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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
nanostructuri magnetice pe baza de poli(benzofuran-
co-acid arilacetic) functionalizat cu peptide si marcate
cu radioizotopul %Cu utilizate in oncologie, pentru
tehnica imagistica cu tomografie prin emisie de pozi-
troni (PET). Procedeul, conform inventiei, consta in
etapele de reactie:

(1) deschiderea ciclului lactonic prezent in
structura poli(benzofuran-co-acid arilacetic) de catre
gruparile amino libere ale peptidei neurotensing con-
jugata cu agentul chelator DOTA (acid 1, 4, 7, 10-tetra-
azaciclododecan-1, 4, 7, 10-tetraacetic),

(Il) chelatizarea radioizotopului ® de catre
DOTA si

(Ill) absorbtia polimerului functionalizat cu
peptida si marcat cu radioizotopul ®*Cu pe suprafata
nanoparticulelor magnetice, rezultdnd nanostructuri
radiofarmaceutice pentru imagistica moleculara PET in
tumorile solide.
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NANOSTRUCTURI MAGNETICE PE BAZA DE POLIMER FUNCTIONALIZAT
CU PEPTIDA NEUROTENSINA, MARCATE CU RADIOIZOTOPUL %Cu PENTRU
DIAGNOSTIC iN PATOLOGIA ONCOLOGICA

Dezvoltarea instrumentelor pentru diagnosticarea tumorilor solide reprezintd o
prioritate pentru a permite detectia timpurie a cancerului in vederea instituirii rapide a terapiei
si stoparea progresiei tumorale (https://www.euro.who.int/en/health-

topics/noncommunicable-diseases/cancer/policy/screening-and-early-detection).

Utilizarea radioizotopilor medicali 1n imagistica de medicind nuclear reprezintd o metoda
sensibild de detectare si monitorizare a raspunsului la terapie, baza pentru planificarea

terapiei personalizate a tumorilor (https.//world-nuclear.org/information-library/non-power-

nuclear-applications/radioisotopes-research/radioisotopes-in-medicine.aspx). Totusi,
specificitatea relativ scdzutd pentru tesutul tumoral a unora dintre radioizotopii utilizati
pentru imagisticd in patologia oncologica afecteazd acuratetea diagnosticului. Mai mult,
potentialele efecte nocive ale radioizotpilor la nivelul tesuturilor normale limiteaza cantitatea

de radioizotop care poate fi administratd in sigurantd pentru terapie si chiar pentru imagistica.

Pentru rezolvarea acestor probleme, au fost realizate radiofarmaceutice tinitite care contin in
structurd liganzi cu afinitate selectivd pentru anumite tipuri de tumori care exprima in mod
specific pe suprafatd niveluri crescute de receptori, imbunititindu-se astfel captarea
radioizotopului la nivelul tumorii (Sgouros G, Bodei L, McDevitt MR, Nedrow JR.
Radiopharmaceutical therapy in cancer: clinical advances and challenges. Nat Rev Drug
Discov. 2020 Sep;19(9):589-608. doi: 10.1038/s41573-020-0073-9. Epub 2020 Jul 29.
Erratum in: Nat Rev Drug Discov. 2020 Sep 7). Mai mult, concentrarca acestor
radiofarmaceutice pe suprafata sau in interiorul unor nanostructuri purtitoare, poate creste in
mod semnificativ numédrul de nuclee radioactive acumulate local prin si implicit puterea
imagisticd sau terapeuticd (https://www.iaea.org/newscenter/news/new-nanoparticles-hold-
promise-for-radiopharmaceuticals-efficiency). Acumularea localizatd la nivel tumoral este
determinatd atdt de mecanisme pasive, precum limitarea dimensionali a fenestrarilor capilare,

cét si active, precum legarea selectivd dintre peptide si receptorii specifici, supra-exprimati de
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membrana celulelor tumorale. Trebuie avute in vedere problemele de toxicitate legate de
acumularea in organism a nanoparticulelor (Missaoui WN, Arnold RD, Cummings BS.
Toxicological status of nanoparticles: What we know and what we don't know. Chem Biol
Interact. 2018 Nov 1;295:1-12), desi administrarea lor pentru timp scurt pacientilor
oncologici poate avea un raport favorabil eficacitate/toxicitate (Zhang Y, Hai Y, Miao Y, Qi X,
Xue W, Luo Y, Fan H, Yue T. The toxicity mechanism of different sized iron nanoparticles on
human breast cancer (MCF7) cells. Food Chem. 2021 Mar 30;341(Pt 2):128263. doi:
10.1016/j. foodchem.2020.128263).

