TARGETING NEUROTENSIN RECEPTOR POSITIVE TUMORS: MALIGNANT PLEURAL
MESOTHELIOMA IMAGING WITH “8Ga-DOTA-NEUROTENSIN ENGEENIRED FRAGMENT

M. Marenco'; V. Frangipane?; M.G. Persico'-3; M. Hodoli¢4; F. Meloni?; C. Aprile>; L. Lodola‘

1- S.C. di Medicina Nucleare, IRCCS Fondazione Policlinico San Matteo, Pavia, Italia
2 - Dipartimento di Malattie dellPApparato Respiratorio, IRCCS Fondazione Policlinico San Matteo, Pavia, Italia
3 - Istituto Universitario d Studi Superiori IUSS, Pavia, Italia
4 - Nuclear Medicine Research Department, IASON, Graz, Austria; Palacky University Medical Faculty, Olomouc, Czech Republic
5 - Centro Nazionale di Adroterapia Oncologica CNAO, Pavia, Italia /

<
4 Introduzione N Risultati N

L'uptake di ®8Ga-DOTA-NT-20.3 (Fig.2) raggiuge la fase di plateau dopo 80 min di incubazione (Fig.3).

Il Mesotelioma Pleurico Maligno (MPM) & un tumore aggressivo, con un’incidenza crescente in seguito Le misure della radioattivita, per determinare la quantita di peptide legato, sono state effettuate mediante contatore
all’esposizione all’amianto. L'MPM non risponde alla chemio-radioterapia convenzionale e la sopravvivenza media & gamma (RaytestGita).

di 14 mesi dalla diagnosi. E inoltre un tumore silente, infatti molti pazienti non manifestano sintomi fino agli stadi pit I valori di Kd (4.486 pmol) e Bmax (3736 Bq) sono stati determinati mediante il modello di regressione non lineare
avanzati di progressione. Ad oggi, il potere diagnostico dell'imaging PET/TC non sembra aumentare one-site binding, utilizzando 1l software GraphPad Prism 5.01.

Il valore di Bmax e stato anche utilizzato per valutare il numero di recettori coinvolti nel legame, stimato in 4.5x104
siti per cellula. Il test e stato eseguito a 37 °C, quindi in presenza di un significativo livello di internalizzazione
recettoriale.

L'analisi della curva isoterma, utilizzata per determinare la saturazione di legame, ha evidenziato un valore di Hill
slope (h) pari a 0.744, indicando quindi la presenza di siti di legame multipli, senza cooperazione positiva (fig.4).

significativamente la precisione della diagnosi precoce (Fig.1).

Il frammento 6-13 della neurotensina, denominato DOTA-NT-20.3, marcato con %Ga (lasotensin® IASON, Graz,
Austria) € una nuova e promettente sonda per I’imaging recettoriale dei tumori over-esprimenti il recettore della
neurotensina NTR1, tra cul il mesotelioma: 1’over-espressione di NTR1 si verifica in una percentuale vicina al 90%

dei casi di MPM e sembra correlare con un outcame particolarmente infausto. NT peptide fragment 6-13
Ac-Lys(DOTA)-Pro-Arg(N-CH3)-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu

Disporre di una sonda recettoriale specifica permetterebbe una diagnosi precoce puntuale e in grado di distinguere tra oA . v .
. . L o . . a °Ga labelling

sede tumorale e inflammazione locale. Questo studio e stato condotto in vitro, sulla linea cellulare di MPM 5 ¢

MSTO-211H, eseguendo test di uptake cellulare per valutare l'affinita, la cinetica di assorbimento e la velocita di

interaZione del radiOfarmaCO' DOTA - chelating agent for Ga-68
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Figura 2
%8Ga-NT-DOTA-20.3 labelling
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Imaging PET/CT di MPM con [¥F]-FDG
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Il frammento 6-13 della Neurotensina e stato opportunamente modificato per renderlo piu stabile al metabolismo

cellulare e derivatizzato con il chelante DOTA. Il composto e stato denominato DOTA-NT-20.3 da IASON. Figura 3 Figura 4

Il generatore 68Ge/68Ga (Eckert-Ziegler GmbH GalliaPharm - DE) & eluito con 8 ml di HCI 0.1 M ed & stata eseguita *5Ga-NT-DOTA-20.3 uptake in MSTO-211H cells incubation MSTO-211H 6Ga-DOTA-NT-20.3 saturation
un'eluizione preliminare per eliminare il ®3Zn, la cui presenza puo influire sulla resa di sintesi. vs. time (min) binding experiment

Per la marcatura del DOTA-NT-20.3 con ®8Ga, tramite modulo di sintesi automatico, sono stati utilizzati

150-800 MBq di °8GaCl3 (circa 8.0 ml) e 50 ug di precursore, disciolti in 50 uL di TraceSelect Water.

