Zalqcznik 2: Autoreferat przedstawiajqey opis osiqgnie¢ naukowych w jezyku polskim.

AUTOREFERAT

Dr n. farm Piotr Garnuszek

Warszawa, 2012 r.



1.  Imig¢ Nazwisko: Piotr Garnuszek

2.  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

a) magister chemii; Wydzial Chemii Uniwersytetu Warszawskiego; 06.07.1990 r.

b) doktor nauk farmaceutycznych; Rada Naukowa Instytutu Lekow w Warszawie;

10.01.2000 r.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

01.08.2011 — obecnie

01.04.2011 - 31.07.2011

01.02.2007 —31.07.2011

01.2003 — 02.2007

01.1996 — 12.2002

01.1992 - 12.1995

02.1990 — 01.1992

08.1991 —02.1992

Narodowe Centrum Badan Jadrowych Osrodek Radioizotopow
POLATOM, ul. Andrzeja Soltana 7, 05-400 Otwock.
Z-ca Kierownika Pracowni Radiofarmaceutykéw / Glowny

Specjalista Badawczo-Techniczny.

Instytut Energii Atomowej POLATOM Osrodek
Radioizotopéw, 05-400 Otwock-Swierk
Gléwny specjalista (wymiar etatu 1/10).

Narodowy Instytut Lekéw, Zaklad Lekow Izotopowych,
ul. Chelmska 30/34, 00-725 Warszawa.
Kierownik zakladu / Adiunkt / Osoba wykwalifikowana (GMP).

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego (d. Instytut Lek6w).
P.o. Kierownika Zakladu Lekow Izotopowych.

Instytut Lekow, Zaktad Lekéw Izotopowych, ul. Chetmska
30/34, 00-725 Warszawa. Z-ca Kierownika Zakladu / Adiunkt.

Osérodek Badawczo-Rozwojowy Izotopéw POLATOM, Zakiad
Radioimmunologii, 05-400 Otwock/Swierk. Asystent / od
01.1995 Kierownik Pracowni Badawczo-Produkcyjne;.

Katedra Radiochemii i Chemii Radiacyjnej Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego, ul. Pasteura 1, Warszawa.

Mtlodszy specjalista inzynieryjno-techniczny.

Zaklad Chemii Srodowiska Narodowej Fundacji Ochrony
Srodowiska, ul. Zwirki Wigury 101, Warszawa. Asystent
dyrektora (wymiar 1/2 etatu).
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Wskazanie osiggnigcia

wRadioaktywne kompleksy platyny - nowe perspektywy wieloczynnikowej terapii

prieciwnowotworowej”

Moje zainteresowania naukowe szczegélnie dotycza opracowania efektywnych
radiofarmaceutykéw  przeciwnowotworowych, ktére poprzez polaczenie zwigzkéw
cytostatycznych z radionuklidami posiadalyby mozliwos¢ wieloczynnikowego niszczenia
komoérek nowotworowych. Efektem moich badan bylo opracowanie i scharakteryzowanie
wihasciwosci fizyko-chemicznych i biologicznych nowych radioaktywnych komplekséw
platyny znakowanych radionuklidami jodu (I-125, 1-131) i wykazanie, ze posiadaja one cechy

potencjalnych chemio-radioterapeutykow do leczenia nowotworow ztosliwych.

Badania nad wlasciwosciami przeciwnowotworowymi radioaktywnych kompleksow
platyny z ['**1/"*'I]histamina byly prowadzone m.in. w ramach grantu badawczego KBN Nr 3
POSF 004 23 (26.09.2002 - 25.09.2004), pr. ,Badanie synergii aktywnosci
przeciwnowotworowej  in vivo  kompleksow  platyny(Il) z  radioaktywng
[*'/"**I]jodohistaming”, ktérego bylem kierownikiem. Przeprowadzone badania w sposob
jednoznaczny udowodnily znaczace podwyzszenie aktywnosci przeciwnowotworowej in vivo
po réwnoczesnym zastosowaniu kompleksu platyny(1I) 0 aktywnosci
cytotoksycznej/cytostatycznej i radionuklidu emitujacego radiotoksyczne promieniowanie
elektronowe. Badania nad modyfikacja struktury radioaktywnych kompleksow platyny, w
celu poprawy wiasciwosci fizyko-chemicznych i biologicznych, w tym m.in. poprawy
rozpuszczalnosci 1 umozliwienia koordynacji specyficznych ligandéw nosnikowych byly
prowadzone w ramach drugiego, kierowanego przeze mnie grantu badawczego MNiSW Nr
N405 020 31/0911 (15.09.2006-14.01.2009) pt. , Opracowanie i badanie nowych
radioaktywnych  komplekséw  platyny o  zmodyfikowanych  wiasciwosciach
farmakokinetycznych .

Materialem Zrédlowym opisu moich znaczacych osiaggnig¢ naukowych, bedacych
podstawa ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego, stanowi cykl publikacji skiadajacy

si¢ z 8 prac o tgcznym IF rownym 10,846 (MNiSW = 127):
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Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikéw wraz z omdéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.
Wprowadzenie

Oprécz nowej generacji chemioterapeutykow pozwalajacych w przypadku schorzen
nowotworowych regulowa¢ cykl komorkowy, indukowaé apoptoze nieprawidlowych
komorek, czy hamowaé angiogeneze, perspektywiczng strategi¢ w walce z rakiem stanowia
terapic wieloczynnikowe, laczace stosowanie okreslonych zwiazkéw chemicznych
(cytostatykow) lub immunomodulacyjnych (przeciwciata, cytokiny, peptydy receptorowe) z
dzialaniem promieniowania jonizujacego. Podstawowa korzyscia takiej strategii jest
amplifikacja efektu terapeutycznego, wynikajaca z addytywnosci badZ synergii aktywnosci
przeciwnowotworowej zastosowanych czynnikéw oraz lokalnego dziatania. Promieniowanie
jonizujace, w wyniku réznorodnych proceséw radiacyjnych, oddziatuje na komérki niszczac
DNA, a takze inne struktury komdrkowe. Pod wplywem promieniowania dochodzi do
szeregu uszkodzen (gléwnie w jadrze komorkowym), ktore powoduja stopniowe obumieranie
komorek, a tym samym dochodzi do niszczenia guza. Skuteczno$¢ metody radioterapii
nowotworowej w duzym stopniu zalezy od radioczutosci komérek nowotworowych. Jedng z
metod uwrazliwienia komoérek na promieniowanie jonizujace jest zastosowanie zwigzkow
chemicznych oddzialujacych z DNA. Cisplatyna, a takze inne preparaty alkilujace
zawierajace w swojej strukturze atom platyny, naleza do grupy bardzo efektywnych radio-
sensybilizatorow. Zaréwno w badaniach laboratoryjnych jak i klinicznych wykazano, ze
réwnoczesne zastosowanie chemioterapii i radioterapii znaczaco podwyzsza niszczenie wielu
réznorodnych komérek nowotworowych, giéwnie w wyniku zahamowania komérkowych
mechanizméw naprawczych. Dlatego tez, w ciggu ostatnich kilku lat metoda radio-
chemioterapii, tzn. rtéwnoczesnego zewngtrznego napromieniania i terapii cisplatyna, stata sig
standardowa metoda leczenia pacjentéw w stadium zaawansowanego i nieoperacyjnego
niedrobno komérkowego rozleglego raka ptuc (NSCLC). Taki schemat leczenia rokuje tez
nadzieje u pacjentéw z nieoperacyjnym zlosliwym rakiem glowy i szyi, a takze w leczeniu
raka pgcherza moczowego.

Radioterapia jest obok chirurgii najskuteczniejsza metodg leczenia nowotworow
zlodliwych, a jej zastosowania w medycynie ma juz ponad 100 letnig histori¢. Polega na
wykorzystaniu promieniowania jonizujacego w celu zniszczenia komérek nowotworowych.
Najczeéciej stosowang technikg radioterapii jest teleradioterapia (TRH) polegajaca na

napromienianiu chorej tkanki pacjenta z pewnej odleglosci, przy uzyciu zewngtrznych Zrodet



promieniowania jonizujacego, takich jak np. bomba kobaltowa czy akceleratory medyczne, itp.
Inna technika radioterapii jest terapia radionuklidowa polegajaca na leczeniu przy uzyciu
promieniowania jonizujacego po bezposrednim wprowadzeniu do organizmu pacjenta izotopu
promieniotwérczego w postaci odpowiedniego radiofarmaceutyku. Zastosowanie specyficznych
radiofarmaceutykéw, w ktérych obecny radioizotop emituje czastki o krétkim
(promieniowanie B7) lub ultrakrotkim zasiggu (promieniowanie o, elektrony Augera), moze
prowadzi¢ do lokalnego podwyzszenia lub nawet zwielokrotnienia efektywnej dawki
radioterapeutycznej, dodatkowo dzialajacej na nowotwdr w sposob ciagly. Krotki zasigg
emitowanych czastek B~ lub czastek a czy tez elektronéw Augera, 0 wysokim liniowym
wspdlczynniku przenoszenia energii (LET — Linear Energy Transfer) zmniejsza ryzyko
radiacyjnego uszkodzenia tkanek zdrowych, a w zwiazku z tym, przy spelnionym warunku
specyficznej lokalizacji radiofarmaceutyku, toksycznos¢ tej metody jest znacznie nizsza niz
przy zastosowaniu zewngtrznego napromienienia. Przykiadem wieloczynnikowej terapii z
uzyciem radionuklidéw moze byé radio-immunoterapia z zastosowaniem przeciwciala
monoklonalnego anty-CD20 znakowanego radionuklidami I-131 Tub Y-90 (Zevalin), ktora
charakteryzuje si¢ kilkukrotnie wieksza skutecznoscia leczenia niektdérych typéw chioniakdw
(non-Hodgkin’s lymphoma) niz dotychczasowa metoda z uzyciem nieradioaktywnego
przeciwciata Rituximab. W badaniach in vitro, synergiczne efekty przeciwnowotworowe
obserwowano stosujac rownoczesnie cisplatyng z radiofarmaceutykami takimi jak np.
etydronian renu-186 (lg(’Re-HEDP), czy jodek-131 sodu. Takze w badaniach klinicznych
stwierdzono korzysci stosowania cisplatyny w potaczeniu z radiofarmaceutykami, takimi jak
np. meta-["*'Ijodo-benzyloguanidyna (**'I-MIBG) czy #5rCl, (zwigkszona odpowiedZ na
paliatywne leczenie przerzutéw nowotworowych do koséca — z 50% do 86%). Strategia
jednoczesnej kuraji cisplatyna i "'I-'MIBG w niedlugim czasie bedzie rutynowo stosowana
do leczenia nerwiaka niedojrzalego o rozsianym charakterze. Do tej pory, jedynym efektem
niekorzystnym obserwowanym w badanych klinicznie przypadkach byla przejsciowa

toksycznos¢ hematologiczna.

