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INTRODUCERE 

Studiile care stau la baza acestei teze de doctorat se concentrează pe aplicarea 

nanoparticulelor din aur în medicina nucleară ca mijloc de distribuție pasivă și mediată de 

receptori a produselor radiofarmaceutice. În ultimul deceniu, necesitatea îmbunătățirii 

informațiilor obținute prin metode imagistice, împreună cu o mai bună țintire a tumorilor și un 

tratament mai eficient a dus la integrarea nanoparticulelor de aur în diagnosticul, imagistica și 

tratamentul cancerului. Proprietățile fizico-chimice ale nanoparticulelor de aur, cum ar fi: 

rezonanța plasmonică de suprafață localizată, conductivitatea fototermică, toxicitatea scăzută și 

suprafața mare disponibilă pentru funcționalizarea cu biomolecule, le fac foarte versatile pentru 

aplicații medicale. Distribuția în tumori a radiofarmaceuticelor care utilizează nanoparticule de 

aur se bazează pe două mecanisme: țintirea pasivă prin efectul de permeabilitate și retenție 

crescută al edoteliului vascular din jurul tumorii și distribuția activă utilizând molecule 

funcționalizate pe suprafața nanoparticulelor, care se leagă de receptori specifici supraexprimați 

de membranele celulelor tumorale. În plus, nanoparticulele metalice, cum ar fi nanoparticulele 

din aur, pot îmbunătăți contrastul în imagistica duală PET-CT. 

Dezvoltarea produselor radiofarmaceutice care includ nanoparticulele în structurile lor 

este un proces laborios în care sunt luate în considerare nu numai cerințele Farmacopeei 

Europene (cum ar fi puritatea sau stabilitatea radiochimică), dar și obținerea nanostructurilor 

polidispersate, cu o acoperire care permite timpi lungi de circulație în sânge, fără a fi 

recunoscuțe de sistemul imunitar, cu toxicitate scăzută și fără acumulare în țesuturile nevizate. 

Pornind de la aceste premise, prezenta teză descrie noi produse radiofarmaceutice pe bază de 

nanoparticule din aur funcționalizate cu peptide marcate cu izotopul emițător de pozitroni 68Ga. 

Nanostructurile sintetizate au fost ulterior testate in vitro și in vivo pentru a evalua specificitatea 
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lor pentru receptorii de neurotensină și bombesină și capacitatea lor de a viza în mod specific 

cancerele de colon și de prostată. Posibilitatea de a utiliza date experimentale pentru a dezvolta 

în continuare un model matematic care poate prezice distribuția nanotrasorilor este deosebit de 

utilă. Aceasta este menită să optimizeze nanostructurile pentru a maximiza absorbția în 

tumoare, dar contribuie, de asemenea, la o evaluare mai precisă a procesului de direcționare în 

sânge a nanotrasorilor transportați către țesuturi. 

Teza este structurată pe cinci capitole. Primele trei capitole sunt dedicate prezentării 

bazelor teoretice și a studiului de literatură. Ultimele două capitole sunt dedicate contribuțiilor 

personale la dezvoltarea nanostructurilor și aplicabilității în imagistica nucleară. 

Primul capitol prezintă elementele fundamentale care stau la baza utilizării 

radioizotopilor corespunzători în medicina nucleară, împreună cu proprietățile acestora, 

pregătirea radiofarmaceuticelor și tehnica tomografiei cu emisie pozitronică (PET). 

Al doilea capitol descrie metodele de sinteză utilizate până în prezent pentru prepararea 

și marcarea nanoparticulelor de aur cu radioizotopi, prezentarea proprietăților nanoparticulelor de 

aur și a principalelor tehnici de caracterizare. De asemenea, am inclus un studiu al literaturii cu 

privire la aplicarea acestor nanoparticule în medicina nucleară. Capitolul doi conține materiale din 

articolul propriu: „Gold nanoparticles-based radiopharmaceuticals for nuclear molecular imaging 

and therapy applications”, acceptat spre publicare în Buletinul Științific al UPB, Seria B. 

Al treilea capitol se concentrează pe descrierea modalității de interacțiune a 

nanoparticulelor de aur cu celulele și organele, principalele căi de distribuție in vivo, eliminare și 

mijloacele prin care caracteristicile lor pot fi optimizate pentru o mai bună direcționare și un timp 

de înjumătățire biologic prelungit. 

Al patrulea capitol prezintă două metode pentru funcționalizarea nanoparticulelor de 

aur cu peptide radiomarcate, aplicarea nanostructurilor sintetizate pe celulele tumorale de 

pancreas, colon și prostată și studii preclinice pe modele animale (șoareci imunosupresați). 

Capitolul patru conține materiale din următoarele publicații: 

•  “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; 

• “In vitro binding kinetics study of gold nanoparticles functionalized with 68Ga-DOTA 

conjugated peptides”, Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry (2017), vol. 311, nr. 

2, pp. 1485–1493. 

Ultimul capitol tratează un model matematic nou, dezvoltat folosind datele 

experimentale obținute anterior, care se bazează pe echilibrul de masă al nanotrsorului în șapte 

organe importante: inimă, rinichi, plămâni, tumoare, ficat, splină și stomac. De asemenea, 

modelul matematic calculează profilul de distribuție a trasorului în sângele care curge prin 

țesutul acestor organe. 

Teza se încheie cu concluziile generale ale experimentelor efectuate și cu prezentarea 

perspectivelor pentru dezvoltarea ulterioară. 

Rezultatele cercetării prezentate în această teză au fost publicate în articole științifice în 

reviste indexate în sistemul ISI-Clarivate Analytics și/sau comunicate la conferințe 

internaționale, după cum urmează: 

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. “In vitro binding kinetics study of gold nanoparticles functionalized with 68Ga-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 Științific al UPB, Seria B (acceptat pentru publicare). 
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CHAPTER 1  RADIOFARMACEUTICELE 

Radiofarmaceuticele sunt compuși radioactivi utilizați în medicina nucleară, alcătuiți 

dintr-un radioizotop legat la un vector biologic, acesta din urmă fiind o moleculă biologică 

activă organică sau anorganică. Rolul principal al vectorului este de a viza de preferință 

anumite organe sau de a participa la procesele fiziologice ale organelor, oferind specificitate 

radiofarmaceuticului. În plus, radiofarmaceuticele trebuie să aibă o bună stabilitate pe toată 

perioada de stocare, dar și in vivo, toxicitate scăzută și farmacocinetică bună. Astfel, scopul 

proiectării unui nou produs radiofarmaceutic este de a alege cea mai eficientă pereche 

radioizotop-vector. Radionuclizii sunt definiți ca izotopi instabili care se degradează prin 

emisia de particule (particule , electroni sau pozitroni), emisie de raze  sau prin captură de 

electroni, pentru a obține raportul dintre numărul de neutroni și protoni (N/Z) al celui mai 

apropiat nuclid stabil. Rata de dezintegrare (-dN / dt) a unui radionuclid este proporțională cu 

numărul de atomi radioactivi (N) și probabilitatea de dezintegrare pe unitate de timp, denumită 

și constantă de dezintegrare (). Radionuclizii utilizați în medicina nucleară sunt produși 

artificial fie în acceleratori de particule (prin bombardarea cu protoni [1], deuteroni, particule 

α sau cu ioni grei), în reactoare nucleare (prin iradiere cu neutroni) sau pot fi eluate din 

generatori de radioizotopi. 

• Generatorul de 68Ge/68Ga 

Un generator de radioizotopi este un dispozitiv format dintr-o coloană umplută cu un material 

absorbant special (de exemplu, alumină, rășină schimbătoare de ioni, etc.), pe care radionuclidul care 

dezintegrează (numit radionuclid „părinte”) este absorbit. Radionuclidul părinte absorbit în interiorul 

coloanei dezintegrează într-un alt radionuclid numit „fiică”. Unul dintre cei mai studiați și utilizați 

generatori în ultimul deceniu este generatorul de 68Ge/68Ga. Principalele motive pentru care este preferat 

față de alte tipuri de generatoare sunt caracteristicile fizice și chimice ale ambilor razionuclizi: 68Ge care 

permite o durată de valabilitate lungă (aproximativ 6 luni) datorată timpului său de înjumătățire lung 

(T1/2 = 271 zile), dar și a radionuclidului fiică 68Ga, a cărei stare de oxidare 68Ga3+ permite marcarea 

rapidă 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). 

Configurația experimentală a generatorului de 68Ge/68Ga și a modulului de sinteză utilizat pentru 

experimentele de marcare cu 68Ga din cadrul acestei teze de doctorat sunt prezentate în Fig. 1.1. 

Generatorul este conectat la modulul de marcare și întregul ansamblu este instalat într-o celulă fierbinte 

ecranată. Toate etapele de pregătire, inclusiv umplerea cu reactivi, instalarea cartușului de purificare de 

unică folosință, a filtrului steril de unică folosință și a fiolei sterile pentru produsul final sunt efectuate 

înainte de începerea procesului de marcare. Odată realizate etapele de pregătire, celula fierbinte este 

închisă și întregul proces este controlat de la distanță, fără a expune operatorii la radiații. 
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Fig. 1.1 Setup-ul experimental și componentele principale ale modulului de sinteza GAL-102 

utilizat pentru marcarea moleculelor cu 68Ga. 

O aplicație majoră a produselor radiofarmaceutice este tomografia cu emisie pozitronică 

(PET), care este utilizată în prezent cu succes pentru localizarea tumorilor, detectarea bolilor 

Alzheimer, Parkinson sau pentru studierea efectelor accidentului vascular cerebral și epilepsiei. 

Scanerul PET se bazează pe detectarea în coincidentă a fotonilor gamma cu energia de 0,511 MeV 

emiși după procesul de anihilare a pozitronului emis de radioizotop, urmat de reconstrucția traseului 

parcurs prin materie pentru a determina exact unde au fost produș (locația radioizotopului care s-a 

dezintegrat). 

 

Fig. 1.2 Principiul de detecție al scaner-ului PET (stânga) și prezentarea echipamentului de 

imagistică prin emisie pozitronică PET-CT pentru modele animale instalat în Centrul de Cercetare 

Radiofarmaceutice-IFIN-HH (dreapta) 

Sistemele PET actuale dedicate oamenilor permit vizualizarea unui pacient cu o 

rezoluție de până la 4,4 mm, comparativ cu acestea, scanerele PET dedicate studiilor preclinice 

cu animale mici (Exemplu: șoareci sau șobolani) pot ajunge până la 0,5 mm (Fig. 1.2). Această 

tehnică de tomografie poate oferi doar o imagine funcțională a țesuturilor, localizarea precisă 

în interiorul corpului este redată printr-o tehnică de imagistică structurală, cum ar fi tomografia 

computerizată (CT) sau imagistica prin rezonanță magnetică (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 mică de 100 nm, ale căror proprietăți fizice și chimice suferă unele modificări comparativ 
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cu forma lor uzuală. Dintre acestea, nanoparticulele de aur (AuNPs) sunt studiate intens datorită 

avantajelor lor, cum ar fi: suprafața specifică mare disponibilă pentru funcționalizarea cu 

molecule; proprietăți fizice și chimice unice care permit utilizarea lor atât în imagistică, cât și 

în terapie; compatibilitate biologică; posibilitatea de a viza țesuturile tumorale atât prin 

mecanisme mediate de receptori, cât și pasive prin efectul de permeabilitate și retenție 

îmbunătățită al endoteliului vascular. În funcție de aplicabilitatea nanoparticulelor din aur și de 

caracteristicile dorite pentru compusul final, sunt disponibile două tipuri de metode de sinteza: 

metode prin dispersie (sau metode „de sus în jos”) și metode de condensare (numite și metode 

„de jos în sus”). Cea mai simplă și frecvent utilizată metodă de sinteză prin condensare este 

metoda Turkevich [2], cunoscută și sub numele de „metodă de reducere cu citrat”, care necesită 

dizolvarea acidului tetraclororuric (HAuCl4) într-o soluție apoasă, rezultând acid tetracloroauric 

trihidratat (HAuCl4 ∙ 3H2O). Soluția este încălzită în continuare la 100 °C și se adaugă 1 mL de 

soluție de citrat trisodic 0,5%. După aproximativ 5 minute de agitare, se obține o soluție roșu 

închis care indică formarea nanoparticulelor de aur coloidal, prin această metodă obținându-se 

cu ușurință nanopartticule cu dimensiunea cuprinsă între 10-100 nm, monodispersate și cu o 

bună stabilitate în condiții optime de depozitare. 

