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Informacje wstepne

Po ukonczeniu studiéw na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego (czerwiec
1974) podjetam prace w Instytucie Badan Jadrowych (sierpien 1974), w Zakladzie
Technologii Chemicznej, w Pracowni Technologii Wody Reaktorowej. Prace, w ktorych
wowczas uczestniczylam, dotyczyly analizy i oczyszczania wody I obiegu chlodzenia
reaktora WWER-440, a szczegdlnie mozliwosci zatezania kwasu borowego w chlodziwie
(bor-10, ze wzgledu na duzy przekrdj czynny na wychwyt neutrondéw, ok. 750 barnéw, miat
by¢ stosowany jako sktadnik chtodziwa i uzywany do regulacji biegu reaktora). Prace te
prowadzone byty na zlecenie Energoprojektu Warszawa i zwigzane byly z planowang (marzec
1982) budowa w okolicach Zarnowca pierwszej w Polsce elektrowni jadrowej. Wyniki tych
prac nie byly publikowane, lecz w formie tajnych raportéw wewngtrznych IBJ, a potem

IChTJ, przekazywane do Energoprojektu.

W latach 1985 — 1990 przebywatam na bezptatnym urlopie wychowawczym z tytutu

opieki nad dzie¢mi do lat 3.

Po powrocie do pracy zawodowej kierunek mojej tematyki badawczej ulegt
czgsciowe] zmianie (w 1990 roku rzad polski podjat decyzje o zaprzestaniu rozpoczete) juz
budowy elektrowni jadrowej). Nadal zajmowatam si¢ metodami rozdzielczymi, szczeg6lnie z
zastosowaniem selektywnych jonitow (jestem wspoOlautorem patentu Nr 145223 , Sposob
wytwarzania zelazocyjanku tytanu”), ale potencjalne zastosowanie tych badan zostato

ukierunkowane na analize¢ 1 oczyszczanie wod oraz odpadow przemystowych.

Po obronie pracy doktorskiej w 2000r. (tytut pracy: Hydratacja oksaalkanéw w
roztworach wodnych) rozpoczgtam badania w dziedzinie nowo wprowadzonej do dziatalnosci
statutowej IChTJ - chemii radiofarmaceutycznej. Wyniki uzyskane w tej dziedzinie stanowig
moje osiggniecie naukowe, bedgce podstawg do ubiegania si¢ 0 nadanie stopnia doktora

habilitowanego.



4. Osiagniecia wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 i pézn. zm.)

Wskazanie osiagniecia:

Projektowanie nowych potencjalnych radiofarmaceutykow receptorowych

opartych na analogach peptydow wazopresyny i greliny oraz leku lapatinib

Materiatem zrédtowym do opisu moich osiagnie¢ naukowych, bedacych podstawg do
ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego, jest zamieszczony ponizej cykl publikacji (w
ktérych jestem ,,autorem do korespondencji”), sktadajacy si¢ z 8 prac o tagcznym IF réwnym
18,913 (MNiSW = 250).

H1. L. Fuks, E. Gniazdowska, J. Mieczkowski, J. Narbutt, W. Starosta, M. Zasepa,
,Structure and vibrational spectra of fac-Re'(CO)s" complex with N-methyl-2-
pyridinecarbothioamide”, J. Organomet. Chem., 689, 4751-4756 (2004). IF=2,025
(MNiSzW = 30)

Moj wktad pracy oceniam na 45%: wspotudziat w zaplanowaniu i wykonaniu badan,

opracowanie wynikéw, wspotudzial w przygotowaniu pracy do druku.

H2. L. Fuks, E. Gniazdowska, J. Mieczkowski, N. Sadlej-Sosnowska, ,,Structural
features of tricarbonyl(N-methyl-2-pyridinecarboxyamide)chloro-rhenium(l)-
potential precursor of radiopharmaceuticals”, Polyhedron 27, 1353-1360 (2008).
IF=1,801 (MNiSzW = 30)

Moj wkitad pracy oceniam na 40%: opracowanie syntezy kompleksu, przeprowadzenie

krystalizacji, interpretacja wynikow, przygotowanie pracy do druku.

H3. L. Fuks, E. Gniazdowska, P. Kozminski, M. Lyczko, J. Mieczkowski, J. Narbutt,
,» 2+1° tricarbonyltechnetium(I) and -rhenium(l) mixed-ligand complexes with N-
methylpyridine-2-carboxyamide and isocyanide or imidazole ligands - potential
precursors of radiopharmaceuticals”, Applied Radiation and Isotopes, 68, 90-95
(2010). IF=1,114 (MNiSzW = 25)

Moj wktad pracy oceniam na 40%: zaplanowanie i wykonanie badan, opracowanie

wynikow, przygotowanie pracy do druku.

H4. P. Kozminski, E. Gniazdowska, L. Fuks, S. Kowalska, ,,2+1’
tricarbonyltechnetium(l)/tricarbonylrhenium(l) mixed-ligand complexes with methyl



thiosalicylate and  isocyanide ligands as  potential  precursors  of
radiopharmaceuticals”, Applied Radiation and Isotopes, 69(2), 436-442 (2011).
IF=0,999 (MNiSzW = 25p)

Moj wktad pracy oceniam na 50%: zaplanowanie koncepcji pracy, wspotudziat w
wykonywaniu badan, dyskusja i opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do

druku.

H5. E. Gniazdowska, P. Kozminski, L. Fuks ,,Synthesis, radiochemistry and stability of
the conjugates of technetium-99m complexes with Substance P”, Journal of
Radioanalytical and Nuclear Chemistry, 298, 1171-1177 (2013). IF=1,520
(MNiSzW = 25)

Moj wktad pracy oceniam na 55%: zaplanowanie badan, wspotudziat w wykonywaniu

badan, dyskusja i opracowanie wynikéw, przygotowanie pracy do druku.

