotaczone objasnienia réznych szczegdtéw wptywajacych na jakosé
uzyskiwanych obrazéow, szczegoétow takich jak np. utozenie rgk podczas obrazowania gérnej czesci
ciata. Trzeci rozdziat ,Czesci teoretycznej” poswiecony jest znacznikom stosowanym w diagnostyce
PET. W rozdziale tym autor jeszcze raz uswiadamia, ze znaczniki w Swietle prawa sg lekami i w
zwigzku w tym podlegajg restrykcyjnym przepisom juz od momentu wyboru dostawcy reagentow, az
po monitorowanie cyklu zycia leku, w tym monitorowanie dziatan niepozgdanych. Nastepnie autor
uzupetnia wiedze dotyczgcy zastosowan wybranych znacznikéw, wsrdd ktérych jest rowniez cholina
znakowana weglem-11. Szczegdlnie duzo miejsca poswieca fluorodeoksyglukozie, ktdora znalazta
zastosowanie w diagnozowaniu i okreslaniu stadiéw nowotwordw, ocenie uszkodzen zwigzanych z
zawatem miesnia sercowego oraz w diagnozowaniu choréb neurologicznych. Autor zaprezentowat
podstawowa wiedze o zastosowaniu choliny znakowanej przy pomocy ''C, a takze kilku innych
zwiagzkach chemicznych, w tym radiofarmaceutyku o nazwie DOPA, opartego na ''C lub na *Ga.
SzOsty rozdziat zawiera wiedze zwigzang z wytwarzaniem radioznacznikéw opartym na wykorzystaniu
modutow Bioscan Mel+ i ReFORM+ zainstalowanych w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie w Gliwicach. Autor stosuje dwa Zrddta radioizotopdw przeznaczonych dla techniki
PET: generator radioizotopowy *Ge/*®*Ga stuzacy do pozyskiwania galu-68 i cyklotron protonéw firmy
IBA o nazwie Cyclone 18/9, za pomocg ktérego wytwarzany jest flour-18. Autor do$¢ szczegétowo
omawia zasade dziatania ,matych cyklotrondw” i skrétowo reakcje jagdrowe prowadzace do



powstania emiteréw pozytonowych, w szczegdlnosci fluoru-18. Do tego rozdziatu mam dwie uwagi.
Po pierwsze, autor nazywa tarczg caty uktad mocujgcy i utrzymujacy tarcze, np. w przypadku tarczy
ciektej lub gazowej, tarcza nazywa korpus, stuzgcy do mocowania kolimatora wigzki i holdera tarczy
wraz ze wszystkimi komponentami zawartymi w tym korpusie. Zas tarcze nazywa materiatem
tarczowym. Stosowanie takiej nomenklatury jest dos¢ nietypowe i moze by¢ potraktowane jako btad
merytoryczny. Nie mozna rowniez zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem, ze, cytuje: ,... najwyzsza gestosc
jonizacji, a tym samym najwyzsza wydajnos¢ reakcji (pik Bragga) wystepuje przy réznych energiach w
zaleznodci od reakcji”. Wyjasniam, ze najwieksza wydajnos¢ reakcji, w ktdrej produkuje sie dany
radioizotop nie musi zachodzi¢ tam, gdzie wystepuje najwyzsza gestosé jonizacji, poniewaz za oba te
procesy odpowiadajg inne oddziatywania. Jonizacja zachodzi pod wptywem oddziatywan
elektromagnetycznych i oczywiscie najwieksze przekroje czynne na jonizacje bedg pojawiaty sie przy
niskich energiach, a wiec blisko zasiegu protonu, poniewaz wowczas proton przekazuje swoja energie
elektronom atoméw najbardziej efektywnie. Natomiast za reakcje jadrowe odpowiedzialne s3
oddziatywania silne, ktdrych natura jest catkowicie odmienna od oddziatywan elektromagnetycznych.

Reasumujac, chciatbym podkreslié, ze ,,Czesé teoretyczna” pracy jest obszerna, zawiera kompleksowa
wiedze mniej lub bardziej bezposrednio zwigzang z tematem pracy i stanowi doskonate
wprowadzenie do czesci dysertacji nazwanej przez autora ,,Czescig eksperymentalng”.