Datorită varietății compozițiilor și a pH-ului mediilor biologice, nanotrasorii pot 

interacționa cu constituenții mediilor biologice prin interacții sterice, electrostatice sau 

hidrofobe. Prin urmare, pot forma agregate, pot fi degradate sau pot fi recunoscute de sistemul 

reticuloendotelial. Astfel, încorporarea stabilă a radionuclidului este esențială, iar 

nanocompozitul sintetizat trebuie să rămână intact în mediile biologice. Până în prezent, au fost 

dezvoltate patru metode pentru marcarea nanoparticulelor de aur cu radioizotopi: a) prin 

chemisorbție directă pe suprafața nanoparticulelor; b) complexarea ionilor radiometalici (de ex. 
99mTc, 68Ga, 64Cu, 177Lu) cu chelatori prin legături coordonative; c) marcare intrinsecă prin 

activarea nanoparticulelor de aur în urma bombardării directe cu neutroni termici; d) marcare 

intrinsecă prin dopaj radiochimic utilizând un amestec de precursori radioactivi („fierbinți”) și 

neradioactivi („reci”) în timpul procesului de sinteză. Metoda prin complexare utilizează 

molecule mici, numite chelatori bifuncționali (BFC), care captează prin legături coordinative 

ionul radiometalic, acest chelator fiind la rândul său legat de o biomoleculă sau nanoparticulă. 

Principalul dezavantaj al metodei de marcare prin intermediul chelatorilor este posibilitatea 

transchelării ionului radiometalic datorită concurenței cu alți chelatori naturali din corp 

(Exemplu: feritină, lactoferină sau transferină) care pot duce la absorbția radioizotopului în 

țesuturile critice. Pentru a evita această situație, stabilitatea termodinamică și cinetică in vivo a 

diferitelor perechi metal-chelator a fost evaluată anterior. Mai mulți chelatori bifuncționali au 

fost folosiți pentru marcarea cu radioizotopi a nanoparticulelor din aur, precum: DOTA, NOTA 

sau NODAGA. Metoda de marcare BFC a fost utilizată în timpul experimentelor descrise în 

această teză de doctorat. 
 

CAPITOLUL 3 BIODISTRIBUȚIA NANOPARTICULELOR DIN AUR 

Caracteristicile nanoparticulelor, cum ar fi: diametrul hidrodinamic, sarcina de la 

suprafață, stabilitatea și forma, influențează farmacocinetica, distribuția și excreția lor din 

organismul viu. Pentru a putea fi utilizate în medicina nucleară, nanoparticulele trebuie să aibă  

mai multe proprietăți și funcții, cum ar fi: efect EPR puternic; timp biologic îndelungat, 

predominant în circulația sângelui; acumularea minimă în țesuturile nevizate; stabilitate in vivo 

bună, cel puțin în timpul aplicării; distribuție rapidă în țesutul țintă; toxicitate scăzută; șă nu 

perturbe sau să influențeze activitatea biologică a moleculelor funcționalizate la suprafața lor. 

• Dimensiunea nanoparticulelor în organe 

Nanoparticulele care reușesc să scape de recunoașterea de către sistemului imunitar circulă 

prin sânge în tot corpul, dar absorbția lor va fi predominantă în anumite organe. Țintirea tumorilor 

folosind nanoparticule se realizează în două moduri: țintire pasivă și țintire mediată de receptori. 
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Țintirea pasivă este termenul utilizat pentru distribuția nanoparticulelor în tumori datorită efectului de 

permeabilitate și retenție (EPR) crescută a endoteliului vascular. În timpul dezvoltării tumorii, 

vasculatura care alimentează celulele invazive se formează haotic și rapid, ceea ce nu permite 

formarea completă și ordonată a celulelor endoteliale vasculare în acea regiune. Astfel, generează 

unele „fenestrații” în vasele de sânge, datorită distanței mari dintre celulele endoteliale, ceea ce va 

conduce la trecerea nanoparticulelor din sânge în la sistemul limfatic [3]. Un spațiu mai mare între 

celulele endoteliale se găsește și în organele cu rol de filtrare sau care fac parte din sistemul 

reticuloendotelial (RES), cum ar fi: splina, ficatul sau rinichii. Acest lucru justifică distribuția pasivă 

a nanoparticulelor în principal în aceste organe.  

 

Fig. 3.1 Reprezentarea țintirii pasive și mediate de receptori 

Pentru țintirea mediată de receptori, nanoparticulele sunt funcționalizate cu liganzi (proteine, 

peptide, anticorpi, etc.), care se vor lega de receptorii supraexprimați pe suprafața membranei celulelor 

țesuturilor țintă, ceea ce va duce la acumularea internalizarea în țesut. 

Calea preferabilă pentru eliminarea nanoparticulelor din sistem este prin rinichi. Această 

cale de eliminare se realizează în trei etape: filtrare glomerulară, secreție tubulară și excreție în 

urină. Odată ajuns la locul rinichilor, nanoparticulele cu un diametru mai mic de 90 nm trec din 

sânge prin fenestrările endoteliului vascular către membranele bazale glomerulare, ai căror pori 

de 2-8 nm vor permite doar trecerea NP de această dimensiune către prelungirile podocitelor. 

Mai departe, nanoparticulele vor trece în spațiul lui Bowman prin pori de 4-11 nm. Această 

limitare fizică a filtrării glomerulare prin aceste trei membrane care cuprind bariera de filtrare 

glomerulară limitează eliminarea nanoparticulelor de o anumită dimensiune, în timp ce acelea 

care nu reușesc să treacă de fenestrarile vasculaturii vor fi filtrate prin splină și ficat. 

Nanoparticulele care reușesc să treacă de prin fenestrări, dar nu și de următoarele două 

membrane vor fi acumulate, reprezentând un potențial risc de inflamație și toxicitate dacă nu 

sunt biodegradabile. Mai mult, bariera capilară glomerulară este încărcată negativ, astfel, este 

facilitată trecerea nanoparticulelor încărcate pozitiv, iar trecerea AuNPs încărcată negativ este 

îngreunată. Nanoparticulele care nu pot fi filtrate și eliminate prin rinichi sunt de obicei 

eliminate prin sistemul hepatobiliar. Nanoparticulele pot ajunge la ficat în principal prin două 

mecanisme: a) fiind recunoscute de monocitele circulante care aderă în continuare la celulele 

Kupffer din ficat (macrofage); b) nanoparticulele care scapă de recunoașterea imună, ajung 

transportate de fluxul sanguin în artera hepatică sau vena portă care se amestecă în sinusoide 

hepatice, unde celulele endoteliale sinusoidale situate de-a lungul vasculaturii au fenestrații de 

100-150 nm. Prin aceste cavități vor trece în spațiul Disse, unde hepatocitele le vor interioriza 

(prin endocitoză), putând fi mai departe metabolizate prin degradare enzimatică. Eliminarea 

ulterioară a bilei va duce la excreția fecală. Din studiile anterioare din literatură [4], între cele 

două căi de eliminare hepatobiliară, este de preferat ca nanoparticulele să treacă prin celulele 

endoteliale sinusoidale și apoi să fie degradate direct de către hepatocite, deoarece acest proces 

are loc în ore sau săptămâni. În schimb, macrofagele stochează nanoparticulele pentru perioade 
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lungi de timp (luni sau ani). Comparativ cu acestea, numai eliminarea prin rinichi este mai 

rapidă (în câteva ore sau zile). 

Nanoparticulele recunoscute de macrofagele și limfocitele splenice, nanoparticulele 

excluse din rinichi și ficat datorită dimensiunii mari sau a sarcinii lor, dar și nanoparticulele 

care au scăpat de recunoașterea macrofagelor și circulă în fluxul sanguin, toate vor ajunge la 

sinusoidele marginale, o joncțiune care separa pulpa alba si pulpa rosie a splinei. Aici, 

nanoparticulele mai mici de 150 nm pot trece prin fenestrațiile endoteliului sinusoidelor 

splenice în pulpa albă. Nanoparticulele care nu pot trece de aceste fenestrări vor fi degradate de 

macrofagele din zona marginală și stocate în pulpa roșie a splinei. Nanoparticulele cu diametrul 

hidrodinamic mai mic de 4 nm pot trece mai ușor neobservate de proteinele serice, având o 

dimensiune aproximativ egală cu a lor, iar probabilitatea de interacție cu acestea în sânge scade. 

Nanoparticulele mai mici de 6 nm sunt eliminate rapid prin rinichi, dar există și posibilitatea 

acumulării lor în mușchi, inimă sau plămâni, deoarece joncțiunile dintre celulele endoteliale ale 

acestor organe ating această dimensiune. S-a demonstrat că nanoparticulele de 10-100 nm sunt 

mai greu internalizate de celule, iar cele mai mari de 40 nm se acumulează în ficat sau splină 

pentru perioade lungi de timp (mai mult de 6 luni). Nanoparticulele mai mari de 100 nm sunt 

eliminate de ficat, iar cele care depășesc 200 nm se elimină numai prin splenă. Acoperirea 

nanoparticulelor cu diverși polimeri biocompatibili, cum ar fi polietilen glicolul (PEG), mărește 

timpul de circulație în sânge și, dacă sunt captate de celulele RES (cum ar fi macrofagele), 

permit o degradare mai rapidă. În practică, s-a observat că o creștere a lanțului polimeric și a 

densității pe suprafața nanoparticulelor reduce foarte mult probabilitatea de adsorbție a 

proteinelor serice la nanoparticule, datorită împiedicărilor sterice.. 
 

CAPITOLUL 4 STUDIILE PRECLINICE ALE 

RADIOFARMACEUTICELOR CARE UTILIZEAZĂ 

NANOPARTICULE DIN AUR 

4.1  STUDIUL IN VITRO AL CINETICII DE LEGARE A NANOPARTICULELOR DIN 

AUR FUNCȚIONALIZATE CU PEPTIDE CONJUGATE CU 68Ga-DOTA 

Nanoparticulele de aur funcționalizate cu peptide radiomarcate au cunoscut o creștere 

extraordinară a aplicațiilor din domeniul farmaceutic, datorită capacității nanoparticulelor de a 

trece de membrana celulelor prin endocitoză mediată de receptori. Legarea nanoparticulelor de 

biomolecule depinde de gruparea prin care se efectuează legarea, care poate conține grupări 

amino, carboxil sau tiol. Metodele de legare pot duce adesea la degradarea sau inactivarea 

secvenței de aminoacizi activi biologic a moleculelor atașate. În acest scop, grupurile 

menționate mai sus ar trebui poziționate la capătul moleculei [5]. Deși pentru aplicarea in vivo 

a nanoparticulelor de aur, grupările tiol sunt cele mai stabile (au cea mai mare afinitate pentru 

suprafețele metalelor nobile), grupările amino pot fi de asemenea folosite pentru 

functionalizarea nanoparticulelor cu peptide, dar pentru un timp limitat. Analogul 

somatostatinei Tyr3-octreotidă (TOC) este una dintre cele mai recente peptide marcate cu 68Ga 

inclusă în Monografia Farmacopeei Europene, sub formă de soluție injectabilă 68Ga-

edotreotidă. Această peptidă utilizată clinic, se leagă cu o mare afinitate de receptorii de 

somatostatină SSTR2 exprimați pe membrana celulelor tumorilor neuroendocrine. Deoarece 

majoritatea tumorilor umane exprimă mai mult de un subtip de receptori, până în prezent au 

fost sintetizați analogi de somatostatină, cum ar fi 1-NaI3-octreotidă (NOC) care se leagă cu 

afinitate mare la SSTR2, SSTR3 și SSTR5. 

Pentru a evalua dacă nanoparticulele de aur pot îmbunătăți retenția celulară a produselor 

radiofarmaceutice, am sintetizat și funcționalizat nanoparticule de aur cu trei peptide conjugate 

cu cheltorul DOTA, respectiv peptidele: neurotensină, 1-NaI3-octreotidă și Tyr3-octreotidă. 

Toate peptidele au fost marcate anterior cu radioizotopul 68Ga cu timp de injumătățire scurt 

obținut de la un generator 68Ge/68Ga. Compușii marcați au fost analizați din punct de vedere a 

purității și stabilității radiochimice. Caracterizarea fizico-chimică a nanoparticulelor a fost 
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efectuată pentru determinarea diametrului hidrodinamic, a stabilității coloidale și lungimea de 

undă corespunzătoare absorbției maxime. De asemenea, funcționalizarea nanoparticulelor a fost 

pusă în evidențiată prin investigarea deviației la lungimi de undă mai mari a maximului de 

absorbție a nanoparticulelor. Ulterior, nanostructurile marcate au fost incubate pe celulele 

tumorale de colon din linia HT-29 și celulele tumorale de pancreas AR42J. Scopul acestui 

studiu [7] a fost de a evalua efectul biologic al AuNP asupra absorbției și retenției 

radioizotopilor la nivel celular, prin analiza radioimună rotativă. 

• Sinteza nanoparticulelor din aur și caracterizarea acestora 

Prepararea nanoparticulelor s-a realizat prin metoda Turkevich. Formularea 

nanopartiuclelor a fost analizată din punct de vedere a morfologiei, distribuția de dimensiuni a 

nanoparticulelor din soluție și diametrul hidrodinamic. Pentru realizarea acestora am folosit 

metoda de împrăștiere dinamică a luminii (DLS) și microscopia prin transmisie de electroni 

(TEM). Pentru determinarea stabilității nanostructurilor sintetizate, am determinat potențialul 

zeta (ζ), obținându-se – 41.5 ± 6 mV, ceea ce indică o bună stabilitate, nanoparticulele având 

diametrul de 42.57 ± 4 nm. 