Prezenta inventie se referd la nanostructuri magnetice pe baza de poli(benzofuran-co-
acid arilacetic) functionalizate cu peptide de tip neurotensind-DOTA, marcate cu
radioizotopul $*Cu, precum si la un procedeu de sintezi a acestora printr-o metoda rapida,
economica §i ecologicd. Proprietafile acestor nanoradiofarmaceutice le fac atractive pentru
aplicatiile de imagistica cu tomografie prin emisie de pozitroni (PET) in oncologie, pentru

diagnosticarea si monitorizarea evolutiei tumorilor in timpul si post-tratament.

Inventia raspunde nevoii actuale de dezvoltare a unor noi produse pentru imagistica
moleculard PET in tumorile solide, care sd acumuleze preferential selectiv in tumora
radioizotopii emitatori de pozitroni,, cu afectarea minima a tesuturilor sanatoase adiacente. in
acest scop, nanoparticulele magnetice pot fi functionalizate cu agenti de tintire, cum ar fi
anticorpi sau peptide, care ghideaza nanostructurile citre tumorile care exprima molecule de
suprafatd recunoscute de cétre acesti agenti biologici. Modificarea suprafetei nanoparticulelor
magnetice cu linkeri si chelatori specifici sunt pasii necesari in dezvoltarea de nanosisteme
care sa fie exploatate prin imagistica PET. Printre diferitele tipuri de transportori de substante
active, nanoparticulele de aur si cele magnetice, ofera un potential semnificativ de localizare
preferentiala, tintita. Proprietdtile fizico-chimice (dimensiune, morfologie, potentialul
suprafetei, etc.) ale acestor tipuri de nanoparticule, dar si proprietatile optice unice, au dus la
exploatarea acestora pe scard largd pentru dezvoltarea de sisteme avansate de transport si
eliberare controlatd a medicamentelor si a altor molecule active, la locuri tintd. In cazul de
fata este vizat transportul prin sistemul circulator si captarea selectiva in tesuturile tumorale a
peptidelor tip Neurotensind (NT) radiomarcate cu Cu-64, pentru imagisticd si terapia

diferitelor tumori.

Cu-64 este un radioizotop al Cuprului obtinut prin reactii nucleare (p,n) la ciclotron,
prin bombardarea unor tinte de Ni-64 (izotop stabil al Ni, imbogatit peste 95%) cu un flux

2
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protoni cu energie incidentd de 11 MeV. Utilizarea medicald este sustinutd de timpul de
injumitatire de 12,701 h, compatibil cu farmacocinetica structurii descrise si de
caracteristicile radiatiilor emise: 17,86% emisie de pozitroni (beta plus), la **Ni 0,6531 MeV,;
39,0% emisie electroni (beta minus) la 4Zn 0,5787 MeV; emisie de electroni Auger; captura
de electroni 43,075% la %Ni, radiatie gama/conversie internd 0,475% 1,34577 MeV. Acest
buchet de emisii face ca radioizotopul Cu-64 s poata fi utilizat ca radioizotop de teranostic,
combindnd caracteristicile necesare pentru imagisticdi PET (emisia de pozitroni care prin
anihilare formeaza cele 2 cuante gama emise la 180°) si in scop terapeutic (emisiile beta

minus si electroni Auger, de energie joasd), in functie de doza absorbita.
1. Produsul revendicat in inventie

Produsul revendicat in inventie este constituit din nanostructuri magnetice de oxid de fier
(Fe2O4) conjugate cu polimerul poli(benzofuran-co-acid arilacetic) (PBAAA) si
functionalizate cu peptida neurotensind (NT) legatd de agentul chelator DOTA (acid 1,4,7,10-
tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacetic) marcat cu radioizotopul *Cu. Formula chimica si

structura produsului revendicat in inventie este prezentatd in Schema 1.
Sinteza nanostructurilor magnetice

Sinteza nanostructurilor magnetice revendicate in inventie are loc in doud etape de reactie
care sunt prezentate in Schema 2 si sunt descrise detaliat mai jos. Pentru obtinerea acestor
nanostructuri se utilizeazi ,,metode chimice verzi”, ct mai simple, fara catalizatori si cu o

expunere minima la produse chimice in timpul sintezei.

