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Sunt deosebit de recunoscatoare conducatorului meu de doctorat Prof. Dr. Vasile Lavric,
care m-a sustinut isi indrumat in timpul studiilor doctorale. Acesta a fost foarte determinat sa
utilizez studiile experimentale efectuate pentru a modela matematic procesele fizico-chimice
din organismele vii.

De asemenea, doresc sa 1i multumesc doamnei Dr. Dana Niculae din cadrul Centrului
de Cercetari Radiofarmaceutice care m-a sustinut in studiile de cercetare prezentare in teza,
experimentele fiind efectuate sub atenta Tndrumare a acesteia. Experiemntele realizate pe
parcursul studiilor doctorale s-au desfasurat in Centrul de Cercetare Radiofarmaceutica din
cadrul Institutului National de C-D pentru Fizica si Inginerie Nuclearda Horia Hulubei (IFIN-
HH). 1i multumesc doamnei Dr. Gina Manda pentru sfaturile constructive pe care mi le-a
acordat in studiile in vivo efectuate. Nu in ultimul rand doresc sa le multumesc colegilor din
cadrul Departamentului de Stiinta Vietii si a Mediului din cadrul IFIN-HH care m-au ajutat sa
desfasor studii biologice pe modele animale.

INTRODUCERE

Studiile care stau la baza acestei teze de doctorat se concentreaza pe aplicarea
nanoparticulelor din aur in medicina nucleara ca mijloc de distributie pasiva si mediata de
receptori a produselor radiofarmaceutice. In ultimul deceniu, necesitatea imbunattirii
informatiilor obtinute prin metode imagistice, impreuna cu o mai buna tintire a tumorilor si un
tratament mai eficient a dus la integrarea nanoparticulelor de aur in diagnosticul, imagistica si
tratamentul cancerului. Proprietétile fizico-chimice ale nanoparticulelor de aur, cum ar fi:
rezonanta plasmonica de suprafata localizata, conductivitatea fototermica, toxicitatea scazuta si
suprafata mare disponibila pentru functionalizarea cu biomolecule, le fac foarte versatile pentru
aplicatii medicale. Distributia in tumori a radiofarmaceuticelor care utilizeaza nanoparticule de
aur se bazeazd pe douda mecanisme: tintirea pasiva prin efectul de permeabilitate si retentie
crescuta al edoteliului vascular din jurul tumorii si distributia activa utilizind molecule
functionalizate pe suprafata nanoparticulelor, care se leaga de receptori specifici supraexprimati
de membranele celulelor tumorale. Tn plus, nanoparticulele metalice, cum ar fi nanoparticulele
din aur, pot imbunatati contrastul in imagistica duala PET-CT.

Dezvoltarea produselor radiofarmaceutice care includ nanoparticulele in structurile lor
este un proces laborios in care sunt luate In considerare nu numai cerintele Farmacopeei
Europene (cum ar fi puritatea sau stabilitatea radiochimica), dar si obtinerea nanostructurilor
polidispersate, cu o acoperire care permite timpi lungi de circulatiec n sange, fara a fi
recunoscute de sistemul imunitar, cu toxicitate scazutd si fara acumulare in tesuturile nevizate.
Pornind de la aceste premise, prezenta teza descrie noi produse radiofarmaceutice pe baza de
nanoparticule din aur functionalizate cu peptide marcate cu izotopul emititor de pozitroni ®Ga.
Nanostructurile sintetizate au fost ulterior testate in vitro si in vivo pentru a evalua specificitatea
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lor pentru receptorii de neurotensina si bombesina si capacitatea lor de a viza in mod specific
cancerele de colon si de prostata. Posibilitatea de a utiliza date experimentale pentru a dezvolta
in continuare un model matematic care poate prezice distributia nanotrasorilor este deosebit de
utild. Aceasta este menitd sa optimizeze nanostructurile pentru a maximiza absorbtia Tn
tumoare, dar contribuie, de asemenea, la o evaluare mai precisa a procesului de directionare in
sénge a nanotrasorilor transportati catre tesuturi.

Teza este structuratd pe cinci capitole. Primele trei capitole sunt dedicate prezentarii
bazelor teoretice si a studiului de literaturd. Ultimele doud capitole sunt dedicate contributiilor
personale la dezvoltarea nanostructurilor si aplicabilitatii in imagistica nucleara.

Primul capitol prezinta elementele fundamentale care stau la baza utilizarii
radioizotopilor corespunzatori Tn medicina nucleard, impreund cu proprietitile acestora,
pregatirea radiofarmaceuticelor si tehnica tomografiei cu emisie pozitronica (PET).

Al doilea capitol descrie metodele de sinteza utilizate pana in prezent pentru prepararea
si marcarea nanoparticulelor de aur cu radioizotopi, prezentarea proprietatilor nanoparticulelor de
aur si a principalelor tehnici de caracterizare. De asemenea, am inclus un studiu al literaturii cu
privire la aplicarea acestor nanoparticule in medicina nucleara. Capitolul doi contine materiale din
articolul propriu: ,,Gold nanoparticles-based radiopharmaceuticals for nuclear molecular imaging
and therapy applications”, acceptat spre publicare in Buletinul Stiintific al UPB, Seria B.

Al treilea capitol se concentreaza pe descrierea modalitatii de interactiune a
nanoparticulelor de aur cu celulele si organele, principalele cai de distributie in vivo, eliminare si
mijloacele prin care caracteristicile lor pot fi optimizate pentru o mai buna directionare si un timp
de Tnjumatatire biologic prelungit.

Al patrulea capitol prezintd doud metode pentru functionalizarea nanoparticulelor de
aur cu peptide radiomarcate, aplicarea nanostructurilor sintetizate pe celulele tumorale de
pancreas, colon si prostata si studii preclinice pe modele animale (soareci imunosupresati).
Capitolul patru contine materiale din urmatoarele publicatii:

o “Preclinical evaluation of NHS-activated gold nanoparticles functionalized with bombesin or
neurotensin-like peptides for targeting colon and prostate tumours”, Molecules (2020), vol. 25,
3363;

e “In vitro binding kinetics study of gold nanoparticles functionalized with 8Ga-DOTA
conjugated peptides”, Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry (2017), vol. 311, nr.
2, pp. 1485-1493.

Ultimul capitol trateazd un model matematic nou, dezvoltat folosind datele
experimentale obtinute anterior, care se bazeaza pe echilibrul de masa al nanotrsorului in sapte
organe importante: inima, rinichi, pldmani, tumoare, ficat, splind si stomac. De asemenea,
modelul matematic calculeaza profilul de distributie a trasorului in sangele care curge prin
tesutul acestor organe.

Teza se incheie cu concluziile generale ale experimentelor efectuate si cu prezentarea
perspectivelor pentru dezvoltarea ulterioara.

Rezultatele cercetdrii prezentate in aceasta teza au fost publicate in articole stiintifice In
reviste indexate n sistemul ISI-Clarivate Analytics si/sau comunicate la conferinte
internationale, dupa cum urmeaza:

1. “Preclinical evaluation of NHS-activated gold nanoparticles functionalized with
bombesin or neurotensin-like peptides for targeting colon and prostate tumours”, Molecules
(2020), vol. 25, 3363;

2. “Invitro binding kinetics study of gold nanoparticles functionalized with ®3Ga-DOTA
conjugated peptides”, Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry (2017), vol. 311, nr.
2, pp. 1485-1493

3. “Gold nanoparticles-based radiopharmaceuticals for nuclear molecular imaging and
therapy applications”, Buletinul Stiintific al UPB, Seria B (acceptat pentru publicare).
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CHAPTER 1 RADIOFARMACEUTICELE

Radiofarmaceuticele sunt compusi radioactivi utilizati in medicina nucleara, alcatuiti
dintr-un radioizotop legat la un vector biologic, acesta din urma fiind o molecula biologica
activd organicd sau anorganica. Rolul principal al vectorului este de a viza de preferinta
anumite organe sau de a participa la procesele fiziologice ale organelor, oferind specificitate
radiofarmaceuticului. Tn plus, radiofarmaceuticele trebuie sa aiba o buni stabilitate pe toata
perioada de stocare, dar si in vivo, toxicitate scazuta si farmacocinetica buna. Astfel, scopul
proiectdrii unui nou produs radiofarmaceutic este de a alege cea mai eficientd pereche
radioizotop-vector. Radionuclizii sunt definiti ca izotopi instabili care se degradeaza prin
emisia de particule (particule o, electroni sau pozitroni), emisie de raze y sau prin captura de
electroni, pentru a obtine raportul dintre numarul de neutroni si protoni (N/Z) al celui mai
apropiat nuclid stabil. Rata de dezintegrare (-dN / dt) a unui radionuclid este proportionala cu
numarul de atomi radioactivi (N) si probabilitatea de dezintegrare pe unitate de timp, denumita
si constanta de dezintegrare (A). Radionuclizii utilizati in medicina nucleara sunt produsi
artificial fie in acceleratori de particule (prin bombardarea cu protoni [1], deuteroni, particule
o sau cu ioni grei), in reactoare nucleare (prin iradiere cu neutroni) sau pot fi eluate din
generatori de radioizotopi.

o Generatorul de 68Ge/%8Ga

Un generator de radioizotopi este un dispozitiv format dintr-o coloana umpluta cu un material
absorbant special (de exemplu, aluming, rasind schimbatoare de ioni, etc.), pe care radionuclidul care
dezintegreaza (numit radionuclid ,,parinte”) este absorbit. Radionuclidul parinte absorbit in interiorul
coloanei dezintegreaza intr-un alt radionuclid numit ,,fiicd”. Unul dintre cei mai studiati si utilizati
generatori in ultimul deceniu este generatorul de %Ge/®Ga. Principalele motive pentru care este preferat
fatd de alte tipuri de generatoare sunt caracteristicile fizice si chimice ale ambilor razionuclizi: ®Ge care
permite o duratd de valabilitate lunga (aproximativ 6 luni) datorata timpului sau de injumatatire lung
(T2 = 271 zile), dar si a radionuclidului fiici %Ga, a cirei stare de oxidare %Ga®" permite marcarea
rapida a biomoleculelor (Exemplu: peptide sau proteine) prin intermediul a diferite structuri de chelatori
(Exemplu: DOTA: acid 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacetic, NOTA: acid 1,4,7-
triazaciclononan-N,N',N"-triacetic sau NODAGA: acid 1,4, 7-triazaciclononan,1-glutaric-4,7-acetic).

Configuratia experimentali a generatorului de ®Ge/®Ga si a modulului de sintez utilizat pentru
experimentele de marcare cu ®Ga din cadrul acestei teze de doctorat sunt prezentate in Fig. 1.1.
Generatorul este conectat la modulul de marcare si intregul ansamblu este instalat intr-o celula fierbinte
ecranatd. Toate etapele de pregatire, inclusiv umplerea cu reactivi, instalarea cartusului de purificare de
unica folosinta, a filtrului steril de unica folosinta si a fiolei sterile pentru produsul final sunt efectuate
Tnainte de inceperea procesului de marcare. Odata realizate etapele de pregatire, celula fierbinte este
inchisa si intregul proces este controlat de la distantd, fara a expune operatorii la radiatii.
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Modul de sinteza +

Cartus de puriﬁcarc

Generator

BGel%Ga |

Deseuride elutie = :
Deseuri reactie

Reactor (stanga) ‘ Radiofarmaceutic marcat cu %Ga ‘
Vas de evaporare (dreapta)

Fig. 1.1  Setup-ul experimental si componentele principale ale modulului de sinteza GAL-102
utilizat pentru marcarea moleculelor cu %Ga.

O aplicatie majora a produselor radiofarmaceutice este tomografia cu emisie pozitronica
(PET), care este utilizata in prezent cu succes pentru localizarea tumorilor, detectarea bolilor
Alzheimer, Parkinson sau pentru studierea efectelor accidentului vascular cerebral si epilepsiei.
Scanerul PET se bazeaza pe detectarea in coincidenta a fotonilor gamma cu energia de 0,511 MeV
emisi dupa procesul de anihilare a pozitronului emis de radioizotop, urmat de reconstructia traseului
parcurs prin materie pentru a determina exact unde au fost produs (locatia radioizotopului care s-a
dezintegrat).

Fig. 1.2  Principiul de detectie al scaner-ului PET (stanga) si prezentarea echipamentului de
imagistica prin emisie pozitronicd uPET-CT pentru modele animale instalat in Centrul de Cercetare
Radiofarmaceutice-IFIN-HH (dreapta)

Sistemele PET actuale dedicate oamenilor permit vizualizarea unui pacient cu o
rezolutie de pana la 4,4 mm, comparativ cu acestea, scanerele PET dedicate studiilor preclinice
cu animale mici (Exemplu: soareci sau sobolani) pot ajunge pana la 0,5 mm (Fig. 1.2). Aceasta
tehnicd de tomografie poate oferi doar o imagine functionala a tesuturilor, localizarea precisa
in interiorul corpului este redata printr-o tehnica de imagistica structurala, cum ar fi tomografia
computerizatd (CT) sau imagistica prin rezonantd magnetica (RMN), la care este conectat
sistemul PET.

