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ABSTRACT

In contrast to the radiation therapy methods, that use an external ion beam
source, the internal radiotherapy is performed by the direct administration
of radionuclides conjugated to a targeting vector. Crucial criteria for the use
of radiopharmaceuticals at a selective localization and retention in the tumor lesion
are biological or biochemical differences between tumor and non-tumor tissue.
Auger electron emitters that can target cancer cells are an attractive agents for
internal radiation therapy. Besides of a emitters, radionuclides that decay with
the emission of very low energy Auger electrons are well suited for the treatment
of small tumors, micrometastases or residual tumor after surgical resection
of a primary lesion. In contrast to o radiation, however, Auger emitters have low
toxicity when decaying outside the cell during blood transport and they are
therefore interesting candidates for targeted radionuclide therapy. However, due to
nanometers range of Auger electrons the challenge is to target cancer cells
specifically and achieve intracellular and intranuclear uptake for maximum DNA
damage. So far, no system has been developed to allow for selective delivery of the
Auger electron emitter to the cancer cell and next delivering it to cell nucleus, near
the DNA strand. An overview of Auger radiation therapy approaches of the past
decade shows several research directions and various targeting vehicles. The latter
include small molecules, aptamers, hormones, halogenated nucleotides, peptides
oligonucleotides and monoclonal antibodies and their fragments. In present article
we discuss the basic principles of Auger electron therapy as compared with targeted
a and B radionuclide therapy, characteristic of used Auger emitters and briefly the
main advantages and disadvantages of the different targeting modalities that are
under investigation.

Keywords: radiopharmacy, targeted radionuclide therapy, Auger electron emitters
Stowa kluczowe: radiofarmacja, celowana terapia radionuklidowa, emitery
elektronéw Augera
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— Ostra biataczka szpikowa (ang. Acute Myeloid Leukemia)

— Dwuniciowe uszkodzenia DNA (ang. Double - Strand
Breaks)

— Miegdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (ang.
International Agency for LET — Liniowy przekaz energii
(ang. Linear Energy Transfer)

—Polimer chelatujacy metale (ang. Metal - Chelating
Polymer)

— Przerzutowy nerwiak zarodkowy (ang. Metastatic Neuro-
blastoma Research on Cancer)

— Nanotransporter modutowy (ang. Modular Nanotrans-
porter)

— Ztosliwy migdzybloniak optucnej (ang. Malignant Pleural
Mesotheliom)

— Guz neuroendokrynny (ang. Neuroendocrine Tumor)
—Sekwencja Lokalizacji Jadrowej (ang. Nuclear Loca-
lisation Sequence)

— Magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic
Resonance)

— Nowotwor piersi/prostaty (ang. Prostate/Breast Cancer)
—Pozytonowa tomografia emisyjna (ang. Positron Emission
Tomography)

— Antygen blony komdrkowej komorek stercza (ang.
Prostate Specific Membrane Antigen)

— Reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

— Receptor somatostatyny (ang. Somatostatine Receptor)
—Celowana Radioterapia (ang. Targeted Radionuclide
Therapy)
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WPROWADZENIE

Nowotwory, wedlug statystyk Swiatowej Organizacji Zdrowia, stanowia druga
najczgstsza przyczyng zgondw na s$wiecie. Najczgsciej diagnozowanymi tego typu
schorzeniami sa nowotwory: pluc, piersi, jelita grubego oraz prostaty. Dotychczasowe
raporty pokazuja, ze wsrod kobiet dominuja sa nowotwory piersi (24,2%) oraz jelita
grubego (9,5%). natomiast u mezczyzn przewazaja zachorowania na nowotwory phuc
(14,5%) oraz prostaty (13,5%) [1].

Szacunkowe prognozy przygotowywane na lata 2020 — 2040 przez
Miedzynarodowa Agencje Badan nad Rakiem (IARC - ang. International Agency for
Research on Cancer) przewiduja wzrost zachorowalnosci na nowotwory z 18 miln
przypadkéw rocznie do blisko 30 mIn zachorowan w roku 2040 i utrzymanie okoto 50%
$miertelnosci. Duze zroznicowanie komoérek nowotworowych i towarzyszace temu
rozne sposoby przebiegu choroby sprawiaja, ze niemozliwe jest znalezienie jednej,
uniwersalnej metody, pozwalajacej na prowadzenie skutecznej terapii. Z tego wzgledu
leczenie onkologiczne wymaga taczenia ze soba kilku procedur terapeutycznych w celu
osiaggniecia oczekiwanego efektu. Obecnie, podstawe terapii chorob nowotworowych
stanowia zabiegi operacyjne, a nastgpnie radioterapia oraz terapia systemowa,
polegajaca na podawaniu lekéw cytotoksycznych.

Czgsto jednak, klasyczne metody napotykaja na ograniczenia, ktére nie pozwalaja
na wdrozenie lub kontynuowanie danego typu terapii. Metoda chirurgiczna, bedaca
jedna z podstawowych 1 najczesciej wykorzystywanych, nie jest mozliwa do
zastosowania w przypadku mikroprzerzutow. Chemioterapia, ze wzgledu na
rownoczesne oddziatywanie na zdrowe tkanki wywoluje czeste i ostre dziatania
niepozadane, obejmujace §luzéwki, szpik kostny i cebulki wlosow, prowadzace takze
do zwickszonej podatnosci na infekcje wskutek obnizenia  odpornosci,
a hormonoterapia i immunoterapia stosowane sa jako leczenie uzupehiajace.
W zwiazku z tymi ograniczeniami konieczne jest poszukiwanie alternatywnych drég
leczenia [2]. Taka droga moze by¢ szerokie zastosowanie m.in. medycyny nuklearne;j,
zaréwno do diagnostyki, jak i leczenia choréb nowotworowych.

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) definiuje
medycyne nuklearna jako ,specjalnos¢, ktéra obejmuje wszystkie zastosowania
materialow promieniotworczych w diagnostyce, leczeniu oraz badaniach medycznych,
z wyjatkiem uzycia zamknietych zrédet promieniotwdrczych w radioterapii” [3].
Zgodnie z przedstawionag definicja, medycyna nuklearna to samodzielny dzial bazujacy
na wykorzystaniu otwartych zrédet promieniowania do celow diagnostycznych lub
terapeutycznych. W medycynie nuklearnej radioizotopy przytaczane sa do innych
czasteczek chemicznych, tworzac radiofarmaceutyki. Sa to radioaktywne substancje,
ktére metabolizujac si¢ gromadza si¢ w chorobowo zmienionych tkankach organizmu.
Medycyna nuklearna wykorzystuje te wilasciwos¢ do terapii oraz obrazowania
rozmiarow i postepéw choroby. Nastepujacy w ostatnich dwodch dziesiecioleciach
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gwaltowny rozwo6] metod diagnostyki medycznej, szczegélnie komputerowej
tomografii, funkcjonalnego fMRI (funkcjonalny rezonans magnetyczny) i pozytonowej
tomografii PET (pozytonowa tomografia emisyjna), 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 postgpem w diagnostyce nowotworéw nie podaza skutecznos¢ terapii.
Najwigkszym problemem jest opornos$¢ lekowa i radiacyjna komorek nowotworowych.
Konieczne staje si¢ wykorzystanie nowych metod terapeutycznych oraz jednoczesnego
stosowania kilku metod leczenia. W ostatnich latach intensywnie wzrasta
zainteresowanie radionuklidami, ktére mogg znalezé zastosowanie w terapii.
Stosowanie radioizotopéw "'l w leczeniu tarczycy, *’Sr, **Ra czy bisfosfonianow
znakowanych '?Sm w paliatywnej terapii nowotworéw kosci stato sie powszechna
praktyka. W  praktyce medycznej systematycznie wdrazane sa rowniez
radiofarmaceutyki do tzw. celowanej radioterapii, oparte na znakowanych
radionuklidami przeciwcialach monoklonalnych, ich fragmentach, badz peptydach
i matych czasteczkach wykazujacych powinowactwo do receptorow na komorkach
nowotworowych (rys. 1).

Wektor Komdrka
(np. przeciwcialo) nowotworowa
Receptor

Linker
Radionuklid

Rysunek 1. Schemat dziatania radiofarmaceutyku receptorowego
Figure 1. Receptor radiopharmaceutical action

Radiofarmaceutyki stosowane w tej metodzie skladaja sie z radionuklidu
emitujagcego promieniowanie o, B lub elektrony Augera, chelatora wigzacego
radionuklid, wektora dedykowanego do konkretnego celu molekularnego oraz linkera.
Gloéwna zaleta celowanej terapii jest wysoka specyficzno$¢ osiggana poprzez
zaprojektowanie leku w taki sposob, aby byl on zdolny do oddziatywania tylko na
zmienione nowotworowo komorki, a jednoczesnie mozliwie jak najmniej wplywat na
otaczajace nowotwor zdrowe tkanki [4]. Aktualnie w celowanej terapii zarejestrowane
s trzy radiofarmaceutyki. W terapii chloniakéw wykorzystuje sie Zevalin® i Bexxar®
- oparte na przeciwciatach monoklonalnych radiobiokoniugaty znakowane emiterami
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B BT i ®Y oraz znakowany '"Lu peptyd, analog somatostatyny - Lutathera®, ktory
powszechnie stosowany jest do terapii rozsianych nowotworéw neuroendokrynnych.
Efekt terapeutyczny w celowanej radioterapii jest nastepstwem dziatania
promieniowania jonizujacego emitowanego przez radionuklid. Wyrdéznia sig
2 mechanizmy, ktére odpowiedzialne sa za $mieré komorki. Pierwszym z nich jest
mechanizm bezposredni, w ktorym efekt terapeutyczny osiagany jest wskutek
dwuniciowego uszkodzenia DNA (ang. DSB - Double-Strand Breaks ) wywotanego
promieniowaniem. Ten rodzaj dziatania jest dominujacy w przypadku promieniowania
o wysokim LET (ang. Linear Energy Transfer), a wiec dla promieniowania
o i elektronow Augera. Wygenerowanie dwuniciowego uszkodzenia jest warunkiem
koniecznym, poniewaz mechanizmy obronne komoérek sa w stanie dokona¢ naprawy
w przypadku uszkodzenia tylko jednej z nici.

Drugim mechanizmem jest dziatanie posrednie, bedace nastepstwem
oddzialywania promieniowania na czasteczki wody i generowanie reaktywnych
rodnikéw OH’ i H oraz czasteczek H,0,. Wolne rodniki, ze wzgledu na obecnosé
niesparowanego elektronu, sa czasteczkami wysoce reaktywnymi i ich oddziatywanie
na DNA rowniez powoduje jego uszkodzenia. Szacuje sie, ze ze wzgledu na wysoka
zawarto§¢ wody w komoérkach to wiasnie ten mechanizm dominuje w celowanej
radioterapii [5]. Poza radioliza wody, dziatanie posrednie moze by¢ takze wzmocnione
wskutek wytworzenia reaktywnych form azotu [6].