a) Legarea covalenti a peptidei radiomarcate de polimerul poli(benzofuran-co-acid
arilacetic) si marcarea cu radioizotopul ®Cu. Aceastd reactie are loc fard a utiliza
catalizatori. Gruparile lactonice prezente in structura polimerului PBAAA permit
functionalizarea sa prin simpla deschidere a ciclului de cétre gruparile amino prezente in
structura peptidei NT, rezultind astfel polimeri functionalizati cu peptidd. Peptida NT are
legatd la un capat al structurii sale liniare chelatorul DOTA care leagd cu usurintd
radioizotopul ®Cu. La capitul opus al structurii NT, gruparea amino libera se leagi la
polimerul PBAAA, rezultdnd astfel polimerul functionalizat cu aceasta peptidd si marcat cu
radioizotop **Cu. Pe scurt, 50 mg poli(benzofuran-co-acid arilacetic) si 20 nmoli *Cu-
DOTA-NT se dizolvad in 2 mL apé ultrapura si 2 mL etanol, amestecul fiind tinut sub agitare

magneticd timp de 2 ore. Dupa terminarea reactiei, etanolul si apa din amestec se evapora cu
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ajutorul unui rotavapor, iar solidul rezultat este uscat si analizat prin spectroscopie in
infrarosu cu transformatd Fourier (FTIR). Acest produs este apoi utilizat in etapa 2 pentru

adsorbtia acestuia pe suprafata nanoparticulelor magnetice de Fe3Oa.

b) Adsorbgia pe suprafata nanoparticulelor magnetice de FesOs4 a
polimerului functionalizat $i marcat cu radioizotopul **Cu. Grupdrile carboxil libere din
structura polimerului PBAAA permit adsorbtia rapidd a acestuia pe suprafafa
nanoparticulelor magnetice sub forma de invelis polimeric. in acest pas de reactie, 30 mg
nanoparticule de FesO4 (MNP) se disperseazd in 2 ml apd ultrapurd, in suspensie se adauga
PAAA functionalizat cu peptida NT conjugatd cu DOTA care este marcat cu radioizotopul
4Cu. Amestecul format se lasd sub agitare magneticd timp de 30 min. Nanoparticulele
magnetice cu suprafatd modificatd sunt separate apoi cu ajutorul unui magnet extern. Solidul

magnetic rezultat se spald succesiv cu apa si metanol prin separare magnetica.
Investigarea structurala nanostructurilor sintetizate

Pentru a demonstra atasarea moleculei NT-DOTA de lantul polimeric PBAAA a fost utilizata
spectroscopia infrarosu cu transformati Fourier (FTIR). in Figura 1 sunt reprezentate
comparativ spectrele FTIR ale polimerului initial PBAAA si ale celui rezultat in urma

functionalizdrii, respectiv PAAA-NT-DOTA.
2. Testarea preclinica a nanostructurilor pe celule umane tumorale

2.1. Mediu de culturd. Mediu de culturd Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco) suplimentat cu 10% ser fetal bovin si cu 1% solutie stabilizatd de antibiotice-
antimicotice (Sigma-Aldrich) care contine 10.000 unitéti de penicilind, 10 mg streptomicind
si 25 pg amfotericind B per mL. Acest mediu de culturd cu suplimenti este denumit in

continuare mediu de culturd complet.

2.2. Nanostructuri. Nanostructurile investigate (Tabel 1) au fost spalate de 2 ori cu
tampon fosfat salin (TFS, Sigma), suplimentat cu 1% solutie stabilizatd de antibiotice-
antimicotice (descrisa la punctul 1.1), prin separare magnetica. in final, nanostructurile au
fost reluate in mediu complet la concentratia de 1 mg/mL si au fost stocate la 2-4°C pana la

utilizare.

Tabel 1. Nanostructurile magnetice investigate pe linii celulare

Cod Denumire compusi Descrierea nanostructurilor
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41

proba
NA-683 MNP Nanoparticule magnetice neacoperite
NA-578 MNP-PAAA Nanoparticule magnetice acoperite cu polimer
Nanoparticule magnetice acoperite cu polimer
NALT55 DOTA-NT-PAAA- functionalizat cu cu peptida neurotensina (NT)
- MNP legata de agentul chelator DOTA (acid 1,4,7,10-
tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacetic)

2.3. Celule. Au fost utilizate celule tumorale din urmatoarele linii celulare umane: celule
de carcinom de colon HT-29 (HTB-38) si celule de carcinom de prostatd DU-145 (HTB-38).
Celulele, procurate de la American Tissue and Cell Collection (ATCC), au fost mentinute si
multiplicate prin cultivare in mediu de culturd complet si pasaj periodic, astfel incat celulele
sd nu devind confluente. Pasajul s-a realizat prin tripsinizarea celulelor cu solutie de
0.25%/0.02% tripsin&/ EDTA (Biochrom), numirarea celulelor la microscopul optic intr-un
hemocitometru Burker-Turk si reinsimantarea celulelor in flaskuri de culturd la o densitate de

40.000 celule/cm?.