Radioaktywne kompleksy platyny
Oprécz jednoczesnego stosowania chemioterapeutykoéw np. cisplatyny z réznymi

powszechnie znanymi radiofarmaceutykami jak np. BILMIBG i ¥SrCl,, czy jodek-131 sodu,
otrzymano réwniez radioizotopowe analogi cisplatyny, karboplatyny i iproplatyny z uzyciem
radionuklidéw platyny: Pt-195m (ti» 4.02 d; 1T; Ey 76.3 keV, Ee- 175 keV), Pt-193m (t12
433 d: IT; Ey 12.6 keV, Ee- 130 keV) oraz Pt-191 (ti2 2.8 d; EC; Ey 293 keV, Ee- 65.6 keV).



Zaréwno w badaniach in vitro jak i in vivo wykazano efektywne i spotggowane niszczenie
komérek nowotworowych po zastosowaniu radioizotopowych kompleksow platyny w
poroéwnaniu do ich nieradioaktywnych analogéw a takze promieniowania jonizujacego —
czynnikow stosowanych osobno. W badaniach in vitro Howell i wsp. (Radiat Res, 1994)
wykazali radiotoksyczne dziatanie elektronéw Augera na komorki nowotworowe poddane
dzialaniu '° "Pt-trans-platyny. Howell i Sastry (Proc. 4th Int. Radiopharm. Dosimetry Symp,
1986) wykazali na zwierzgcym modelu nowotworowym czerniaka (B16 melanoma), ze
'93"‘Pt-ci5platyna wydluza czas zycia zwierzat w stosunku do grupy leczonej cisplatyng. W
badaniach na myszach z bezpostaciowym rakowiakiem AB (BALBc/human squamous cell
carcinoma AB) Areberg 1 wsp. (Int J Radiation Oncology Biol Phys, 2001) zaobserwowali
kilkukrotnie wyzsza inhibicje rozwoju guza po leczeniu zwierzat '° Pt-cisplatyng w
poréwnaniu do leczenia sama cisplatyng, a ponadto nie stwierdzil istotnego zwigkszenia

toksycznosci towarzyszacej stosowaniu chemioterapeutyku.

Cel i Koncepcja Podjetych Badan

Celem moich badan bylo opracowanie nowej generacji radioizotopowych pochodnych
cisplatyny o podwyzszonej efektywnosci przeciwnowotworowej, wynikajacej z synergii
cytostatycznej aktywnosci jonu centralnego platyny (dziatanie alkilujace) i promieniowania
jonizujgcego emitowanego przez przylaczony radionuklid.

Izotopy platyny {Pipy 18py Wimpn wydaja si¢ wyborem naturalnym do opracowania
radiofarmaceutykow przeznaczonych do wewnetrznej terapii wieloczynnikowej, jednak
posiadaja wady, ktére ograniczajq ich powszechne zastosowanie, w tym przede wszystkim
wysoki koszt pozyskania oraz niska aktywno$¢ wilasciwa. Ze wzgledu na korzystne cechy
rozpadu promieniotworczego, przewidywalng chemige oraz biologiczne wlasciwosci, a takze
wieloletnie zastosowanie w medycynie nuklearnej, do realizacji celu wybralem izotopy jodu:
I-131 (t12 8.02 d; B: 606.3 keV (89.4%), 333.8 keV (7.36%), y: 364.48 keV (81.2%)) oraz
I-125 (t,259.6 d; EC; elektrony Augera: 25/rozpad ~15-350 eV, y: 35.49 keV).

W mys$l zalozonej koncepcji, nowy radiofarmaceutyk powinien posiada¢ strukture
kompleksu, w ktorym rdzen stanowi atom platyny, do ktoérego przylaczony jest ligand
stanowigcy nos$nik terapeutycznego izotopu promieniotwdrczego. Wspdtobecnosé kationdw
platyny oraz Zrodta promieniowania jonizujacego w komorkach nowotworowych, powinna
prowadzi¢ do ich uwrazliwienia na dzialanie promieniowania jonizujacego, a w konsekwencji
do wigkszej efektywnos$ci destrukcyjnego oddzialywania obu czynnikow na DNA i proces

replikacji komérek nowotworowych.



Omoéwienie Wynikéw Badan

Synteza i charakterystyka komplekséw Pt(II) z histamina znakowana radionuklidami:
1-125i1-131

Praca I. Garnuszek P, Maurin JK, Witowska-Jarosz J, Ptasiewicz-Bak B. Synthesis and

characterisation of platinum(Il) complexes with histamine and iodohistamine. Inorganica
Chimica Acta. 2002;338C: 119-126.

W reakcji rownomolowych iloéci KoPtCly z histaming lub jodohistaming otrzymatem
kompleksy o stechiometrii 1:1, o postulowanym wzorze ogélnym Pt(I)CL,L-nH,O, gdzie L
oznacza ligand, histaming lub jodohistaming, a n reprezentuje liczbg zasocjowanych
czasteczek wody. Wyniki analizy elementarnej sugeruja obecno$¢ dwoch czasteczek wody
zwigzanych z czasteczka kompleksu PtCllodohistamina, oraz ulamkowa liczbe
(najprawdopodobniej %) dla kompleksu PtClLHistamina. Wzory sumaryczne obu
kompleks6w zostaty potwierdzone metoda spektrometrii mas (MS) z zastosowaniem lagodne;
techniki jonizacji ESI (Electron Spray lonisation). Badania technikag MS ESI potwierdzity
solwatowanie czasteczek kompleksu oraz tworzenie dimeréw z udzialem rozpuszczalnika, a
takze dostarczyly dowodéw stopniowej wymiany anionéw chlorkowych z kompleksu na
czasteczki rozpuszczalnika, analogicznie jak obserwuje si¢ w przypadku cisplatyny. Na
widmach masowych (MS ESI) zarejestrowanych dla komplekséw platyny(II) z jodohistaming
(I-Hist) w roztworze dimetyloformamidu, obserwowano giéwnie deprotonowane jony ujemne
przy warto$ciach m/z 501 i 574, odpowiadajace kolejno kompleksom PtCl;I-Hist o masie
nominalnej M=502 i jonowi addycyjnemu kompleksu z rozpuszczalnikiem PtCLI-Hist-DMF
o0 masie 575. Badania metoda elektroforezy bibulowej wykazaty, ze kompleksy P(II)CLL sa
czasteczkami obojetnymi. Obserwacje te sugeruja koordynacje platyny(Il) przez dwa aniony
chlorkowe oraz dwa donorowe atomy azotu z czasteczki histaminy lub jodohistaminy — przez
atom azotu z funkcyjnej grupy aminowej (N*) oraz atom azotu z pierscienia imidazolowego
(N3). Jednoznacznego dowodu na taki typ koordynacji dostarczyly badania przeprowadzone
metoda dyfrakcji rentgenowskiej, wykonane dla otrzymane;j krystalicznej postaci kompleksu
Pt(INCl;Histamina. Oprécz potwierdzenia struktury i opisu kompleksu Pt(II)Cl;Histamina o
plasko kwadratowym rdzeniu, badania krystalograficzne pokazaly istnienie w sieci
krystalograficznej silnej sieci migdzyczasteczkowych wiazan wodorowych, w tym rowniez
rzadkiego typu NH-Pt i CH-Pt, tzw. trzy-centrowe-cztero-clektronowe oddziatywania (3c-
4e). Przypuszcza sig, ze tego typu oddziatywania miedzyczasteczkowe majg istotne znaczenie
w aktywacji reakcji katalitycznych z udzialem atoméw metali przejsciowych, a takze w

reakcjach przeniesienia protonu w systemach biochemicznych.



Synteza radiochemiczna kompleksu platyny(II) ze znakowang histaming (‘*’I-Histamina
lub *'I-Histamina) prowadzita do otrzymania komplekséw o stechiometrii 1:1, zwykle o
aktywnosci wlasciwej od 5 do 30 MBg/umol Pt. Po etapie chromatograficznego oczyszczania
czystos¢ radiochemiczna komplekséw wynosila ponad 98% i utrzymywala si¢ na tym

poziome ponad 1 miesiac od syntezy.

Kompleksy Pt(IV) z Histaming

PracalV. Garnuszek P, Maurin M, Skierski JS, Koronkiewicz M, Witowska-Jarosz J. Synthesis and
Preliminary Evaluation of the New Water-Soluble Radioactive Platinum(IV) Complexes.
Journal of Inorganic Biochemistry. 2004,98(3):553-559.

Reakcja K;PtCls z histaming prowadzi do otrzymania giéwnie komplekséw o
stechiometrii 1:2 ([Pt(IV)Clz(Histmnina)2]2+), o bardzo dobrej rozpuszczalnosci w wodzie
(>100 mg/ml). Wyniki analizy elementarnej wyizolowanego kompleksu, wskazywaty na
otrzymanie zwiazku o wzorze sumarycznym C;oH2ClaNgOsPt (Mw 540.3 g/mol), ktory
mozna przypisa¢ kompleksom o wzorze ogdélnym Pt(CsHoN3)2(OH),Cl, x H,O, gdzie
(CsHgN3); = (Hist),. Widma masowe (MS ESI) wykazaly cztery gtowne szeregi izotopowe
reprezentowane stosunkami m/z: 522-525, 486-488, 447-453 1 411-416, ktére mozna
przypisaé odpowiednio jonom: [Pt(Hist);g(OH)z,C]g-I”H*]*, [Pt(Hist)2(OH),,C1]",
[Pt(Hist)(OH),,Cl; HCI+H']", [Pt(Hist)(OH),,Cl,#H']". Wyniki badan MS wskazuja na
labilno$¢ kompleksu w roztworach wodnych, zwigzang na przykiad z szybka wymiang
ligandow migdzy wewnetrzng i zewngtrzng sfera koordynacyjna.

Synteza radiochemiczna prowadzona byla przy 2.5-krotnym nadmiarze znakowanej
[*I]histaminy w stosunku do K,PtCls. Po oczyszczeniu metoda chromatografii zelowej
otrzymywano preparaty radioaktywnego kompleksu Pt(IV) o czystosci radiochemicznej
powyzej 96% i aktywnosci wlasciwej w zakresie od 2 do 25 MBg/umol Pt. Badania metoda
elektroforezy bibulowej wykazaty pojedynczy sygnal kompleksu, ktéry migrowat w kierunku
katody, co $wiadczylo o wystgpowaniu kompleksu Pt(IV) w formie jonowej o dodatnim

tadunku.

Badania komplekséw platyny z histaming metodami obliczeniowymi

Praca VI.  Oziminski W, Garnuszek P, Bednarek E, Dobrowolski JCz. The Platinum Complexes with
Histamine: Pt(I1l)(Hist)CIl2, Pt(ll)(lodo-Hist)Cl; and Pt(IV)(Hist),Cl,. Inorganica
Chimica Acta. 2007,360:1902-1914.

