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Inhibitory kompleksu VEGF-A.;/NRP-1 + celujace w NRP-1 na powierzchni nowotwo
— Peptydomimetyki jako radiofarmaceutyki receptorowe (diagnoza + terapia)
* A7R (Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg)
» Rozgatezione Lys(hArg)-Dab-Pro-Arg (peptyd Br)
« Retro-inverso dA7R (PArg-PPro-PPro-PLeu-PTrp-PThr-PAla)
« Ze zredukowanym wiazaniem Lys(hArg)-Ala[CH,-NH]-Ala[CH,-NH]-hArg

.

Fund

5 Et::-‘o;:jzsekie ngc'fpospo“ta o E:Iropejs'(a _
. . . . y T , . . . c 2 < olska Europejski Fundusz Spoteczny
realizowany w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020 wspotfinansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego Wiedza Edukacja Rozwoj I ’




*  Metoda syntezy na podtozu statym SPPS, zywica Wanga, Synteza manualna wg opracowanego protokotu
« Strategia Fmoc, metoda sprzegania karbodiimidowa, Dotgczanie linkera i chelatora DOTA na zywicy
«  Test na obecnos¢ wolnych grup aminowych - test Kaisera i chloranilowy
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Stabilized Heptapeptide A7R for Enhanced Multifunctional Alts C . WR ko200

Liposome-Based Tumor-Targeted Drug Delivery

Man Ying," Qing Shen,"" Yu Liu," Zhigiang Yan," Xiaoli Wei,"”! Changyou Zhan,"" Jie Gao,” Cao Xie,’
Bingxin Ya(),-t and Weiyue Lu*.’i’,#,ll
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Zwiazki ze zredukowanym wigzaniem l l
 DOTA-Ahx-Lys(hArg)-Ala-Ala-hArg-O
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it " " ) . DOTA-Ahx-Lys(hArg)-Ala*Ala-hArg-OH

Otrzymanie wiazania zredukowanego:

1. Fmoc-Ala-OH __ DIPEA + TBTU + N-metoksy-N-Metyloamina * HCl o Fmoc-AlaNMe (OMe)

2. Fmoc-AlaNMe(OMe) Redukcja LiAlH, w THF _ 3. Fmoc-Ala-CHO

3. Fmoc-Ala-CHO Aminowanie redukcyjne na zywicy z NaBH;CN

+ -Ala[CH,-NH]-AA
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Fmoc-Lys(Alloc)-Wang

l Sciagniecie Fmoc + aminowanie redukcjne z Fmoc-Ala-CHO
Fmoc-Ala[CH,-NH]-Lys(Alloc)-Wang

l Sciagniecie Fmoc + aminowanie redukcjne z Fmoc-Ala-CHO
Fmoc-Ala[CH,-NH]-Ala[CH,-NH]-Lys(Alloc)-Wang

l Sciagniecie Fmoc + Fmoc-Lys(Mtt)-OH

Fmoc-Lys(Mtt)-Ala[CH,-NH]-Ala[CH,-NH]-Lys(Alloc)-Wang
l $ciagniecie Mtt + Boc-Lys(Alloc)-OH

Fmoc-Lys(Boc-Lys(Alloc))-Ala[CH,-NH]-Ala[CH,-NH]-Lys(Alloc)-Wang

Sciagniecie Alloc + guanylacja w dwoch miejscach
Fmoc-Lys((Boc,)hArg)-Ala[CH,-NH]-Ala[CH,-NH]-hArg(Boc,)-Wang
l Sciagniecie Fmoc + Fmoc-Ahx-OH (+$ciagniecie czesci zwiazku z zywicy)
Fmoc-Ahx-Lys((Boc,)hArg)-Ala[CH,-NH]-Ala[CH,-NH]-hArg(Boc,)-Wang
Sciagniecie Fmoc +DOTA-tris(tBu)-NHS
DOTA-tris(tBu)-Ahx-Lys((Boc,)hArg)-Ala[CH,-NH]-Ala[CH,-NH]-hArg(Boc,)-Wang
l Sciagniecie z zywicy TFA/PhOH/H,0/TIPS

DOTA-Ahx-Lys(hArg)-Ala[CH,-NH]-Ala[CH,-NH]-hArg
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, IMDIK o
Wspotpraca z I Testy inhibicji - ELISA typu kompetencyjnego

Substrat
(luminol)
streptawidyna- Wywolany Badany
HRP : efe.:kt P zwigzek
chemiluminescencji
eo® A
o
N W
NRP-1
bt-VEGF