2.4. Evaluarea captarii si a retentiei la nivel celular a nanostructurilor. Celulele tumorale
descrise la punctul 2.3 (2x10* celule/500 pl. mediu de culturi complet) se cultiva timp de 24
h in plici de culturd la 37°9C, in atmosferd de 5% COz, pentru a permite aderarea celulelor.
Pentru evaluarea captirii si a retentiei produsului **Cu-DOTA-NT-PAAA-MNP pe liniile
celulare tumorale se utilizeaza metoda clasici de evaluare a compusilor radiomarcati. Aceastd

analiza se realizeaza in doua etape distincte, conform celor descrise mai jos.

a) Captarea celulari. Aceastd etapd presupune incubarea celulelor tumorale cu
nanostructurile radiomarcate, precum urmeazi. Se incubeazi cate 100 pl de solutie %“Cu-
DOTA-NT-PAAA-MNP care contine 0.1 nmol NT, si are o radioactivitate de 2 MBq.
Legarea nanostructurii la celulele tumorale se datoreaza peptidei NT care prezinta afinitate
crescutd pentru cei trei receptori ai sdi specifici (NTRS1, NTRS2 si NTRS3) (Qiu S,
Pellino G, Fiorentino F, Rasheed S, Darzi A, Tekkis P, Kontovounisios C. A Review of the
Role of Neurotensin and Its Receptors in Colorectal Cancer. Gastroenterol Res Pract.
2017;2017:6456257), care sunt supraexprimati pe membrana celor doua tipuri de celule

tumorale investigate in studiul preclinic (Martin S, Navarro V, Vincent JP, Mazella J.
5
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Neurotensin receptor-1 and -3 complex modulates the cellular signaling of neurotensin in
the HT29 cell line. Gastroenterology. 2002 Oct;123(4):1135-43; He T, Wang M, Wang H,
Tan H, Tang Y, Smith E, Wu Z, Liao W, Hu S, Li Z. Evaluation of neurotensin receptor 1
as potential biomarker for prostate cancer theranostic use. Eur J Nucl Med Mol Imaging.
2019 Sep;46(10):2199-2207). Din fiecare godeu incubat cu nanostructuri radiomarcate se
extrage supernatantul radioactiv dupd un timp variabil de incubare, de exemplu, din primul
godeu se extrage dupd 7 minute, din al doilea godeu dupid 14 minute, etc. Celulele
tumorale aderate la godeu se desprind apoi cu o racletd si se reiau in 0,5 mL mediu de
culturd complet. Radioactivitatea celulelor se mésoard intr-un calibrator de dozd si se face
corectia de dezintegrare in timp fatd de momentul de start al incubdrii, aplicadnd formula:
Acorectat = Amasurarxe A, unde A reprezintd raportul dintre In2/timpul de injumatatire pentru
64Cu, iat ¢ este intervalul de timp intre momentul de timp in care a inceput incubarea si

momentul de timp la care a avut loc mésuratoarea.

b) Retentia celulari. Aceastd etapd necesitd incubarea celulelor cu nanostructuri
radiomarcate si extragerea ulterioard a tuturor celulelor din godeurile destinate captarii
celulare, pastrdndu-se aceleasi conditii exterimentale. Pentru aceasta, se extrage mediul
radioactiv in care sunt dispersate nanostructurile care nu au fost incorporate in celule, iar
celulele aderate se spald cu 2 mL de mediu de culturd complet, astfel incat la nivelul
acestora sd riména doar nanostructurile legate la celule. Se desprind apoi celulele aderate
si se reiau in 0,5 mL mediu de cuturd complet. Radioactivitatea suspensiei celulare
rezultate se masoard in calibratorul de dozd. Radioactivitatea retinutd de celule se

corecteaza folosind legea dezintegrarii radioactive.

Rezultatele etapelor de captare si de retentie celulard se normalizeazi la valoarea cea mai
mare. Se reprezintd grafic activitatea normalizatd ca functie de timpul scurs de la momentul

debutului incubarii celulelor cu nanostructurile radioactive pana la masurare.
2.4. Biocompatibilitatea nanostructurilor

2.4.1. Cultivarea celulelor in prezenti si in absentd de nanostructuri. Pentru testele de
viabilitate celulara, 10.000 celule tumorale suspendate in 100 pL. mediu de culturd complet se
plaseaza in plici de culturd cu 96 godeuri si se incuba timp de 24 h la 37°C in atmosfera de
5% COz pentru a permite aderarea celulelor. Dupad aceea, mediul de culturd complet este
indepartat si nlocuit cu 100 L mediu de culturd complet care contine diverse concentratii de

nanostructuri (25-50-100 pg/mL). Controlul celular contine celule in mediu de culturd
6

o



RO 137221 A0

complet fird nanoparticule. In paralel, se realizeazi probe acelulare constituite din mediu de
culturd complet (fond pentru probele de control celular), sau constdnd din mediu de culturad
complet suplimentat cu diverse concentratii de nanostructuri (fond pentru probele celulare
tratate cu nanoparticule). Toate probele se realizeazd in triplicat si se incubeaza timp de 48 h

la 37°C 1n atmosferi de 5% CO-.