CAPITOLUL 2 NANOPARTICULELE DIN AUR

Nanoparticulele (NP) sunt definite ca materiale, particule sau structuri cu o dimensiune
mai mica de 100 nm, ale caror proprietati fizice si chimice suferd unele modificari comparativ
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cu forma lor uzuala. Dintre acestea, nanoparticulele de aur (AuNPs) sunt studiate intens datorita
avantajelor lor, cum ar fi: suprafata specificd mare disponibild pentru functionalizarea cu
molecule; proprietati fizice si chimice unice care permit utilizarea lor atat in imagistica, cat si
in terapie; compatibilitate biologica; posibilitatea de a viza tesuturile tumorale atat prin
mecanisme mediate de receptori, cat si pasive prin efectul de permeabilitate si retentie
imbunatatita al endoteliului vascular. In functie de aplicabilitatea nanoparticulelor din aur si de
caracteristicile dorite pentru compusul final, sunt disponibile doua tipuri de metode de sinteza:
metode prin dispersie (sau metode ,,de sus in jos™) si metode de condensare (numite si metode
,»de jos in sus”). Cea mai simpla si frecvent utilizatda metoda de sinteza prin condensare este
metoda Turkevich [2], cunoscuta si sub numele de ,,metodd de reducere cu citrat”, care necesita
dizolvarea acidului tetraclororuric (HAuCls) Tntr-o solutie apoasa, rezultand acid tetracloroauric
trihidratat (HAUCIls - 3H20). Solutia este incalzita in continuare la 100 °C si se adauga 1 mL de
solutie de citrat trisodic 0,5%. Dupa aproximativ 5 minute de agitare, se obtine o solutie rosu
inchis care indica formarea nanoparticulelor de aur coloidal, prin aceastd metoda obtinandu-se
cu usurinta nanopartticule cu dimensiunea cuprinsa intre 10-100 nm, monodispersate si cu o
buna stabilitate in conditii optime de depozitare.

Datorita varietatii compozitiilor si @ pH-ului mediilor biologice, nanotrasorii pot
interactiona cu constituentii mediilor biologice prin interactii sterice, electrostatice sau
hidrofobe. Prin urmare, pot forma agregate, pot fi degradate sau pot fi recunoscute de sistemul
reticuloendotelial. Astfel, Incorporarea stabild a radionuclidului este esentiald, iar
nanocompozitul sintetizat trebuie sa ramana intact in mediile biologice. Pana in prezent, au fost
dezvoltate patru metode pentru marcarea nanoparticulelor de aur cu radioizotopi: a) prin
chemisorbtie directa pe suprafata nanoparticulelor; b) complexarea ionilor radiometalici (de ex.
¥mTc, 8Ga, %Cu, ’Lu) cu chelatori prin legituri coordonative; ¢) marcare intrinseca prin
activarea nanoparticulelor de aur in urma bombardarii directe cu neutroni termici; d) marcare
intrinseca prin dopaj radiochimic utilizand un amestec de precursori radioactivi (,,fierbinti”) si
neradioactivi (,,reci”) in timpul procesului de sinteza. Metoda prin complexare utilizeaza
molecule mici, numite chelatori bifunctionali (BFC), care capteaza prin legdturi coordinative
ionul radiometalic, acest chelator fiind la randul sau legat de o biomoleculd sau nanoparticula.
Principalul dezavantaj al metodei de marcare prin intermediul chelatorilor este posibilitatea
transchelarii ionului radiometalic datoritd concurentei cu alti chelatori naturali din corp
(Exemplu: feritina, lactoferind sau transferind) care pot duce la absorbtia radioizotopului in
tesuturile critice. Pentru a evita aceasta situatie, stabilitatea termodinamica si cinetica in vivo a
diferitelor perechi metal-chelator a fost evaluatd anterior. Mai multi chelatori bifunctionali au
fost folositi pentru marcarea cu radioizotopi a nanoparticulelor din aur, precum: DOTA, NOTA
sau NODAGA. Metoda de marcare BFC a fost utilizata in timpul experimentelor descrise in
aceastd teza de doctorat.

CAPITOLUL 3 BIODISTRIBUTIA NANOPARTICULELOR DIN AUR

Caracteristicile nanoparticulelor, cum ar fi: diametrul hidrodinamic, sarcina de la
suprafata, stabilitatea si forma, influenteazd farmacocinetica, distributia si excretia lor din
organismul viu. Pentru a putea fi utilizate in medicina nucleara, nanoparticulele trebuie sa aiba
mai multe proprietati si functii, cum ar fi: efect EPR puternic; timp biologic indelungat,
predominant in circulatia sangelui; acumularea minima in tesuturile nevizate; stabilitate in vivo
bund, cel putin in timpul aplicarii; distributie rapida in tesutul tintd; toxicitate scazutd; sa nu
perturbe sau sa influenteze activitatea biologicd a moleculelor functionalizate la suprafata lor.

e Dimensiunea nanoparticulelor in organe

Nanoparticulele care reusesc sa scape de recunoasterea de catre sistemului imunitar circuld
prin sange in tot corpul, dar absorbtia lor va fi predominanta in anumite organe. Tintirea tumorilor
folosind nanoparticule se realizeaza in douda moduri: tintire pasiva si tintire mediata de receptori.
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Tintirea pasiva este termenul utilizat pentru distributia nanoparticulelor in tumori datorita efectului de
permeabilitate si retentie (EPR) crescutd a endoteliului vascular. In timpul dezvoltdrii tumorii,
vasculatura care alimenteaza celulele invazive se formeaza haotic si rapid, ceea ce nu permite
formarea completa si ordonata a celulelor endoteliale vasculare in acea regiune. Astfel, genereaza
unele ,,fenestratii” In vasele de sange, datorita distantei mari dintre celulele endoteliale, ceea ce va
conduce la trecerea nanoparticulelor din sange in la sistemul limfatic [3]. Un spatiu mai mare intre
celulele endoteliale se gaseste si in organele cu rol de filtrare sau care fac parte din sistemul
reticuloendotelial (RES), cum ar fi: splina, ficatul sau rinichii. Acest lucru justifica distributia pasiva
a nanoparticulelor in principal Tn aceste organe.

1 Recepror-
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Fig. 3.1  Reprezentarea tintirii pasive si mediate de receptori

Pentru tintirea mediata de receptori, nanoparticulele sunt functionalizate cu liganzi (proteine,
peptide, anticorpi, etc.), care se vor lega de receptorii supraexprimati pe suprafata membranei celulelor
tesuturilor tinta, ceea ce va duce la acumularea internalizarea in tesut.

Calea preferabild pentru eliminarea nanoparticulelor din sistem este prin rinichi. Aceasta
cale de eliminare se realizeaza in trei etape: filtrare glomerulara, secretie tubulara si excretie in
urind. Odata ajuns la locul rinichilor, nanoparticulele cu un diametru mai mic de 90 nm trec din
sange prin fenestrarile endoteliului vascular catre membranele bazale glomerulare, ai céror pori
de 2-8 nm vor permite doar trecerea NP de aceasta dimensiune catre prelungirile podocitelor.
Mai departe, nanoparticulele vor trece in spatiul lui Bowman prin pori de 4-11 nm. Aceasta
limitare fizica a filtrarii glomerulare prin aceste trei membrane care cuprind bariera de filtrare
glomerulara limiteaza eliminarea nanoparticulelor de o anumita dimensiune, in timp ce acelea
care nu reusesc sd treaca de fenestrarile vasculaturii vor fi filtrate prin splina si ficat.
Nanoparticulele care reusesc sa treaca de prin fenestrari, dar nu si de urmatoarele doua
membrane vor fi acumulate, reprezentand un potential risc de inflamatie si toxicitate daca nu
sunt biodegradabile. Mai mult, bariera capilara glomerulara este incarcata negativ, astfel, este
facilitatd trecerea nanoparticulelor Incarcate pozitiv, iar trecerea AuNPs Incarcata negativ este
ingreunatd. Nanoparticulele care nu pot fi filtrate si eliminate prin rinichi sunt de obicei
eliminate prin sistemul hepatobiliar. Nanoparticulele pot ajunge la ficat in principal prin doua
mecanisme: a) fiind recunoscute de monocitele circulante care aderd in continuare la celulele
Kupffer din ficat (macrofage); b) nanoparticulele care scapd de recunoasterea imuna, ajung
transportate de fluxul sanguin in artera hepatica sau vena porta care se amesteca in sinusoide
hepatice, unde celulele endoteliale sinusoidale situate de-a lungul vasculaturii au fenestratii de
100-150 nm. Prin aceste cavitati vor trece in spatiul Disse, unde hepatocitele le vor interioriza
(prin endocitoza), putand fi mai departe metabolizate prin degradare enzimatica. Eliminarea
ulterioara a bilei va duce la excretia fecala. Din studiile anterioare din literatura [4], intre cele
doua cai de eliminare hepatobiliara, este de preferat ca nanoparticulele sa treaca prin celulele
endoteliale sinusoidale si apoi sa fie degradate direct de catre hepatocite, deoarece acest proces
are loc in ore sau sdptamani. In schimb, macrofagele stocheazi nanoparticulele pentru perioade
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lungi de timp (luni sau ani). Comparativ cu acestea, numai eliminarea prin rinichi este mai
rapida (in cateva ore sau zile).

Nanoparticulele recunoscute de macrofagele si limfocitele splenice, nanoparticulele
excluse din rinichi si ficat datoritd dimensiunii mari sau a sarcinii lor, dar si nanoparticulele
care au scapat de recunoasterea macrofagelor si circuld in fluxul sanguin, toate vor ajunge la
sinusoidele marginale, o jonctiune care separa pulpa alba si pulpa rosie a splinei. Aici,
nanoparticulele mai mici de 150 nm pot trece prin fenestratiile endoteliului sinusoidelor
splenice in pulpa alba. Nanoparticulele care nu pot trece de aceste fenestrari vor fi degradate de
macrofagele din zona marginala si stocate in pulpa rosie a splinei. Nanoparticulele cu diametrul
hidrodinamic mai mic de 4 nm pot trece mai usor neobservate de proteinele serice, avand o
dimensiune aproximativ egala cu a lor, iar probabilitatea de interactie cu acestea in sange scade.
Nanoparticulele mai mici de 6 nm sunt eliminate rapid prin rinichi, dar exista si posibilitatea
acumularii lor in muschi, inima sau pldmani, deoarece jonctiunile dintre celulele endoteliale ale
acestor organe ating aceasta dimensiune. S-a demonstrat cd nanoparticulele de 10-100 nm sunt
mai greu internalizate de celule, iar cele mai mari de 40 nm se acumuleaza in ficat sau splina
pentru perioade lungi de timp (mai mult de 6 luni). Nanoparticulele mai mari de 100 nm sunt
eliminate de ficat, iar cele care depasesc 200 nm se elimina numai prin splena. Acoperirea
nanoparticulelor cu diversi polimeri biocompatibili, cum ar fi polietilen glicolul (PEG), mareste
timpul de circulatie in sange si, daca sunt captate de celulele RES (cum ar fi macrofagele),
permit o degradare mai rapida. In practicd, s-a observat ci o crestere a lantului polimeric si a
densitatii pe suprafata nanoparticulelor reduce foarte mult probabilitatea de adsorbtie a
proteinelor serice la nanoparticule, datoritid impiedicarilor sterice..

CAPITOLUL 4 STUDIILE PRECLINICE ALE
RADIOFARMACEUTICELOR CARE UTILIZEAZA
NANOPARTICULE DIN AUR

4.1 STUDIUL IN VITRO AL CINETICII DE LEGARE A NANOPARTICULELOR DIN
AUR FUNCTIONALIZATE CU PEPTIDE CONJUGATE CU %Ga-DOTA

Nanoparticulele de aur functionalizate cu peptide radiomarcate au cunoscut o crestere
extraordinara a aplicatiilor din domeniul farmaceutic, datorita capacitatii nanoparticulelor de a
trece de membrana celulelor prin endocitoza mediata de receptori. Legarea nanoparticulelor de
biomolecule depinde de gruparea prin care se efectucaza legarea, care poate contine grupari
amino, carboxil sau tiol. Metodele de legare pot duce adesea la degradarea sau inactivarea
secventei de aminoacizi activi biologic a moleculelor atasate. In acest scop, grupurile
mentionate mai sus ar trebui pozitionate la capatul moleculei [5]. Desi pentru aplicarea in vivo
a nanoparticulelor de aur, gruparile tiol sunt cele mai stabile (au cea mai mare afinitate pentru
suprafetele metalelor nobile), gruparile amino pot fi de asemenea folosite pentru
functionalizarea nanoparticulelor cu peptide, dar pentru un timp limitat. Analogul
somatostatinei Tyr3-octreotidd (TOC) este una dintre cele mai recente peptide marcate cu *8Ga
inclusa in Monografia Farmacopeei Europene, sub formid de solutie injectabild ®%Ga-
edotreotida. Aceastd peptida utilizata clinic, se leaga cu o mare afinitate de receptorii de
somatostatina SSTR2 exprimati pe membrana celulelor tumorilor neuroendocrine. Deoarece
majoritatea tumorilor umane exprima mai mult de un subtip de receptori, pand in prezent au
fost sintetizati analogi de somatostatind, cum ar fi 1-Nal*-octreotida (NOC) care se leagi cu
afinitate mare la SSTR2, SSTR3 si SSTRS.

Pentru a evalua dacd nanoparticulele de aur pot imbunatati retentia celulara a produselor
radiofarmaceutice, am sintetizat si functionalizat nanoparticule de aur cu trei peptide conjugate
cu cheltorul DOTA, respectiv peptidele: neurotensini, 1-Nal3-octreotida si Tyr3-octreotidi.
Toate peptidele au fost marcate anterior cu radioizotopul ®®Ga cu timp de injumatitire scurt
obtinut de la un generator *8Ge/%®Ga. Compusii marcati au fost analizati din punct de vedere a
puritatii si stabilitatii radiochimice. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor a fost
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efectuatd pentru determinarea diametrului hidrodinamic, a stabilitatii coloidale si lungimea de
unda corespunzatoare absorbtiei maxime. De asemenea, functionalizarea nanoparticulelor a fost
pusa in evidentiata prin investigarea deviatiei la lungimi de unda mai mari a maximului de
absorbtie a nanoparticulelor. Ulterior, nanostructurile marcate au fost incubate pe celulele
tumorale de colon din linia HT-29 si celulele tumorale de pancreas AR42J. Scopul acestui
studiu [7] a fost de a evalua efectul biologic al AuNP asupra absorbtiei si retentiei
radioizotopilor la nivel celular, prin analiza radioimuna rotativa.

