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latach 70. oraz 80. w Zakfadzie Radiochemii In-
stytutu Chemii i Techniki Jagdrowej prowadzono
prace badawcze gtéwnie w dwéch kierunkach: pod-
stawowe prace dotyczace chemii koordynacyjnej oraz
prace aplikacyjne zwigzane z uruchomieniem pierwszej
polskiej elektrowni jagdrowej w Zarnowcu. Nagte prze-
rwanie w roku 1990 programu budowy sitowni jadro-
wych w Polsce postawito wtedy mtody, ale doswiad-
czony juz w tematyce chemii jadrowej, zespét przed
koniecznoscig zmiany tematyki badawczej. Postanowio-
no woéwczas kontynuowad tematyke zwigzana z nowy-
mi metodami rozdzielczymi, szczegdlnie z zastosowa-
niem selektywnych jonitéw. Potencjalne zastosowanie
tych badan zostato jednak ukierunkowane na analize
i oczyszczanie wéd oraz odpaddéw przemystowych.
Jednoczednie w tym samym czasie, na bazie posia-
danego duzego doswiadczenia w dziedzinie radioche-
mii, w Zaktadzie Radiochemii IChTJ zaczat sie rozwijac
nowy temat badawczy ukierunkowany na medycyne
nuklearna. Poczatkowo byto to projektowanie no-
wych generatorow radionuklidow oraz otrzymywa-
nie diagnostycznych/terapeutycznych radioizotopow.
Nasze pierwsze prace dotyczyly opracowania genera-
tora Sr/?°Y (wykorzystano w nim selektywny dla Sr*
kwas poliantymonowy) [1], generatora '"*Cd/""*™In [2]
i 82Sr/82Rb, w ktérym zastosowano zsyntezowany w ze-
spole dwutlenek manganu w formie kryptomelanu, wy-
kazujacy wyjatkowo wysoka selektywnos¢ w stosunku
do jonéw Rb* [3]. Opracowano tez nowy, bardzo wydaj-
ny generator alfa emitera >*Ac ( rys. 1) [4].
Réwnoczesnie na zastosowanie w medycynie nu-
klearnej ukierunkowano takze prowadzone woéwczas
prace dotyczace chemii koordynacyjnej. Ostatecznie
w Zaktadzie Radiochemii IChTJ powstat zespdt pracow-
nikdw naukowych zajmujacy sie waznym w radiofar-
macji zagadnieniem, jakim jest trwate zwigzanie otrzy-
manego radionuklidu z biologicznie czynng w zywym
organizmie czasteczky (tzw. biomolekuta). Poniewaz
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Rys. 1. Generator ?*Ac opracowany w naszym zespole

wiekszos¢ radionuklidéw stosowanych w medycynie
nuklearnej to kationy metali, najlepsza metoda pota-
czenia ich z czasteczkami biologicznie aktywnymi jest
utworzenie trwatego kompleksu danego radionuklidu
i w takiej formie zwigzania go z biomolekuta. Wykorzy-
stujac nasze doswiadczenie w projektowaniu i synte-
zie ligandéw oraz w metodach badania komplekséw
poczatkowo zajeto sie badaniem kompleksowania
technetu-99m - najbardziej popularnego diagnostycz-
nego radionuklidu w medycynie nuklearnej. Badania
te nabraty rozmachu po trzech wizytach naukowych,
finansowanych przez MAEA, w wiodacych osrodkach
zajmujacych sie radiofarmaceutykami technetowymi.
Szczegdlnie inspirujgce byty wizyty w zespole prof.
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Rogera Alberto na Uniwersytecie w Zurichu, gdzie pro-
wadzone byty prace nad zastosowaniem nowych ki-
netycznie inertnych metaloorganicznych kompleksow
technetu. Tematyka ta podjeta przez nasz zespoét stata
sie poczatkiem nowej, ale intensywnie rozwijajacej sie
w IChTJ tematyki badawczej radiofarmacji.

Kolejnym kamieniem milowym w rozwoju badan
radiofarmaceutycznych byto uzyskanie grantu europej-
skiego w programie Marie Curie ,Transfer of Knowled-
ge”w latach 2004-2008. Pozwolito to na uczestniczenie
w badaniach w najlepszych europejskich osrodkach
radiofarmaceutycznych, takich jak: Uniwersytet w Zury-
chu i Paul Scherrer Institute w Szwajcarii, Uniwersytet
w Moguncji i Instytut Radiofarmacji, HZDR, Rossendorf
w Niemczech, Uniwersytet w Goeteborgu i ITN Sacaven
w Portugalii. W ramach tego grantu w laboratoriach Za-
ktadu Radiochemii IChTJ, poza naukowcami z wyzej wy-
mienionych instytucji, goszczono takze pracownikéw
naukowych z wielu innych, wiodacych w dziedzinie
radiofarmacji, osrodkéw. Uczestnictwo zespotu IChTJ
w programie Marie Curie spowodowato rozszerzenie
badan o radiofarmaceutyki terapeutyczne oparte na
emiterach B i a oraz radiofarmaceutyki dla pozyto-
nowej tomografii (PET), a nawigzane kontakty, juz po
zakonczeniu projektu, umozliwity dalsza wspotprace
w ramach miedzynarodowych bilateralnych progra-
moéw badawczych.

Badania w dziedzinie radiofarmacji prowadzone
przez zesp6t IChTJ) zyskaty aplikacyjny charakter po
nawigzaniu kontaktéw ze srodowiskiem medycznym
i farmaceutycznym w Polsce, szczegdlnie z Zaktadem
Medycyny Nuklearnej Uniwersytetu Medycznego
w Warszawie (prof. dr hab. med. Leszek Krolicki — Kon-
sultant Krajowy ds. Medycyny Nuklearnej), Zaktadem
Chemii Farmaceutycznej i Analizy Lekéw Uniwersytetu
Medycznego w todzi (prof. dr hab. n. farm. Elzbieta Mi-
kiciuk-Olasik - dziekan Wydziatu Farmaceutycznego),
z instytutami w Warszawie: Centrum Onkologii - Insty-
tut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Instytutem Farmaceu-
tycznym i Instytutem Biochemii i Biofizyki PAN. Nawia-
zana wspdtpraca pozwolita ukierunkowac prowadzone
w IChTJ badania na aktualne potrzeby medycyny nu-
klearnej w Polsce.

Obecnie w Centrum Radiochemii i Chemii Jadro-
wej tematyke chemii radiofarmaceutycznej realizuje
dziesie¢ osob, w tym dwie osoby sa na stazach po-
doktorskich. Prowadzone badania koncentrujg sie na
nastepujacej tematyce: (1) projektowanie i synteza ra-
diofarmaceutykéw terapeutycznych z niskoenergetycz-
nymi emiterami B, (2) otrzymywanie radionuklidéw
i synteza radiofarmaceutykéw dla pozytonowej tomo-
grafii, (3) projektowanie i synteza radiofarmaceutykéw

astatowych, (4) synteza biokoniugatéw opartych na na-
noczastkach znakowanych emiterami a, (5) znakowa-
nie nowych biomolekut wykazujacych powinowactwo
receptorowe, (6) komputerowo wspomagane projekto-
wanie lekéw (CADD). Ponizej przedstawiono aktualnie
prowadzone prace oraz plany na przysztosc.