2.4.2. Evaluarea viabilititii celulare cu testul reducerii unei siaruri de tetrazoliu. Pentru
evaluarea viabilitdtii celulelor tratate cu nanostructuri, comparativ cu celule netratate
(control), se utilizeazd metoda colorimetricd de determinare a reducerii compusului tetrazolic
MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazoliu] in
amestec cu etosulfat de fenazind. Acest amestec constituie reactivul de reactie al kitului
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega,
https://www.promega.ro/products/cell-health-assays/cell-viability-and-cytotoxicity-
assays/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assa_mts /?catNum=G3582).
Compusul tetrazolic MTS este bioredus de cétre celule prin intermediul NADPH sau NADH
care sunt generate de citre dehidrogenaze in celulele metabolic active (Berridge MV, Tan AS.
Characterization of the cellular reduction of bromurd de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliu (MTT): Subcellular localization, substrate dependence, and involvement of
mitochondrial electron transport in MTT reduction. Arch BiochemBiophys 1993, 303, 474—
82), rezultand un produs colorat de formazan care este solubil in mediul de culturd si a carui
concentratie se determina colorimetric la o lungime de unda 490 nm fata de o referinta de 620
nm. Pe scurt, probele celulare si acelulare descrise la punctul 2.4.1, realizate in triplicat, se
incubeazd cu 20 pL din reactivul kitului timp de 60-120 min la 37°C, la intuneric.
Intensitatea reactiei de reducere a MTS in probe se determina la un cititor ELISA la lungimea
de undd de 490 nm fatd de lungimea de undi de referintd de 620 nm. Datele primare sunt
citirile de densitate opticd (DO) la lungimile de undd mai sus mentionate. Valorile DO in
probele celulare se corecteazi prin scdderea valorilor DO in probele acelulare echivalente
(fond).

2.4.2. Evaluarea integrititii membranare prin testul eliberarii lactat dehdrogenazei.
Pentru evaluarea integritdfii membranei plasmatice a celulelor tratate cu nanostructuri,
comparativ cu celule netratate (control), s-a utilizat metoda colorimetricad de determinare a
eliberdrii lactat dehidrogenazei (LDH), utilizdnd kitul CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega, Attps://www.promega.ro/products/cell-health-assays/cell-

7
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viability-and-cytotoxicity-assays/cytotox-96-non_radioactive-cytotoxicity-

assay/?catNum=G1780). LDH este o enzimd stabild cu localizare citosolicd, care este
eliberatd in spatiul extracelular ca urmare a alterdrii integrititii membranei plasmatice ptin
formare de pori (Kabakov AE, Gabai VL. Cell Death and Survival Assays. Methods Mol Biol.
2018;1709:107-127. doi: 10.1007/978-1-4939-7477-1 9). Pe scurt, probele celulare si
acelulare descrise la punctul 2.4.1, realizate in triplicat, se centrifugheazd la temperatura
camerei, la 150 g, 5 min, utilizdnd o centrifugd cu rotor de placi. Din probe se recolteazd cate
50 uL supernatant care se plaseaza intr-o placd de culturd cu 96 godeuri. Supernatantii se
incubeazd timp de 30 min la intuneric cu 50 pL din substratul pentru LDH din kit. Reactia se
stopeazd prin addugarea a 50 pL solutie de stopare din kit. Intensitatea reactiei enzimatice se
determind la un cititor ELISA la lungimea de undd de 490 nm. Valorile DO in probele

celulare se corecteaza prin scdderea valorilor DO in probele acelulare echivalente (fond).

2.4.3. Procesarea statistici a datelor. Datele se prelucreazd ca medie + abaterea standard a
mediei (SEM) pentru triplicate de probd. Probele tratate cu nanoparticule se compard cu

probele control netratate utilizand testul Student pentru probe pereche (programul Excel).

REZULTATE
1. Sinteza nanostructurilor si caracterizarea acestora prin FTIR

Intr-o prima fazi s-au sintetizat nanostructurile de **Cu-DOTA-NT-PAAA-MNP conform
metodei descrise la punctul 1. Probele rezultate din prima etapa de sintezad au fost analizate
prin FTIR. Spectrul FTIR al DOTA-NT-PAAA (Figura 1), arata reducerea intensitétii benzii
de adsorbtie specifica legaturii C=0 din inelul lactonic, situati la lungimea de unda de 1799
cm’!, in comparaie cu banda prezenti in spectrul FTIR al polimerului initial (PBAAA), fapt
care indicd legarea covalentd a peptidei NT de lantul polimeric prin deschiderea lantului
lactonic de citre gruparea amino libera a peptidei. In plus, datorita legarii covalente a NT de
lantul polimeric, banda de adsorbtie atribuita legaturii amidice, prezenta la valoarea de 1607
cm’, creste in intensitate in cazul polimerului functionalizat DOTA-NT-PAAA. In spectrul
FTIR al DOTA-NT-PAAA apar si benzile specifice gruparilor metilen prezente in molecula
NT conjugati cu chelatorul DOTA.

