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1. Imie¢ i Nazwisko: Agnieszka Majkowska-Pilip
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:
= doktor nauk chemicznych w zakresie chemii (20.04.2010)

Rozprawa doktorska ,.Kompleksy “4’Sc z multidentnymi ligandami jako prekursory

radiofarmaceutykéw” — praca obroniona z wyrdznieniem
Promotor: prof. dr hab. Aleksander Bilewicz
Centrum Radiochemii i Chemii Jadrowej, Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, Warszawa

= magister chemii (22.06.2004)

Praca magisterska ,,Synteza i badanie pochodnych politiofenu zawierajacych ugrupowania

oligoanilinowe w tancuchu bocznym” — praca obroniona z wynikiem bardzo dobrym
Promotor: prof. dr hab. Malgorzata Zagorska
Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej, Katedra Chemii i Technologii Polimerow

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

01.06.2010 — obecnie adiunkt, Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, Warszawa
16.09. 2010 — 15.09.2013  post-doc, European Commission, Joint Research Centre,

Karlsruhe, Germany
01.11.2006 — 31.05.2010  asystent, Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, Warszawa
02.01.2005 — 31.10.2006  chemik, Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, Warszawa

4. Omodwienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z p6zn. zm.):
a) tytul osiggniecia naukowego

Radiobiokoniugaty peptydu substancji P oraz przeciwciala monoklonalnego trastuzumabu
znakowanych emiterami  promieniowania  korpuskularnego w celowanej terapii

radionuklidowej
b) wykaz publikacji naukowych stanowigcych podstawe osiggnigcia naukowego

Materiatem zrodtowym do opisu moich osiggni¢¢ naukowych, bedacych podstawa do ubiegania

si¢ o stopien doktora habilitowanego, jest zamieszczony ponizej cykl publikacji, sktadajacy si¢



z 8 prac o fgcznym IF rownym 28,912 (MNiSW = 500 pkt) zgodnie z rokiem opublikowania
oraz IF rownym 29,594 (MNiSW = 680 pkt) dla 2019 roku.
Dla artykutéw opublikowanych w 2020 1 2021 roku IF zostat uwzgledniony z 2019 r.

[H1] A. Majkowska-Pilip*, M. Rius, F. Bruchertseifer, C. Apostolidis, M. Weis, M. Bonelli,
M. Laurenza, L. Krélicki, A. Morgenstern. In vitro evaluation of 2°Ac-DOTA-Substance P for

targeted alpha therapy of glioblastoma multiforme. Chem. Biol. Drug Design, 2018, 92, 1344.
IF2018/2019 = 2,256/2,548; MNiSW2018/2019 = 25/70 pkt

Moj udziat polegat na zaproponowaniu koncepcji otrzymywania radiobiokoniugatu [?2°Ac]Ac-
DOTA-SP, opracowaniu metody jego syntezy, wykonaniu badan stabilnos$ci, przeprowadzeniu
wigkszosci eksperymentow biologicznych, analizie i interpretacji otrzymanych wynikoéw oraz
przygotowaniu 1 wystaniu manuskryptu. Przygotowywatam takze odpowiedzi dla

recenzentow.

[H2] A. Majkowska-Pilip*, P. Kozminski, A. Wawrzynowska, T. Budlewski, B. Kostkiewicz,
E. Gniazdowska. Application of Neurokinin-1 receptor in targeted strategies for gliomas
treatment. Part I: synthesis and evaluation of Substance P fragments labeled with *™Tc and
17y as potential receptor radiopharmaceuticals. Molecules, 2018, 23(10), 2542.

IF2018/2019 = 3,060/3,267; MNISW 20182019 = 30/100 pkt

Mo¢j udziat polegal na zaproponowaniu koncepcji badan otrzymywania radiobiokoniugatow
Substancji P znakowanych emiterem promieniowania B~ - /’Lu, opracowaniu metod ich syntez,
wykonaniu badan stabilno$ci, przeprowadzeniu prac biologicznych, opiece nad studentkag A.
Wawrzynowska, ktoéra wykonywata badania w ramach pracy magisterskiej, analizie i1
interpretacji  otrzymanych wynikow oraz przygotowaniu 1 wystaniu manuskryptu.

Przygotowywatam takze odpowiedzi dla recenzentow.

[H3] S. Ostrowski, A. Majkowska-Pilip, A. Bilewicz, J. Dobrowolski. On AunAt clusters as
potential astatine carriers. RSC Adv., 2017, 7(57), 35854.

IF2017/2019 = 2,936/3,119; MNiSW2017/2019 = 35/100 pkt



Moj udzial polegal na analizie i interpretacji wynikdw obliczen oraz wspotudziale w

przygotowaniu publikacji.

[H4] L. Dziawer, A. Majkowska-Pilip*, D. Gawel, M. Godlewska, M. Pruszynski, J.
Jastrzebski, B. Was, A. Bilewicz. Trastuzumab-modified gold nanoparticles labeled with 21At
for local treatment of HER2-positive breast cancer. Nanomaterials, 2019, 9(4), 632.

IF2010 = 4,324; MNiSW>019 = 70 pkt

Moj udzial polegat na zaproponowaniu koncepcji otrzymywania radiobiokoniugatu [2*At]At-
AUNPs-PEG-trastuzumab, opracowaniu metody jego syntezy, przeprowadzeniu czesci prac
biologicznych, analizie i interpretacji otrzymanych wynikdw oraz przygotowaniu i wystaniu

manuskryptu. Przygotowywatam takze odpowiedzi dla recenzentow.

[H5] A. Majkowska-Pilip*, P. Halik, E. Gniazdowska. The significance of NK1 receptor
ligands and their application in targeted radionuclide tumour therapy. Pharmaceutics, 2019,
11(9), 443.

IF2019 = 4,421; MNiSW2019 = 100 pkt

Moj udziat polegal na opracowaniu koncepcji pracy przegladowej dotyczacej receptora NK1,
opisaniu rozdziatéw (3.1-3.2) dotyczacych znakowanych agonistow SP stosowanych zaréwno
w diagnostyce jak 1 w terapii, przygotowaniu i wystaniu manuskryptu. Przygotowywatam takze

odpowiedzi dla recenzentdéw.

[H6] A. Majkowska-Pilip*, W. Gaweda, K. Zelechowska-Matysiak, K. Wawrowicz, A.
Bilewicz. Nanoparticles in Targeted Alpha Therapy. Nanomaterials, 2020, 10, 1366.

IF202012019 = brak/4,324; MNiSW2020/2019 = brak/70 pkt

Moj udziat polegal na opracowaniu koncepcji pracy przegladowej dotyczacej zastosowania
nanoczastek w celowanej a-terapii, opisaniu rozdzialu dotyczacego nanoczastek znakowanych
radionuklidem 2?°Ac oraz ?*’Th, przygotowaniu i wystaniu manuskryptu. Przygotowywatam

takze odpowiedzi do recenzentow.

[H7] A. Cytryniak, E. Nazaruk, R. Bilewicz, E. Gérzynska, K. Zelechowska-Matysiak, R.

Walczak, A. Mames, A. Bilewicz, A. Majkowska-Pilip*. Lipidic cubic-phase nanoparticles



(cubosomes) loaded with doxorubicin and labeled with *’"Lu as a potential tool for combined

chemo and internal radiotherapy for cancers. Nanomaterials, 2020, 10(11), 2272.
IF20202010 = brak/4,324; MNiSW2o20/2019 = brak/70 pkt

Moj udziat polegat na zaproponowaniu koncepcji badan kubosoméw znakowanych
radionuklidem ""Lu, zaplanowaniu eksperymentéw dotyczacych czesci chemicznej (synteza
koniugatu DOTAGA-OA), radiochemicznej (znakowania, badania stabilnosci i lipofilowos$ci)
I radiobiologicznej (badania komorkowe), analizie i interpretacji otrzymanych wynikow oraz

przygotowaniu i wystaniu manuskryptu. Przygotowywatam takze odpowiedzi do recenzentow.

[H8] K. Wawrowicz, A. Majkowska-Pilip*, D. Gawel, E. Chajduk, T. Pienkowski, A.
Bilewicz. Au@Pt core-shell nanoparticle bioconjugates for the therapy of HER2+ breast cancer
and hepatocellular carcinoma. Model studies on the applicability of °*™Pt and ®Mpt

radionuclides in Auger electron therapy. Molecules, 2021, 26, 2051.
IF20202019 = brak/3,267; MNiSW2o20/2019 = brak/100 pkt

Mo¢j udziat polegal na zaproponowaniu koncepcji badan otrzymywania biokoniugatu
nanoczastek ztota pokrytych monowarstwa platyny i1 przylaczonych do trastuzumabu,
zaplanowaniu eksperymentow biologicznych, analizie i interpretacji otrzymanych wynikow
oraz przygotowaniu i1 wystaniu manuskryptu. Przygotowywalam takze odpowiedzi do

recenzentow.
C) opis osiggni¢cia naukowego

Cel badan

Celem podjetych przeze mnie badan bylo zaprojektowanie i zbadanie nowych
skutecznych radiobiokoniugatow do celowanej radioterapii dwdch nalezacych do najbardziej
agresywnych 1 opornych lekowo nowotworow, glejakow wielopostaciowych oraz nowotworow
piersi i1 jajnika wykazujacych nadekspresje receptorow HER2. W przypadku glejaka
wielopostaciowego zajetam si¢ syntezg oraz badaniem wilasciwosci fizykochemicznych i
biologicznych radiobiokoniugatéw opartych na peptydzie - substancji P (SP), wykazujacych
powinowactwo do receptorow NKI1, a w przypadku nowotworow o nadekspresji receptora
HER2 radiobiokoniugatoéw opartych na przeciwciele monoklonalnym trastuzumabie. W

zsyntezowanych radiofarmaceutykach obie wybrane przeze mnie biomolekuly byty no$nikami
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radionuklidéw emitujacych promieniowanie B~ (*'’Lu), o (*°Ac, 2! At) oraz elektronéw Auger
(193mp 195mpyy

Istotnym elementem mojej pracy bylo takze znalezienie radiofarmaceutyku wykazujacego
radiotoksyczno$¢ w stosunku do macierzystych komoérek tych nowotworow. Wedtug ostatnich
hipotez, komoérki te wykazuja wyjgtkowa oporno$¢ lekowag i sg odpowiedzialne za
przerzutowos¢ tych nowotworow.

Etapy prowadzace do otrzymania potencjalnych radiofarmaceutykow obejmowaty nastepujace
zagadnienia badawcze:

- zaprojektowanie nowych radiofarmaceutykéw, takze z wykorzystaniem nanotechnologii;

- opracowanie schematow Syntezy koniugatéw oraz ich znakowania radionuklidami;

- okreslenie wtasciwosci fizykochemicznych oraz stabilnos$ci zsyntezowanych preparatow w
ptynach biologicznych;

- charakterystyke otrzymanych biokoniugatow pod wzgledem ich wiasnosci biologicznych na
ludzkich liniach komérek nowotworowych wykazujacych nadekspresje receptorow NK1 oraz

HER?2 (badania in vitro powinowactwa receptorowego, internalizacji, cytotoksycznosci).

Wprowadzenie

Nastepujacy w ostatnich dwoéch dekadach intensywny rozw6j metod diagnostyki
medycznej, glownie komputerowej tomografii (CT), funkcjonalnego rezonansu
magnetycznego (fFNMR), tomografii emisyjnej pojedynczego fotonu (SPECT) i pozytonowej
tomografii (PET) pozwala wykrywa¢ zmiany nowotworowe w bardzo wczesnym stadium ich
rozwoju, a zatem rozpoczynac leczenie znacznie wczesniej niz przy stosowaniu klasycznych
metod diagnostycznych. Niestety, za ogromnym postegpem w diagnostyce nowotwordOw nie
podaza skuteczno$¢ terapii. Najwigkszym problemem staje si¢ opornos$¢ lekowa i radiacyjna
komorek nowotworowych. Obecnie najczgéciej stosowanymi metodami  w  terapii
przeciwnowotworowej, oprocz operacji chirurgicznych, sg radioterapia i chemioterapia.
Niestety, w przypadku wielu pacjentow ze wzgledu na stan zaawansowania nowotworu oraz
wspotistnienie innych chorob, zastosowanie chemioterapii jest praktycznie niemozliwe, gdyz
moze prowadzi¢ do wystepowania bardzo powaznych efektéw ubocznych. Ponadto, leczenie
cytostatykami skierowane jest na szybko proliferujace komorki, podczas gdy znajdujace si¢ w
guzie macierzyste komorki nowotworowe (niewielka populacja opornych, komorek
nowotworowych) dzielg si¢ znacznie wolniej i nie ulegaja zniszczeniu. Odpowiadaja one za

utrzymanie masy guza oraz sg przyczyng powstawania przerzutdw i nawrotow choroby
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nowotworowej [1]. Ostatnio coraz lepsze wyniki leczenia tych nowotwordow uzyskuje si¢
stosujgc iImmunoterapi¢, celowang terapi¢ radionuklidowsg (ang. Targeted Radionuclide
Therapy, TAT), a takze celowane dostarczenie chemioterapeutykow do nowotworoéw. Dwie
ostatnie metody oparte sg na zastosowaniu radionuklidow lub chemioterapeutykow
potaczonych z odpowiednimi czasteczkami nosnikowymi, takimi jak przeciwciata
monoklonalne oraz ich fragmenty, peptydy oraz inne mate czasteczki biologiczne aktywne,
ktore lokalizujg si¢ w miejscach wystgpowania zmian nowotworowych, dostarczajac w te

obszary terapeutyczne dawki leku lub promieniowania jonizujgcego (Rys. 1).