Projektowanie i synteza radiofarmaceutykow
terapeutycznych opartych na niskoenergetycznych
emiterach

Terapeutyczne wykorzystanie radionuklidéw — emi-
teréw promieniowania korpuskularnego jest stosowane
od dziesigtkéw lat. Radionuklid jod-131 jest powszech-
nie stosowany w terapii choréb tarczycy. Takze inne
emitery (3, takie jak stront-89, samar-153, lutet-177 czy
ren-188 w postaci prostych soli lub ich kompleksow
fosfomianowych znalazty szerokie zastosowanie w tera-
pii paliatywnej. W zaleznosci od wielkosci chorej tkanki
dobiera sie radionuklid tak, aby efekt terapeutyczny
byt optymalny. Tak wiec dla duzych guzéw nowotwo-
rowych najodpowiedniejsze okazaty sie radionuklidy
emitujgce wysokoenergetyczne promieniowanie 3
(itr-90, ren-188). Poza juz zarejestrowanym preparatem
Zevalin® (przeciwciato monoklonalne rituximab znako-
wane itrem-90), szereg peptydéw znakowanych wyzej
wymienionymi radionuklidami aktualnie przechodzi te-
sty kliniczne. Jednak w przypadku matych guzéw ciagle
istnieje duze zapotrzebowanie na radiofarmaceutyki
wykazujace efekt terapeutyczny w stosunku do matych
zmian nowotworowych rozsianych na duzej powierzch-
ni tkanki, przerzutéw nowotworowych lub nowotwo-
réw we wczesnym stadium rozwoju. Te warunki moga
spetnia¢ emitery miekkiego promieniowania {3, elek-
tronéw Augera oraz promieniowania a. Sposréd emi-
teréw niskoenergetycznego promieniowania 3~ szersze
zastosowanie znalazt jedynie lutet-177. Niestety radio-
nuklid ten w wiekszych aktywnosciach jest otrzymywa-
ny w reakgcji jadrowej (n,y), co powoduje, ze powstaty
produkt zawiera takze atomy nosnika. Otrzymywanie
beznosnikowego lutetu-177 jest wyjatkowo trudne,
poniewaz wymaga oddzielenia go od iterbu, ktéry jest
pierwiastkiem o prawie identycznych wifasciwosciach
chemicznych. Takze wiekszos¢ innych proponowanych
do terapii niskoenergetycznych i srednioenergetycz-
nych emiteréw 3 jestizotopamilantanowcéw (erb-169,
terb-161, tul-167, samar-153, promet-149, holm-161
i holm-166) i podobnie, jak w przypadku lutetu-177,
bardzo trudno otrzymac je w formie beznosnikowe;j.

Réwnolegle w IChTJ prowadzono badania z dwo-
ma bardzo obiecujacymi niskoenergetycznymi emi-
terami promieniowania 3, skandem-47 i rodem-105.
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W odréznieniu od radiolantanowcéw, te radionuklidy
mozna stosunkowo tatwo oddzieli¢ od naswietlonego
materiatu tarczowego, odpowiednio tytanu-47 i rute-
nu-104. Celem zaplanowanych prac doswiadczalnych
byto zbadanie mozliwosci otrzymywania “’Sc w reakgcji
“7Ti(n,p)“’Sc w reaktorze Maria w Swierku poprzez na-
Swietlanie tarczy tytanowej (wzbogaconej w izotop *'Ti)
w strumieniu neutrondéw predkich (E>1 MeV), a nastep-
nie opracowanie prostej metody wydzielania z tarczy
uzyskanego radionuklidu. Zaproponowano zastoso-
wanie jako tarczy soli litowej fluorkowego kompleksu
tytanu, Li,*TiF, ktéra charakteryzuje sie duza odpor-
noscig termiczng oraz dobra rozpuszczalnoscia w roz-
cienczonych roztworach kwaséw mineralnych. Stosujac
Li,*’TiF  jako tarcze opracowano prosta metode wydzie-
lania skandu-47 z naswietlonej neutronami predkimi
tarczy [5]. Spos6b otrzymywania *’Sc z tarczy Li *TiF,
zostat zgtoszony do ochrony patentowej [6]. Ewentual-
ng produkcja radionuklidu skandu-47 zainteresowat sie
zespot Reaktora Maria w Swierku i aktualnie, po odpo-
wiedniej modernizacji kanatu naswietlania neutronami
predkimi, istnieje mozliwos¢ otrzymania terapeutycz-
nych aktywnosci skandu-47, rzedu 30-40 GBg.

Innym radionuklidem, ktérego witasciwosci jgdrowe
s zblizone do wtasciwosci lutetu-177, ale wydzielenie
z tarczy jest znacznie tatwiejsze, jest rod-105. W ramach
projektu ramowego Europejskiej Wspétpracy w Nauce
i Technologii (COST), zesp6t pracownikéw IChTJ uczest-
niczyt w akcji BM0607 dotyczacej celowanej terapii
radionuklidowej. Celem badarn byto opracowanie no-
wej, prostszej, od juz znanych, metody otrzymywania
radionuklidu rodu-105 oraz synteza jego kompleksow,
trwatych w warunkach fizjologicznych. W opracowanej
metodzie do naswietlania w reaktorze zastosowano,
zamiast uzywanego dotychczas metalicznego rute-
nu, rozpuszczalng w wodzie s6l (NH,),[RuCl,(H,O)]. Po
naswietleniu tarcze rozpuszczano w roztworze kwasu
ortonadjodowego, H.IO,, a nastepnie w podwyzszo-
nej temperaturze pozostato$¢ Ru** utleniano do RuO,.
Powstaty hydrofobowy tetratlenek rodu ekstrahowany
byt do fazy organicznej (CCl,) i w ten sposéb oddzielany
od rodu-105, ktéry pozostawat w fazie wodnej. Przed-
stawiony powyzej proces zostat zgtoszony do ochrony
patentowej [7].

Kation Rh** jest miekkim kwasem wedtug teorii
Pearsona, dlatego tez najodpowiedniejszymi zwigzka-
mi do kompleksowania radionuklidu '®Rh sg ligandy
zawierajace miekkie atomy donorowe, takie jak S, P
czy N. Aktualne badania wykazaty takze, ze najtrwal-
szy kompleks powstaje z cyklicznym tioeterowym
ligandem 1,5,9,13-tetratiocykloheksadekan-3,11-diol
(1 654-diol). Ligand ten posiada cztery donorowe atomy

siarki oraz dwie grupy hydroksylowe wptywajace na
hydrofilowos¢ kompleksu. Grupy te mogg takze stuzyc
jako miejsce chemicznej modyfikacji czasteczki ligandu
w celu przytaczenia biomolekuty.

W przypadku prac z rodem-105 badane byly takze
mozliwosci wykorzystania w medycynie nuklearnej
metaloorganicznych komplekséw rodu(l). Redukcje
Rh(Ill) do Rh(l) za pomocag CO i jednoczesng synteze
dikarbonylkowego rdzenia Rh(CO)," prowadzono przy
zastosowaniu dwéch metod, réznigcych sie sposobem
uzyskiwania w srodowisku reakgji (in situ) substratu CO.
W pierwszej metodzie zrédtem czasteczek CO byt roz-
ktad termiczny kwasu mréwkowego (HCOOH) - reakcja
prowadzona byta w temperaturze 95°C, w drugiej zas
— N,N-dimetyloformamid (DMF), a reakcja przebiegata
w temperaturze 130°C. Poniewaz w dikarbonylkowych
kompleksach rodu(l) dwa miejsca koordynacyjne w po-
zycji cis zajmowane sg przez dwie grupy CO, a pozo-
state dwa, oczywiscie takze w pozycji cis, s wolne, do
syntezy komplekséw Rh(CO),L wybrane zostaty ligandy
bidentne, ktérych budowa uwzgledniata mozliwos¢
przytagczenia do czasteczki ligandu grupy funkcyjnej,
umozliwiajacej z kolei przytagczenie biomolekuty. Obie
metody wykorzystane zostaty nastepnie do syntezy
komplekséw z radionuklidem '%Rh. Syntezy komplek-
séw '®Rh(CO),L prowadzone w obecnosci HCOOH
zakonczyty sie niepowodzeniem — na radiochromato-
gramach nie zaobserwowano nowych pikéw S$wiad-
czacych o powstawaniu w mieszaninie reakcyjnej pro-
duktow reakgji. Przyczyng tego faktu byto zbyt niskie
stezenie 'Rh* w mieszaninie reakcyjnej, uniemozli-
wiajace powstawanie posredniego kompleksu —dimeru
['®Rh(CO).CIL, i dalej w reakcji wymiany jonéw CI" na
ligand L - powstawanie kompleksu '*Rh(CO),L. W przy-
padku komplekséw 'Rh(l) syntezowanych w srodowi-
sku DMF wyniki analiz wykonanych technikag HPLC-RP
pokrywaja sie z wynikami otrzymanymi dla komplek-
séw z nieaktywnym rodem. Niestety, pojedynczego
produktu nie mozna wydzieli¢ w prosty i szybki sposéb,
co bardzo ogranicza mozliwos$¢ wykorzystania tej me-
tody w radiofarmacji.