Aby wspoméc charakterystyke struktury kompleksow platyny z histamina, szczegdlnie
w przypadkach kompleksow radioaktywnych i kompleksu Pt(IV) z histamina, dla ktérego nie



uzyskano wiarygodnych wynikéw badan strukturalnych metoda dyfrakeji rentgenowskiej i
NMR, przeprowadzono badania metodami obliczeniowymi chemii kwantowej celem
przyblizonego okreslenia potencjalnych struktur komplekséw. Badania obliczeniowe
struktury komplekséw Pt(II)Clo(I-Hist) i Pt(IV)Cly(Hist), poprzedzono poszukiwaniem
najbardziej wiarygodnych metod obliczeniowych, dajacych najwieksza zgodnos¢ obliczonych
parametréw geometrycznych dla wytypowanych kompleksow referencyjnych w zestawieniu z
danymi eksperymentalnymi.

Obliczenia kwantowo-chemiczne byly prowadzone przy uzyciu pakietu programow
Gaussian 03. Dla referencyjnych komplekséw: Pt(II)Cl,Hist oraz kompleksu Pt(IV) z dwoma
czasteczkami etylenodiaminy (en): Pt(IV)Clz(en),, wykonano szereg obliczen optymalizacji
geometrii z zastosowaniem ponad 20 réznych funkcjonatéw DFT zaréwno pierwszej jak i
nowszych generacji. Zastosowano funkcjonaty DFT tzw. pure-DFT: OLYP, OPW91, VSXC,
BB95, G96LYP, HCTH, SVWNS5 oraz hybrydowe tzw. hybrid-DFT: MPW1PW91, B3PW91,
B3LYP, B3P86, BHandHLYP, B971, B1B95. Sprawdzono takze mozliwosci zastosowania
rachunku zaburzen drugiego rzedu w ujeciu Mellera-Pleseta MP2. W ramach prowadzonych
prac zbadano réwniez zalezno$¢ dokiadnosci obliczen od zastosowanej bazy funkcyjnej
orbitali atomowych. Przetestowano nastgpujace bazy: dla atomu Pt: LANL2DZ oraz Stuttgart
ECP RSC 1997; dla pozostalych atoméw: 6-31G**, 6-311G**, 6-31++G**, 6-311++G**, cc-
pVTZ. Dla badanych komplekséw obliczono teoretyczne widma NMR metodag GIAO-CHF
oraz rozklad ladunku elektronowego metoda NBO. Wyniki obliczen zostaly nastgpnie
poréwnane z dostepnymi danymi eksperymentalnymi dla obu zastosowanych zwiazkow
referencyjnych.

Na podstawie przeprowadzonych obliczeniowych badan walidacyjnych wytypowano
trzy funkcjonaty DFT: MPW1PW91, OPW91 oraz SVWNS, dajace najlepsza zgodnos¢ z
danymi eksperymentalnymi. Jako kryteria zgodnoéci brano pod uwage zar6wno dhugosci
wigzan i wartosci katéw, jak i rozmieszczenie ladunku -elektronowego w molekule
odzwierciedlane w widmach NMR. Obliczenia wykonane za pomocg réznych baz
funkcyjnych pozwolity wybra¢ jako optymalne bazy Stuttgart ECP RSC 1997 (dla Pt) oraz 6-
311G** (dla pozostalych atoméw). Stosujac obliczenia DFT z funkcjonalem MPWI1PW91
uzyskano réwniez bardzo dobra korelacj¢ pomiedzy symulacja widma NMR 'Hi Bz
danymi eksperymentalnymi dla Pt(I)Cl;Hist. Dla uzyskania zbieznych przesunigé
chemicznych dla 195pt konieczne bylo podejécie relatywistyczne z formalizmem ZORA.
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Prognozowanie struktury kompleksu Pt(I1)Cl,(I-Hist)

Badania metoda MPWIPWO91/Pt(Stutt.)/6-311G** pokazaly zaskakujaca zgodnos¢
pomigdzy obliczonymi dlugosciami wigzan w kompleksie Pt(II)Cly(I-Hist) z dlugosciami
wigzan obserwowanymi eksperymentalnie dla kompleksu Pt(II)Cly(Hist) (w sytuacji
pominigcia dlugosci wigzan dla C-1 i atomow H). Ponadto, zestawienie obliczonych
tadunkéw czgsciowych, oszacowanych z zastosowaniem metody NBO przekonuje, ze wptyw
atomu jodu przylaczonego do atomu wegla C5, jest praktycznie zaniedbywalny dla
wszystkich innych atoméw poza C5 — réznica czg$ciowego tadunku byta nie wigksza niz 0.01
e. Ladunki czesciowe dla atoméw H(CS) i I(C5) réznig sig, aczkolwiek nie w sposéb
drastyczny: odpowiednio 0.260 vs. 0.405. Na podstawie tych obserwacji oraz istotnej
zgodnosci parametréw geometrycznych i ladunkéw czesciowych dla pozostalych atomoéw,
mozna wyciaggnaé¢ wniosek, ze wprowadzenie atomu jodu do pierScienia imidazolowego
histaminy nie wplywa zauwazalnie na geometri¢ kompleksu, poza oczywistym wplywem na
atom wegla bezposrednio polaczonego z atomem jodu, a potencjal elektrostatyczny dla obu

kompleksow, PtCly(Hist) i PtCly(I-Hist), jest podobny.

Prognozowanie struktury kompleksu Pt(IV)Cl,(Hist),

W badaniach nad kompleksem Pt(IV)(Hist);Cl; rozwazano 4 struktury: 2 struktury cis
(cis-anti i cis-syn), w ktérych kgt pomigdzy dwoma atomami chloru (Cl;—Pt—Clz) wynosi ok.
90° i dwa dwukleszczowe ligandy histaminowe (N°, N3) zajmujg pozostale cztery pozycje w
kompleksie o strukturze oktaedru oraz 2 struktury trans (syn-trans i anti-trans), w ktérych kat
pomiedzy atomami chloru jest bliski 180°. Te dwie struktury trans réznig si¢ symetrig: syn-
trans — symetria bliska C; i anti-trans — symetria bliska Ca;, (lub C;).

Obliczone réznice energii pomiedzy izomerami sa wzglednie male, ponizej 0.956
kcal/mol. Ponadto, r6ézne zastosowane funkcjonaly, faworyzuja rézne struktury.
MPWI1PW91/Pt(Stutt.)/6-311G** wskazuje izomer cis-anti jako najbardziej stabilny,
jednakze stabilno$¢ izomeru anti-trans jest ledwie 0.119 kcal/mol nizsza. Metody
OPWO91/Pt(Stutt.)/6-311G** i SVWNS/Pt(Stutt.)/6-311G** wskazuje na najwyzsza stabilnos¢
izomeru anti-trans. Stad konkluzja, ze w przypadku komplekséw labilnych, takich jak
Pt(IV)(Hist),Cl,, nie mozna w sposob jednoznaczny wskaza¢ najbardziej stabilnych
izomeréw, gdyz znalezione roznice energii sa ponizej poziomu doktadnosci zastosowanych
metod obliczeniowych. Na tej podstawie mozna sie spodziewa¢, ze w roztworach kompleks

moze wystepowaé W postaci mieszaniny izomeréw, natomiast nie mozna  wskaza¢
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dominujacej struktury w fazie krystalicznej, gdyz kazda z rozwazanych struktur moze by¢
stabilizowana w wyniku oddziatywar migdzyczasteczkowych.

Aktywno$éé cytotoksyczna i cytostatyczna in vitro komplekséw platyny z histaming

Pracall.  Garnuszek P, Liciriska I, Skierski JS, Koronkiewicz M, Mirowski M, Wiercioch R,
Mazurek AP. Biological investigation of the platinum(Il)-[*I]iodohistamine complexes of
potential synergistic anti-cancer activity. Nuclear Medicine and Biology.
2002;29(2):169-175.

PracalV. Garnuszek P, Maurin M, Skierski JS, Koronkiewicz M, Witowska-Jarosz J. Synthesis and
Preliminary Evaluation of the New Water-Soluble Radioactive Platinum(IV) Complexes.
Journal of Inorganic Biochemistry. 2004,98(3):553-559.

Aktywnoéé cvtotoksyczna komplekséw

Badania wilasne aktywnos$ci cytotoksycznej in vitro dla opracowanych komplekséw

platyny z histamina, przeprowadzone na kilku liniach komorek nowotworowych wykazaty, iz
nieradioaktywne kompleksy platyny(II) i (IV) charakteryzuja si¢ okolo dwukrotnie nizsza
cytotoksycznoscia niz cisplatyna w stosunku do komoérek MCF-7 i COLO-205, i ponad 4-
krotnie nizsza cytotoksycznoscig w stosunku do komorek raka ptuc H460 (Tabela 1). Badania

12I1Hist pokazaly podwyzszenie

z zastosowaniem radioaktywnego kompleksu Pt(II)Cly[
aktywnoéci cytotoksycznej w poréwnaniu z kompleksem nieradioaktywnym. Bardzo niska
lub catkowity brak cytotoksycznosci obserwowano dla komplekséw w badaniach na liniach
biataczkowych: HL-60, L-1210 i MOLT-4, a takze w stosunku do normalnych komorek

malpiej nerki (VERO).

Tabela 1. Cytotoksycznosé (ICso M) preparatéw platynowych (inkubacja 48 h) badanych na
kilku liniach komérkowych ludzkich nowotworow

Kompleks MCF-7 |COLO-205| H460 | A549/ | HT-29 | LNcap
ATCC

o R VL B YR B R e il B e BT

Pt(I1)Cl,Histamine 55 66 135 13.8% 25.1* 10.5%

TR

[Pt(IV)(Hist),(OH),]Cl, 59 - - - - -

MCF-7 — human breast adenocarcinoma; COLO-205 — human colon carcinoma; H460 — human lung
cancer; A49/ATCC — human lung carcinoma,; HI-29 — human colon carcinoma; LNcap — human
prostate adenocarcinoma.

* dane z publikacji Ye QS, Xie MJ, Liu WP, Chen XZ, Yu Y, Chang QW, Hou SQ. Synthesis,
characterization and cytotoxicity of dihalogeno-platinum(Il) complexes with L-histidine ligand. Chem
Pharm Bull (Tokyo). 2009,;57(4):424-7.
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Aktywnos¢ cytostatyczna kompleksow

Badania metoda cystometrii przeplywowej pokazaly silna, cytostatyczng aktywnosé
kompleksu Pt(II)Cly(I-Hist) w stosunku do komorek gruczolakoraka okreznicy (COLO-205).
Kompleks silnie moduluje cykl komoérkowy blokujgc przejscie z fazy G1 (blok w G1), co
objawia si¢ istotnym wzrostem liczby komorek w fazie G1. W tym samym czasie obserwuje
si¢ spadek liczby komorek w fazie S i G2+M, co wskazuje na zaburzenie w funkcjonowaniu
genomu. W konsekwencji obserwuje si¢ zahamowanie proliferacji komérek i indukcje
procesu apoptozy. Faza S cyklu komorkowego jest najbardziej odporna faza na dziatanie
radiacyjne. Dlatego tez obserwowany spadek ilosci komoérek COLO-205 w tej fazie i
obserwowany jednoczesnie wzrost liczby komoérek w radioczulej fazie G1 sugerujg
potencjalng skuteczno$¢ wspoéiniszczenia tych komorek przez kompleks platynowy i
promieniowanie jonizujace.