Receptor

/ blonowy
&

Linker\ nowotworowa
\ Wektor
Radionuklid (np. przeciwcialo monoklonalne)

Nosnik
Rys. 1. Schemat dziatania radiofarmaceutyku receptorowego.

Ograniczeniem zastosowania ,.celowanej” radioterapii jest konieczno$¢ znalezienia
odpowiednich receptorow na komodrkach nowotworowych oraz czasteczek biologicznie
aktywnych wykazujacych duze powinowactwo do tych receptorow. Jednakze wedtug danych
literaturowych [2] mozna spodziewaé si¢ znalezienia dla mniej wigcej polowy rodzajow
nowotworOw  odpowiednich  czasteczek biologicznie aktywnych mogacych by¢
wykorzystanych w ,,celowanej” radioterapii. W zaleznosci od wielko$ci zmiany nowotworowej
I jej stopnia zaawansowania, dobor odpowiedniego radionuklidu jest kluczowym czynnikiem
w skutecznosci terapii. Duze guzy lite s zazwyczaj leczone wysoko- 1 $Srednioenergetycznymi
radionuklidami promieniowania B~ (*°Y, ¥Re, 1%Ho), dla ktérych zasieg czastek B jest rzedu
0,5-12 mm, co stanowi ~10-100 warstw komorkowych. W przypadku matych zmian
nowotworowych, lepsze wlasnos$ci terapeutyczne wykazuja niskoenergetyczne emitery
promieniowania B~ o zasiegu okoto 1 mm (np. Y’Lu). Jednakze w leczeniu matych guzow,
przerzutéw czy tez nowotworéw we wcezesnym stadium rozwoju, emitery promieniowania o

badz tez elektronow Auger wykazujg znacznie wigkszg cytotoksycznosé niz czastki B (Rys. 2).



A A Auger 4,
Zasigg: 50-12000 um Zasigg: 40-100 um Zasieg: 1-20 nm
LET: 0,2 keV/um LET: 50-230 keV/um LET: 4-26 keV/um

Rys. 2. Zasigg promieniowania 3, a oraz elektrondw Auger.

Ze wzgledu na krotki zasieg, czastki o majg bardzo duze wartos$ci liniowego przekazu
energii (LETa =100 keV/um), ktéra powoduje, ze wykazuja zdolno$¢ do indukowania pgknigé
podwdjnoniciowych w DNA, co skutkuje catkowitym obumarciem komorki nowotworowej,
podczas gdy promieniowanie f uszkadza gléwnie tylko jedng ni¢ DNA i wowczas komorka
nowotworowa jest w stanie ponownie si¢ odbudowac. Ponadto, krotki zasieg promieniowania
a w tkance (40-90 pum), co odpowiada kilku warstwom komoérek (2-10), nie powoduje
niszczenia zdrowych tkanek otaczajacych nowotwor. Promieniowanie o jest bardzo efektywne
pod wzgledem radiotoksycznosci, poniewaz dziata niezaleznie od stopnia natlenienia komorki
(uszkadzanie komorek w warunkach hipoksji) oraz fazy jej cyklu. Ponadto, w badaniach in vitro
wykazalam wysoka radiotoksyczno$¢ promieniowania o w stosunku do macierzystych
komorek nowotworowych (ang. cancer stem cells, CSC) [H1].

Elektrony Auger, podobnie jak czastki a charakteryzuja si¢ niewielkim zasiggiem w
tkance (1-10 nm) ale duzym LET (~ 20-krotnie wigkszym LET w poréwnaniu do czastek [),
powodujac rowniez dwuniciowe pgknigcia DNA. Emisja niskoenergetycznych elektronow
zachodzi w wyniku dwoch rozpadéw jadrowych, wychwytu elektronow (EC) oraz konwersji
wewnetrznej (IC). Obydwa procesy prowadzg do powstania wolnych miejsc w wewnetrznych
powtokach elektronowych, co jest energetycznie niekorzystne. Dazac do osiggnigcia stanu
podstawowego, w atomach nastgpuje seria przej$¢ elektronowych z powlok wyzszych na
nizsze, co wigze si¢ z emisja nadwyzki energetycznej w postaci charakterystycznego
promieniowania X, elektronéw Auger lub elektronéw Coster-Kronig. W procesach EC oraz IC

emitowanych jest od kilku do kilkudziesieciu elektronéw o energiach od kilku eV do okoto 1
keV [3]. Jednakze w przypadku elektronow Auger, ze wzgledu na ich bardzo krotki zasieg,

istotnym jest dostarczenie emitera tych elektronow w poblize DNA w jadrze komorkowym,

wigc konieczna jest jego internalizacja do wngtrza komorki.



Niestety, niektore bardzo atrakcyjne z punktu widzenia medycyny radionuklidy takie
jak 1%8Au, 22Ra czy 2!At nie tworza trwalych potaczen chelatowych, dlatego trudno jest je
zwigza¢ z czasteczka biologicznie aktywna, inne nie wykazuja duzej stabilnosci in vivo (np.
biokoniugaty znakowane radionuklidem astatu). Naprzeciw tym trudnosciom wychodzi
nanotechnologia, ktéra pozwala otrzymywac np. radioaktywne nanoczastki ztota, adsorbowac
radionuklid astatu na powierzchni nanoczastek zlota czy tez immobilizowa¢ emiter
promieniowania o — 22Ra w strukture nanozeolitu poprzez wymiane jonowa pomiedzy jonami
sodu znajdujacymi si¢ w przestrzeniach nanozeolitow, a jonami radu znajdujagcymi si¢ w
roztworze. Tymi zagadnieniami zajmuje si¢ zespot w IChTJ, w ktorym pracuje.

W ostatnich latach radioaktywne nanoczastki znajduja coraz szersze zastosowanie
zarowno w diagnostyce jak i terapii medycznej [H6E]. Ich glowng zaleta jest fakt, ze kazda
nanoczastka zawiera co najmniej setki atomow radionuklidow w odrdéznieniu od
konwencjonalnych radiofarmaceutykow, gdzie naprowadzajaca biomolekula jest znakowana
jednym lub paroma atomami radioizotopu [4,5]. Pozwala to na zastosowanie znacznie
wiekszych aktywnos$ci w radioterapii i ma szczeg6lne znaczenie w terapii elektronami Auger.

Przyszto§¢ nanoczastek w medycynie zwigzana jest takze z ich wielofunkcyjnos$cia
polegajaca na potaczeniu diagnostyki i terapii w jednym radiofarmaceutyku, czyli
jednoczesnym wykrywaniu zmian nowotworowych, monitorowaniu skutecznos$ci terapii oraz
leczeniu. Nanomedycyna pozwala takze na rdéwnoczesne zastosowanie szeregu metod
terapeutycznych, np. chemo- i radioterapii w jednej nanoczastce, co jest niezwykle istotne ze
wzgledu na duza lekooporno$¢ komoérek nowotworowych spowodowana wytworzeniem przez
te komorki wielu mechanizmow obronnych. Warto takze doda¢, ze same nanoczastki maja
zdolno$¢ gromadzenia si¢ w obregbie guza nowotworowego poprzez tzw. transport bierny
okreslany jako ,,podwyzszona przenikalnos¢ i retencja” (ang. Enhanced Permeation and
Retention — EPR). Jest to zwigzane z nieszczelno$cig naczyn krwiono$nych guza do ktérych
nanoczastki z tatwoscig przenikaja z ukladu kragzenia [5]. Aby zwickszy¢ kumulacje
nanoczastek w obrebie guza nowotworowego nie niszczac prawidtowych tkanek, przytacza si¢
je do naprowadzajacej biomolekuty np. peptydu, przeciwciata monoklonalnego, jego fragmentu
lub innych matych czasteczek aktywnych biologicznie. Nanoczastki z przytagczonym wektorem,
wigza si¢ z receptorem lub wchodza do wnetrza komorek nowotworowych na drodze
endocytozy, czyli tzw. transportu aktywnego zwigkszajac w ten sposob skutecznos¢ terapii i
jednoczesnie redukujac toksycznos¢ wzgledem zdrowych komorek.

W moich badaniach prowadzacych do otrzymywania nowych celowanych

radiofarmaceutykow zastosowatam dwa wektory, peptyd substancje P oraz przeciwciato
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monoklonalne trastuzumab. Wybratam te biomolekuty ze wzgledu na ich powinowactwo do
dwoch z najbardziej agresywnych nowotworow, glejaka wielopostaciowego (substancja P) i

nowotworow piersi i jajnikow zawierajacych receptory HER2 (trastuzumab).

SP jest endogennym neuropeptydem szeroko rozpowszechnionym w obwodowym i
centralnym uktadzie nerwowym [6]. Biomolekula ta sktada sie z 11 aminokwaséw (Arg!-Pro?-
Lys3-Pro*-GIn®-GIn®-Phe’-Phe?-Gly®-Leul®-Met'!-NHz, Rys. 3) i nalezy do grupy tachykinin
neuropeptydowych wykazujacych powinowactwo do receptorow NKI. Agoni§ci oraz
antagonisci receptora NK1 wlaczajac SP, stosowane w medycynie klasycznej jak i nuklearnej,

zostaly szczegdtowo opisane w pracy przegladowej, ktorej jestem glownym autorem [H5].
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Rys. 3. Struktura SP(1-11).

Fragment SP odpowiedzialny za wigzanie z receptorem NKI1 to sekwencja pigciu
aminokwasow zlokalizowanych na C-konicu peptydu (Phe’-Phed-Gly®-Leu®-Met!*-NH>) [7-9].
Tachikininy s3 degradowane przez enzymy neuralne endopeptydazy (NEPs) 1 enzym
konwertujacy angiotenzyne (ACE) [10], w zwiazku z tym biologiczny czas zycia SP we krwi i
tkankach to 1,5 h, podczas gdy w osoczu kilka godzin [11].

Substancja P odgrywa znaczaca role w etiologii wielu chordb, gtownie takich jak
depresja, astma, tuszczyca, nieswoiste zapalenie jelit, schizofrenia, nerwica, migrena, jak i
innych chorobach uktadu nerwowego, w ktorych bdl stanowi objawy dominujace [12-17].
Ponadto, wyniki uzyskanych badan potwierdzaja rowniez wptyw SP na dziatanie ukladu
immunologicznego [18-21], oddechowego [22, 23], pokarmowego [24, 25], kostnego [26, 27],
czy tez sercowo-naczyniowego [28, 29]. Zidentyfikowanie receptorow NK1 na komodrkach
wielu nowotwordw (np. astrocytoma, neuroblastoma, melanoma, rak trzustki), w tym takze
glejaka (glioblastoma multiforme, GBM) [30-32] umozliwito zastosowanie substancji P w ich

leczeniu.
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W badaniach in vivo na pacjentach biokoniugaty oparte o SP znakowane byly emiterami
promieniowania B~ (Y, "Lu) oraz o (*Bi, ?®Ac). Pierwsza terapic glejaka
wielopostaciowego  przeprowadzono na dwudziestu pacjentach z  zastosowaniem
radionuklidow °°Y, Y""Lu oraz ?**Bi. Radiofarmaceutyki podawano do lozy pooperacyjnej badz
tez bezposrednio do guza stosujgc odpowiednio dobrany cewnik [33]. Terapia byta bezpieczna
i dobrze tolerowana bez skutkéw ubocznych, prowadzac do nekrozy komoérek nowotworowych.
Ze wzgledu na duza infiltracj¢ odleglych obszarow moézgu przez komorki glejakowe, w
kolejnych badaniach zastosowano terapi¢ neoadjuwantowa, gdzie radiofarmaceutyk [*°Y]Y-
DOTAGA-SP podano do masy guza przed jej chirurgicznym usunieciem [34]. Leczenie to
spowodowato lepsze otorbienie guza (oddzielenie guza od komodrek moézgu) oraz redukcje
krwawienia srodoperacyjnego umozliwiajac doktadniejszg resekcje nowotworu. Jednakze, jak
wspomniatam  wczeéniej, radionuklid %Y  jest wysokoenergetycznym  emiterem
promieniowania f~ o §rednim zasiegu w tkankach okolo 2,5 mm i w przypadku glejakéw
zlokalizowanych w elokwentnych czgsciach moézgu, gdzie znajduja si¢ osrodki mowy, wzroku,
stuchu czy tez ruchu moze prowadzi¢ do uszkodzenia zdrowych komoérek. W zwigzku z tym,
w kolejnych badaniach klinicznych zastosowano emiter promieniowania o - 2*Bi o znacznie
krotszym zasiegu w tkankach (~ 80 pum). Pierwsze pilotazowe badania przeprowadzono na
pieciu pacjentach z uzyciem analogu SP — [Thi®, Met(02)'!]SP(1-11) 0 wickszej trwatosci w
organizmie [35]. Terapia nie wykazata skutkow ubocznych i byta dalej kontynuowana na
wiekszej liczbie pacjentéw [36, 37]. Ze wzgledu na krotki czas polowicznego rozpadu 2°Bi
(T2= 45,6 min), efektywnos¢ terapii w przypadku wiekszych guzow nie byta zadowalajaca.