H6. E. Gniazdowska, P. Kozminski, K. Bankowski, P. Ochman ,*™Tc-labeled
Vasopressin Peptide as a Radiopharmaceutical for Small-Cell Lung Cancer (SCLC)
Diagnosis”, Journal of Medicinal Chemistry, DOl 10.1021/jm500272r, 57,
5086-5994 (2014). IF=5,614 (MNiSzW = 45)

Moj wkiad pracy oceniam na 70%: sformulowanie problemu badawczego,

zaplanowanie badan, glowny udzial w badaniach, dyskusja i opracowanie wynikow,

przygotowanie pracy do druku.

H7. P. Kozminski, E. Gniazdowska “Synthesis and in vitro/in vivo evaluation of novel
mono- and trivalent technetium-99m labeled Ghrelin peptide complexes as potential
diagnostic  radiopharmaceuticals”, Nuclear Medicine and Biology, DOI
10.1016/j.nucmedbio.2014.08.012, praca w druku. 1F=2,408 (MNiSzW = 30)

Moj wkiad pracy oceniam na 55%: sformutowanie problemu badawczego,
zaplanowanie badan, udzial w wykonywaniu badan, dyskusja i opracowanie wynikow,

przygotowanie pracy do druku.

H8. E. Gniazdowska, P. Kozminski, K. Bankowski, W. Luniewski, L. Krolicki,
,»Synthesis, physicochemical and biological evaluation of technetium-99m labelled
lapatinib as a novel potential tumour imaging agent of Her-2 positive breast cancer”,
European Journal of Medicinal Chemistry, DOI: 10.1016/j.ejmech.2014.09.080, 87
493-499 (2014). 1F=3,432 (MNiSzW = 40)

Moj wkiad pracy oceniam na 75%: sformutowanie problemu badawczego,

zaplanowanie badan, gtowny udziat w badaniach, dyskusja i opracowanie wynikow,

przygotowanie pracy do druku.



Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Radiofarmaceutyki sg to z reguty zwiazki koordynacyjne z kationem radionuklidu jako
jonem centralnym, przyltgczone do czasteczki biologicznie czynnej. Po podaniu pacjentowi
pomiar rozkladu przestrzennego intensywnosci emitowanego z wewnatrz organizmu
promieniowania gamma umozliwia lokalizacj¢ rozmieszczenia radiofarmaceutyku w
organizmie, a tym samym okreslanie nieprawidlowosci struktur tkankowych lub zaburzen w
funkcjonowaniu badanych narzadow. Metody diagnostyczne medycyny nuklearnej
przedstawiajg obraz badanego narzadu w aspekcie czynno$ciowym, co umozliwia znacznie
wcezesniejsze wykrycie zmian chorobowych, zanim jeszcze doprowadza one do
wykrywalnych zmian morfologicznych. Pozwala to na wczesniejsze podjgcie terapii, co
czesto decyduje o skutecznosci leczenia. Radiofarmaceutyki terapeutyczne to selektywnie
absorbowane przez tkanke nowotworowa preparaty zawierajace radionuklidy o tak dobranym
zasiegu emitowanego promieniowania korpuskularnego, aby praktycznie cala energia
promieniowania byta pochlaniana przez chorobowo zmieniong tkanke, a szkodliwy wplyw
promieniowania na tkanke zdrowa (caty organizm) byt niewielki. Obecnie najwazniejsza
grup¢ radiofarmaceutykow stanowia tzw. radiofarmaceutyki receptorowe. W zwiazkach tych
trwaly 1 inertny kompleks diagnostycznego lub terapeutycznego radionuklidu zwigzany jest
poprzez dwufunkcyjny tacznik (reagent BFCA, Bi-Functional Coupling Agent) z wybrang
czasteczka biologicznie czynng (np. peptydem, przeciwcialem lub jego fragmentem).
Odpowiednio dobrana do danego receptora biomolekuta, na zasadzie rozpoznania
molekularnego, petni role wektora, dzigki ktoremu radiofarmaceutyk dociera i gromadzi si¢
wybiodrczo w okreslonych tkankach, a tym samym diagnozuje lub leczy chorobowo zmienione
narzady. Jednoczesnie podawana dawka diagnostycznego lub  terapeutycznego
radiofarmaceutyku jest tak mata, Ze nie ma ona zadnego znaczenia dla organizmu, nie zaktoca
jego normalnego funkcjonowania ani nie prowadzi do zaburzen czynnosciowych danego

narzadu.

Ze wzgledu na wcigz rosngce na §wiecie zainteresowanie chemia radiofarmaceutyczng mozna
powiedzie¢, ze obecnie jest to najbardziej perspektywiczny kierunek rozwoju wspotczesnej

radiochemii stosowane;j.



Projektowanie radiofarmaceutykow

Glowny podzial radiofarmaceutykéw ze wzgledu na ich funkcje to radiofarmaceutyki
diagnostyczne 1 terapeutyczne. Dlatego tez pierwszym krokiem przy projektowaniu
radiofarmaceutyku jest dobor radionuklidu: diagnostycznego lub terapeutycznego.