Sono stati aggiunti 2 mL di tampone CH,COONa /CH,COOH 0.8 M e 400 ul di EtOH/H,0 al 50/50% (v/v). - -

1l vial di reazione e stato scaldato a 80 £ 2 °C per 3 minuti e poi a 110 = 2 °C per 7 minuti. Il prodotto e stato diluito C O n C I u S I O n I

con una soluzione salina allo 0.9%, per un volume finale di 8 mL. Il pH del prodotto finale e compreso tra 4.0 e 5.0.

Controlli di qualita: 20 ul di ®8Ga-DOTA-NT-20.3 sono stati iniettati in HPLC (Varian 1100) dotata di una colonna L'utilizzo della sonda °8Ga-DOTA-NT-20.3 per la diagnosi precoce di MPM ¢, a nostro avviso, I'applicazione clinica
ZORBAX Eclipse Plus C18, di un rivelatore a Nal (TI) per la radioattivita e di uno UV-visibile a 254nm (diodes piu promettente dell’analogo della neurotensina.

array). La fase mobile e costituita dal solvente A (acetonitrile e acido trifluoroacetico allo 0.1%) e dal solvente B

(acqua e acido trifluoroacetico allo 0.1%). La cromatografia HPLC e stata eseguita a 25 °C con un flusso di 0,6 La decisione di testare il nuovo radiofarmaco in vitro, su una linea cellulare di mesotelioma, e prodromica a
mL/min e un gradiente di 00: 00-07: 00 min: 100-30% B. successivi studi in vivo e su paziente. Per la scelta del modello cellulare sono stati valutati i livelli di espressione di
Il tempo di ritenzione del ®8Ga-DOTA-NT-20.3 é di circa 7 minuti. NTR1 delle MSTO-211H, la loro intensa capacita proliferativa e la loro aggressivita tumorale, insieme alla ridotta

bibliografia inerente studi condotti su questa linea cellulare.
Uptake cellulare: le cellule della linea di mesotelioma umano MSTO-211H sono state piastrate a una densita di

2x10° cellule per piastra. La crescita & aderente alla superficie della petri. | risultati preliminari sulla linea MSTO-211H indicano che il 8Ga-DOTA-NT-20.3 ha delle buone potenzialita per
| test sono stati eseguiti a 24h dalla piastratura, quindi in condizioni di proliferazione cellulare. I'imaging diagnostico del mesotelioma.

Per il test di saturation binding, le cellule MSTO-211H sono state incubate per 40 minuti In presenza di Sono necessari ulteriori verifiche in vitro, per valutare la selettivita dell’analogo della neurotensina per il
concentrazioni crescenti di 68Ga-DOTA-NT-20.3, pari a circa 50, 100, 300, 500 kBq. mesotelioma pleurico. Si prevede quindi di ampliare lo studio e testare 1’uptake da parte dei linfociti e di colture
Nei test di uptake rispetto al tempo, sono stati somministrati circa 100 kBq di ®8Ga-DOTA-NT-20.3 e la captazione € primarie di adenocarcinoma polmonare derivanti da paziente.

stata valutata a diversi tempi: 60, 80, 100, 120 minuti.

| campioni di controllo sono stati sottoposti alla stessa procedura, ma sono stati incubati solo con terreno fresco. Infine, la sostituzione dell'isotopo diagnostico ®8Ga con isotopi terapeutici (quali 2%°Ra, %Y, Y77Lu, *In) potrebbe

Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti a 37 °C. portare allo sviluppo di un nuovo farmaco teranostico, a somministrazione locale, utilizzabile non solo nella diagnosi
\ / Qamche nel trattamento specifico del Mesotelioma Pleurico Maligno. /
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