Kolejne, a jednoczesnie pierwsze badania in vitro z zastosowaniem emitera o - 2Ac,
radionuklidu o dluzszym czasie potowicznego rozpadu (T12=9,92 d) oraz emitowanej znacznie
wickszej energii (E«=27,6 MeV) zostaly przeprowadzone przeze mnie w ramach stazu

podoktorskiego [H1].

Znakowanie oraz badania biologiczne in vitro radiobiokoniugatu [*®Ac]Ac-
DOTA[Thi® Met(O2)'']SP (publikacja H1)

Celem moich badan bylo otrzymanie potencjalnego radiofarmaceutyku mogacego
znalez¢ zastosowanie w celowanej terapii zto§liwych guzoéw mozgu.

W syntezie radiofarmaceutykdéw bardzo istotnym parametrem jest uzyskanie wysokiej
aktywnos$ci wlasciwe] preparatu co przeklada si¢ na jego lepsze efekty terapeutyczne.

Aktywno$¢ wlasciwg zwigzku wyraza si¢ w jednostkach aktywnosci (radionuklidu) na mol czy
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g koniugatu (np. GBg/nmol). Niska aktywnos$¢ wilasciwa powoduje, iz niewyznakowany
biokoniugat blokuje receptory na komodrkach nowotworowych i wéwczas radioaktywna
czasteczka ma ograniczong mozliwos¢ potaczenia si¢ z receptorem i zniszczenia guza. Tak wige
w pierwszym etapie swoich badan skupitam si¢ na opracowaniu warunkoéw znakowania DOTA -
[Thi®,Met(O2)*]SP radioizotopem 2% Ac stosujac rézne ilosci zaréwno 22Ac jak i
biokoniugatu, uzyskujac jedocze$nie jak najwyzsza aktywnos$¢ wlasciwg preparatu oraz
wysoka wydajno$¢ procesu znakowania. Aktyn jako tréjdodatni kation zwigzalam z
makrocyklicznym ligandem DOTA (kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-
tetraoctowy) skoniugowanym bezposrednio z biomolekutg - SP. Chelator DOTA znany jest
powszechnie jako $rodek kompleksujacy gltéwnie lantanowce tworzac z nimi potaczenia 0
duzej trwalos$ci kinetycznej 1 termodynamicznej. Jako wektor naprowadzajacy zastosowatam
analog SP o znacznie dluzszym biologicznie okresie pottrwania (T2 =7,8+0,5 h) [38] niz
naturalnie wystgpujaca w organizmie SP. Peptyd ten zostat zmodyfikowany poprzez zamiang
aminokwasow fenyloalaniny (Phe) oraz metioniny (Met) na tionin¢ (Thi) oraz utleniong
metioning (Met(Oz2)) nie zmieniajac jednocze$nie wlasnosci biologicznych czasteczki [39].

W wyniku zoptymalizowania warunkéw znakowania uzyskalam radiobiokoniugat 0
duzej czysto$ci radiochemicznej (> 99%) bez konieczno$ci oczyszczania, co zostato
potwierdzone metoda chromatografii cienkowarstwowej (ang. Instant Thin Layer

Chromatography, ITLC) oraz wysokiej aktywno$ci wlasciwej (3,3 MBg/nmol) (Rys. 4).
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Rys. 4. Struktura otrzymanego radiobiokoniugatu [?>Ac]Ac-DOTA[Thi Met(O2)'!]SP.

Otrzymany preparat charakteryzowatl si¢ duza stabilnos$cia w plynie moédzgowo-
rdzeniowym oraz w 0,9% roztworze soli fizjologicznej z dodatkiem 1000 nadmiaru
acyklicznego ligandu DTPA (kwas pentetynowy) (Rys. 2a; H1).

Wiasciwosci biologiczne otrzymanego radiobiokoniugatu zbadatam na trzech liniach

komoérkowych ludzkiego nowotworu mozgu (T98G, U87MG, U138MG) oraz macierzystych
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komorkach glejakowych (ang. glioblastoma stem cells, GSC) wyizolowanych bezpo$rednio z
guza o fenotypie CD133".

Badania molekularne RT-PCR (Rys. 2b; H1) oraz Western blot (Rys. 2c; H1)
potwierdzity nadekspresje receptorow NKI1 na liniach T98G oraz GSC. Otrzymany
radiobiokoniugat wykazatl duze powinowactwo do receptorow NKI1 (Rys. 2d; H1), gdzie
warto$¢ statej dysocjacji Kq (stezenie liganda, ktéry w stanie réwnowagi taczy si¢ z 50%
receptordw) byta niewielka i wynosila 19,2 nM, a liczba receptoréw na komorce 4,6*10%,

Po wuzyskaniu pozytywnych wynikow dotyczacych selektywnosci SP wzgledem
receptora  NK1 przeprowadzitam badania cytotoksycznosci testem MTS oraz testem
klonogennym. Test MTS polega na mierzeniu aktywnos$ci mitochondrialnego biatka -
dehydrogenazy bursztynianowej, ktéra przeksztalca pomaranczowa, rozpuszczalng w wodzie
sol tetrazolowg (bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu) do formazanu -
substancji barwnej. Intensywno$¢ jego zabarwienia (absorbancja) zmierzona zostala przy
uzyciu czytnika ptytek. Warto nadmieni¢, ze formazan tworzy si¢ tylko w przypadku komorek
zywych. Test klonogenny natomiast pozwala okresli¢ zdolnos¢ komorek do proliferacji, a co
za tym idzie do tworzenia kolonii.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly toksyczno§¢ preparatu w zaleznosci od
stosowanej dawki (10, 50, 100 kBg/mL) oraz czasu inkubacji (3, 4, 5, 6 dni) (Rys. 3a, 3b, 3c,
3d; H1). Badania wykonalam rowniez =z uzyciem powszechnie stosowanego
chemioterapeutyku w leczeniu pacjentow z glejakiem ztosliwym - temozolomidu (Temodal,
TMZ). Temozolomid jako pochodna dekarbazyny w pH fizjologicznym ulega szybkiemu
przeksztatceniu do aktywnego metabolitu wykazujacego dziatanie alkilujgce w stosunku do
kwasu nukleinowego DNA (tworzenie Of-metyloguaniny w nici DNA) powodujac jego zmiany
strukturalne 1 fragmentacj¢, a w konsekwencji zaburzenia syntezy DNA, RNA, syntezy biatek,
a takze uniemozliwienie podziatow komorkowych poprzez blokade w fazie cyklu G2/M,
prowadzac ostatecznie do $mierci komorki. Dhuzszy czas inkubacji oraz wigksza dawka
radiobiokonigatu powodowaty znaczaca redukcje przezywalnosci w przeciwienstwie do
chemioterapeutyku, ktory wykazywat mniejsza toksyczno$¢ wraz ze wzrostem czasu inkubacji
(Rys. 3e, 3f, 3g, 3h; H1). Jest to zgodne z ré6znymi mechanizmami dziatania obydwu
preparatow.

Wyniki testu klonogennego ujawnity, ze komorki nowotworowe po dodaniu
radiobiokoniugatu nie tworzyty prawie kolonii (Rys. 4a; H1), natomiast zastosowanie duzego
stezenia cytostatyku (500 uM) wptyneto tylko nieznacznie na redukcje proliferacji, szczeg6lnie
w przypadku linii T98G (Rys. 4b; H1).
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Kolejnym etapem moich badan in vitro bylo okreslenie czy komorki glejakowe po
potraktowaniu r6znymi dawkami radioaktywno$ci uruchomig program apoptozy czy tez ulegng
szybkiej destrukcji na zasadzie nekrozy. W eksperymentach zastosowatam metode cytometrii
przeptywowej z aneksyng V-FITC i jodkiem propidyny. Apoptoza to naturalna programowana
$mier¢ komorki, natomiast nekroza spowodowana jest gtownie uszkodzeniami mechanicznymi,
ktorej towarzyszy reakcja zapalna. Warto nadmienié, iz komorki nowotworowe wykazuja
charakterystyczng swoistg oporno$¢ na apoptoz¢ i w zwigzku z tym ograniczong wrazliwos$¢ na
stosowane terapie. Wyniki moich eksperymentow wykazaty, ze radiobiokoniugat indukowat
p6zna apoptoze po 72 h i 96 h inkubacji. Krétszy czas inkubacji (24 h) miat niewielki wplyw
na programowang $mier¢ komorki (Rys. 5; H1). W kolejnym eksperymencie zbadatam wptyw
otrzymanego preparatu [?>Ac]Ac-DOTA[Thi® Met(O2)'!]SP na cykl komérek glejakowych
stosujac rowniez metode cytometrii, w ktorej wykorzystuje si¢ zjawisko zmiany poziomu ilo$ci
DNA w komorce w trakcie cyklu. Zaburzenia cyklu komérkowego wykorzystywane sg w
terapii przeciwnowotworowej, gdzie mechanizmy odpowiadajace za ten proces stanowia
miejsce uchwytu dla leku (np. cytostatyku). Przeprowadzone badania wykazatly, iz
radiobiokoniugat powodowal zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M, zapobiegajac
przejsciu komoérek w fazg podziatu mitotycznego M (Rys. 6; H1). Podobne zjawisko
zaobserwowano w przypadku innej czgsteczki - analogu somatostatyny (DOTATOC)
znakowanej rowniez radionuklidem 22°Ac [40].

Szczegodlnym 1 pionierskim osiggni¢ciem bylo zbadanie wplywu promieniowania o na
przezywalno$¢ macierzystych komorek glejakowych — GSC (CD133"). Macierzyste komorki
nowotworowe stanowig niewielkg populacje wsrdod komoérek nowotworowych masy guza (w
przypadku glejaka jest to 1 - 30%, w zaleznosci od stopnia ztosliwosci) i sg odpowiedzialne za
jego rozwoj, progresje, tworzenie przerzutow oraz nawrét choroby [41-44]. Ponadto,
powszechnie stosowane metody terapeutyczne takie jak chemioterapia, radioterapia czy
immunoterapia nie powodujg niszczenia tych komorek. W zwigzku z tym, skuteczne leczenie
przeciwnowotworowe powinno zwalczaé nie tylko zroznicowane komorki guza, ale 1 populacje
nowotworowych komoérek macierzystych. Przeprowadzone przeze mnie badania
przezywalnosci z zastosowaniem radiobiokoniugatu [??°Ac]Ac-DOTA[Thi® Met(O2)'']SP
wykazaly jego toksyczno$¢ wzgledem GSC. Jednakze, mimo stosowania wyzszych dawek
preparatu (100, 250, 500 kBg/mL), odsetek komorek apoptycznych byl mniejszy niz w
przypadku komorek glejakowych, co jest prawdopodobnie zwigzane z ich wigkszg opornoscia.

Zaobserwowatam réwniez blokad¢ cyklu komérkowego w fazie G2/M (Rys. 7; H1).
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Podsumowujac, zsyntezowany przeze mnie radiobiokoniugat [?°Ac]Ac-
DOTA[Thi® Met(02)!!]SP wplywal na zmniejszenie aktywno$ci metabolicznej komorek
glejakowych w zaleznos$ci od dawki i czasu inkubacji, inicjowatl apoptoze oraz powodowat
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M. Dodatkowo, preparat ten wykazat toksycznos¢
(przy wyzszych dawkach radioaktywnosci) wzgledem opornych na konwencjonalne metody
leczenia macierzystych komorek glejakowych. Skuteczno§¢ TMZ nawet przy duzym stezeniu
(500 uM) byta niewielka w poréwnaniu do efektywnosci [2°Ac]Ac-DOTA[Thi® Met(O2)]SP.
Wg. danych literaturowych, stezenie TMZ jakie oznaczono w ptynie mozgowo-rdzeniowym u
pacjentow poddanych terapii tym cytostatykiem wynosito okoto 5 uM [45]. Zastosowanie in
vivo tak wysokich stezen, ktore stosowalam in vitro na komoérkach glejakowych, mogtoby
doprowadzi¢ do powaznych skutkéw ubocznych, w tym $mierci pacjenta.

Przeprowadzone badania in vitro przyczynily si¢ do zainicjowania przeze mnie
wspotpracy naukowej miedzy Zjednoczonym Osrodkiem Badawczym Komisji Europejskiej w
Karlsruhe (European Commission, Joint Research Centre, Directorate for Nuclear Safety and
Security, Karlsruhe, Germany), gdzie pracowatam przez 3 lata na stazu podoktorskim, a
Zaktadem Medycyny Nuklearnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w Warszawie i
zastosowaniem radiobiokoniugatu w ramach eksperymentu medycznego na pacjentach z
glejakiem wielopostaciowym. Badania te sg caty czas kontynuowane, terapia jest bezpieczna,

a wyniki bardzo obiecujace [46].