. Sinteza nanoparticulelor din aur si caracterizarea acestora

Prepararea nanoparticulelor s-a realizat prin metoda Turkevich. Formularea
nanopartiuclelor a fost analizata din punct de vedere a morfologiei, distributia de dimensiuni a
nanoparticulelor din solutie si diametrul hidrodinamic. Pentru realizarea acestora am folosit
metoda de imprastiere dinamica a luminii (DLS) si microscopia prin transmisie de electroni
(TEM). Pentru determinarea stabilitatii nanostructurilor sintetizate, am determinat potentialul
zeta (C), obtinandu-se — 41.5 + 6 mV, ceea ce indicd o buna stabilitate, nanoparticulele avand
diametrul de 42.57 + 4 nm.
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Fig. 4.1  Diametrul hidrodinamic al nanoaprticulelor din aur determinat prin tehnicile DLS si
microscopie TEM.

. Marcarea peptidelor cu radioizotopul ®8Ga si controlul de calitate

Peptidele DOTA-1-Nal®-octreotida (DOTA-NOC), DOTA-Tyr-Octreotida (DOTA-
TOC) si DOTA-Neurotensina (DOTA-NT) au fost marcate cu emititorul de pozitroni *8Ga
provenit de la generatorul de %3Ge/*®Ga, marcarea realizandu-se cu ajutorul modului de sintezi
Galigand GAL-102. Tn procesul de radiomarcare, generatorul %8Ge/*®Ga a fost eluat cu o solutie
de 0.05 M HCI. Activitatea %®Ga utilizata pentru marcarea peptidei DOTA-NOC a fost de 630
MBq si 410-430 MBq pentru peptidele DOTA-NT si DOTA-TOC. In functie de biomolecula
marcatd, am utilizat intre 22 nmol- 35 nmol peptida, tamponata anterior cu solutie de acetat de
amoniu pentru a preveni degradarea chimica a acesteia. Pentru a facilita legarea radioizotopului
%8Ga la chelatorul DOTA, s-a utilizat temperatura de 95 °C [8]. Dupa un timp de reactie de 5
minute, amestecul este trecut printr-un catus de purificare cu faza inversa care separa peptida
radiomarcata de alte impuritati. aceasta fiind recuperata ulterior de pe cartus cu etanol si
transferata intr-un vas de evaporare a etanolului. Reconstituirea peptidei radiomarcate se
efectueaza cu ser fiziologic. Tabelul 4.1 sumarizeaza randamentul de radiomarcare obtinut dupa
procesul de sinteza, de asemenea puritatea radiochimica evaluata prin radio-HPLC.

Tabelul 4.1 Parametrii de marcare si puritate chimica

Peptide marcate Cantitate Activitate Randament Puritate
de peptida specifica de marcare radiochimica
marcata | (MBg/nmol) (%) (%)
(nmol)
DOTA-Thr3-Octreotida (TOC) 35 6.9+22% 62+3 >08
DOTA-1-Nal*-Octreotida (NOC) 22 12+27% 86+ 2 >09
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| DOTA-Neurotensini (NT) | 24 | 14+#13% | 80+6 | 100 |

Analiza prin metoda cromatografica HPLC a puritatii radiochimice a peptidelor marcate
a indicat peste 98% puritate chimici. Precum este ilustrat in Fig. 4.2, peak-ul de elutie al *®Ga-
DOTA-TOC regisindu-se la un timp de retentie tr = 18.61 min, tr = 18.37 min pentru %Ga-
DOTA-NT si tr = 22.77 min pentru ®®Ga—DOTA-NOC. La 4 ore dupi sfarsitul sintezei,
puritatea radiochimica se mentine peste 98% ceea ce indicad stabilitatea acestor
radiofarmaceutice dupi trecerea a patru perioade de injumititire a radioizotopului ®Ga,
rezultate care sunt conforme cu standardele Farmacopeei Europene pentru preparatele
radiofarmaceutice.
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Fig. 4.2  Cromatograma radio-HPLC a: (a) %Ga-DOTA-TOC; (b) ®Ga-DOTA-NOC
e  Conjugarea %Ga-DOTA-TOC, $8Ga-DOTA-NT si a %8Ga-DOTA-NOC la AuNP

Pentru prepararea nanotrasorului ®®Ga-DOTA-peptidi-AuNP (Fig. 4.3), suspensia de
nanoparticule a fost amestecati cu *8Ga-DOTA-NOC/TOC/NT amestecul fiind agitat timp de
15 minute la temperatura camerei. Dupa cum am observat din experimentele anterioare,
depasirea a 15 minute de agitare poate provoca agregarea ireversibila a nanoparticulelor.
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Fig. 4.3  Procesul de functionalizare a suprafetelor nanoparticulelor de aur cu analogi de

somatostatind Tyr3-octreotida (TOC) si 1-Nal3-octreotida (NOC) radiomarcati

Schimbarea lungimii de unda indusa de modificarile indicelui de refractie si a
fenomenului de rezonantd plasmonica de suprafata a nanoparticylelor din aur, dupa
interactiunea dintre peptida si suprafata AuNP, a fost evaluata prin spectre de absorbtie optica
UV-Vis (Fig. 4.4) S-a misurat deplasarea cu 2 nm spre lungimi de undd mai mari pentru %®Ga-
DOTA-NT-AuUNP, o deplasare de 3 nm pentru %8Ga-DOTA-NOC-AUNP si 5 nm pentru %Ga-
DOTA-TOC-AuUNP.
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Fig. 4.4  Spectrul de absorbtie opticd pentru AUNPS functionalizate cu %Ga-DOTA-TOC,
%8Ga-DOTA-NOC si %8Ga-DOTA-NT

o Studiul in vitro al cineticii de legare

Liniile de celule utilizate in experimente includ linia de cancer de pancreatis AR42J si
linia de cancer de colon HT-29. Testul in vitro a vizat studierea a doud caracteristici ale
procesului de interactiune peptida-celula: captarea radiotrasorului si retentia acestuia. Prima
parte a profilului de legare consta in masurarea captarii celulare, care corespunde timpului de
incubatie a peptidelor marcate. A doua parte a curbei de legare consta in evaluarea retentiei prin
indepartarea mediului radioactiv de la celule, spalarea celulelor si a vasului Petri cu mediu
proaspat si reluarea masuratorii pentru a evalua cantitatea de activitate detectatd datoritd atasarii
peptidei la receptorii sdi specifici de pe suprafata celulelor. In toate studiile am utilizat 3,5 nmol
de peptida marcata, fiind necesare volume diferite de radioligand pentru a asigura aceasta
cantitate. Asa cum se poate observa din Fig. 4.5, diferenta de activitate retinuta dintre cei doi
trasori pe celulele de cancer de colon HT-29 este in jur de 50%, de la 10 + 3% in cazul *8Ga-
DOTA-TOC, pana la 60 + 2% pentru %Ga-DOTA-TOC-AuNP. La fel ca in cazul Tyr(3)-
octreotida, Nal(3)-octreotida are acelasi profil de captare celulara, dar nanoparticulele de aur
functionalizate cresc cu 35% din activitatea maxima captati, comparativ cu ®Ga-DOTA-NOC
(Fig. 4.5-B).
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Fig. 4.5 Curba de legare la celule tumorale inainte si dupa incularea radiotrasorilor: A. ®Ga-DOTA-
TOC-AUNP comparativ cu ®Ga-DOTA-TOC; B. ®¥Ga-DOTA-NOC-AUNP comparativ cu ®Ga-DOTA-
NOC. Momentul incubarii si a extragerii mediului radioactiv este marcat cu sageata.

Neurotensina radiomarcata si functionalizata pe nanoparticule din aur a fost testata atat pe linia
de cancer de colon HT-29, cat si pe cancer de pancreas AR42J. Rezultatele pun in evidenta
cresterea cu 10 % a activitatii prin utilizarea nanoparticulelor, retentia maxima masurata pe
celulele de cancer de colon fiind de 40 % (Fig. 4.6).
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Fig. 4.6A. Curba de legare la celule tumorale inainte si dupa incubarea radiotrasorilor: A. ®Ga-DOTA-

NT-AuNP comparativ cu ®Ga-DOTA-NT, pe linia HT-29 de cancer de colon cell line. B. ®Ga-DOTA-
NT-AuNP comparativ cu ®Ga-DOTA-NT, pe linia celulard AR42J pentru cancer de pancreas.

Concluzii

Acest studiu al cineticii de legare in vitro a evaluat capacitatea nanoparticulelor de aur
de a creste cantitatea de radioizotop emititor de pozitroni ®Ga disponibil in interiorul celulelor
tumorale, folosind proprietatile AuNP pentru a trece de membrana celulelor prin endocitoza si
proprietatile specifice de tintire ale peptidelor marcate. Nanoparticulele de aur functionalizate
cu #8Ga-DOTA-NOC si %Ga-DOTA-TOC au o retentie de peste 60% dupi extragerea mediului
radioactiv, aducand o imbunittitd de 35%, respectiv 50% in comparatie cu %Ga-DOTA-NOC
si Ga-DOTA-TOC. In schimb, AuNPs functionalizate cu neurotensini au prezentat o retentie
usor crescutd cu 10% in comparatie cu ®3Ga-DOTA-NT. Aceste rezultate sunt atribuite
absorbtiei mediate de receptori a nanoparticulelor din interiorul tumorii si posibilitatea lor de a
lega mai multe peptide pe suprafata, crescand radioizotopul disponibil Tn interiorul celulelor
tumorale.

4.2 EVALUAREA PRECLINICA A NANOPARTICULELOR DIN AUR ACTIVATE CU
GRUPARI -NHS SI FUNCTIONALIZATE CU PEPTIDE TIP BOMBEZINA SI
NEUROTENSINA PENTRU TINTIREA TUMORILOR DE COLON SI PROSTATA

Studiul actual se concentreaza pe evaluarea preclinica in vitro si ex vivo pe celule de
carcinom de colon si prostatd a patru peptide diferite marcate cu *®Ga si functionalizate pe
nanoparticule de aur, acestea avand potential de a fi utilizate in aplicatii ale imagisticii
multimodale. Am marcat doud grupuri de peptide omoloage: PEG(4)-bombesin (7-14) (GIn-
Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH>) si analogul sau neuromedin B (Gly-Asn-Leu-Trp-Ala-
Thr-Gly-His-Phe-Met-NHz), neurotensina (Pyr-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-
lle-Leu-OH) si neuromedin N (Lys-lle-Pro-Tyr-lle-Leu). Familia de receptori pentru
bombezina este formata din trei subtipuri de receptori: receptorul neuromedinei B (NMB)
(receptor BBRS1), receptorul peptidei care elibereazd gastrina (GRP) (receptor BBRS2) si
receptorul bombesinei subtipul 3 (BBRS3). Acestia sunt frecvent supraexprimati de tumori de
san, tumori de prostatd, cancere de ovari sau cancer pulmonar. Neuromedina B (NMB) este
prezentd in sistemul nervos central si in tractul gastrointestinal al mamiferelor, stimuleaza
contractia muschilor netezi si este un factor de crestere autocrina in cancerul pulmonar cu celule
mici. Neurotensina (NT) si analogul acesteia neuromedina N (NMN) sunt derivate din acelasi
precursor polipeptidic, receptorii neurotensinei (NTRS1, NTRS2 si NTRS3) fiind
supraexprimati de cancerul pulmonar, de san, colon sau prostatd. Pentru a demonstra
capacitatea nanoparticulelor de aur de a imbunatati absorbtia in vivo a trasorilor, am selectat
secventa stabilizatda 7-14 a peptidei bombesind, cu farmacocinetici imbunatatitd prin
intermediul introducerii unui lant scurt de polietilen glicol PEG4 cu rol de spacer, dar si a
analogul sau denumit neuromedin B. Astfel, am selectat o peptida cu farmacocinetica deja
imbunatatita (si analogul sau), dar si o peptida cu un timp biologic mai scurt pentru a demonstra
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ca, in toate cazurile, NP-urile de aur pot fi capabile sa imbunatateasca tintirea tumorii. Pentru
acest studiu am folosit nanoparticule de aur conjugate anterior cu PEG si activate cu grupuri -
NHS care vizeaza o mai buna stabilitate a legarii cu peptidele selectate.

o Marcarea peptidelor

Tntregul proces de preparare a peptidelor marcate cu %8Ga, incluzand procesul de eluare,
marcare si purificare, a durat mai putin de 25 de minute pana la obtinerea produsului final.
Indiferent de peptida, Tn procesele de radiomarcare au fost utilizati parametri similari
(temperatura, pH, timp de reactie, raporturi molare) si etape de purificare. Acest lucru a condus
la rezultate usor diferite in ceea ce priveste randamentele de preparare, asa cum este prezentat
in Tabelul 4.2.