2. Captarea si retentia nanostructurilor la nivelul celulelor tumorale

Nanostructurile sintetizate au fost testate in vitro pe liniile tumorale umane de carcinom de

colon HT-29 si de prostatda DU-145, evaluandu-se captarea si retentia celulard (Figura 2). S-a

8
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obtinut o retentie celulara de pani la (45,38 + 6,4) % pe linia de cancer de colon HT-29, si
(35,81 £+ 5,7) % pe linia de cancer de prostatd DU-145. Rezultatele obtinute pun in evidenta
capacitatea produsului ®Cu-DOTA-NT-PAAA-MNP de a se lega la celulele tumorale

investigate, ceea ce il face adecvat pentru imagistica acestor tipuri de tumori solide.
3. Biocompatibilitatea nanostructurilor

Biocompatibilitatea noilor nanosisteme care nu contin radioizotop, codificate NA-683, NA-
578 si NA-755 (Tabelul 1) a fost investigatd pe celule tumorale umane din liniile HT-29
(carcinom de colon) si DU-145 (carcinom de prostatd). Impactul expunerii celulelor timp de
48 h la nanostructuri (25 — 100 pg/mL) asupra viabilitatii si proliferarii celulelor tumorale a
fost investigat cu testul reducerii MTS, care oferd informatii despre numaérul de celule
metabolic active in culturd. In paralel, prin testul eliberarii LDH au fost evaluate potentialele

efecte ale nanosistemelor asupra integrititii membranei plasmatice.

Rezultatele descrise in Figura 3 aratd cd nanostructurile investigate nu induc modificari
semnificative ale intensitatii reactiei de reducere a MTS de cétre celulele tumorale din liniile
HT-29 (Figura 3a) sau DU-145 (Figura 3b). Astfel, se poate concluziona cd, in absenta

radioizotopului, nanostructurile testate nu afecteaza viabilitatea celulelor tumorale.

A fost analizat efectul exercitat in vitro de nanostructuri asupra eliberdrii de LDH de citre
celulele tumorale (Figura 4). In cazul celulelor tumorale de carcinom de prostata HT-29, care
elibereazd bazal cantitdti mai mici de LDH decét celulele de carcinom de colon, nu s-a
inregistrat o crestere semnificativd a eliberarii LDH pentru niciuna dintre nanostructurile
investigate (Figura 4a), ceea ce sugereaza rezistentd membranei plasmatice a acestor celule la
interactia cu nanostructurile investigate. Mai mult, tratarea celulele HT-29 cu nanostructurile
de tip NA-578 (nanoparticule imbricate cu polimer, nefunctionalizate) reduce semnificativ
cantitatea de LDH eliberata de celulele aceste celule, sugerdnd existenta unui mecanism de
stabilizare a membranei plasmatice de catre nanostructurile investigate. Rezultatele privind
efectul nanostructurilor asupra eliberdrii de LDH de catre celulele HT-29 trebuie totusi
interpretate cu precautie datoritd nivelului redus de LDH care este eliberat bazal de aceste
celule. Tn acelasi timp, se constati o usoara intensificare a eliberdrii LDH de citre celulele de
carcinom de prostatdi DU-145 expuse la diverse concentratii de nanostructuri, in special in
cazul nanostructurilor NA-755 imbricate cu polimer si functionalizate cu NT (Figura 4b). In
general, nivelul de eliberare a LDH a fost acelasi indiferent de tipul de nanostructuri cu care

au fost tratate celulele DU-145, ceea ce aratd cd nanostructurile magnetice nu exercitd efecte
9
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%

citotoxice semnificative si cd imbracarea lor cu polimer sau functionalizarea cu NT nu induc

o permeabilizare suplimentard a membranei plasmatice.

in concluzie, datele experimentale evidentiazi biocompatibilitatea nanostructurilor propuse
pentru brevetare, in absenta de radioizotp, relativ la unele celule tumorale pentru care s-a
proiectat utilizarea nanostructurilor functionalizate de tip NA-755 cu scopul de optimizare a

metodei de diagnostic imagistic cu radioizotopul ®*Cu.
Descrierea schemelor si figurilor

Schema 1. Schema 1. Prezentarea produsului revendicat in inventie: nanostructuri magnetice
invelite cu polimerul PBAAA, functionalizate cu DOTA-NT si marcate cu radioizotopul

64Cu

Schema 2. Etapele de sintezd a nanostructurilor magnetice pe bazd de nanoparticule din
FesOa4, imbrécate cu poliemerul PBAAA functionalizat cu peptidd de tip NT-DOTA marcata

cu radioizotopul **Cu.