Synteza, badania fizykochemiczne oraz biologiczne in vitro analogow SP znakowanych

emiterami ®™Tc oraz "’Lu (publikacja H2)

Celem badan (wychodzac naprzeciw sugestiom klinicystow) byto znalezienie bardziej
lipofilowego radiofarmaceutyku mogacego z tatwoscig przenika¢ w glebsze strefy guza badz
Scianek lozy pooperacyjnej, niz znakowany biokoniugat DOTA[Thi® Met(O2)*]SP, a
jednoczesnie wykazujacego powinowactwo do receptorow NK1 na komorkach glejakowych.
Do badan fizykochemicznych oraz biologicznych wybratam naturalng SP(1-11) oraz jej cztery
analogi (Rys. 5). Modyfikowana SP(1-11) stanowita biomolekulte referencyjng ze wzgledu na
jej stosowanie w eksperymentach medycznych. Aby mozna bylo przeprowadzi¢ proces
znakowania radionuklidami ®MTc oraz Y"Lu, czasteczki biologicznie aktywne przytaczone
najpierw zostalty do ligandow bifunkcyjnych — DOTA-NHS (ester kwasu 1,4,7,10-
tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowego) oraz CN-BFCA (ester sukcynyloimidylowy
kwasu 4-izocyjanomastowego), z ktérymi radioizotopy te tworzg, odpowiednio, trwale i inertne

kompleksy.
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Rys. 5. Struktury SP(1-11) i jej analogow.

Otrzymane biokoniugaty zostaly oczyszczone na kolumnie potpreparatywnej za
pomocg metody HPLC (ang. High Performance Liquid Chromatography) (Rys. 8, 9; H2).
Wydajnos¢ reakcji sprzegania (poprzez utworzenie wigzania amidowego pomiedzy aktywnym
chemicznie estrem liganda, a grupg aminowg peptydu) wynosita ~85-95%. Dodatkowo,
zwigzki te zostaly scharakteryzowane technikg spektrometrii mas. Przytaczajac biomolekute do
tacznika bifunkcyjnego nalezy pamigtac, aby grupa aminowa czasteczki biologicznie aktywnej
znajdowala si¢ poza jej fragmentem farmakoforowym, a wigec nie wplywala na jej
oddzialywania z receptorem.

W kolejnym etapie badan biokoniugaty zostaly wyznakowane powszechnie dostgpnymi
radionuklidami: **™Tc (analog radioizotopu terapeutycznego ®8Re, emiter promieniowania v,
T1/2=6,01 h, E(;max=0,141 keV) oraz 1'"Lu (emiter promieniowania 7, T1/2=6,71 d, Emax=496
keV) (Rys. 6) i scharakteryzowane metoda HPLC (Rys. 3; H2). Wydajnos¢ procesu
znakowania zostala okres$lona za pomoca techniki ITLC (96-98%). Radiobiokoniugaty
wykazaty duzg stabilno$¢ w buforowanym roztworze soli fizjologicznej PBS (102 M) oraz
roztworach aminokwaséw cysteiny i histydyny (10°3M) posiadajacych w swojej budowie

aktywne chemicznie grupy SH, NH2, COOH.
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Rys. 6. Schemat budowy otrzymanych radiobiokoniugatow.

Majac na uwadze potencjalne zastosowanie SP 1 jej analogdbw w terapii glejaka
wielopostaciowego postanowilam okresli¢ stabilnoéé biokoniugatéw znakowanych Y’Lu w
ptynie mézgowo-rdzeniowym oraz surowicy wyizolowanych bezposrednio od pacjentow.
Stabilnos¢ preparatow w surowicy ludzkiej oprécz techniki ITLC byta rowniez badana metoda
HPLC, gdzie sktadniki biatkowe wytragcalam za pomocg etanolu, a nastgpnie usuwatam poprzez
wirowanie. Przeprowadzone eksperymenty trwatosci w plynie mozgowo-rdzeniowym
wykazaty duza stabilno$¢ (96%) otrzymanych radiobiokoniugatéw, nawet po 15 dniach
inkubacji, podczas gdy stabilnos¢ preparatow w surowicy byta bardzo niska (4-17% po 24 h)
(Rys. 4, 5, 6; H2). Warto nadmieni¢, ze st¢zenie biatek w surowicy jest okoto dwiescie razy
wieksze niz w ptynie mozgowo-rdzeniowym [47]. Wyniki pokazaty, ze krotsze fragmenty
substancji P ulegaly szybszej i silniejszej degradacji enzymatycznej niz radiobiokoniugaty
zawierajace pelng sekwencj¢ aminokwasow, co prawdopodobnie spowodowane jest lepszym
dopasowaniem si¢ krotszego peptydu do miejsc aktywnych enzymu. Najmniej stabilny okazat
si¢ niemodyfikowany fragment SP(5-11).

Kolejnym parametrem bardzo istotnym w ocenie radiofarmaceutyku jest jego
lipofilowos¢, ktéra wplywa m.in. na mozliwos¢ przechodzenia preparatu przez btony
komorkowe, dystrybucje, transport zaréwno w catym organizmie jak i w obrgbie guza, czy tez
sposob jego wydalania. Lipofilowos¢ (logP, gdzie P jest wspotczynnikiem podziatu)
radiobiokoniugatow wyznaczytam w uktadzie faz n-oktanol/PBS(pH=7,4). Preparaty
technetowe charakteryzowaly si¢ kilkakrotnie wigksza lipofilowos$cig niz lutetowe, co jest
bezposrednio zwigzane z hydrofobowymi wilasnoéciami tetradentnego ligandu NSz (tris(2-
merkaptoetylo)aminy) w przeciwienstwie do hydrofilowych cech chelatora DOTA (obecnos¢
grup COOH). Ponadto, znakowane krotsze fragmenty SP byty bardziej lipofilowe, podczas gdy
zamiana aminokwasow w pozycji 8 1 11 peptydu (wydtuzenie czasu biologicznego) zmniejszata
jego charakter lipofilowy (Tabela 1, 2; H2).
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W ostatnim etapie badan przeprowadzitam eksperymenty powinowactwa
receptorowego trzech radiobiokoniugatow: [Y'Lu]Lu-DOTA[Thi8 Met(O,)'!]Substance P(1-
11), [}’Lu]Lu-DOTA-Substance P(4-11), [}"’Lu]Lu-DOTA[Thi8 Met(O2)*]Substance P(5—
11) na linii komérkowej ludzkiego glejaka - U373MG, charakteryzujaca si¢ nadekspresja
receptoréw NK1 (Rys. 7; H2). Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzié, ze
wszystkie preparaty wigzaty si¢ specyficznie 1 wykazywaly duze powinowactwo do receptora
(warto$ci Kqg w nM) (Tabela 3; H2). Jak oczekiwatam, warto$ci statej dysocjacji Kq dla
[Y"’Lu]Lu-DOTA [Thi8 Met(O2)*]Substance P(1-11) (K¢=11,1 nM) byly podobne jak dla tego
samego biokoniugatu znakowanego radionuklidem 2%Ac (K¢=19,2 nM; H1), mimo stosowania
r6znych linii komorkowych.

Podsumowujac, otrzymatam nowe radiobiokoniugaty oparte na krétszych fragmentach
SP, mogace znalez¢ zastosowanie w celowanej terapii radionuklidowej glejakow ze wzgledu
na ich powinowactwo do receptorow NK1 i wigkszg lipofilowo$¢ w porownaniu do SP(1-11)
jak 1 jej modyfikowanego analogu. Nie zaobserwowalam réwniez enzymatycznej degradacji
tych preparatow w plynie moézgowo-rdzeniowym. Niestety, niezadowalajaca stabilno$¢ w
surowicy w pewnym sensie ogranicza ich zastosowanie. Jednakze bioragc pod uwage fakt, ze
radiofarmaceutyki te beda podawane bezposrednio do lozy po resekcji guza 1 zaktadajac, ze
przy kolejnych podawanych dawkach w jamie pooperacyjnej nie bedzie znajdowac si¢ krew,
preparaty te nie beda degradowane. Niemniej nalezy pamigtaé, ze niewielka obecno$¢ krwi
bedzie powodowacé cigcie SP, dlatego tez terapie te powinny byc¢ spersonalizowane i
dostosowane do indywidualnego przebiegu choroby pacjenta. Ponadto, niezbednym krokiem

przed rozpoczeciem jakiejkolwiek terapii, powinna by¢ doktadna diagnostyka.

W  kolejnych moich pracach dotyczacych otrzymywania nowych potencjalnych
radiofarmaceutykéw dla terapii agresywnych i lekoopornych nowotwordéw zajetam sig
trastuzumabem jako biomolekuta naprowadzajaca na nowotwory zawierajace receptory
HER?2.

Trastuzumab (Herceptin®) jest rekombinowanym, humanizowanym przeciwcialem
monoklonalnym IgGl o masie czasteczkowej 145 kDa stosowanym w leczeniu bardzo
agresywnych i opornych lekowo nowotwordw piersi i jajnika z przerzutami [48] oraz HER2-
dodatniego przerzutowego raka zotadka lub polaczenia zZotadkowo-przetykowego.
Trastuzumab taczy sie¢ selektywnie z zewngtrzkomorkowa domeng IV (ang. extracellural
domain, ECD) receptora ludzkiego czynnika wzrostu naskérka HER2 (ang. Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2). Nadekspresja receptora HER2 wystepuje u okoto 20-30%
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wszystkich nowotworow piersi [49]. Ponadto, receptor ten jest wytwarzany w nadmiarze u
okoto 22% pacjentéw chorych na raka zoladka. Przeciwcialo to blokuje zdolnos¢ komorek z
nadekspresja HER2 do proliferacji poprzez zatrzymanie cyklu w fazie G1, ostabia proces
angiogenezy, a takze pobudza cytotoksycznos¢ komorek typu ADCC (ang. Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity), zalezng od przeciwciat o nadekspres;ji receptorow HER2.
W(g. danych literaturowych trastuzumab w kombinacji z innymi cytostatykami (np. cisplatyna,
tiotepa, etopozyd/doksorubicyna, paklitaksel, metotreksat, winblastyna) wykazuje synergizm
lub addytywno$¢, zwiekszajac stopien odpowiedzi na leczenie. Dziatanie terapeutyczne polega
na blokowaniu mechanizméw naprawczych w komoérkach nowotworowych uszkodzonych pod
wplywem chemioterapii [50, 51]. Rowniez potaczenie przeciwciala z radionuklidami
(Radioimmunoterapia; ang. Radioimmunotherapy - RIT) pozwala uzyska¢ silniejszy efekt
terapeutyczny zwigzany z niszczeniem komoérek nowotworowych przez promieniowanie
jonizujace oraz jednoczesne toksyczne dziatanie przeciwciata, ktory dodatkowo peini role

wektora naprowadzajacego.

Klastry AunAt jako potencjalne nos$niki 2**At (publikacja H3)

Jednym z emiterow promieniowania o charakteryzujacym si¢ bardzo dobrymi
wlasnosciami jadrowymi 1 mogacym mie¢ zastosowanie w radionuklidowej terapii
przeciwnowotworowej jest 2!'At. Jest on otrzymywany cyklotronowo, poprzez naswietlanie
czastkami o tarczy wykonanej z metalicznego bizmutu - 2%Bi(o,2n)*'At. Astat jako
pierwiastek nalezacy do grupy 17 Ukladu Okresowego powinien wystepowa¢ W postaci
jednoujemnego anionu At charakterystycznego dla grupy chlorowcow. Jednak biorac pod
uwage zmiany wilasciwo$ci chemicznych pierwiastkow w tej grupie, astat ze wzgledu na
bardziej metaliczny charakter zachowuje si¢ inaczej niz pozostate pierwiastki w grupie
chlorowcow. Jego wlasnosci chemicznie rdznig si¢ takze znacznie od witasnos$ci najblizszego
sgsiada w grupie, jodu. Sita wigzania wegiel-astat jest znacznie nizsza niz dla jodu, dlatego tez
wykorzystanie metod stosowanych do bezposredniego znakowania biomolekut radiojodem nie
przyniosto spodziewanych efektow. Otrzymywane wyniki nie byly zadowalajace, ze wzgledu
na brak stabilno$ci i uwalnianie 2! At w warunkach in vitro oraz in vivo [52]. Od szeregu lat, w
wielu osrodkach prowadzone sa badania nad alternatywnymi metodami zwigzania 2*'At z
biomolekutami. Dotychczas jednak nie udalo si¢ otrzymaé trwatych radiofarmaceutykow
astatowych.

Jak wiadomo, sita wigzania wegla z chlorowcami maleje wzdtuz grupy co powoduje, ze

najstabsze sa polaczenia z jodem i astatem. Podobne zjawisko, ale w mniejszym stopniu,
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obserwowano w przypadku boru, ktory alternatywnie proponowano do zwigzania 2At.
Zauwazono jednak, ze jod wykazuje bardzo wysokie powinowactwo do metali szlachetnych,
takich jak Ag, Au i Pt, a trwato$¢ wigzan X-M wzrasta odpowiednio w dot grupy F<CI<Br<I.
Przeprowadzone badania adsorpcji jonow CI, Br, I' na powierzchni AuNPs wykazaly
tworzenie si¢ kowalencyjnego wigzania Au-X [53]. Sformulowalismy wiec teze, ze sita
wigzania At-Au powinna by¢ wyzsza niz sita wigzania Au-l i mozliwe bedzie przy uzyciu
nanotechnologii otrzymanie trwatych radiobiokoniugatow 2!At.