Obecnie w diagnostycznych metodach medycyny nuklearnej wykorzystywana jest tomografia
emisyjna pojedynczych fotonéw, powszechnie nazywana SPECT (Single Photon Emission
Computed Tomography), wykorzystujaca radionuklidy emitujagce promieniowanie y, oraz
pozytonowa tomografia emisyjna — PET (Positron Emission Tomography), wykorzystujaca
radionuklidy emitujace czastki B* (np. C-11, O-15, F-18). Najbardziej rozpowszechnione w
metodzie SPECT sa zwigzki technetu-99m ze wzgledu na jego praktycznie idealng
charakterystyke jadrowa (czas potowicznego rozpadu 6 godzin, energia 140 keV), mozliwos¢
podania jednorazowo bezpiecznej dawki rzedu 740+1110 MBq oraz bardzo bogata chemig
koordynacyjng. Najbardziej popularnymi radiofarmaceutykami wykorzystywanymi w
technice PET sa [*®F]fluoro-2-deoksyglukoza ([**F]FDG) i znakowane Ga-68 peptydy (np.
somatostatyna, substancja P). Zaletg techniki PET, w poréwnaniu do techniki SPECT, jest
relatywnie wyzsza czuto$¢ i rozdzielczos$¢ tej metody. Wada metody PET jest stosunkowo
krotki czas potowicznego zaniku stosowanych obecnie radionuklidéw (rzgdu 1 h). Dlatego tez
obecnie intensywnie poszukuje sie nowych emiteroéw promieniowania B, o nieco dtuzszym
czasie potowicznego zaniku lub mozliwych do otrzymywania z przeno$nych generatorow (np.
Rb-82, Sc-44, Ga-68). Podstawg do wyboru radionuklidu terapeutycznego jest rozmiar
zmiany chorobowej, do ktorego nalezy dobra¢ radionuklid o odpowiednim zasiggu

promieniowania.
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Schemat zasiggu promieniowania w organizmie zywym



Radionuklidem, ktory stosowatam w zaprojektowanych przeze siebie potencjalnych
diagnostycznych radiofarmaceutykach receptorowych (opartych na analogach peptydow
wazopresyny i greliny oraz leku lapatinib) byt technet-99m, otrzymywany z generatora

®Mo/®™Tc w postaci jonu nadtechnecjanowego.

- tacznik ( biomolekuta

kompleks

Schemat budowy radiofarmaceutykdéw receptorowych.

Radionuklid X zwigzany jest w trwaly i inertny kompleks, ktory poprzez
dwufunkcyjny tacznik BFCA zwigzany jest z wybrang czasteczkg biologicznie czynng
(biomolekutg, BM). Ze wzgledu na bogata chemig¢ koordynacyjng technetu, w literaturze
opisanych jest bardzo wiele kompleksow technetowych, w ktorych kation technetu wystepuje
na stopniach utlenienia +1, +3, +5 lub +6. W trakcie swoich prac doswiadczalnych
syntezowatam kompleksy technetowe zawierajace Kation technetu na wszystkich
wymienionych stopniach utlenienia, aczkolwiek w projektowanych przeze siebie
potencjalnych diagnostycznych radiofarmaceutykach receptorowych stosowatam glownie
kompleks technetu(l11). W kompleksie tym, tzw. ‘4+1°, o strukturze bipiramidy trygonalnej,
ligand tetradentny tris(2-merkaptoetylo)-amina (NSs3), z trzema atomami donorowymi siarki i
jednym atomem azotu, taczy si¢ z trojwartosciowym technetem pozostawiajgc jedno miejsce
koordynacyjne wolne dla liganda monodentnego. Ligandem monodentnym jest dwufunkcyjny
reagent CN-BFCA — ester sukcynyloimidylowy kwasu 4-izocyjanomastowego. Zwigzek ten
zawiera grup¢ izonitrylowa CN, poprzez ktérag koordynuje kation radionuklidu, i grupe
estrowa, poprzez ktorg moze by¢ przytaczona biomolekuta, BM. Z danych literaturowych
oraz badan wtasnych wiadomo, iz kompleksy takie sg wyjatkowo trwate nie tylko w sensie
termodynamicznym, lecz takze pod wzgledem kinetyki wymiany ligandéw in vivo (np. nie
ulegaja one reakcji podstawienia grupami SH z takich czasteczek jak cysteina lub glutation).
Ponadto wprowadzenie odpowiednio dobranej grupy hydrofilowej R, jako peryferyjnego
podstawnika do tetradentnego ligandu NSj3;, umozliwia otrzymanie radiobiokoniugatu o
zadanej wartosci lipofilowosci (parametru decydujacego o zachowaniu si¢ czasteczki w

warunkach in vivo). Uzywany do syntezy radiobiokoniugatu ligand monodentny CN-BFCA



sprzegany byl uprzednio z biomolekulg (poprzez utworzenie wigzania amidowego pomig¢dzy
aktywnym chemicznie estrem sukcynyloimidylowym z reagenta CN-BFCA i grupg aminow3g
biomolekuty) i zajmujac pigte miejsce koordynacyjne w kompleksie technetowym wnosit
jednoczesnie do syntezowanego radiofarmaceutyku biomolekule. Przytaczajac biomolekute
nalezy jednak pami¢tac, aby nie zmienia¢ fragmentu biomolekuly odpowiedzialnego za jej
oddziatywania z receptorem. Grupa aminowa biomolekuly uzyta do utworzenia wigzania

amidowego powinna znajdowac si¢ poza fragmentem farmakoforowym biomolekuty.