Powstajace reaktywne formy tlenu (ROS — ang. Reactive Oxygen Species), azotu
oraz nadtlenek wodoru rdéznia sie wlasciwosciami. Wiekszos¢ ROS cechuje sie
stosunkowo krétkim okresem pottrwania, podczas gdy H,O, dzieki diuzszemu t;, ma
mozliwos¢ przemieszczania si¢ w cytoplazmie, co skutkuje generowaniem uszkodzen
DNA na duzych odlegtosciach [7].

W zaleznosci od wielkosci zmiany chorobowej radionuklid dobiera sie w taki
sposob, aby efekt terapeutyczny byt optymalny. Dla duzych guzéw nowotworowych
najbardziej odpowiednie okazaly si¢ radionuklidy emitujace wysokoenergetyczne
promieniowanie [~ Y i "*Re) bowiem peptydy i przeciwciala monoklonalne
znakowane tymi radionuklidami sa coraz czesciej stosowane w celowanej terapiach.
Istnieje jednak ogromne zapotrzebowanie na radiofarmaceutyki wykazujace efekt
terapeutyczny w stosunku do matych zmian nowotworowych rozsianych na duzej
powierzchni tkanki, przerzutow nowotworowych lub nowotworow we wczesnym
stadium rozwoju. Te warunki moga spetia¢ emitery migkkiego promieniowania 8,
elektronéw Augera oraz emitery promieniowania o. Zaleta emiterow o jest duza wartos$¢
liniowego przekazu energii LET, = 100 keV/um, co stanowi warto$¢ optymalng dla
celow terapeutycznych. Oznacza to, ze czastki o traca swoja energie na matym
obszarze, a ich zasigg w tkance wynosi tylko 40-100 pm, co odpowiada grubosci kilku
warstw komorek. Wykazuja wigc duza efektywnos¢ w niszczeniu matych nowotworéow
ograniczonych do niewielkich skupisk komoérek, a tym samym w mniejszym stopniu
oddziatuja na zdrowe komorki otaczajace nowotwor. Ponadto duza warto§¢ LET,
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powoduje, ze czastki o maja zdolnos¢ do indukowania dwuniciowych pgknig¢ w DNA.
W jednym z najnowszych badan klinicznych uzyskano spektakularne wyniki w leczeniu
przerzutow nowotworowych spowodowanych nowotworem prostaty dla znakowanej
emiterem o - “Ac malej czasteczki PSMA-617 [8]. Jak przedstawiono na rys. 2,
dwukrotne podanie radiofarmaceutyku 225Ac-PSMA-617 spowodowalo catkowite
wyleczenie pacjenta, mimo wczesniejszej opornosci na pozostate metody leczenia.

A B C

2 g

. 2x 1x
> Z5Ac-PSMA 257c.PSMA
. X
4
- E , v
[ ] r
L J B
9/2015 2/2016 4/2016
PSA =419 ng/ml PSA=3.5ng/ml PSA <0.1 ng/ml

Rysunek 2. Skany wykonane technika PET obrazujace terapi¢ nowotworu prostaty za pomoca
radiofarmaceutyku *’Ac-PSMA-617 [8]
Figure 2. PET scans of prostate cancer therapy with the > Ac-PSMA-617 radiopharmaceutical

Niestety na drodze do szerokiego zastosowania emiterow o w terapii stoi bardzo
mala dostepnos¢ radionuklidow bedacych emiterami promieniowania o oraz ich
whasnosci chemiczne utrudniajace (*''At) lub uniemozliwiajace (**Ra) ich zwigzanie
z naprowadzajaca czasteczka. W zwiazku z tym, coraz wigksze zainteresowanie
naukowcdéw skupia si¢ na emiterach elektrondw Augera. Elektrony Augera, podobnie
jak czastki o, charakteryzuja sie bardzo krotkim zasiegiem (efektywny 1-20 nm).
Deponujac na swojej drodze bardzo duza dawke energii powoduja podwdjnie niciowe
peknigcia struktury DNA. Ich unikatowe wlasciwosci pozwalaja zaprojektowaé leki
przeznaczone do leczenia bardzo malych zmian nowotworowych, niekiedy w postaci
pojedynczych komorek, np. nowotwory krwi czy mikroprzerzuty. Charakterystyka
elektronow Augera, stawia jednak przed naukowcami wiele ograniczen, takich jak
wymoég syntezy leku w taki sposob, aby internalizowatl on do wnetrza komorki
a nastepnie przechodzit do jadra komorkowego, lokalizujac si¢ mozliwe jak najblizej
DNA. Jest to spowodowane wyjatkowo krotkim zasiegiem elektronow Augera
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i zwiazang z tym konieczno$cia wprowadzenia leku dostatecznie blisko materiatu
genetycznego komorki [9-11].

1. ELEKTRONY AUGERA W NOWOCZESNEJ CELOWANEJ
RADIOTERAPII

Elektrony Augera emitowane sg z atomu w wyniku efektu Augera oraz przejs¢
Coster-Kroniga i super Coster-Kroniga. Zjawisko to zwigzane jest z generowaniem
luki elektronowej na niskiej powloce elektronowej, powstajacej w wyniku
wychwytu elektronu przez jadro, jego wybicia kwantem promieniowania
elektromagnetycznego lub w nastepstwie konwersji wewngtrznej jadra atomowego.
Wychwyt elektronowy wystepuje w atomach o jadrach posiadajacych nadmiar
protonéw i w jego efekcie proton ulega przemianie do neutronu i neutrina
elektronowego, co dotyczy zazwyczaj orbitalu 1s i rzadziej 2s. Elektrony na obu
orbitalach maja okreslona gestos¢ elektronowa w jadrze. Drugg przemiang jadrowa
prowadzaca réwniez do emisji elektronow Augera jest konwersja wewngtrzna.
W tym przypadku, powstawanie luki na nizszej powloce zwigzane jest
z przekazaniem energii z metastabilnego, wzbudzonego jadra elektronowi na niskiej
powloce, co powoduje wybicie elektronu [12, 13]. Mechanizm powstawania
elektronow Augera przedstawiono na rysunku 3.

L] ° \ Elektron Augera
Mo e °
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@
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Rysunek 3.  Mechanizm powstawania elektronéw Augera
Figure 3. Mechanism of Auger electron formation

Przyczyna pojawienia si¢ luki na niskich powtokach moga by¢ takze czynniki
zewnetrzne, takie jak wybicie elektronu przez inng czastke, kwant promieniowania
rentgenowskiego lub promieniowania y. Powstajaca luka jest zapelniana elektronem
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pochodzacym z wyzszej powloki z uwolnieniem energii w postaci promieniowania
X lub energia przekazywana jest do elektrondw z wyzszych powlok, czego
nastepstwem jest emisja elektronu, a proces ten propagowany jest az do powloki
walencyjnej. Takie elektrony nazwano, od nazwiska ich odkrywcy, elektronami
Augera. Emisje elektronow moga nastgpowac takze w wyniku przejs¢ Coster-
Kroniga i super Coster-Kroniga. Przejscie Coster-Kronig polega na zapelnieniu luki
na nizszej podpowtoce tej samej powloki elektronowej i wybiciu elektronu
z wyzszej powloki, natomiast przejscie typu super Coster-Kronig odbywa sie na
réznych podpowlokach tej samej powloki i zachodzi dla powlok bardziej
oddalonych od jadra, najczgsciej M i N [12]. W literaturze opisujacej medyczne
zastosowania niskoenergetycznych elektronow pod pojeciem elektrondw Augera
wystepuja wszystkie wymienione wyzej elektrony: Augera, Coster-Kroniga, super
Coster-Kroniga oraz elektrony konwersji, taka nomenklature zastosowano takze
w dalszej czgsci pracy.

Elektrony emitowane z powlok znajdujacych sie blizej jadra majg najwieksze
energie i w zwigzku z tym, moga pokonywac¢ najdtuzszy dystans. Zazwyczaj jednak
elektronow tych w trakcie jednego rozpadu emitowanych jest najmniej, a wigkszo$¢
stanowia elektrony pochodzace z powtok bardziej oddalonych od jadra [11].
W trakcie jednego rozpadu jadra atomowego emitowanych jest od kilku do
kilkudziesigciu elektroné6w Augera.

1.1. DZIALANIE BIOLOGICZNE ELEKTRONOW AUGERA

Oddziatywanie biologiczne jest wynikiem jonizacji powodowanej przez
emitowane, niskoenergetyczne elektrony. Moga one bezposrednio uszkadza¢ nici
DNA oraz inne istotne struktury komorkowe, do ktérych zalicza si¢ m.in.
mitochondria oraz btong komorkowg. Dziatanie posrednie natomiast jest
nastepstwem generowania reaktywnych form tlenu oraz — co jest charakterystyczne
tylko dla efektu Augera — neutralizacjg powstajgcego po emisji elektronéw Augera
wysoce dodatniego kationu. Proces ten zachodzi poprzez pobieranie elektronow
z cytoplazmy, ktérej ponad 80% stanowi woda. W jego trakcie, wskutek pobrania
elektronow, generowane sg kolejne rodniki, ktérych obecno$¢ wzmacnia dziatanie
cytotoksyczne [14, 15].

Elektrony Augera charakteryzujg si¢ wysokim, blisko 20-krotnie wiekszym
LET w poréwnaniu do B (rys. 4), co przektada si¢ na wieksza liczbg generowanych
dwuniciowych uszkodzen DNA. Skuteczno$¢ promieniowania o wysokim LET
zwigzana jest gtéwnie z bezposrednim oddziatywaniem elektronéw, a w mniejszym
stopniu z generacji ROS, i w zwiazku z tym, jest niezalezna od poziomu
utlenowania tkanki. Jest to niewatpliwa zaleta w poréwnaniu do czastek 8, ktore
majg znacznie wieksza energie, ale ze wzgledu na duzy zasieg i niski LET
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dominujagcym mechanizmem jest dziatanie posrednie poprzez generacj¢ ROS,
w wyniku czego ich efektywnos¢ istotnie zalezy od poziomu utlenowania tkanki.
Szczegolnie wazng role odgrywa to w przypadku komdrek nowotworowych, ktore
bardzo czesto wykazuja stan niedotlenienia (hipoks;ji) [16, 17].