Zasadniczg czes$¢ przedstawionej mi do recenzji dysertacji doktorskiej stanowi osiem rozdziatéw
objetych przez autora, jak wspominatem, wspdlng nazwg , Czes¢ eksperymentalna” (s to rozdziaty 7
- 14, strony od 60-tej do 110-tej). W rozdziale 7, zatytutowanym ,,Cykl produkcyjny” autor podkresla,
7e opracowanie technologii produkcji i kontroli jakosci znacznika ''C-choliny ma znaczenie dla
otrzymywania jego pochodnej fluorocholiny znakowanej fluorem-11, ktéra ma juz swojg adnotacje w
Farmakopei, ale tylko w zakresie kontroli jakos$ci. Doswiadczenie zdobyte przez autora przy syntezie
choliny znakowanej weglem-11 zaowocuje bardziej efektywna synteza ‘®F-Fluorocholiny przy
jednoczesnej redukcji ilosci substancji potencjalnie szkodliwych. W rozdziale tym zostat
zaprezentowany schemat blokowy cyklu produkcyjnego ''C-choliny, ktéry porzadkuje czynnosci
podejmowane podczas wytwarzania niniejszego radioznacznika. W kolejnym rozdziale
zatytutowanym ,Materiaty i metody” zostaly opisane procedury analityczne stosowane w celu
okreslenia czystosci substancji chemicznych wykorzystywanych w cyklu produkcyjnym, takich jak
dimetyloaminoetanol (skrét DMAE) i dibromometan (DBM). Jako przyktad przytocze okreslanie
czystosci dimetyloaminoetanolu za pomoca zastosowanej przez autora, bardzo prostej metody
opartej na pomiarze gestosci wzglednej za pomocg gestosciomierzy oscylacyjnych pozwalajgcych
uzyskac¢ bardzo doktadny wynik z doktadnoscig do siedmiu miejsc po przecinku. Inne stosowane w
badaniach metody to spektroskopia w podczerwieni, chromatografia gazowa i spektroskopia NMR.
Chciatbym zaznaczyé, ze autor wykazat sie szerokg wiedzg dotyczacg mozliwosci i ograniczen
stosowanych metod analitycznych. Istotng czeScig pracy jest rozdziat 9, zatytutowany ,Procesy
syntezy 'C-choliny”, w ktérym opisane zostaly poszczegdlne etapy syntezy choliny znakowanej
weglem-11, poczawszy od reakcji jadrowej prowadzacej do wytworzenia radioizotopu *'C, az po
koricowy radioznacznik. Do wytworzenia radioizotopu *'C autor wykorzystat reakcje (p,o) na jadrach
izotopu azotu-14. Autor zamiescit przekrdj czynny na niniejszg reakcje (Rysunek 9.1) zaczerpniety z
bazy przekrojéw czynnych Miedzynarodowej Agencji Energii Atomowej. Jednak twierdzi, ze ww.
reakcja zachodzi w zakresie energii od 4 MeV do 20 MeV, cho¢ z rysunku wyraznie wida¢, ze nawet
przy energii 25 MeV przekrdj czynny jest niezerowy, wynosi okoto 20 mb i bynajmniej nie widaé
gwattownego spadku. Skad wiec taka uwaga zamieszczona w pracy? ... Natomiast warto zauwazy¢, ze



wyrazne maksimum przekroju czynnego przypada na energie okoto 9 MeV, o czym autor nie pisze.
Autor operuje pojeciem ,natezenie wigzki”. Lepszym okresleniem jest , prad wigzki”, tym bardziej, ze
ten parametr wyrazany jest w pA. Autor nie podaje ile wynosi czas poétzaniku wytworzonego
radioizotopu i jakiemu ulega on rozpadowi i ile wynosi energia rozpadu, co w mojej opinii jest duzym
niedopatrzeniem. Taka informacja witasnie w tym miejscu pracy jest niezbedna dla doktadnego
zrozumienia np. korzysci wynikajgcej ze skrécenia o 5 minut czasu trwania procedury wytwarzania
Yc-choliny, o czym autor pisze w kolejnym rozdziale dysertacji. Informacje o rozpadzie wegla-11
znalaztem natomiast w jednym z dalszych rozdziatéw pracy (Tabela 8, strona 91). Nie ma réwniez
informacji o energii wigzki protonéw w miejscu wchodzenia do tarczy i jej opuszczania. We wzorze
(9), czas napromieniania oznaczony literg t powinien by¢ w liczniku, a nie w mianowniku wyrazenia
wystepujacego we wnetrzu funkcji ekspotencjalne;j.