 
Fig. 4.1 Diametrul hidrodinamic al nanoaprticulelor din aur determinat prin tehnicile DLS și 

microscopie TEM. 

• Marcarea peptidelor cu radioizotopul 68Ga și controlul de calitate 

Peptidele DOTA-1-NaI3-octreotida (DOTA-NOC), DOTA-Tyr3-Octreotida (DOTA-

TOC) și DOTA-Neurotensina (DOTA-NT) au fost marcate cu emițătorul de pozitroni 68Ga 

provenit de la generatorul de 68Ge/68Ga, marcarea realizându-se cu ajutorul modului de sinteză 

Galigand GAL-102. În procesul de radiomarcare, generatorul 68Ge/68Ga a fost eluat cu o soluție 

de 0.05 M HCl. Activitatea 68Ga utilizată pentru marcarea peptidei DOTA-NOC a fost de 630 

MBq și 410-430 MBq pentru peptidele DOTA-NT și DOTA-TOC. În funcție de biomolecula 

marcată, am utilizat între 22 nmol- 35 nmol peptidă, tamponată anterior cu soluție de acetat de 

amoniu pentru a preveni degradarea chimică a acesteia. Pentru a facilita legarea radioizotopului 
68Ga la chelatorul DOTA, s-a utilizat temperatura de 95 ˚C [8]. După un timp de reacție de 5 

minute, amestecul este trecut printr-un catuș de purificare cu fază inversă care separă peptida 

radiomarcată de alte impurități. aceasta fiind recuperată ulterior de pe cartuș cu etanol și 

transferată într-un vas de evaporare a etanolului. Reconstituirea peptidei radiomarcate se 

efectuează cu ser fiziologic. Tabelul 4.1 sumarizează randamentul de radiomarcare obținut după 

procesul de sinteză, de asemenea puritatea radiochimică evaluată prin radio-HPLC. 

Tabelul 4.1 Parametrii de marcare și puritate chimică  

Peptide marcate Cantitate 

de peptidă 

marcată 

(nmol) 

Activitate 

specifică 

(MBq/nmol) 

Randament 

de marcare 

(%) 

Puritate 

radiochimică 

(%) 

DOTA-Thr3-Octreotidă (TOC) 35 6.9±22% 62 ± 3 >98 

DOTA-1-NaI3-Octreotidă (NOC) 22 12±27% 86 ± 2 >99 
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DOTA-Neurotensină (NT) 24 14±13% 80 ± 6 100 

Analiza prin metoda cromatografică HPLC a purității radiochimice a peptidelor marcate 

a indicat peste 98% puritate chimică. Precum este ilustrat în Fig. 4.2, peak-ul de eluție al 68Ga-

DOTA-TOC regăsindu-se la un timp de retenție tR = 18.61 min, tR = 18.37 min pentru 68Ga-

DOTA-NT și tR = 22.77 min pentru 68Ga−DOTA-NOC. La 4 ore după sfârșitul sintezei, 

puritatea radiochimică se menține peste 98% ceea ce indică stabilitatea acestor 

radiofarmaceutice după trecerea a patru perioade de înjumătățire a radioizotopului 68Ga, 

rezultate care sunt conforme cu standardele Farmacopeei Europene pentru preparatele 

radiofarmaceutice. 

(a) (b) 
Fig. 4.2 Cromatograma radio-HPLC a: (a) 68Ga-DOTA-TOC; (b) 68Ga-DOTA-NOC 

• Conjugarea 68Ga-DOTA-TOC, 68Ga-DOTA-NT și a 68Ga-DOTA-NOC la AuNP  

Pentru prepararea nanotrasorului 68Ga-DOTA-peptidă-AuNP (Fig. 4.3), suspensia de 

nanoparticule a fost amestecată cu 68Ga-DOTA-NOC/TOC/NT amestecul fiind agitat timp de 

15 minute la temperatura camerei. După cum am observat din experimentele anterioare, 

depășirea a 15 minute de agitare poate provoca agregarea ireversibilă a nanoparticulelor.  

 
Fig. 4.3 Procesul de funcționalizare a suprafețelor nanoparticulelor de aur cu analogi de 

somatostatină Tyr3-octreotidă (TOC) și 1-NaI3-octreotidă (NOC) radiomarcați  

Schimbarea lungimii de undă indusă de modificările indicelui de refracție și a 

fenomenului de rezonanță plasmonică de suprafață a nanoparticylelor din aur, după 

interacțiunea dintre peptidă și suprafața AuNP, a fost evaluată prin spectre de absorbție optică 

UV-Vis (Fig. 4.4) S-a măsurat deplasarea cu 2 nm spre lungimi de undă mai mari pentru 68Ga-

DOTA-NT-AuNP, o deplasare de 3 nm pentru 68Ga-DOTA-NOC-AuNP și 5 nm pentru 68Ga-

DOTA-TOC-AuNP. 
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Fig. 4.4 Spectrul de absorbție optică pentru AuNPs funcționalizate cu 68Ga-DOTA-TOC, 

68Ga-DOTA-NOC și 68Ga-DOTA-NT 

• Studiul in vitro al cineticii de legare 

Liniile de celule utilizate în experimente includ linia de cancer de pancreatis AR42J și 

linia de cancer de colon HT-29. Testul in vitro a vizat studierea a două caracteristici ale 

procesului de interacțiune peptidă-celulă: captarea radiotrasorului și retenția acestuia. Prima 

parte a profilului de legare constă în măsurarea captării celulare, care corespunde timpului de 

incubație a peptidelor marcate. A doua parte a curbei de legare constă în evaluarea retenției prin 

îndepărtarea mediului radioactiv de la celule, spălarea celulelor și a vasului Petri cu mediu 

proaspăt și reluarea măsurătorii pentru a evalua cantitatea de activitate detectată datorită atașării 

peptidei la receptorii săi specifici de pe suprafața celulelor. În toate studiile am utilizat 3,5 nmol 

de peptidă marcată, fiind necesare volume diferite de radioligand pentru a asigura această 

cantitate. Așa cum se poate observa din Fig. 4.5, diferența de activitate reținută dintre cei doi 

trasori pe celulele de cancer de colon HT-29 este în jur de 50%, de la 10 ± 3% în cazul 68Ga-

DOTA-TOC, până la 60 ± 2% pentru 68Ga-DOTA-TOC-AuNP. La fel ca în cazul Tyr(3)-

octreotidă, NaI(3)-octreotida are același profil de captare celulară, dar nanoparticulele de aur 

funcționalizate cresc cu 35% din activitatea maxima captată, comparativ cu 68Ga-DOTA-NOC 

(Fig. 4.5 – B). 

 A.  B. 

Fig. 4.5  Curba de legare la celule tumorale înainte și după incularea radiotrasorilor: A. 68Ga-DOTA-

TOC-AuNP comparativ cu 68Ga-DOTA-TOC; B. 68Ga-DOTA-NOC-AuNP comparativ cu 68Ga-DOTA-

NOC. Momentul incubării și a extragerii mediului radioactiv este marcat cu săgeată. 

Neurotensina radiomarcată și funcționalizată pe nanoparticule din aur a fost testată atât pe linia 

de cancer de colon HT-29, cât și pe cancer de pancreas AR42J. Rezultatele pun în evidență 

creșterea cu 10 % a activității prin utilizarea nanoparticulelor, retenția maximă măsurată pe 

celulele de cancer de colon fiind de 40 % (Fig. 4.6).  
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A. B. 
Fig. 4.6 A. Curba de legare la celule tumorale înainte și după incubarea radiotrasorilor: A. 68Ga-DOTA-

NT-AuNP comparativ cu 68Ga-DOTA-NT, pe linia HT-29 de cancer de colon cell line. B. 68Ga-DOTA-

NT-AuNP comparativ cu 68Ga-DOTA-NT, pe linia celulară AR42J pentru cancer de pancreas.  

Concluzii 

Acest studiu al cineticii de legare in vitro a evaluat capacitatea nanoparticulelor de aur 

de a crește cantitatea de radioizotop emițător de pozitroni 68Ga disponibil în interiorul celulelor 

tumorale, folosind proprietățile AuNP pentru a trece de membrana celulelor prin endocitoză și 

proprietățile specifice de țintire ale peptidelor marcate. Nanoparticulele de aur funcționalizate 

cu 68Ga-DOTA-NOC și 68Ga-DOTA-TOC au o retenție de peste 60% după extragerea mediului 

radioactiv, aducând o îmbunătățită de 35%, respectiv 50% în comparație cu 68Ga-DOTA-NOC 

și 68Ga-DOTA-TOC. În schimb, AuNPs funcționalizate cu neurotensină au prezentat o retenție 

ușor crescută cu 10% în comparație cu 68Ga-DOTA-NT. Aceste rezultate sunt atribuite 

absorbției mediate de receptori a nanoparticulelor din interiorul tumorii și posibilitatea lor de a 

lega mai multe peptide pe suprafață, crescând radioizotopul disponibil în interiorul celulelor 

tumorale.  

4.2  EVALUAREA PRECLINICĂ A NANOPARTICULELOR DIN AUR ACTIVATE CU 

GRUPĂRI -NHS ȘI FUNCȚIONALIZATE CU PEPTIDE TIP BOMBEZINĂ ȘI 

NEUROTENSINĂ PENTRU ȚINTIREA TUMORILOR DE COLON ȘI PROSTATĂ 

Studiul actual se concentrează pe evaluarea preclinică in vitro și ex vivo pe celule de 

carcinom de colon și prostată a patru peptide diferite marcate cu 68Ga și funcționalizate pe 

nanoparticule de aur, acestea având potențial de a fi utilizate în aplicații ale imagisticii 

multimodale. Am marcat două grupuri de peptide omoloage: PEG(4)-bombesin (7–14) (Gln-

Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2) și analogul său neuromedin B (Gly-Asn-Leu-Trp-Ala-

Thr-Gly-His-Phe-Met-NH2), neurotensina (Pyr-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-

Ile-Leu-OH) și neuromedin N (Lys-Ile-Pro-Tyr-Ile-Leu). Familia de receptori pentru 

bombezină este formată din trei subtipuri de receptori: receptorul neuromedinei B (NMB) 

(receptor BBRS1), receptorul peptidei care eliberează gastrina (GRP) (receptor BBRS2) și 

receptorul bombesinei subtipul 3 (BBRS3). Aceștia sunt frecvent supraexprimați de tumori de 

sân, tumori de prostată, cancere de ovari sau cancer pulmonar. Neuromedina B (NMB) este 

prezentă în sistemul nervos central și în tractul gastrointestinal al mamiferelor, stimulează 

contracția mușchilor netezi și este un factor de creștere autocrină în cancerul pulmonar cu celule 

mici. Neurotensina (NT) și analogul acesteia neuromedina N (NMN) sunt derivate din același 

precursor polipeptidic, receptorii neurotensinei (NTRS1, NTRS2 și NTRS3) fiind 

supraexprimați de cancerul pulmonar, de sân, colon sau prostată. Pentru a demonstra 

capacitatea nanoparticulelor de aur de a îmbunătăți absorbția in vivo a trasorilor, am selectat 

secvența stabilizată 7-14 a peptidei bombesină, cu farmacocinetică îmbunătățită prin 

intermediul introducerii unui lanț scurt de polietilen glicol PEG4 cu rol de spacer, dar si a 

analogul său denumit neuromedin B. Astfel, am selectat o peptidă cu farmacocinetică deja 

îmbunătățită (și analogul său), dar și o peptidă cu un timp biologic mai scurt pentru a demonstra 
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că, în toate cazurile, NP-urile de aur pot fi capabile să îmbunătățească țintirea tumorii. Pentru 

acest studiu am folosit nanoparticule de aur conjugate anterior cu PEG și activate cu grupuri -

NHS care vizează o mai bună stabilitate a legării cu peptidele selectate. 

• Marcarea peptidelor 

Întregul proces de preparare a peptidelor marcate cu 68Ga, incluzând procesul de eluare, 

marcare și purificare, a durat mai puțin de 25 de minute până la obținerea produsului final. 

Indiferent de peptidă, în procesele de radiomarcare au fost utilizați parametri similari 

(temperatură, pH, timp de reacție, raporturi molare) și etape de purificare. Acest lucru a condus 

la rezultate ușor diferite în ceea ce privește randamentele de preparare, așa cum este prezentat 

în Tabelul 4.2. 

Tabelul 4.2 Randamentul de preparare a peptidelor. 