Aktualnie prowadzone prace z kompleksami 'Rh3*
koncentruja sie na syntezie i badaniu radiobiokoniuga-
tow, w ktérych radionuklid rod-105 skompleksowany
jest poprzez cztery donorowe atomy siarki bifunkcyj-
nego makrocyklicznego ligandu 1654-COOH. Wyko-
rzystujac druga grupe funkcyjng ligandu zamierzamy
pofaczy¢ kompleks rodu z biomolekuly (z peptydami
- oktreotydem i substancjg P). Otrzymane radiobio-
koniugaty zostana wszechstronnie zbadane, zaréwno
w warunkach in-vitro, jak i in-vivo.
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Ponadto prowadzone sg takze badania nad mozliwo-
$cig otrzymywania rodu-105 w cyklotronie, w reakgji
1%Ru(d,n)'Rh. Pierwsze uzyskane wyniki wskazuja juz,
ze terapeutyczne ilosci '®Rh bedzie mozna uzyskac ta
droga w matych cyklotronach medycznych dostepnych
w wielu osrodkach PET.

Otrzymywanie radionuklidéw oraz synteza
radiofarmaceutykoéw dla pozytonowej tomografii

W ciggu ostatnich kilkunastu lat znacznie udosko-
nalone zostaty metody detekcji promieniowania i kom-
puterowego przetwarzania danych. Dzieki temu dia-
gnostyczne metody medycyny nuklearnej, szczegdlnie
pozytonowa tomografia (PET), s dzi$ niezastgpionym
narzedziem lekarza, zaréwno diagnosty, jak i terapeuty,
znacznie utatwiajac kontrolowanie przebiegu procesu
leczenia.

PET jest nowoczesng metoda diagnostyczng, ktéra
przez komputerowg obrébke sygnatu podaje informa-
cje o biochemicznych parametrach patologicznej tkan-
ki oraz o jej doktadnym umiejscowieniu w organizmie.
Metoda ta polega na wprowadzeniu do organizmu pa-
cjenta substancji biologicznie czynnej, ktéra wybiérczo
akumuluje sie w chorych tkankach. Substancja ta zna-
kowana jest emiterem B* (np. '®F-fluorodeoksyglukoza,
FDQG), ktéry rozpadajac sie emituje pozyton (e*). W wy-
niku praktycznie natychmiastowej anihilacji pozytonu
z elektronami osrodka emitowane sg dwa kwanty gam-
ma o energii 511 keV, rozchodzace sie w przeciwlegtych
kierunkach. Kwanty te przenikajg otaczajace tkanki i re-
jestrowane sg przez odpowiednio umieszczone wokéot
pacjenta detektory ggmma. Informacje z detektorow sa
przesytane do komputera, ktéry buduje przestrzenny
rozkfad radionuklidu w ciele pacjenta.

W tomografii pozytonowej stosuje sie gtéwnie krét-
kozyciowe radionuklidy lekkich pierwiastkéw, takie jak
wegiel-11, azot-13, tlen-15, fluor-18 (ten ostatni jest
radionuklidem obecnie najpowszechniej uzywanym
w metodzie PET). Wykorzystujac te izotopy mamy moz-
liwos¢ syntezy znakowanych prostych zwigzkéw che-
micznych, umozliwiajacych badania przeptywu gazéw
i cieczy w ciele pacjenta, lub, ulegajac metabolizmowi
- badania funkcjonowania danego narzadu.

W przypadku niektérych komérek nowotworowych,
np. przy wysoko zréznicowanych rakach neuroendo-
krynnych, wychwyt FDG jest znikomy lub nie wyste-
puje w ogole. Dlatego tez istnieje zapotrzebowanie na
inne znakowane radionuklidami 3* preparaty, ktérymi
moga by¢ radiobiokoniugaty utworzone z kompleksow
metalicznych emiteréw B* i biologicznie aktywnych
czasteczek (np. analogéw somatostatyny), charaktery-

zujacych sie duzym powinowactwem do receptoréw
obecnych na komoérkach nowotworowych. Potencjal-
nymi emiterami %, mogacymi znalez¢ zastosowanie
w technice PET, sa radionuklidy: gal-68, itr-86, jod-124,
skand-44, tytan-45, miedz-64 i cyrkon-89.

Obecnie w pracach zespotu IChTJ skoncentrowa-
no sie na wykorzystaniu w diagnostyce PET nowego,
obiecujacego radionuklidu - skandu-44. Radionuklid
ten charakteryzuje sie bardzo dobrymi wtasciwoscia-
mi jadrowymi (EB+ =15MeV, T, ,=393 h, wysoka wy-
dajnos¢ promieniowania B* rzedu 95%), a ponadto ze
wzgledu na jego dtuzszy niz galu-68 (B, =19MeV,T ,
=67,63 min) okres potowicznego rozpadu nadaje sie on
do znakowania nie tylko kroétkich peptydéw o szybkiej
farmakokinetyce, ale réwniez biomolekut, ktérych bio-
dystrybucja i metabolizm w ciele pacjenta sg procesa-
mi powolnymi. Kolejna zaletg **Sc w stosunku do *¢Ga
jest jego podobienstwo chemiczne do stosowanych
w celowanej terapii radionuklidowej *°Y i '”’Lu. Prace
eksperymentalne wykazaty bardzo zblizone wartosci
lipofilowosci biokoniugatéw DOTATATE znakowanych
#Sc, ®Y i 177Lu, podczas gdy lipofilowosc¢ %Ga-DOTATATE
jest znacznie mniejsza [8]. Chemiczne podobienstwo
izotopdw *“Sc, ®Y i ’Lu oraz ich biokoniugatéw po-
zwala na planowanie terapii radionuklidami °Y i "7’Lu
na podstawie badan diagnostycznych wykonywanych
przy uzyciu *Sc (rys. 2).

Rys. 2. Radiobiokoniugat *Sc-DOTATATE

W ramach akcji COST D38 prowadzone byty prace
dotyczace rozwoju innowacyjnych sond diagnostycz-
nych, ktérymi miedzy innymi sg biomolekuty znako-
wane skandem-44. Udziat w tym miedzynarodowym
przedsiewzieciu pozwolit prowadzi¢ badania w wio-
dacych osrodkach europejskich. Dwoje doktorantéw
z IChTJ uczestniczyto w pracach nad generatorem
*“Ti/*Sc oraz w pracach obejmujacych tematyke zna-
kowania radionuklidem *Sc stosowanego juz w terapii
analogu somatostatyny (DOTA-oktreotydu). Prace te
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wykonywane byty w grupie prof. Rdscha na Uniwersy-
tecie Johanna Gutenberga w Mogungji [9,10].
Wspolnie z zaktadem IHCP - 1.4 Nanobionauki, Ispra,
Wtochy (Wspolnotowe Centrum Badawcze Komisji Eu-
ropejskiej, Instytut Zdrowia i Ochrony Konsumenta),
prowadzone byty badania nad cyklotronowa produkcja
izotopu skandu-44, a takze izotopu skandu-43, ktory
jest réwniez obiecujgcym emiterem fB* (EB+ =1,2 MeV,
T,,,= 3,89 h). Radionuklidy te powstaja w wyniku naste-

pujacych reakgji:
“Ca(p,n)*Sc
“Ca(o,n)* Ti——*Sc

“Ca(a,n)*Sc

Cyklotronowa produkcja skandu-44 ze wzbogaconej
w wapn-44 tarczy daje centrom PET mozliwos$¢ sa-
modzielnej produkcji tego izotopu, bez koniecznosci
zakupu drogiego generatora *Ti/**Sc. Zaletami radio-
nuklidu **Sc sg niska energia emitowanego promienio-
wania gamma (372,91 keV) i niska intensywnos$¢ tego
promieniowania (23%), a takze mozliwos¢ zastosowa-
nia naturalnej tarczy wapniowej (wapn-40), co znacza-
co obniza koszt produkgji tego radionuklidu. Jedynym
problemem ograniczajagcym stosowanie radionuklidu
Sc jest koniecznos$¢ zakupu tego izotopu od jednostek
dysponujacych cyklotronem zaopatrzonym w zrédto
czastek a.