Schemat budowy radiobiokoniugatu, zawierajacego kompleks technetu(Ill), typu ‘4+1°,

zamieszczony jest ponizej.
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Schemat budowy radiobiokoniugatu z kompleksem technetu(III), typu ‘4+1°

W zaprojektowanych przeze mnie potencjalnych diagnostycznych
radiofarmaceutykach receptorowych w przypadku peptydu wazopresyna wykorzystatam
o-aminowa grupe N-konca peptydu (zablokowanie a-aminowej grupy N-konca wazopresyny
jest wskazane w celu zwigkszenia okresu pottrwania peptydu in vivo). W przypadku peptydu
grelina do utworzenia wigzania amidowego z estrem sukcynyloimidylowym reagenta
CN-BFCA wykorzystywany byt zmodyfikowany C-koniec peptydu (o-aminowa grupa
N-konca geliny jest czeScig fragmentu peptydu odpowiedzialnego za oddzialtywanie z

receptorem).

Ze wzgledu na duze podobienstwo wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
analogicznych kompleksow technetowych i renowych oraz brak naturalnego izotopu technetu,
dla wszystkich syntezowanych przeze mnie potencjalnych technetowych radiofarmaceutykow
receptorowych syntezowane byly w skali miligramowej tzw. ,zimne renowe zwigzki
odniesienia” (cold rhenium reference compounds). Zwigzki te charakteryzowane byly za

pomoca metod AE, MS, NMR, HPLC, TLC, UV-Vis, IR. Poréwnanie analiz HPLC (Ry) i



TLC (Rg) "zimnego renowego zwigzku odniesienia" (detekcja UV-Vis) i analogicznego
zwigzku zawierajacego technet-99m (detekcja promieniowania gamma) byto Kkryterium
potwierdzajagcym fakt otrzymania w skali n.c.a. (no-carrier added) zwigzku technetowego o

danym sktadzie i budowie, jak analogiczny zwigzek renu.
Wybér biologicznie czynnej czasteczki

Poszukiwania nowych radiofarmaceutykow to zaré6wno dobieranie odpowiednich
radionuklidow (rodzaj i energia promieniowania), jak tez szukanie nowych biomolekut, BM,
(w $wiecie medycyny czy biologii biomolekuty nazywane sg ‘ligandami’), ktore ,,dostarczajg”
radioizotop w odpowiednie miejsce, umozliwiajac zobrazowanie danej tkanki. Biomolekuty
(peptydy, fragmenty przeciwcial monoklonalnych) dobiera si¢ w oparciu o znajomo$¢ funkcji
pelionych przez dang tkanke - sg one w tej tkance wychwytywane, metabolizowane lub
uczestnicza w jej fizjologicznych procesach. Uzyskuje si¢ w ten sposdb informacje o
strukturze narzadu, ale poprzez informacj¢ o petnieniu przez niego swojej funkcji, co stanowi
zasadniczg r6znicg pomigdzy metodami scyntygraficznymi, a innymi technikami
obrazowania. Utrudnieniem w diagnostyce/terapii przy uzyciu radiofarmaceutykéw, podobnie
jak w przypadku stosowania lekow standardowych, moze by¢ czesto pojawiajaca si¢ opornosé
na stosowane preparaty. Moze by¢ ona wynikiem zahamowania transportu preparatu do
komorki w wyniku mutacji receptora (czyli punktu wychwytu radiofarmaceutyku) lub
nasilenia transportu preparatu na zewnatrz komorki (w przypadku radiofarmeceutykow
internalizowanych) na skutek aktywacji blonowej glikoproteiny P. Co wigcej, takze sama
komorka zdolna jest do wytworzenia alternatywnego szlaku metabolicznego lub nasilenia
naprawy DNA. Ponadto wiadomo takze, ze w przypadku wielu typéw nowotworéw na blonie
komorkowe) wystepuje nadekspresja czesto kilku roéznych receptorow, wobec ktorych
powinowactwo wykazuja r6ézne Dbiomolekuty. Tak wigec poszukiwania nowych

radiofarmaceutykéw wymagaja umiejetnosci znakowania coraz to nowych biomolekut.

Czasteczkami biologicznie aktywnymi, na ktérych opartam zaprojektowane przeze
siebie radiofarmaceutyki receptorowe, sg peptydy, (a $cisle mowigc ich analogi) wazopresyna

i grelina oraz lek antynowotworowy lapatinib.

Wazopresyna (arginiono wazopresyna, (Arg®)-Vasopressin, AVP), zwana takze
arginopresyng lub hormonem antydiuretycznym (ADH), jest cyklicznym peptydem

zawierajacym 9 aminokwaséw. Dwa z nich to cysteina, w pozycji 1 i 6 (Cys' i Cys®). W

10



wyniku powstania mostka dwusiarczkowego pomiedzy tymi aminokwasami, wazopresyna ma
ksztalt 6-cio aminokwasowego pier§cienia, poza ktory wystaje fragment peptydu sktadajacy
si¢ z 3 aminokwasow.

Wazopresyna jest peptydem wystepujacym u ssakow, w tym takze u ludzi. Powstaje z
prekursora hormonu peptydowego (preprohormonu) syntezowanego w podwzgdrzu, skad
uwalniana jest podczas transportu do tylnego ptata przysadki moézgowej. AVP reguluje
zatrzymywanie wody w organizmie. Jej ilo§¢ zwigksza si¢ w przypadku odwodnienia
(dziatanie antydiuretyczne za posrednictwem receptora V2). Powoduje, ze nerki zatrzymujg
wowczas wode (ale nie sole), co prowadzi do zmniejszenia ilosci moczu. APV moze takze
poprzez zwe¢zanie $wiatta naczyh powodowac wzrost tetniczego cisnienia krwi (dziatanie
wazopresyjne za posrednictwem receptora V1). Ponadto, poza powyzszymi dominujgcymi
funkcjami, wazopresyna, jako neuropeptyd, wywotuje szereg neurologicznych efektow w
centralnym uktadzie nerwowym (CNS). Moze powodowaé, za posrednictwem rdéznych
podtypdéw receptora, sprawniejszg prace mozgu, powodujaca np. zwigkszenie zdolnosci
poznawczych czy przezywanie emocji. W ostatnich latach wazopresynie przypisuje si¢ takze
coraz wigkszy wplyw na zachowania spoteczne i udzial w takich chorobach jak schizofrenia i
autyzm. Stezenie wazopresyny w surowicy jest ponizej 4 pg/ml, a okres pottrwania rzedu 10-
35 min (AVP ulega biodegradacji pod wpltywem wazopresynaz obecnych w watrobie i
nerkach). Wydluzenie okresu pottrwania AVP mozna osiagnaé poprzez zablokowanie grupy
a-aminowej na N-koncu peptydu (przy Cys') i uzycie w pozycji 8 D-argininy zamiast
naturalnej L-argininy.