Dla kompleksu Pt(IV) z histaming, badania cytometryczne wykazaly aktywno$é
cytostatyczng w stosunku do komorek gruczolakoraka sutka (MCF-7), przejawiajacg si¢ w

blokowaniu komoérek w fazie S cyklu komérkowego. Podobne obserwacje poczyniono dla

cisplatyny.

Badania in vivo biodystrybucji i farmakokinetyki radioaktywnych komplekséw platyny

Biodystrybucja kompleksu Pt(II)Cl,[*I]Histamina

Pracall.  Garnuszek P, Licinska I, Skierski JS, Koronkiewicz M, Mirowski M, Wiercioch R,
Mazurek AP. Biological investigation of the platinum(1l)-[*I]iodohistamine complexes of
potential ~ synergistic  anti-cancer activity. Nuclear Medicine and Biology.
2002;29(2):169-175.

Praca V.  P. Garnuszek, I. Liciniska. Preliminary radiochemical and biological studies on the
liposome encapsulated platinum-['**I]iodohistamine complex. Nucl. Med. Rev. - CEE
5(2): 145-149 (2002).

W badaniach biodystrybucji na zdrowych szczurach (Wistar) stwierdzono lokowanie
radioaktywnego kompleksu Pt(IT)Cl;[*I]Hist gtéwnie w watrobie (40% dawki podanej ID —
injected dose, po 2h po iniekcji dozylnej), a takze w jelitach (15 %ID). Po 24 h stezenie
preparatu w watrobie utrzymywalo si¢ na prawie niezmienionym poziomie, obserwowano
natomiast klirens preparatu z innych tkanek migkkich. Wydalanie kompleksu z moczem
wynosifo blisko 40 %ID po 24 h. Retencja kompleksu w nerkach byla do$¢ niska i
zmniejszala si¢ w czasie (z 3.1 do 1.8 %ID, odpowiednio po 2 i1 24 h). Korzystng cechg byto
niskie gromadzenie w tarczycy, co $wiadczy o stabilnosci preparatu in vivo, a takze niski

poziom retencji kompleksu w zdrowej tkance migéniowej. Generalnie, taki schemat
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biodystrybucji jest podobny do obserwowanego dla cisplatyny, ale niewatpliwie
korzystniejsza cecha nowego kompleksu jest jego niski poziom retencji w nerkach, a jak
wiadomo nefrotoksyczno$é jest najpowazniejszym skutkiem ubocznym towarzyszacym
chemioterapii cisplatyna.

Poréwnawcze badania biodystrybucji radioaktywnego kompleksu Pt(II) z [*I]histaming
wykonano réwniez na kilku mysich modelach nowotworowych (Tabela 2): heterotopowym i
homotopowym modelu gruczolakoraka u myszy C3H (myszy z genetyczng predyspozycjg do
rozwoju raka sutka) — odpowiednio podksérny i dosutkowy przeszczep ustabilizowanych
komérek 16C (wyizolowana linia komérek gruczolakoraka sutka); heterotopowym modelu po
implantacji homogenizatu komodrek nowotworowych pozyskanych od myszy C3H z
rozwinietym spontanicznym rakiem sutka; oraz dwoch heterotopowych modelach (przeszczep
podskémy w okolice grzbietowe): gruczolakoraka okrgznicy (C38) i raka ptuc (LLC).

W badaniach na myszach po implantacji homogenizatu spontanicznego raka sutka
obserwowano bardzo wysoka retencje radioaktywnosci we krwi (ponad 14 %ID/ml), z czym
nalezy wiazaé réwniez wysoki poziom radioaktywnosci w wielu organach oraz w guzie. Po
czasie 24 godzin obserwowano spadek radioaktywnosci w organach, ale takze w guzach (3.8
%ID/g po 2h i 2.3 %ID/g po 24h). W organizmie myszy C3H z przeszczepionymi komoérkami
16C (model heterotopowy) stezenie preparatu we krwi bylo nizsze, ale za to poziom retencji
kompleksu w guzach wykazywal tendencj¢ wzrostows (narastanie z 1.7 %ID/g po 2 h do
3.2% ID/g po 24 h). Najwyzsze gromadzenie w guzach obserwowano na heterotopowym
modelu raka okreznicy C57BL6(C38): 4.0 %ID/g i 3.8 %ID/g, odpowiednio po 2 i 24 h. Na
wszystkich badanych mysich modelach nowotworowych zaobserwowano korzystnie wysokie
stosunki gromadzenia kompleksu Pt(I)CLo[*I]Hist w guzach nowotworowych w poréwnaniu
do gromadzenia w zdrowej tkance mig$niowe (T/M - tumour to muscle), przekraczajace T/M

> 3, anawet T/M > 5 (modele heterotopowe C3H(16C) i C57BL6(C38), Tabela 2).

Tabela 2. Poréwnanie wybranych parametréw biodystrybucyjnych kompleksu Pt(II)([*1] Hist)
na kilku modelach nowotworowych

Model nowotworowy Czas Gromadzenie | Guz/Krew Guz/Migsien
po iniekcji w guzie (T/B) (T/M)
preparatu (%ID/g)

Model heterotopowy s S T S0 . 06 2:27¢

C3H (16C) 24h . | 321/-06 ¥ 1.3 52

Model homotopowy 2h 1.4+/-03 0.4 1.8

C3H (16C) 24 h 1.6 +/-0.4 0.8 3.5
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Model spontanicznego 2h 3.8+/-1.1 0.3 3.8
raka u myszy C3H 24 h 23+-08 0.5 2.6
Model heterotopowy 2h 4.0+/-1.1 1.0 |
C57BL6 (C38) 24 h 3.8+/-1.7 3.2 8.5
Model heterotopowy 2h 2.14/-0.2 0.5 1.6
BALB/c (LLC) 24h 29+/-0.4 1.7 3.1

Farmakokinetyka kompleksu Pt(IICl,[*I]Histamina

Komunikat. Garnuszek P. Biodistribution studies of the radioactive Platinum-Histamine complex.
Annual Congress of the EANM Munich, Germany, 11-15 Oct. 2008. Oral presentation
461. European Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging 2008;35 (suppl. 2):
S204.

Komunikat. Garnuszek P. Badania farmakokinetyki radioaktywnych kompleksow platyny z
[*IJhistaming. Referat. XII Zjazd PTMN, Wroclaw 8-11 wrzesnia 2010r. Problemy
Medycyny Nuklearnej. 2010;24(47): 51.

Farmakokinetyke kompleksu PtCly(["**IJHist) zbadano na zdrowych myszach Swiss
(samce, 18-24 g). W badaniach zastosowano trzy preparaty kompleksu o réznych
aktywnosciach wtasciwych: 6, 6.9 1 10.6 MBg/umol Pt. Myszom podano dootrzewnowo
nastepujace dawki $rednie: 1.5+0.2 MBq (14314 nmol Pt), 1.7+0.2 MBq (247433 nmol Pt),
2.0+0.2 MBq (343=32 nmol Pt). Biodystrybucjg i st¢zenie radioaktywnosci we krwi badano w
10 punktach czasowych, w zakresie od 10 min do 120 godz. po podaniu preparatu (n=30). Z
procentowego udzialu podanej dawki radioaktywnosci w 1 gramie krwi/tkanki (%ID/g) i
aktywnos$ci wlasciwej preparatu, obliczono st¢zenia kompleksu (Cp) w przeliczeniu na nmol
Pt w 1 g krwi/tkanki. Pola powierzchni (AUC) pod krzywymi st¢zenia-czas (C-T) i
pierwszego momentu statystycznego (AUMC) obliczono metoda trapezow, a pola resztkowe
oszacowano z uzyciem ostatnich zmierzonych stgzen i stalych szybkosci eliminacji, ktdre
wyznaczono metodg regresji nieliniowej. Sredni czas przebywania preparatéw w organizmie
(MRT — mean residence time) obliczono ze stosunkow AUMC/AUC.

Analiza krzywych C-T dla catkowitego st¢zenia kompleksu platyny we krwi wskazuje na
trojfazowg farmakokinetyke kompleksu, w ktorej wyrdzni¢ mozna szybka faze dystrybucji
(tina Ok. 0.4-0.7 h), fazg redystrybucji wystepujaca po ok. 2-5 h po podaniu i faz¢ eliminacji
(ti26 0k. 22 h). Stwierdzono, ze st¢zenie kompleksu PtCl,Hist we krwi jest liniowo zalezne od
dawki podanej (r* 0.956). Sredni czas przebywania kompleksu w organizmie wynosit ok. 42h.
Z obliczonych AUC C-T wynika, ze najwigksze stezenie kompleksu wystgpuje w nerkach
zwierzat 1 jest ono 2-krotnie wyzsze niz w watrobie i 5-krotnie wyzsze niz w ukladzie

zoladkowo-jelitowym. Zalezno$¢ radioaktywnosci wydalin (moczu i kalu) w czasie od
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podania, wskazuje na dwufazowe wydalanie kompleksu (t;» 0.3 h i 18.5 h), przy czym
gtéwnie z moczem (ponad 80%).
Przeprowadzone badania wskazuja na liniowy charakter farmakokinetyki, zalezny od

dawki podanego preparatu PtCL['I]Hist.

Biodystrybucja kompleksu Pt(IV) z ['*'I]histami

PracalV. Garnuszek P, Maurin M, Skierski JS, Koronkiewicz M, Witowska-Jarosz J. Synthesis and
Preliminary Evaluation of the New Water-Soluble Radioactive Platinum(IV) Complexes.
Journal of Inorganic Biochemistry. 2004;98(3):553-559.