% inhibicji wiazania bt-VEGF/NRP-1 [%]

GELELWAAEYAS ¢
100 [UM] 50 [puM] 25 [pM] 12,5 [UM] 6,75 [UM]

A7R 80,58 + 3,60 70,92 + 0,97 61,06 + 2,18 45,57 + 4,41 28,55+ 7,13 14,68 + 5,83
Sc-DOTA-Ahx-A7R 67,36 + 6,53 59,42 + 12,21 49,10 + 17,45 35,57 + 12,62 28,73 +12,18 22,48 + 6,56
Peptyd rozgateziony (Br) 98,27 + 0,72 95,30 + 1,71 91,14 + 2,73 80,30 + 1,59 65,52 + 2,43 4,83 + 0,25
Sc-DOTA-Ahx-Br 78,00 + 1,21 66,75 + 9,58 51,40 + 15,20 38,47 + 8,81 22,91 + 14,96 17,93 £ 1,80
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DOTA-Ahx-A7R
DOTA-Ahx-Br
Lys(DOTA)-A7R
dR7A-Lys(DOTA)
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Znakowanie %8Ga, 77Lu i “4Sc

[68Ga]Ga, 95°C, 10 min, 0,4M bufor octanowy, pH 3,0

, [8Ga]Ga-DOTA-Ahx-Br

['77Lu]Lu, 95°C, 10 min, 0,4M bufor octanowy, pH 4,5

» ['7/Lu]Lu-DOTA-Ahx-Br

[#4Sc]Sc, 95°C, 30 min, 0,4M bufor octanowy, pH 4,5
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» [#Sc]Sc-DOTA-Ahx-Br [*Sc

[68Ga]Ga-DOTA-Ahx-A7R
[¢8Ga]Lys(DOTA-Ga)-A7R
[¢8Ga]dR7A-Lys(DOTA-Ga)
[77Lu]Lu-DOTA-Ahx-A7R

['77Lu]Lys(DOTA-Lu)-A7R
['77Lu]dR7A-Lys(DOTA-Lu)

[44Sc]Sc-DOTA-Ahx-A7R

[#4Sc]Lys(DOTA-Sc)-A7R
[#4Sc]dR7A-Lys(DOTA-Sc)
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Znakowanie %8Ga, 77Lu i “4Sc

[68Ga]Ga-DOTA-Ahx-A7R
[68Ga]Ga-DOTA-Ahx-Br

[68Ga]Lys(DOTA-Ga)-A7R
[68Ga]dR7A-Lys(DOTA-Ga)

[68Ga]Ga, 95°C, 10 min, 0,4M bufor octanowy, pH 3,0

Target dissolution
in 1M HCI
DOTA-Ahx-A7R [7
177 o ; :
DOTA-Ahx-Br ['/7Lu]Lu, 95°C, 10 min, 0,4M bufor octanowy, pH 4,5 R [17: | ;S;T‘,aﬁﬁtuzlkahzauon in
Lys(DOTA)-A7R [ 2 Wasting % Etion
dR7A-Lys(DOTA) [ H,0 Mikrofiltration 0.5M HCI
3 2
Scandium Target material
44 luti ti
[#4Sc]Sc, 95°C, 30 min, 0,4M bufor octanowy, pH 4,5 [44; i ani solution
> [ ' 4 Washing 5. Elution
[441 : Acetatete
[44 H,0 Dowex50x4 “—" Buffer
4 5
v
Scandium

solution
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Lipofi Iowosc
Radiocompound R; [min] logP + SD
[68Ga]Ga-DOTA-Ahx-A7R 11.27 -3.92 + 0.03 HPLC fazy wodnej p
[¢8Ga]Ga-DOTA-Ahx-Br 10.63 -4.57 + 0.05 4000
[¢8Ga]Lys(DOTA-Ga)-A7R 10.32 -4.18 + 0.07 R; = 10,42 min
[¢8Ga]R7A-Lys(DOTA-Ga) 10.72 -4.11 £ 0.06 3000
[77Lu]Lu-DOTA-Ahx-A7R 11.08 -3.40 £ 0.14
["77Lu]Lu-DOTA-Ahx-Br 10.78 -3.75 £ 0.08 5000
[77Lu]Lys(DOTA-Lu)-A7R 10.38 -4.45 + 0.03
[77Lu]R7A-Lys(DOTA-Lu) 10.28 -4.48 + 0.05
[44Sc]Sc-DOTA-Ahx-A7R 10.88 -3.44 + 0.02 1000
[44Sc]Sc-DOTA-Ahx-Br 10.03 -2.57 + 0.02
[44Sc]Lys(DOTA-Sc)-A7R - : "
[44Sc]R7A-Lys(DOTA-Sc)
Okrgélono w stapdgrdowym uktadzie (roztwor PBS apd njoktanol) i . W2z6r na lipofilowoéé: L = logP = log Z_
Teoretycime wyznacona Upaflowoké peptyd ATR wynos okata 1.5 (HarvinSketch) e, ~aktywnoi¢ fozy organicane;
HPLC fazy wodnej po lipofilowosci
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CENTRUM