W badaniach eksperymentalnych prowadzonych
przez zespot IChTJ w Isprze otrzymano 2.5 GBq *Sc, to
jestilos¢ radionuklidu wystarczajaca na przygotowanie
kilkunastu porcji “Sc-radiofarmaceutyku. Opracowano
réwniez prosta i szybka metode wydzielania tego izoto-
pu z tarczy wapniowej przy uzyciu zywicy chelatujacej
Chelex 100. Nastepnie przeprowadzono znakowanie
#Sc biokoniugatu DOTA-d-Phe-Cys-Tyr-d-Trp-Lys-Thr-
Cys-Thr (DOTATATE) z wydajnosciag powyzej 98% stosu-
jac zaledwie 10 nmoli biokoniugatu, czym potwierdzno
wysoka czysto$¢ chemiczng otrzymanego radioizoto-
pu. Powyzszg procedure wydzielania radionuklidu z tar-
czy zastosowano réwniez w przypadku “Sc, a produkt
procesu znakowania — radiobiokoniugat “*Sc-DOTATATE
z wydajnoscig powyzej 98% uzyskano juz przy uzyciu
15 nmoli biokoniugatu, co réwniez potwierdzito wyso-
ka czystos¢ chemiczna otrzymanego radioizotopu. Wy-
niki naszych eksperymentéw zachecaja do rozpoczecia
badan przedklinicznych nad zastosowaniem nowego
potencjalnego radiofarmaceutyku diagnostycznego
- znakowanego *Sc lub **Sc biokoniugatu DOTATATE,
ktéry nastepnie moze by¢ bardzo przydatny w plano-
waniu celowanej terapii radionuklidowe;j.

Prowadzac prace zwigzane ze znakowaniem koniu-
gatéow *Sc zaproponowano innowacyjng koncepcja
znakowania biomolekut, w ktérej pomijany jest etap
wydzielania radionuklidu z materiatu tarczowego. Sto-
sunek statych trwatosci komplekséw Sc-DOTA/Ca-DOTA
jest rzedu 10", co umozliwia znakowanie biokoniu-
gatow *Sc bezposrednio po rozpuszczeniu materiatu
tarczowego. Taka sama zalezno$¢ wystepuje miedzy
stalymi trwatosci komplekséw Y-DOTA/Sr-DOTA, co
sugerowato, ze analogicznie jak poprzednio, mozli-
we bedzie znakowanie biomolekut radionuklidem &Y
(emiter B* stosowany jest juz w badaniach klinicznych)
bez uprzedniego wydzielania go z tarczy strontowe;.
Dzieki dobrej wspétpracy z osrodkiem w Isprze mozli-
we byto przeprowadzenie odpowiednich eksperymen-
tow w tamtejszym laboratorium i potwierdzenie naszej
koncepcji wynikami doswiadczalnymi (rys. 3). Wydaj-
nos¢ znakowania DOTATATE przy uzyciu 31 nmoli tego
biokoniugatu wyniosta ponad 70% w przypadku radio-
nuklidu *“Sc i ponad 95% w przypadku radionuklidu Y.
Kocowym etapem zaproponowanej przez zespét pro-
cedury jest oddzielenie radiobiokoniugatu od materia-
tu tarczowego, do czego zastosowano kolumny
Sep-Pak® C18. W zakresie ostatnio nawigzanej wspot-
pracy z Zaktadem Fizjologii Klinicznej Szpitala Uniwer-
syteckiego w Herlev, Dania, planowane s3 prace nad
wdrozeniem radiofarmaceutykéow znakowanych #Sc
do rutynowych badan klinicznych.

Rys. 3. Laboratorium w Isprze, Wtochy (fot. IChTJ)
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Projektowanie i synteza radiofarmaceutykow
astatowych

Wspétczesna medycyna nuklearna wykorzystuje
w terapii przeciwnowotworowej gtéwnie radiofarma-
ceutyki oparte na emiterach B (itr-90, ren-186 i ren-188,
jod-131). Radionuklidy te charakteryzujg sie wysoka
energig promieniowania oraz posiadajg stosunkowo
duzy zasieg w tkance, dzieki czemu moga znalez¢ za-
stosowanie w terapii duzych guzéw. W przypadku ma-
tych, rozsianych i czesto nieoperacyjnych, lub w bardzo
wczesnym stadium rozwoju zmian nowotworowych
najodpowiedniejszymi preparatami terapeutycznymi
wydajg sie by¢ radiofarmaceutyki oparte na emiterach
czastek a. Tak zwana celowana alfa terapia (wykorzy-
stujgca radiofarmaceutyki zawierajace stosunkowo fa-
two dostepne i trwale zwigzane a-emitery) stataby sie
doskonatym uzupetnieniem terapii wykorzystujacej ra-
diofarmaceutyki zawierajace emitery . Sposréd emi-
terow czastek alfa najwieksze znaczenie zyskuje obec-
nie radionuklid astat-211. Izotop ten produkowany jest
w reakgji jadrowej 2*°Bi(a,2n)?''At, w cyklotronach, co
jest istotnym czynnikiem hamujacym zaréwno rozwdj
badan nad radiofarmaceutykami astatowymi, jak i ich
szersze zastosowanie w badaniach klinicznych. Koniecz-
ny bowiem jest tu akcelerator przyspieszajacy czastki
alfa (wigzke jonéw He*") do energii ok. 30MeV. Nie-
mniej od roku 2011 mozliwa jest produkcja astatu-211
z wykorzystaniem (po modernizacji) cyklotronu ciez-
kich jonéw pracujacego od ponad 15 lat w Srodowi-
skowym Laboratorium Ciezkich Jonéw Uniwersytetu
Warszawskiego. Kolejnym wyzwaniem w syntezie ra-
diofarmaceutykéw astatowych jest uzyskanie trwatego
zwigzania ?"'At w zwigzek chemiczny i pofaczenie tego
zwigzku z biologicznie czynng czasteczka — wektorem
(przeciwciatem monoklonalnym, jego fragmentem
lub peptydem), ktéry kierowatby radionuklid astatu
do zmienionych nowotworowo tkanek. Znane metody
pofaczenia chlorowcéw do zwigzkéw organicznych [11]
nie moga by¢ tu zastosowane, poniewaz astat, w odroz-
nieniu od pozostatych chlorowcéw, nie tworzy silnych
pofaczen z atomami wegla i otrzymane na drodze asta-
towania radiofarmaceutyki bytyby mato stabilne. Ponie-
waz niskospinowe kompleksy Rh** wykazuja duza kine-
tyczng inertnos¢, a anion At, zgodnie z teorig miekkich
kwasow i zasad, trwale faczy sie z kationem rodu, posta-
nowiono wykorzysta¢ kompleksy rodu z przytaczonym
poprzez mostek metaliczny astatem jako prekursory
przysztych radiofarmaceutykdw astatowych. Zwiazki te,
poprzez dodatkowe sfunkcjonalizowanie ligandu, moz-
na nastepnie potaczy¢ z wybrana biomolekuta.