Tabelul 4.2 Randamentul de preparare a peptidelor.
Peptida Randament de preparare
(%)
8Ga-DOTA-NT 82.12 +3.43
8Ga-DOTA-NMN 81.14 +3.35
8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) 80.70 £ 3.10
%8Ga-DOTA-NMB 80.60 + 0.46

o Controlul de calitate al peptidelor marcate cu %8Ga

Evaluarea puritatii radiochimice (PRC) a biomoleculelor marcate, evaluata la sfarsitul
procesului de preparare si purificare, prin metoda radio-HPLC a pus in evidenta lipsa ®Ga
nelegat si a moleculelor de degradare n produsul final. Tn cazul %Ga-DOTA-NT si al %Ga-
DOTA-NMN, PRC este 100%. Profilele %8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) si al ®Ga-DOTA-
NMB sunt similare cu cromatogramele corespunzatoare acestor peptide nemarcate conform
certificatelor de analizd furnizate de producatori, fara a fi detectate alte subproduse
radiomarcate. Tn aceste cazuri, RCP a fost mai mare decét 80% si respectiv 85%. PRC a fost
verificata Tn fiecare ord pana la 4 ore dupa terminarea sintezei, fara a se observa degradari ale
compusilor marcati. Toate moleculele marcate s-au utilizat astfel mai departe pentru studii
biologice. pH-ul compusilor rezultati dupa marcare este neutru (pH = 7 £ 0.2), fiind astfel
potrivit pentru injuctarea directa.
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Fig. 4.7  Puritatea radiochimica a peptidelor marcate cu ®®Ga la sfarsitul procesului de
sinteza: a) %Ga-DOTA-NT; (b) %Ga-DOTA-MN; (c) ®¥Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14); (d) *®Ga-
DOTA-NMB
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e Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor din aur functionalizate cu peptide

Nanoparticulele din aur cu diametrul de 40 nm ,conjugate cu PEG (5 kDa) si activate cu
grupiri N-hidroxisuccinimidid (NHS), au fost functionalizate cu: ®®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-
14), $8Ga-DOTA-NT, 8Ga-DOTA-NMB, %8Ga-DOTA-NMN. Procesul a fost realizat conform
unui protocol adecvat tipului de nanostructuri [10].
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Fig. 4.8  Structurile nanotrasorilor din aur marcati cu #Ga: (a) ®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-
AUNP; (b) ©8Ga-DOTA-NT-AUNP; (c) ©Ga-DOTA-NMB-AUNP; (d) ©Ga-DOTA-NMN-AUNP.

Reactia dintre peptide si PEG-AUNP activate cu grupari NHS a fost monitorizata prin
detectarea modificarilor dimensiunii nanoparticulelor pe masurd ce se formeaza un strat
peptidic Tn jurul acestora. Diametrul hidrodinamic initial al PEG-AUNP a fost de 42.56 nm,
dupa functionalizare crescand pana la aproximativ 73 nm (Fig. 4.9).
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Size Distribution by Intensity
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Fig. 4.9 Distributia in functie de intensitate a dimensiunilor nanoparticulelor de aur functionalizate cu peptide:
DOTA-NT-AUNP (rosu), DOTA-NMN-AUNP (negru), DOTA-NMB-AUNP (verde) and DOTA-PEG(4)-
BBN(7-14)-AuNP (albastru).

Proprietatile fizice ale fiecarei nanostructuri sunt prezentate in Tabelul 4.4. Potentialul
electric la limita stratului dublu de ioni de la sprafata nanoparticulelor, cunoscut si ca potential
zeta, este mai mare decat —44 mV. Astfel, nanoparticulele functionalizate cu peptide prezintd o
stabilitate fizica buna, fortele de repulsie fiind suficient de mari pentru a impiedica agregarea
acestora.

Table 4.3 Proprietatile fizice ale nanostructurilor, masurate prin metoda DLS.

Nanostructura Diametru Potential Zeta
hidrodinamic
DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP 71.05 nm —44.7 mV
DOTA-NMB-AuUNP 72.18 nm —47.3 mV
DOTA-NT-AuNP 72.36 nm —44.4 mV
DOTA-NMN-AuNP 73.29 nm -49.6 mV

Tn Fig. 4.10 sunt prezentate comparativ spectrele FTIR ale nanostructurilor: NHS-
AuNP, DOTA-NT-AuNP, DOTA-NMB-AuNP, DOTA-NMN-AuNP si DOTA-PEG(4)-
BBN(7-14)-AuNP. Dupa cum se poate observa, semnalele din spectrul FTIR al NHS-AuNP
sunt diferite de cele prezente in spectrele AuNP functionalizate cu peptide. Semnalele din
spectrul NHS-AuNPs sunt mai intense decat cele prezente in spectrele AuNP functionalizate cu
peptide. Spectrele FTIR ale probelor de nanoparticule de aur contin benzile de absorbtie

caracteristice ambilor constituenti, si anume peptida cu chelatorul DOTA si nanoparticulele din
aur.
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~— DOTA-NMB-AuNP

—— DOTA-NMN-AuNP

0.6 DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP
— NHS-AuNP

Absorbanta (u.a.)

T b T b T e T L T e T e T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Numar de unda (cm™)

22



Development of structured nanoparticles labelled with radionuclides and their biological characterization for nuclear medicine applications

Fig. 4.10 Spectrul de absorbtie FTIR al: DOTA-NT-AuUNP (verde), DOTA-NMB-AuNP
(rosu), DOTA-NMN-AUNP (albastru), DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP (portocaliu) si NHS-AuNP
(negru).

Banda de absorbtie relativ intensa din spectrul FTIR a AuNP situata n jurul a 605 cm™t
este specifici pentru nanoparticulele din Au. Tn spectrele FTIR ale nanoparticulelor
functionalizate, aceasta este deplasatd pana la 538 cm™L, datoritd atasirii complexului DOTA-
peptida la nanoparticulele din aur. Benzile caracteristice ale peptidei conjugate cu agentul
chelator DOTA apar in intervalul 600-3600 cm ™. Banda intensi de la 3380 cm ™ este atribuiti
vibratiilor de ntindere a gruparilor NH libere si a gruparilor de NH legate de peptida. Banzile
din regiunea 2914 cm™! si 2855 cm™! provin de la vibratiile de intindere ale C-H si CH2 din
stratul organic regisit la suprafata AUNP. Banda corespunzitoare pentru 1640 cm™! este
atribuita intinderilor C=0, aceasta indicAnd prezenta peptidelor pe suprafata nanoparticulelor.
Aceeasi grupare C=0 prezenta in esterul NHS reda in spectrul FTIR al NHS-AUNP doua benzi
slabe de absorbtie cu un peak la 1623 cm™ si cealalti la 1690 cm™; acest fapt indicand legitura
covalenti dintre peptide si AUNP. Banda de absorbtie de la 1547 cm™! este atribuiti vibratiei
colective C=C/C-C din lantul de aminoacizi ai peptidei. Banda de la 1455 cm™ a fost atribuiti
pentru vibratiile de intindere N-H/C-N prezente in legaturile amidice ale proteinelor.

o Evaluarea citotoxicitatii

Pentru evaluarea efectelor citotoxice potentiale ale NP investigate s-a efectuat un studiu
preliminar, atdt cu nanoparticule simple (AuNP), cat si NP incarcate cu peptide (DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, DOTA-NMB-AuUNP, DOTA-NMN-AUNP, DOTA-NT-AuUNP), pe
celule normale (monocite umane CRL9855 proliferative) si celule tumorale (carcinom de colon
uman din linia HT-29 si carcinom de prostata, celule DU-145). Testul de reducere a MTS a fost
utilizat pentru a evalua numadrul de celule metabolice active in culturd, in diferite conditii
experimentale. Nanoparticulele au fost testate la 0.25 mg/mL si 0.50 mg/mL, concentratii mai
mari decét cele utilizate pentru studiul de captare si retentie in vitro (0.10-0.15 mg/mL). Aceste
concentratii sunt, de asemenea, considerate ridicate In comparatie cu domeniul concentratiei in
care nanoparticulele din aur sunt in general testate in vitro (0,005-0,025 mg/mL) [11]. La
concentratia de 0.25 mg/mL, nanoparticulele incarcate cu peptide nu au modificat semnificativ
reducerea MTS in celulele normale sau tumorale, exercitind aproape acelasi efect ca AuNP. Tn
schimb, concentratii mai mari (0.50 mg/mL) de nanoparticule incarcate cu peptide si AuNP
simple au avut o actiune inhibitoare asupra reducerii MTS. Rezultatele indica faptul ca o
concentratie de 0.25 mg/mL este biocompatibila cu tipurile de celule investigate si, prin urmare,
concentratii mai mici ar putea fi utilizate in sigurantd pentru studii de captare/retentie celulara
ale nanoparticulelor functionalizate cu peptide marcate cu ®Ga. Concentratii mai mari de
nanoparticule (0.50 mg/mL) pot declansa o reducere semnificativd a numarului de celule
metabolice active, indicand faptul ca acumularea de NP in sange, dupa injectarea intravenoasa
sau distributia in organe, ar putea avea efecte daunatoare. Acesta ar putea fi in schimb un
beneficiu terapeutic in celulele tumorale, a céror viabilitate si proliferare ar putea fi limitate de
nanoparticulele investigate, chiar si in absenta radioizotopului. Avand in vedere ca peptidele
incarcate pe NP s-ar putea detasa in fluxul sanguin sau atunci cand sunt difuzate in organe, am
investigat impactul lor direct asupra reducerii MTS. DOTA-NMB, DOTA-NMN, NT si BBN
nu modifica reducerea MTS de catre celulele normale si tumorale investigate la concentratii de
1-4 nmol/mL, in timp ce DOTA-NT are doar o actiune usor inhibitoare la concentratii mai mici
de 2 nmol/mL. Tn concluzie, nanoparticulele testate cu peptide sunt biocompatibile cu celulele
normale proliferative si celulele tumorale si nu ridica probleme de citotoxicitate in absenta
radioizotopului.

o Studiile de legare in vitro la celule tumorale

a) Evaluarea captarii si a retentiei celulare
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Cinetica de legare (captare si retentie) a peptidelor marcate cu ®8Ga si a nanoparticulelor
din aur functionalizate cu aceste peptide a fost investigata prin tehnica radioimunoanalizei
rotative. 2-3 nmol din fiecare peptida s-au incubat pe celule de cancer de prostata DU-145 si
de colon, linia HT-29. In urma analizei fiecirei peptide (Fig. 4.9), putem observa cu usurinti
ca absorbtia atat a produselor farmaceutice nanostructurate, cat si a celor pe baza de peptide
creste aproape exponential odata cu timpul de incubatie, ceea ce indica o dinamica buna la
celulele tumorale. Un rezultat mai scizut este obtinut pentru ®Ga-DOTA-NMB si ®Ga-DOTA-
NMB-AUNP pe linia celulara HT-29 de cancer de colon, pentru care profilul de captare urmeaza
0 curba de variatie, un indicator al legarii instabile la receptorii neuromedinei B (NMB, BBRS2,
BBRS3). Nivelul de retinere este ilustrat dupa sagetile indicatoare si reflecta procentul de
activitate retinut de celule din activitatea maxima detectata in timpul captarii, dupa indepartarea
mediului radioactiv si etapa de spalare a celulelor. Aceasta parte a analizei este un screening
care permite evaluarea potentialului peptidelor de a forma legaturi stabile cu receptorii lor
specifici. Retentia celulara a peptidelor studiate depaseste 30%, pentru majoritatea, nivelul fiind
mentinut pana la sfarsitul analizei (aproximativ 75 min). Singura peptida pentru care nivelul de
retentie fluctueaza este NMB incubat pe celule HT-29, ceea ce indica o legatura instabila sau
slaba Tntre peptida si receptori. Din curba de captare a nanoparticulelor din aur functionalizate,
se observi ci nanoparticulele de aur imbunititesc retentia celulari a peptidelor marcate cu Ga
fara a afecta capacitatea peptidelor de a se lega de receptori.

O crestere semnificativa a fost obtinuti pentru ®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP
pe celule DU-145 pentru cancer de prostata, care ajunge la 75%, comparativ cu aproximativ
38% pentru 8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14).
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Fig. 411 Evaluarea comparativa a curbelor de captare/retentie in vitro pentru: (a) ®Ga-DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14) si ®®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP pe linia celulard HT-29; (b) ®Ga-DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14) si ®®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP pe linia celulard DU-145; (c) ®Ga-
DOTA-NMB si %8Ga-DOTA-NMB-AUNP pe linia celulara HT-29; (d) ®Ga-DOTA-NMB si %Ga-
DOTA-NMB-AUNP pe linia celulard DU-145; (e) %Ga-DOTA-NMN si ®8Ga-DOTA-NMN-AUNP pe
linia celulara HT-29; (f) %Ga-DOTA-NMN si %Ga-DOTA-NMN-AUNP pe linia celulara DU-145.

b) Legarea specifica

Evaluarea legarii specifice a unei peptide la receptorii exprimati pe membrana celulara
depinde Tn mare masurd de densitatea receptorilor, de conformatia lor (activa sau inactiva) si
de concentratia inhibitorului utilizat pentru a bloca receptorii inainte de incubarea peptidei [12,
13]. Pentru determinarea legarii specifice, receptorii specifici pentru fiecare peptida au fost
blocati cu mai multi antagonisti: ML-18 si PD176252 (Kg = 1 nM) pentru receptorii de
bombezind BBRS1, BBRS2 si BBRS3; SR48692 (Kq = 15 nM), SR142948 (Kg4 = 10 nM) si
NTRC 824 (Kq = 38 nM) pentru receptorii de neurotensind NTRS1, NTRS2 si NTRS3. Timpul
de incubare a antagonistilor a fost de 1-1,5 ore, apoi mediul a fost indepartat si celulele au fost
spdlate si completate cu ~ 2 mL mediu de culturd proaspat. Captarea nespecifica si retinerea
fiecirei peptide marcate cu °®Ga a fost ulterior evaluati utilizind acelasi protocol ca cel utilizat
pentru legarea totald. Profilele cineticii de legare pentru legarea nespecifica a fiecarei peptide
si legarea totald sunt prezentate in Fig. 4.12. Legarea specifica reprezinta diferenta dintre
legarea totala si legarea nespecifica. Se poate observa ca retinerea specifica a peptidelor este de

aproximativ 20%, ceea ce reprezinta jumatate din legarea totald pentru fiecare peptida marcata
68
cu *°Ga.
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Fig. 4.12 Evaluarea comparativa a legarii specifice in vitro: (a) ®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) pe
linia celulard HT-29 pentru cancer de colon; (b) ®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) pe linia celulard
DU-145 pentru cancer de prostati; () ®Ga-DOTA-NMB pe linia celulara HT-29; (d) ®Ga-DOTA-
NMB pe linia celulara DU-145; (e) ®®Ga-DOTA-NMN pe linia celulard HT-29; (f) ®¥Ga-DOTA-
NMN pe linia celulard DU-145.