30
25
20

15

LET [keV/um]
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Elektrony Augera

0
1nm 10nm 100nm 1pm 10pm 100pm 1mm 1cm

Zasieg

Rysunek 4.  Poroéwnanie LET elektronéw Augera i promieniowania beta minus
Figure 4. Comparison of LET for Auger electrons and beta minus radiation

Elektrony Augera maja bardzo krotki zasieg w tkance, wynoszacy 1-500 nm
(rys. 5). Jednak obszar ich najwiekszej efektywnosci, czyli o najwyzszym LET,
wynosi jedynie 1-20 nm. Oznacza to, ze sg one zdolne do wygenerowania
dwuniciowych uszkodzenn DNA na dystansie rownym diugosci kilku nukleotydow.
Stanowi to istotne ograniczenie narzucajace mozliwos¢ stosowania emiterdw
Augera w terapii tylko bardzo matych zmian nowotworowych, sktadajacych sie
z pojedynczych komorek. W zwigzku z tym wazne jest zaprojektowanie leku w taki
sposob, aby nie tylko precyzyjnie docierat on do konkretnej komoérki w organizmie
pacjenta, ale mial rowniez mozliwo$¢ internalizacji do jej wnetrza. W takim
przypadku mozliwe jest uzyskanie duzego efektu terapeutycznego jako nastgpstwa
dzialania mechanizmu bezposredniego i posredniego [10, 18]. Zasigg elektrondw
Augera oraz promieniowania a i B przedstawiono na rysunku 5.
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Zasieg: 50-12000 ym Zasigg: 40-100 ym Auger Zasieg: 1-20 nm
LET: 0,2 keV/um LET: 50-230 keV/pm g LET: 4-26 keV/pm
& \ 9
n

Rysunek 5. Zasieg elektronéw Augera w porownaniu do zasi¢gu promieniowania alfa i beta
Figure 5. Comparison of Auger electrons range with the range of alpha and beta radiation

Wazng zaletg terapeutycznego wykorzystania emiteréw elektronéw Augera jest
ich oddzialywanie jedynie z komorka, do ktérej sie przytaczyt radionuklid. Pozwala
to, na precyzyjna terapie ograniczajacg si¢ do patologicznie zmienionych komorek
nie uszkadzajac zdrowych. W przypadku powszechnie stosowanych emiteréw
promieniowania [°, ktérego zasigg wynosi od 1 do 10 mm, obserwuje si¢
w trakcie terapii uszkodzenia zdrowych tkanek, szczeg6lnie promieniowrazliwego
szpiku kostnego [19]. Ogromnym wyzwaniem jest zatem polgczenie emiteréw
elektronow Augera z czasteczka biologicznie aktywna, ktéra precyzyjnie rozpozna
komoérke nowotworowa i dodatkowo internalizuje do jej wnetrza, lokalizujac sig
w okolicy DNA.

1.2. CYTOTOKSYCZNE DZIALANIE ELEKTRONOW AUGERA

Smier¢ komérki, bedaca nastepstwem bezposredniego lub posredniego
dzialania elektronéw Augera, moze by¢ indukowana bezposrednio, poprzez
przylaczenie si¢ emitera elektronow Augera do DNA w jadrze komdrkowym,
a takze uszkodzeniem mitochondrialnego RNA oraz zniszczeniem blony
komérkowej.

Pierwszy z mechanizméw jest najbardziej efektywny i szeroko opisywany
w literaturze, gdyz wprowadzenie emitera elektronéw Augera do nici DNA
powoduje uszkodzenie materialu genetycznego juz przez jeden rozpad
radionuklidu. Bezposredni mechanizm obejmuje oddziatywanie na DNA poprzez
wbudowanie si¢ w jego strukture, najczgsciej na zasadzie powinowactwa do jednej
z zasad azotowych. Stwierdzono, Ze emitery elektrondw Augera 21 i '*I
skoniugowane z jododeoksyurydyna (IUdR), ktora jest inkorporowana
bezposrednio do DNA, wyraznie zmniejszaja przezycie komoérek ssakow [26].

Smiertelna dawka promieniowania dla '*’I- IUdR byta 7-krotna nizsza niz promie-
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niowania X, wskazujac na wysoka cytotoksyczno$¢ dla elektronéw Augera
emitowanych przez '*I inkorporowany do DNA. Nie stwierdzono jednak istotnego
dziatania cytotoksycznego dla '*’I zlokalizowanego w cytoplazmie, zwiazanego
z blona komdrkowa lub bedacego poza komdrka. Tak wiec rozpad emitera
elektronow Augera w bliskiej odleglosci od jadrowego DNA jest konieczny do
petnego wykorzystania wysokiej wartosci LET tych elektronow [26]. Efekt ten
mozna takze uzyska¢ przez zastosowanie znakowanych emiterami Augera
oligopetydow, aptamerdw, akrydyny, antracyklin, peptydow transportujacych do
jadra komorkowego (ang. Nuclear Location Sequence, NLS) czy kompleksow
interkalujacych do jadra, jak cis-platyna. Poszczegdlne zwigzki zostaty opisane
szerzej w punkcie 3.1.

Zastosowanie tego podejscia, mimo licznych badan, w tym klinicznych, jednak
nie zakonczylo si¢ sukcesem. Aby wykorzysta¢ cytotoksyczne dziatanie elektronéw
Augera, konieczne jest w pierwszej kolejnosci selektywne dostarczenie emitera
Augera do komorki nowotworowej. Niestety, zadne stosowane dotychczas wektory
naprowadzajace, takie jak peptydy czy przeciwciata monoklonalne nie wykazuja
zdolnosci do wbudowania si¢ w strukture DNA, a przylaczenie wektorow do
znanych interkalatoréw uposledza ich zdolno$¢ do wigzania si¢ z DNA.
Przylaczenie metalicznych emiterow Augera do interkalatoréw wymaga takze
zastosowania duzych ligandow chelatujacych, ktore rdwniez moga istotnie wplywaé
na zdolnos$¢ do wigzania si¢ interkalatora z DNA. W tym przypadku konieczne jest
ograniczenie si¢ do reakcji jodowania radionuklidami I i 'L Jednak takie
polaczenia sg stosunkowo nietrwale in vivo, ulegajac enzymatycznej
dehalogenizacji. W ostatnich latach rozpoczeto zatem szersze badania nad
mozliwoscig uzyskania efektu cytotoksycznego bez koniecznosci stosowania
interkalujagcych do DNA radiofarmaceutykow. Do takich alternatywnych celow
zalicza si¢ blong komérkows oraz cytoplazme.

Konieczno$¢ internalizacji do jadra komdrkowego radiofarmaceutykdw
znakowanych emiterami elektronow Augera zakwestionowali Pouget i wsp. [20],
ktorzy poréwnali cytotoksycznosé elektronéw Augera emitowanych przez >l
w jadrze komorkowym oraz na blonie komdrkowej. Chociaz zlokalizowany
w jadrze '®I byl najbardziej cytotoksyczny ze wzgledu na bezposrednie
oddziatywanie elektronow Augera z DNA, to zaobserwowano destrukcyjny wptyw
elektronéow Augera na blong komoérkowa. Uszkodzenie blony komodrkowej
powoduje szereg zmian w fizjologii komorki. W wyniku dzialania elektronow
Augera dochodzi do przerwania ciagtosci blony komoérkowej skutkujacego
destrukcjg organelli, m.in. polirybosoméw i lizosomoéw. Depolaryzacja btony
komérkowej przyczynia si¢ do zaburzenia transportu elektrondw i zwigzanego
z tym spadku poziomu ATP. Dochodzi takze do biernego naptywu wody i jondw
(gtéwnie Ca®" i Na"), co skutkuje dezintegracja jadra komorkowego. Wszystkie te
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procesy powoduja pecznienie komorki i jej rozpad [21]. Stwierdzono takze, ze
generacja duzych ilosci ROS w cytoplazmie w okolicach jadra komdérkowego moze
spowodowac¢ ich dyfuzje do jadra komoérkowego i zniszczenie jadrowego DNA oraz
DNA umieszczonego w mitochondriach (mtDNA) [22]. Defekty mtDNA wywolane
dzialaniem elektronéw Augera powoduja uszkodzenie waznego elementu
genetycznego, zawierajacego informacje o sekwencji aminokwaséw w biatku
i indukuja $mier¢ komorki. Uszkodzenia mtDNA mozna stymulowaé prowadzac
proces transfekcji (wprowadzenie obcego DNA) z wykorzystaniem aptameru
znakowanego emiterem elektronow Augera [23, 24]. Aptamery to fragmenty
kwaséw nukleinowych zwykle o dlugosci od kilkunastu do kilkudziesigciu
nukleotydéw, ktére wykazuja, podobnie jak przeciwciala monoklonalne,
powinowactwo do celow molekularnych na komoérkach nowotworowych.
Charakteryzuja si¢ jednak znacznie mniejszym rozmiarem — ci¢zar czasteczkowy
aptameru, to 8-15 kDa, natomiast przeciwciata okoto 150 kDa, co przyczynia si¢ do
znacznie lepszej farmakokinetyki.

Ciekawy efekt zaobserwowano dla malej czasteczki '>’I-DCIBzL (ang.2-[3-[1-
carboxy-S-(4-125I-iodo-benzoylamino)-pentyl]-ureido]-pentanedioic acid) wykazu-
jacej wysokie powinowactwo do receptoréw PSMA na komérkach raka prostaty
[25]. Przy uzyciu mikroskopii konfokalnej z fluorescencyjnym analogiem DCIBzL
wykazano, ze czynnik ten w duzym stopniu lokalizuje si¢ w obszarze pomigdzy
zewnetrzna i wewnetrzng membrang jadra komoérek z nadekspresja PSMA. Dla
zwigzku znakowanego '*’I stwierdzono wysoka cytotoksycznosé, zaréwno
w badaniach in vitro, jak 1 in vivo. Autorzy stwierdzili zatem, ze zrodlo tej
cytotoksycznosci jest zwigzane z mechanizmem procesu mitozy (podziatu jadra
komoérkowego), podczas ktérego, w trakcie anafazy, emiter elektronow Augera
zbliza si¢ do materialu genetycznego znajdujacego si¢ w biegunach komorki.
Poniewaz efekt ten zwiazany jest z szybko$cig dzielenia si¢ komdrek nie obserwuje
si¢ go w promieniowrazliwych nerkach, ktére wykazuja takze ekspresje PSMA, ale
maja niski indeks mitotyczny. Rézne mechanizmy cytotoksycznego dziatania
radiokoniugatow znakowanych emiterami elektronow Augera przedstawiono na
rysunku 6.