Peptidă Randament de preparare 

(%) 
68Ga-DOTA-NT 82.12 ± 3.43 
68Ga-DOTA-NMN 81.14 ± 3.35 
68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) 80.70 ± 3.10 
68Ga-DOTA-NMB 80.60 ± 0.46 

• Controlul de calitate al peptidelor marcate cu 68Ga 

Evaluarea purității radiochimice (PRC) a biomoleculelor marcate, evaluată la sfârșitul 

procesului de preparare și purificare, prin metoda radio-HPLC a pus în evidență lipsa 68Ga 

nelegat și a moleculelor de degradare în produsul final. În cazul 68Ga-DOTA-NT și al 68Ga-

DOTA-NMN, PRC este 100%. Profilele 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) și al 68Ga-DOTA-

NMB sunt similare cu cromatogramele corespunzătoare acestor peptide nemarcate conform 

certificatelor de analiză furnizate de producători, fără a fi detectate alte subproduse 

radiomarcate. În aceste cazuri, RCP a fost mai mare decât 80% și respectiv 85%. PRC a fost 

verificată în fiecare oră până la 4 ore după terminarea sintezei, fără a se observa degradări ale 

compușilor marcați. Toate moleculele marcate s-au utilizat astfel mai departe pentru studii 

biologice. pH-ul compușilor rezultați după marcare este neutru (pH = 7 ± 0.2), fiind astfel 

potrivit pentru injuctarea directă.  

(a) 
(b) 

(c) (d) 

Fig. 4.7 Puritatea radiochimică a peptidelor marcate cu 68Ga la sfârșitul procesului de 

sinteză: a) 68Ga-DOTA-NT; (b) 68Ga-DOTA-MN; (c) 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14); (d) 68Ga-

DOTA-NMB 
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• Caracterizarea fizico-chimică a nanoparticulelor din aur funcționalizate cu peptide 

Nanoparticulele din aur cu diametrul de 40 nm ,conjugate cu PEG (5 kDa) și activate cu 

grupări N-hidroxisuccinimidă (NHS), au fost funcționalizate cu: 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-

14), 68Ga-DOTA-NT, 68Ga-DOTA-NMB, 68Ga-DOTA-NMN. Procesul a fost realizat conform 

unui protocol adecvat tipului de nanostructuri [10].  

 
Fig. 4.8 Structurile nanotrasorilor din aur marcați cu 68Ga: (a) 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-

AuNP; (b) 68Ga-DOTA-NT-AuNP; (c) 68Ga-DOTA-NMB-AuNP; (d) 68Ga-DOTA-NMN-AuNP. 

 

Reacția dintre peptide și PEG-AuNP activate cu grupări NHS a fost monitorizată prin 

detectarea modificărilor dimensiunii nanoparticulelor pe măsură ce se formează un strat 

peptidic în jurul acestora. Diametrul hidrodinamic inițial al PEG-AuNP a fost de 42.56 nm, 

după funcționalizare crescând până la aproximativ 73 nm (Fig. 4.9).  
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Fig. 4.9  Distribuția în funcție de intensitate a dimensiunilor nanoparticulelor de aur funcționalizate cu peptide: 

DOTA-NT-AuNP (roșu), DOTA-NMN-AuNP (negru), DOTA-NMB-AuNP (verde) and DOTA-PEG(4)-

BBN(7-14)-AuNP (albastru). 

Proprietățile fizice ale fiecărei nanostructuri sunt prezentate în Tabelul 4.4. Potențialul 

electric la limita stratului dublu de ioni de la sprafața nanoparticulelor, cunoscut și ca potențial 

zeta, este mai mare decât −44 mV. Astfel, nanoparticulele funcționalizate cu peptide prezintă o 

stabilitate fizică bună, forțele de repulsie fiind suficient de mari pentru a împiedica agregarea 

acestora.  

Table 4.3 Proprietățile fizice ale nanostructurilor, măsurate prin metoda DLS. 

Nanostructură Diametru 

hidrodinamic 

Potential Zeta  

DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP 71.05 nm −44.7 mV 

DOTA-NMB-AuNP 72.18 nm −47.3 mV 

DOTA-NT-AuNP 72.36 nm −44.4 mV 

DOTA-NMN-AuNP 73.29 nm −49.6 mV 

În Fig. 4.10 sunt prezentate comparativ spectrele FTIR ale nanostructurilor: NHS-

AuNP, DOTA-NT-AuNP, DOTA-NMB-AuNP, DOTA-NMN-AuNP și DOTA-PEG(4)-

BBN(7-14)-AuNP. După cum se poate observa, semnalele din spectrul FTIR al NHS-AuNP 

sunt diferite de cele prezente în spectrele AuNP funcționalizate cu peptide. Semnalele din 

spectrul NHS-AuNPs sunt mai intense decât cele prezente în spectrele AuNP funcționalizate cu 

peptide. Spectrele FTIR ale probelor de nanoparticule de aur conțin benzile de absorbție 

caracteristice ambilor constituenți, și anume peptida cu chelatorul DOTA și nanoparticulele din 

aur. 
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Fig. 4.10 Spectrul de absorbție FTIR al: DOTA-NT-AuNP (verde), DOTA-NMB-AuNP 

(roșu), DOTA-NMN-AuNP (albastru), DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP (portocaliu) și NHS-AuNP 

(negru). 

Banda de absorbție relativ intensă din spectrul FTIR a AuNP situată în jurul a 605 cm−1 

este specifică pentru nanoparticulele din Au. În spectrele FTIR ale nanoparticulelor 

funcționalizate, aceasta este deplasată până la 538 cm−1, datorită atașării complexului DOTA-

peptidă la nanoparticulele din aur. Benzile caracteristice ale peptidei conjugate cu agentul 

chelator DOTA apar în intervalul 600–3600 cm−1. Banda intensă de la 3380 cm−1 este atribuită 

vibrațiilor de întindere a grupărilor NH libere și a grupărilor de NH legate de peptidă. Banzile 

din regiunea 2914 cm−1 și 2855 cm−1 provin de la vibrațiile de întindere ale C-H și CH2 din 

stratul organic regăsit la suprafața AuNP. Banda corespunzătoare pentru 1640 cm−1 este 

atribuită întinderilor C=O, aceasta indicând prezența peptidelor pe suprafața nanoparticulelor. 

Aceeași grupare C=O prezentă în esterul NHS redă în spectrul FTIR al NHS-AuNP două benzi 

slabe de absorbție cu un peak la 1623 cm−1 și cealaltă la 1690 cm−1; acest fapt indicând legătura 

covalentă dintre peptide și AuNP. Banda de absorbție de la 1547 cm−1 este atribuită vibrației 

colective C=C/C-C din lanțul de aminoacizi ai peptidei. Banda de la 1455 cm−1 a fost atribuită 

pentru vibrațiile de întindere N-H/C-N prezente în legăturile amidice ale proteinelor. 

• Evaluarea citotoxicității 

Pentru evaluarea efectelor citotoxice potențiale ale NP investigate s-a efectuat un studiu 

preliminar, atât cu nanoparticule simple (AuNP), cât și NP încărcate cu peptide (DOTA-

PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, DOTA-NMB-AuNP, DOTA-NMN-AuNP, DOTA-NT-AuNP), pe 

celule normale (monocite umane CRL9855 proliferative) și celule tumorale (carcinom de colon 

uman din linia HT-29 și carcinom de prostată, celule DU-145). Testul de reducere a MTS a fost 

utilizat pentru a evalua numărul de celule metabolice active în cultură, în diferite condiții 

experimentale. Nanoparticulele au fost testate la 0.25 mg/mL și 0.50 mg/mL, concentrații mai 

mari decât cele utilizate pentru studiul de captare și retenție in vitro (0.10–0.15 mg/mL). Aceste 

concentrații sunt, de asemenea, considerate ridicate în comparație cu domeniul concentrației în 

care nanoparticulele din aur sunt în general testate in vitro (0,005-0,025 mg/mL) [11]. La 

concentrația de 0.25 mg/mL, nanoparticulele încărcate cu peptide nu au modificat semnificativ 

reducerea MTS în celulele normale sau tumorale, exercitând aproape același efect ca AuNP. În 

schimb, concentrații mai mari (0.50 mg/mL) de nanoparticule încărcate cu peptide și AuNP 

simple au avut o acțiune inhibitoare asupra reducerii MTS. Rezultatele indică faptul că o 

concentrație de 0.25 mg/mL este biocompatibilă cu tipurile de celule investigate și, prin urmare, 

concentrații mai mici ar putea fi utilizate în siguranță pentru studii de captare/retenție celulară 

ale nanoparticulelor funcționalizate cu peptide marcate cu 68Ga. Concentrații mai mari de 

nanoparticule (0.50 mg/mL) pot declanșa o reducere semnificativă a numărului de celule 

metabolice active, indicând faptul că acumularea de NP în sânge, după injectarea intravenoasă 

sau distribuția în organe, ar putea avea efecte dăunătoare. Acesta ar putea fi în schimb un 

beneficiu terapeutic în celulele tumorale, a căror viabilitate și proliferare ar putea fi limitate de 

nanoparticulele investigate, chiar și în absența radioizotopului. Având în vedere că peptidele 

încărcate pe NP s-ar putea detașa în fluxul sanguin sau atunci când sunt difuzate în organe, am 

investigat impactul lor direct asupra reducerii MTS. DOTA-NMB, DOTA-NMN, NT și BBN 

nu modifică reducerea MTS de către celulele normale și tumorale investigate la concentrații de 

1-4 nmol/mL, în timp ce DOTA-NT are doar o acțiune ușor inhibitoare la concentrații mai mici 

de 2 nmol/mL. În concluzie, nanoparticulele testate cu peptide sunt biocompatibile cu celulele 

normale proliferative și celulele tumorale și nu ridică probleme de citotoxicitate în absența 

radioizotopului. 

• Studiile de legare in vitro la celule tumorale 

a) Evaluarea captării și a retenției celulare 
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Cinetica de legare (captare și retenție) a peptidelor marcate cu 68Ga și a nanoparticulelor 

din aur funcționalizate cu aceste peptide a fost investigată prin tehnica radioimunoanalizei 

rotative. 2–3 nmol din fiecare peptidă s-au incubat pe celule de cancer de prostată DU-145 și 

de colon, linia HT-29. În urma analizei fiecărei peptide (Fig. 4.9), putem observa cu ușurință 

că absorbția atât a produselor farmaceutice nanostructurate, cât și a celor pe bază de peptide 

crește aproape exponențial odată cu timpul de incubație, ceea ce indică o dinamică bună la 

celulele tumorale. Un rezultat mai scăzut este obținut pentru 68Ga-DOTA-NMB și 68Ga-DOTA-

NMB-AuNP pe linia celulară HT-29 de cancer de colon, pentru care profilul de captare urmează 

o curbă de variație, un indicator al legării instabile la receptorii neuromedinei B (NMB, BBRS2, 

BBRS3). Nivelul de reținere este ilustrat după săgețile indicatoare și reflectă procentul de 

activitate reținut de celule din activitatea maximă detectată în timpul captării, după îndepărtarea 

mediului radioactiv și etapa de spălare a celulelor. Această parte a analizei este un screening 

care permite evaluarea potențialului peptidelor de a forma legături stabile cu receptorii lor 

specifici. Retenția celulară a peptidelor studiate depășește 30%, pentru majoritatea, nivelul fiind 

menținut până la sfârșitul analizei (aproximativ 75 min). Singura peptidă pentru care nivelul de 

retenție fluctuează este NMB incubat pe celule HT-29, ceea ce indică o legătură instabilă sau 

slabă între peptidă și receptori. Din curba de captare a nanoparticulelor din aur funcționalizate, 

se observă că nanoparticulele de aur îmbunătățesc retenția celulară a peptidelor marcate cu 68Ga 

fără a afecta capacitatea peptidelor de a se lega de receptori. 

O creștere semnificativă a fost obținută pentru 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP 

pe celule DU-145 pentru cancer de prostată, care ajunge la 75%, comparativ cu aproximativ 

38% pentru 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14). 