Poza naturalng wazopresyna uzywalam takze jej analogu, zwiazku d(CH,)s[D-Tyr(Et?)-lle*-
Eda”JAVP, (AVP(an)), posiadajacego wlasciwosci antagonisty wzgledem receptora
wazopresyny V2 (5 mg probke tego zwigzku otrzymatam, w ramach wspolpracy, od Prof.
Maurice Manning, University of Toledo, Toledo, Ohio, United States.

Wystepowanie nadekspresji  receptora wazopresyny V2 na komorkach nowotworowych
zostato stwierdzone w przypadku drobnokomorkowej postaci raka ptuc (small-cells of lung
cancer, SCLC). Jest to nieoperowalna posta¢ nowotworu, pochodzenia neuroendokrynnego,
stanowigca okoto 20% zachorowan na raka ptuc i1 charakteryzujaca si¢ bardzo krotkim
okresem przezywalnosci — 5-Cio letni okres przezywalnos$ci stanowi mniej niz 20 %. Komorki
SCLC charakteryzuja si¢ szybkim rozmnazaniem si¢ i rozprzestrzenianiem do wezlow
chlonnych 1 innych organéw, takich jak mozg, watroba, kosci.

Za oddzialtywanie wazopresyny z receptorem V2 odpowiedzialna jest struktura 6-cio

czlonowego pierécienia utworzonego poprzez dwusiarczkowy mostek pomiedzy Cys® i Cys®,
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troaminokwasowy ,,0gon”, obecno$¢ tyrozyny w pozycji 2 i zamiana grupy karboksylowej
C-konca peptydu w forme amidu.

Zastosowanie  znakowanej wazopresyny (potencjalnych radiofarmaceutykow
receptorowych opartych na AVP lub (AVP(an)) moze stuzy¢ do efektywnego diagnozowania

i typowania do leczenia pacjentéw cierpigcych na drobnokomorkows posta¢ raka ptuc.

Grelina jest 28-aminokwasowym endogennym hormonem wystepujacym we krwi.
Uwalniana jest z komorek oktadzinowych (tzw. X/A-like cells) trzonu i dna zotadka i moze
wystepowa¢ w dwoch formach: jako grelina acylowana (GHR) i jako grelina des-acylowana
(des-acyl Ghr). Nazwa grelina pochodzi od angielskiego stowa "grow" - ,,rosnac¢” ze wzgledu
fakt, iz najwazniejszg funkcja in vivo tego peptydu jest pobudzenie przedniego plata przysadki
moézgowe] do wydzielania hormonu wzrostu (GH, Growth Hormone). W warunkach in vivo
grelina, jak wszystkie hormony, ulega procesowi biodegradacji enzymatycznej pod wptywem
dziatania enzymoéw  proteolitycznych  (butyrylcholinesteraza, = PAF-acetylhydrolaza,
karboksylesteraza). Pierwszym etapem biodegradacji jest deacylacja, czego wynikiem jest
powstawanie des-acylowanej greliny. Wedtug danych literaturowych okres pottrwania Ghr w
surowicy ludzkiej jest stosunkowo dos¢ diugi — po 240 min. jeszcze okoto 50% peptydu
istnieje w niezmienionej formie. Grelina jest endogennym ligandem receptora hormonu
wzrostu (GHS-R, Growth Hormone Secretagogue Receptor). Poczatkowo uwazano, ze
aktywnym fragmentem greliny, odpowiedzialnym za oddziatywanie biomolekuta-receptor,
jest sekwencja trzech pierwszych aminokwaséw N-konca peptydu: Gly'-Ser®-(n-
oktaacyl)Ser®. Pozniejsze badania pokazaly, ze za aktywny fragment greliny nalezy uwazaé
duzszy fragment peptydu, sktadajacy sie z pieciu pierwszych aminokwasow: Gly*-Ser®-(n-
oktaacyl)Ser®-Phe*-Leu®. Wykazano rowniez, ze fragment ten moze by¢ uzywany jako wektor
do syntezy radiofarmaceutykoéw receptorowych. Grelina jest przykladem peptydu, ktérego
N-koniec odpowiedzialny jest za oddziatywanie z receptorem, a wigc radioznacznik powinien
by¢ przytaczany np. poprzez C-koniec peptydu, poza fragmentem farmakoforowym
biomolekuty. W tym celu opracowany zostal sposob modyfikacji C-konca peptydu, ktory
polegal na przylaczeniu aminokwasu lizyna, Lys. Aminokwas ten posiada dwie
pierwszorzedowe grupy aminowe: o-aminowag grup¢ N-konca i g-aminowa W tancuchu
bocznym. Poprzez jedng z tych grup Lys zostaje przytaczona do C-konca peptydu, natomiast
druga grupa aminowa bierze udzial w utworzeniu wigzania amidowego z aktywnym
chemicznie estrem sukcynyloimidylowym reagenta CN-BFCA. Z punktu widzenia

zastosowania koncowego radiobiokoniugatu jako potencjalny radiofarmaceutyk, nie ma
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znaczenia na etapie przytaczania lizyny do C-konca peptydu, ktora grupa aminowa lizyny
bierze udzial w tej reakcji, a ktora w sprzgganiu peptydu z reagentem CB-BFCA.