Wstepne wyniki badania adsorpcji ?*At na nanoczastkach ztota potwierdzity te
przypuszczenia. Potaczenie astatu z powierzchnig ztota okazato si¢ trwalsze, niz w przypadku
innych dotychczas badanych uktadéw wigzacych astat. W celu wyjasnienia, jaki moze by¢
charakter tego wigzania i dlaczego astat tworzy tak trwale potgczenia ze zlotem, prof.
Dobrowolski z naszego Instytutu przeprowadzit obliczenia kwantowo-mechaniczne okres$lajace
sit¢ wigzania Au-At na nanoczastkach (nanoklastrach) ztota [H3]. Niestety, ze wzgledu na duza
ztozono$¢ ukladu, nie bylo mozliwosci przeprowadzenia obliczen dla wytypowanych do
dalszych badan nanoczastek ztota o wymiarach 5 nm. Obliczenia wykonano dla potaczen At z
pojedynczym atomem Au oraz klastrem ztota, ztozonego z 12 atomow (Aui2) 0 rozmiarze ok.
1,2 nm. Ponadto, obliczenia zostaty przeprowadzone dla fazy gazowej. Obliczenia te pozwolity
na zaproponowanie mechanizmu adsorpcji astatu na powierzchni nanoczgstek ztota.

Niespodziewanie, wyznaczona wartos¢ energii wigzania Au-X okazala si¢ dla Au-At
najmniej ujemna, co oznaczaloby, ze to fluor powinien najmocniej wigzac si¢ ze zlotem, astat
za$ najstabiej. Jednakze, jak zauwazyliSmy, bioragc pod uwagg fakt, Ze obliczenia wykonano dla
fazy gazowej, a halogenki w roztworze wodnym wystepuja zazwyczaj w formie aniondéw, aby

mozliwe bylo utworzenie wigzania Au-X musza kolejno zaj$¢ nastgpujace trzy reakcje:

I) utlenienie anionu chlorowca do stopnia zerowego;
X" >X°+ e

I1) redukcja wody;
H,0 +e” — %H, + OH™

IIT) przylaczenie chlorowca na zerowym stopniu utlenienia do atomu zlota;
X%+ Au - AuX
Sumaryczna reakcja przedstawia si¢ nastgpujaco:

Xag + Au® + H,0 - AuX + %H, + OH~
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W celu okreslenia sily wigzania aniondw halogenkowych na powierzchni ztota
uwzgledniono energie hydratacji aniondw oraz ich potencjaty redukcji. Anion At wykazuje
najnizsza w grupie fluorowcodw energi¢ solwatacji oraz najmniej ujemny standardowy potencjat
redukcji, co powoduje, ze energia swobodna reakcji AG przyjmuje najbardziej ujemng wartosc.
Na tej podstawie mozliwe jest wyjasnienie, dlaczego astatki silnie adsorbujg si¢ na ztocie, zas
fluorki najstabiej. Obliczenia te wyjasnily istote silnej chemisorpcji At 1 wykazaty, ze
wyjatkowo silna adsorpcja astatu na zlocie jest zwigzana z jego wysokim potencjalem
elektrodowym.

Uzyskane wyniki teoretyczne zaowocowaty rozpoczgciem badan eksperymentalnych
nad mozliwoscia wykorzystania tego zjawiska do otrzymywania potencjalnego
radiofarmaceutyku terapeutycznego - nanoczastek ztota znakowanych radionuklidem 21At i

przytaczonych do biomolekuty naprowadzajacej - trastuzumabu [H4].

Biokoniugaty nanoczastek zlota znakowane emiterem promieniowania o - 2MAt

(publikacja H4)

Ze wzgledu na fakt, iz kompleksy 2*At z biomolekuta wykazuja malg stabilno$¢ in vivo
(mala trwato$¢ wigzania C-At), a przeprowadzone wczesniej obliczenia kwantowo-
mechaniczne [H3] oraz badania eksperymentalne [54] wykazaly, ze astat jest bardzo silnie
chemisorbowany na powierzchni zlota, w pracy tej postanowitam trwale zwigzaé 2!*At
(T12=7,21 h; Eqred)=6,7 MeV ) z czasteczka biologicznie aktywng — trastuzumabem stosujac
nanoczgstki ztota (AuNPs) jako nosniki.

W pierwszym etapie badan zsyntezowano nanoczastki zlota o rozmiarze 5 nm [55].
Wielko$¢ nanoczastek ma istotny wptyw na ich czas cyrkulacji we krwi, szybkos¢ dotarcia do
guza, jego efektywna penetracjg, a takze mozliwo$¢ wydalenia przez nerki. Ksztalt, rozmiar
oraz morfologia otrzymanych nanostruktur zostaly scharakteryzowane metodami DLS
(Dynamiczne rozpraszanie $wiatla, ang. Dynamic Light Scattering) oraz TEM (Transmisyjna
mikroskopia elektronowa, ang. Transmission Electron Microscopy). Zdjecia mikroskopowe
pokazaty, ze w wyniku syntezy otrzymano male, sferyczne nanoczastki koloidalnego ztota o
rozmiarze nieprzekraczajagcym 5 nm (Rys. 2; H4).

Nanostruktury, aby uniknag¢ wychwycenia przez makrofagi powinny charakteryzowac
si¢ silnie hydrofilowg powierzchnig [56]. Jedna z mozliwosci zwigkszenia ich hydrofilowosci
jest pokrycie powierzchni nanoczastek polimerem, takim jak np. polietylenoglikol (PEG) [57,
58]. Dodatkowo, modytfikacja powierzchni wptywa znaczaco na farmakokinetyke i
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biodystrybucje nanoczastek w organizmie. W zwigzku z tym, kolejnym etapem bylo
opracowanie efektywnej i prostej metody funkcjonalizacji powierzchni, gdzie zastosowano
dwufunkcyjny linker HOOC-PEG-SS-PEG-COOH zawierajacy w swojej strukturze mostek
disiarczkowy (do laczenia z AuNPs, na zasadzie powinowactwa siarki do ztota) oraz grupy
karboksylowe (stuzace do sprzegnigcia z czgsteczkg biologicznie aktywng). Zmodyfikowane
nanoczastki AuNPs-PEG-COOH poprzez aktywacj¢ grupy —COOH (otrzymujac ester aktywny
NHS) przytaczono do trastuzumabu tworzac wigzanie amidowe z grupa aminowg lizyny (Rys.
1; H4).

W celu okreslenia S$redniej liczby czasteczek przeciwciata przytaczonego do
pojedynczej AuNP, trastuzumab wyznakowano radionuklidem 1 i dodano podczas syntezy
biokoniugatu. Technika jodowania biatka polega na elektrofilowym przytaczeniu jodu do
tyrozyny (w biatku) przy zastosowaniu czynnika utleniajacego, np. lodogenu. Wyniki
otrzymane metodg radiometryczng wykazaly, Zze na powierzchni pojedynczej AuNP o
rozmiarze 5 nm znajduja si¢ 4 czasteczki trastuzumabu. Dodatkowo, przytaczenie trastuzumabu
do AuNPs zostato potwierdzone pomiarami rozmiaru oraz potencjatu zeta przy uzyciu techniki
DLS (Tabela 1; H4). W swoich badaniach oprocz izotopu 2'!At, ktory otrzymywany byt w
cyklotronie U200-P w Srodowiskowym Laboratorium Ciezkich Jondéw UW w wyniku reakcji
209Bj(a,2n)?1At, a nastepnie wydzielany z tarczy metoda suchej destylacji, stosowatam takze
radionuklid 31 (jako surogat 2*At), ze wzgledu na jego podobiefistwo chemiczne oraz wieksza
dostepnosc.

W kolejnym etapie, otrzymany biokoniugat zostat wyznakowany izotopami *!I oraz
211At z duzg wydajnoscia (>99%) (Tabela 2; H4) (Rys. 7). Mechanizm znakowania polegat na

adsorpcji radionuklidéw na powierzchni nanoczastek ztota.
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Rys. 7. Radiobiokoniugat [?*'!At]At-AuNPs-PEG-trastuzumab.
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Badania stabilno$ci radiobiokoniugatow [*!*At]At-AuNPs-PEG-trastuzumab oraz
[**11]1-AuNPs-PEG-traztuzumab w surowicy wykazaty niewielki wyciek radionuklidow,
jednakze byt on wiekszy w przypadku biokoniugatu znakowanego radioizotopem 31 (Tabela
3; H4). Porownujac stabilnos$¢ opartych na nanoczastkach ztota astatowanych biokoniugatow
ze stabilnoécig radiobiokoniugatow, gdzie ?!*At przytaczono do pierécienia fenylowego [59],
kompleksu Rh(S4) [60] czy klastrow boronowych [61, 62] mozna zauwazy¢ znacznie lepsza
trwato$é biokoniugatow znakowanych 2**At z wykorzystaniem AuNPs.

W celu okreslenia praktycznej mozliwosci zastosowania radiofarmaceutykow
przeprowadzitam badania biologiczne in vitro. Eksperymenty powinowactwa receptorowego
wykazaly, iz nanoczastki z przytaczonym trastuzumabem oddziatywuja w sposob specyficzny
z receptorami HER2 komorek nowotworowych linii SKOV-3. Parametr Kg, okreslajacy
stezenie przeciwciala potrzebnego do wysycenia polowy obecnych receptorow wynosit
16,644,1 nM 1 byt zblizony do warto$ci Kq wyznaczonej porownawczo w tych samych
warunkach dla jodowanego trastuzumabu (K¢=10+3,2 nM) (Rys. 3; H4).

W celu zobrazowania oraz potwierdzenia specyficznosci wigzania biokoniugatu z
receptorem HER2 oraz wnikania zwigzku do komoérek nowotworowych SKOV-3, wykonane
zostaly badania z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej. W komorkach inkubowanych z
biokoniugatem, zaobserwowano sygnaty pochodzace od AuNPs oraz trastuzumabu, podczas
gdy AuNPs bez przeciwciata nie byly widoczne. Otrzymane wyniki $wiadczg o skutecznym
przenikaniu (internalizacji) zwigzku AuNPs-PEG-trastuzumab do przestrzeni okotojadrowej
komorek SKOV-3. Dodatkowo, niektore z potaczonych sygnalow zaobserwowano réwniez w
jadrze, co moze wskazywac, ze badany biokoniugat przechodzi przez blone¢ jadrowa (Rys. 4;
H4).

Badania cytotoksycznoséci z zastosowaniem testu MTS pozwolily okresli¢ wptyw
zsyntezowanych radiobiokoniugatow na aktywno$¢ metaboliczng komorek nowotworowych.
W zalezno$ci od wielkosci dawki oraz czasu inkubacji radiobiokoniugat wykazywat
cytotoksycznos¢ wzglgdem komorek SKOV-3. Wartos¢ mediany dawki letalnej (LDso) dla
[?**At]At-AuNPs-PEG-trastuzumab wynosita 0,55 MBg/mL, podczas gdy parametr LDso byt
znacznie wigkszy dla nanoczastek znakowanych radionuklidem bez wektora (LDsp=1,3
MBg/mL) (Rys. 5; H4). Wyniki te Swiadczg o bardzo duzej specyficznoséci oddzialywania
trastuzumab - receptor HER2. Wida¢ wigc jasno, ze potaczenie z S nm nanoczastkg Au nie
zmniejsza istotnie oddzialywania receptorowego trastuzumabu. Ponadto, uzyskany efekt

cytotoksycznosci z zastosowaniem emitera promieniowania a - 2!At byt okoto 7 razy
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silniejszy, niz gdy AuNPs-PEG-trastuzumab znakowane byly emiterem B~ - ’’Lu, mimo, ze
czas potowicznego rozpadu At jest 22 razy krétszy niz 1'’Lu [63].

Podsumowujac, w ramach przeprowadzonych badan otrzymatam innowacyjny
radiobiokoniugat [*!At]JAt-AuNPs-PEG-trastuzumab, ktory taczy sie specyficznie z
receptorami HER2, internalizuje do wn¢trza komorki oraz wykazuje cytotoksyczno$é
wzgledem komoérek (SKOV-3) z nadekspresja tych receptoréw. Potencjalne zastosowanie
takiego radiofarmaceutyku w celowanej terapii przeciwnowotworowej wymaga
przeprowadzenia badan in vivo. Dodatkowo, ze wzglgdu na niespecyficzne gromadzenie si¢
preparatéw opartych na nanoczastkach w réznych organach uktadu fagocytarnego organizmu
np: watrobie, $ledzionie, podanie systemowe jest niewskazane. Zwigzki te moga by¢ tylko
wstrzyknigte bezposrednio do guza lub lozy pooperacyjnej po jego resekcji. Powyzsza
koncepcja przypomina klasyczng brachyterapi¢, jednakze w odréznieniu od niej, zamiast
znakowanych radionuklidami mikrosfer stosujemy nanoczastki z przylaczona dodatkowo
czasteczka biologicznie aktywnag naprowadzajaca na receptory komorek nowotworowych.
Zaleta takiej terapii w porownaniu do ,klasycznego” miejscowego podawania
radiofarmaceutyku jest znacznie efektywniejsze gromadzenie nanobiokoniugatu w guzie lub
obrebie guza. Warto takze doda¢, ze badania z wykorzystaniem nanostruktur ztota do wigzania
211At s3 kontynuowane w czotowym osrodku radiofarmaceutycznym na uniwersytecie Duke

(USA) przez prof. M. Zalutskiego.