 (a)  (b) 

(c) (d) 
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(e) (f) 
Fig. 4.11 Evaluarea comparativă a curbelor de captare/retenție in vitro pentru: (a) 68Ga-DOTA-

PEG(4)-BBN(7-14) și 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP pe linia celulară HT-29; (b) 68Ga-DOTA-

PEG(4)-BBN(7-14) și 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP pe linia celulară DU-145; (c) 68Ga-

DOTA-NMB și 68Ga-DOTA-NMB-AuNP pe linia celulară HT-29; (d) 68Ga-DOTA-NMB și 68Ga-

DOTA-NMB-AuNP pe linia celulară DU-145; (e) 68Ga-DOTA-NMN și 68Ga-DOTA-NMN-AuNP pe 

linia celulară HT-29; (f) 68Ga-DOTA-NMN și 68Ga-DOTA-NMN-AuNP pe linia celulară DU-145. 

b) Legarea specifică 

Evaluarea legării specifice a unei peptide la receptorii exprimați pe membrana celulară 

depinde în mare măsură de densitatea receptorilor, de conformația lor (activă sau inactivă) și 

de concentrația inhibitorului utilizat pentru a bloca receptorii înainte de incubarea peptidei [12, 

13]. Pentru determinarea legării specifice, receptorii specifici pentru fiecare peptidă au fost 

blocați cu mai mulți antagoniști: ML-18 și PD176252 (Kd = 1 nM) pentru receptorii de 

bombezină BBRS1, BBRS2 și BBRS3; SR48692 (Kd = 15 nM), SR142948 (Kd = 10 nM) și 

NTRC 824 (Kd = 38 nM) pentru receptorii de neurotensină NTRS1, NTRS2 și NTRS3. Timpul 

de incubare a antagoniștilor a fost de 1-1,5 ore, apoi mediul a fost îndepărtat și celulele au fost 

spălate și completate cu ~ 2 mL mediu de cultură proaspăt. Captarea nespecifică și reținerea 

fiecărei peptide marcate cu 68Ga a fost ulterior evaluată utilizând același protocol ca cel utilizat 

pentru legarea totală. Profilele cineticii de legare pentru legarea nespecifică a fiecărei peptide 

și legarea totală sunt prezentate în Fig. 4.12. Legarea specifică reprezintă diferența dintre 

legarea totală și legarea nespecifică. Se poate observa că reținerea specifică a peptidelor este de 

aproximativ 20%, ceea ce reprezintă jumătate din legarea totală pentru fiecare peptidă marcată 

cu 68Ga. 

 

 (a) 
 (b) 
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 (c)  (d) 

 (e) 
 (f) 

Fig. 4.12 Evaluarea comparativă a legării specifice in vitro: (a) 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) pe 

linia celulară HT-29 pentru cancer de colon; (b) 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) pe linia celulară 

DU-145 pentru cancer de prostată; (c) 68Ga-DOTA-NMB pe linia celulară HT-29; (d) 68Ga-DOTA-

NMB pe linia celulară DU-145; (e) 68Ga-DOTA-NMN pe linia celulară HT-29; (f) 68Ga-DOTA-

NMN pe linia celulară DU-145. 

• Biodistribuția ex vivo  

68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)/68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP 

Biodistribuția comparatovă a 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)/68Ga-DOTA-PEG(4)- 

BBN(7-14)-AuNP este prezentată în Fig. 4.13. După 30 min post-injectare (p.i.) se observă 

eliminarea rapidă a 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) prin rinichi (18.74 ± 0.67% DI/g) și în 

sânge (6.42 ± 0.27% DI/g). Comparativ cu aceasta, 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP 

prezintă un nivel mai ridicat în sânge (8.24 ± 0.86% DI/g) și mai scăzut în rinichi (14.86 ± 

1.32% DI/g), considerată semnificativă din punct de vedere statistic (p = 0.047). În plus, în 

plămâni se regăsește 4.17 ± 1.37% DI/g de 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14). În schimb, 

activitatea în pancreas este de 3,37 ori mai mare dacă se utilizează nanoparticule de aur 

funcționalizate cu BBN în locul 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) (p = 0.022). O ușoară creștere 

a fost înregistrată în splină (1.69 ± 0.26% DI/g pentru AuNP comparativ cu 1.31 ± 0.22% DI/g 

pentru BBN, p = 0.025), în ficat (2.81 ± 0.57% DI/g pentru AuNP comparativ cu 1.92 ± 0.07% 

ID/g for BBN, p = 0.014) și în 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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(a) (b) 

Fig. 4.13 Biodistribuția comparativă ex vivo după 30 min post-injectare a 68Ga-DOTA-PEG(4)-

BBN(7-14)/68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP în: (a) la șoareci NU/J (imunosupresați) purtători 

de tumori de colon; (b) șoareci imunisupresați purtători de tumori de prostată. Datele sunt prezentate 

ca valori medii ± abaterea pătratică medie (n = 4). 

O creștere semnificativă a activității (p = 0.007) se observă la locul tumorii, unde 

activitatea se triplează după injectarea 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, atingând 9.82 

± 2.28% DI/g de la 3.31 ± 0.76% DI/g pentru 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14). Un 

comportament similar a fost observat la șoarecii inoculați cu celule tumorale de prostată (Fig. 4.13 - b), 

plămânii și inima având valori mai mici după injecția 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP 

comparativ cu 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) (p = 0.042) și creșterea activității în ficat și 

intestinul gros. Tumoarea de prostată a captat 13.01 ± 2.49% DI/g de 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-

AuNP, de trei ori mai mare (>3.44) decând după administrarea 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) 

uptake (3.78 ± 0.27% DI/g), valorile fiind considerate semnificative  (p = 0.013). 

68Ga-DOTA-NMB/68Ga-DOTA-NMB-AuNP 

Atât la șoarecii cu tumori de colon, cât și la cei cu tumori de prostată, peptida 

neuromedină B marcată cu 68Ga și funcționalizată pe suprafața nanoaprticulelor din aur este 

îndepărtată rapid din sistemul circulator, după doar 30 de minute p.i. ambi trasori regăsindu-se 

în rinichi (60.28 ± 13.01% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMB și 67.51 ± 4.16% DI/g pentru 68Ga-

DOTA-NMB-AuNP, p = 0.017) și doar 7.00 ± 0.24% DI/g 68Ga-DOTA-NMB în sânge. Această 

observație se confirmă și cu rezultatele obținute în celelalte țesuturi, fiind semnificativ mai mică 

comparativ cu omologii săi 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) și 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-

14)-AuNP (p = 0.005).  

 (a)  (b) 

Fig. 4.14 Biodistribuția comparativă ex vivo după 30 min post-injectare a 68Ga-DOTA-NMB/68Ga-

DOTA-NMB-AuNP în: (a) șoareci NU/J (imunosupresați) purtători de tumori de colon; (b) șoareci 

imunisupresați purtători de tumori de prostată. Datele sunt prezentate ca valori medii ± abaterea 

pătratică medie (n = 4). 
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Captarea în tumorile de prostată a 68Ga-DOTA-NMB (Fig. 4.14 - b) este de 2.54 ± 0.42% DI/g 

organ și 2.79 ± 0.44% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMB-AuNP (p = 0.043). Valori similare au 

fost înregistrate pentru tumorile de colon (Fig. 4.14 - a), fiind de 1.73 ± 0.08% DI/g 68Ga-

DOTA-NMB și 4.75 ± 0.32% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMB-AuNP (p = 0.026). 

68Ga-DOTA-NT/68Ga-DOTA-NT-AuNP 

Captarea 68Ga-DOTA-NT în tumorile de prostată și colon (Fig. 4.15) este similară, 

obținându-se 4.06 ± 0.27% DI/g în tumorile de colon ale șoarecilor și 3.78 ± 0.05% DI/g în 

tumorile de prostată. 68Ga-DOTA-NT-AuNP prezintă rezultate comparative cu68Ga-DOTA-

PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, fiind o creștere de 3 ori a activității în tumorile de prostată (11.7 ± 

0.59% DI/g) și de două ori mai mare în tumorile de colon (9.04 ± 2.29% DI/g). Atât la șoarecii 

cu tumori de colon, cât și la cei cu tumori de prostată, excreția neurotensinei este rapidă, după 

30 de minute p.i. aproximativ 25% DI/g de organ se găsește în rinichi și 7–9% DI/g în sânge. 

Nanoparticulele de aur funcționalizate au influențat creșterea cantității de trasor în splină 

(3.19 ± 1.39% DI/g la șoarecii cu cancer de colon și 1.92 ± 0.11% DI/g la cei cu tumori de prostată, 

p = 0.035) și în intestinul gros (2.59 ± 0.44% DI/g la șoarecii cu tumori de colon și 3.37 ± 1.6% 

DI/g la cei cu cancer de prostată, p = 0.021). În plus, o absorbție semnificativă (p = 0.016) a fost 

măsurată în pancreas la trei din grupul șoarecilor (n = 4) inoculați cu celule canceroase de colon 

din linia HT-29. De asemenea, în ganglionul limfatic inghinal al șoarecilor cu cancer de prostată 

există un procent ridicat de 68Ga-DOTA-NT (2.23 ± 0.49% DI/g) precum și de 68Ga-DOTA-NT-

AuNP (3.04 ± 1.13% DI/g), deși rezultatul nu este semnificativ statistic (p = 0.7). 

(a) 

 

(b) 

Fig. 4.15 Biodistribuția comparativă ex vivo după 30 min post-injectare a 68Ga-DOTA-NT/68Ga-

DOTA-NT-AuNP în: (a) șoareci NU/J (imunosupresați) purtători de tumori de colon; (b) șoareci 

imunisupresați purtători de tumori de prostată. Datele sunt prezentate ca valori medii ± abaterea 

pătratică medie (n = 4). 

68Ga-DOTA-NMN/68Ga-DOTA-NMN-AuNP 

Rezultatele obținute pentru șoarecii injectați cu neuromedina N și nanoparticule de aur 

funcționalizate cu neuromedină N sunt ilustrate în Fig. 4.16. Farmacocinetica peptidei 

neuromedin N la șoarecii inoculați cu celule canceroase de colon HT-29 este predominată de 

eliminarea rapidă a trasorilor din fluxul sanguin (4.59 ± 0.49% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMN 

și 4.89 ± 0.53% DI/g a peptidei 68Ga-DOTA-NMN-AuNP). Nu există acumulări semnificative 

în alte organe (p > 0.19) decât rinichii (21.14 ± 1.97% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMN; 35.72 ± 

4.83% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMN-AuNP; p = 0.041), ficat, plămâni și tumoare (2.02 ± 

0.02% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMN și 2.57 ± 0.26% DI/g 68Ga-DOTA-NMN-AuNP, p = 

0.035), care indică absorbția mediată de receptori întrucât aceste organe exprimă receptorii 

specifici ai neurotensinei [14]. 
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(a) (b) 

Fig. 4.16 Biodistribuția comparativă ex vivo după 30 min post-injectare a 68Ga-DOTA-NMN/68Ga-

DOTA-NMN-AuNP: (a) șoareci NU/J (imunosupresați) purtători de tumori de colon; (b) la șoareci 

imunisupresați purtători de tumori de prostată. Datele sunt prezentate ca valori medii ± abaterea 

pătratică medie (n = 4). 

În cazul șoarecilor cu cancer de prostată (Fig. 4.16 - b) excreția renală este mai lentă după 30 

min p.i., 58.34 ± 9.86% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMN regăsindu-se în rinichi. După injectarea 68Ga-

DOTA-NMN-AuNP, excreția renală a trasorului este îmbunătățită, scăzând la 37.07 ± 8.11% DI/g 

dar păstrând valori similare în sânge (5.69 ± 0.59% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMN-AuNP 

comparativ cu 5.85 ± 0.83% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMN; p = 0.028). Mai mult, absorbția tumorii 

este dublată, de la 1.77 ± 0.5% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMN până la 3.29 ± 0.08% DI/g pentru 
68Ga-DOTA-NMN-AuNP, rezultatul fiind semnificativ din punct de vedere statistic (p = 0.09). 

Nanoparticulele dublează, de asemenea, absorbția din ficat, intestinul subțire și stomac. 

• Discuții 

În acest studiu, am marcat cu radioizotopul 68Ga peptidele: DOTA-neuromedin B, 

DOTA-neuromedin N și analogi de bombezină DOTA-PEG(4)-BBN(7-14) și neurotensină 

DOTA-NT. Marcarea celor patru peptide cu radioizotopul 68Ga a fost efectuată cu ajutorul unui 

modul de sinteză semiautomat, procesul de sinteză fiind optimizat pentru a obține un randament 

de marcare mai mare de 80% și puritate radiochimică mai mare de 80% pentru 68Ga-DOTA-

PEG(4)-BBN(7-14), până la 100% pentru 68Ga-DOTA-NT și 68Ga-DOTA-NMN. Compușii 

finali nu conțin 68Ga nelegat și sunt stabili timp de cel puțin 4 ore după purificarea finală, fiind 

adecvați pentru teste biologice. După procesul de funcționalizare a nanoparticulelor de aur cu 

peptidele menționate mai sus, am evaluat captarea in vitro, retenția și legarea specifică a fiecărui 

trasor pe celulele de cancer de colon uman din linia HT-29 și celulele canceroase de prostată, 

din linia DU-145. Aproape toți radiotrasorii au format legături stabile cu receptorii lor specifici, 

cu excepția 68Ga-DOTA-NMB pentru care profilul de captare și retenție celulară variază în 

timpul analizei. Cea mai mare valoare de retenție a fost de 75%, măsurată pentru 68Ga-DOTA-

PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP pe celule DU-145 pentru cancer de prostată. 

Studiile de biodistribuire ex vivo la șoareci imunocompromiși inoculați cu celule tumorale 

HT-29 și DU-145 au confirmat rezultatele obținute in vitro, arătând că retenția celulară a fost 

semnificativ îmbunătățită după incubarea celulelor cu nanoparticule de aur funcționalizate cu aceleași 

peptide. Datorită capacității nanoparticulelor de aur acoperite cu PEG și activate cu grupări NHS de 

a reacționa cu aminele primare ale peptidelor, se formează un strat de peptidă extern marcat cu 68Ga. 