Badania biodystrybucji kompleksu Pt(IV)(["*'IJhistamina), na zdrowych szczurach
Wistar pokazalo lokowanie sie kompleksu gtéwnie w watrobie i nerkach (odpowiednio 41 i
12 %ID po 24 h p..v.). W ogélnoéci schemat biodystrybucji kompleksu byl podobny do
obserwowanych dla cisplatyny i innych komplekséw platynowych. W poréwnaniu do
kompleksu Pt(ICI2[*I]Hist, radioaktywny kompleks Pt(IV) wykazywal ok. 10-krotnie
wyzsze stezenie w nerkach zwierzat (9.4 vs. 0.9 %ID/g po 24h, odpowiednio dla kompleks6w
Pt(IV) i Pt(I1)) oraz ponad 2-krotnie mniejsze wydalanie z moczem (16.3 %ID po 24 p.i.v.).
Taki schemat biodystrybucji wskazuje, ze watroba i nerki sa organami krytycznymi i
podobnie jak w przypadku cisplatyny, mozna si¢ spodziewac nefrotoksycznosci ze strony
tego nowego kompleksu. Obserwowana niska retencja radioaktywnosci w tarczycy Swiadczy,
ze radionuklid jodu jest mocno zwigzany z kompleksem i nie dysocjuje w warunkach in vivo.
Mozna jednak przypuszczaé, ze kompleks przechodzi biotransformacje, na przyklad w
wyniku reakcji ze zwiazkami tiolowymi (metionina, metalotioneiny), a powstajace pochodne
ulegaja depozycji w nerkach.

Biodystrybucja kompleksu P{IV) z ["*'IJhistaming zbadana na heterotopowym modelu
nowotworowym u myszy C3H z podskémie wszczepionymi komérkami spontanicznego raka
sutka, byta podobna do obserwowanej w badaniach na zdrowych szczurach. Ale por6wnujac
dwie drogi podania, dozylng i dootrzewnowsg stwierdzono, ze po podaniu dootrzewnowym
gromadzenie kompleksu w watrobie bylo o okolo 15% nizsze, natomiast w guzie bylo wyzsze
niz po podaniu dozylnym (2.5 %ID vs. 1.7 %ID po 24 h). W obu przypadkach obserwacja
pozytywna z punktu widzenia potencjalnego zastosowania terapeutycznego, byly wzrastajace
stosunki stezenia kompleksu w guzie w zestawieniu do stezenia w zdrowej tkance migsniowe;j
(TM) i we krwi (T/B - tumour to blood), si¢gajace nawet odpowiednio: T/M =4.51T/B =
3.4.
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Badania in vivo aktywnosci przeciwnowotworowej komplekséw Pt(II)[*I]histamina

Badanie na modelu przeszczepialnego raka okreznicy (C38) u myszy C57BL6

Praca V.  P. Garnuszek. Marked Survival prolongation of Mice Bearing a Transplantable Colon
Adenocarcinoma by Treatment with Radioactive Platinum-["*I] Histamine Complex.
Preliminary Report. Nucl. Med. Rev. Cent. East Eur. 7(2), 113-116 (2004).

Na modelu przeszczepialnego gruczolakoraka okreznicy (C38) u myszy CS7BL6
zbadano przezywalno$¢ zwierzat leczonych (5 dootrzewnowych iniekcji co 2-3 dni)
nastgpujacymi preparatami: PtCl,Hist (sumaryczna dawka >’p 125 pmol/kg), PtCl,[ **I]Hist
(sumaryczna dawka Y525 42 MBq; >p 13 pmolkg) i "Active/Cold"
PtCh[uSI]HiSUPtCleiSt (31125 4.2 MBq; Ype 125 pmol/kg). Grupie kontrolnej podawano
roztwor 15% dimetyloformamidu w soli fizjologicznej, ktéry stosowany byt do
przygotowania roztworéw kompleksow. Wyznaczono wspolczynniki opdznienia wzrostu
guzow (GDF) w stosunku do grup kontrolnych. Przeprowadzono analiz¢ przezywalnosci
zwierzat metodg Kaplana-Meiera z zastosowaniem testu log-rank. Wyznaczono $rednie
przezywalnosci zwierzat (MS — median survival), ryzyko zgonow (HR — hazard ratio), oraz
korzys¢ terapeutyczng (MSgea/MScon - survival benefit — stosunek median zycia zwierzat
leczonych i kontrolnych).

Zaobserwowano wysokg $miertelnos¢ zwierzat w grupie kontrolnej w przeciggu jednego
miesigca od przeszczepu komoérek nowotworowych (MS = 26), wynikajagca zapewne z
agresywnego typu nowotworu. Analiza przezywalnosci wykazala najwyzsze przediuzenie
$redniego czasu zycia (MS) zwierzat leczonych preparatem no$nikowanego radioaktywnego
kompleksu "Active/Cold" (MSyeat/MScon = 1.58, P<0.005). Dla tej grupy zaobserwowano
najnizsze ryzyko zgonu (HR = 0.29), podczas gdy dla zwierzat leczonych radioaktywnym
kompleksem o niskim udziale chemiotoksycznego kompleksu i dla "zimnego" kompleksu
PtClHist ryzyka zgonéw wynosily odpowiednio 0.45 i 0.47. Stwierdzono, ze efektywno$é
jednoczesnego leczenia chemioterapeutykiem i promieniowaniem jonizujacym (Active/Cold)
byta odpowiednio 1.44 i 1.79 razy wyzsza w porownaniu do efektywnosci leczenia wylacznie
"zimnym" kompleksem lub kompleksem radioaktywnym o niskim udziale czynnika chemio
toksycznego (,,zimnego” kompleksu).

Przeprowadzone badania w sposéb jednoznaczny udowodnily znaczace podwyzszenie
aktywnos$ci przeciwnowotworowej in vivo po zastosowaniu kompleksu platyny(Il) o
aktywnosci cytotoksycznej/cytostatycznej i radionuklidu emitujacego radiotoksyczne
promieniowanie elektronowe (elektrony Augera) o ultrakrétkim zasiggu, lecz efektywnym

dzialaniu radiacyjnym.
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Badanie aktywnoéci przeciwnowotworowej na modelu przeszczepialnego raka sutka
(mammae adenocarcinoma) w myszy C3H/W

Praca VII. P. Garnuszek, U. Karczmarczyk, M. Maurin. Antitumor activity of platinum(Il) complexes
with histamine and radioiodinated histamine in a transplantable murine adenocarcinoma
model. Nucl. Med. Biol. 35: 605-613 (2008).

Aktywnosé terapeutyczna komplekséw platyny(Il) z histaming i *I-histamina zbadano
réwniez na heterotopowym modelu raka sutka (mammae adenocarcinoma) u myszy C3H/W
(samice, 17-23 g), wywolanym podsk6rnym wszczepieniem zawiesiny komoérek pozyskanych
od zwierzecia, u ktorego nastapit rozwdj spontanicznego raka sutka. Zaplanowano trzy
niezalezne eksperymenty terapeutyczne, rézniace si¢ zastosowanymi dawkami badanych
preparatéw  (PtCLHist, PtCL['’IJHist, PtClL['*'[Hist, ~PtCLHist/PtCl,[*IHist i
PtCleist/PtCh[13'I]Hist), harmonogramem leczenia, jak rowniez stopniem zaawansowania
choroby nowotworowej u leczonych zwierzat do$wiadczalnych. Eksperyment 1 -
dlugoterminowe, wielodawkowe leczenie niskimi dawkami (okres leczenia 31-32 dni; 8-10
dawek, kazda na poziomie ok. 0.25-MTDp; gdzie MTD — maximum tolerated dose).
Eksperyment 2 — krotkoterminowe, wielodawkowe leczenie wyzszymi dawkami
pojedynczymi (okres leczenia 13 dni, 4 x ok. 0.5-MTDp). Eksperyment 3 — dlugoterminowe,
wielodawkowe wspoileczenie mieszaning radioaktywnych kompleksow (‘**I/"°'T) o wyzszej
pojedynczej dawce (okres leczenia — do 33 dnia; 9 x 0.9-0.4-MTDp; sumaryczna dawka
kompleksu platyny Y'p 255 pmol/kg, radioaktywnosci 1-125 Yr125 350 MBg/kgil-131 -3
131 430 MBqg/kg).

Diugoterminowe leczenie preparatami platyny(II) z histaming i znakowang histaming
skutkowaly inhibicja wzrostu guzéw w poréwnaniu do nieleczonej grupy kontrolne;j.
Najefektywniejsze i statystycznie istotne dzialanie przeciwnowotworowe zaobserwowano dla
znosnikowanych komplekséw radioaktywnych. Wspélezynniki opOZnienia wzrostu guzoéw
(GDF) obserwowane w Eksperymencie 1 wynosily odpowiednio 0.4, 0.7 i 1.2 dla PtClHist,
PtClHist/PtCl[*'T)Hist i PtCl,Hist/PtCL['*’IJHist. Istotne statystycznie (P<(0.05) wydtuZenie
$redniego czasu przezycia (MS) zaobserwowano w Eksperymencie 2, po leczeniu wyzszymi
dawkami PtCl,Hist i PtCl;His/PtCly['**I]Hist (Stosunek MSy/MScn ok. 1.4). Nieznacznie
nizsza aktywnos$¢ zaobserwowano dla preparatu znosnikowanego kompleksu znakowanego
jodem-131 (PtCl;_Hist/PtCl;[]3'I]Hist), natomiast zadnych efektow terapeutycznych nie
stwierdzono w przypadku grup zwierzat leczonych preparatami radioaktywnymi o bardzo
malym udziale kompleksow nosnikowych (PtCl['**1]Hist i PtCl,[*'I]Hist). Z tych obserwacji

wynika, ze radiotoksyczno$¢ promieniowania emitowanego przez radionuklidy I-125 i I-131
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Jest dalece niewystarczajaca do wywolania pozadanych efektéw terapeutycznych u leczonych
zwierzal. Zestawiajac te obserwacje ze stwierdzonym w Eksperymencie 1 istotnym
zahamowaniem wzrostu guzOw po zastosowaniu leczenia preparatem PtHist/Act.I-125 w
poréwnaniu do leczenia preparatem nieradioaktywnym PtCl,Hist (réznica $redniego GDF ok.
0.8), mozna wnioskowa¢, ze podwyzszenie efektow terapeutycznych wynika z synergii
pomiedzy czynnikami chemio- i radio-toksycznymi.

Intensywne, dlugoterminowe leczenie preparatem zawierajacym mieszanine
nieradioaktywnego kompleksu i kompleksow znakowanych 1-125 i 1-131 (Eksperyment 3),
skutkowalo istotng inhibicja wzrostu guzéw (GDF=1.9), wydluZeniem czasu przezycia
zwierzgt (MSy/MS¢,=1.5, P=0.023) i niskim wspélczynnikiem ryzyka zgonu HR = 0.32.
Zastosowana procedura intensywnego leczenia nie spowodowala wzmozonej toksycznosci.
Nie stwierdzono zadnych zgonow wynikajacych z zastosowanych dawek preparatu, a
przejsciowe spadki masy ciala zwierzat leczonych nie przekraczaly 15%. Warto wspomnie¢,
iz czgste aplikowanie wysokich dawek no$nikowanego radioaktywnego kompleksu
mieszanego, prowadzilo do uzyskania kontroli nad wzrostem nowotworu (partial response),
ale nie doprowadzila do cofnigcia choroby nowotworowej, co moglo by¢ wynikiem zbyt
poznego rozpoczecia leczenia zwierzat (32 dni po implantacji guzow).

