Streszczenie

Choroby nowotworowe s3 druga najczestsza przyczyng zgondw na Swiecie. Mimo
ciggtego postepu w medycynie, wcigz nie mamy w pelni skutecznej terapii
przeciwnowotworowe;j. Dotychczas stosowane chemioterapeutyki
niskoczasteczkowe wykazuja wysoka toksycznos¢ ogdllnoustrojowa
i niezadowalajace efekty terapeutyczne. Dlatego coraz wiekszym zainteresowaniem
cieszg sie strategie zwiekszajace specyficznos¢ dziatania lekéw poprzez, na przyktad,
wykorzystanie jako nos$nikéw czasteczek kierujacych, ktére wybiérczo rozpoznaja
cel molekularny na powierzchni komoérek nowotworowych. Takie podejscie
umozliwia zastosowanie duzo silniejszych toksyn, gdyz dostarczane sg one wprost
do komoérek nowotworowych, z pominieciem tkanek zdrowych.

Najpowszechniej stosowanymi czgsteczkami Kkierujgcymi sg przeciwciata
monoklonalne, ktore po sprzezeniu z toksynami tworza koniugaty przeciwciato-lek
(ang. Antibody-Drug Conjugates, ADCs). Dotychczas dopuszczonych do stosowania
u pacjentéw zostato dziewie¢ preparatéw ADC. Pomimo zalet, takich jak wysokie
powinowactwo do celu molekularnego, stabilno$¢ i dtugi czas przebywania
w organizmie, przeciwciata monoklonalne posiadajg réwniez wady. Miedzy innymi
mozliwo$¢ stymulacji odpowiedzi immunologicznej czy duzy rozmiar powodujacy
nieoptymalng penetracje litych guzéw nowotworowych. Dlatego poszukuje sie
nowych alternatywnych klas czasteczek kierujgcych. W spektrum zainteresowania
grup badawczych znajduja sie takie czasteczki, jak affibody, aptamery, DARPiny,
inhibitorowe wezty cysteinowe (ang. knottins) czy centryny. Do tej grupy naleza
rowniez ligandy receptorow, w tym czynniki wzrostu fibroblastow (FGF), ktore sa
obiektem badan prowadzonych w naszej grupie od ponad 20 lat.

Do rodziny FGF nalezy czynnik wzrostu fibroblastéw 2 (FGF2). Posiada on wysokie
powinowactwo do receptora 1 czynnika wzrostu fibroblastéw (FGFR1), biatka
transbtonowego nadprodukowanego w wielu typach komorek nowotworowych,
w tym ptuc, piersi, pecherza moczowego, prostaty, trzustki, szpiczaku mnogim
i wielu rodzajach miesakéw. We wcze$niejszych badaniach pokazalisSmy, Ze FGF2 po
kowalentnym potaczeniu z silng cytotoksyng - monometylo aurystatyng E (MMAE) -
wykazuje wysoka toksyczno$¢ w stosunku do komdrek nowotworowych
nadprodukujacych FGFR1 (ECso na poziomie nanomolowym), ale jest praktycznie
nietoksyczny w stosunku do komdrek prawidtowych, o niskim poziomie tego
receptora. Wskazuje to, ze FGF2 moze by¢ zastosowany jako czasteczka kierujaca
i stanowi ciekawg alternatywe do przeciwcial monoklonalnych. Obserwacja ta
stanowi dobry punkt wyjScia dla dalszych prac nad tworzeniem terapii
skierowanych przeciw nowotworom nadprodukujacym FGFR1.