W przypadku radioterapii, a szczegdlnie w a terapii oraz terapii elektronami
Augera, nalezy podkresli¢ wystepowanie tzw. efektu widza lub efektu sgsiedztwa
(ang. Bystander Effect) [26,27]. Jest on indukowany przez substancje wysylane
przez komdrki bezposrednio napromieniowane, ktore sg transportowane do
sasiadujacych komorek nie wystawionych na dziatanie promieniowania
jonizujacego.
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Rysunek 6. Mechanizmy cytotoksycznego dzialania radiokoniugatow znakowanych emiterami elektronow
Augera
Figure 6. Various mechanisms of cytotoxic action of radioconjugates labeled with Auger electron emitters

Czynniki te powoduja obnizenie przezycia tych komorek, generowanie
uszkodzen cytogenetycznych, wzrost odsetka apoptozy i zmian biochemicznych
[28]. Doktadny mechanizm tego zjawiska nie zostal jeszcze wyjasniony
Przypuszcza sig, ze molekularne czynniki sygnalizacyjne uwalniane przez komorki
napromieniowane do przestrzeni pozakomorkowej sa odpowiedzialne za wzrost
apoptozy i zmian fizjologicznych w sagsiadujacych komorkach, ktére nie zostaty
napromienione. Badania in vivo na modelach zwierzgcych wykazuja, ze efekt ten
moze pojawia¢ si¢ takze w tkankach odlegtych od miejsca napromienienia. Efekt
sasiedztwa moze mie¢ zaréwno pozytywne, jak i negatywne skutki w przypadku
radioterapii. Jezeli komoérki nowotworowe bezposrednio pochlaniajace energig
promieniowania jonizujacego beda, wysylajac sygnaly, uszkadzaly sasiadujace
komérki nowotworowe lub beda inicjowaly réznicowanie tych komorek bedzie to
efekt pozadany. Jezeli natomiast uszkodzeniu ulegng komorki prawidtowe (komorki
nabtonkowe, $rédblonkowe, leukocyty etc.), woéwczas moze to niekorzystnie
zwiekszaé dzialania niepozadane w postaci powikltan popromiennych
i nowotworow wtornych [28, 29].

2. EMITERY ELEKTRONOW AUGERA W CELOWANEJ
RADIOTERAPII

W odréznieniu od emiteréw promieniowania o, wsréd ktorych jedynie
9 ma wlasnosci pozwalajace na zastosowanie w celowanej terapii, liczba emiterow
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elektronow Augera jest znacznie wigksza. Takze dostgpnos¢ emiteréw o jest
ograniczona, w przeciwienstwie do emiteréw elektronéw Augera, ktore moga by¢
wyprodukowane na dostepnych cyklotronach w duzych aktywnosciach. Cena
emiterow o jest takze wielokrotnie wieksza. Aby emiter elektrondw Augera mogl
znalez¢ zastosowanie terapeutyczne powinien posiada¢ nastepujace wlasnosci:

e emitowac duza liczbe elektrondw,

e okres potowicznego rozpadu musi by¢ na tyle diugi, aby umozliwi¢
dotarcie leku do celu, a jednoczesnie na tyle krotki, aby nie eksponowaé
niepotrzebnie organizmu na dzialanie promieniowania jonizujacego.
W przypadku elektronéw Augera kryterium to nie jest az tak istotne, jak
dla daleko oddziatywujacego promieniowania [~ czy silnie jonizujacego
promieniowania o,

e rozpad jadra macierzystego musi prowadzi¢ do powstania dtugozyciowego
lub stabilnego jadra, co jest warunkiem koniecznym w trakcie prowadzenia
kazdego rodzaju wewngtrznej radioterapii,

e radionuklid powinien by¢ fatwy do wyprodukowania i wydzielenia
z tarczy, a caty proces by¢ stosunkowo tani

e nie powinien zawiera¢ nieradioaktywnego nosnika,

e powinna istnie¢ tatwa metoda przytaczenia radionuklidu do
naprowadzajacej biomolekuty.

Bardzo wazna z punktu widzenia efektywnosci terapii jest charakterystyka
promieniowania emitowanego przez radionuklid. Uwaza sig, ze emiter elektronéw
Augera nie powinien by¢ zrédlem innego promieniowania, np. B, choc¢
w przypadku emitera B~ '*'Tb uznano emisje elektronéw Augera za zjawisko
korzystne dla terapii [30]. Podobnie jest w przypadku emisji promieniowania vy,
ktére moze pozwoli¢ na jednoczesne monitorowanie postepoéw terapii. Z drugiej
strony najczesciej stosowane emitery Augera ('''In, '*L, *°'T1, “’Ga, *™T¢), emituja
kwanty gamma z duzg wydajnoscig i sa powszechnie stosowane w diagnostycznej
technice SPECT (ang. Single Photon Emission Computer Tomography). Dawki
promieniowania stosowane w terapii elektronami Augera wielokrotnie przekraczaja
jednak te, ktére stosowane sa w diagnostyce dlatego emitowane przenikliwe
promieniowanie moze by¢ znacznym obcigzeniem radiacyjnym dla krytycznych
organow pacjenta. Dlatego warto zwroci¢ uwage na te emitery elektrondw Augera,
gdzie emisja promieniowania y jest najmniejsza, np. "La, 7""™Hg czy
193m,195mp,

Istotnym parametrem w kontekscie oczekiwanych efektéw terapii jest energia
elektronow Augera i liczba emitowanych elektronow konwersji, ktérych zasieg jest
wigkszy niz niskoenergetycznych elektronéw Augera. Moga one powodowaé
$Smier¢ komorki, lokalizujac si¢ na jej powierzchni bez koniecznosci internalizacji
i translokacji do jadra. Moga rowniez generowac wystepowanie efektu krzyzowego
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polegajacego na dzialaniu na sasiednie komorki w bliskiej odleglosci od miejsca
rozpadu.

W tabeli 1 przedstawiono emitery elektronéw Augera, ktore sg lub mogg by¢
w przysztosci stosowane w celowanej radioterapii [18, 31-33]. Pogrubiong czcionka
zaznaczono radionuklidy, ktore zdaniem Autorow maja szanse na szersze
zastosowanie. Ich metody otrzymywania oraz zalety zostang omowione szerzej
ponizej.

Tabela 1. Charakterystyka radionuklidow ktdre moga znalez¢ zastosowanie w celowanej radioterapii
Table 1. Characteristics of radionuclides that can be used in targeted radiotherapy
Radionuklid pégll'{v:':srlia emi tf;vi::lll);ch e Rozpad EIEEZ%;? Y Metoda produkeji
SIcr 27,70 d 4,68 EC 320 Reaktor
“Ga 78,28 h 7,03 EC 93,185,300 Cyklotron
"Br 57,04 d 4,96 EC 239 Cyklotron
*Te 4,88 h 6,42 EC 511 Cyklotron
Mg 6,01 h 4,67 IT 141 Cyklotron
a1} 2,82d 6,05 EC 171,245 Cyklotron
H4mpy 49,51d 7,74 EC 558 Reaktor
115mpy 449h 5,04 IT 336 Reaktor
153 13,20 h 12,6 EC 159 Cyklotron
1241 4,18d 8,6 EC 511 Cyklotron
| 59,40 d 21,0 EC - Cyklotron
La 19,5h 10,9 EC 4855 Cyklotron
17T m 9,25d 11,4 EC 207,8 Cyklotron
193mpy¢ 433d 27,0 IT - Reaktor/cyklotron
19smpy¢ 4,03 d 37,0 IT 98,9 Reaktor/cyklotron
“"Hg 64,14 h 23,2 EC 134 Cyklotron
¥mHg 23,8h 19,4 IT/EC 77 Cyklotron
o] 73,01 j 36,9 EC 68-80 Cyklotron
23pp 51,92h 233 EC 279,2 Cyklotron

Najszerzej dotychczas stosowanym emiterem elektrondéw Augera jest
radionuklid jodu 2] stosowany w diagnostyce tarczycy do znakowania przeciwciat
monoklonalnych w metodzie SPECT, a takze w brachyterapii. Jego duze
aktywnosci otrzymywane sag w reaktorze przez naswietlanie gazowego ksenonu
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w reakcji 124Xe(n,y)—»lzsze (57s)— 1257, Radionuklidy ", Ga 1 2'T1 sa
réwniez dostepne handlowo i powszechnie stosowane w diagnostyce SPECT, '
w diagnostyce receptorowej jak np. Octreoscan™  ('''In-pentetreotid), ®’Ga
w postaci cytrynianu galu, a *°' Tl w radiofarmaceutykach perfuzyjnych np. **' TICI.
Otrzymywane sg one cyklotronowo w reakcjach: '''Cd(p,n)'"'In z wydajnoscia 72
MBq pA™" h'dla energii 15-0 MeV, Zn(p,n)"’Ga z wydajnoscia 87 MBq pA” h!
i *°Tl(p,3n) *'Pb—>""TI z wydajnoscia 78,5 MBq nA™ h'. Pozwala to otrzymac
aktywnosci powyzej 20 GBq, ktére wystarczaja na przeprowadzenie terapii
elektronami Augera.

In

W naszym zespole zwrocono takze uwage na inne emitery elektrondw Augera,
ktére w odréznieniu do opisanych powyzej nie emitujg lub emitujg mate ilosci
przenikliwego promieniowania y. Radionuklid '**La moze byé fatwo otrzymany
cyklotronowo w reakcji '“Ba(p,n)*°La z wydajnoscia 80 MBq pA h™' dla
wzbogaconej izotopowo tarczy '*°Ba, co pozwala otrzymywaé duze dawki
terapeutyczne [34]. Dodatkowa zaleta tego radionuklidu jest jego tatwosc¢
skompleksowania powszechnie stosowanymi w radiofarmacji liniowymi lub
cyklicznymi ligandami aminokarboksylowymi.

Zaletg radionuklidow platyny '™Pt i '"™Pt jest emisja duzej liczby
elektronow Augera, odpowiednio 27 i 37 oraz mozliwos¢ ich zastosowania
w postaci znakowanej soli PtCl(NH,), - cis-platyny. Ten prosty zwiazek
kompleksowy ma zdolno$¢ internalizacji do jadra komoérkowego oraz interkalacji
do nici DNA. Zastapienie atoméw Pt poprzez radionuklidy '**™'*™Pt powinno
zwielokrotni¢ zdolnosci terapeutyczne cis-platyny. Jednak znane do niedawna
reaktorowe metody otrzymywania '>™'**™Pt pozwalaly wyprodukowaé nieduze
aktywnosci tych radionuklidéw o matej aktywnosci wlasciwej. W ostatnim czasie
opracowano metode otrzymywania '°"Pt poprzez bombardowanie czastkami
o tarczy '"*Os w reakcji '*?Os(a,3n)'”*™Pt, ktéra pozwala na otrzymanie znacznych
aktywnosci '”>™Pt [35]. Duze nadzieje mozna takze laczy¢ z otrzymywaniem ultra
malych nanoczastek Pt o Srednicy 2 nm. Maja one zdolnos$¢ do rozpuszczania si¢
w cytoplazmie niektorych komoérek nowotworowych o duzym potencjale
utleniajacym np. w raku watrobowokomoérkowym (ang. Hepatocellular carcinoma).
Synteza takich nanoczastek zawierajagcych '"P
koncepcje selektywnej interkalacji emitera Augera do nici DNA.