Przeprowadzone badania potwierdzily skutecznos¢ metody radio-chemioterapii przy
zastosowaniu opracowanych komplekséw platyny(II) z histaming. Stopien skutecznosci
terapii zalezny byl od zastosowanych preparatow, a najwyzsza efektywnosé¢ zaobserwowano
dla radioaktywnych komplekséw znakowanych radionuklidem I-125, ktéry jest emiterem

elektronow Augera o ultrakrotkim zasiggu (25 elektronéw Augera na rozpad).

Modyfikacje struktury i transportu ustrojowego kompleksow platyny

Zastosowanie liposomdéw do transportu ustrojowego radioaktywnych komplekséw platyny

Praca V.  P. Garnuszek, I. Licinska. Preliminary radiochemical and biological studies on the
liposome encapsulated platinum-['*’IJiodohistamine complex. Nucl. Med. Rev. - CEE
5(2): 145-149 (2002).

Racjonalne podejscie do problemu opracowania terapeutycznie skutecznych
komplekséw o potencjalnym znaczeniu w metodzie radio-chemioterapii, wymaga
zastosowania wektoréw prowadzacych do specyficznej kumulacji leku w tkankach
patologicznych. Bezposredni transport leku do tkanki nowotworowej mogiby w takiej sytuacji
prowadzi¢ do zwigkszenia efektywnego stezenia preparatu w guzie, a takze do mniejszej

kumulacji w tkankach zdrowych. Kolejng korzyscig moze by¢ potencjalna ostona kompleksu
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platynowego na dziatanie ustrojowych czynnikéw nukleofilnych takich jak glutation czy
metalotioneiny, ktére m.in. odpowiedzialne sg za dezaktywujace dziatanie na cisplatyne.

W zwiazku ze slaba rozpuszczalnoscia kompleksow platyny z jodohistamina, jak
rowniez obserwowanego znacznego gromadzenia kompleksu w watrobie i ukladzie
zotadkowo-jelitowym, zbadalem mozliwoé¢é zastosowanie liposoméw do transportu
ustrojowego kompleksu Pt(II)Clz[*I]Hist. Liposomy, sztuczne uklady lipidowe, w ktérych
fosfolipidowa blona otacza kompartment wodny, stanowia obecnie coraz czesciej
wykorzystywany wektor do efektywnego transportu wielu substancji leczniczych, m.in. lekow
przeciwnowotworowych takich jak np. doksorubicyna (Caelyx lub Doxil), daunorubicyna
(Daunoxone) i innych. Trwaja réwniez badania nad liposomalng postaci cis-platyny.

W ramach prac nad modyfikacjg postaci farmaceutycznej zbadalem inkorporacje
kompleksu Pt(I)Clo['**I]histamina (aktywnos¢ wiadciwa ok. 0.5 MBg/umol Pt ) w zaleznosci
od stosunku molowego kompleksu i lipidu, oraz w zaleznoéci od metody inkubacji. Stopien
inkorporacji kompleksu do liposoméw monitorowalem metodami: TLC, radioelektroforezy
bibulowej oraz metoda RP HPLC. Do izolacji i oczyszczania liposomalnej postaci kompleksu
Pt(I1)Cl,[*I]Hist zastosowatem technike filtracji zelowe;.

Przeprowadzone badania doprowadzily do opracowania powtarzalnej metody
inkorporacji  kompleksu Pt(I)CL[THist do liposoméw z wydajnoscia ok. 40%.
Poréwnawcze badania biodystrybucji w organizmie zdrowych szczuréw wykazaly pewne
roznice w kinetyce oraz stopniu gromadzenia kompleksu Pt(I))Cl,['*I]Hist i jego postaci
liposomalnej w niektérych organach, jednak ogdlny schemat biodystrybucji by} podobny do
obserwowanego dla wolnego kompleksu. Istotne réznice dotycza giownie prawie 2-krotnie
wyZzszego stezenia radioaktywnosci w plucach oraz $ledzionie zwierzat ktorym podano
kompleks w postaci liposoméw o dodatnim fadunku membrany lipidowej, co
prawdopodobnie nalezy wiaza¢ z powinowactwem tego typu liposoméw do makrofagow. W
organizmie myszy nowotworowych C3H/16C réinice w poziomie gromadzenia znacznika
izotopowego obserwowano gléwnie po 24 godzinach po podaniu preparatow. Kompleks w
postaci liposomalnej wykazywal wysoka i prawie niezmienna retencje w watrobie i
$ledzionie, oraz bardzo znaczny klirens aktywnosci z ukladu zotadkowo jelitowego i nerek.
Posta¢ liposomalna kompleksu byla réwniez szybciej usuwana z krwi, a takze z organizmu
wraz z moczem. W guzie retencja liposomalnej postaci kompleksu byla umiarkowana i na
statym poziomie (ok. 2% ID/g), podczas gdy dla kompleksu Pt(INCl,['*°T]Hist obserwowano
wazrost gromadzenia w guzach w czasie od podania (1.6 %ID/g po 2 h, 3.5 %ID/g po 24 h).
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Badania nad liposomalna postacia radioaktywnego kompleksu platyny(II) nie wykazaty
istotnych korzy$ci w aspekcie pozadanej farmakokinetyki i lokalizacji preparatu w tkance
nowotworowej. W badaniach zastosowalem liposomy o niezmodyfikowanej membranie,
jednakze, ten typ liposoméw moze by¢ wychwytywany i metabolizowany w makrofagach
watroby i $ledziony. Istnieje wiele metod modyfikacji membrany liposomoéw
ukierunkowanych na zmniejszenia powinowactwa liposoméw do makrofagéw, przediuzenie
ich cyrkulacji w organizmie i zwigkszenia gromadzenia w komorkach nowotworowych. By¢
moze wybor jednej z metod sterycznej stabilizacji membrany lipidowej, m.in. poprzez
wbudowanie tancuchéw np. glikolu-polietylenowego (tzw. Stealth liposomes), poprawitoby

znaczaco transport ustrojowy radioaktywnych kompleksow platyny z histaming.

Modyvfikacije struktury radioaktywnych komplekséw platyny poprzez przylaczanie peptydoéw

Praca VIII. M. Maurin and P. Garnuszek. Radiochemical synthesis and preliminary in vivo
evaluation of new radioactive Platinum complexes with Carnosine. Appl. Radiat. Isotop.
68: 317-324 (2010).

Celem badan nad modyfikacja struktury radioizotopowych kompleksow Pt([*I]Hist)L,
poprzez zastgpienie jednego ligandu (L) innym, takim jak aminokwas, reszta kwasowa czy
krotki peptyd, miaty na celu obnizenie gromadzenia kompleksu in vivo w nerkach oraz w
watrobie, jak rowniez poprawg wchianialnosci z uktadu pokarmowego.

W tym celu prowadzono m.in. badania nad otrzymywaniem nowych radioaktywnych
komplekséw platyny z kamozyng - endogennym dipeptydem (B-alanylo-L-histydyna) o
szerokim spektrum aktywnosci biologicznej. Syntezg przeprowadzono z uzyciem linkeréw
zawierajacych atom siarki: SATA (N-succinimidyl S-acetylthioacetate) i 2-iminotiolan (IT).
Kompleks mieszany Pt(['*’I]Hist)(Karnozyna) otrzymano w wieloetapowej reakcji.
Kamnozyne zmodyfikowano poprzez przylaczenie linkera SATA, a bezposrednio przed
reakcja kompleksowania przeprowadzono odbezpieczenie reaktywnej grupy sulfydrylowej
poprzez deacetylacj¢ z uzyciem hydroksyloaminy. W koficowym etapie przeprowadzono
reakcje podstawienia (stechiometria 1:1) zmodyfikowanej kamozyny do kompleksu
PtCl,['*°I)Hist. Otrzymany kompleks oczyszczano met. chromatografii zelowej (Sephadex
G10). Kompleks Pt(II)(['zsl]Kamozyna) otrzymano w reakcji K;PtCly z radioaktywng
karnozyna (['*’I]Karnozyna), uprzednio zmodyfikowana przez przylaczenie wolnej grupy SH
w reakcji z 2-iminotiolanem (IT).

Analizy HPLC wykazaly umiarkowane tempo tworzenia nowego radioaktywnego

kompleksu Pt(['**I]Hist)(Kamozyna). Po 15 min inkubacji w temp. 20°C stwierdzono ok.
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10% nowej postaci radioaktywnej, a po 20 h calkowita wydajnos¢ syntezy kompleksu
mieszanego wynosita ok. 60%. Z kolei, reakcja K»PtCly ze zmodyfikowana ['*’I]Karnozyna-
SH przebiegala bardzo szybko i juz po okolo 2 h reakcji, obserwowano catkowity zanik
reagentow 1 tworzenie nowego kompleksu Pt(II)([lzsl]Karnozyna) z wydajnoscia >95%.

Badania in vivo na zdrowych szczurach Wistar, pokazaly rézne rozmieszczenie
fizjologiczne nowych komplekséw Pt{(IT)(['**IJHist)(Karnozyna) i Pt(II)(['*I)Kamozyna) w
poréwnaniu do referencyjnego kompleksu PtCl;[**TJHist. Po 2h p.i.v. kompleks mieszany
wykazywal najwyzsze gromadzenie w nerkach (>5% ID/g) i bardzo szybkie wydalanie z
moczem (>45 %ID). W przypadku kompleksu Pt(11)([**I]JKarnozyna) obserwowano wysokie
stezenie radioaktywnosci we krwi (3.5 %ID/g) i w watrobie (>7 %ID/g), ale jednoczesnie
najnizsze stezenie w nerkach (<1 %ID/g). Wstepne badania na szczurzym (szczury Lewis)
modelu przeszczepialnego (s.c.) raka trzustki (AR42J) wykazaly korzystny stosunek
gromadzenia kompleksu Pt(II)([***1]Kamozyna) w guzie w pordwnaniu do zdrowe;j tkanki
mieéniowej (T/M ok. 4). Stwierdzono takze rézne rozmieszczenie fizjologiczne badanego
kompleksu w poréwnaniu do radioaktywnej karnozyny i imino-karmnozyny, co $wiadczy o
stabilnoéci kompleksu in vivo i silnym skompleksowaniu kamozyny z jonem centralnym
Pt(II).

Przeprowadzone badania pokazaly mozliwo$é skutecznego przylaczania do rdzenia
komplekséw platynowych krétkich peptydow, zmodyfikowanych poprzez wprowadzenie za
posrednictwem linkeréw SATA lub 2-iminotiolanu terminalnej grupy tiolowej o wysokiej
reaktywnosci w stosunku do jonu centralnego platyny.
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Whioski

Opracowane przeze mnie nowe radioaktywne kompleksy platyny z histaming
znakowana powszechnie stosowanymi w medycynie nuklearnej radionuklidami jodu: 1-131 i
I-125, mogg stanowi¢ grupe radiofarmaceutykow potencjalnie przydatna w metodzie radio-
chemioterapii nowotworow.

