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Strategia syntezy koniugatow DOTA-Ahx-A7R (Sciezka I) i DOTA-Ahx-KM1 (Sciezka II) Oj/'““ HANTSNH °j/NH N SN
SCDOTA 364653 594281221 4910£1745 35571262 287341218 22,48+6,56 | Wykonano metodq SPPS. a - 30% piperydyna w DMF, b - Fmoc-Pro-OH:DICHOBY ¢ - v
Ahx-A7R Fmoc-Leu-OH:DIC:HOBt, d - Fmoc-Trp(Boc)-OH:DIC:HOBt, e - Fmoc-Thr(tBu)- kL kL
KM1 98,27 +0,72 9530+1,71  91,14+2,73  80,30+1,59  6552+243  4,83+0,25 OH(ZDIC)ZHOgb f -IFmOC-AIa-OHZDICZHC;Bt}II Og ; ngf;C-?)*éX-OHiDICIHOBf/ h -bFfl)le’;- e, P
tris(tBu)-NHS:trietyloamina, i - TFA/PhOH/H,O/TIPS, j - Fmoc-L-Dab(Alloc)- 68 A
Sc-DOTA- Nty el . 0 ™ [*°Ga]Lys(hArg)-Dab(Ahx-DOTA-Ga)-Pro-Arg
OH:DIC:HOBY, k - Boc-Lys(Fmoc)-OH:DIC:HOBY, 1 - di-Boc-S-methyloizoti ikin-
Abxkmi 200 LA 00752958  SLA0%1520  38A78EL 225121436 17,931,580 butylamina:DCM, m - f(;;yl}éz(ﬂa??t?trakis(trifenylofosfino)p;u:;u:1:I)nceMy SHETOTmECEER [\”7Lu]Lys(hArg)-Dab(Ahx-DOTA-Lu)-Pro-Arg
Badania fizykochemiczne radiokoniugatow | |Lipofilowosc obliczano wedlug wzoru: L = logP = logdo/Aw, gdzie A, - radioaktywnose
Stabilnoé¢ w cysteinie (CYS) i histydynie (HIS) tazy organicznej, A,, - radioaktywnos¢ fazy wodnej; analiza RP-HPLC fazy wodne;.
" o Stabilno$¢ w roztworach CYS i HIS - radiokoniugat inkubowano w 37°C w 1 mM
[**GalGa-DOTA-Ahx-A7R - [**Ga]Ga-DOTA-Ahx-KM1 roztworach o stezeniu 1000x wyzszym niz stezenie radiokoniugatu + RP-HPLC.
R=10.98 min hEl0s P Stabilnoé¢é w surowicy ludzkiej - radiokoniugat inkubowano w 37°C z HS. Wytracano
80D R,=11.11 min Ry=10.78 min 1. - . 1.
I 0T A sktadniki biatkowe (osad) oddzielajac je od supernatantu. Dla supernatantu
—[6BGa] Ga-DOTA-ANx-ATR 2 - . . . . . .
. wCrsp3an . KM1w Y5 po3.50 wykonywano RP-HPLC. Iloé¢ radiokoniugatu w supernatancie i osadzie obliczano wg
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Y radioakwtynosc¢ fazy wodnej +X radioaktywnos¢ osadu
i . | Stabilnos¢ w surowicy ludzkiej (HS)
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
St b.clzas [min>] 3.5h czas [min] [68Ga]Ga—DOTA—AhX—A7R [68Ga]Ga'DOTA-AhX-KM1
abine . . 2000 : 5000
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E AR w HIS po 2.5dnia \
0 —— [177Lu]Lu-DOTA-Ah- [8Ga]Ga-DOTA-Ahx-A7R  -3.92+0.03 o — | ..
ATRw HIS po 4.5dnia 0 = — 0 5 10 15 20
[7LulGa-DOTA-Ahx-A7R  -3.40 0.14 ° e ’ tme ]
= gfter 10 min ——gafter 1 d
0 )
0 5 10 15 20 [(4GalGa-DOTA-Ahx-KM1  -4.57 £0.05 ) _.mr o _aneri‘d .
czas [min] Niestabilne, ale >4d jest $lad Niestabilne, >1d brak
Stabilne do 2.5 dnia [177LU]LH'DOTA'AhX-KM1 -3.75+0.08 radiOkoniugatu radiokoniugatu
D18 4 _
Badania komorkowe [7/Lu]Lu-DOTA-Ahx-A7R rozpoczeto |ose| —*T* " Synteza bardziej stabilnych na dzialanie enzyméw proteolitycznych zwiazkow (dla
od badania wysycenia receptorowego (saturation assay) na | :::::i;i':""'c nich bad. fizykochemiczne, ELISA, zimne zwiazki, stabilno$¢ w HS dla koniugatow).
dVYéCh 11n1ach komc’)rkowych/— U 373. M(;‘ i MDA-MB-231, |, . a) Synteza zwigzkéw z wigzaniem zredukowanym, ktére jest | H
ktére byly uzywane do badan wigzania si¢ peptydu A7R z ol ¥ bardziej stabilne na dzialanie enzymoéw (prace sa w trakcie [C—N—| = | -C—N
NRP-1 [1.'5] (1nkubac]a. -1h (MDA-MB-231) 12.5h (U373 MG) |, | wykonywania) np. DOTA’Ahx Lys(hArg) Ala’Ala’hAr g-OH u! L
w 37°C, jako bloker uzyto ,zimnego” peptydu A7R). W obu |oe: | . ® A *
przypadkach nie wuzyskano pozytywnych wynikéw o oiuﬁ = 2; 'w samo  esowm  sawo || D) Synteza/zakup peptydéw retro-inverso - b . 'ﬁ
oddziatywania badanego zwigzku z NRP-1 (rysunek obok), sktadaja si¢ z D-aminokwaséw w odwréconej )‘(*f\ (“.lf
co jest sprzeczne z wynikami uzyskanymi za pomoca testu ELISA. Powodem negatywnych sekwengji i s3 w pelni odporne na proteolize, 3
wynikéw jest najprawdopodobniej mata nadekspresja receptoréow NRP-1 na zastosowanych poniewaz D-aminokwasy nie sa rozpoznawane
liniach komérkowych. W kolejnych prébach badart komérkowych zastosowana zostanie linia przez enzymy [6] LAUTUWLLEPLPLR (“A7R)
komérkowa U 87 MG i/lub linia komérek endotelialnych (np. HUVEC).