Radionuklidy ""Hg i ""™Hg maja réwniez bardzo atrakcyjne wiasnosci
z punktu widzenia ich zastosowania w wewngtrznej radioterapii. Otrzymywane
moga by¢ w znacznych aktywnosciach w reakcji 197Au(p,n)197m’197Hg. Radionuklid
"T™Hg obok elektronéw Augera emituje elektrony konwersji o stosunkowo
wysokiej energii 127 keV, znacznie wyzszej niz w przypadku '''In czy '*I [35].
Dzigki temu nie jest wykluczone jego oddzialywanie na wieksze odlegtosci.
Poniewaz zwigzanie Hg w kompleksach chelatowych nie jest prostym procesem

t pozwolitaby zrealizowacd



RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE EMITERAMI ELEKTRONOW AUGERA 717

zaproponowano zastosowanie matych nanoczastek ztota pokrytych amalgamatem
PTImHo(Au). Takze w tym przypadku mozna spodziewaé si¢ rozpuszczania
g w cytoplazmie komoérek nowotworowych o duzym potencjale
utleniajacym.

l97,l97mH

3. RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE EMITERAMI AUGERA

Wybdr wektora naprowadzajacego, ktéry jest stosowany do syntezy
radiobiokoniugatu podyktowany jest rodzajem celu molekularnego, do ktoérego
emiter Augera ma by¢ przetransportowany. Jezeli celem molekularnym sa nici
jadrowego DNA, radiofarmaceutyk musi zawiera¢ elementy nakierunkowujgce go
do jadra komorkowego w okolice DNA, najlepiej o zdolnosciach interkalujacych.
Gdy celem ma by¢ cytoplazma komorki powinien byé to wektor (peptyd,
przeciwcialo monoklonalne) internalizujagcy do wnetrza komorki (tzw. agonista
receptora). W przypadku gdy celem molekularnym ma by¢ tylko btona komérkowa
najlepsze beda wektory taczace si¢ do receptora komérkowego, nie ulegajace przy
tym internalizacji (tzw. antagonisci receptora) [11, 36, 37].

Wektory nie internalizujace
(antagonisci receptora)

g n
Modyfikowane -.,:.\' ,/).-’
nanoczastki ..} -.-:,
metall P -
(N
s O =
= -
o — e
: », “__‘P_ 2= Zwiazkl Interkalujace
- =£ W 2 o~ do nici DNA
Wektory internalizujace 2 ";- = Sy
(agonisci receptora) “‘:; =3 ¢
%, -
\\
%
LTI

Rysunek 7. Dziatanie radiobiokoniugatow znakowanych emiterami elektronow Augera w zaleznosci od
zastosowanego wektora

Figure 7. Cytotoxic action of radiobioconjugates labeled with Auger electron emitters depending on
the vector used

Emitery elektronéw Augera w postaci kationow metali przylaczane sa do
wektoréw naprowadzajacych za pomoca powszechnie stosowanych w radiofarmacji
multidentnych zwiazkéw chelatujacych, takich jak DOTA (kwas 1,4,7,10-
tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowy), NOTA (kwas 1,4,7-
triazacyklononano-1,4,7-trioctowy) czy DTPA (kwas dietylenotriaminopenta-
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octowy) (kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowy). Struktury
tych chelatoréw przedstawiono na rysunku 8.

o] HO
o o
y_\ N\ /_4 8=° Hoy_\N_):c)
HO _N N_ OH

HO N N OH TR ot W
0)7_/ /s \_\(o s -/ _c}_ °=2

Ho OH  OH

Rysunek 8.  Struktury chelatorow DOTA, DTPA i NOTA (na podstawie bazy Chemspider)
Figure 8. Chemical structures of DOTA, DTPA i NOTA chelators (on Chemspider base)

W przypadku halogenowych emiteréw elektrondw Augera ' 'Br czy '*'**1%°]

metodg ich przyfaczania do biomolekut jest reakcja halogenizacji polegajaca na
elektrofilowym podstawieniu tyrozyny w peptydach i biatkach. W poréwnaniu do
chelatowania metoda jodowania charakteryzuje si¢ znacznie nizszg wydajnoscia
wynoszaca jedynie 40-60%. Ponadto, stabilnos¢ tego typu zwigzkéw w warunkach
in vivo jest niska, ze wzgledu na obecnos¢ enzymu dehalogenazy, odczepiajacego
radioaktywny brom czy jod [11].

Ostatnim z  podstawowych rozwigzan stosowanych w  syntezie
radiofarmaceutykow  znakowanych  emiterami  elektrondw  Augera jest
wykorzystanie nanoczastek jako nosnikow. Metoda ta znajduje coraz szersze
zastosowanie, ze wzgledu na unikatowe wilasciwosci nanoczastek, ktore dzieki
swoim niewielkim rozmiarom, moga wnika¢ do wnetrza komorki, co przektada si¢
na zwigkszenie efektywnosci dostarczania leku. Wykorzystanie nanoczastek moze
polega¢ na chemisorpcji radionuklidu na powierzchni [38] Iub przytaczeniu
skompleksowanego radionuklidu do powierzchni nanoczastki poprzez tacznik
polimerowy [22].

3.1. RADIOBIOKONIUGATY WIAZACE SIE DO NICI DNA

Dotychczasowe badania nad nowymi radiofarmaceutykami o potencjalnym
zastosowaniu w celowanej radioterapii elektronami Augera dotyczyly gléwnie
H ', Bylo to
spowodowane ich duza dostepnoscia na rynku, a takze mozliwoscig tatwego
przytaczenia do biomolekul. W ostatnich latach opublikowano takze prace
dotyczace efektywnej i prostej metody otrzymywania dwoch atrakcyjnych
emiteréw elektrondw Augera - La i '“’Hg/""™Hg, ktore prowadzone sa w kilku

radiobiokoniugatéw znakowanych dwoma radionuklidami: ~ 'In oraz



719

RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE EMITERAMI ELEK TRONOW AUGERA

osrodkach pod katem ich zastosowania w celowanej radioterapii. Jednakze
dotychczas nie opublikowano wynikow prac, w ktérych zastosowano by te
radionuklidy do syntezy radiofarmaceutykdéw. W tabeli 2 zebrano prowadzone od
2013 lat badania z uzyciem radiobiokoniugatéw znakowanych emiterami
elektronow Augera. Pod tabela oméwiono niektdre radiobiokoniugaty oparte na
malych czasteczkach, nukleozydach, peptydach, polipeptydach i przeciwciatach
monoklonalnych. Szczego6lng uwage zwrocono na mechanizm ich terapeutycznego
dziatania.

Tabela 2. Wykaz wybranych prac dotyczacych celowanej radioterapii elektronami Augera opublikowanych
w ostatnich 7 latach
Table 2. List of selected studies on targeted Auger electron radiotherapy published in the last 7 years
Rok
Radionuklid Radiobiokoniugat Wektor Cel Etap publikacji
molekularny [autorzy]
F0Co- Analog In vitro
58m, ]
Co DOTATATE somatostatyny NET in vivo 2014 [39]
67 .
“Ga _Ga Przeciwciato MPM Invitro, 5416 140
Nimotuzumab in vivo
Ga 7Ga-NOTA-MNT MNT EGFR+ Il”’lvv’f:g 2014 [41]
Ga “’Ga-Trastuzumab Przeciwcialo HER2+ Invitro 2020 [42]
Ga "Ga-pBR322 Plazmid PC, BC Invitro 2017  [43]
99mr
9T T;iPYFIC' DAPI Plazmid DNA  Inviro 2014  [44]
111
™ In-Bn-DTPA- Przeciwcialo EGFR+ Invitro 2020  [45]
Nimotuzumab
n "In-AuNP-EGF Biatko EGFR+ Invitro 2016  [46]
111 .
iy In-AuNP- Przeciwcialo HER2+ Invitro, 516 147]
Trastuzumab n vivo
111
n I;r_a]g;%;its_ Przeciwcialo HER2+ Invitro 2013 [48]
111 .
g [n-MCP- Przeciwcialo EGFR+ Invitro, 5418 149
Panitumumab in vivo
g 1 n-DTPA-hEGF Bialko EGFR+ ZZJZ‘ZZZ 2014 [50]
n "n-hEGF-PLGA Biatko EGFR+ Invitro 2018  [51]
"In-DTPA- Analog Badania
111
In Oktreotyd somatostatyny NET kliniczne 2015 [32]
i "1 NOTA-MNT MNT EGFR+ 11’1’1 Vv’fcg 2018 [53]
111
g In-NOTA- MNT-+Afficialo EGFR+ Invitro 2020 [54]
- MNTAﬁcialo
m In-DTPA-NLS- o .
In CSL360 Przeciwciato AML Invitro 2015  [55]
M 1 NOTA-MNT MNT EGFR+ 11’1’1 VV’ZZ 2017 [56]
"In-DTPA-Fab- o . In vitro
111 ]
In PEG,-EGF. Przeciwciatotbiatko EGFR+,HER2+ in vivo 2016 [57]
111
iy hl'TrI‘;‘thgZ“mab' Przeciwciato HER2+ Invitro 2015 [58]
g 1 n-hEGF Bialko EGFR+ Invitro, 5415 (59
n vivo
111
My In-Trastuzumab- Przeciwciato HER2+ Invitro 2015 [60]

MCP
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n "n-NLS-7G3 Przeciwciato AML Invitro 2014 [61]
1241 14I_Omburtamab Przeciwciato MN Badania 15 161
kliniczne
Bn-Tyr’- Analog
125 .
! Oktreotyd somatostatyny NET Invitro 2016 [63]
1251 1551 mAb-425 Przeciwciato EGFR+ Badania 13 164
kliniczne
1251 1LDCIBZL Biatko PSMA fnvitro, 5415 165
n vivo
1257 IBLKX1 Zw. maloczast. Neuroblastoma 1;:1 VV’I’CZ 2019 [66]
1257 5L DCIBZL Biatko PSMA Invitro, 5000 167]

in vivo

ANALOGI NUKLEOZYDOW — DEOKSYNUKLEOTYDY
I OLIGONUKLEOTYDY

Analogi nukleozydéw stanowig grupe zwigzkéw interkalujagcych do DNA na
zasadzie wbudowywania si¢ w miejsce okreslonych zasad azotowych. Najszerzej
przebadanym zwiazkiem jest analog tyminy — 5-jodo-2’-deoksyurydyna (IdUR),
1281251 7aleta tego ligandu jest jego wbudowywanie sie
w DNA poprzez zastapienie tyminy. Pomimo szybkiego wydalania '*I-IdUR

znakowana zazwyczaj

z organizmu 1 stosunkowo niskiego wychwytu w nowotworze, udowodniono
wysoka skuteczno$¢ terapii u pacjentow. W ramach wielu przeprowadzonych
eksperymentow analizowano zaréwno wplyw radionuklidu, poréwnujac dziatanie
takze "'Br oraz "'l jak i r6znych modyfikacji struktury podstawowej, na przyktad
['*1]5-jodo-4-tio-2’-deoksyurydyny. Wada analogéw nukleozydéw, jak i innych
interkalatorow DNA, jest bardzo mata selektywno$¢ w stosunku do komorek
nowotworowych i zwigzane z tym oddzialywanie rowniez na komorki zdrowe.
Proby przylaczenia wektoréw naprowadzajacych nukleotydy na receptory na
komorkach nowotworowych nie daty dobrych wynikéw, poniewaz nukleotydy
z przylaczonymi wektorami tracily wilasnosci interkalujace. Ponadto, wada tej
grupy zwiazkéw jest ograniczenie ich dziatania jedynie do komérek bedacych
w fazie S cyklu komérkowego, w zwigzku z czym jedynie niewielka liczba
komoérek w danym czasie moze by¢ podatna na dzialanie tego zwigzku. Pomimo
szeregu zalet, obecne zainteresowanie tg grupa wektorow jest stosunkowo niskie, co
spowodowane jest istotnymi ograniczeniami tej grupy zwiazkéw [68, 69].