[15], iar semnalul detectat în țesutul tumoral este dublat în tumorile de prostată pentru 68Ga-DOTA-

NMN-AuNP, precum și în tumorile de colon pentru 68Ga-DOTA-NMB-AuNP și 68Ga-DOTA-NT-

AuNP. În cazul 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP atât pe tumorile de colon cât și pe cele de 

prostată, activitatea 68Ga este de trei ori mai mare decât cea obținută pentru 68Ga-DOTA-PEG(4)-

BBN(7-14). Nanoparticulele de aur funcționalizate cu peptide pot fi livrate tumorilor prin ambele 

mecanisme de țintire: pasiv prin efect de permeabilitate și retenție crescută a vasculaturii; și prin 
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mecanism de țintire mediată de receptori, deoarece peptidele NT/NMN și BBN/NMN recunosc 

receptori specifici exprimați de celulele canceroase de colon și prostată. Prin urmare, neo-

vascularizația tumorii poate influența absorbția nanoparticulelor în celulele tumorale [16]. O ușoară 

creștere a captării 68Ga-DOTA-NMB-AuNP a fost observată și în tumorile de prostată, precum și a 

captării 68Ga-DOTA-NMN-AuNP în tumorile de colon. Studii suplimentare sunt necesare pentru a 

evalua dacă acest rezultat ușor mai scăzut (comparativ cu celelalte sisteme nanoparticulă-peptidă) a 

fost influențat de țesuturile tumorale slab vascularizate sau necrotice. 

Studiile anterioare pentru dezvoltarea medicamentelor pe bază de nanoparticule au 

evidențiat importanța sistemului reticuloendotelial (RES), o rețea de celule și țesuturi responsabile 

de eliminarea avidă a nanoparticulelor nemodificate din circulația sângelui în câteva secunde sau 

minute [16-18]. Printre organele esențiale ale RES, splina, rinichii, ficatul, pancreasul, plămânii, 

măduva osoasă și ganglionii limfatici joacă un rol important în farmacocinetica produselor 

farmaceutice care utilizează nanoparticule și, din acest motiv, s-a acordat o atenție specială cantității 

de trasor absorbită în aceste țesuturi. În cazul 68Ga-DOTA-NMB (-AuNP) și al 68Ga-DOTA-NMN 

injectat la șoarecii cu cancer de prostată, deși clearance-ul trasorilor din sânge este rapid, excreția 

renală este mai lentă în comparație cu celelalte peptide, cantități mari de radiotrasor regăsindu-se la 

30 min p.i în rinichi (aproximativ 60% DI/g). Deoarece receptorii pentru peptida neurotensină se 

găsesc și în rinichi [14], absorbția 68Ga-DOTA-NMN se datorează cel mai probabil interacțiunii 

neuromedinei N cu receptorii săi, preces care momentan nu este pe deplin cunoscut în literatura de 

specialitate.  

Ficatul și sistemul biliar reprezintă calea principală pentru excreția nanoparticulelor care 

nu suferă eliminare prin rinichi, celulele Kupffer din ficat fiind un potențial loc de stocare, 

deoarece exprimă receptori pentru endocitoza selectivă a nanoparticulelor opsonizate și se 

bazează pe degradarea particulelor pentru eliminare [18]. Nanoparticulele care nu pot fi degradate 

de procesele intracelulare vor rămâne în celule și, prin urmare, vor fi reținute. Rolul polietilen 

glicolului (PEG 5 kDa) este acela de a preveni opsoninilor (proteinele serice) de a se absorbi pasiv 

pe suprafața nanoparticulelor și, astfel, de a preveni acumularile nedorite de NP în ficat. Cu toate 

acestea, activități ușor crescute a 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP au fost măsurate la 

șoareci cu cancer de colon și de prostată, dar și niveluri mai ridicate de 68Ga-DOTA-NMN-AuNP 

(dublu comparativ cu 68Ga-DOTA-NMN) la șoareci inoculați cu celule de cancer de prostată DU-

145. Studiile anterioare au arătat că dimensiunea nanoparticulelor influențează 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 suferă excreție 

hepatică mediată de celulele Kupffer, în timp ce nanoparticulele mai mari de 200 nm sunt 

eliminate de macrofagele splenice. Am observat 3.19 ± 1.39% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NT-

AuNP (cu diametrul hidrodinamic de 72.36 nm) în splină, pentru șoareci inoculați cu celule de 

cancer de colon, ceea ce sugerează captarea mediată de receptori a acestora [20]. 

Până în prezent, au fost dezvoltați mai mulți radiotrasori pentru a viza și facilita 

imagistica moleculară a cancerului de colon sau de prostată, cum ar fi: 68Ga-NGR cu peste 2.7 

± 0.65% DI/g în tumori de colon la 30 min p.i [21], [18F]FDG cu 2.5 ± 0.5% DI/g în tumori de 

colon [22], [18F]Fluorocolină (FCH) cu 7.9 ± 5% DI/g la 60 min p.i. la șoarecii purtători de 

tumori de prostată [23]. În comparație cu acestea, valorile obținute pentru captarea tumorală 

a celor patru nanotrasori preparați sunt cuprinse între: 2.53 ± 0.26% DI/g pentru 68Ga-DOTA-

NMN-AuNP, până la 9.82 ± 2.28% DI/g pentru 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP în 

tumorile de colon și 2.79 ± 0.4% DI/g de 68Ga-DOTA-NMB-AuNP până la 13.01 ± 2.49% 

DI/g a 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP în tumorile de prostată. Rezultatele 

promițătoare pentru nanoparticulele de aur funcționalizate cu bombesină, neuromedină B, 

neurotensină și neuromedină N obținute în studiile in vitro și ex vivo vor fi completate în viitor 

cu studiile de imagistică in vivo μPET / CT. De asemenea, aceste studii vor fi completate și cu 

evaluarea ICP-MS a pentru a confirma că peptidele nu se detașează de nanoparticulele din aur 

în fluidele fiziologice. 
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• Concluzii 

În concluzie, am sintetizat și evaluat patru nanotrasori compuși din nanoparticule din 

aur și peptide marcate cu radioizotopul 68Ga. Studiile in vitro și ex vivo pe șoareci 

imunocompromiși au pus în evidență stabilitatea ridicată în condiții fiziologice a compușilor, 

acumulare minimă în organele nevizate și distribuția rapidă în tumorile de cancer de colon și 

de prostată. Cele mai promițătoare rezultate s-au obținut pentru nanotrasorii 68Ga-DOTA-

PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP și 68Ga-DOTA-NT-AuNP care triplează cantitatea de radiotrasor 

din tumoare, comparativ cu aceleași peptide radiomarcate. 
 

CAPITOLUL 5 MODELAREA MATEMATICĂ A BIODISTRIBUȚIEI 

NANOPARTICULELOR DIN AUR 

Modelarea matematică poate oferi informații esențiale despre organele în care trasorul 

s-ar putea acumula preferențial, precum și despre timpul de circulație prin fluxul sanguin, care 

poate ajuta în continuare la estimarea dozei la care corpul este expus în acest timp. În cazul 

nanostructurilor vizate, cum ar fi nanoparticulele de aur funcționalizate cu peptide marcate cu 

radioizotopi, modelarea matematică poate facilita, de asemenea, o mai bună diferențiere a 

acumulării datorită distribuției pasive prin intermediul fluxului sanguin care transportă 

nanotrasorul către țesut, de acumularea datorată exclusiv țintirii medie de receptori prin legarea 

peptidelor la receptorii specifici exprimați de celulele tumorale. Modelul propus este unul 

compartimental, unde mai multe organe ale corpului (șoarecele în acest caz) sunt conectate prin 

vase de sânge. Fiecare organ este modelat ca un compartiment cu amestecare axială cu două 

faze (Fig. 5.1), fazele fiind conectate între ele prin transferul de masă. Prima fază are în vedere 

circulația sângelui prin organ, în timp ce a doua fază reprezintă țesutul, unde difuzia este 

singurul mecanism de transport de masă. Nanoparticulele de aur marcate ar putea trece, prin 

transfer de masă, de la o fază la alta, în funcție de concentrația lor relativă, adică la început, de 

la sânge la țesut, deoarece concentrația lor este mai mare în sânge, dar, dacă nanotrasorul este 

excretat suficient de rapid din corp, transferul de masă ar putea avea loc și din țesut în sânge, 

datorită scăderii concentrației sale din sânge 

 
Fig. 5.1 Schema unui compartiment cu amestecare axială cu două faze 

Intrarea trasorului în corp se face prin plexul venos retro-orbicular, iar singura ieșire 

este prin excreția în urină. Acest trasor este excretat prin țesutul rinichilor și poate fi considerat 

un proces de transfer de masă de ordinul întâi din țesutul rinichilor în urină, fără a lua în 

considerare concentrația de nanotrasorului din urină. 

• Ipoteze principale și modelul fizic 

Procesul implică dezintegrarea radioizotopului în volumul ocupat de sânge în organ 

(faza 1) și în țesutul organului (faza 2), împreună cu transferul de masă a speciilor 

radioactive/neradioactive între faza sanguină și țesutul organului. La intrare, sunt prezente doar 

nanoparticulele de aur radioactive. În modelul propus, se presupune că este respectat modelul 

de dispersie axială, indiferent de volumul prin care curge sîngele (volumul de sânge al 

organelor, arterelor sau venelor). Activitatea injectată a fost aproximată ca un impuls 
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dreptunghiular cu o durată de timp necesară pentru a injecta un volum de 0,1 mL de nanotrasor. 

Modelul fizic (  

Fig. 5.2) ia în considerare șapte organe de interes: inima (H), plămânii (Lu), ficatul (Li), 

splina (Sp), stomacul (St), tumoarea (Tu) și rinichii (Ki). De asemenea, arterele și venele care 

le interconectează sunt luate în considerare.  
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Fig. 5.2 Modelul fizic al șoarecelui utilizat pentru modelarea matematică. 

• Forma adimensională a ecuațiilor 

Pentru a completa modelul matematic, s-au scris ecuațiile balanțului de masă pentru 

nanotrasori radioactivi și pentru nanotrasorii la care radioizotopul a dezintegrat (trecând într-un 

nuclid stabil). Pentru a simplifica calculul, am folosit forma adimensională a ecuațiilor 

echilibrului de masă. Exemplu de ecuații de echilibru de masă pentru sângele inimii (a cărui 

metodă de calcul se aplică și în cazul celorlalte organe, diferind doar notația) sunt: 
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Condiția inițială corespunde timpului în care radiotrasorul nu a intrat încă în sistem, prin 

urmare concentrațiile ( ,BH BHs  ) sunt nule. La intrarea în organ (z = 0), transportul de masă 

convectiv se suprapune cu dispersia axială. La ieșire (z = L), condiția de simetrie (finitudine) 

este aplicabilă, deoarece concentrația nu poate crește/scade la nesfârșit, prin urmare derivata 

este zero. Condițiile inițiale și la limită sunt: 

 0, 0,1 , 0BH BHs =    =  =   (5.3) 
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Forma adimensională a ecuațiilor echilibrelor de masă a speciilor radioactive și stabile pentru 

țesutul inimii este: 
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Forma adimensională a condițiilor inițiale și la limită este: 
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Forma adimensională a debitului molar pentru speciile radioactive și stabile: 
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În toate ecuațiile, rD reprezintă rata de dezintegrare, fiind proporțională cu constanta de 

dezintegrare a radioizotopului (kd) și concentrația speciilor radioactive. 

• Parametrii de intrare 

Modelul matematic propus, alcătuit din 28 de ecuații diferențiale parțiale pentru cele șapte 

organe și 24 de ecuații diferențiale parțiale pentru vene și artere, a fost rezolvat folosind un 

program dezvoltat cu ajutorul funcției pdepe încorporată în librăria de funcții a MATLAB, care 

rezolvă probleme cu valorii inițiale și la limită pentru ecuații diferențiale (pentru forme de 

elipse/parabole) în 1-D. Toate datele de intrare necesare pentru rezolvarea modelului matematic 

sunt introduse prin interfața programului dezvoltat. Datele de operare, care individualizează 

fiecare experiment (simulat sau in vivo), sunt: 

- constanta de dezintegrare (kd) a radioizotopului 68Ga: 1.703∙10-4 s-1 

- timpul de staționare în sistem (tau_sys): 15.94 s; 

- perioada în care se injectează nanotrasorul (tShot): 60 s; 

- volumul injectat (Vshot): 0.1 mL 

- debitul de sânge (Fvt) care circulă de la inimă la organe: 0.286 mL/s 

- fracția, în raport cu debitul volumetric intern, a fluidului introdus în timpul injecțării 

(alpha): 5.83∙10-3  
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Timpul de simulare este de 180 s, reprezentând mai mult de 11 timpi de staționare 

adimensionali, suficient pentru a sublinia evoluția complexă a concentrației de radiotrasor în 

timpul injecțării și după acest eveniment, în sângele care curge prin organe și țesuturile acestora. 