W badaniach aktywnosci przeciwnowotworowej in vivo na dwobch zwierzgcych
modelach nowotworowych, zweryfikowalem hipoteze o zwigkszonej efektywnosci
przeciwnowotworowej terapii wieloczynnikowej, wykazujac znacznie wyzsza skuteczno$é
dzialania opracowanych przeze mnie radioaktywnych komplekséw platyny (szczegdlnie
znakowanych 1-125 - emiterem elektrondw Augera) w pordéwnaniu do kompleksow
nieradioaktywnych. W omdwionych publikacjach przedstawilem rowniez problemy i
ograniczenia zwigzane z wlasciwo$ciami opracowanych i badanych zwiazkéw platynowych
oraz proby ich przezwycigzenia, czego przykladem moga by¢ prace nad modyfikacja
struktury  kompleksow  celem  poprawy  wlasciwosci  biodystrybucyjnych i
przeciwnowotworowych. W ramach prac nad optymalizacja wtasciwosci biologicznych
radioaktywnych komplekséw platyny, w tym przede wszystkim poprawy biodystrybucji i
zwigkszenia kumulacji komplekséw w tkance nowotworowej, prowadzilem badania z
uzyciem noénikow leku, takich jak np. liposomy. Wykonatem réwniez proby przylaczenia do
opracowanych komplekséw modelowych peptydow jako potencjalnych no$nikow
wektorowych wykazujac, iz zastosowanie odpowiednich linkeréw typu 2-iminotiolan lub
SATA prowadzi do kontrolowanej i wydajnej modyfikacji struktury i wilasciwosci
radioaktywnych komplekséw platyny.

Przedstawione wyniki badan, obejmujace swym zakresem: projektowanie i synteze
nowych radioizotopowych kompleksow platynowych, okreslenie struktury i wiasciwosci
fizyko-chemicznych, wspomagane metodami obliczeniowymi modelowania molekularnego,
a takze zbadanie wiasciwosci biologicznych in vitro i in vivo, w tym przede wszystkim
potwierdzenie na zwierzgcych modelach nowotworowych efektywnosci wieloczynnikowego
leczenia nowotwor6w z zastosowaniem opracowanych radioaktywnych komplekséw platyny,
mogg stanowi¢ istotng pomoc przy projektowaniu lekéw dedykowanych do wewngtrznej

radio-chemioterapii choréb nowotworowych.
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5. Oméwienie Pozostalych Osiagnigé Naukowo-Badawczych
5.1. Dzialalno$é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

6.07.1990 r. ukonfczylem z wynikiem bardzo dobrym studia na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. Prace magisterska pt. ,,Synteza i badania fizykochemicznych
wlasciwoéci metioninowych kompleksow zelaza” wykonalem w Pracowni Radiochemii i
Chemii Radiacyjnej pod kierunkiem prof. dr hab. Krystyny Samochockiej. Juz w trakcie
ostatniego roku studiéw tj. od dn. 15.02.1990 r. rozpoczalem swoja pierwsza pracg w
Pracowni Radiochemii i Chemii Radiacyjnej na Wydziale Chemii UW. Zajmowatem sig¢
opracowaniem metod syntezy i analizy kompleksow metaloorganicznych znakowanych
radionuklidem *™Tc, z przeznaczeniem do scyntygraficznej diagnostyki nowotworéw.
Zainteresowanie radioaktywnymi zwiazkami do diagnostyki i radioterapii mogiem nast¢pnie
rozwingé w Zakladzie Radioimmunologii O$rodka Badawczo-Rozwojowego Izotopow
POLATOM, w ktérym pracowalem od 15.01.1992 r. do 31.12.1995 r. W trakcie tej pracy
poznalem nowe techniki izotopowe RIA i IRMA, i procesy technologiczne wytwarzania
zestawoéw do diagnostyki in vitro. W Zakladzie Radioimmunologii OBRI POLATOM
odpowiedzialny bylem za produkcj¢ zestawow radioimmunodiagnostycznych do oznaczania
catkowitej tyroksyny (T4) w surowicy krwi ludzkiej. Po odbyciu szkolen w kooperujacej z
OBRI firmie Orion Diagnostica (Finlandia) opracowatem i wdrozylem do produkcji nowe
znaczniki do zestawéw typu SPECTRIA i IRMA do diagnostyki in vitro: Testosteronu,
Progesteronu, Estradiolu, Kortyzolu i FT4 (wolna frakcja tyroksyny).

W okresie pracy dla OBRI POLATOM uczestniczylem w realizacji grantu badawczego
(KBN Nr 412919101) dotyczacego opracowania technologii otrzymywania kompleksu
samaru-153 z kwasem etylenodiaminotetrametylenofosfonowym (EDTMP), przeznaczonego
do paliatywnej terapii rozsianych, bolesnych przerzutéw nowotworowych do koséca.
Nastepnie zostalem koordynatorem prac zmierzajacych do wdrozenia radiofarmaceutyku
1538m-EDTMP do produkcji.

W styczniu 1996 r. podjatem prace w Zakladzie Lekow Izotopowych Instytutu Lekow.
W Zakladzie Lekéw Izotopowych zajmowalem si¢ kontrola jakosci radiofarmaceutykow,
ocena dokumentacji chemiczno-biologiczno-farmaceutycznej dla rejestrowanych w Polsce
nowych produktéw radiofarmaceutycznych, wprowadzaniem nowych metod analitycznych do
badania radiofarmaceutykéw, oraz tematyka badawcza ukierunkowana na opracowanie
nowych zwigzkéw znakowanych izotopami promieniotwérczymi do diagnostyki i terapii
izotopowej. We wspdipracy z Instytutem Transplantologii Akademii Medycznej w

Warszawie podjalem si¢ realizacji projektu dotyczacego opracowania radiofarmaceutyku do
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diagnostyki przyzyciowych komorek B-Langerhansa po przeszczepie wysepek trzustkowych
u pacjentéw z cukrzycag typu II. Celem mojej pracy byla synteza radioizotopowego preparatu
farmaceutycznego bazujacego na strukturze ditizonu, posiadajacego zdolnos¢ chelatowania
jondéw cynku oraz emitujacego promieniowanie gamma przez wbudowany radionuklid jodu.
Przeprowadzilem syntez¢ nowego zwiazku chemicznego 2,2'-dikarboksy-ditizonu. Metodami
spektroskopowymi i obliczeniowymi chemii kwantowej zbadalem jego struktur¢ oraz
wilasciwoséci fizyko-chemiczne. Zaprojektowalem i przeprowadzilem syntezg nowego
radioaktywnego analogu ditizonu poprzez polaczenie 2,2'-dikarboksy-ditizonu z radioaktywna
[*I]Histamina. Okreslilem czysto$¢ radiochemiczng koniugatu, jego stabilnos¢, lipofilnos¢,
itp., a takze wykazalem wlasciwosci chelatowania jonéw cynku oraz wybarwiania i
znakowania wyizolowanych wysepek trzustkowych. W badaniach in vivo na zwierzgtach
do$wiadczalnych okredlilem biodystrybucj¢ koniugatu oraz optymalny sposéb podania
preparatu, prowadzacy do maksymalnego gromadzenia radioaktywnosci w trzustce. Na
modelu syngenicznego przeszczepu wysepek trzustkowych do jadra wykazalem specyficzny
mechanizm gromadzenia radiofarmaceutyku w obszarze funkcjonujgcych komorek [-
Langerhansa. Badania dotyczace znakowania ditizonu radionuklidami jodu byly tematem
grantu promotorskiego Nr 4 POSF 014 16 pt. ,Synteza, charakterystyka fizyko-chemiczna
oraz badanie przydatnosci w metodach diagnostyki klinicznej nowej karboksylowej
pochodnej ditizonu™, kierowanego przez prof. A.P. Mazurka. Dodatkowym uwienczeniem
badan dotyczacych opracowania radioaktywnych pochodnych ditizonu bylo uzyskanie
ochrony patentowej na terytorium RP na wynalazek pt.”Nowe karboksylowe pochodne
ditizonu, radioaktywne koniugaty ditizonu i histaminy i preparat farmaceutyczny” autorstwa:
P. Garnuszek, 1. Licinska, A.P. Mazurek, P. Fiedor. Patent nr PL 188196, 31.12.2004 WUP
12/04.

W marcu 1998 r. decyzja Rady Naukowej Instytutu Lekow zostal otwarty méj przewod
doktorski pod opiekg prof. Aleksandra P. Mazurka, a 10 stycznia 2000 r. obronitem z
wyrdznieniem prace doktorska na podstawie rozprawy ,.Synteza, Charakterystyka Fizyko-
Chemiczna oraz Badanie Przydatnosci w Metodach Diagnostyki Klinicznej Nowej
Karboksylowej Pochodnej Ditizonu™ i uzyskalem stopien naukowy doktora nauk

farmaceutycznych.

5.2. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora
W moich zainteresowaniach naukowych istotne znaczenie maja badania nad

otrzymywaniem radiofarmaceutykow na bazie zwigzkéw biologicznie czynnych m.in.:
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hormonéw, peptydow, przeciwcial oraz cytostatykow. Od 2000 1. uczestniczylem w realizacji
6 grantow badawczych, w tym Kierowalem dwoma projektami (KBN Nr 3 POSF 004 23:
2002-2004 i MNiSW Nr N405 020 31/0911:2006-2009). Projekty badawcze, w ktérych
bralem udzial dotyczyly opracowania nowych radiofarmaceutykéw, badania ich parametrow
fizyko-chemicznych, loséw i zachowania w ustroju, przydatnosci do statycznej i dynamicznej
diagnostyki scyntygraficznej oraz do terapii radionuklidowej. Tematy naukowe jakie
podjatem po doktoracie dotyczyly takze m.in.: badania metodami fizykochemicznymi i
chemii kwantowej tautomerii jodohistaminy, analizy chromatograficznej zwiazkow
biologicznie = czynnych  znakowanych  radionuklidami,  poszukiwania  nowych
radiofarmaceutyk6w opartych na morficeptynie i alfafetoproteinie do scyntygraficzne;j
diagnostyki raka sutka, a takze badan biologicznych in vivo nowych radiofarmaceutykow
opartych na analogach bombezyny do diagnostyki i leczenia choréb nowotworéw, ktérym
towarzyszy nadekspresja receptoréw dla GRP (gastrin releasing peptide), czy tez
opracowania zestawu do otrzymywania rekombinowanej interleukiny-2 znakowanej
radionuklidem technetu-99m do scyntygraficznej diagnostyki blaszki miazdzycowej w
tetnicach szyjnych.