Zastosowanie lipidowych nanoczastek — kubosomow, jako nosnikéow doksorubicyny i
emitera promieniowania B~ - ’/Lu, do jednoczesnej chemo- i radioterapii nowotworow
(publikacja H7)

Lekooporno$¢ komorek nowotworowych stanowi duzy problem w efektywnym
leczeniu pacjentow. Stosowane chemioterapeutyki czy tez radioterapia powodujg zmniejszenie
objetosci guza poprzez niszczenie tylko czesci komorek nowotworowych. Poszukuje si¢ wiec
nowoczesnych lekow o wigkszym potencjale terapeutycznym badz tez stosuje si¢ terapie
kombinowane oparte na kilku metodach leczenia (np. chemioterapi¢ z radioterapig). Celem
moich badan prowadzacych do uzyskania silniejszego efektu terapeutycznego byla
synteza multimodalnego potencjalnego radiofarmaceutyku zawierajacego w swojej
strukturze jednoczesnie chemioterapeutyk — doksorubicyn¢e (DOX) oraz emiter
promieniowania B~ - /Lu. Nos$nikiem jakim zastosowalam byly lipidowe

cieklokrystaliczne nanoczastki (ang. lipid liquid-crystalline nanoparticles, LCNPs) —
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kubosomy. Sg to pierwsze badania, w ktorych kubosomy stanowig platforme dla rownoczesnej
chemo- i radioterapii.

Kubosomy w przeciwienstwie do juz powszechnie stosowanych liposomow
charakteryzuja sie wicksza powierzchnia wiasciwa (400 m?/g) umozliwiajaca wprowadzenie w
ich strukture wigkszej ilosci lekow, a takze wykazuja wyzsza stabilno$¢ oraz odpornos$¢ na
uszkodzenia mechaniczne. Uwalnianie leku z kubosomow do komorki nowotworowej
indukowane jest zmiang srodowiska, w tym przypadku, zmiang pH. Mikrosrodowisko guza w
przeciwienstwie do zdrowych tkanek charakteryzuje si¢ nizsza wartoscig pH (~5.8). Rolg
kubosoméw jest transport cytostatyku do komorek nowotworowych i uwalnianie leku w
miejscu docelowym, w efektywnym st¢zeniu. Dodatkowo, zastosowanie LCNP ma na celu
ograniczenie  toksyczno$ci 1 niepozadanych  skutkéw ubocznych  dostarczanego
chemioterapeutyku.

W ramach wspotpracy z Wydziatem Chemii UW przeprowadzona zostala synteza
kubosoméw o wielkosci okoto 100 nm ($rednica hydrodynamiczna 181+10 nm) stosujac
metode ,,top-down” [64]. Rozmiar zsyntezowanych nanoczgstek zostat potwierdzony technika
DLS, natomiast ich struktura metoda SAXS (niskokatowe rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego, ang. small-angel X-ray scattering).

W celu uzyskania domieszkowanych radioaktywnie kubosomow, w pierwszym etapie
zsyntezowano koniugat p-NSC-benzyl-DOTA-GA-OA-oleylamina (DOTAGA-OA) poprzez
utworzenie wigzania NHCSNH pomigdzy grupa NCS bifunkcyjnego liganda p-NSC-benzyl-
DOTA-GA, a grupa NHz oleylaminy (Rys. 1c; H7). Kompleksy metali z DOTAGA wykazuja
charakter hydrofilowy, w zwigzku z tym aby mozna bylo wbudowa¢ chelator do lipidowej
warstwy struktury kubicznej przytaczono go do hydrofobowej aminy — oleylaminy. Otrzymany
produkt zostat scharakteryzowany metodami spektroskopii *H NMR, 3C NMR (Rys. S1, S2;
H7) oraz spektrometrii mas MS (Rys. S3; H7).

Badanie lipofilowo$ci zsyntezowanego radiokoniugatu [Y’Lu]Lu-DOTAGA-OA
przeprowadzone w uktadzie faz n-oktanol/PBS pH=7,4 potwierdzitlo mozliwo$¢ wprowadzenia
zwigzku do struktury kubicznej (logP=-0,84+0,14), gdzie prawdopodobnie radioaktywny
kompleks [*""Lu]Lu-DOTAGA jest umieszczony w kanale wodnym, natomiast sprzezona z nim
oleylamina w dwuwarstwie lipidowe;j.

W kolejnym etapie badan zoptymalizowano warunki domieszkowania DOX oraz
koniugatu DOTAGA-OA stosujgc ich rozne ilosci wagowe (Tabela 1; H7). Wplyw
domieszkowania na struktur¢ kubosomow zostat okreslony metodami fizykochemicznymi:

DLS, SAXS oraz cryo-EM (Mikroskopia krioelektronowa, ang. Electron cryomicroscopy).
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Proces znakowania domieszkowanych nanoczgstek ze wzgledu na zastosowanie liganda
makrocyklicznego DOTAGA zostal przeprowadzony w podwyzszonej temperaturze 95°C,
jednakze nie spowodowato to istotnych zmian w parametrach strukturalnych faz kubicznych
(Tabela 2; H7). Stopien wyznakowania otrzymanych radiokoniugatow okre$lony zostal metoda
ITLC, gdzie wydajnos¢ reakcji wynosita >99%. Badania stabilnos$ci w ludzkiej surowicy oraz
buforze PBS po 24 h inkubacji wykazaly ich okoto 78% i 86% trwatos¢. Niestety, dtuzszy czas
inkubacji powodowat odpowiednio stabsza stabilnos¢.

Eksperymenty biologiczne z zastosowaniem testu MTS przeprowadzone na linii
komoérkowej HelLa (nowotwor szyjki macicy) pokazaty, ze puste kubosomy o stezeniu
monooleiny 54 pg/mL byly nietoksyczne (Rys. 5A; H7). Unieruchomienie DOX w
ciektokrystalicznych nanoczastkach spowodowato $mier¢ komoérek w zaleznosci od stgzenia
chemioterapeutyku. Wyznaczony parametr 1Cso wynosit odpowiednio 0,5 oraz 0,2 pg/mL po
48 h i 72 h inkubacji (Tabela S2; H7). Kubosomy znakowane emiterem promieniowania [3°
wykazywaty toksyczno$¢ zaleznie od dawki oraz czasu inkubacji. Najwickszg redukcje
przezywalnos$ci komorek nowotworowych zaobserwowano dla najwyzszej dawki - 15 kBg/mL
oraz najdluzszego czasu inkubacji 72 h (~53%) (Rys. 5A; H7).

W  przypadku nanostruktur domieszkowanych zaréwno cytostatykiem jak i
radionuklidem ""Lu nie uzyskano efektu synergicznego ani addytywnego w poréwnaniu do
efektywnosci dzialania tych zwigzkoéw stosowanych oddzielnie. Przezywalnos$¢ komorek po 72
h inkubacji dla radiokoniugatu wynosita 36,5+2,33% 1 byla niewiele mniejsza niz dla
nanoczastek z DOX (0,21 pg/mL) 43,64+4,26% oraz kubosoméw z radionuklidem (15 kBq/mL)
47,4+3,54% (Rys. 5; H7). Najsilniejszy efekt dziatania otrzymanego radiokoniugatu uzyskano
po 24 h inkubacji, co jest prawdopodobnie zwigzane z brakiem rozpadu lipidowych struktur
jeszcze po tym czasie.

Podsumowujac, otrzymatam radioaktywny koniugat domieszkowany
chemioterapeutykiem oraz emiterem niskoenergetycznego promieniowania B~ - 1’’Lu. Preparat
ten wykazywal ograniczong stabilno$cig w ptynach biologicznych (PBS, ludzka surowica), co
jednoczes$nie miato wptyw na badania cytotoksycznosci. Niestety, w czasie inkubacji komorek
nowotworowych z radiokoniugatem nie zaobserwowano efektu synergistycznego ani tez
addytywnego, uzyskano tylko niewiele wigksza toksyczno$¢ niz w przypadku zwiazkoéw
stosowanych pojedynczo. Biorac pod uwage czas potowicznego rozpadu *'’Lu (T12=6,71 d) i
stosunkowo niewielkg stabilno$¢ kubosomdéw, w przysziych badaniach planowane jest
zastosowanie radionuklidu o — 2**Bi, o znacznie krétszym czasie potowicznego rozpadu (T12=

45,6 min). Ponadto, ?*Bi jako emiter promieniowania o wykazuje duzo silniejsze dziatanie

27



terapeutyczne w poréwnaniu do stosowanego w tych eksperymentach '’Lu. Dodatkowo,
przyltaczenie wektora np. trastuzumabu lub antygenu blony komodrkowej komorek stercza
(PSMA) do kubosoméw powinno zapewnié¢ precyzyjne dostarczenie nanostruktury do
okreslonych typéw komoérek nowotworowych wykazujacych nadekspresje receptorow, bez

uszkadzania zdrowych tkanek.

Biokoniugat nanoczastek zlota pokrytych platyng (Au@Pt-PEG-trastuzumab) do

celowanej terapii elektronami Auger (publikacja H8)

W ostatnich latach obserwuje si¢ bardzo dobre efekty leczenia z wykorzystaniem
emiterow promieniowania o. W wielu badaniach klinicznych uzyskano spektakularne wyniki
w leczeniu przerzutow nowotworowych spowodowanych nowotworem prostaty dla
znakowanej emiterem o - 22Ac malej czasteczki PSMA-617 [65-67]. Podanie
radiofarmaceutyku [?°Ac]Ac-PSMA-617 spowodowato catkowite wyleczenie pacjenta, mimo
wczesniejszej opornosci na pozostate metody leczenia [68]. Ponadto, inne badania wskazaty na
ogromny potencjatl o radioterapii. Pokazatam to takze w pracy H1, w przypadku niszczenia
macierzystych komorek nowotworowych. Niestety dostepnos¢ emiteréw o jest ograniczona i
pozwala na przeprowadzenie jedynie paru badan klinicznych rocznie. Jednak podobne
wiasnosci jak emitowana czgstka o moga miec takze elektrony Auger. Elektrony Auger majace
krotki zasigg w tkance oraz wysoki liniowy przekaz energii (LET) moglyby by¢ stosowane w
terapii malych zmian nowotworowych, mikroprzerzutow czy pojedynczych komoérek rakowych
I w przysztosci moglyby zastapi¢ emitery czastek a, gdyz ich dostepnosc jest znacznie wigksza.

Za podjeciem badan nad zastosowaniem emiterow promieniowania Auger - '#MPt
(T12=4,33 d) oraz *"Pt (T12=4,03 d) przemawiata emisja przez nie duzej ilosci elektronéw
Auger, odpowiednio 26 i 36. Ze wzgledu na znane cytotoksyczne witasciwosci kompleksow
platynowych (cisplatyna, karboplatyna), probowano znakowac je radionuklidami 1%3mpt/1%mpt,
Otrzymywane radiokoniugaty podobnie do stosowanej cisplatyny niszczyly zarowno zdrowe
jak 1 chore tkanki organizmu, co $wiadczyto o ich niskiej selektywnos$ci. Kolejng inspiracja do
podjecia badan z uzyciem platyny byly opublikowane wyniki pracy [69], w ktorej odkryto, Ze
niektore komoérki nowotworowe o wysokim potencjale oksydacyjnym, np. komorki raka
watroby HepG2 (rak watrobowokomorkowy, ang. hepatocellular carcinoma, HCC), powoduja
utlenienie nanoczastek platyny do jonéw Pt?* (rozpuszczenie nanoczastek), a nastepnie
uwolnione kationy Pt** przechodza przez blone do jadra komorkowego i przytaczaja sie do
DNA powodujac cytotoksycznos¢. Wg danych literaturowych podwyzszone stezenie nadtlenku
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wodoru H202 wystepuje rowniez w komoérkach nowotworu jajnika (np. SKOV-3), ktore
wykazuja nadekspresj¢ HER2 [70]. Celem kolejnych badan byla synteza ukierunkowanych
na receptory HER2 nanoczgstek zlota pokrytych cienka warstwa platyny oraz okreslenie
ich wlasnosci biologicznych. Sa to badania wstepne z zastosowaniem nieradioaktywnej
platyny, ktérych kolejnym etapem bedzie uzyskanie radioaktywnego biokoniugatu —
nanoczastek typu ,.core-shell” mogacych mie¢ potencjalne zastosowanie w celowanej
terapii radionuklidowej elektronami Auger.