Kolejne etapy syntezy “*C-choliny zostaty opisane bardzo szczegdtowo. Tu chciatbym zauwazy¢, ze
autor opisat wszystkie procesy chemiczne, a najwazniejsze reakcje chemiczne zaprezentowat za
pomocg wzorédw sumarycznych i strukturalnych. Na uwage zastuguje skuteczna optymalizacja
procesu wytwarzania choliny znakowanej weglem-11, najpierw poprzez pozbycie sie toksycznego
dimetyloformamidu, zastgpienie go naturalnym rozpuszczalnikiem — etanolem. Nastepnie,
zastgpienie fiolki reakcyjnej kartridzem ekstrakcji do fazy statej przy jednoczesnym dostosowaniu
skryptu sterujgcego pracg modutu ReFORM+, tak aby media byty kierowane przez kartridz, co
pozwolito skréci¢ proces wytwarzania znacznika z 17 minut do 12 minut poprawiajgc wydajnosc
produkcji. Dodatkowy wzrost wydajnosci produkcji autor uzyskat poprzez zwiekszenie kontaktu
miedzy prekursorem (DMAE), a przeptywajacym przez kartridz jodkiem *'C-metylu. Ostatecznie udato
sie uzyska¢ wydajnosé 68 %, okreslona, jak rozumiem, jako aktywno$¢ wegla-11 w ‘'C-cholinie
okreslong bezposrednio po jej wytworzeniu, odniesiong do aktywnos$ci tego radioizotopu
wytworzonej w cyklotronie. Brak jest jednak w tekscie informacji jak nalezy rozumie¢ owe 68 %. W
rozdziale 10 autor doktadnie opisat opracowang procedure kontroli jakosci wytworzonego
radioznacznika 'C-choliny. Zastosowat do tego celu ogdlne wytyczne i zalecenia Farmakopei. Na
stronie 92 jest opisana metoda wyznaczania czasu pétzaniku radioizotopu e przeprowadzona w celu
identyfikacji radionuklidowej wytworzonego radioznacznika. Autor pisze, cytuje: ,Do wyznaczenia
czasu pottrwania izotopu wykorzystano aktywnos$ciomierz z komorg jonizacyjng ISOMED 1010
skalibrowany na izotop wegla-11". Jednak nie pisze w jaki sposdb ta kalibracja zostata wykonana. Tej
informacji brakuje. Nie moge zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem dotyczacym badania czystosci
radionuklidowej, ze bardzo duza intensywnos$é¢ piku anihilacyjnego uniemozliwia identyfikacje
nuklidéw o czasie poétrozpadu krétszym od czasu potrozpadu izotopu dostarczajgcego pozytony
anihilacyjne. W przypadku radioizotopdw emitujgcych fotony o energii mniejszej od 511 keV
rozwigzanie wspomnianego problemu jest proste. Mianowicie wystarczy tak dobra¢ parametry pracy
detektora, aby ograniczy¢ zakres pomiarowy do np. 500 keV. Okreslenie, ze cytuje: ,,... kalibracja
energetyczna ... pozwala przyporzadkowac zestawy pasm energetycznych konkretnym nuklidom na
podstawie stosunku ich intensywnosci” jest btedne. Kalibracja energetyczna przypisuje energie
kanatom analizatora wielokanatowego i tym samym pozwala odczyta¢ energie odpowiadajgce
fotonikom na zmierzonych widmach. Brakuje mi okredlenia zawartosci zanieczyszczen
radionuklidowych dla ''C-choliny wytworzonej przez autora, zgodnie z opracowana przez niego
procedura. Informacja o zanieczyszczeniach radionuklidowych byta by bardzo interesujgca.