Literatura:.1.Liang, Sheng, et al. "18 F-radiolabeled analogs of peptide I( D-A7R fo nultaneous PET imaging of both av33 and VEGF in " Journal c r[ 1 nalytical and \Udu Chemistry 303.3 (2015): 1891-1896
! 0 ! and bic ): 575-58 Che H]\\m\)\[v\]\mg\

doi: 10.1007/s11307-014-0761-0.

\’mh ; pharmaceuticals 57.11

2.Perret, Gérard Y labele 1\\7\\\\

ovel fluorine-18
G tumors." Jc umv\ of I vl le \( m
' Journal of Radic 1d Nuclear Che ry 308.2 (2016): 741-746. 6. Ying M,

Wan Y, Fang Y. In avp RP- rWL meric pepti
Fundusze . . > W‘ h PMID: 25001194, 4. Ma, Yufer, et al. 18F labeled RGD-A7 l for dual integrin and VEGF- or im¢
Europejskie RzeCZPOSPOUta Unia Europejska (2014): 627-631. 5.Ma, Yufei, et al. "18 ed RGD-A7R-conjugate icles for integrin and VEGF-targeted tume : ical
ST ) _ Polsk Europejski Fundusz Spoteczny Shen G Liu Y, Yan 7, Wei X, Zhan Yao B, Lu W. Stabilize stide A7R for Enhanced Multifunctional Liposome.Baset d Drug Delivery prd Ap u\m . Interfaces. 2016 Jun
Wiedza Edukacja Rozwbj 1,8(21):13232-41. doi: 101021 /acsa 2016 May 19. PMID