Ulterior, timpul de simulare a fost mărit la 1800 s, la fel ca timpul experimental, respectiv 30 

de minute, pentru a vedea efectele pe termen lung. Volumul fiecărui organ, fracția ocupată de 

sânge în fiecare organ și fracția de sânge recirculat prin fiecare organ sunt preluate din literatură. 

La stabilirea valorilor pentru grupurile de dispersie ale fiecărui organ (sânge și țesut) a fost luată 

în considerare ipoteza că o curgere a sângelui prin organe implică mai multă dispersie axială 

decât cea corespunzătoare amestecării simple, în țesut. Valorile pentru coeficienții de transfer 

de masă au fost ajustate pe baza datelor experimentale disponibile, astfel încât concentrația de 

radiotrasor la sfârșitul simulării (1800 s) să fie aproape de valorile măsurate în experimentele 

in vivo. Unul dintre cei mai importanți parametri ai modelului este coeficientul de partiție, care 

reprezintă raportul dintre concentrațiile de radiotrasor în sânge și țesut, la interfață. 

• Rezultate și discuții 

S-au simulat trei situații pentru a investiga influența rinichilor și a ficatului asupra 

circulației și dispersiei radiotrasorului în organe (Fig. 5.2). In prima ipoteză testată, rinichii și 

ficatul nu absorb preferențial radiotrasorul. În cea de-a doua situație simulată, rolul rinichilor, ca 

organ excretor al radionuclidului a fost recunoscut, atribuindu-i un coeficient de partiție de 0,125 

(la interfață, concentrația de radiotrasor în țesut este de opt ori mai mare decât concentrația sa în 

sânge). În cea de-a treia situație, s-a luat în considerare rolul ficatului ca organ principal de stocare 

a nanotrasorilor datorită fenestrărilor mari, atribuindu-i un coeficient de partiție de 0,5 (la 

interfață, concentrația de radiotrasor în țesut este de două de ori mai mare decât concertarea sa în 

sânge). După cum se poate observa din Fig. 5.3, concentrația în sângele inimii crește foarte 

repede, pentru o perioadă foarte scurtă de timp. După această perioadă, efectele de transfer de 

masă devin mai pronunțate, concentrația nanotrasorului scade brusc, pentru o perioadă scurtă, 

arătând apoi o scădere treptată mult mai lentă până la sfârșitul simulării (180 s) 

 A.  B. 

Fig. 5.3 Profilele variației concentrației în timp pentru speciile radioactive din sangele inimii, 

pentru intrare, mijloc și ieșirea din vas: A. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție 

a rinichilor; B. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție a ficatului. 

Scăderea bruscă ar putea fi dată de doi factori: a) sângele alimentat în sistem nu mai are 

trasor, deci diluează sângele primit de la restul organelor; b) eliminarea din sânge datorată 

absorbției rinichilor. După acest timp scurt scăderea este atenuată de efectul de transfer de masă, 

de la țesut la sânge. Aceeași tendință a profilului de distribuție în timp se menține pe toată 

lungimea simulată a țesutului cardiac (ξ = 0; ξ = 0,43; ξ = 1). 

Când rolul rinichilor ca organ de excreție este subliniat prin scăderea coeficientului de 

partiție de opt ori, impactul asupra profilului radiotrasorului este foarte important atât pentru 

sânge, cât și pentru țesuturi (Fig. 5.3 -A și Fig. 5.4Error! Reference source not found. - A). 
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Eliminarea fiind mai rapidă (proporțional cu concentrația de radiotrasor din țesutul rinichilor), 

concentrația de radiotrasor devine semnificativ mai mică și, după o perioadă scurta de diluare, 

concentrația de radiotrasor scade datorită excreției. Când rolul ficatului de a absorbi preferențial 

trasorul este subliniat prin scăderea coeficientului de partiție de două ori, impactul asupra 

profilului radiotrasorului se manifestă, dar nu are amploarea din situația anterioară. Valoarea 

maximă este afectată, dar foarte puțin, efectul fiind mai proeminent după ce radiotrasorul a 

încetat să mai fie injectat. Deoarece țesutul hepatic reține doar radiotrasorul, fără a-l distruge, 

acesta acționează doar ca un colector, ceea ce înseamnă că, până la saturație, va contribui la 

scăderea suplimentară a concentrației de radiotrasor din sânge. După ce concentrația sanguină 

devine mai mică decât concentrația țesutului hepatic, datorită clearance-ului continuu efectuat 

de rinichi, țesutul hepatic va deveni donor de radiotrasor. Datorită volumului semnificativ mai 

mare al rinichilor, distribuția nanotrasorului în sângele rinichilor variază în spațiu, scăzând de 

la intrare la ieșire, efect datorat transferului de masă între sânge și țesut. La intrarea vasului de 

sânge, concentrația radioactivă este dată de concentrația care iese din inimă. Pe măsură ce 

sângele curge prin rinichi, trecerea trasorului către țesutul renal scade concentrația din sânge și, 

în același timp, întârzie momentul în care apare maximul cel mai pronunțat pentru concentrația 

de ieșire (ξ=1, m Ki = 1, Fig. 5.4 - A,). Mai mult, înainte de ieșire, gradientul devine negativ, 

după aproximativ patru unități adimensionale de timp, concentrația sanguină scăzând de la 

intrare la ieșire, datorită concentrației țesutului rinichilor, care devine mai mare decât 

concentrația sanguină. Gradientul revine pozitiv după aproximativ nouă unități de timp 

adimensional, când concentrațiile tisulare scad sub saturație. Același efect al transferului de 

masă din sânge în țesut poate fi observat și pentru concentrația țesutului la rinichi (Fig. 5.5 - A, 

m Ki = 1), care are, de asemenea, o modificare de gradient, datorită dezechilibrului dintre 

concentrațiile din sânge și țesuturi. 

 A.  B. 

Fig. 5.4 Profilele variației concentrației în timp pentru speciile radioactive din sangele rinichilor, pe 

toată lungimea simulată (intrarea, mijloc și ieșire): A. situația în care a fost modificat coeficientul de 

partiție a rinichilor; B. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție al ficatului. 

După cum am menționat, atunci când coeficientul de partiție pentru nanotrasor este de 

opt ori mai mic, ceea ce înseamnă că rinichii îl captează pe acesta din urmă pentru a-l excreta 

din sistem, efectul acestui clearance este foarte important. Datorită creșterii forței motrice a 

transferului de masă, concentrația din sânge scade mai repede de la intrare la ieșire, astfel se 

obțin valori mai mari pentru gradienți. Mai mult, datorită aceleiași concentrații reduse și a ratei 

de eliminare mai mari, chiar și după 180 s nu există nicio modificare a gradientului concentrației 

sanguine, observându-se un decalaj vizibil între concentrațiile de intrare și ieșire 

O tendință similară este observată pentru țesutul renal (Fig. 5.5, m Li = 0.125) cu 

excepția nivelului până la care activitatea lor crește, fiind de aproximativ 7 ori mai mare decât 

în fluxul sanguin al rinichilor. Acest rezultat evidențiază fenomenul filtrării renale, care permite 

trecerea moleculelor în interiorul țesutului renal. Pentru această simulare, a fost utilizat un 

coeficient de partiție scăzut, corespunzător nanoparticulelor cu diametrul hidrodinamic mai mic 
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de 11 nm, care poate trece din fluxul sanguin în țesutul renal. Spre sfârșitul timpului de simulare, 

există un echilibru clar între sânge și țesut în ceea ce privește distribuția nanotrasorului, efect 

datorat ddezintegrării radioactive și efectelor de eliminare. 

 A. 
 B. 

Fig. 5.5 Profilele variației concentrației în timp pentru speciile radioactive din țesutul rinichilor, pe 

toată lungimea simulată (intrarea, mijloc și ieșire): A. situația în care a fost modificat coeficientul de 

partiție a rinichilor; B. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție al ficatului. 

Atunci când coeficientul de partiție hepatică este redus de două ori, efectul asupra 

rinichilor este mult mai puțin important (Fig. 5.4 - B și Fig. 5.5 - B), datorită efectului de 

amortizare pe care îl au restul organelor din sistem. Ambele concentrații (din sânge și țesuturi), 

sunt afectate, cel mai vizibil după sfârșitul injecției trasorului, diferența crescând pe măsură ce 

trece timpul, dar, din nou, nu s-a putut observa nicio modificare de gradient. 

Distribuția nanotrasorului în ficat, ca și în cazul rinichilor, variază foarte mult în spațiu, 

deoarece ficatul este, de asemenea, un organ mare (Fig. 5.6 și Fig. 5.7). Contrar rinichilor, la 

intrare (ξ = 0), creșterea concentrației este mai puțin pronunțată în perioada de injecție, datorită 

efectului de diluare a sângelui provenit din stomac și splină (m Ki = 1). După ce se termină 

înjectarea, există o perioadă scurtă de activitate constantă datorită aportului de nanotrasor 

radioactiv care curge din stomac și splină. Datorită contribuției stomacului, în special 

concentrația de intrare prezintă o variație în timp (Fig. 5.6 - A, m Ki = 1). Transferul de masă 

din sânge în țesut produce aceeași variație și în mijlocul ficatului (ξ = 0,43), modificând complet 

profilul concentrației în timp la ieșirea din ficat (ξ = 1). 

 A. 
 B. 

Fig. 5.6 Profilele variației concentrației în timp pentru speciile radioactive din sângele ficatului, pe 

toată lungimea simulată (intrarea, mijloc și ieșire): A. situația în care a fost modificat coeficientul de 

partiție a rinichilor; B. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție al ficatului. 

Atunci când coeficientul de partiție al rinichilor se modifică, recunoscându-i rolul de organ 

excretor, profilul concentrației în timp se schimbă, în special după încheierea injecției cu radiotrasor. 
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Nu numai că scăderea concentrației devine din ce în ce mai importantă, dar, de asemenea, apare o 

schimbare a semnului de gradient, după nouă unități de timp adimensionale, arătând că ficatul începe 

să fie o sursă de radiotrasor (Fig. 5.6 și Fig. 5.7, m Ki = 0,125). Țesutul hepatic imită comportamentul 

sângelui hepatic, datorită transferului permanent de masă între cele două faze. Acest rezultat 

evidențiază capacitatea ficatului de a stoca compusul radioactiv pentru perioade mai lungi de 180 s, 

din cauza incapacității de a distruge radiotrasorul sau de a-l excreta, așa cum fac rinichii. Când 

coeficientul de partiție hepatică se înjumătățește, concentrația radiotrasorului în țesutul hepatic crește, 

dar nu de două ori (Fig. 5.7 - B), odată cu creșterea corespunzătoare a gradientului de concentrație de-

a lungul țesutului hepatic. Spre sfârșitul simulării, în ambele cazuri apare o schimbare de semn pentru 

gradient (Fig. 5.7 - B). Concentrației sanguină scade (Fig. 5.6 - B), pe măsură ce sângele curge prin 

ficat, datorită fluxului crescut de transfer de masă, cauzat de creșterea forței motrice. Chiar și pentru 

acest caz, spre sfârșitul simulării, apare o modificare a semnului de gradient în sânge. 

 A.  B. 

Fig. 5.7 Profilele variației concentrației în timp pentru speciile radioactive din țesutul ficatului, pe 

toată lungimea simulată (intrarea, mijloc și ieșire): A. situația în care a fost modificat coeficientul de 

partiție a rinichilor; B. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție a ficatului. 

Profilul de distribuție în compartimentele splinei și plămânilor este similar în sânge și țesut, o 

schimbare a semnului de gradient apare în toate cazurile, după patru unități de timp adimensionale, 

care se menține până la încheierea simulării. Acest lucru se datorează faptului că, după acest timp, 

ambele organe au devenit donatori de radiotrasor eliberaț de țesutul lor. Atât în sângele splinei, cât și 

în cel pulmonar, creșterea activității la intrarea în vas (ξ = 0) corespunde cu activitatea sângelui care 

iese din inimă. Pe măsură ce sângele curge prin aceste țesuturi, transferul de masă către acestea scade 

concentrația din sânge a radiotrasorului, gradientul crescând pe măsură ce sângele se apropie de ieșire. 

 A. B. 

Fig. 5.8 Profilele variației concentrației în timp pentru speciile radioactive din sângele splinei, pe 

toată lungimea simulată (intrarea, mijloc și ieșire): A. situația în care a fost modificat coeficientul de 

partiție a rinichilor; B. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție a ficatului. 
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În sistemul sanguin al tumorii, activitatea crește în timpul perioadei de injecție, dar profilul 

este diferit de cel al altor organe, datorită celei mai mari valori a grupului de dispersie - nu există 

discontinuitate în rata la care crește concentrația (Fig. 5.9 și Fig. 5.10). După această perioadă, 

urmează o scădere continuă, după 180 s doar 60% din concentrația maximă înregistrată se păstrează. 