W ostatnich latach pojawily si¢ liczne doniesienia o wystepowaniu nadekspresji receptora
GHS-Rla na komorkach réznych typow nowotworéw (gruczolak przysadki, guzy
neuroendokrynne tarczycy, ptuc, piersi, gonad, rak prostaty, zotadka, jelita grubego,
endokrynne i nieendokrynne guzy trzustki). Fakt ten pozwala sadzi¢, iz peptyd grelina ma
potencjalne szanse by¢ zastosowanym w radiofarmaceutykach receptorowych jako wektor

doprowadzajacy biokoniugat danego radionuklidu do chorobowo zmienionej tkanki.

Lapatinib (ditozylan pochodnej 4-anilinochinazoliny, nazwy handlowe: Tykerb -USA,
Tyverb —Europa) jest to lek antynowotworowy opracowany przez firme¢ GlaxoSmithKline
(GSK), stosowany w leczeniu onkologicznym guzoéw litych, takich jak rak sutka i rak ptuca.
Lek ten w marcu 2007 roku przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (Food and
Drug Administration, FDA) zostat dopuszczony do leczenia zaawansowanych (z przerzutami)
przypadkéw raka sutka. Substancja czynng leku jest jednowodny ditozylan lapatynibu.
Lapatinib jest inhibitorem wewnatrzkomérkowych domen kinazy tyrozynowej obydwu
receptorow: naskorkowego czynnika wzrostu (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) i
receptora Her-2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2). Czasteczka lapatinibu wnika
do wnetrza komorki (okres poéttrwania in vivo jest rzedu 24 godz.), gdzie laczy si¢ z
wewnatrzkomorkowa czes$cig receptora Her-2 oraz Her-1 i hamuje ich zdolno$¢ do
przyspieszania wzrostu i1 podzialu komorki. Lapatinib wykazuje silne powinowactwo do
receptora Her-2, wystgpujacego na powierzchni komoérek nowotworowych w okoto 30%
przypadkéw raka piersi. W stanie chorobowym na powierzchni komoérki wystepuje
nadekspresja receptora (komoérka jest obladowana czgsteczkami receptora). Wiarygodna
ocena ilosci czasteczek receptora Her-2 umozliwia przewidywanie dalszego przebiegu
choroby (czynnik prognostyczny) i odpowiedzi na stosowane leczenie (czynnik predykcyjny).
Istniejg dwa zasadnicze rodzaje metod do wykrywania nadekspresji receptora Her-2. (a)
Metoda immunohistochemiczna (Immunohistochemistry, IHC) - pozwala okresli¢, jak duzo
receptoréw znajduje si¢ na btonie komodrkowej (ocenia nadekspresj¢, czyli nadprodukcje
biatka Her-2). Jest ona powszechnie dostgpna, tatwa do wykonania, tania, ale mato doktadna.
Polega na subiektywnym okresleniu natgezenia odczynu barwnego, co moze utrudniaé
interpretacje wyniku; (b) Metody FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, Fluorescence
in-situ hybridization) i CISH (chromogenna hybrydyzacja in situ, Chromogenic in situ

hybridisation) — pozwalaja one na okreslenie liczby kopii genu odpowiedzialnego za
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powstanie i dziatanie receptora wzrostu Her-2. Metody te sa trudniejsze, drozsze, ale
doktadnie precyzuja, czy mamy do czynienia z amplifikacja genu. Niemniej wszystkie
wymienione tu metody wymagaja do badania pobrania materialu w czasie biopsji.
Zastosowanie potencjalnego receptorowego radiofarmaceutyku opartego na lapatinibie do
oceny nadekspresji receptora Her-2 moze by¢ metodg konkurencyjng (precyzyjng, szeroko
dostepna, nie wymagajaca biopsji i stosunkowo duzych kosztow) w stosunku do metod IHC,
FISH i CISH.

Lapatinib zostal wybrany przeze mnie jako potencjalny wektor w wyniku zglaszanego przez
prof. Kroélickiego (Zaktad Medycyny Nuklearnej Centralnego Szpitala Klinicznego w
Warszawie) zapotrzebowania na radiofarmaceutyk posiadajacy powinowactwo do receptora

Her-2.
Fizykochemiczne i biologiczne badania potencjalnych radiofarmaceutykow

Wszystkie syntezowane przeze mnie w skali nca radiobiokuniugaty technetowe
wydzielane byly z mieszaniny reakcyjnej za pomoca semi-preparatywnej metody HPLC, a

nastepnie poddawane badaniom fizykochemicznym i biologicznym.

Stabilno$¢ preparatu (o stgzeniu ponizej 10* mM) badana byta w funkcji czasu jego
inkubacji w 102 M roztworze PBS, pH 7,40, oraz roztworach zawierajacych nadmiarowe
stezenia (rzedu 10 mM) konkurencyjnych ligandow (tzw. ,,challenge experiments”). Jako
ligandy konkurencyjne stosowano zwigzki obecne w plynach fizjologicznych organizméw
zywych (np. histydyna, cysteina, glutation), posiadajace w swojej budowie aktywne
chemicznie grupy SH, NH,, COOH. Po réznych odstgpach czasu, od 0,5 h do 24h, poczawszy
od rozpoczgcia inkubacji, wykonywane byty analizy HPLC.

