UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
WYDZIAL FARMACEUTYCZNY
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej

Piotr Kamil Rozga
Opracowanie nowego rekombinowanego biatka fuzyjnego

o wlasciwosciach proapoptotycznych i antyangiogennych, do

celowanej terapii przeciwnowotworowej

STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]

Promotor pracy: prof. dr hab. Elzbieta P¢kala

Krakow 2021



Streszczenie

Choroby nowotworowe stanowig jedno z najwickszych wyzwan wspotczesnej
medycyny. Pomimo ogromnego postepu badan naukowych, nie wynaleziono skutecznej
metody zapobiegania tym chorobom, wobec czego wysitki naukowcow koncentruja si¢
gléwnie wokot opracowywania nowych metod ich leczenia.

Odkrycie w latach 90 biatka TRAIL wywotalo ogromny entuzjazm w $wiecie
naukowym. Bylo to spowodowane przejawianiem przez ten ligand wyjatkowych
wlasciwo$ci, tj. indukowaniem procesu programowanej S$mierci w komorkach
nowotworowych przy braku uszkodzenia zdrowych komorek. Badania kliniczne strategii
opartej na monoterapii ligandem TRAIL nie wykazaly jednak skutecznosci. Wraz
z postepem badan nad strukturg i funkcjg tego liganda odkryto, ze komorki nowotworowe
wytwarzajag na niego liczne mechanizmy opornosci, co powaznie ograniczylo jego
zastosowanie jako czasteczki terapeutycznej. Obecnie uwaza si¢, ze do terapii
przeciwnowotworowej skuteczniejsze moze by¢ zastosowanie go w postaci czasteczek
wielofunkcyjnych lub w terapii taczone;j.

Cennym dodatkiem do strategii przeciwnowotworowej opartej na TRAIL/DR moze
by¢ celowanie w angiogeneze nowotworu, jako ze wzrost guza 1 przerzuty zaleza od
tworzenia si¢ nowych naczyn krwionosnych. Juz w 1971 roku postulowano, ze blokowanie
czynnikéw angiogennych moze da¢ efekty w walce z chorobg nowotworowa. Czynnik
wzrostu $rodbtonka naczyniowego A (VEGF A), gldowny mediator w angiogenezie zar6wno
prawidlowej, jak i nowotworowej, jest jednym z najwazniejszych celow molekularnych
ulegajacych nadekspresji w komorkach nowotworowych. VEGF A oddziatuje z dwoma
receptorami: VEGFR-1 i VEGFR-2, posredniczac w ten sposob we wzro$cie, migracji
I przezyciu komorek srodblonka, ponadto stymuluje przepuszczalno$¢ naczyn, co moze
nasila¢ wynaczynienie komérek nowotworowych i utatwia¢ przerzuty. Nie dziwi wiec fakt,
ze nadekspresja VEGF A w niektorych typach nowotwordw byta zwigzana z progresja guza
I ztym rokowaniem u pacjentow.

Opisane w tej pracy nowe biatko fuzyjne sktada si¢ z rekombinowanego wariantu
TRAIL potaczonego z podwojong sekwencja peptydow efektorowych ztaczonych
elastycznymi linkerami. Peptyd efektorowy pochodzi z liganda VEGF i jest zdolny do
wigzania si¢ z receptorami VEGF, ale nie wykazuje dziatania angiogennego, co prowadzi
do zablokowania angiogennej aktywnos$ci VEGF, braku stymulacji tworzenia si¢ nowych
naczyn krwiono$nych oraz zahamowania wzrostu guza. Wariant fuzyjny VCTR4.0 wykazal

specyficzne dziatanie cytotoksyczne in vitro wobec réznych linii komérek nowotworowych



na poziomie ICsp ponizej 1 nM. Dodatkowo jego bezposrednia aktywno$¢ antyangiogenna
zostata potwierdzona w tescie sferoidalnym HUVEC oraz z wykorzystaniem fragmentow
aorty.

Silne dziatanie przeciwnowotworowe nowej czasteczki fuzyjnej zostato rowniez
potwierdzone na modelu heteroprzeszczepu lekoopornego ludzkiego migsaka macicy MES-
SA/Dx5. Podobny efekt obserwowano w przypadku ludzkiego gruczolakoraka jelita
grubego Colo205, ludzkiego raka trzustki MIA PaCa-2 czy modelu ludzkiego raka watroby
HepG2.

Wszystkie te wyniki dowodza, ze opracowano bardzo obiecujaca czasteczke

0 duzym potencjale dziatania przeciwnowotworowego.
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