W roku 2003 w Zaktadzie Radiochemii i Chemii

Jadrowej zostaty rozpoczete, trwajace do dzis, bada-
nia nad otrzymywaniem i charakteryzacjg zwiazkéw
astatu. Jako pierwszy otrzymano kompleks Rh(S4-16-
ane-diol)*"At z tioeterowym ligandem 1,5,9,13-te-
tratiocykloheksadekano-3,11-diolem (S4-16-ane-diol)
[12]. Kompleks ten okazat sie trwaty, a badania jego
biodystrybucji przeprowadzone w Duke University Me-
dical Center (Durham, NC) sg bardzo obiecujace [13].
Trwatos¢ wyzej wymienionego kompleksu sktonita ze-
spot do podjecia dalszych badan, w ktérych zastosowa-
no, podobny do poprzedniego, ligand dwufunkcyjny
2-(1,5,9,13-tetratiocykloheksadekan-3-yloksyl) kwas
octowy (16-ane-54-COOH). Otrzymany kompleks, po-
przez grupe —COOH ligandu, moze zosta¢ pofaczony
z grupa aminowg biomolekuty. Metode otrzymywania
kompleksu Rh(S4-16-ane-COOH)?""At (rys. 4) opracowa-
no w ramach realizacji projektu rozwojowego wtasnego
NCBIR pt.,,Znakowanie biomolekut radionuklidem #'"At
- otrzymywanie radiofarmaceutykéw terapeutycznych
dla medycyny nuklearnej” (01.08.2009 - 31.01.2012).
Nastepnie, uzywajac jodu-131 jako analogu asta-
tu, opracowano metode otrzymywania biokoniuga-
tu kompleksu Rh(S4-16-ane-COOH)'¥'l z substancja
P(5-11) (neuropeptydem z rodziny tachikinin, ktory,
w postaci petnego peptydu lub krotszego fragmentu,
po wyznakowaniu emiterem a ma ogromne szanse
znalez¢ zastosowanie m.in. w alfa terapii glejakéw mo-
zgu).
Kontynuujac nasze prace zamierzamy przeprowa-
dzi¢ szerokie badania zsyntezowanego biokoniugatu
Rh[16-ane-S4-COOH]I-CI-SP(5-11) pod katem jego
trwatosci, powinowactwa receptorowego oraz biody-
strybucji na modelach zwierzecych.

Cl

~

OH

CSS/\RhTSS} O\/Q
_/

0]

At

Rys. 4. Proponowany przez nas prekursor radiofarmaceutykéw
astatowych - Rh(54-16-ane-COOH)?"" At
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Synteza biokoniugatow opartych na nanoczastkach
znakowanych emiterami a

Niektore radionuklidy posiadajg bardzo atrakcyjne
dla medycyny nuklearnej wtasciwosci jadrowe, jednak-
ze nie tworzg trwatych potaczen kompleksowych, ktére
pozwolityby dalej na ich trwate zwigzanie z biomoleku-
t3. Do tej grupy mozna zaliczy¢ diagnostyczne radionu-
klidy talu-201, rubidu-82m i rubidu-82 czy strontu-83,
ktére jako kationy pierwszej i drugiej grupy uktadu
okresowego nie tworza wystarczajgco trwatych pota-
czen chelatowych. Podobnie trudno jest zwigza¢ z bio-
molekuta bardzo atrakcyjne radionuklidy terapeutycz-
ne, do ktérych naleza 3~ emitery: srebro-111, ztoto-198
i ztoto-199 oraz a emitery: astat-211, rad-223 i rad-224.

Wiekszos¢ a emiteréow w wyniku rozpadu tworzy
inne stosunkowo dtugozyjace radionuklidy i utrzyma-
nie takich par radionuklidéw: izotop macierzysty >
produkt a-rozpadu (np. 2'?Pb -2'?Bi, 2°Ac>2"3Bi czy
30y 52%Th) w jednym zwiazku kompleksowym jest
praktycznie niemozliwe. Dlatego tez poszukuje sie in-
nych rozwigzan pozwalajacych na trwate zwigzanie
wymienionych powyzej radionuklidéw. Wykorzystuje
sie tu procesy nanotechnologiczne, ktére pozwalajg
na skonstruowanie odpowiednich uktadéw nanoczast-
kowych, wykorzystywanych nastepnie jako nosniki ra-
dionuklidéw. W ostatnim dziesiecioleciu opracowano
wiele rodzajéw nosnikéw, opartych na nanoczastkach
zaréwno organicznych (liposomy, micele, dendrymery)
jak i nieorganicznych (nanoczastki ztota, tlenku zelaza,
srebra, nanozeolity oraz kropki kwantowe).

W badaniach naszego zespotu jako nosniki radionu-
klidow terapeutycznych bedacych emiterami czastek a
zastosowano nanoczastki zeolitéw oraz tlenku tytanu.

Zeolity sa to glinokrzemiany o strukturze krysta-
licznej, w ktérych obecne sg przeciwjony o tadunku +1
lub +2, ktérymi najczesciej sa kationy | i Il grupy uktadu
okresowego. Kationy te sa labilne i moga swobodnie
poruszac sie w sieci zeolitu, co determinuje wiasciwosci
jonowymienne tych zwiazkdéw. Istnieje wiele zeolitéw
o réznych strukturach, charakteryzujacych sie r6zng se-
lektywnosciag wzgledem jonow. | tak nanozeolity typu
A charakteryzuja sie wysoka selektywnoscig w stosun-
ku do duzych kationéw grupy | i Il (Cs*, Ba*+ i Ra**). Za-
tem zastosowanie nanozeolitéw tego typu pozwoli na
zwigzanie radionuklidéw 22322422°Ra. Przedstawiony po-
wyzej sposob trwatego zwigzania radionuklidéw radu,
a nastepnie potaczenia uzyskanego produktu z biomo-
lekuta, np.: analogiem somatostatyny (rys.5) zostat zgto-
szony do ochrony patentowej [14].

SST
( (\SST

SST 7
~ 223,

SST
SST

SST

SST SST

Rys. 5. Radiobiokoniugat sktadajqcy sie ze znakowanego ?*Ra
nanozeolitu i analogéw somatostatyny (SST) jako naprowadza-
jgcych wektorow

Na obecnym etapie prac przeprowadzono bada-
nia z radionuklidami radu-224 i radu-225. Uzyskano ich
trwata immobilizacje w strukturze nanozeolitu typu A.
Przeprowadzone badania trwatosci preparatéw w roz-
tworach soli fizjologicznej, roztworach zawierajacych
nadmiarowe stezenia konkurencyjnych ligandéw za-
wierajacych grupy tiolowe i aminowe (glutataion, cyste-
ina) oraz w surowicy krwi wykazaty ich duzg stabilnos¢
w dtugim okresie. Nastepnie, po odpowiedniej mody-
fikacji nanozeolitu, poprzez silanizacje, do powierzchni
nanoczastek zostanie przytaczony wektor (czasteczka
biologicznie aktywna) naprowadzajacy terapeutyczny
preparat do chorobowo zmienionych tkanek. Otrzy-
many ostatecznie radiobiokoniugat ma szanse stac sie
przydatnym narzedziem w terapii emiterami a. Powyz-
sze badania finansowane sg z projektu badawczego
NCN 2011/01/M/ST4/06756.

Jako inny nosnik radionuklidéw terapeutycznych
zastosowano nanoczastki tlenku tytanu (TiO,). Zasto-
sowanie takiego nosnika wzbudza szerokie zaintere-
sowanie przede wszystkim ze wzgledu na dostepnos¢
tlenku tytanu, jego wysoka stabilnos¢ chemiczna, nie-
toksycznos¢, whasciwosci optoelektroniczne oraz wyso-
ka aktywnos¢ fotokatalitycznag w stosunku do zwigzkow
organicznych. Kolejng zaletg tlenku tytanu jest mozli-
wos¢ budowania nanostruktur o réznych wielkosciach
i ksztattach. Moga to by¢ nanoczastki, nanoprzewody,
nanorurki i nanowstazki. Nanoczastki tlenku tytanu po-
siadaja wiele istotnych zalet. Charakteryzuja sie duza
powierzchnia wtasciwg oraz duza stabilnoscia w roz-
tworach. Jednak szczegdlna cecha, ktéra kwalifikuje je
do grupy potencjalnych nosnikéw radionuklidéw, jest
wysokie powinowactwo sorpcyjne w stosunku do wy-
branych kationéw metali ciezkich, takich jak Pb?*, Ag*,
Ac* Bi**, czy UO,*. Kationy te moga adsorbowac sie na
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powierzchni nanoczastek TiO, z duza selektywnoscia.