Stabilnos¢ preparatu w surowicy ludzkiej lub szczurzej badano poprzez oznaczenie (po
uptywie roznych okresow inkubacji) procentowej zawartosci aktywno$ci danego preparatu w
roztworze, z ktdrego przed pomiarem wytragcono (za pomocg etanolu) i usuni¢to (poprzez
wirowanie) skladniki biatkowe. Kazdorazowo wykonywano takze analizy HPLC w celu
stwierdzenia, czy w roztworze istnieje nadal tylko jeden zwigzek chemiczny bedacy badanym

preparatem.

Lipofilowos¢ preparatu (parametr majacy wptyw na aktywnos¢ biologiczng substancji
leczniczych, rozpuszczalnos¢ w ptynach ustrojowych, mozliwo$¢ przechodzenia przez blony

komorkowe, dystrybucje, transport i akumulowanie si¢ leku w organizmie, a takze jego
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oddziatywanie z receptorem) wyznaczana byta jako logD, gdzie D jest wspotczynnikiem
podzialu preparatu w uktadzie faz n-oktanol / PBS pH 7,40, przyjetym jako standard w
badaniach biologicznych.

Badania biologiczne wykonywatam uzywajac linii komoérkowych posiadajacych
receptory odpowiednie dla danej czgsteczki biologicznie czynnej. Byly to: w przypadku
wazopresyny linia komorkowa NCI-H69 (receptory V2), w przypadku greliny — linia
komorkowa DU-145 (receptory GHS-R1a) i w przypadku leku lapatinib — linia komérkowa
SKOV-3 (receptory Her-2). W ramach tych badan wyznaczone zostaly parametry Bmax, Kq, Ki
i 1Cso charakteryzujace powinowactwo receptorowe zaprojektowanych potencjalnych

diagnostycznych radiofarmaceutykéw receptorowych.

Ostatnim etapem badan biologicznych byly badania biodystrybucji wielonarzgdowej. Badania
prowadzone byly na 3-miesi¢gcznych samcach mysich BALB/c, 0 masie w zakresie 23-28 g.
W objetosci 100 —180 pL wstrzykiwany byl przez zyle ogonowa preparat technetowy o
aktywno$ci w granicach 2,38 — 3,78 MBqQ. Po uptywie danego okresu czasu myszy byly
usmiercane (zgodnie z obowigzujagcym prawem). Dla wypreparowanych narzadéw mierzona
byla ilos¢ zakumulowanej radioaktywnoS$ci, a nastgpnie wyznaczany (po uwzglednieniu

poprawki na rozpad technetu-99m) parametr %ID/g (procent dawki podanej na g narzadu).

Omowienie uzyskanych wynikow i ocena mozliwosci wykorzystania

opracowanych potencjalnych diagnostycznych radiofarmaceutykow receptorowych

We wszystkich czterech syntezowanych radiobiokoniugatach dana biologicznie
czynna czasteczka (analog wazopresyny, analog greliny i lek lapatinib) zawsze w jednakowy
sposob zwigzana jest z kompleksem technetowym. Zawsze wprowadzana byla do czasteczki
radiobiokoniugatu poprzez monodentny ligand izonitrylowy CN-BFCA sprz¢zony uprzednio
z biomolekutg BM.

W tabeli ponizej zebrane sa parametry trzech zaprojektowanych przeze mnie

potencjalnych nowych diagnostycznych radiofarmaceutykow receptorowych:

e radiobiokoniugatu zawierajagcego kompleks technetu-99m, typu ‘4+1°, i jako

wektor analog wazopresyny, AVP(an), (1);
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radiobiokoniugatu zawierajacego kompleks technetu-99m, typu ‘4+1°, i jako
wektor analog greliny, GHR, (2);
radiobiokoniugatu zawierajagcego kompleks technetu-99m, typu ‘4+1°, i jako

wektor lek antynowotworowy lapatinib (4).

W tabeli podane sa takze dodatkowo parametry charakteryzujace

radiobiokoniugat (3) zawierajgcy tzw. fac-trikarbonylkowy kompleks technetu-
99m na +1 stopniu utlenienia, typu ‘2+1°, z bidentnym anionowym ligandem
estrem metylowym kwasu 2-tiosalicylowego, Lso, i jako wektor analog greliny,
GHR.

Radiobioko- #MTC(NSs) #™Tc(NSs) ¥MTc(COYa(Lso) | P™Tc(NS3)
niugat (CN-AVP(an)) | (CN-Lys-GHR) | (CN-Lys-GHR) | (CN-lapatinib)
1) 2 (3) (4)
LogD -0,44 + 0,03 1,10+ 0,02 0,88 + 0,04 1,24 0,04
Bmax
(nM) 0,0058 + 0,0003 15+£5 30+£4 2,440,3
Kb
(nM) 0,13 +0,04 2,5+0,6 1,5+0,3 35+04
Ki
(nM) 0,11+ 0,03 2,1+£0,7 1,1+04 29+05
IC50
(nM) 29+13 45+3 54 + 4 41,2+ 0,4
drog trob troba troba/nerki troba/nerki
wydalania watroba watr watroba/nerki watroba/nerki

