Streszczenie

Rozwdj wspodtczesnej medycyny nie bylby mozliwy bez opracowania
odpowiednich procedur obrazowania medycznego pozwalajacego na doktadna
wizualizacje wewnetrznych struktur i dostarczania kluczowych informacji
dotyczacych procesu leczenia. W szerokiej gamie strukturalnych (morfologicznych)
metod obrazowych czynnos$ciowe procedury radioizotopowe medycyny nuklearnej
wydaja sie odgrywac szczegdlnag, i wciaz rozwojowa, role ze wzgledu na mozliwos¢
wizualizowania i mierzenia procesOw biochemicznych in wvivo na poziomie
komérkowym i molekularnym w czasie rzeczywistym w najwczesniejszych stadiach
choroby, przed pojawieniem si¢ zmian strukturalnych czy objawéw morfologicznych.
Narzedzia medycyny nuklearnej — radiofarmaceutyki diagnostyczne i terapeutyczne
— jako zwiazki wysoce selektywne i specyficzne wzgledem danego celu lub markera
molekularnego realizuja nie tylko koncepcje obrazowania, ale rowniez wpisuja sie
w koncept leczenia spersonalizowanego i idee tzw. magic bullet, tj. zwiazkdéw badz
lekow dziatajacych swoiscie na zmienione chorobowo komorki bez szkody dla
pozostalych narzadéw. Poszukiwanie i opracowanie nowych, peptydowych
i niepeptydowych, radiofarmaceutykéow receptorowych opartych na inhibitorach
kompleksu VEGF-A1s/NRP-1 jest przedmiotem badan prowadzonych w ramach
niniejszej pracy doktorskiej.

Wspomniany  powyzej uklad  VEGF-Ais/NRP-1  jest  skladowa
pro-angiogennego kompleksu VEGF-A16/VEGFR-2/NRP-1 zaangazowanego w proces
patologicznej angiogenezy nowotworowej tj. procesu wytwarzania nowych naczyn
w obrebie powstajacego guza nowotworowego niezbednych dla jego wzrostu,
rozwoju i rozprzestrzeniania si¢. Ponadto, nadekspresja receptora NRP-1, bedacego
celem molekularnym projektowanych przeze mnie zwiazkoéw, obserwowana jest
rowniez na powierzchni wielu typéw komodrek nowotworowych, stad receptor ten
moze stanowi¢ idealny cel molekularny umozliwiajac precyzyjne obrazowanie
i skuteczng terapie.

W ramach przeprowadzonych badan zastosowatam seri¢ zwigzkdéw (inaczej
biomolekut lub wektoréw) peptydowych i niepeptydowych wykazujacych wedtug
danych literaturowych wysokie powinowactwo wigzania wzgledem receptora NRP-1
i bedacych jednoczesnie inhibitorami wspomnianego kompleksu VEGEF-A1es/NRP-1.
Byty to: peptyd A7R (Alal-Thr>-Trp3-Leu*-Pro>-Pro®-Arg’), jego retro-inverso analog
PR7A (pArg'-pPro?-oPro’-pLeu*-oTrp®>-pThré-pAla’), peptydomimetyki K4R
(Lys'(hArg)-Dab?-Pro*-Arg!) i KA*AR (Lys!-Ala?[CH2-NH]Ala3-Arg* zawierajacy
zredukowane wiazanie peptydowe [CH2-NH] oznaczone symbolem *) oraz mata

czasteczka organiczna o symbolu EG01377 (3-((5-(4-(Aminomethyl)phenyl)-2,3-
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dihydrobenzofuran)-7-sulfonamido)-thiophene-2-carbonyl)-L-arginine). Cze$¢ z nich
zsyntezowatam osobiscie w Pracowni Peptydéw Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, a czes¢ zakupitam. Otrzymane inhibitory poddatam nastepnie
funkcjonalizacji poprzez dodanie do ich struktury tacznika i chelatora
makrocyklicznego w celu umozliwienia wykonania znakowania promieniotwdrczego
tak otrzymanych koniugatow.