Takze krétkie fragmenty kwaséw nukleinowych (oligonukleotydy) moga by¢
wykorzystywane jako wektor zaréwno do bezposredniego oddziatywania na
okreslone sekwencje DNA, jak i oddziatywania na znajdujace si¢ w cytoplazmie
mRNA. Przyktadem oligonukleotydu badanego pod katem stosowania w terapii
Augera jest 2’0O-methyl RNA (2°0OMeRNA) znakowany ''In. Zwiazek ten wykazat
wysoka selektywnos¢ wzglgdem komorek z nadekspresja telomerazy oraz bezpos-
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rednie oddzialywanie na DNA ocenione na podstawie analizy dwuniciowych
uszkodzen [70].

AKRYDYNY

Dobrze znanymi interkalujacymi do DNA zwigzkami sa akrydyny—
heterocykliczne, trdjpierscieniowe zwigzki, wiazace sie z DNA poprzez
oddziatywanie miedzy parami zasad, w szczegdlnosci guaning i cytozyng. Podczas
badan potaczenia tego typu zwiazkéw, m.in. jodem-125, wykazano skuteczng
interkalacje, jednak efektywnos$¢ generowania DSB byta okolo 25% nizsza niz
w przypadku znakowanej 123 jododeokyurydyny. Akrydyny sa zwigzkami
o niewielkiej masie czasteczkowej, zatem duze znaczenie w skutecznosci ich
dzialania zwigzane jest z miejscem przylaczenia radioaktywnego jodu, poniewaz
stosunkowo duzy atom moze utrudnia¢ interkalacje, stad wazne jest odpowiednie
przeprowadzenie reakcji syntezy [71, 72].

CIS-PLATYNA

Cis-platyna to jeden z najwazniejszych cytostatykow, sktadajacy sie z kationu
Pt*" otoczonego dwoma atomami chloru i dwiema grupami aminowymi. Wiaze sie
ona z niciag DNA poprzez oddziatywanie z guaning jednego tancucha pomiedzy
guaninami sgsiednich tancuchéw lub guaning i innymi zasadami lub biatkami.

Analizowano mozliwos¢ podstawienia nieradioaktywnego atomu platyny
emiterami Augera 193mA9Smpt  raz  radionuklidem ''Pt. Wykazano wyzsza
efektywnos$é biologiczng w stosunku do [leI]IdUR, [77Br]BrdUR oraz [1251]1—
akrydyny. Niestety, ograniczeniem tej metody byla niska aktywnos¢ wilasciwa
dostepnych radionuklidéw platyny [73, 74]. Inne proby znakowania cis-platyny
emiterem elektrondw Augera polegaly na zastgpieniu atoméw chloru w kompleksie
'] jednak wyniki badan pokazaly stosunkowo niska akumulacje
w guzie, przy jednoczes$nie wysokim gromadzeniu w watrobie i §ledzionie [75].

radionuklidem

ANTRACYKLINY

Szeroka grupe lekoéw przeciwnowotworowych stanowiag antybiotyki z grupy
antracyklin, sposréd ktorych najczesciej w terapii nowotworowej wykorzystywane
sa doksorubicyna i daunorubicyna. Badania krystalograficzne wykazaty, ze
daunorubicyna i doksorubicyna tworza interkalacyjne kompleksy z DNA,
a miejscem oddziatywania sa sekwencje 5’-GC-3°, 5°-CG-3’ [76]. Zdolnos¢
interkalacji do DNA antracyklin zainspirowata prace badawcze nad ich
zastosowaniem w terapii elektronami Augera, ktére obejmowaly m.in. znakowanie
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pochodnych daunorubicyny '*’I. Zaobserwowano wysoka cytotoksyczno$é takiego

radiobiokoniugatu, jednak istotnym ograniczeniem tej metody jest nasilenie
skutkéw ubocznych w stosunku do nieznakowanej daunorubicyny przy zachowaniu
takiej samej dawki antybiotyku [77]. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
zastosowanie liposomow jako nosnikow leku, a sama obecnos¢ emitera elektrondw
Augera w strukturze leku moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia wymaganej dawki
antybiotyku i zredukowania licznych dziatan niepozadanych [78].

Jak wspomniano, wszystkie przedstawione powyzej zwigzki interkalujace
znakowane emiterami elektronow Augera dzialaja silnie cytotoksycznie, nie sa
jednak specyficzne dla komdrek nowotworowych. Ponizej przedstawiono wektory,
ktére specyficznie naprowadzaja emitery Augera, jednak bez zdolnosci
interkalowania do DNA.

3.2. RADIOBIOKONIUGATY NIE INTERKALUJACE DO DNA

Jak zauwazyl Pouget i wsp. [79] w 2008 r. interkalacja do DNA biokoniugatu
znakowanego emiterem elektrondow Augera nie jest warunkiem koniecznym
do zniszczenia komérki. Od tego czasu wiekszos¢ opublikowanych prac skupiata
si¢ na znalezieniu wektora, ktéry selektywnie wigzalby si¢ z receptorami na
komérkach nowotworowych oraz miat zdolnos¢ do internalizacji i ewentualnie
przejscia do jadra komoérkowego. Takie wiasnosci majg niektore mate molekuty
z duzym dopasowaniem do receptora, peptydy oraz przeciwciala monoklonalne
iich fragmenty.

3.2.1. Male czasteczki biologicznie aktywne znakowane emiterami
Augera

MIBG

123/125/131
Znakowana

I meta-jodo-benyzloguanidyna (MIBG) jest wektorem
stosowanym ~w  przypadku  guzéw  chromochlonnych, neuroblastomy
(pozaczaszkowych guzéw litych) i rakowiakdéw. Wysoka selektywnos$¢ wychwytu
przez komorki nowotworowe osigga si¢ poprzez dzialanie transporteréw
noradrenaliny, przy jednoczes$nie relatywnie niskim wychwycie przez komorki
zdrowe. MIBG znakowany emiterem [, czyli '
w terapii neuroblastomy, jednak ze wzgledu na wykorzystywanie emitera [
wykazuje niskg skuteczno$¢ w terapii mikroprzerzutuéw, co zainspirowato wielu
naukowcéw do badan MIBG znakowanego emiterami elektronow Augera '>>'*I

[66, 80-82].

I jest powszechnie stosowany
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PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen)

Do chwili obecnej opracowano i przetestowano w badaniach przedklinicznych
tylko dwa ligandy ukierunkowane na receptor PSMA znakowane emiterami
elektronow Augera. W 2015 r. Kiess wraz ze wspdtpracownikami [65] opracowal
i zbadal wysoce specyficzny matoczasteczkowy radiobiokoniugat, znakowany '*I
ukierunkowany na PSMA, kwas 2-[3-[1-karboksy-S-(4-12SI-jodo-benzoiloamino)-
'1.DCIBzL). Badanie in vitro radiobiokoniugatu
wykazato wysoce specyficzny wychwyt komorkowy i cytotoksyczno$¢ oraz
skuteczno$¢ w indukeji uszkodzenia DNA i opodznienia wzrostu guza u myszy
z heteroprzeszczepami komorek nowotworu PSMA+. Potwierdzono takze wysoka
internalizacje '*’I-DCIBzL do wnetrza komérki i oddziatywanie elektronéw Augera
w procesie mitozy komoérki. Mechanizm ten szerzej opisano w pkt. 1.2.

W ostatnim czasie Miiller i wsp. [30] badali w warunkach in vitro oraz in vivo
kompleks radionuklidu '*'Tb (emiter promieniowania B oraz elektronéw Augera)
z mala pochodna mocznika, peptydomimetykiem skoniugowanym z chelatorem
DOTA, (PSMA-617). Zauwazyli oni zwickszone dziatanie terapeutyczne '°'Tb
w poréwnaniu do '""Lu, ktéry nie emituje elektronow Augera. Zgodnie
z obliczeniami dozymetrycznymi, '°'Tb-PSMA-617 byl do 3 razy bardziej
skuteczny niz '"’Lu-PSMA-617. Badania in vivo pokazaly, ze '*'Tb-PSMA-617
wykazuje duzo lepsze dziatanie terapeutyczne w stosunku do pojedynczych
komorek rakowych oraz drobnych przerzutéw nowotworowych

pentylo]-ureido]-pentanodiowy (

STEROIDY

Celem molekularnym steroidéw jest szeroka grupa receptoréw steroidowych,
w sktad ktorej wchodza receptory estrogenowe (ER), progesteronowe (PR),
androgenowe (AR) oraz glikokortykoidowy (GR). Zwigzanie odpowiedniego
ligandu z receptorem powoduje jego dimeryzacj¢ i zmiany konformacyjne, co
prowadzi do ujawnienia sygnalu NLS umozlwiajacego internalizacje do jadra,
a nastepnie wbudowanie w strukture DNA poprzez rozpoznanie specyficznych
sekwencji. Nadekspresja receptorow estrogenowych ma miejsce na przyklad
w nowotworach piersi. Szczegolnie interesujacy wydaje si¢ by¢ wplyw receptoréw
androgenowych w przypadku potréjnie ujemnego nowotworu piersi (ER’, PR’
i HER2). Wyniki badan klinicznych pokazuja, ze obecno$¢ AR powoduje
zmniejszong liczbe nawrotow, odleglych przerzutéw i zredukowanie $miertelnosci
[83]. Dotychczas badano skuteczno$é steroidéw znakowanych '*I, glownie
estrogenu i potwierdzono generowanie jedno- i dwuniciowych uszkodzen DNA [23,
84].
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3.2.2. Pepetydy
ANALOGI SOMATOSTATYNY