5.3. Projekty badawcze:

Nr 412919101 Otrzymywanie Chelatu Kwasu Etylenodiaminotetrametyleno-
fosfonowego (EDTMP) 2z Samarem-153 i Badanie Jego
Wiasciwoscei. (10.1991 - 09.1994). M. Nowak - kierownik grantu, P.
Gamuszek - gléwny wykonawca.

Nr 4 POSF 014 16 Synteza, charakterystyka fizyko-chemiczna oraz  badanie
przydatnosci w  metodach  diagnostyki  klinicznej nowej
karboksylowej pochodnej ditizonu. (1999- 10.01.2000). A.P.
Mazurek - kierownik projektu promotorskiego, P. Garnuszek -
gtéwny wykonawca.

Nr4 POSF 014 19 Opracowanie strategii projektowania lekéw aktywnych przeciwko
rakom opornym wielolekowo. (07.2000 - 06.2003). J.S. Skierski -
kierownik projektu, P. Garnuszek — wykonawca.

Nr 3 POSF 004 23 Badanie synergii aktywnosci przeciwnowotworowej in Vivo
komplekséw platyny(Il) z radioaktywna ['*'U'*I]jodohistaming.
(09.2002 - 09.2004). P. Garnuszek - kierownik projektu.
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Nr 2 POSA 024 28 Opracowanie metod otrzymywania 1 badania ligandow
receptorowych znakowanych izotopami promieniotwdrczymi do
diagnostyki nowotworowej, obrazowania molekularnego 1 terapii
receptorowej. (04.2005 — 04.2008). R. Mikolajczak — kierownik
projektu, P. Garnuszek - wykonawca 1.

Nr N405 020 31/0911 Opracowanie i badanie nowych radioaktywnych kompleksow
platyny o zmodyfikowanych wlasciwosciach farmakokinetycznych.

(15.09.2006-14.01.2009). P. Gamuszek - kierownik projektu.

Nr 2011/03/B/ST5/02734 Badania In vitro i In vivo wplywu radiometali na zdolnos¢
obrazowania receptorobw CCK2R przez znakowane analogi gastryny.
(08.2012-08.2015). R. Mikolajczak — kierownik projektu,

P. Gammuszek — gléwny wykonawca.

Nr 178744 (NCBiR) Alternatywne metody wytwarzania MmT¢  w  cyklotronach
medycznych. (11.2012-10.2015). R. Mikolajczak - kierownik

projektu, P. Garnuszek — glowny wykonawca i koordynator zadania

5.4. Staze naukowe / szkolenia naukowe

W 1994 r. odbylem dwumiesigczne stypendium o tematyce "Medycyna Nuklearna™ w
Zakladzie Chemii Klinicznej Szpitala Karolinska w Sztokholmie, ufundowane przez
Miedzynarodowg Agencj¢ Energii Atomowej. W trakcie stypendium poznawatem roéznorodne
metody diagnostyczne i analityczne, system zapewnienia jakosci wg ISO 9000 oraz
uczestniczylem w projekcie badawczym ukierunkowanym na opracowanie ultra czulej
metody oznaczania neuropeptydéw w surowicy ludzkie;.

W ramach miedzy-instytucjonalnej wspdlpracy naukowej, dotyczacej izotopowej
diagnostyki trzustki, w 1997 r. zostalem oddelegowany na dwa miesiace do Zakladu Chirurgii
Columbia University College of Physicians and Surgeons w Nowym Yorku, do pracy w
zespole transplantacyjnym wysepek trzustkowych pod kierunkiem prof. Marka A. Hardy.

Ponadto, uczestniczylem w wielu krotkoterminowych szkoleniach 1 kursach
specjalistycznych, w tym w duzej mierze z zakresu wymagan dla laboratoriéw analitycznych
wg Normy ISO/EN/PN 17025 oraz szkoleniach dotyczacych auditowania laboratoriow
dziatajacych w ramach tej normy, w tym przede wszystkim w Oficjalnej Sieci Laboratoriow

Badania Produktow Leczniczych (OMCL Network).
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5.5. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych i Radach Naukowych:

Czlonkostwo w towarzystwach naukowych:
- The European Association of Nuclear Medicine (EANM) - od 2001 do obecnie.

- The Society of Radiopharmaceutical Sciences (SRS) - od 2004 do 2010.
- Polskie Towarzystwo Medycyny Nukleamnej (PTMN) — od 2002 do obecnie.

Czlonkostwo w Radach Naukowych

- Rada Naukowa Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego kadencji 2003-2007
(sekretarz RN, Komisja Ekonomiczna).

- Rada Naukowa Osrodka Badawczo-Rozwojowego Izotopéw POLATOM kadencji
2004-2007 (Komisja ds. Nauki i Wdrozen).

-Rada Naukowa Narodowego Instytutu Lekéw kadencji 2007-2008 (sekretarz RN,
Komisja Ekonomiczna).

- Rada Naukowa Narodowego Instytutu Lekéw kadencji 2008-2011 (Komisja

Ekonomiczna).

Moje zainteresowanie tematyka radiofarmacji i dziatalnos¢ naukowa w tym zakresie
znalazly uznanie $rodowisk medycyny nuklearnej i radiofarmacji, czego wyrazem bylo
powolanie mnie do Rady Programowej Centrum Badawczego Medycyny Nuklearnej. Jestem
réwniez czlonkiem Rady Programowej Krajowej Sieci Naukowej ,,Radiofarmacja i

Medycyna Nuklearna”.

5.6. Dzialalno$¢ ekspercka:

Od 2004 r. do 2011 r. uczestniczylem w pracach Podkomisji ds. Radiofarmaceutykéw
przy Komisji Farmakopei Polskiej. Migdzy innymi, w ramach procesu przygotowania
Farmakopei Polskiej Wyd. VII Tom I (2006) i Suplementu, wspolpracowalem przy
przygotowaniu polskojezycznej wersji monografii Farmakopei Europejskiej dot. produktow
radiofarmaceutycznych i  weryfikacji tekstéw 57 monografii dla produktow
radiofarmaceutycznych. Wspolpracowatem réwniez przy thumaczeniu i weryfikacji ok. 63
monografii szczegélowych i ogélnych dla preparatéw radiofarmaceutycznych i innych grup
lekéw w ramach przygotowania VIII, IX i X wydan Farmakopei Polskiej.

W listopadzie 2007 roku zostalem powolany do Grupy 14 (radioactive compounds)
Ekspertow Komisji Farmakopei Europejskiej przy Europejskim Dyrektoriacie ds. Jakosci
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Produktéw Leczniczych (EDQM) w Strasburgu, gdzie do dnia dzisiejszego uczestnicze w
opracowaniu monografii szczegélowych i ogolnych dla preparatéw radiofarmaceutycznych.

Bylem réwniez Auditorem Technicznym (w zakresie analityki radiofarmaceutycznej) z
ramienia Europejskiego Dyrektoriatu ds. Jakosci Produktéw Leczniczych (EDQM) przy
Radzie Europy. Uczestniczylem w 2 auditach laboratoriéw nalezacych do Sieci Oficjalnych
Laboratoriéw Kontroli Produktéw Leczniczych (OMCL Network):

- Audit MJA 11/08 w The National Institute of Pharmacy (NIP), Budapest, Hungary
(20-22.10.2008);

- Audit MJA 02/10 w Medicines Control Division of the Danish Medicines Agency,
Copenhagen, Denmark (15-17.06.2010).

W kwietniu 2009 roku zostatem powolany przez Ministra Zdrowia na Czlonka Zespotu
Ekspertow do opracowania programu specjalizacji w dziedzinie ,Radiofarmacja” (data
opublikowania programu specjalizacji RADIOFARMACJA, CMKP, Warszawa 2010).

6 wrzesnia 2010 r. Minister Zdrowia powierzyl mi obowiazki specjalisty w dziedzinie

»Radiofarmacja™ (Decyzja Nr 61/10).

5.7. Dzialalnoé¢ edukacyjna:

W biezacym roku, 23.04.2012, zostalem zaproszony do wygloszenia 2 godzinnego
wykladu edukacyjnego pt. ,Radiofarmaceutyki — charakterystyka, zastosowanie i aspekty
prawne”, w ramach specjalizacja podstawowej — Farmacja Szpitalna [III rok] — nr kursu
02/SP/12 pt. ,Zadania Farmacji Szpitalnej”. Organizator: Zakiad Farmacji Stosowanej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

5.8. Recenzje

- Chemotherapy (Karger): 1 recenzja,

- Nukleonika (International Journal of Nuclear Research): 11 recenzji,

- Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology (Prous Science): 1
recenzja,

- Inorganic Chemistry Communications: 1 recenzja,

- Journal of Molecular Structure THEOCHEM: 1 recenzja,

- Chemia Analityczna/Chemical Analysis: 1 recenzja,

- Journal of Labelled Compounds and Radiopharmaceuticals (2011): 1 recenzja,

. Chromatographia (Springer) (2012): 1 recenzja.
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Podsumowanie Osiggni¢é Naukowo-Badawczych

Mé;j dorobek naukowo-badawczy obejmuje lacznie:

33 oryginalne prace do§wiadczalne: 19 prac z IF = 29,990 (298 pkt. MNiSW/KBN)
oraz 14 prac z listy MNiSW (41 pkt.);

4 prace pogladowe - IF 2,491 (34 pkt. MNiSW);

1 przewodnik GMP dot. wytwarzania rdaiofarmaceutykéw (1 pkt. MNiSW);

75 wystapien na migdzynarodowych i krajowych zjazdach: 41 komunikatéw na
zjazdach migdzynarodowych, 34 na krajowych;

1 Patent polski nr PL 188196, 31.12.2004 WUP 12/04;

wspotudzial w opracowaniu programu specjalizacji z dziedziny Radiofarmacja (CMKP,
Warszawa 2010);

wspdtudzial przy thumaczeniu i przygotowaniu ok. 120 tekstéw monografii do polskich
wydan Farmakopei Polskiej (wydania: VII, VIII, IX, X);

18 recenzji publikacji w czasopismach z IF;

udzial w realizacji 8 grantoéw badawczych finansowanych przez

KBN/MNiSW/NCN/NCBIR, w tym kierowanie 2 projektami.

Yaczna ilo$¢ punktéw MNiSW, jaka uzyskaly prace z moim udzialem, opublikowane do

doktoratu (12 prac) wyniosta 54, taczny IF = 3,630.

Laczna ilos¢ punktow MNiSW, jaka uzyskaty prace z moim udziatem, opublikowane po

uzyskaniu doktoratu (25 prac) wyniosta 320, taczny IF = 28,851.

Paczna ilo$¢ punktéw MNiSW uzyskana w catosci dorobku za publikacje wyniosta 374,

taczny IF = 32,481.

Sl ﬁm«ﬂf

Dr n. farm. Piotr Garnuszek

20 Listopada 2012 r.
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