Do tej pory w naszej grupie przeprowadzono bada-
nia nad mozliwoscia trwatego zaadsorbowania naste-
pujacych par izotopow: 2*Ac-?"3Bi i '?Pb-Bi do nanocza-
stek tlenku tytanu o réznej wielkosci. Zmodyfikowano
réwniez powierzchnie nanoczastek nanoszac metalicz-
ne srebro, co pozwolito na trwate zwigzanie 2''At. Prze-
prowadzone wielogodzinne badania trwatosci w roz-
tworze soli fizjologicznej, w roztworach zawierajacych
konkurencyjne zwigzki kompleksujace oraz w surowicy
krwi wykazaty ich duzg stabilnos¢.

Nastepny planowany etap badan, podobnie jak
w przypadku nanozeolitéw typu A, bedzie dotyczyt
opracowania procedury przyfaczenia do powierzchni
nanoczastek tlenku tytanu odpowiedniej biomoleku-
ty, wykazujacej duze powinowactwo do receptoréw
znajdujacych sie na powierzchni komoérek nowotworo-
wych.

Znakowanie nowych biomolekut wykazujacych
powinowactwo receptorowe

Droga rozwoju medycyny nuklearnej to badania
prowadzone w dwéch kierunkach: (i) poszukiwanie
nowych radiofarmaceutykéw (cechujacych sie coraz
bardziej korzystnymi wtasciwosciami), zmierzajace do
poszerzenia zakresu badan i zapewnienia wiarygod-
nosci uzyskiwanych wynikéw oraz (ii) rozwdj urzadzen
stuzacych do obrazowania, tak by zapewnic jak najlep-
sz ich jakos¢, a jednoczesnie uczyni¢ badanie mniej
uciazliwym dla pacjenta. Poszukiwania nowych radio-
farmaceutykéw to zaréwno dobieranie odpowiednich
radionuklidéw (rodzaj i energia promieniowania), jak
tez szukanie nowych biomolekut, BM, (w srodowiskach
medycznych nazywa sie je ‘ligandami’), ktére ,dostar-
czajq” radioizotop w odpowiednie miejsce, umozliwia-
jac zobrazowanie badz terapie danej tkanki. Biomole-
kuty (peptydy, fragmenty przeciwciat monoklonalnych)
dobiera sie w oparciu o znajomos¢ funkgji petnionych
przez dang tkanke - s3 one w tej tkance wychwyty-
wane, metabolizowane lub uczestniczg w jej fizjolo-
gicznych procesach. W diagnostyce uzyskuje sie w ten

sposob informacje o stanie narzadu poprzez informa-
cje o petnieniu przez niego swojej funkcji, co stanowi
zasadniczg réznice pomiedzy metodami scyntygraficz-
nymi, a innymi technikami obrazowania. Utrudnieniem
w diagnostyce/terapii przy uzyciu radiofarmaceutykéw,
podobnie jak w przypadku stosowania lekéw standar-
dowych, moze by¢ czesto pojawiajgca sie opornos¢ na
stosowane preparaty. Jest ona wynikiem zahamowania
transportu preparatu do komérki w wyniku mutacji re-
ceptora (czyli punktu uchwytu radiofarmaceutyku) lub
(w przypadku radiofarmeceutykéw internalizowanych)
nasilenia transportu preparatu na zewnatrz komérki
na skutek aktywacji btonowej glikoproteiny P. Co wie-
cej, takze sama komodrka zdolna jest do wytworzenia
alternatywnego szlaku metabolicznego lub nasilenia
naprawy DNA. Wiadomo takze, ze w przypadku wielu
typow nowotwordw na btonie komérkowej wystepuje
nadekspresja czesto kilku réznych receptoréw, wobec
ktérych powinowactwo wykazuja rézne biomolekuty.
Tak wiec poszukiwania nowych radiofarmaceutykéow
wymagaja umiejetnosci znakowania coraz to nowych
biomolekut. W ramach prac prowadzonych przez nasz
zesp6t w Centrum Radiochemii i Chemii Jadrowej IChTJ
poczatkowo kompleksami technetu-99m na réznych
stopniach utlenienia znakowane byty pojedyncze
aminokwasy (alanina, lizyna), nastepnie modelowy
tréjpeptyd glicyna-glicyna-tyrozyna, a w docelowym
etapie prac biomolekuty wskazywane przez srodowi-
sko farmaceutéw i lekarzy. Biomolekuty znakowane
byty radionuklidem #™Tc przy uzyciu dwufunkcyjnego
facznika CN-BFCA (Bifunctional Coupling Agent), za-
wierajacego grupy funkcyjne: izonitrylowg CN-, trwale
kompleksujaca kation technetu-99m, i grupe karboksy-
lowa w formie estru imidobursztynianowego. W reakgcji
przytaczania biomolekuty pomiedzy grupa karboksylo-
wa dwufunkcyjnego tacznika i grupa aminowa N-korica
peptydu szybko i z duza wydajnoscig powstaje wigza-
nie amidowe (rys. 6).

Radionuklid technet-99m uzywany do znakowania
biomolekut stosowany byt najczesciej w formie kom-
pleksuzmieszanymiligandami, typu "4+1" w ktérym ka-
tion technetu na +3 stopniu utlenienia skompleksowa-
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Rys. 6. Schemat reakcji przytqczania biomolekuty do dwufunkcyjnego tqcznika CN-BFCA
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ny jest przez tetradentny ligand tris (2-merkaptoetylo)
amina, NS, (zawierajacy trzy atomy donorowe siarki
i jeden atom azotu N(CH2CHZSH)3) oraz wspomniany juz
powyzej monodentny ligand izonitrylowy, sprzezony
uprzednio z biomolekutg (rys. 7).

Rys. 7. Budowa radiobiokoniugatu *"Tc(NS )(CN-BM)

Dla wszystkich syntezowanych w skali n.c.a. radio-
biokoniugatéw wykonywane byty badania ich trwato-
$ci w funkgji czasu w roztworze buforu PBS o pH=7,4
(roztwor taki imituje warunki ptynéw ustrojowych),
w roztworach zawierajacych w duzym nadmiarze li-
gandy konkurencyjne (ligandy z aktywnymi grupami
-NH,, -SH, -COOH, np. cysteina, histydyna) oraz w suro-
wicy ludzkiej. Wyznaczano ich lipofilowos¢ w ukfadzie
n-oktanol/PBS pH=7,4, oraz, przy uzyciu wybranej linii
komorkowej, ich powinowactwo wzgledem odpowied-
nich receptoréw. Dla najlepiej rokujacych radiobioko-
niugatéw wykonywano badania biodystrybucji.