Duze zainteresowanie analogami somatostatyny jest wynikiem wystgpowania
nadekspresji receptora somatostatyny typu 2 (SSTR2) na powierzchni komérek
guzéw neuroendokrynnych. Mozliwo$¢é zastosowania tych wektorow w terapii
elektronami Augera zwigzana jest z duza specyficznoscig wigzania tych peptydéw
przez komorki nowotworowe oraz nastgpujacej po zwigzaniu z receptorem ich
internalizacji do wnetrza komorki i czgsciowego transportu radiobiokoniugatu do
jadra  komoérkowego. Badano skuteczno$¢ terapii z  wykorzystaniem
radiofarmaceutyku "In-DTPA-Oktreotyd (Oktreoscan™) stosowanego
powszechnie w diagnostyce nowotworéw neuroendokrynnych. Zaobserwowano
dobra korelacj¢ efektu cytotoksycznego =ze stopniem ekspresji receptora,
hamowanie tworzenia si¢ mikroprzerzutow w modelu guza watroby szczura oraz
znacznego wydtuzenia czasu ich przezycia [85-87]. W innych badaniach zastgpiono
""In radionuklidami *"**"Co i potwierdzono zaréwno w badaniach in vitro, jak i in
vivo wysoki wychwyt radiobiokoniugatu. Ponadto, stwierdzono wigksza
efektywnosé terapii koniugatem **"Co-DOTATATE w poréwnaniu do tego samego
peptydu znakowanego ''In i '""Lu [39].

BOMBEZYNA

Jest peptydem zbudowanym z 14 aminokwasow. Zostala pierwotnie
wyizolowana ze skory ptaza kumaka nizinnego (Bombina bombina) z rodziny
kumakowatych. Stwierdzono jej wysokie powinowactwo do receptorow
uwalniajacych gastryng x(GRP-r), nadekspresje ktérych obserwuje si¢ w raku
prostaty i przerzutach do weztéw chlonnych. Bombezyna jest antagonista receptora
GRP-r nie internalizujacym do wngtrza komdrki. Aby spowodowac internalizacje,
bombezyna zostala zmodyfikowana przez Tat (49-57), ktéry jest peptydem
pochodzacym z transaktywatora biatka transkrypcyjnego wirusa HIV-1, majacego
domeng translokacji btonowej i sekwencje odpowiadajaca za lokalizacje w jadrze.
W badaniach komérkowych wykazano, ze *"Tc-N,S,-Tat-(49-57)-Lys’-
bombezyna jest wysoce internalizowana w jadrach komorek raka piersi i prostaty
[88]. Badania te kontynuowano, wprowadzajac bombezyng¢ modyfikowang TAT
oraz kompleks HYNIC-"™Tc¢ na nanoczastkach ztota. Uzyskano multimodalny
radiofarmaceutyk dzialajacy poprzez emisj¢ elektronéw Augera oraz hipertermie po
naswietleniu laserem [89].
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EKSENDYNA

Eksendyna, peptyd taczacy si¢ z receptorem glukanopodobnego peptydu
1(GLP-1) jest stosowany w terapii guzéw neuroendokrynnych powstajacych
z komorek trzustki. Badane byly potaczenia eksendyny z '
terapeutyku, jednak podawanie w zwigkszonych dawkach, powodowato znaczace

In jako potencjalnego

uszkodzenie nerek, wynikajace z mechanizmu biodystrybucji eksendyny,
wykazujacej wysoka kumulacje w nerkach. Jest to istotny problem, ktory sprawia,
ze pochodne eksendyny nie maja obecnie zastosowania praktycznego [90].

3.2.3. Polipeptydy, przeciwciala monoklonalne i ich fragmenty

Szereg nowotworéw charakteryzuje si¢ wystepowaniem nadekspres;ji
okreslonych receptoréw na powierzchni btony komoérkowej i zwigzanym z tym
agresywniejszym przebiegiem choroby. Do receptoréw ulegajacych najczestszej
nadekspresji zalicza sig:

e receptor nablonkowego czynnika wzrostu (EGFR - Epidermal Growth
Factor Receptor), odpowiedzialny za proliferacje komdrek. Rodzina tych
receptorow obejmuje rowniez receptory HER1, HER2, HER3 i HER4,

e receptor czynnika wzrostu Sréodblonka naczyniowego (VEGFR
- Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), bioracy udziat
W tworzeniu naczyn krwionosnych,

e receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGFR-1 - Insulin-Like
Growth Factor 1 Receptor), czyli receptor transblonowy nalezacy do duzej
klasy receptorow kinazy tyrozynowej, ktéry jest aktywowany przez
hormon zwany insulinopodobnym czynnikiem wzrostu 1 (IGF-1). [23,91-
93].

Do powyzszych receptoréw zsyntetyzowano czasteczki polipeptydéw oraz
bialek (przeciwciala monoklonalne), ktére wigzg si¢ z nimi wybiodrczo.
Analizowano dziatanie radiobiokoniugatow nakierowanych zaréwno na EGFR, jak
i VEGF, znakowanych gléwnie radionuklidem '''In. W przypadku biokoniugatow
nakierowanych na receptor EGFR (HER1) bardzo obiecujace wyniki uzyskano dla
znakowanej '''In czasteczki hEGF. Jest to produkowany przez bakterie
humanizowany polipetyd o bardzo wysokim powinowactwie receptorowym.
W prowadzonych badaniach komérkowych radiobiokoniugat '''In-DTPA-hEGF
zostal zwigzany, zinternalizowany i przeniesiony do jadra komoérek ludzkiego raka
piersi MDA-MB-468, wykazujacych nadekspresje receptora EGFR (~10°
EGFR/komoérke), gdzie silnie hamowat wzrost tych komdrek [94]. Kolejne badania
wykazaly, ze >98% komorek nie przezylo po ekspozycji na '''In-DTPA-hEGF.
Potwierdzono takze zaleznos$¢ efektow terapii od stopnia nadekspresji receptorow,
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czasu inkubacji oraz aktywnosci wiasciwej zwigzku. Nie stwierdzono toksycznosci
""In-DTPA-hEGF w stosunku do innych narzadéw, a takze wptywu na sklad krwi
oraz funkcje watroby i nerek [45,95-97]. Mimo iz wyniki te byly obiecujace,
w dalszych badaniach poréwnawczych na myszach, zauwazono, ze przeciwciato
monoklonalne mAb anty-EGFR 528 znakowane '''In wykazuje 10-krotnie wieksza
akumulacje w nowotworze - 21,6% ID/g, podczas gdy dla polipeptydu '''In-DTPA-
hEGF wynosita ona tylko 2,2% ID/g. Wyzszy wychwyt do guza przeciwciata ''In-
mAb 528 w poréwnaniu do '''In-DTPA-hEGF sugeruje, ze radioimmunoterapia
nowotworéw z receptorami EGFR przeciwcialami monoklonalnymi moze by¢
bardziej skuteczna niz celowana radioterapia oparta na wektorach peptydowych
[98].

Nadekspresje receptoréw HER2 obserwuje si¢ w okoto 25% przypadkach raka
piersi. Nadekspresja tych receptorow jest zwigzana z bardziej agresywnym
rozrostem raka piersi i gorszym rokowaniem u pacjentek z przerzutami do weztdw
chtonnych.

Z drugiej strony wystepowanie receptora umozliwito selektywne leczenie
przeciwcialami monoklonalnymi, takimi jak trastuzumab, pertuzumab oraz
immunokoniugat: przeciwciato-lek (ADC) skladajacy si¢ z trastuzumabu
i emtansyny [99]. Stwierdzono, ze trastuzumab promuje internalizacje receptora
HER?2, ktoéry jest jednym z proponowanych mechanizméw dziatania leku [100].
Niestety juz w ciggu roku u prawie wszystkich pacjentek z przerzutowym rakiem
piersi HER2+ rozwijata si¢ opornos¢ na lek, dlatego mozna spodziewaé sig, ze
radioimmunoterapia moze by¢ jedng z kilku szans, ktora poprawi odpowiedZ na
leczenie trastuzumabem i przezwyciezy¢ opornosé na lek.

Obok licznych badan in vitro i in vivo, w tym klinicznych z trastuzumabem
znakowanym emiterami B~ oraz o prowadzono takze badania mozliwosci
zastosowania emiteréw elektronéw Augera do terapii drobnych przerzutow
nowotworowych raka piersi i jajnika. Badania dotyczyly radiobiokoniugatéw
"' i ¥Ga [75], w ktorych wiekszy wychwyt zaobserwowano dla
radiobiokoniugatu znakowanego ®’Ga, nie stwierdzono natomiast istotnych réznic
w internalizowanych  dawkach  badanych  zwiazkéw. Dla  obydwu
radiobiokoniugatéw zauwazono spadek przezywalnosci komérek, przy czym dla
tych samych dawek aktywnosci wieksza byla cytotoksyczno$¢ koniugatow
znakowanych “’Ga niz '"'In [42]. Autorzy wiaza wieksza cytotoksycznos¢ “’Ga
""In réznym rozkladem energii emitowanych elektronow.

znakowanych

w stosunku do
W przypadku i
zasiegu w wyniku czego, cytotoksycznos¢ moze nastapi¢ tylko przy lokalizacji
wewnatrz jadra komoérkowego.

Innym przeciwcialem monoklonalnym badanym pod katem zastosowania

In przewazajaca emisja elektronow o krotkim, nanometrowym

w terapii Augera jest internalizujacy mAb-425 znakowany '*I stosowany w terapii
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gwiazdziaka aplastycznego, ktorego progresja prowadzi bezposrednio do glejaka
wielopostaciowego. Obiecujace wyniki badan in vitro oraz in vivo przyczynity sie
do wprowadzenia leku w 11 faze badan klinicznych - analizujac dziatanie leku na
grupie 80 pacjentow zaobserwowano wydluzenie czasu przezycia i brak efektow
niepozadanych [64].

Prowadzone badania radiobiokoniugatéw opartych na przeciwciatach
monoklonalnych wykazaty ich duzg akumulacje w komodrkach nowotworowych
oraz internalizacj¢ badanych radiobiokoniugatéw. Nie stwierdzono jednak ich
wnikania do wnetrza jadra komérkowego, co jest warunkiem bardziej skutecznej
terapii.