o Biodistributia ex vivo
68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)/%Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP

Biodistributia comparatovd a %8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)/%Ga-DOTA-PEG(4)-
BBN(7-14)-AuNP este prezentata in Fig. 4.13. Dupa 30 min post-injectare (p.i.) se observa
eliminarea rapidi a %Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) prin rinichi (18.74 + 0.67% DI/g) si in
sange (6.42 + 0.27% DI/g). Comparativ cu aceasta, *Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP
prezinta un nivel mai ridicat in snge (8.24 + 0.86% DI/g) si mai scazut in rinichi (14.86 +
1.32% DI/g), considerati semnificativa din punct de vedere statistic (p = 0.047). Tn plus, in
plaimani se regiseste 4.17 + 1.37% DI/g de %8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14). Tn schimb,
activitatea in pancreas este de 3,37 ori mai mare dacd se utilizeazd nanoparticule de aur
functionalizate cu BBN in locul ®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) (p = 0.022). O usoari crestere
a fost inregistrata in splina (1.69 = 0.26% DI/g pentru AuNP comparativ cu 1.31 + 0.22% Dl/g
pentru BBN, p = 0.025), in ficat (2.81 £ 0.57% DI/g pentru AuNP comparativ cu 1.92 + 0.07%
ID/g for BBN, p = 0.014) si in intestinul gros (3.31 + 0.56% ID/g pentru AuNP comparativ cu
2.63 £ 0.34 pentru BBN, p =0.021).
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Fig. 4.13 Biodistributia comparativa ex vivo dupa 30 min post-injectare a Ga-DOTA-PEG(4)-
BBN(7-14)/8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP fin: (a) la soareci NU/J (imunosupresati) purtitori
de tumori de colon; (b) soareci imunisupresati purtatori de tumori de prostata. Datele sunt prezentate
ca valori medii £ abaterea patratica medie (n = 4).

O crestere semnificativa a activitatii (p = 0.007) se observa la locul tumorii, unde
activitatea se tripleaza dupa injectarea %8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, atingand 9.82
+ 2.28% DI/g de la 3.31 = 0.76% DI/g pentru %Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14). Un

@
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]

comportament similar a fost observat la soarecii inoculati cu celule tumorale de prostata (Fig. 4.13 - b),
plimanii si inima avand valori mai mici dupi injectia ®*Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP
comparativ cu *8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) (p = 0.042) si cresterea activititii in ficat si
intestinul gros. Tumoarea de prostati a captat 13.01 + 2.49% DI/g de ®¥Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-
AUNP, de trei ori mai mare (>3.44) decand dupa administrarea ®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)
uptake (3.78 £ 0.27% DI/g), valorile fiind considerate semnificative (p = 0.013).

8Ga-DOTA-NMB/%Ga-DOTA-NMB-AuUNP

Atat la soarecii cu tumori de colon, cat si la cei cu tumori de prostata, peptida
neuromedind B marcati cu ®Ga si functionalizati pe suprafata nanoaprticulelor din aur este
indepartata rapid din sistemul circulator, dupa doar 30 de minute p.i. ambi trasori regasindu-se
n rinichi (60.28 + 13.01% DI/g pentru ®Ga-DOTA-NMB si 67.51 + 4.16% DI/g pentru *¢Ga-
DOTA-NMB-AUNP, p = 0.017) si doar 7.00 + 0.24% DI/g ®®Ga-DOTA-NMB in sange. Aceasti
observatie se confirma si cu rezultatele obtinute in celelalte tesuturi, fiind semnificativ mai mica
comparativ cu omologii sii ®8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) si ®8Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-
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Fig. 4.14 Biodistributia comparativa ex vivo dupa 30 min post-injectare a ®Ga-DOTA-NMB/®Ga-
DOTA-NMB-AuNP in: (a) soareci NU/J (imunosupresati) purtatori de tumori de colon; (b) soareci
imunisupresati purtatori de tumori de prostata. Datele sunt prezentate ca valori medii + abaterea
patratica medie (n = 4).
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Captarea in tumorile de prostati a ®*Ga-DOTA-NMB (Fig. 4.14 - b) este de 2.54 + 0.42% Dl/g
organ si 2.79 + 0.44% DI/g pentru ®Ga-DOTA-NMB-AUNP (p = 0.043). Valori similare au
fost inregistrate pentru tumorile de colon (Fig. 4.14 - a), fiind de 1.73 + 0.08% DI/g *®Ga-
DOTA-NMB si 4.75 + 0.32% DI/g pentru %Ga-DOTA-NMB-AuUNP (p = 0.026).

68Ga-DOTA-NT/8Ga-DOTA-NT-AUNP

Captarea ®8Ga-DOTA-NT in tumorile de prostati si colon (Fig. 4.15) este similara,
obtinandu-se 4.06 = 0.27% DI/g in tumorile de colon ale soarecilor si 3.78 + 0.05% DI/g in
tumorile de prostati. %8Ga-DOTA-NT-AUNP prezinti rezultate comparative cu®®Ga-DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, fiind o crestere de 3 ori a activitatii in tumorile de prostata (11.7 £
0.59% DI/g) si de doua ori mai mare in tumorile de colon (9.04 £ 2.29% DI/g). Atat la soarecii
cu tumori de colon, cat si la cei cu tumori de prostata, excretia neurotensinei este rapida, dupa
30 de minute p.i. aproximativ 25% DI/g de organ se gaseste in rinichi si 7-9% DI/g Tn sange.

Nanoparticulele de aur functionalizate au influentat cresterea cantitatii de trasor in splina
(3.19 £ 1.39% Dl/g la soarecii cu cancer de colon si 1.92 + 0.11% DI/g la cei cu tumori de prostata,
p = 0.035) si in intestinul gros (2.59 + 0.44% DI/g la soarecii cu tumori de colon si 3.37 + 1.6%
DI/g la cei cu cancer de prostata, p = 0.021). In plus, o absorbtie semnificativa (p = 0.016) a fost
masurata in pancreas la trei din grupul soarecilor (n = 4) inoculati cu celule canceroase de colon
din linia HT-29. De asemenea, in ganglionul limfatic inghinal al soarecilor cu cancer de prostata
existd un procent ridicat de %Ga-DOTA-NT (2.23 + 0.49% DI/g) precum si de ®®Ga-DOTA-NT-
AuUNP (3.04 + 1.13% DI/g), desi rezultatul nu este semnificativ statistic (p = 0.7).
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Fig. 4.15 Biodistributia comparativa ex vivo dupa 30 min post-injectare a ¥Ga-DOTA-NT/*®Ga-
DOTA-NT-AuUNP in: (a) soareci NU/J (imunosupresati) purtatori de tumori de colon; (b) soareci
imunisupresati purtatori de tumori de prostata. Datele sunt prezentate ca valori medii + abaterea
patratica medie (n = 4).

8Ga-DOTA-NMN/8Ga-DOTA-NMN-AuUNP

Rezultatele obtinute pentru soarecii injectati cu neuromedina N si nanoparticule de aur
functionalizate cu neuromedind N sunt ilustrate in Fig. 4.16. Farmacocinetica peptidei
neuromedin N la soarecii inoculati cu celule canceroase de colon HT-29 este predominata de
eliminarea rapidi a trasorilor din fluxul sanguin (4.59 + 0.49% DI/g pentru ®Ga-DOTA-NMN
si 4.89 + 0.53% DI/g a peptidei ®®Ga-DOTA-NMN-AUNP). Nu existi acumuliri semnificative
n alte organe (p > 0.19) decét rinichii (21.14 + 1.97% DI/g pentru ®®Ga-DOTA-NMN; 35.72 +
4.83% DI/g pentru %8Ga-DOTA-NMN-AUNP; p = 0.041), ficat, plimani si tumoare (2.02 *
0.02% DlI/g pentru %Ga-DOTA-NMN si 2.57 +0.26% DI/g %®Ga-DOTA-NMN-AuUNP, p =
0.035), care indica absorbtia mediata de receptori intruct aceste organe exprima receptorii
specifici ai neurotensinei [14].
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Fig. 4.16 Biodistributia comparativa ex vivo dupa 30 min post-injectare a ®8Ga-DOTA-NMN/®®Ga-
DOTA-NMN-AuUNP: (a) soareci NU/J (imunosupresati) purtatori de tumori de colon; (b) la soareci
imunisupresati purtatori de tumori de prostata. Datele sunt prezentate ca valori medii + abaterea
patratica medie (n = 4).

Tn cazul soarecilor cu cancer de prostati (Fig. 4.16 - b) excretia renald este mai lenta dupa 30
min p.i., 58.34 + 9.86% DI/g pentru ®Ga-DOTA-NMN regisindu-se in rinichi. Dupi injectarea %Ga-
DOTA-NMN-AUNP, excretia renala a trasorului este imbunatatita, scazand la 37.07 + 8.11% Dl/g
dar pastrand valori similare in singe (5.69 * 0.59% Dl/g pentru ®Ga-DOTA-NMN-AUNP
comparativ cu 5.85 + 0.83% DI/g pentru ®Ga-DOTA-NMN; p = 0.028). Mai mult, absorbtia tumorii
este dublati, de la 1.77 + 0.5% DI/g pentru ®Ga-DOTA-NMN pani la 3.29 + 0.08% Dl/g pentru
%8Ga-DOTA-NMN-AUNP, rezultatul fiind semnificativ din punct de vedere statistic (p = 0.09).
Nanoparticulele dubleaza, de asemenea, absorbtia din ficat, intestinul subtire si stomac.

e Discutii

Tn acest studiu, am marcat cu radioizotopul %Ga peptidele: DOTA-neuromedin B,
DOTA-neuromedin N si analogi de bombezina DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) si neurotensina
DOTA-NT. Marcarea celor patru peptide cu radioizotopul %Ga a fost efectuati cu ajutorul unui
modul de sintezd semiautomat, procesul de sinteza fiind optimizat pentru a obtine un randament
de marcare mai mare de 80% si puritate radiochimici mai mare de 80% pentru ®Ga-DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14), pani la 100% pentru %Ga-DOTA-NT si 8Ga-DOTA-NMN. Compusii
finali nu contin ®®Ga nelegat si sunt stabili timp de cel putin 4 ore dupi purificarea finald, fiind
adecvati pentru teste biologice. Dupa procesul de functionalizare a nanoparticulelor de aur cu
peptidele mentionate mai sus, am evaluat captarea in vitro, retentia si legarea specifica a fiecarui
trasor pe celulele de cancer de colon uman din linia HT-29 si celulele canceroase de prostata,
din linia DU-145. Aproape toti radiotrasorii au format legaturi stabile cu receptorii lor specifici,
cu exceptia %8Ga-DOTA-NMB pentru care profilul de captare si retentie celulard variazi in
timpul analizei. Cea mai mare valoare de retentie a fost de 75%, misurati pentru ®®Ga-DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP pe celule DU-145 pentru cancer de prostata.

Studiile de biodistribuire ex vivo la soareci imunocompromisi inoculati cu celule tumorale
HT-29 si DU-145 au confirmat rezultatele obtinute in vitro, aratand ca retentia celulara a fost
semnificativ imbunatatita dupd incubarea celulelor cu nanoparticule de aur functionalizate cu aceleasi
peptide. Datorita capacitatii nanoparticulelor de aur acoperite cu PEG si activate cu grupari NHS de
a reactiona cu aminele primare ale peptidelor, se formeazi un strat de peptidi extern marcat cu *Ga.
[15], iar semnalul detectat in tesutul tumoral este dublat in tumorile de prostati pentru Ga-DOTA-
NMN-AUNP, precum si in tumorile de colon pentru ®Ga-DOTA-NMB-AUNP si ®¥Ga-DOTA-NT-
AUNP. Tn cazul %¥Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP atat pe tumorile de colon cat si pe cele de
prostatd, activitatea ®Ga este de trei ori mai mare decét cea obtinuti pentru ®¥Ga-DOTA-PEG(4)-
BBN(7-14). Nanoparticulele de aur functionalizate cu peptide pot fi livrate tumorilor prin ambele
mecanisme de tintire: pasiv prin efect de permeabilitate si retentie crescuta a vasculaturii; si prin
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mecanism de tintire mediata de receptori, deoarece peptidele NT/NMN si BBN/NMN recunosc
receptori specifici exprimati de celulele canceroase de colon si prostata. Prin urmare, neo-
vascularizatia tumorii poate influenta absorbtia nanoparticulelor in celulele tumorale [16]. O usoara
crestere a captarii ®Ga-DOTA-NMB-AUNP a fost observat si in tumorile de prostati, precum si a
captirii ®Ga-DOTA-NMN-AuUNP in tumorile de colon. Studii suplimentare sunt necesare pentru a
evalua dacd acest rezultat usor mai scazut (comparativ cu celelalte sisteme nanoparticula-peptida) a
fost influentat de tesuturile tumorale slab vascularizate sau necrotice.