Zamieszczenie danych dla radiobiokoniugatu 3 pozwala na oceng wptywu lipofilowosci

preparatu na oddziatywanie greliny z receptorem oraz drogi wydalania preparatu w

warunkach in vivo. Z poréwnania wlasciwosci radiobiokoniugatow 2 i 3 widaé, ze preparat 2

o nieco wigkszej

lipofilowo$ci charakteryzuje si¢ nieco gorszymi wlasciwosciami

biologicznym (nizsza warto§¢ Bmax, co przeklada si¢ na mniejsza ilos¢ wysyconych

receptordw na komorce, oraz wyzsze wartosci Kp i Kj). Ponadto wigksza lipofilowos¢

preparatu 2 powoduje, ze jest on wydalany gtownie szlakiem watrobowym.
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Zaprojektowane przeze mnie radiobiokoniugaty 1, 2 i 4 mozna syntezowaé
bezposrednio w laboratoriach przyszpitalnych poprzez dodanie nadtechnecjanu sodu (w
formie Na®"TcO, eluowanego z przenosnego **Mo/®"Tc generatora) do tzw. ,kitu”,
zawierajacego w postaci zliofilizowanej odpowiednie ilosci reagentéw (czynnik redukujacy
SnCly, ligand NS; i ligand izonitrylowy sprzezony z biomolekutg).

W przypadku wszystkich radiobiokoniugatéw warto$ci parametréw Kp i K sg rzedu kilku
nM, a wartosci ICso rzedu 30-50 nM, co $wiadczy o duzym powinowactwie tych
radiobiokoniugatow do ich receptorow.

Na szczegb6lng uwage zastuguje tu radiobiokoniugat 1. Jako wektor zawiera on pochodng
wazopresyny, AVP(an), ktora jest antagonistg receptora V2. Preparat ten charakteryzuje si¢
wyjatkowo niskimi warto$ciami Kp i Kj, co wskazuje na jego bardzo trwale wigzanie si¢ z
receptorem.

Radiobiokoniugat 4 jest potencjalnym diagnostycznym receptorowym radiofarmaceutykiem
do obrazowania nadekspresji receptora Her-2. W literaturze istniejg dwa doniesienia 0
znakowaniu lapatinibu radionuklidami C-11 i F-18 oraz kilkanascie doniesien 0 znakowaniu
trastuzumabu (humanizowane przeciwciato monoklonalne IgG1, taczace si¢ wybidrczo z
receptorem Her-2) radionuklidami diagnostycznymi (Tc-99m, In-111, Zr-89, Ga-67, Cu-64,
[-131) i terapeutycznymi (1-125, Lu-177, At-211). Porownujgc parametry uzyskane dla
syntezowanego przeze mnie radiobiokoniugatu 4 i dostgpne w literaturze dane odnosnie
znakowanego trastuzumabu nalezy pamigta¢, ze eksperymentalnie wyznaczone warto$ci
parametrow charakteryzujacych wiasciwosci biologiczne badanego preparatu silnie zalezg od
warunkow eksperymentalnych. Wynika to z faktu, iz zar6wno reakcja wigzania biomolekutly z
receptorem, jak 1 zachowanie si¢ biatka receptora silnie zalezg od temperatury. Ponadto
biologiczne zachowanie si¢ tego samego typu receptora, ale wystepujacego na roéznego
rodzaju liniach komoérkowych, takze moze si¢ rozni¢. Tak wiec, wartosci eksperymentalne
uzyskane w rdéznych laboratoriach nie moga by¢ uwazane jako ‘absolutne’ 1 ich
porownywanie moze by¢ tylko jakosciowe. Z poréwnania warunkoéw znakowania lapatinibu
technetem-99m i warunkéw znakowania lapatinibu radionuklidami C-11 i F-18 oraz
trastuzumabu réznymi radionuklidami, a takze z jako$ciowego pordéwnania wlasciwosci
biologicznych tych wszystkich radiobiokoniugatow mozna powiedzie¢, ze lapatinib
znakowany technetem-99m jest obiecujgcym, tatwo dostepnym i stosunkowo tanim
potencjalnym diagnostycznym radiofarmaceutykiem receptorowym do oceny nadekspresji
receptora Her-2. Zgodnie z sugestia prof. Krolickiego lapatinib, sprz¢zony z ligandem

makrocyklicznym DOTA, wyznakowany zostat takze Ga-68, co umozliwi diagnostyke
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nadekspresji receptora Her-2 metoda PET. Wyniki tej pracy (bedacej tematem pracy

magisterskiej studentki Wydziatu Fizyki UW na kierunku Fizyka Medyczna, planowana

obrona wrzesien 2014) nie byly jeszcze publikowane. Badania biologiczne radiobiokoniugatu

%8Ga-lapatinib sa w toku.

Podsumowanie osiggni¢¢ naukowo-badawczych po uzyskaniu stopnia doktora

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje lacznie:

v

20 prac oryginalnych o sumarycznym IF = 35,721 (548 pkt. MNiSzW), w tym cykl
8 prac bedacych materiatem zrodlowym do ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego, o tacznym IF réwnym 18,913 (250 pkt. MNiSW);

13 rozszerzonych streszczen w recenzowanych materiatach konferencyjnych;

44 wystapienia na zagranicznych i krajowych konferencjach naukowych (25
komunikatéw na konferencjach zagranicznych i 19 komunikatéw na konferencjach
krajowych);

5 recenzji publikacji w czasopismach z IF;

Udziat w realizacji 7 grantéw badawczych finansowanych przez Uni¢ Europejska /
KBN \ MNiSzW \ NCBiR, w tym kierowanie 2 projektami i wspétautorstwo grantu
finansowanego przez Uni¢ Europejska;

Opieka naukowa nad 1 praca doktorska i rola promotora w 2 pracach magisterskich.
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Dr Ewa Gniazdowska
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