PRZECIWCIALA MONOKLONALNE SKONIUGOWANE
Z PEPTYDAMI TRANSLOKACJI JADROWEJ (NLS) W TERAPII
ELEKTRONAMI AUGERA

Poniewaz cytotoksyczne dziatanie elektrondw Augera jest zalezne od ich
lokalizacji w poblizu jadrowego DNA podczas transportu mAb do jadra
komorkowego wykorzystano ostatnio otrzymane i zbadane peptydy translokacji
jadrowej (NLS). [88-90]. Te 13-merowe peptydy (CGYGPKKKRKVGG)
zawieraja NLS SV-40, duzy antygen T (podkreslony), ktéry uczestniczy
w transporcie mAb przez btong jadrowa (rys. 9) [101, 102].

Trastuzumab taczacy sie do

receptora HER2
DTPA

N -

NH/O/
GGVKRKKKPGYGC— ng(vO)L et A‘h

Peptyd NLS s

Rysunek 9. Internalizujacy do jadra radiobiokoniugat zawierajacy '''In-trastuzumab oraz peptyd
translokacji jadrowej (NLS)

Figure 9. Nuclear internalizing radiobioconjugate containing '''In-trastuzumab and a nuclear
translocation peptide (NLS)

Przeprowadzono badania cytotoksycznosci radiobiokoniugatu "'In-VEGF,
ktore zawieraly i nie zawieraty odpowiednio peptydu NLS. Dla '''In-DTPA-VEGEF-
2K-NLS wykazano wigkszg internalizacje do jadra komdrkowego niz dla
analogicznego zwigzku bez NLS. Nastgpstwem tego byla zwigkszona
cytotoksycznos¢ tego zwiazku, bedaca skutkiem wygenerowania dwuniciowych
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uszkodzen DNA [103]. Ze wzgledu na bardzo male rozmiary nowotwordw
z nadekspresja VEGFR elektrony Augera wykazuja wieksza skuteczno$¢ niz
tradycyjnie stosowane w terapii radiobiokoniugaty znakowane emiterami 3.

W porébwnawczym badaniu dziatania radiobiokoniugatéow '''In-NLS-
Numotuzumab i ''In-Numotuzumab na komoérki opornego na leczenie
trastuzumabem nowotworu piersi z nadekspresja receptora nabtonkowego czynnika
wzrostu (EGFR), zaobserwowano wyzszy wychwyt zwiazku zwierajacego NLS
w stosunku do radiobiokoniugatu bez tego peptydu. Wykazano réwniez wpltyw
ilosci receptora EGFR na komoérce na wydajnos¢ internalizacji, sugerujac jego
posredniczaca role w tym procesie. Analizujgc rozklad radiofarmaceutyku
w poszczegblnych strukturach komorkowych zauwazono, ze najwigksze jego
stezenie w obydwu przypadkach wystepuje na btonie komorkowej. Jednak
w przypadku biokoniugatu z NLS wykazano znacznie wigksza zawartos¢ zwigzku
w jadrze i zwigzang z tym wigksza liczbe dwuniciowych uszkodzen DNA, jak
réwniez jego szybsza eliminacje z krwi [65].

W badaniach radiobiokoniugatow trastuzumabu znakowanego
stwierdzono istotny wpltyw obecnosci peptydu NLS w strukturze zwiazku na
stopieni internalizacji do jadra komoérkowego i cytotoksyczno$¢ w stosunku do
opornych na dziatanie trastuzumabu komérek nowotworowych (Rys. 6) [60, 104].
Radiobiokoniugat '''In trastuzumab-NLS byl 5-razy bardziej cytotoksyczny
(cytotoksyczno$¢ >90%) na komorki ludzkiego raka piersi SK-BR-3 z nadekspresja
HER2 (10° receptorow/komérke) niz '''In-trastuzumab bez NLS, podczas gdy
nieznakowany trastuzumab zmniejszyt przezycie tych komorek tylko 1,5-krotnie.
Ponadto zauwazono, ze ''In-trastuzumab-NLS wykazuje cytotoksycznosé
w stosunku do ludzkich komérek raka piersi TrR1 opornych na trastuzumab mimo
duzej ekspresji receptora HER2 [105]. Wyniki te sugeruja, ze celowana terapia
elektronami Augera moze pokona¢ opornos¢ nowotworéw HER2+ raka piersi na
trastuzumab.

111 .
In réwniez

3.3. RADIOBIOKONIUGATY OPARTE NA NANOSTRUKTURALNYCH
PLATFORMACH

Pomimo zachecajacych wynikow uzyskanych dla przeciwcial monoklonalnych
znakowanych emiterami elektrondw Augera istotnym ograniczeniem byla niska
aktywnos¢  wlasciwa radiobiokoniugatow. Wynosita ona w przypadku
"n-trastuzumab 0,24 MBg/ug co wskazywalo, ze tylko 1 na 50 czasteczek
trastuzumabu byla wyznakowana '''In. Powodowalo to, ze wysoki odsetek
receptorow HER2 w raku piersi oddzialywal z nieradioaktywnym koniugatem,
znacznie ograniczajac dziatanie cytotoksyczne. Aby zwigkszy¢ aktywnosc
wlasciwa radiobiokoniugatéw przytaczono do trastuzumabu polimer skoniugowany
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z duzg iloscig ligandu DTPA kompleksujacego '''In. Polimer skladal si¢ ze
szkieletu poliglutamidowego z 24 lub 29 bocznymi grupami DTPA i byt
zmodyfikowany lub nie peptydem NLS [106]. Aktywnos¢ wiasciwa
radiobiokoniugatow wzrosta 90-krotnie, co powodowalo, ze liczba peknieé
podwojnieniciowych DNA w komérkach SK-BR-3 zwigkszyta si¢ 6-krotnie
a cytotoksyczno$¢ przekraczala 98%, natomiast radiobiokoniugat o niskiej
aktywnosci wiasciwej '''In-trastuzumab zmniejszal przezycie komérek tylko 3-
krotnie. Zwigkszona cytotoksyczno$¢ w stosunku do komérek HER2+ raka piersi
zaobserwowano dla trastuzumabu zwigzanego z poliamidoaming (PAMAM),
dendrymerem funkcjonalizowanym wieloma ligandami DTPA [48] oraz dla miceli
w kopolimerze blokowym (BCM) zmodyfikowanym fragmentami trastuzumabu
oraz peptydem NLS [107,148]. Radiobiokoniugat " [n-BCM-trastuzumab-NLS
wigzal si¢ specyficznie z receptorem HER2 raka piersi
i przechodzit do jadra komdrkowego, selektywnie niszczac komorki SK-BR-3
i MDA-MB-361 z nadekspresja receptoréw HER?2.

W dalszych badaniach wykorzystano nanoczastki ztota jako platformy dla
In. Do nanoczagstek zlota przylagczono czasteczki ligandéw DTPA oraz
trastuzumab, co pozwolilo znacznie zwiekszy¢ aktywnos$¢  wilasciwg
radiobiokoniugatu. W badaniach in vitro stwierdzono, ze '''In—~AuNP-trastuzumab
zostal selektywnie zwigzany przez HER2 komorki raka piersi, zinternalizowany
i ulokowany w przestrzeni okotojadrowej. Emisja elektronéw Augera powodowata
nieodwracalne podwojnie-niciowe rozerwanie DNA, co znacznie obnizylo

111

przezywalnos$¢ komorek. W badaniach in vivo na modelu mysim zaobserwowano
zahamowanie wzrostu guza u myszy z podskornie wszczepionymi klastrami
komérek nowotworowych z receptorami HER2 bez widocznej toksycznosci
w stosunku do innych organow [47]. W innej pracy Song i wsp. [46] badali
znakowany '''In radiobiokoniugat nanoczastek zlota z przeciwcialem EGR.
Przeciwciato przylaczono do powierzchni zlota bezposrednio poprzez mostek
dwusiarczkowy. Stwierdzono internalizacj¢ radiobiokoniugatu na poziomie 15% do
wnetrza komdrek MDA-MB-468, przy czym mata cze$¢ radiobiokoniugatu
zlokalizowata si¢ w jadrze komérkowym. Zdolno$¢ do internalizacja rosta wraz
z liczba przeciwciat przytaczonych do nanoczastki ztota
i najlepsze wyniki uzyskano dla stosunku molowego przeciwciato:nanoczastka
réwnego 160. W badaniach cytotoksycznosci stwierdzono prawie liniowg korelacje
pomiedzy internalizacja a cytotoksycznoscig zsyntezowanych koniugatow.

UWAGI KONCOWE

Emitery elektrondw Augera dzigki swojej unikalnej charakterystyce stanowia
idealng grupe radionuklidow mogacych znalez¢ zastosowanie w celowanej radioterapii
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ukierunkowanej na leczenie malych zmian nowotworowych, mikroprzerzutow czy
pojedynczych komorek rakowych. Jednakze, ze wzgledu na krétki zasieg elektronow
Augera konieczne jest ukierunkowanie radiobiokoniugatow w bezposrednie sasiedztwo
celu molekularnego, ktérego zniszczenie ma zapoczatkowac apoptoze komorki.
Elektrony Augera sa szczegdlnie zabojcze dla komorek rakowych, gdy sa emitowane
wewnatrz jadra komorkowego, a zwlaszcza jesli emiter elektronow Augera wilacza sig
bezposrednio do DNA (np. '*I-IUdR). Jednak najlepsze efekty terapeutyczne mozna
osiggna¢ poprzez sprzeganie internalizujagcych przeciwciat monoklonalnych
z peptydami transportu jadrowego (NLS) np. '''In-NLS-trastuzumab. Przeciwciato
monoklonalne zapewnia selektywne dostarczenie radiobiokoniugatu do wnetrza
komérki nowotworowej, a peptyd NLS odpowiada za jego lokalizacje w jadrze.

Dotychczas  przeprowadzono  kilka  badan  klinicznych ~ zwiazanych
z zastosowaniem elektronéw Augera w terapii przeciwnowotworowej. Badano
radiobiokoniugaty '*I-IUdR, '''In-DTPA-oktreotyd i '*I-mAb425, dla ktorych
osiaggnieto remisje guza lub wydiuzenie czasu przezycia pacjentéw. Ostatnie osiagniecia
biologii molekularnej w syntezie biomolekutl ukierunkowanych na komoérki rakowe,
szczegolnie humanizowanych i w pelni ludzkich, mAb stwarza mozliwosci
zaprojektowania nowatorskiej radioterapii opartej na emiterach elektronow Augera.
Takze synteza radiobiokoniugatow opartych na radionuklidach emitujacych wieksza
liczbe elektronow Augera i elektronéw konwersji niz dotychczas stosowane 'I'i '''In
powinna poprawic¢ skutecznos$¢ terapii. Za 5 lat przypada setna rocznica publikacji
Pierre'a Augera o odkryciu elektronow noszacych jego imie ale z cala pewnoscia, nie
przewidywat on mozliwosci ich zastosowania do skutecznego leczenia raka za pomoca
terapii celowanej.
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