W pierwszym etapie zsyntezowano nanoczastki ztota o rozmiarze 30 nm, a nastepnie
pokryto je platyng poprzez redukcje soli szesciochlorku platyny (Na2PtCle-6H20) roztworem
kwasu askorbinowego. Badania metodami HR-TEM (ang. high-resolution transmission
electron microscopy) (Rys. 1; H8) oraz DLS (Tabela 1, 2; H8) potwierdzity rozmiar
otrzymanych nanoczastek. Ilo$¢ platyny przytaczona do powierzchni nanostruktur zostata
wyznaczona metodg ICP-MS (ang. inductively coupled plasma mass spectrometry) poprzez
pomiar jej stezenia w supernatancie, po odwirowaniu Au@Pt (Rys. 3; H8). Bardzo waznym
aspektem w pdzniejszych badaniach z zastosowaniem radioaktywnej platyny jest uzyskanie
monoatomowej jej warstewki na powierzchni AuNPs ze wzgledu na bardzo krotki zasieg
promieniowania Auger. W wyniku zoptymalizowania warunkow reakcji przytaczania réznych
ilosci platyny uzyskano bardzo cienkie pokrycie, nawet jednej warstwy atomow (Tabela 1, Rys.
3; H8).

Do syntezy biokoniugatu wykorzystany zostal odpowiedni linker OPSS-PEG-NHS
zawierajacy PEG o masie czgsteczkowej 5000 Da oraz ester aktywny, ktory postuzyl do
przytaczenia grupy NH2 lizyny w trastuzumabie. Dodatkowo czasteczka byta stabilizowana
PEGiem (HS-PEG-COOH, 5 kDa) z grupa karboksylowa (Rys. 8). W celu okreslenia ilosci
czasteczek przeciwciata skoniugowanego z nanoczastka ztota pokryta platyng, zastosowano
metode radiometryczng, gdzie trastuzumab wyznakowany radionuklidem 31 dodano do
syntezy biokoniugatu. Otrzymane wyniki wykazaty, ze na jednej nanostrukturze znajdujg si¢

okoto 22 czasteczki przeciwciala.

29



- 193w/195mPy

»Rdzed” (AuNP 30 nm)

Rys. 8. Biokoniugat Au@Pt-PEG-trastuzumab.

Kazdy etap funkcjonalizacji powierzchni zostal potwierdzony pomiarem wielkos$ci
nanokoniugatu oraz potencjatu zeta stosujac metode DLS (Tabela 2; H8). Badania tg technika
wykazaly réwniez, ze zsyntezowany biokoniugat byt stabilny w buforze PBS oraz roztworze
soli fizjologicznej, nie zaobserwowano aglomeracji nanoczgstek po czasie 7 dni w temperaturze
37°C (Rys. 6; H8).

Otrzymane wyniki powinowactwa receptorowego jednoznacznie wskazaly na
wystapienie specyficznego wigzania pomiedzy przeciwciatem przytaczonym do powierzchni
nanoczastek, a receptorami zlokalizowanymi na powierzchni komorek SKOV-3 (Rys. 7A; H8).
W przypadku linii komérkowej MDA-MB-231 (HER2 negatywnej) nie zaobserwowano efektu
wigzalnosci (Rys. 7B; H8), co potwierdzito selektywnos¢ otrzymanego zwigzku.

Istotnym aspektem terapii elektronami Auger jest konieczno$¢ dostarczenia
radiofarmaceutyku w bardzo bliskie sasiedztwo DNA, a wiec wymagana jest jego
internalizacja. Przeprowadzone eksperymenty z zastosowaniem linii komorkowej SKOV-3
wykazaly, ze biokoniugat juz po 1 h inkubacji ulega okoto 95% internalizacji (Rys. 9; H8). W
celu zobrazowania gromadzenia si¢ zwigzku w komorce przeprowadzono badania mikroskopia
konfokalng. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, Ze biokoniugat po
przejéciu przez btonge komoérkowa akumuluje si¢ w przestrzeni okotojadrowej pomiedzy
zewngtrzng i wewnetrzng membrang (Rys. 10; H8), a nawet cz¢sciowo w jadrze (Rys. 12; H8).
Efektu tego nie zaobserwowano dla linii HER2 negatywnej — MDA-MB-231 (Rys. 11; H8).

Analizujac wyniki cytotoksyczno$ci wykonane testem MTS mozna zauwazy¢, ze
wplyw biokoniugatu na aktywnos$¢ metaboliczng zarowno komorek SKOV-3 jak i MDA-MB-
231 jest bardzo niewielki (Rys. 14; H8). Biorgc pod uwage dane literaturowe, gdzie nanoczastki

ztota pokryte zostaly monowarstwg/multiwarstwg platyny [71] przeprowadzono badania
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cytotoksycznosci Au@Pt dla wiekszych st¢zen platyny osadzonej na powierzchni AuNPs niz
w zsyntezowanym biokoniugacie, tj. 10 pg/mL oraz 145 pg /mL. Wyniki wykazaty, ze
stosowane st¢zenia platyny nie powodowaty $mierci komoérek nowotworowych SKOV-3,
natomiast redukcje przezywalnosci zaobserwowano w przypadku linii HepG2 dla dawki 145
pg/mL (Rys. 15; H8). Komorki raka watroby, jak wczesniej wspomniano, charakteryzujg si¢
duzym potencjalem oksydacyjnym i utleniajac platyne powoduja uwolnienie Pt** i
cytotoksycznos¢. Wyniki te stanowig inspiracje do podjecia kolejnych eksperymentow
chemiczno-biologicznych (np. zbadanie st¢zenia reaktywnych form tlenu - ang. reactive
oxygen species, ROS), w ktorych mozna byloby okresli¢ terapeutyczny mechanizm dziatania
biokoniugatu ze wzgledu na przytaczona platyne.

Reasumujgc, otrzymatam biokoniugat Au@Pt-PEG-trastuzumab, ktory jest stabilny,
wykazuje powinowactwo do receptoréw HER?2 i internalizuje w poblize jadra. Dodatkowo,
nanoczastki Au@Pt przy wiekszych ilosciach platyny na powierzchni powoduja
cytotoksycznos¢ komorek raka watroby o naturalnie zwigkszonym st¢zeniu nadtlenku wodoru
w cytoplazmie. Kolejnym etapem tych badan bgdzie zastgpienie ,,nieradioaktywnej” platyny
radionuklidami emitujacymi promieniowanie Auger - *¥™Pt i 19MPt oraz przeprowadzenie
badan biologicznych zaré6wno na linii komorkowej SKOV-3, jak i HepG2. Warto nadmienic,
1z skuteczno$¢ promieniowania Auger jest zwigzana z bezposrednim oddziatywaniem
prowadzacym do uszkodzenia DNA czy tez innych struktur komoérkowych, badz tez zalezy od
generacji reaktywnych form tlenu i jest to dziatanie posrednie. Jezeli efekt rozpuszczania si¢
nanoczastek platyny w komorkach nowotworowych o duzym potencjale utleniajagcym (np.
HepG2) potwierdzi sig, to w przypadku radioaktywnych nanoczastek zawierajacych emiter
Auger 198M19Mp¢ hedziemy mogli osiagnaé selektywne niszczenie komérek nowotworowych
przez elektrony Auger. Takiego efektu nie udato si¢ dotychczas uzyska¢ dla innych
radiofarmaceutykéw stosowanych w terapii elektronami Auger. Dodatkowym aspektem
prowadzacym do zwigkszenia cytotoksycznosci, a jednoczesnie ograniczenia skutkoéw
ubocznych terapii jest przylaczenie czasteczki biologicznie aktywnej ukierunkowanej na
konkretne receptory, w tym przypadku HERZ2. Niestety, badania powinowactwa receptorowego
z zastosowaniem peptydu SP94 ([*”’Lu]Lu-DOTA-SP94), ktory wg. danych literaturowych
wykazuje nadekspresje receptora GRP78 znajdujacego si¢ na komorkach raka watroby [72],
nie wykazaly specyficznego taczenia si¢ tego koniugatu z receptorami na komorkach linii
HepG2 (Rys. 8; H8), co eliminuje dalsze jego stosowanie w celowanej terapii. Uzyskany efekt

terapeutyczny pochodzacy bezposrednio od promieniowania Auger oraz bedacy efektem
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rozpuszczania si¢ nanoczastek platyny moze by¢ mniejszy ze wzgledu na brak selektywnego

wektora wykazujacego powinowactwo do komorek raka watroby.

Podsumowanie najwazniejszych osiagnie¢ bedacych podstawa postepowania

habilitacyjnego:

Przedstawione w cyklu publikacji wyniki badan radiobiokoniugatow ukierunkowanych
na terapi¢ jednych z najbardziej agresywnych i opornych lekowo nowotwordw mozgu, piersi i
jajnikéw przyczynity si¢ do zaproponowania nowych skuteczniejszych metod leczenia tych
nowotworow. Pragne tutaj podkresli¢, ze prace zwigzane z projektowaniem nowych
receptorowych radiofarmaceutykow to dziedzina interdyscyplinarna, wymagajaca umiejetnosci
i wiedzy m. in. z chemii organicznej, chemii koordynacyjnej, radiochemii, a nawet
radiobiologii. Stad tez, aby uwiarygodni¢ swoje osiggnie¢cia i innowacyjne rozwigzania w
dziedzinie chemii radiofarmaceutykdéw, musialtam wielokrotnie wykonywac wiele badan i

testow o charakterze badan biologicznych.

Do najwazniejszych osiagnie¢ uzyskanych w ramach moich badan nalezy:

- zaprojektowanie, synteza i charakteryzacja chemiczno-biologiczna innowacyjnego
radiofarmaceutyku [?2Ac]Ac-DOTA-SP przeznaczonego do terapii nowotworéw mozgu, ktory
wykazywat cytotoksycznos¢ nie tylko wzgledem komorek nowotworowych ale takze, co jest
bardzo istotne, wobec opornych na konwencjonalne metody leczenia glejakowych komorek
macierzystych. Sa to pierwsze badania w ktorych wykazano skuteczno$¢ promieniowania a dla
trudnych do zniszczenia GSC. Preparat ten stosowany jest obecnie w ramach eksperymentu
medycznego 1 podawany jest bezposrednio do lozy po resekcji guza;

- wykazanie, ze krotsze fragmenty SP — SP(4-11), SP(5-11) sa bardziej lipofilowe niz
dotychczas stosowany koniugat [Thi®, Met(02)']SP(5-11) przez co z fatwoscia moga przenikaé
przez blony komodrkowe, a jednoczesnie zachowuja powinowactwo do receptoréw NKI.
Mogloby to pozwoli¢ na systemowe podawanie radiofarmaceutykoéw opartych na tych
biomolekutach. Niestety radiobiokoniugaty oparte na krétkich fragmentach SP charakteryzuja
si¢ stabg stabilnos$cig w surowicy, co moze ograniczac ich zastosowanie w systemowe;j terapii
glejakow, a takze w miejscowej terapii, poniewaz w niektorych przypadkach po resekcji guza
w wyniku uszkodzenia bariery krew-moézg dochodzi do wysiggu ptynu surowiczego. Jednak

przeprowadzone badania sugeruja takze, ze na uwage zasluguje preparat oparty na fragmencie
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SP(4-11). Radiobiokoniugat [*"/Lu]Lu-DOTA-SP(4-11) wykazuje prawie dwukrotnie wyzsza
lipofilowo$¢ oraz niewiele nizszg stabilno$¢ w poréwnaniu do stosowanego obecnie w terapii
preparatu opartego na biokoniugacie DOTA- [Thi® Met(02)'*]SP(1-11);

- okreslenie za pomocg obliczen kwantowo-mechanicznych mechanizmu wigzania astatu na
powierzchni nanoczastek ztota, ktory polega na tworzeniu si¢ silnego wigzania kowalencyjnego
AuU-At, ktorego zrodtem jest najmniej dodatni potencjat utlenienia At do At?;

- na podstawie wynikow kwantowo-mechanicznych oddziatywania astat-ztoto zaprojektowanie
i zsyntezowanie nowego radiofarmaceutyku astatowego. Otrzymany radiobiokoniugat
[?**At]At-AuNPs-PEG-trastuzumab byt trwaly w warunkach in vitro, wykazywal wysokie
powinowactwo do receptorow HER2 oraz duza cytotoksycznosé,

- zaprojektowanie i otrzymanie multimodalnego radiofarmaceutyku zawierajacego
jednoczeénie chemioterapeutyk oraz emiter promieniowania B~ - ’’Lu, w ktérym lipidowe
nanoczastki - kubosomy petnig role nosnikéw. Niestety, ze wzgledu na ograniczong trwatos¢
kubosomoéw nie uzyskano efektu synergicznego ani tez addytywnego, ale wykazano silniejszy
efekt cytotoksyczno$ci niz w przypadku stosowania tych zwigzkéw oddzielnie. Badania te bede
kontynuowane z uzyciem krotko-zyciowego emitera promieniowania o — 21°Bi;

- opracowanie metody pokrycia nanoczastek ztota cienka warstwa platyny oraz przylaczenie
trastuzumabu w celu otrzymania radiobiokoniugatu receptorowego do terapii elektronami
Auger. Dodatkowo, wykazano toksyczno$¢ zwigzku w stosunku do komorek raka watroby
charakteryzujacych si¢ wysokim potencjatem oksydacyjnym. Badania te sa kontynuowane z
uzyciem emiteréw promieniowania Auger - %MPt oraz %MPt zamiast nieradioaktywnej
platyny. W $wietle ostatnich danych literaturowych dotyczacych rozpuszczania nanoczgstek
platyny w ptynach biologicznych zawierajacych duze stgzenia ROS oraz otrzymanych
wstepnych wynikéw eksperymentalnych mozna si¢ spodziewac, ze taki radiobiokoniugat moze
by¢ pierwszym radiofarmaceutykiem opartym na emiterach elektronow Auger selektywnie

dzialajacym na komorki rakowe.