W  moich  badaniach  opracowalem i  scharakteryzowatem  szereg
koniugatow.Pierwsza grupa koniugatéw oparta o FGF2 zawierala dwie czasteczki
MMAE przytaczone do naturalnie wystepujacych w biatku reszt cysteinylowych.
Aby zwiekszy¢ obtozenie czasteczki kierujacej cytotoksykiem, do sekwencji dzikiej
formy FGF2 zostala wprowadzona dodatkowa, wysoce reaktywna reszta
cysteinylowa o sekwencji KCK, obecna w linkerze dodanym na koniec N albo



na koniec C biatka. Dzieki temu, mozliwa byla koniugacja trzech czasteczek
cytotoksyku do jednej czgsteczki kierujacej. W toku prowadzony prac otrzymatem
pie¢ koniugatow FGF2-MMAE, charakteryzujacych sie: czysto$cia przekraczajaca
95%, niezaburzong  strukturg trzeciorzedowg, zachowanym  wysokim
powinowactwem do FGFR1 oraz wysoka specyficznoscig i toksycznoscig (ECso na
poziomie nanomolowym) wobec komdérek nadprodukujcych receptor 1 FGF. Wyniki
prac zostaty opublikowane w 2017 roku w czasopiSmie ACS Omega oraz byty
przedmiotem zgtoszenie patentowego.

Drugim etapem rozwoju koniugatow FGF2 bylo zwiekszenie ich hydrofilowosci
i promienia hydrodynamicznego, w celu wydluzenia cyrkulacji w organizmie.
Zastosowanie hydrofilowej pochodnej aurystatyny (aurystatyny Y, AY) oraz jej
PEGylowanych pochodnych zaowocowato zwiekszeniem toksyczno$ci koniugatéw
FGF2 wobec komorek FGFR1-dodatnich, redukcja niespecyficznej toksycznosci oraz
zwiekszeniem promienia hydrodynamicznego do warto$ci pozwalajgcej zredukowac
szybko$¢ usuwania koniugatu z organizmu w procesie filtracji kiebuszkowe;.
Efektem pracy byto otrzymanie trzech PEGylowanych pochodnych aurystatyny Y
i czterech koniugatow FGF2-AY. Wszystkie koniugaty charakteryzowaty sie wysoka
czystos$cig, brakiem tendencji do agregacji, niezaburzonym powinowactwem do
receptora, zwiekszong toksycznoscig wzgledem komoérek nowotworowych FGFR1-
pozytywnych, a zredukowang wzgledem komoérek FGFR1-negatywnych oraz
otrzymano koniugat o zwiekszonym promieniu hydrodynamicznym (~60 kDa),
pozwalajacym przekroczy¢ prog filtracji kiebuszkowej. Wyniki prac zostaty
opublikowane w 2020 roku w czasopiSmie Molecular Pharmaceutics
i miedzynarodowym zgtoszeniu patentowym.

Najbardziej zaawansowany koniugat oparty o FGF2 posiadal dwa cytotoksyki
réznigce sie mechanizmem dziatania. Pierwszym cytotoksykiem byta czasteczka
MMAE, ktérej mechanizm dziatania polega na inhibicji polimeryzacji mikrotubul
(uzywana weczes$niej). MMAE to hydrofobowy oligopeptyd, posiadajacy zdolno$¢
pasywnego przenikania przez btony biologiczne. Druga toksyna byt inhibitor
polimerazy II i III RNA - amanityna «, hydrofilowy oktapeptyd bicykliczny, ktory nie
przenika pasywnie przez btony biologiczne, ale nie jest rdwniez substratem dla
transporterow ABC. Zastosowanie dwdch cytotoksykow o rdznym mechanizmie
dziatania, przenikalnos$ci przez btony biologiczne i podatnosci na aktywne
wypompowywanie z komdrki, znaczaco zwieksza specyficzng toksycznos¢
koniugatu oraz moze by¢ uzyteczne w leczeniu heterogennych guzéw
nowotworowych i wykazywaé¢ wieksza skuteczno$¢ w stosunku do komérek
nowotworowych o duzym potencjale do nabywanie lekoopornosci. Efektem
prowadzonych prac byto opracowanie wydajnej metody otrzymywanie koniugatéow
posiadajacych dwa roézne cytotoksyki. Otrzymany koniugat zachowat wszystkie
biofizyczne i biologiczne funkcje charakterystyczne dla FGF2 oraz wykazywat
znacznie  zwiekszong cytotoksyczno$¢,  szczeg6lnie  wzgledem  komdrek
nowotworowych o umiarkowanej nadekspresji FGFR1. Wyniki tej cze$ci prac zostaty
opublikowane w 2019 roku w czasopi$mie Molecular Pharmaceutics.