Figura 1. Spectrele FTIR ale polimerului PBAAA, respectiv ale polimerului functionalizat

cu NT conjugatd cu chelatorul DOTA (DOTA-NT-PAAA).

Figura 2. Captarea si retentia nanostructurii radiomarcate $*Cu-DOTA-NT-PAAA-MNP de

celulele tumorale umane de carcinom de colon (HT-29) si de prostatd (DU-145).

Figura 3. Reducerea MTS de citre celulele tumorale din linia de carcinom de uman de colon
HT-29 (a) si de carcinom uman de de prostatd DU-145 (b) tratate cu nanostructuri (25-100
pug/mL) timp de 48 h, comparativ cu controlul celular (CTRL) netratat. Rezultatele sunt
prezentate ca valori medii + SEM ale densitdtii optice (DO), corectatd cu fondul, pentru
triplicat de proba.

Figura 4. Eliberarea LDH de citre celulele tumorale din linia de carcinom de uman de colon
HT-29 (a) si de carcinom uman de de prostata DU-145 (b) tratate cu nanostructuri (25-100
pug/mL) timp de 48 h, comparativ cu controlul celular (CTRL) netratat. Rezultatele sunt
prezentate ca valori medii £ SEM ale densitatii optice (DO), corectatd cu fondul, pentru
triplicat de probd. Comparatia probelor tratate cu nanoparticule cu controlul celular s-a

realizat cu testul Student pentru probe pereche: * p<0,05.
LISTA ABREVIERILOR

DOTA - acid 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacetic
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X%
FTIR — spectroscopie in infrarosu cu transformaté Fourier
LDH — lactat dehidrogenaza

MNP — nanoparticule magnetice din Fe3;O4

MTS - [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazoliu]

NT — peptida neurotensind
PBAAA - poli(benzofuran-co-acid arilacetic)

PET — tomografie computerizata prin emisie de pozitroni
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REVENDICARI

NANOSTRUCTURI MAGNETICE PE BAZA DE POLIMER FUNCTIONALIZAT
CU PEPTIDA NEUROTENSINA, MARCATE CU RADIOIZOTOPUL %Cu PENTRU
DIAGNOSTIC iN PATOLOGIA ONCOLOGICA

1. Polimer de tip poli(benzofuran-co-acid arilacetic) functionalizat cu neurotensind
conjugati cu chelatorul DOTA care este marcat cu radioizotopul de $*Cu, earacterizat
prin aceea cid se obtine prin deschiderea inelelor lactonice prezente in structura
polimerului de cétre grupdrile amino libere aflate in structura peptidei, sinteza se
realizeaza intr-un amestec de apd/etanol prin reflux timp de 2 de ore printr-un procedeu

care nu implicd utilizarea de catalizatori.

2. Nanostructuri magnetice pe bazéd de poli(benzofurna-co-acid arilacetic) functionalizat
cu peptida si marcat cu radioizotopul %*Cu, caracterizat prin aceea ci se obtine prin
adsorbtia polimerului functionalizat cu peptidd si marcat cu radioizotopul %*Cu pe
suprafata nanoparticulelor magnetice, adsorbtia avand loc in apa distilatd la temperatura

camerei sub agitare magneticd timp de 30 minute.

3. Un procedeu de sintezd a nanostructurilor magnetice pe baza de poli(benzofuran-co-
acid arilacetic) functionalizat cu peptida si marcate cu radioizotopul ®*Cu , caracterizat
prin aceea ci se efectueazd urmand mai multi pasi de reactie: (i) deschiderea ciclului
lactonic prezent in structura poli(benzofuran-co-acid arilacetic) de catre grupdrile amino
libere ale peptidei; (ii) retinerea radioizotopului de cétre polimerul functionalizat si (iii)
adsorbtia poli(benzofuran-co-acid arilacetic) functionalizat cu peptidd si dopat cu

radioizotopul *Cu pe suprafata nanoparticulelor magnetice.
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12. 4. DESENE

NANOSTRUCTURI MAGNETICE PE BAZA DE POLIMER
FUNCTIONALIZAT CU PEPTIDA NEUROTENSINA, MARCATE CU
RADIOIZOTOPUL %Cu PENTRU DIAGNOSTIC iN PATOLOGIA ONCOLOGICA

64Cu-DOTA-NT-PAAA-MNP

Schema 1. Prezentarea produsului revendicat in inventie: nanostructuri magnetice invelite cu
polimerul PAAA, functionalizate cu DOTA-NT si marcate cu radioizotopul *Cu.