Kolejne cztery rozdziaty 11 - 14 stanowig podsumowanie badan. Na wstepie autor zauwaza, ze cytuje:
»Najwiekszy wzrost aktywnosci wegla-11 wytwarzanego w tarczy cyklotronu miat miejsce w pierwszej



minucie napromieniania ...” i dalej ,,... otrzymatem 2 GBq tego izotopu w czasie ponizej 2 minut”, a
nastepnie autor kontynuuje te rozwazania piszgc: ,Nasycenie tarczy uzyskano po okoto dwdch
godzinach przy aktywnosci wegla-11 wynoszacej blisko 110 GBqg”. Chciatbym zauwazy¢, ze po
pierwsze to, ze nasycenie aktywnosci bedzie widoczne po okoto dwdch godzinach jest oczywiste dla
radioizotopu o czasie pétzaniku wynoszgcym 20.4 min, wynika to z wzoru (9). Po drugie jesli w niecate
dwie minuty uzyskano aktywnos¢ 2 GBq, to po uzyskaniu nasycenia aktywnos¢ bedzie wynosita 30
GBq, a nie 110 GBq. Aby uzyskaé 110 GBq, to aktywno$¢ otrzymana w niecate dwie minuty musiata
by wynosi¢ okoto 7 GBq. Takie sg prawa fizyki. Przyczyng uzyskania wiekszej aktywnosci w stanie
rownowagi promieniotwadrczej nizby wskazywata na to aktywnosé uzyskana w dwie minuty moze by¢
wzrost gestosci azotu w obrebie wigzki protondw, lub wzrost prgdu wigzki, oczywiscie zaktadajac, ze
kalibracja wydajnosciowa detektora stosowanego do pomiaru aktywnosci wegla-11 uwzgledniata
znaczna réznice uzyskanych aktywnosci uwidaczniajgca sie w tzw. czasie martwym detektora. Trudno
wyjasni¢ natomiast, cytuje: ,spadek aktywnosci tarczy po przekroczeniu punktu nasycenia”. Przede
wszystkim, nasycenie nie jest punktem, a jego czasowgq zaleznos¢ opisuje krzywa, ktéra zbliza sie
coraz bardziej i bardziej do prostej poziomej. Oczywiscie zaktadajgc niezmienno$é pradu wigzki i
zaniedbywalnie maty spadek ilosci centrow aktywacji (centrow reakcji) w tarczy.

Dobrym sposobem podsumowania wynikéw opracowanej przez autora optymalizacji procesu
wytwarzania 'C-choliny jest Tabela 9. Warto zauwazyé, ze dla zoptymalizowanych wartosci
parametréw takich jak, cisnienie napetniania tarczy, prad wiazki, ilosci uzytego DMF i DMAE, a takze
czas trwania cyklu produkcyjnego, produkt korncowy wykazuje wymagang jakos¢ w zakresie czystosci
chemicznej i radiochemicznej, a takze radionuklidowej i mikrobiologicznej. Co wiecej opracowana
procedura wytwarzania znacznika 'C-choliny jest powtarzalna.

Chciatbym podkresli¢, ze cel pracy jaki postawit sobie autor dysertacji zostat osiggniety. Udato sie
dostosowa¢ warunki wytwarzania choliny znakowanej weglem-11 do wymagan stawianych
wytwoércom radioznacznikdw medycznych. Ponadto, co zauwaza autor, a co stanowi wazny aspekt
praktyczny, krotki okres pétrozpadu wegla-11 sprawia, ze skazenie promieniotwércze w komorze
izolatora w ciggu dwéch godzin spada do poziomu akceptowalnego z punktu widzenia ochrony
radiologicznej. To z kolei umozliwia przeprowadzenie trzech sesji produkcyjnych w ciggu dnia
roboczego z taczna liczbg 24 dawek *C-choliny.

W rozprawie doktorskiej zostat zaprezentowany bogaty materiat badawczy. Autor dysertacji wykazat
sie duzg wiedzg. Wyniki badan zaprezentowane w rozprawie doktorskiej byty opublikowane w trzech
artykutach w czasopismach z listy JCR. We wszystkich tych artykutach pierwszych autorem jest Pan
mgr inz. Marcin Szydto. Rozprawa doktorska cechuje sie wymaganym dobrym poziomem naukowym.
W zwigzku powyzszym wnioskuje o dopuszczenie Pana mgr inz. Marcina Szydty do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. W recenzji wspominatem o bardzo wazinym aspekcie aplikacyjnym
przeprowadzonych badan. Wdrozenie choliny znakowanej weglem-11 do praktyki przyczyni sie m. in.
do podniesienia jakosci diagnozowania nowotwordw prostaty. W zwigzku z tym wnioskuje o
wyroznienie przedstawionej mi do recenzji dysertacji doktorskie;j.
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