Serie¢  siedmiu  koniugatow  (prekursoréw  radiofarmaceutycznych,
DOTA-Ahx-A7R, Lys(DOTA)-A7R, DOTA-Ahx-K4R, PR7A-PLys(DOTA),
DOTA-Ahx-KA*AR, DOTA-EG oraz DOTA-Ahx-EG) poddatam nastepnie procesowi
znakowania promieniotworczego w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej przy
uzyciu trzech radionuklidow ([®Ga]Ga, [#Sc]Sc i [7Lu]Lu) w koncepcji par
teranostycznych, a takze zoptymalizowalam warunki tego procesu. Otrzymatam
rowniez serie zimnych zwiazkéw odniesienia zawierajacych w swojej budowie
w miejscu radionuklidu odpowiadajacy mu kation stabilnego izotopu danego metalu.
Dla otrzymanych radiokoniugatéw przeprowadzitam pelny profil badan in vitro
wlasciwosci fizykochemicznych, a dla ich zimnych zwiazkdéw referencyjnych badania
biologiczne powinowactwa receptorowego, pod katem okreslenia uzytecznosci
otrzymanych radioinhibitorow jako radiofarmaceutyki receptorowe w celowanej
terapii radionuklidowej w kontekscie wczesnej diagnostyki i terapii anty-angiogenne;j.

Przeprowadzone badania fizykochemiczne serii 19 radiokoniugatéw
obejmowaty badania stabilnosci w medium prowadzenia reakcji, w obecnosci
nadmiarowych stezen ligandow konkurencyjnych (tzw. challenge experiments)
i w $rodowisku surowicy ludzkiej, oraz wyznaczenie parametru lipofilowosci.
Badania biologiczne wolnych biomolekut (inhibitoréw kompleksu VEGE-A16/NRP-1)
oraz zimnych zwiazkow  odniesienia = odpowiadajacych  syntezowanym
radiokoniugatom przeprowadzone zostaly w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk przy uzyciu
metody ELISA typu kompetycyjnego i umozliwily wyznaczenie powinowactwa
receptorowego badanych zwiazkow do receptora NRP-1 wzgledem zwiazku
konkurencyjnego.

Wszystkie otrzymane radiokoniugaty okazaly sie stabilne w medium
prowadzenia reakcji - roztworach PBS (pH 7,4) oraz w roztworach cysteiny
i histydyny. Radiokoniugaty zawierajace w swojej budowie jako biomolekute
inhibitory peptydowe okazaly si¢ niestabilne w srodowisku surowicy ludzkiej,
natomiast catkowita stabilno$¢ w tym medium wykazaty radiokoniugaty zawierajace
jako inhibitor czasteczke EGO01377. Wszystkie otrzymane radiokoniugaty
charakteryzowaly sie niskim parametrem lipofilowosci wykazujac silnie hydrofilowy
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charakter. Wsrdod inhibitoréw peptydowych oraz opartych na nich zimnych
zwiazkach odniesienia wysokie powinowactwo wigzania do receptora NRP-1
wykazaly jedynie zwigzki zawierajace peptyd A7R oraz peptydomimetyk K4R.
Zwiazki zawierajace peptyd PR7A i peptydomimetyk KA*AR (zarowno inhibitory jak
i oparte na PR7A zimne zwiazki odniesienia) wykazaly brak powinowactwa do
receptora NRP-1. Wysokie powinowactwo wiazania do receptora NRP-1 wykazat
natomiast rowniez inhibitor EGO01377, a takze zawierajace go zimne zwiazki
odniesienia. Przedstawione wyniki badan in vitro fizykochemicznych i biologicznych
wlasciwosci radiopreparatow wykazaty, ze radiokoniugaty zawierajace inhibitor
EGO01377 catkowicie spelniajg wymagania stawiane radiofarmaceutykom i moga by¢
rozwazane jako potencjalne diagnostyczne/terapeutyczne radiofarmaceutyki
receptorowe w celowanej anty-angiogennej terapii.

Podsumowujac, opisane w niniejszej pracy syntezy, przeprowadzone badania
i otrzymane wyniki pozwolily na poszerzenie wiedzy w zakresie otrzymywania
i przydatnosci peptydowych i niepeptydowych inhibitorow kompleksu
VEGF-Ai16s/NRP-1 oraz zastosowania ich jako wektory radiofarmaceutykow
receptorowych, nakredlity kierunek ku projektowaniu niepeptydowych
(maloczasteczkowych) inhibitoréw i staly sie istotnym wskazaniem dla dalszych
poszukiwan w tej dziedzinie.
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