Legendd: DOTA = acid 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacetic, MNP = nanoparticula
magneticd de Fe3O4 NT = neurotensind, PBAAA= poli(benzofuran-co-acid arilacetic).



RO 137221 A0

«. n

"(o13908[1IB P1oR-09-URINJ0ZUdQ)I[0d = Yy Y gd RUISUJOINAU = | N *()€d,] 2p BOnoudewW
gnontedouru = NN O1O0BRIIRI-(] Ly [-UBIIPOPO[IIRZERIRI-O L% ] PIOR = VIO :BpPU8a] "2011[RJRO-UOU pullj 2JeZI[In
orjoral ¢ 1zxaa 121wy ornidrourxd 1§ are1dpIsuod ug net 9§ -ourwe ednid ginjonns ur apnjout a1ed gpiidad ‘guisusjoinau epidad aneo
9P J1UO0JOB] IMNJN[JID BAISPIYISIP B[ ‘D01jouewW Lnjonisouru 1ou 103s9oe 1eredard ndooss ug sinoar we ‘arezijeuorjouny ap 1igjuniiodo
sy 19J0 goruojoe| earednid o [mydey nosound puir n),, [ndojoziomper nd gledrew v 10J-IN di ap epudad no jezijeuorjouny
vVvvdgd mieuwrjod no ajeoriquuil ‘v()€2,] uip omonaedouru op gzeq od 2o1joudew JO[LMIONIISOURU B Bzajuls op d[adelq ‘g ewaydg

dNIW-VVVd-LN-VL10Q-NDyg dNW VVVd-LNV100 My

OH

i
IN-V10Q- Dy

Invioa- Ndyq

n2,,-V10d (1LN) euisudjounay VVYdd (Onaorjuae por-od-urinjozudq)ijod

L) S

o

E— z...-wn.uwo/z‘\:/u\ 1Ag-N8T- AL -ND USY-SAT 01d By Biy-01g- AL - 3|} NO—2HN + H
)




RO 137221 A0

—_
o
1

—— PBAAA
—— PAAA-NT-DOTA

© o
[e-] ©
L1

e
-~
1

©
o
ol

o
(2]

Absorbance (a. u.)

e o
w &
[

0.2+

0.1 y T— 1 — T T T T
800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Wavenumber (cm™)

Figura 1. Spectrele FTIR ale polimerului PBAAA, respectiv ale polimerului functionalizat cu
peptida NT conjugatd cu chelatorul DOTA (DOTA-NT-PAAA). DOTA = acid 1,4,7,10-
tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacetic, NT = neurotensina, PBAAA = poli(benzofuran-co-acid
arilacetic).
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Figura 2. Captarea si retentia nanostructurii radiomarcate **Cu-DOTA-NT-PAAA-MNP de
celulele umane de carcinom de colon (HT-29) si de prostata (DU-145). Rezultatele sunt prezentate
ca activitate normalizatd (%, medie + abatere standard pentru triplicat de proba). Primele 48 min

reprezintd captarea celulara a nanostructurilor, iar a doua parte a graficului corespunde retentiei
celulare.
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Figura 3. Reducerea MTS de catre celulele tumorale din linia de carcinom de uman de colon HT-
29 (a) si de carcinom uman de de prostata DU-145 (b) tratate cu nanostructuri (25-100 pug/mL)
timp de 48 h, comparativ cu controlul celular (CTRL) netratat. Rezultatele sunt prezentate ca valori
medii + SEM ale densitatii optice (DO), corectata cu fondul, pentru triplicat de proba.



RO 137221 A0

Eliberarea LDH de celulele HT-29
0.10
0.08
0.06
(@)
a
0.04
0.02 -I-ﬁ
CTRL NA-683 NA-578 NA-755
m25 u 50 %1100
a)
Eliberarea LDH de celulele DU-145
1.60 * * * x %
1.40
1.20 .
1.00 1
Q 0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
CTRL NA-683 NA-578 NA-755
m25 =m 50 %100
b)

Figura 4. Eliberarea LDH de catre celulele tumorale din linia de carcinom de uman de colon HT-
29 (a) si de carcinom uman de de prostatda DU-145 (b) tratate cu nanostructuri (25-100 ug/mL)
timp de 48 h, comparativ cu controlul celular (CTRL) netratat. Rezultatele sunt prezentate ca valori
medii + SEM ale densitatii optice (DO), corectata cu fondul, pentru triplicat de proba. Comparatia
probelor tratate cu nanoparticule cu controlul celular s-a realizat cu testul Student pentru probe
pereche: * p<0,05.
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