Wspdlnie z Instytutem Radiofarmacji, HZDR, Ros-
sendorf w Niemczech, prowadzone byly prace nad
znakowaniem biatka RGD [15] i bombezyny [16]. Biatko
RGD (Arg-Gly-Asp) to sekwencja trzech aminokwaséw:
argininy, glicyny i kwasu asparaginowego. W formie cy-
klicznej biatko cRGDyK wigze sie swoiscie z receptorem
integrynowym a 8., ktérego nadekspresja wystepuje
na wielu typach komérek nowotworowych. Wigzac
sie z receptorami zlokalizowanymi na komérkach no-
wotworowych hamuje proces angiogenezy, migracje
komérek nowotworowych oraz tworzenie przerzutow.
Bombezyna to zbudowany z 14 aminokwaséw peptyd,
uwalniajacy gastryne (GRP, Gastrin Releasing Peptide).
Charakteryzuje sie on duzym powinowactwem do re-
ceptoréw GRPr (Gastrin-Releasing Peptide receptor)
BB1iBB2, ktorych nadekspresje stwierdzono na komor-
kach wielu rodzajéw nowotworéw, w tym nowotworow

piersi, prostaty, trzustki, drobnokomadrkowej postaci
raka ptuc. Do syntezy technetowych radiofarmaceu-
tykéw bombezyny stosowano jej krétszy analog 7-14,
zawierajacy BAla BAla jako tacznik i dwa nienaturalne
aminokwasy cykloheksyloalanine (Cha') i norleucyne
(Nle') stabilizujgce peptyd w warunkach in vivo.

W latach 2007-2009 zesp6t realizowat grant badaw-
czy specjalny Nr DAAD/48/2007 finansujacy wykony-
wang przez strone polska cze$¢ badawcza dwustron-
nego projektu ,Zastosowanie nowych kompleksow
Tc i Re z mieszanymi ligandami (4+1) do znakowania
peptydéw’, przyjetego do Programu Wykonawczego
na lata 2007-2008, na mocy porozumienia pomiedzy
Ministerstwem Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Depar-
tament Wspotpracy Miedzynarodowej) i Niemiecka
Akademicka Centralag Wymiany (DAAD). W ramach tego
projektu opracowano synteze technetowego radiobio-
koniugatu peptydu wazopresyna (AVP). Wedtug danych
literaturowych wystepowanie duzej nadekspresji re-
ceptoréw wazopresyny (Arginine vasopressin receptor
2, AVPR2, V2) zostato stwierdzone w przypadku drob-
nokomorkowej postaci raka ptuc (SCLC, small-cell lung
cancer), nowotworu szczegélnie ztosliwego, wystepu-
jacego w postaci rozsianej i nieoperowalnej. Nastep-
nie wykonano synteze technetowego radiobiokoniu-
gatu zawierajgcego analog wazopresyny d(CH,) [D-Tyr
(Et?)-lle*-Eda’]AVP — antagoniste receptoréw V2 (prébke
tego peptydu otrzymalismy od Profesora Maurice Man-
ning, University of Toledo, Toledo, Ohio, United States.
Radiobiokoniugat zawierajgcy antagoniste receptorow
V2 charakteryzowat sie wieksza stabilnosciag w surowicy
ludzkiej oraz wiekszym powinowactwem do recepto-
réw V2 obecnych na komérkach linii H-69.

Aktualnie prowadzone przez zespét prace to synte-
za i badania technetowych radiobiokoniugatow greli-
nowych. Grelina jest 28-aminokwasowym endogen-
nym hormonem wystepujacym we krwi. W ostatnich
latach pojawity sie liczne doniesienia o wystepowaniu
nadekspresji receptora GHS-R1a na komérkach réznych
typow nowotworéw (gruczolak przysadki, guzy neuro-
endokrynne tarczycy, ptuc, piersi, gonad, rak prostaty,
zotadka, jelita grubego, endokrynne i nieendokrynne
guzy trzustki). W ramach tych badan opracowano me-
tode przytaczania biomolekuty poprzez odpowiednio
zmodyfikowang grupe karboksylowa C-konca peptydu
[17]. Metoda ta moze znalez¢ zastosowanie praktyczne
w przypadku peptyddw, ktérych fragment farmakofo-
rowy, odpowiedzialny za oddziatywania biomoleku-
fa - receptor, obejmuje (tak jak w przypadku greliny)
aminokwasy potozone na N-koncu peptydu. Nastepnie
wykonano syntezy radiobiokoniugatéw grelinowych
stosujac rézne kompleksy technetu-99m i zbadano, jak
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wiasciwosci fizykochemiczne komplekséw techneto-
wych wplywaja na powinowactwo radiobiokoniuga-
téow do receptoréw GHS-R1a obecnych na komdrkach
linii DU-145. Tematyka ta byta podmiotem promotor-
skiego grantu badawczego MNiSzW, Nr NN204 186039,
,Badania wptywu wiasciwosci fizykochemicznych ko-
niugatéw komplekséw technetu-99m z n-oktaacyl-
[Ser’]-greling(1-6) na powinowactwo greliny do jej re-
ceptorow” (20.08.2010-19.11.2011).

Kolejna biomolekuty, ktérej technetowe radiobion-
koniugaty obecnie badamy, to substancja P (SP). Jest to
11-aminokwasowy peptyd, ktérego receptory zostaty
zlokalizowane na komérkach nowotworowych glejaka
modzgu. Aktywnym fragmentem tego peptydu (odpo-
wiedzialnym za powinowactwo do receptoréw NK1,
NK2 i NK3, Neurokinin receptors) jest sekwencja pieciu
ostatnich aminokwaséw C-korica peptydu Phe-Phe-
Gly-Leu-Met. Dlatego tez role wektora doprowadza-
jacego receptorowy radiofarmaceutyk do patologicz-
nej tkanki moga petni¢ takze krotsze fragmenty tego
peptydu. Celem naszych badan jest synteza radiobio-
koniugatéw zawierajacych petny peptyd SP oraz jego
fragmenty SP(4-11) i SP(5-11), a nastepnie poréwnanie
powinowactwa receptorowego tych radiobiokoniuga-
tow.

W projekcie rozwojowym NCBiR Nr N R13 0150 10
,Opracowanie metody otrzymywania receptorowego
radiofarmaceutyku diagnostycznego do obrazowa-
nia raka sutka typu HER-2 - Lapatinibu znakowanego
technetem-99m” (02.12.2010-30.11.2012) prowadzone
s badania nad otrzymaniem diagnostycznego radio-
farmaceutyku receptorowego, ktérym moze by¢ lek
antynowotworowy Lapatinib potaczony z kompleksem
technetu-99m. Lek Lapatinib (stosowany w leczeniu on-
kologicznym guzéw litych, takich jak rak sutka i rak ptu-
ca), dopuszczony 13 marca 2007 r. przez Amerykarska
Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Admini-
stration, FDA) do leczenia zaawansowanych (z przerzu-
tami) przypadkéw raka, wykazuje silne powinowactwo
do receptora Her 2, wystepujacego na powierzchni ko-
morek nowotworowych w okoto 30% przypadkoéw raka
piersi (tzw. nowotwory piersi typu Her-2 dodatnie).

Wspolnie z Zakladem Chemii Farmaceutycznej
i Analizy Lekéw Uniwersytetu Medycznego w todzi pro-
wadzimy badania nad znakowaniem technetem-99m
pochodnych takryny - zwiazku wykorzystywanego
w leczeniu choroby Alzheimera. Zwigzek ten jest inhi-
bitorem enzymu acetylocholinesterazy (rozktadajagcym
acetylocholine do choliny i kwasu octowego), a wiec
hamuje aktywnos$¢ tego enzymu i w ten sposob zwiek-
sza ilo$¢ wolnej acetylocholiny w szczelinie synaptycz-
nej. Towarzyszy temu wzrost przekaznictwa sygnatow

w uktadzie cholinergicznym osrodkowego uktadu ner-
wowego (OUN), co zmniejsza objawy otepienia wyste-
pujace w chorobie Alzheimera. Mozna spodziewac sie,
ze po wprowadzeniu do organizmu znakowanych tech-
netem-99m zwiagzkéw takryny stang sie one sondami
diagnostycznymi, czyli bedg kumulowaty sie w miej-
scach, gdzie znajduja sie cholinoesterazy, dzieki cze-
mu mozna bedzie okresli¢ poziom neuroprzekaznika
w mozgu, a tym samym okresli¢ rejony, gdzie doszto do
jego neurodegeneracji.