Studiile anterioare pentru dezvoltarca medicamentelor pe baza de nanoparticule au
evidentiat importanta sistemului reticuloendotelial (RES), o retea de celule si tesuturi responsabile
de eliminarea avida a nanoparticulelor nemodificate din circulatia singelui in cateva secunde sau
minute [16-18]. Printre organele esentiale ale RES, splina, rinichii, ficatul, pancreasul, plamanii,
maduva osoasd si ganglionii limfatici joaca un rol important in farmacocinetica produselor
farmaceutice care utilizeaza nanoparticule si, din acest motiv, s-a acordat o atentie speciala cantitatii
de trasor absorbiti in aceste tesuturi. In cazul ®Ga-DOTA-NMB (-AuNP) si al %Ga-DOTA-NMN
injectat la soarecii cu cancer de prostatd, desi clearance-ul trasorilor din sange este rapid, excretia
renald este mai lenta in comparatie cu celelalte peptide, cantitati mari de radiotrasor regasindu-se la
30 min p.i in rinichi (aproximativ 60% DI/g). Deoarece receptorii pentru peptida neurotensina se
giisesc si in rinichi [14], absorbtia ®Ga-DOTA-NMN se datoreazi cel mai probabil interactiunii
neuromedinei N cu receptorii sai, preces care momentan nu este pe deplin cunoscut in literatura de
specialitate.

Ficatul si sistemul biliar reprezinta calea principala pentru excretia nanoparticulelor care
nu sufera eliminare prin rinichi, celulele Kupffer din ficat fiind un potential loc de stocare,
deoarece exprima receptori pentru endocitoza selectivd a nanoparticulelor opsonizate si se
bazeaza pe degradarea particulelor pentru eliminare [18]. Nanoparticulele care nu pot fi degradate
de procesele intracelulare vor ramane in celule si, prin urmare, vor fi retinute. Rolul polietilen
glicolului (PEG 5 kDa) este acela de a preveni opsoninilor (proteinele serice) de a se absorbi pasiv
pe suprafata nanoparticulelor si, astfel, de a preveni acumularile nedorite de NP in ficat. Cu toate
acestea, activititi usor crescute a %Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP au fost misurate la
soareci cu cancer de colon si de prostati, dar si niveluri mai ridicate de ®*Ga-DOTA-NMN-AuUNP
(dublu comparativ cu ®®Ga-DOTA-NMN) la soareci inoculati cu celule de cancer de prostati DU-
145. Studiile anterioare au aratat ca dimensiunea nanoparticulelor influenteaza puternic calea pe
care sunt excretate/eliminate din sistem; nanoparticulele cu diametrul hidrodinamic mai mic de 6
nm sunt filtrate primar de rinichi [19], nanoparticulele mai mici de 200 nm suferda excretie
hepatica mediata de celulele Kupffer, in timp ce nanoparticulele mai mari de 200 nm sunt
eliminate de macrofagele splenice. Am observat 3.19 + 1.39% DI/g pentru %8Ga-DOTA-NT-
AUNP (cu diametrul hidrodinamic de 72.36 nm) in splina, pentru soareci inoculati cu celule de
cancer de colon, ceea ce sugereaza captarea mediatad de receptori a acestora [20].

Pana in prezent, au fost dezvoltati mai multi radiotrasori pentru a viza si facilita
imagistica moleculari a cancerului de colon sau de prostati, cum ar fi: ®3Ga-NGR cu peste 2.7
+ 0.65% DI/g in tumori de colon la 30 min p.i [21], [*®F]FDG cu 2.5 + 0.5% DI/g in tumori de
colon [22], [*®F]Fluorocolini (FCH) cu 7.9 + 5% DI/g la 60 min p.i. la soarecii purtitori de
tumori de prostati [23]. In comparatie cu acestea, valorile obtinute pentru captarea tumorala
a celor patru nanotrasori preparati sunt cuprinse intre: 2.53 + 0.26% DI/g pentru ®Ga-DOTA-
NMN-AUNP, pani la 9.82 + 2.28% DI/g pentru ®®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP in
tumorile de colon si 2.79 + 0.4% DI/g de ®3Ga-DOTA-NMB-AUNP pani la 13.01 + 2.49%
Dl/g a %Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP in tumorile de prostati. Rezultatele
promitatoare pentru nanoparticulele de aur functionalizate cu bombesina, neuromedind B,
neurotensina si neuromedind N obtinute in studiile in vitro si ex vivo vor fi completate in viitor
cu studiile de imagistica in vivo uPET / CT. De asemenea, aceste studii vor fi completate si cu
evaluarea ICP-MS a pentru a confirma ca peptidele nu se detaseaza de nanoparticulele din aur
n fluidele fiziologice.
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e Concluzii

In concluzie, am sintetizat si evaluat patru nanotrasori compusi din nanoparticule din
aur si peptide marcate cu radioizotopul %Ga. Studiile in vitro si ex vivo pe soareci
imunocompromisi au pus in evidenta stabilitatea ridicata in conditii fiziologice a compusilor,
acumulare minima in organele nevizate si distributia rapida in tumorile de cancer de colon si
de prostati. Cele mai promititoare rezultate s-au obtinut pentru nanotrasorii ®Ga-DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP si ®Ga-DOTA-NT-AUNP care tripleazi cantitatea de radiotrasor
din tumoare, comparativ cu aceleasi peptide radiomarcate.

CAPITOLUL 5 MODELAREA MATEMATICA A BIODISTRIBUTIEI
NANOPARTICULELOR DIN AUR

Modelarea matematica poate oferi informatii esentiale despre organele in care trasorul
s-ar putea acumula preferential, precum si despre timpul de circulatie prin fluxul sanguin, care
poate ajuta Tn continuare la estimarea dozei la care corpul este expus in acest timp. Tn cazul
nanostructurilor vizate, cum ar fi nanoparticulele de aur functionalizate cu peptide marcate cu
radioizotopi, modelarea matematica poate facilita, de asemenea, o mai buna diferentiere a
acumularii datoritd distributiei pasive prin intermediul fluxului sanguin care transporta
nanotrasorul catre tesut, de acumularea datorata exclusiv tintirii medie de receptori prin legarea
peptidelor la receptorii specifici exprimati de celulele tumorale. Modelul propus este unul
compartimental, unde mai multe organe ale corpului (soarecele in acest caz) sunt conectate prin
vase de sénge. Fiecare organ este modelat ca un compartiment cu amestecare axiala cu doua
faze (Fig. 5.1), fazele fiind conectate intre ele prin transferul de masa. Prima faza are in vedere
circulatia sangelui prin organ, in timp ce a doua fazad reprezintd tesutul, unde difuzia este
singurul mecanism de transport de masa. Nanoparticulele de aur marcate ar putea trece, prin
transfer de masa, de la o fazd la alta, n functie de concentratia lor relativa, adica la inceput, de
la sange la tesut, deoarece concentratia lor este mai mare in sange, dar, daca nanotrasorul este
excretat suficient de rapid din corp, transferul de masa ar putea avea loc si din tesut in sange,
datorita scaderii concentratiei sale din sange

Vv

Fv,i Sange | a8y +|r/2 Fv,0
—» Fazal

v,

& v

Tesut

Faza 2

Fig. 5.1  Schema unui compartiment cu amestecare axiala cu doua faze

Intrarea trasorului n corp se face prin plexul venos retro-orbicular, iar singura iesire
este prin excretia in urind. Acest trasor este excretat prin tesutul rinichilor si poate fi considerat
un proces de transfer de masa de ordinul intai din tesutul rinichilor in urina, fara a lua in
considerare concentratia de nanotrasorului din urina.

e Ipoteze principale si modelul fizic

Procesul implica dezintegrarea radioizotopului Tn volumul ocupat de sange in organ
(faza 1) si in tesutul organului (faza 2), impreuna cu transferul de masa a speciilor
radioactive/neradioactive intre faza sanguina si tesutul organului. La intrare, sunt prezente doar
nanoparticulele de aur radioactive. In modelul propus, se presupune ci este respectat modelul
de dispersie axiald, indiferent de volumul prin care curge singele (volumul de sange al
organelor, arterelor sau venelor). Activitatea injectatd a fost aproximatd ca un impuls
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dreptunghiular cu o durata de timp necesara pentru a injecta un volum de 0,1 mL de nanotrasor.

Modelul fizic (

Inima
V,;=0.15 mL
CR_H_out
Fv_H_out2lu
Plamani
V,,=0.21 mL
CR_H_out Ficat
Fv_H_oudli VLI:1'65 mL
CR_Sit_out
Fv_Si_out
CR_H_out Stomac
Fv_H_outZ5t
RS Ve=1.71 mL
CR_H_out X Splina
Fv_H_out2Sp v’sp:o-zl mL
CR_H_out Tumoare
Fv_H_oucZl g VT =0.15 mL
CR_H_out Rinichi
Fv_H_ourZKi Vl{i=0'51 mL

CR in
Fv_in
Voo = 0.1 mL
L
CR_H_in Vena
"v_H_in colectoare
TEv_H_in = Fv_in + Fv_Lu_out +
Fv_Li_out + Fv_T_out +
Fv_K_out
(..R Lu_out Fv_Lu_out -
Fv_Lu_out Fv_H_out2Lu
CR_Li_out _|Fv_Li_out = Fv_H_ouc2Li +
Tv_Li_out T|Ev_Sp_out + Fv_St_out
CR_Sp_out
Fv_Sp_out
CR_Tu_out
Fv_Tu_out
CR_Ki_out | Fv_Ki_outZH = Fv_H_outZH -
"v_RKi_out Fv_Ki_out

CR_Ki_out
excretie Fv_Ki_out = Fv_in

Fig. 5.2) iain considerare sapte organe de interes: inima (H), plamanii (Lu), ficatul (Li),
splina (Sp), stomacul (St), tumoarea (Tu) si rinichii (Ki). De asemenea, arterele si venele care
le interconecteaza sunt luate Tn considerare.
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CR_in
Fv_in
Ve = 0.1 mL
-
Inima CR_H_in Vena
v_H_in
V,=0.15 mL Fv_H_ colec-:::oa.re
. Fv_H _in = Fv_in + Fv_Lu_owt +
CR_H_out Fv_Li_out + Fv_T out +
Fv_H_out2Lu Fv K _out
Plamani CR_Lu_out v Lu out =
VL“:0.21 mlL Fv_Lu_out Fv_H_owZlu
CR_H_ou Ficat CR_Li_out _|Fv_Li_out = Fy_H_ow2Li +
Fv_H_ouZLi VLI=1'65 mlL Fv_Li our T|Ev_Sp_out + Fv_St_out
CR_St_out
Fv_St_out
CR_H_out Stomac
Fv_H ourdst - .
V=171 mL CR_Sp_out
Fv_Sp_out
CR_H_out Splina
Fv_H_out25p | VSP:().ZI mL
CR_H_out Tumoare N
i VAl CR_Tu_out
V;,=0.15 mL Fo-Taout

CR_H_out [ Rinichi S
— CR_Ki_out Fv_Ki_out2H = Fy_H_out2H -
Fv_H_out2Ki L V]{|=0-5] mlL v Ki_out | I‘v:Ki:oul -

CR_Ki_out
excretie Fv_Ki_out = Fv_in

Fig. 5.2 Modelul fizic al soarecelui utilizat pentru modelarea matematica.

o Forma adimensionala a ecuatiilor

Pentru a completa modelul matematic, s-au scris ecuatiile balantului de masa pentru
nanotrasori radioactivi si pentru nanotrasorii la care radioizotopul a dezintegrat (trecand intr-un
nuclid stabil). Pentru a simplifica calculul, am folosit forma adimensionala a ecuatiilor
echilibrului de masa. Exemplu de ecuatii de echilibru de masa pentru sangele inimii (a carui
metoda de calcul se aplica si in cazul celorlalte organe, diferind doar notatia) sunt:

2
gy, + Tos Ol gy Dipn “Ursn “ Ty 0°T1, B (NBH + oy )-z'sys

= . : (5.1)
or t, 0O& L, Uy Ly OE CR_in- &g,
ol'sg, +TS_YSFSBH _ Digy -Ursh 7oy azrSBH _ (NBHS — Vogn )'Tsys (5.2)
or 1, O& Uegy - L, 0&? CR_in- &g, '

Conditia initiald corespunde timpului in care radiotrasorul nu a intrat Inca in sistem, prin
urmare concentratiile (I'g, ,I'Sy,, ) sunt nule. La intrarea in organ (z = 0), transportul de masa
convectiv se suprapune cu dispersia axiala. La iesire (z = L), conditia de simetrie (finitudine)

este aplicabila, deoarece concentratia nu poate creste/scade la nesfarsit, prin urmare derivata
este zero. Conditiile initiale si la limita sunt:

t=0,V&e[0,1], Ty, =Tsy, =0 (5.3)
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ors
I'Sgyyin =T'Sgy — Dy, - .
¢
=0 or
rBH,in =Ty — DgBH ) 8?‘
7 >0, (5.4)
o'y, B
—8 =
g-1,
Mo _ g
g

Forma adimensionala a ecuatiilor echilibrelor de masa a speciilor radioactive si stabile pentru
tesutul inimii este:
aFH _ z-sys aer (NBH —Ip )'Tsys
=Dg, o+ : (5.5)
or t, 0%  (1-&g,)-CR_in

GFSH _ DgH Tsys azrszH (NBHs + rD ) Ts.ys (56)
ot ty 08  (1-g)-CR_in
Forma adimensionald a conditiilor initiale si la limita este:
=0, er[O,l],FH =Is, =0 (5.7)
£=0, a;“H _ al(;sH _
>0 - (58)
Fo1 or, orI's,
Log o
Forma adimensionala a debitului molar pentru speciile radioactive si stabile:
Ngy 7, T,
¥ K =2 (T, —M., T 5.9
CR_in-gBH LBH £ ( BH BH-H H) ( )
Ng, -7 T
o % 2 (TSgy — Mgy Isy) (5.10)

: —K s

CR_in-(1-&5,) " (1-é&gy)
In toate ecuatiile, rp reprezinti rata de dezintegrare, fiind proportionald cu constanta de
dezintegrare a radioizotopului (kqg) si concentratia speciilor radioactive.