( ® . .
1 1 1 d - Radi i i j 5 ( N AN LR
Badania fizykochemiczne s odsioatieamierc el o e BB e @

- cysteinie CYS

} tzw. challenge experiments
- histydynie HIS

- surowicy ludzkiej HS

Radiocompound CYS HIS HS

[68Ga]Ga-DOTA-Ahx-A7R 3.5h 3.5h 10min (ok.50%) 4.5h (oK
[63Ga]Ga-DOTA-Ahx-Br 3.5h 3.5h 10min (ok.20%) 4.5h (b.mat
[48Ga]Lys(DOTA-Ga)-A7R 3h (60%) 3h 10min (ok.2%) 1h brak
[68Ga]R7A-Lys(DOTA-Ga) 4h 4h 10min (ok.15%) 4h (ok.15%
['77Lu]Lu-DOTA-Ahx-Br 12d 12d
[77Lullys(DOTA-L)-A7R | do 13d (ok.60%)
['77Lu]R7A-Lys(DOTA-Lu) 14d 14d 10min (ok.60%) 14d (ok.15%)
[445c]Sc-DOTA-Ahx-A7R 4.5h 4.5h 10min (ok.50%) 4h (ok.50%)
[445c]Sc-DOTA-Ahx-Br 3h 3h 10min (ok.30%) 4.5h (b.maty $lad
[“Sc]Lys(DOTA-5c)-A7R |
[44Sc]R7A-Lys(DOTA-Sc)

Ilos¢ radiokoniugatu w supernatancie i osadzie:

YXradioaktywnosc fazy wodnej

- 100%

X radioaktywnos¢ fazy wodnej +X radioaktywnosc¢ osadu
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™ & D H Staz zagraniczny

HELMHOLTZ ZENTRUM Instytut Naukowo-Badawczy Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossen
DRESDEN ROSSENDORF Zaktad Teragnostyki Radionukliowej, 18.07-07.08.2021

Konferencje

* Druga Edycja Wirtualnej Konferencji Naukowej Kampusu Ochota - poster ,,Radioizotopowo zna
peptydomimetyczne inhibitory kompleksu VEGF/NRP-1 do obrazowania patologicznej angiogen
wczesnymi stadiami formowania sie nowotworow ztosliwych”, 21.09.2021

 VIII Ogodlnopolska Konferencja Studentow Fizyki Medycznej ,,FIZYKA DLA MEDYKA” - udziat bierny,

« IV Ogolnopolskie Forum Pielegniarek i Technikow Elektroradiologii Bayer&Canon - udziat bierny, 26

Publikacja (styczen 2022)
pharmaceutics m\p\py

Article
Synthesis, Physicochemical and Biological Study of Gallium-68-
and Lutetium-177-Labeled VEGEF-A145/NRP-1 Complex

Inhibitors Based on Peptide A7R and Branched Peptidomimetic

Katarzyna Mastowska ¥, Ewa Witkowska 2 Dagmara Tymecka 20, Pawel Krzysztof Halik '
Aleksandra Misicka 2*! 7 and Ewa Gniazdowska !
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Dalsze plany

« Znakowanie skandem-44 i badania fizykochemiczne
o Lys(DOTA)-A7R
o R7A-Lys(DOTA)

« Synteza peptydomimetykow ze zredukowanym
wigzaniem

Znakowania (%8Ga, "7Lu, #4Sc)

Badania fizykochemiczne

ELISA?

Badania komorkowe?

O
O
O
O

« Badania komorkowe radiopeptydow?

» Trzecia publikacja
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radiarmi@ncbhigov.pl, www.net.gov.pl/radfiram

Dziekuje za uwage

Warszawa, 20.05.2022 r.
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