Komputerowo wspomagane projektowanie
lekéw (CADD)

W trakcie ostatnich dwu dekad obserwuje sie znacz-
ny wzrost zainteresowania nauk farmaceutycznych
wykorzystaniem zaawansowanych technik oblicze-
niowych w procesie poszukiwania nowych substancji
biologicznie aktywnych. Dynamiczne zwigkszanie sie
mocy obliczeniowej komputerdw, pojawienie sie coraz
doktadniejszych i szybszych algorytméw oraz techno-
logii programowania spowodowato obnizenie kosztoéw
oraz skrocenie czasu trwania tego procesu. Podstawo-
we obliczenia mozna juz dzi$ przeprowadzi¢ przy zasto-
sowaniu komputerdéw klasy PC.

Do podstaw metodologii tzw. racjonalnego projek-
towania lekéw (ang. rationalized drug design) naleza
aspekty obejmujace wykorzystanie technik kompute-
rowych (tzw. in silico) w m.in. parametryzacji czasteczek,
oszacowaniu ich podstawowych wtasciwosci fizykoche-
micznych i elektronowych, jak rowniez przewidywaniu
szlakéw ich syntezy oraz ich wtasciwosci biologicznych.
Jedna z podstawowych metod komputerowo wspo-
maganego projektowania lekéw (CADD, ang. Compu-
ter-Aided Drug Design) bazuje na optymalizacji tzw.
struktur wiodacych komplekséw przy wykorzystaniu
ré6znorodnego oprogramowania (HyperChem, Spartan,
Gaussian, ADF, MOPAC itp.), licznych metod obliczenio-
wych (techniki DFT, MP2, MM etc.) i zwigzanych z nimi
baz funkcyjnych. Dlatego tez, réwnolegle do prac do-
$wiadczalnych dotyczacych réznych aspektéw radio-
farmacji, prowadzono prace zmierzajace do wdrozenia
uzyskanych wspomniang technika obliczen teoretycz-
nych zaréwno budowy, jak i podstawowych witasciwo-
$ci elektronowych komplekséw metali o potencjalnym
znaczeniu farmaceutycznym [18-19]. Obiektami badan
obok kompleksow platyny(ll), byty — trikarbonylkowe
kompleksy technetu(l) oraz renu(l). Modelowanie mo-
lekularne wybranych zwiazkéw wykonywane byto we
wspotpracy oraz z wykorzystaniem bazy komputerowej
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego w Warsza-
wie.
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Poréwnujgc wyznaczong metoda dyfrakcji rent-
genowskiej strukture molekularng wspomnianych
komplekséw ze stosunkowo nieduzymi ligandami or-
ganicznymi (zawierajacymi jednocze$nie donorowe
atomy azotu oraz siarki), z uzyskang na drodze obliczen
kwantowo-mechanicznych strukturg tych komplek-
séw, charakteryzujaca sie najnizsza energia, wykazano,
ze zastosowanie juz stosunkowo prostego funkcjo-
natu MPW1PW prowadzi do uzyskania wynikéw pra-
widlowo obrazujacych strukture komplekséw metali
d-elektronowych planowanych jako potencjalne farma-
ceutyki/radiofarmaceutyki.

Cel poznawczy kolejnych badan realizowano po-
przez wykonanie obliczenn kwantowo-mechanicznych
dla trikarbonylkocych komplekséw technetu(l) i renu(l)
typu ,2+1” (rys. 8) na bardziej zaawansowanym pozio-
mie DFT. Uzyskane wyniki pozwolity nam dokfadniej
zrozumie¢ wptyw oddziatywan metal-ligand na rozktad
elektronowy w obrebie komplekséw oraz trwatosc¢ tych
komplekséw in vitro. Wyniki te wskazaty na wystapienie
znacznego przeniesienia gestosci elektronowej z ligan-
du bidentnego na centralny rdzen M(CO),* oraz wzrost
kierunkowego charakteru m-elektronowego wigzan
w obrebie ligandéw C-O.

Na drodze obliczenn wyznaczono efekty energetycz-
ne tworzenia trikarbonylkowych komplekséw techne-
tu(l)/renu(l) z ligandami bidentnymi (pochodnymi
2-pirydynokarboksyamidu, tiosemikarbazonami) oraz
efekty energetyczne hydrolizy tych komplekséw. Ob-
liczenia wykazaty, ze trwatos¢ in vitro komplekséw tri-
karbonylkowych technetu(l) i renu(l) kontrolowana jest
przez entalpowe czynniki termodynamiczne ich two-
rzenia. Zamiana chloru lub czasteczki wody w komplek-
sie typu ,,2+1B” na powszechnie stosowany w chemii
radiofarmaceutycznej do wigzania biomolekuty ligand
izonitrylowy powoduje obnizenie energii kompleksu
0 4-5 kcal/mol, a co za tym idzie jego wiekszg trwatosc.
Z kolei, przytaczenie biomolekuty do czasteczki ligandu
tworzacego kompleks typu,2,+1" nie pocigga za sobg
ani znacznych skutkéw strukturalnych, ani nie wptywa
na rozktad elektronowy w obrebie czasteczki komplek-
su. Nie generuje takze istotnych réznic energetycznych
w procesie kompleksowania technetu/renu.

Podsumowanie

Przedstawione powyzej, realizowane i planowane
prace badawcze beda kontynuowane w nowo otwar-
tym, zmodernizowanym budynku Centrum Radioche-
mii i Chemii Jadrowej. Wyposazenie Centrum w najno-
woczesniejszg aparature pozwoli na zintensyfikowanie
i rozszerzenie prac. Zamierzamy takze rozpocza¢ bada-
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X Y Y X
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OH / OHZ:
X, 2\\v Y., | \\\\x
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Biomolekula Biomolekula—L Interkalator
Interkalator —L
X// \\Y Y/". \\\\X
oc” ITl\co oc” T\co
CcO CcO
Kompleks "25 + 1" Kompleks "2 + 15"

Rys. 8. Zasada ligandéw mieszanych ,2, + 17 (z lewej strony)
oraz 2 + 1, (z prawej strony) przytqczania biomolekuty warun-
kujgcej dotarcie leku do pozgdanego organu (tzw. terapia celo-
wana)

nia w nowej tematyce, m.in. nad otrzymywaniem ra-
dionuklidu *™Tc na cyklotronach medycznych z tarczy
1Mo (podejmujacy tg tematyke grant NCBIR zostat juz
zakwaliflkowany do finansowania) oraz otrzymywa-
niem znakowanych alfa emiterami tzw. nanobodies.
Nanobodies sg najmniejszymi fragmentami przeciwciat
monoklonalnych i po wyznakowaniu moga by¢ wyko-
rzystywane w terapii w przypadku guzoéw nowotworo-
wych, ktére posiadaja na powierzchni komoérek miejsca
wigzace te przeciwciata. Aktualnie tematyka tg zajmuje
sie dr Pruszynski przebywajacy na stypendium podok-
torskim w Duke University, USA, i zamierza jg kontynu-
owac po powrocie do Centrum.

W tematyce znakowania biomolekut planowane
jest wyznakowanie technetem-99m antagonisty recep-
toréw NK1 oraz poréwnanie powinowactwa recepto-
rowego takiego radiobiokoniugatu z powinowactwem
radiobiokoniugatu zawierajacego substancje P. Planuje
sie takze zsyntezowad radiobiokoniugat zawierajacy
kompleks diagnostycznego/terapeutycznego radio-
nuklidu i dwie rézne biomolekuty. Preparat taki moze
by¢ bardziej skutecznym narzedziem w przypadku no-
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wotwordw, ktdére na btonie komorkowej posiadaja kilka
réznych receptoréw. Ponadto, dzieki wyposazeniu Cen-
trum w najnowoczesniejszg aparature mozliwe bedzie
przygotowywanie w warunkach absolutnej czystosci
tzw. zestawow kit’, to jest zestawdw gotowych do uzy-
cia w warunkach klinicznych i zawierajacych (w odpo-
wiednich ilosciach w postaci zliofilizowanej) wszystkie
reagenty konieczne do syntezy radiobikoniugatu.
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