° Parametrii de intrare

Modelul matematic propus, alcatuit din 28 de ecuatii diferentiale partiale pentru cele sapte
organe si 24 de ecuatii diferentiale partiale pentru vene si artere, a fost rezolvat folosind un
program dezvoltat cu ajutorul functiei pdepe incorporata in libraria de functii a MATLAB, care
rezolva probleme cu valorii initiale si la limitd pentru ecuatii diferentiale (pentru forme de
elipse/parabole) in 1-D. Toate datele de intrare necesare pentru rezolvarea modelului matematic
sunt introduse prin interfata programului dezvoltat. Datele de operare, care individualizeaza
fiecare experiment (simulat sau in vivo), sunt:

- constanta de dezintegrare (kq) a radioizotopului %Ga: 1.703-10* s
- timpul de stationare in sistem (tau_sys): 15.94 s;

- perioada in care se injecteaza nanotrasorul (tsnot): 60 S;

- volumul injectat (Vshot): 0.1 mL

- debitul de sange (Fw) care circula de la inima la organe: 0.286 mL/s

- fractia, in raport cu debitul volumetric intern, a fluidului introdus in timpul injectarii
(alpha): 5.83-1073
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Timpul de simulare este de 180 s, reprezentand mai mult de 11 timpi de stationare
adimensionali, suficient pentru a sublinia evolutia complexa a concentratiei de radiotrasor in
timpul injectarii si dupa acest eveniment, In sangele care curge prin organe si tesuturile acestora.
Ulterior, timpul de simulare a fost marit la 1800 s, la fel ca timpul experimental, respectiv 30
de minute, pentru a vedea efectele pe termen lung. Volumul fiecarui organ, fractia ocupata de
sénge in fiecare organ si fractia de sange recirculat prin fiecare organ sunt preluate din literatura.
La stabilirea valorilor pentru grupurile de dispersie ale fiecarui organ (sange si tesut) a fost luata
n considerare ipoteza ca o curgere a sangelui prin organe implicd mai multa dispersie axiala
decat cea corespunzatoare amestecarii simple, in tesut. Valorile pentru coeficientii de transfer
de masa au fost ajustate pe baza datelor experimentale disponibile, astfel Incat concentratia de
radiotrasor la sfarsitul simularii (1800 S) sa fie aproape de valorile masurate in experimentele
in vivo. Unul dintre cei mai importanti parametri ai modelului este coeficientul de partitie, care
reprezinta raportul dintre concentratiile de radiotrasor in sdnge si tesut, la interfata.

e Rezultate si discutii

S-au simulat trei situatii pentru a investiga influenta rinichilor si a ficatului asupra
circulatiei si dispersiei radiotrasorului in organe (Fig. 5.2). In prima ipoteza testata, rinichii si
ficatul nu absorb preferential radiotrasorul. In cea de-a doua situatie simulata, rolul rinichilor, ca
organ excretor al radionuclidului a fost recunoscut, atribuindu-i un coeficient de partitie de 0,125
(la interfatd, concentratia de radiotrasor in tesut este de opt ori mai mare decét concentratia sa in
sange). In cea de-a treia situatie, s-a luat in considerare rolul ficatului ca organ principal de stocare
a nanotrasorilor datorita fenestrarilor mari, atribuindu-i un coeficient de partitic de 0,5 (la
interfatd, concentratia de radiotrasor in tesut este de doud de ori mai mare decat concertarea sa in
sange). Dupa cum se poate observa din Fig. 5.3, concentratia in sangele inimii creste foarte
repede, pentru o perioada foarte scurta de timp. Dupa aceasta perioada, efectele de transfer de
masa devin mai pronuntate, concentratia nanotrasorului scade brusc, pentru o perioada scurta,

ardtand apoi o scadere treptatd mult mai lenta pana la sfarsitul simularii (180 s)

Radioactive species — heart blood Radioactive species - heart blood
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Fig. 5.3 Profilele variatiei concentratiei Tn timp pentru speciile radioactive din sangele inimii,
pentru intrare, mijloc si iesirea din vas: A. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie
a rinichilor; B. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie a ficatului.

Scaderea brusca ar putea fi data de doi factori: a) sangele alimentat Tn sistem nu mai are
trasor, deci dilueaza sangele primit de la restul organelor; b) eliminarea din sange datorata
absorbtiei rinichilor. Dupa acest timp Scurt scaderea este atenuata de efectul de transfer de masa,
de la tesut la sange. Aceeasi tendintd a profilului de distributie In timp se mentine pe toata
lungimea simulata a tesutului cardiac (§ =0; §=0,43; E=1).

Cand rolul rinichilor ca organ de excretie este subliniat prin scaderea coeficientului de
partitie de opt ori, impactul asupra profilului radiotrasorului este foarte important atat pentru
sange, cat si pentru tesuturi (Fig. 5.3 -A si Fig. 5.4Error! Reference source not found. - A).
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Eliminarea fiind mai rapida (proportional cu concentratia de radiotrasor din tesutul rinichilor),
concentratia de radiotrasor devine semnificativ mai mica si, dupa o perioada scurta de diluare,
concentratia de radiotrasor scade datorita excretiei. Cand rolul ficatului de a absorbi preferential
trasorul este subliniat prin scaderea coeficientului de partitie de doua ori, impactul asupra
profilului radiotrasorului se manifesta, dar nu are amploarea din situatia anterioara. VValoarea
maxima este afectatd, dar foarte putin, efectul fiind mai proeminent dupa ce radiotrasorul a
incetat sa mai fie injectat. Deoarece tesutul hepatic retine doar radiotrasorul, fara a-| distruge,
acesta actioneaza doar ca un colector, ceea ce Inseamna ca, pand la saturatie, va contribui la
scaderea suplimentara a concentratiei de radiotrasor din sange. Dupa ce concentratia sanguina
devine mai mica decat concentratia tesutului hepatic, datorita clearance-ului continuu efectuat
de rinichi, tesutul hepatic va deveni donor de radiotrasor. Datoritd volumului semnificativ mai
mare al rinichilor, distributia nanotrasorului in sangele rinichilor variaza in spatiu, sciazand de
la intrare la iesire, efect datorat transferului de masa intre sange si tesut. La intrarea vasului de
sange, concentratia radioactivd este datd de concentratia care iese din inima. Pe masurd ce
sangele curge prin rinichi, trecerea trasorului catre tesutul renal scade concentratia din sange si,
n acelasi timp, intarzie momentul in care apare maximul cel mai pronuntat pentru concentratia
de iesire (&=1, m Ki =1, Fig. 5.4 - A,). Mai mult, inainte de iesire, gradientul devine negativ,
dupa aproximativ patru unitdti adimensionale de timp, concentratia sanguina scdzand de la
intrare la iesire, datoritd concentratiei tesutului rinichilor, care devine mai mare decat
concentratia sanguina. Gradientul revine pozitiv dupa aproximativ noud unitati de timp
adimensional, cand concentratiile tisulare scad sub saturatie. Acelasi efect al transferului de
masa din sange in tesut poate fi observat si pentru concentratia tesutului la rinichi (Fig. 5.5 - A,
m Ki = 1), care are, de asemenea, 0 modificare de gradient, datoritd dezechilibrului dintre
concentratiile din sange si tesuturi.

Radioactive species - kidneys blood Radioactive species - kidneys blood
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Fig. 5.4  Profilele variatiei concentratiei in timp pentru speciile radioactive din sangele rinichilor, pe
toata lungimea simulata (intrarea, mijloc si iesire): A. situatia in care a fost modificat coeficientul de
partitie a rinichilor; B. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie al ficatului.

Dupa cum am mentionat, atunci cand coeficientul de partitie pentru nanotrasor este de
opt ori mai mic, ceea ce inseamna ca rinichii il capteaza pe acesta din urma pentru a-l excreta
din sistem, efectul acestui clearance este foarte important. Datorita cresterii fortei motrice a
transferului de masa, concentratia din sange scade mai repede de la intrare la iesire, astfel se
obtin valori mai mari pentru gradienti. Mai mult, datorita aceleiasi concentratii reduse si a ratei
de eliminare mai mari, chiar si dupa 180 s nu existad nicio modificare a gradientului concentratiei
sanguine, observandu-se un decalaj vizibil intre concentratiile de intrare si iesire

O tendinta similara este observatd pentru tesutul renal (Fig. 5.5, m Li = 0.125) cu
exceptia nivelului pana la care activitatea lor creste, fiind de aproximativ 7 ori mai mare decat
n fluxul sanguin al rinichilor. Acest rezultat evidentiaza fenomenul filtrarii renale, care permite
trecerea moleculelor in interiorul tesutului renal. Pentru aceastd simulare, a fost utilizat un
coeficient de partitie scazut, corespunzator nanoparticulelor cu diametrul hidrodinamic mai mic

36



Development of structured nanoparticles labelled with radionuclides and their biological characterization for nuclear medicine applications

de 11 nm, care poate trece din fluxul sanguin in tesutul renal. Spre sfarsitul timpului de simulare,
existd un echilibru clar intre sange si tesut in ceea ce priveste distributia nanotrasorului, efect
datorat ddezintegrarii radioactive si efectelor de eliminare.

Radioactive species — kidneys tissue

Radioactive species - kidneys tissue
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Fig. 5.5  Profilele variatiei concentratiei in timp pentru speciile radioactive din tesutul rinichilor, pe
toatd lungimea simulata (intrarea, mijloc si iesire): A. situatia in care a fost modificat coeficientul de
partitie a rinichilor; B. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie al ficatului.

Atunci cand coeficientul de partitie hepatica este redus de doud ori, efectul asupra
rinichilor este mult mai putin important (Fig. 5.4 - B si Fig. 5.5 - B), datorita efectului de
amortizare pe care il au restul organelor din sistem. Ambele concentratii (din sange si tesuturi),
sunt afectate, cel mai vizibil dupa sférsitul injectiei trasorului, diferenta crescand pe masura ce
trece timpul, dar, din nou, nu s-a putut observa nicio modificare de gradient.

Distributia nanotrasorului in ficat, ca si in cazul rinichilor, variaza foarte mult in spatiu,
deoarece ficatul este, de asemenea, un organ mare (Fig. 5.6 si Fig. 5.7). Contrar rinichilor, la
intrare (£ = 0), cresterea concentratiei este mai putin pronuntata in perioada de injectie, datorita
efectului de diluare a sangelui provenit din stomac si splind (m Ki = 1). Dupa ce se termina
injectarea, exista o perioada scurtd de activitate constanta datorita aportului de nanotrasor
radioactiv care curge din stomac si splind. Datorita contributiei stomacului, in special
concentratia de intrare prezinta o variatie in timp (Fig. 5.6 - A, m Ki = 1). Transferul de masa
din sange n tesut produce aceeasi variatie si in mijlocul ficatului (§ =0,43), modificand complet
profilul concentratiei In timp la iesirea din ficat (§ = 1).
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Fig. 5.6  Profilele variatiei concentratiei in timp pentru speciile radioactive din sangele ficatului, pe

toatd lungimea simulatd (intrarea, mijloc si iesire): A. situatia in care a fost modificat coeficientul de
partitie a rinichilor; B. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie al ficatului.

Atunci cand coeficientul de partitie al rinichilor se modifica, recunoscandu-i rolul de organ
excretor, profilul concentratiei in timp se schimba, in special dupa incheierea injectiei cu radiotrasor.
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Nu numai ca scaderea concentratiei devine din ce In ce mai importanta, dar, de asemenea, apare o
schimbare a semnului de gradient, dupd noud unitati de timp adimensionale, aratand ca ficatul incepe
sa fie o sursa de radiotrasor (Fig. 5.6 si Fig. 5.7, m Ki = 0,125). Tesutul hepatic imita comportamentul
sangelui hepatic, datoritd transferului permanent de masa intre cele doua faze. Acest rezultat
evidentiaza capacitatea ficatului de a stoca compusul radioactiv pentru perioade mai lungi de 180 s,
din cauza incapacitatii de a distruge radiotrasorul sau de a-1 excreta, asa cum fac rinichii. Cand
coeficientul de partitie hepatica se injumatateste, concentratia radiotrasorului in tesutul hepatic creste,
dar nu de doua ori (Fig. 5.7 - B), odata cu cresterea corespunzitoare a gradientului de concentratie de-
a lungul tesutului hepatic. Spre sfarsitul simularii, in ambele cazuri apare o schimbare de semn pentru
gradient (Fig. 5.7 - B). Concentratiei sanguina scade (Fig. 5.6 - B), pe masura ce sangele curge prin
ficat, datorita fluxului crescut de transfer de masa, cauzat de cresterea fortei motrice. Chiar si pentru
acest caz, spre sfarsitul simularii, apare o modificare a semnului de gradient in sange.
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Fig. 5.7  Profilele variatiei concentratiei in timp pentru speciile radioactive din tesutul ficatului, pe
toatd lungimea simulatd (intrarea, mijloc si iesire): A. situatia in care a fost modificat coeficientul de
partitie a rinichilor; B. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie a ficatului.