Acest rezultat este corelat cu permeabilitatea sporită și efectul de retenție al endoteliului vascular al 

tumorilor, care permit direcționarea pasivă a compusului pentru țesutul tumoral - acest lucru se 

regăsește în modelul matematic în valoarea atribuită coeficientului de partiție a tumorii, și anume 0,25. 

Profilele de distribuție în timp a concentrației sunt identice pe toată lungimea organului, datorită 

grupului de dispersie cu valoare ridicată, care reprezintă interacțiunile dintre sânge și țesutul tumoral. 

 A.  B. 

Fig. 5.9 Profilele variației concentrației în timp pentru speciile radioactive din sângele 

tumorii, pe toată lungimea simulată (intrarea, mijloc și ieșire): A. situația în care a fost modificat 

coeficientul de partiție a rinichilor; B. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție a 

ficatului. 

În țesutul tumoral, distribuția în timp și spațiu a concentrației de radiotrasor este 

asemănătoare profilului concentrației sanguine a tumorii, cu excepția nivelului maxim atins, 

fiind mai mare decât activitatea stomacului, splinei sau ficatului. Aceste valori sunt corelate cu 

studiile anterioare in vivo [24]. Trasorul se acumulează continuu în țesutul tumoral dacă acesta 

încă circulă în sânge, astfel încât acest aport compensează scăderea prin dezintegrare sau 

eliminare din celule. Acesta este motivul pentru care este de dorit să se îmbunătățească 

proprietățile fizico-chimice ale nanotracerului pentru a evita eliminarea prea rapidă și pentru a 

crește timpul de circulație în sângel. 

 A.  B. 

Fig. 5.0 Profilele variației concentrației în timp pentru speciile radioactive din țesutul tumoral, pe 

toată lungimea simulată (intrarea, mijloc și ieșire): A. situația în care a fost modificat coeficientul de 

partiție a rinichilor; B. situația în care a fost modificat coeficientul de partiție a ficatului. 
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• Concluzii 

Modelul propus evidențiază variația în timp și spațiu a concentrației nanotrasorului. Mai 

mult, profilurile obținute în faza 1 (sânge) și faza 2 (țesut) ale fiecărui organ sunt în conformitate 

cu procesele de filtrare biologică (renală), sau acumulare hepatică, dar și efectul EPR al 

vasculaturii tumorale. Îmbunătățirea viitoare a algoritmului de calcul va permite ajustarea 

nivelului de absorbție în fiecare organ în funcție de mărimea nanoparticulelor, proprietăților 

chimice ale acestora (care poate duce la o scădere a concentrației în rinichi și o creștere în splină 

și ficat), densitatea receptorilor din membrana celulelor tumorale, dar și a eliminării din sânge 

datorită recunoașterii imune. Rezultatele sugerează că în primele 60 de secunde de la injectare, 

concentrația trasorului atinge maximul în toate organele și după un maxim de 100 s activitatea 

scade la un nivel omogen distribuit pe tot volumul lor, cu excepția rinichilor unde filtrarea 

permanentă a sângelui duce la o profil de activitate constant în timp. În același timp, cea mai 

mare parte a activității injectate este distribuită în rinichi, urmată de plămâni și splină. Nivelul 

de activitate distribuit în tumoră este similar cu cel din interiorul inimii, acest rezultat fiind în 

concordanță cu valorile măsurate experimental pentru toți cei patru nanotrasori testați (68Ga-

DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, 68Ga-DOTA-NMB-AuNP, 68Ga-DOTA-NT-AuNP and 
68Ga-DOTA-NMN-AuNP). 

CONCLUZII GENERALE 

Obiectivele stabilite pentru studiile mele de doctorat au fost dezvoltarea de noi 

nanotrasori cu aplicații în medicina nucleară, evaluarea preclinică a efectului biologic al 

acestora și utilizarea rezultatelor experimentale pentru a dezvolta un model matematic capabil 

să prezică biodistribuirea anumitor radiofarmaceutice în organele de interes. În acest scop, au 

fost sintetizate radiofarmaceutice care utilizează nanoparticule din aur funcționalizate cu 

peptide marcate anterior cu radioizotopul emițător de pozitroni 68Ga și utilizate în continuare în 

studiile in vitro și in vivo. 

Studiile au debutat cu utilizarea nanoparticulelor de aur pe a căror suprafață au fost 

atașate direct peptidele marcate, optimizând timpii de marcare și funcționalizare pentru a le 

adapta la timpul de înjumătățire scurt al radioizotopului 68Ga. Evaluarea ulterioră de cineticii 

de legare in vitro la celulele tumorale a pus în evidență capacitatea nanoparticulelor de aur de a 

crește cantitatea de radioizotop 68Ga disponibil în interiorul celulelor tumorale. Sceste rezultate 

se datorează capacității nanoparticulelor din aur de a lega mai multe biomolecule pe suprafața 

lor, care mai departe se atașează la receptorii lor specifici supraexprimați pe celulele tumorale. 

Nanotrasorii 68Ga-DOTA-NOC-AuNP și 68Ga-DOTA-TOC-AuNP au prezentat o retenție a 

radionuclizilor mai mare de 60%, aducând o creștere mai mare de 35%, respectiv 50%, 

comparativ cu aceleați peptide radiomarcate (68Ga-DOTA-NOC și 68Ga-DOTA-TOC). Aceste 

rezultate sunt atribuite captării mediate de receptori a nanoparticulelor, care crește cantitatea de 

radioizotop disponibil în celulele tumorale. 

Una dintre cele mai importante provocări ale aplicațiilor in vivo ale nanoparticulelor 

destinate imagisticii nucleare este găsirea unei formulări care să ofere un timp de circulație în 

sânge suficient de lung pentru a efectua scanarea PET-CT. Pentru a rezolva această problemă, 

am utilizat în continuarea studiilor menționate anterior, nanoparticulele de aur acoperite cu un 

polimer (polietilen glicol) biocompatibil, activate cu esteri N-hidroxisuccinimidă. Gruparea 

NHS poate crea una dintre cele mai stabile legături cu aminele primare din lanțul de aminoacizi 

al peptidelor, îmbunătățind astfel stabilitatea in vivo. Peptidele radiomacrate 68Ga-DOTA-

neuromedin B, 68Ga-DOTA-neuromedin N, analogul de bombezină 68Ga-DOTA-PEG(4)-

BBN(7-14) și neurotensina 68Ga-DOTA-NT au fost funcționalizate pe structurile de AuNP-

PEG(5000)-NHS și evaluate in vitro în vederea determinării captării, retenției și legării 

specifice asupra celulelor HT-29 pentru cancer de colon uman și a celulelor DU-145 de cancer 

de prostată. Aproape toți nanotrasorii au format legături stabile cu receptorii lor specifici, cu 

excepția 68Ga-DOTA-NMB pentru care profilul de captare variază pe perioada analizei. Cea 
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mai mare retenție celulară s-a obținut pentru 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP, fiind de 

75% pe celulele DU-145 de cancer de prostată. Studiile de biodistribuire ex vivo pe șoareci 

imunocompromiși inoculați cu celule tumorale HT-29 și DU-145 au confirmat rezultatele 

obținute in vitro, demonstrând că retenția celulară poate fi semnificativ îmbunătățită după 

incubarea celulelor cu nanoparticule de aur funcționalizate cu peptide. 

Cele mai mare captare tumorală a fost determinată pentru nanotrasorul 68Ga-DOTA-

PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP atât pentru tumorile de colon cât și în cele de prostată, activitatea 
68Ga triplându-se comparativ cu situația în care se injectează doar peptidele radiomarcate. 

Rezultate similare se obțin și pentru nanotrasorul 68Ga-DOTA-NT-AuNP în tumorile de 

prostată. În plus, semnalul detectat în țesutul tumoral de prostată se dublează după injectarea 
68Ga-DOTA-NMN-AuNP, dar și în tumorile de colon prin utilizarea ca agent de imagistică a 

nanotrasorilor 68Ga-DOTA-NMB-AuNP și 68Ga-DOTA-NT-AuNP. 

Comparativ cu alți radiotrasori utilizați deja în practica clinică (exemplu: 68Ga-NGR cu 

peste 2.7 ± 0.65% DI/g reținută în tumoare la 30 min p.i., [18F]FDG cu 2.5 ± 0.5% DI/g, în tumorile 

de colon, [18F]Fluorocolina care prezintă 7.9 ± 5% DI/g în tumori de prostată), valorile obținute 

pentru nanotrasorii preparați și testați este mai mare, plecând de la 2.53 ± 0.26% DI/g for 68Ga-

DOTA-NMN-AuNP până la 9.82 ± 2.28% ID/g for 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP în 

tumorile de colon și 2.79 ± 0.4% DI/g pentru 68Ga-DOTA-NMB-AuNP până la 13.01 ± 2.49% DI/g 

pentru 68Ga-DOTA-PEG(4)-BBN(7-14)-AuNP.  

Rezultate obținute experimental au permis dezvoltarea unui model matematic care oferă 

informații despre distribuția în spațiu și timp a concentratiei radioactive de nanotrasor datorită 

circulației sângelui, capacității de absorbție a fiecărui organ, dar și datorită permeabilității și retenției 

crescute a vasculaturii tumorale. Modelul reușește să evidențieze procesele biologice, cum ar fi 

filtrarea renală sau stocarea hepatică, fiind un predictor fiabil al distribuției atât în vasele de sânge 

ale organelor, cât și în țesuturile acestora.  

CONTRIBUȚII ORIGINALE ȘI PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE 

ULTERIOARĂ  

Rezultatele și datele prezentate în această teză de doctorat sunt rezultatul experimentelor și 

ale lucrărilor de simulare efectuate în timpul studiilor mele de doctorat. Ele aduc contribuții 

personale la stadiul actual al dezvoltării nanostructurilor și la aplicarea lor în medicina nucleară, 

prin: 

➢ dezvoltarea a patru radiotrasori marcați cu radioizotopul 68Ga, care utilizează nanoparticule de 

aur funcționalizate cu peptide marcate în vederea țintirii receptorilor bombesinei și neurotensinei 

exprimați pe suprafața membranelor celulelor tumorale de prostată și colon; 

➢ caracterizarea fizică și chimică a nanostructurilor, cu o atenție deosebită acordată legăturilor 

formate între peptide și nanoparticule, precum și stabilității acestor nanostructuri; 

➢ optimizarea timpului de funcționalizare, cu scopul de a obține valori adecvate pentru 

radioizotopii de viață scurtă utilizați în imagistica PET, cum ar fi 68Ga; 

➢ analiza comparativă a două metode de funcționalizare pe suprafața nanoparticulelor, urmată de 

evaluarea biologică a compușilor radiomarcați pe liniile celulare de cancer de colon și de prostată; 

➢ Punerea în evidență a legării specifice in vitro a peptidelor funcționalizate pe suprafața 

nanoparticulelor la receptorii lor specifici; 

➢ evaluarea in vivo a potențialului nanotrasorilor pentru a ținti în mod specific tumorile de colon 

și prostată. Rezultatele scot în evidență absorbția de până la trei ori mai mare comparativ cu cea a 

acelorași peptide marcate, dar fără nanoparticule de aur, și dublă în comparație cu absorbția unor 

radiofarmaceutice deja utilizate în practica clinică (Exemplu: [18F]FDG); 

➢ dezvoltarea unui model matematic care poate simula procesul de biodistribuire in vivo a 

nanotrasorilor; 

➢ optimizarea algoritmului de calcul pentru a evidenția procesele de filtrare biologică (renală) și 

efectul de permeabilitatea și retenție crescută a vasculaturii tumorale.  
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Rezultatele prezentate în această teză promovează aceste nanotrasori pentru a fi aplicați în 

continuare în studiile de imagistică duală PET-CT, în care nanoparticulele de aur pot fi un agent de 

contrast excelent în tomografia computerizată, capabile să îmbunătățească imaginile obținute. Mai 

mult, studiile viitoare ar putea determina dacă nanotrasorii dezvoltați sunt stabili in vivo, investigând 

cantitatea de radioizotop 68Ga detașat de nanostructură sub acțiunea chelatorilor naturali din 

sistemul sanguin. Aceste nanostructuri pot fi utilizate în aplicații de terapie fototermică, 

nanoparticulele de aur având proprietatea conductivității fototermice prin iradiere laser. 

Pentru a utiliza aceste produse farmaceutice pe bază de nanoparticule de aur pentru studii 

clinice, este necesară o validare suplimentară a metodelor de preparare și de control al calității în 

conformitate cu reglementările UE pentru siguranța farmaceutică. 

Algoritmul de modelare matematică ar putea fi îmbunătățit prin adaptarea acestuia în funcție 

de diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor, proprietățile lor chimice și densitatea receptorilor 

activi biologic de pe suprafața membranelor celulare și nivelul de necroză a țesutului tumoral. 
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