Obecnie w leczeniu zaawansowanych nowotwordéw, ze wzgledu na wystgpowanie
duzych skutkéw ubocznych chemioterapii, badania naukowe sg gléwnie skierowane na
poszukiwanie nowoczesnych lekéw celowanych. Zaprojektowane 1 otrzymane przeze mnie
radiobiokoniugaty, ktére uwazam za swoje osiggniecie naukowe, s3a preparatami
ukierunkowanymi na konkretne receptory: NK1 oraz HER2. Bioragc pod uwage wyniki
uzyskanych badan moge stwierdzi¢, iz jednymi z najbardziej obiecujacych emiterow

promieniowania korpuskularnego ze wzgledu na ich krotki zasieg oraz duzg liniowg energie
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przekazu (LET) sg radionuklidy emitery czastek o oraz elektronéw Auger. Za zastosowaniem
tych radioizotopéw w moich dalszych badaniach przemawia fakt, ze czastki o, jak pokazaty
wyniki moich eksperymentow, i jak mozna przypuszcza¢ elektrony Auger, powoduja
niszczenie takze macierzystych komorek nowotworowych. Do tej pory nie znaleziono
skutecznego leku, ktory powodowatby smier¢ opornych komoérek macierzystych. Sg to badania,
ktore mogg dac nadziej¢ pacjentom cierpigcym na najci¢zsze choroby nowotworowe. Dlatego
aktualnie planuje zajac si¢ szeroko zbadaniem cytotoksycznego dziatania radiofarmaceutykow

opartych na emiterach a 1 elektronach Auger na macierzyste komorki nowotworowe.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnos$cia naukowa realizowana w wiecej niz

jednej uczelni, instytucji naukowej, w szczegolnosci zagraniczne;j:

W latach 2010-213 odbylam staz podoktorski w zespole prof. A. Morgensterna w
Zjednoczonym Centrum Badawczym (Joint Research Centre, JRC) Komisji Europejskiej w
Karlsruhe, w Niemczech. Grupa jako nicliczna w $wiecie od wielu lat zajmuje si¢
zastosowaniem emiterow promieniowania o (glownie 21°Bi oraz 2*Ac) w medycynie
nuklearnej.

Celem jednego z projektéw, w realizacj¢ ktorego bylam zaangazowana, bylo

opracowanie nowego radiofarmaceutyku opartego na biomolekule - substancji P (wykazujace;j
nadekspresje receptoréw NK1) mogacego mie¢ potencjalne zastosowanie w celowanej terapii
glejaka. Zsyntezowany przeze mnie radiobiokoniugat [**Ac]Ac-DOTA-SP wykazywal
powinowactwo oraz cytotoksycznos¢ do nowotworowych komorek mozgu [H1]. Ponadto byty
to pierwsze badania, gdzie zwigzek DOTA-SP wyznakowany emiterem o okazat si¢ skuteczny
wzgledem macierzystych komérek nowotoworowych czyli komorek opornych na standardowe
metody leczenia takie jak radio-, chemo- i immunoterpia.
Owocem tej pracy bylo zainicjowanie przeze mnie badan klinicznych z zastosowaniem
radiofarmaceutyku [?2°Ac]Ac-DOTA-SP w terapii nowotworéow ztosliwych mézgu, ktore sa
obecnie prowadzone w Zakladzie Medycyny Nuklearnej, w Uniwersyteckim Centrum
Klinicznym WUM. Preparat podawany jest bezposrednio do lozy, po resekcji guza.

Wspotpraca z osrodkiem JRC jest caly czas przeze mnie kontynuowana o czym moga
$wiadczy¢ wspdlne publikacje. Ponadto, w ramach konsorcyjnego grantu Agencji Badan
Medycznych na dziatalno$§¢ badawczo - rozwojowa w zakresie niekomercyjnych badan
klinicznych ,,Ocena skutecznos$ci leczenia chorych z nowotworami neuroendokrynnymi i
nieresekcyjnymi przerzutami do watroby, z uzyciem analogu somatostatyny znakowanego alfa
emiterem, 2°Ac-DOTATATE” prowadze badania z zastosowaniem radiofarmaceutyku
[?®Ac]Ac-DOTATATE na pacjentach chorych na guzy neuroendokrynne (nowotwory
wykazujgce nadekspresje receptoréw somatostatyny - SST2). Terapia jako pierwsza w Europie

prowadzona jest od listopada 2019 roku, a uzyskiwane wyniki sg bardzo obiecujace.

Wspdlpraca naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora:

* [Instytut Chemii Jadrowej, Uniwersytet Johannesa Gutenberga, Moguncja, Niemcy -

prof. Frank Roesch
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= |nstytut Technologii Nuklearnych, Lizbona, Portugalia - dr Maria Neves

= Narodowe Laboratorium Energii i Geologii, Lizbona, Portugalia - dr Fatima Teixeira

Wspolpraca naukowa po uzyskaniu stopnia doktora:

= Joint Research Centre, European Commission, Karlsruhe, Niemcy - prof. Alfred
Morgenstern, dr Frank Bruchertseifer

= NCSR "Demokritos”, Laboratorium Radiochemiczne INRASTES, Ateny, Grecja - dr
Penelope Bouziotis

= |nstytut Technologii w Karlsruhe (KIT), Niemcy - dr Damien Hudry

= Instytut Nauk Jadrowych, Ege Uniwersytet w Izmirze, Turcja - prof. dr Perihan Unak

» (Centrum Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa, - dr hab. Damian Gawet

»  Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski - dr hab. Ewa Nazaruk

= Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa - dr hab. Marta Grodzik

= Instytut Chemii Fizycznej PAN, Warszawa - dr Tomasz Ratajczyk

= Centralny Szpital Kliniczny MSWiA, Warszawa - dr n. med. Tadeusz Budlewski

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke:

przed uzyskaniem stopnia doktora:

= czynne uczestnictwo w Pikniku Naukowym, Festiwalu Nauki oraz Nocy Muzeow jako
przedstawiciel Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie (2005-2009)

» prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych ze studentami studidow podyplomowych
,Energetyka Jadrowa” (2009-2010)

= opiekun naukowy 2 studentow realizujacych praktyki w IChTJ

po uzyskaniu stopnia doktora:

= promotor pomocniczy 6 prac doktorskich, promotor glowny 4 prac magisterskich i 1
pracy licencjackiej
- promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr Emilii Gérzynskiej ,,Radiobiokoniugaty

nanoczastek ztota znakowanych emiterami elektronow Augera: **"Hg/**"™Hg do terapii
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przeciwnowotworowej” realizowanej w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej w
Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandra Bilewicza

- promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr Kingi Zelechowskiej-Matysiak
,Biokoniugaty radioaktywnych klastrow zlota z przylaczonym chemioterapeutykiem
dla celowanej terapii radionuklidowej” realizowanej w Instytucie Chemii 1 Techniki
Jadrowej w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandra Bilewicza

- promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr inz. Kamila Wawrowicza
,Radiobiokoniugaty nanoczastek ztota znakowanych %3™1%™pt oraz trastuzumabem do
celowanej terapii elektronami Auger” realizowanej w Instytucie Chemii 1 Techniki
Jadrowej w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandra Bilewicza

- promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr Adrianny Cytryniak ,,Nanostrukturalne
cieklokrystaliczne  lipidowe nos$niki  chemioterapeutykéw oraz  emiteréw
promieniowania korpuskularnego do zastosowan w celowanej terapii nowotworow”
realizowanej w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie oraz na Wydziale
Chemii UW pod kierunkiem prof. dr hab. Renaty Bilewicz

- promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr Michata Zuka ,Radiobiokoniugaty
nanoczastek ztota-198 dla jednoczesnej celowanej radioterapii i hipertermii
radiofrekwencyjnej” realizowanej w Instytucie Chemii 1 Techniki Jadrowe; w
Warszawie oraz na Wydziale Chemii UW pod kierunkiem prof. dr hab. Pawla
Krysinskiego

- promotor pracy magisterskiej Antoniny Matuszynskiej ,,Znakowana radionuklidem
1%La biomolekuta DOTATATE dla terapii elektronami Auger nowotwordéw
neuroendokrynnych” (obrona planowana na czerwiec 2021)

- promotor pracy magisterskiej Emilii Gorzynskiej, ,,Synteza oraz badania in vitro
radiobiokoniugatu ' AuNPs-PEG-DOX-Oktreotyd  do  celowanej  terapii
nowotworowej” (obrona - 30.06.2020)

- promotor pracy licencjackiej Emilii Gorzynskiej ,,Radiokoniugat **® AUNP-Oktreotyd

do celowanej terapii guzoéw neuroendokrynnych” (obrona 2018). Praca uzyskata I

nagrode Polskiego Towarzystwa Nukleonicznego w 2019 r. za najlepsza prace

licencjacka w dziedzinie nukleoniki

- promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr tucji Dziawer, ,.Biokoniugaty
nanoczastek ztota jako noéniki 2*At w celowanej alfa terapii” realizowanej w Instytucie
Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandra

Bilewicza (obrona 2018)
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- promotor pracy magisterskiej Anny Wawrzynowskiej ,,.Synteza oraz badania in vitro
biokoniugatow Substancji P znakowanych radionuklidem */"Lu” (obrona 2016)

- promotor pracy magisterskiej Marceliny Bednarczyk ,,Radiotoksyczno$¢
biokoniugatu znakowanego radionuklidem 2?°Ra wzgledem glejakowych komoérek
nowotworowych oraz macierzystych komorek glejakowych” (obrona 2016). Praca

zostala wyrdzniona w konkursie na Prace Dyplomowe o najwiekszym potencijale

komercjalizacyjnym organizowanym przez Uniwersytecki Os$rodek Transferu

Technologii (UOTT).

7. Opis pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych:

a) otrzymane nagrody i wyréznienia

przed uzyskaniem stopnia doktora:

otrzymanie nagrody Dyrektora IChTJ za osiagnigte postepy w realizacji pracy
doktorskiej 1 aktywnos¢ zawodowa (2006 1 2007)

I nagroda Marszatka Wojewddztwa Mazowieckiego, praca doktorska uzyskata
najwyzsza ocen¢ ekspertow pod wzgledem naukowym i przydatnosci dla dalszego

rozwoju dziatalno$ci naukowo-badawczej na terenie Mazowsza (2009)

po uzyskaniu stopnia doktora:

| nagroda Polskiego Towarzystwa Medycyny Nuklearnej za prowadzenie
innowacyjnych badan naukowych na potrzeby medycyny nuklearnej (,,Radiolabeling
and biological evaluation of 22°Ac-DOTA-SubstanceP for targeted alpha therapy of
gliomas”), 13 Zjazd Polskiego Towarzystwa Medycyny Nuklearnej, 19-22.09.2012,
Kielce, Polska

nagroda Dyrektora IChTJ za cykl publikacji dotyczacych zastosowania radionuklidow
skandu w diagnostyce i terapii (2014)

nagroda zespotowa za osiggniecie ,,The therapeutic radiopharmaceutical based on
astatine-211-labelled gold nanoparticles and method of its preparation” L.
Janiszewska, M. Pruszynski, P. Kozminski, A. Majkowska, A. Bilewicz — Diploma and
Special Award of the Romanian Inventors Forum — Show IWIS 2016, Warszawa,
Polska, 10-12.10.2016
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nagroda zespolowa za osiagnigcie ,,The therapeutic radiopharmaceutical based on
astatine-211-labelled gold nanoparticles and method of its preparation” L.
Janiszewska, M. Pruszynski, P. Kozminski, A. Majkowska, A. Bilewicz — Platinum
Medal — Show IWIS 2016, Warszawa, Polska, 10-12.10.2016

nagroda zespotowa za osiagniecie ,,Method for obtaining diagnostic amounts of **Sc
radionuclide” - A. Bilewicz, R. Walczak, A. Majkowska-Pilip, Gold medal at the
International Warsaw Invention Show IWIS 2017, Warszawa, Polska, 9-11.10.2017
nagrody Dyrektora IChTJ za seri¢ publikacji dotyczacych zastosowania nanoczastek w
celowane;j terapii radionuklidowej oraz nowych potencjalnych radiofarmaceutykow i

chemioterapeutykoéw w leczeniu nowotworéw (2018, 2019).
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