Profilul de distributie in compartimentele splinei si plamanilor este similar In sange si tesut, o
schimbare a semnului de gradient apare in toate cazurile, dupd patru unitati de timp adimensionale,
care se mentine pana la incheierea simularii. Acest lucru se datoreaza faptului ca, dupd acest timp,
ambele organe au devenit donatori de radiotrasor eliberat de tesutul lor. Atat in sangele splinei, cat si
in cel pulmonar, cresterea activitatii la intrarea in vas (£ = 0) corespunde cu activitatea sangelui care
iese din inimd. Pe masura ce sangele curge prin aceste tesuturi, transferul de masa catre acestea scade
concentratia din sange a radiotrasorului, gradientul crescand pe masura ce sangele se apropie de iesire.
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Fig. 5.8 Profilele variatiei concentratiei in timp pentru speciile radioactive din sangele splinei, pe
toatd lungimea simulatd (intrarea, mijloc si iesire): A. situatia in care a fost modificat coeficientul de
partitie a rinichilor; B. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie a ficatului.
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In sistemul sanguin al tumorii, activitatea creste in timpul perioadei de injectie, dar profilul
este diferit de cel al altor organe, datorita celei mai mari valori a grupului de dispersie - nu exista
discontinuitate 1n rata la care creste concentratia (Fig. 5.9 si Fig. 5.10). Dupa aceastd perioada,
urmeaza o scadere continud, dupa 180 s doar 60% din concentratia maxima inregistratd se pastreaza.
Acest rezultat este corelat cu permeabilitatea sporita si efectul de retentie al endoteliului vascular al
tumorilor, care permit directionarea pasiva a compusului pentru tesutul tumoral - acest lucru se
regaseste in modelul matematic in valoarea atribuita coeficientului de partitie a tumorii, si anume 0,25.
Profilele de distributie In timp a concentratiei sunt identice pe toata lungimea organului, datorita
grupului de dispersie cu valoare ridicata, care reprezinta interactiunile dintre sdnge si tesutul tumoral.
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Fig. 5.9 Profilele variatiei concentratiei in timp pentru speciile radioactive din sangele
tumorii, pe toata lungimea simulata (intrarea, mijloc si iesire): A. situatia in care a fost modificat
coeficientul de partitie a rinichilor; B. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie a
ficatului.

In tesutul tumoral, distributia in timp si spatiu a concentratiei de radiotrasor este
asemandtoare profilului concentratiei sanguine a tumorii, cu exceptia nivelului maxim atins,
fiind mai mare decat activitatea stomacului, splinei sau ficatului. Aceste valori sunt corelate cu
studiile anterioare in vivo [24]. Trasorul se acumuleaza continuu in tesutul tumoral daca acesta
incad circula in sange, astfel incat acest aport compenseaza scaderea prin dezintegrare sau
eliminare din celule. Acesta este motivul pentru care este de dorit sa se imbunatateasca
proprietatile fizico-chimice ale nanotracerului pentru a evita eliminarea prea rapida si pentru a
creste timpul de circulatie Tn sangel.
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Fig. 5.0  Profilele variatiei concentratiei in timp pentru speciile radioactive din tesutul tumoral, pe
toatd lungimea simulatd (intrarea, mijloc si iesire): A. situatia in care a fost modificat coeficientul de
partitie a rinichilor; B. situatia in care a fost modificat coeficientul de partitie a ficatului.
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e Concluzii

Modelul propus evidentiaza variatia in timp si spatiu a concentratiei nanotrasorului. Mai
mult, profilurile obtinute in faza 1 (sdnge) si faza 2 (tesut) ale fiecarui organ sunt in conformitate
cu procesele de filtrare biologicd (renald), sau acumulare hepaticd, dar si efectul EPR al
vasculaturii tumorale. Imbunitatirea viitoare a algoritmului de calcul va permite ajustarea
nivelului de absorbtie in fiecare organ in functie de marimea nanoparticulelor, proprietatilor
chimice ale acestora (care poate duce la o scadere a concentratiei in rinichi si o crestere in splina
si ficat), densitatea receptorilor din membrana celulelor tumorale, dar si a eliminarii din sange
datorita recunoasterii imune. Rezultatele sugereaza ca in primele 60 de secunde de la injectare,
concentratia trasorului atinge maximul in toate organele si dupa un maxim de 100 s activitatea
scade la un nivel omogen distribuit pe tot volumul lor, cu exceptia rinichilor unde filtrarea
permanenti a sangelui duce la o profil de activitate constant in timp. In acelasi timp, cea mai
mare parte a activitatii injectate este distribuita In rinichi, urmata de plamani si splina. Nivelul
de activitate distribuit in tumora este similar cu cel din interiorul inimii, acest rezultat fiind in
concordanti cu valorile misurate experimental pentru toti cei patru nanotrasori testati (*Ga-
DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, ®Ga-DOTA-NMB-AUNP, %Ga-DOTA-NT-AuUNP and
8Ga-DOTA-NMN-AUNP).

CONCLUZII GENERALE

Obiectivele stabilite pentru studiile mele de doctorat au fost dezvoltarea de noi
nanotrasori cu aplicatii iIn medicina nucleard, evaluarea preclinicd a efectului biologic al
acestora si utilizarea rezultatelor experimentale pentru a dezvolta un model matematic capabil
si prezicd biodistribuirea anumitor radiofarmaceutice in organele de interes. In acest scop, au
fost sintetizate radiofarmaceutice care utilizeaza nanoparticule din aur functionalizate cu
peptide marcate anterior cu radioizotopul emititor de pozitroni ®Ga si utilizate in continuare in
studiile in vitro si in vivo.

Studiile au debutat cu utilizarea nanoparticulelor de aur pe a caror suprafata au fost
atasate direct peptidele marcate, optimizand timpii de marcare si functionalizare pentru a le
adapta la timpul de injumatitire scurt al radioizotopului ®®Ga. Evaluarea ulteriora de cineticii
de legare in vitro la celulele tumorale a pus in evidenta capacitatea nanoparticulelor de aur de a
creste cantitatea de radioizotop *®Ga disponibil Tn interiorul celulelor tumorale. Sceste rezultate
se datoreaza capacitatii nanoparticulelor din aur de a lega mai multe biomolecule pe suprafata
lor, care mai departe se ataseaza la receptorii lor specifici supraexprimati pe celulele tumorale.
Nanotrasorii ®®Ga-DOTA-NOC-AuNP si ®8Ga-DOTA-TOC-AuNP au prezentat o retentie a
radionuclizilor mai mare de 60%, aducand o crestere mai mare de 35%, respectiv 50%,
comparativ cu aceleati peptide radiomarcate (®®Ga-DOTA-NOC si ®®Ga-DOTA-TOC). Aceste
rezultate sunt atribuite captarii mediate de receptori a nanoparticulelor, care creste cantitatea de
radioizotop disponibil in celulele tumorale.

Una dintre cele mai importante provocari ale aplicatiilor in vivo ale nanoparticulelor
destinate imagisticii nucleare este gasirea unei formuldri care sa ofere un timp de circulatie Tn
sénge suficient de lung pentru a efectua scanarea PET-CT. Pentru a rezolva aceasta problema,
am utilizat in continuarea studiilor mentionate anterior, nanoparticulele de aur acoperite cu un
polimer (polietilen glicol) biocompatibil, activate cu esteri N-hidroxisuccinimida. Gruparea
NHS poate crea una dintre cele mai stabile legaturi cu aminele primare din lantul de aminoacizi
al peptidelor, imbunititind astfel stabilitatea in vivo. Peptidele radiomacrate ®®Ga-DOTA-
neuromedin B, ®8Ga-DOTA-neuromedin N, analogul de bombezini ®Ga-DOTA-PEG(4)-
BBN(7-14) si neurotensina ®3Ga-DOTA-NT au fost functionalizate pe structurile de AUNP-
PEG(5000)-NHS si evaluate in vitro in vederea determindrii captarii, retentiei si legarii
specifice asupra celulelor HT-29 pentru cancer de colon uman si a celulelor DU-145 de cancer
de prostatd. Aproape toti nanotrasorii au format legaturi stabile cu receptorii lor specifici, cu
exceptia ®Ga-DOTA-NMB pentru care profilul de captare variazi pe perioada analizei. Cea
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mai mare retentie celulari s-a obtinut pentru ®®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, fiind de
75% pe celulele DU-145 de cancer de prostata. Studiile de biodistribuire ex vivo pe soareci
imunocompromisi inoculati cu celule tumorale HT-29 si DU-145 au confirmat rezultatele
obtinute in vitro, demonstrand ca retentia celulara poate fi semnificativ imbunatatita dupa
incubarea celulelor cu nanoparticule de aur functionalizate cu peptide.

Cele mai mare captare tumorali a fost determinati pentru nanotrasorul %Ga-DOTA-
PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP atat pentru tumorile de colon cat si in cele de prostata, activitatea
%8Ga triplandu-se comparativ cu situatia in care se injecteazi doar peptidele radiomarcate.
Rezultate similare se obtin si pentru nanotrasorul *®Ga-DOTA-NT-AuUNP in tumorile de
prostatd. Tn plus, semnalul detectat in tesutul tumoral de prostati se dubleaza dupa injectarea
8Ga-DOTA-NMN-AUNP, dar si in tumorile de colon prin utilizarea ca agent de imagistici a
nanotrasorilor ®Ga-DOTA-NMB-AUNP si ®Ga-DOTA-NT-AuUNP.

Comparativ cu alti radiotrasori utilizati deja in practica clinici (exemplu: ®Ga-NGR cu
peste 2.7 + 0.65% DI/g retinuti in tumoare la 30 min p.i., [**F]FDG cu 2.5 + 0.5% DI/g, in tumorile
de colon, [*®F]Fluorocolina care prezinti 7.9 + 5% DI/g in tumori de prostati), valorile obtinute
pentru nanotrasorii preparati si testati este mai mare, plecand de la 2.53 + 0.26% DI/g for *¢Ga-
DOTA-NMN-AUNP pani la 9.82 + 2.28% ID/g for ®®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP in
tumorile de colon si 2.79 + 0.4% DI/g pentru %Ga-DOTA-NMB-AUNP pani la 13.01 + 2.49% Dl/g
pentru ®Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP.

Rezultate obtinute experimental au permis dezvoltarea unui model matematic care ofera
informatii despre distributia n spatiu si timp a concentratiei radioactive de nanotrasor datorita
crescute a vasculaturii tumorale. Modelul reuseste sa evidentieze procesele biologice, cum ar fi
filtrarea renala sau stocarea hepatica, fiind un predictor fiabil al distributiei atat in vasele de sange
ale organelor, cat si in tesuturile acestora.

CONTRIBUTII ORIGINALE SI PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE
ULTERIOARA

Rezultatele si datele prezentate in aceasta teza de doctorat sunt rezultatul experimentelor si
ale lucrarilor de simulare efectuate in timpul studiilor mele de doctorat. Ele aduc contributii
personale la stadiul actual al dezvoltarii nanostructurilor si la aplicarea lor in medicina nucleara,
prin:
> dezvoltarea a patru radiotrasori marcati cu radioizotopul %Ga, care utilizeaza nanoparticule de
aur functionalizate cu peptide marcate in vederea tintirii receptorilor bombesinei si neurotensinei
exprimati pe suprafata membranelor celulelor tumorale de prostata si colon;

» caracterizarea fizica si chimica a nanostructurilor, cu o atentie deosebitd acordatd legaturilor
formate intre peptide si nanoparticule, precum si stabilitétii acestor nanostructuri,

» optimizarea timpului de functionalizare, cu scopul de a obtine valori adecvate pentru
radioizotopii de viatd scurti utilizati in imagistica PET, cum ar fi %Ga;

» analiza comparativa a doud metode de functionalizare pe suprafata nanoparticulelor, urmata de
evaluarea biologica a compusilor radiomarcati pe liniile celulare de cancer de colon si de prostata;
» Punerea in evidentd a legarii specifice in vitro a peptidelor functionalizate pe suprafata
nanoparticulelor la receptorii lor specifici;

» evaluarea in vivo a potentialului nanotrasorilor pentru a tinti in mod specific tumorile de colon
si prostata. Rezultatele scot in evidentd absorbtia de pana la trei ori mai mare comparativ cu cea a
acelorasi peptide marcate, dar fara nanoparticule de aur, si dubla in comparatie cu absorbtia unor
radiofarmaceutice deja utilizate in practica clinica (Exemplu: [**F]FDG);

» dezvoltarea unui model matematic care poate simula procesul de biodistribuire in vivo a
nanotrasorilor;

» optimizarea algoritmului de calcul pentru a evidentia procesele de filtrare biologica (renala) si
efectul de permeabilitatea si retentie crescuta a vasculaturii tumorale.
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Rezultatele prezentate 1n aceasta teza promoveaza aceste nanotrasori pentru a fi aplicati in
continuare in studiile de imagistica duala PET-CT, in care nanoparticulele de aur pot fi un agent de
contrast excelent in tomografia computerizata, capabile sa imbunatateasca imaginile obtinute. Mali
mult, studiile viitoare ar putea determina daca nanotrasorii dezvoltati sunt stabili in vivo, investigand
cantitatea de radioizotop ®Ga detasat de nanostructurd sub actiunea chelatorilor naturali din
sistemul sanguin. Aceste nanostructuri pot fi utilizate in aplicatii de terapie fototermica,
nanoparticulele de aur avand proprietatea conductivitatii fototermice prin iradiere laser.

Pentru a utiliza aceste produse farmaceutice pe baza de nanoparticule de aur pentru studii
clinice, este necesara o validare suplimentard a metodelor de preparare si de control al calitatii in
conformitate cu reglementarile UE pentru siguranta farmaceutica.

Algoritmul de modelare matematica ar putea fi imbunatatit prin adaptarea acestuia in functie
de diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor, proprietatile lor chimice si densitatea receptorilor
activi biologic de pe suprafata membranelor celulare si nivelul de necroza a tesutului tumoral.
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