a Introduzione N

L'ad i duttale p: ico (PDAC) ¢ la neoplasia maligna piti comune del pancreas e rappresenta circa il

96% di tutti i tumori pancreatici. A causa della mancanza di sintomi precoci specifici, nonché della particolare
aggressivita del tumore, nella maggior parte dei casi il trattamento ¢ palliativo, con una sopravvwenza globale media
di soli 8.5 mesi. Nei pazienti con PDAC, la PET/TC '*F-FDG ha un ruolo lid; nella di; P ia,
nel sospetto di ripresa di malattia e nel foll ip del ico. Tuttavia, la d i PET 1|
disponibile non consente una precisa diagnosi precoce (fig.1).

1 recettori della ina sono pressi in diverse plasie, tra cui I'ad i duttale pancreatico: &
noto che una percentuale compresa tra il 75% e 1'88% dei casi over-esprime il recettore nella neurotensina 1 (NTR1).
Pertanto, questo sito recettoriale rappresenta un possibile bersaglio per lo sviluppo di nuove sonde PET con
meccanismo recettoriale.

In quest’ottica, ¢ stato sviluppato un analogo della Neurotensina, denominato DOTA-NT-20.3, marcato con I’isotopo
PET %Ga (lasotensin® progettato da IASON, Graz, Austria).

Obiettivo di questo lavoro preliminare ¢ la verifica in vitro dell'affinita, dell’interazione e dell’uptake di questo nuovo
e promettente radiofarmaco, sulla linea cellulare di adenocarcinoma pancreatico umano AsPC-1, la cui espressione di
NTRI ¢ nota e ben documentata in letteratura.

Figura 1
Imaging PET/CT di PDAC con ["*F|-FDG

Metodi

1 6-13 della ina ¢ stato oppor modificato per renderlo piu stabile al metabolismo
cellulare e derivatizzato con il chelante DOTA.

1l generatore "EGe/“Ga (Eckert-Ziegler GmbH GalliaPharm - DE) ¢ eluito con 8 ml di HC1 0.1 M ed ¢ stata eseguita
un'elui; per elimi il %Zn, la cui presenza puo influire sulla resa di sintesi.

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

150-800 MBq di %GaCl3 (circa 8.0 ml) e 50 pg di precursore, disciolti in 50 pL 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).

11 vial di reazione ¢ stato scaldato a 80 + 2 °C per 3 minuti e poi a 110 + 2 °C per 7 minuti. Il prodotto ¢ stato diluito
con una soluzione salina allo 0.9%, per un volume finale di 8 mL. Il pH del prodotto finale ¢ compreso tra 4.0 ¢ 5.0.

Controlli di qualita: 20 pl di ®Ga-DOTA-NT-20.3 sono stati iniettati in HPLC (Varian 1100) dotata di una colonna
ZORBAX Eclipse Plus C18, di un rivelatore a Nal(TI) per la radioattivita e di uno UV-visibile a 254nm (diodes
array). La fase mobile ¢ costituita dal solvente A (acetonitrile ¢ acido trifluoroacetico allo 0.1%) e dal solvente B
(acqua e acido trifl ico allo 0.1%). La ia HPLC ¢ stata eseguita a 25 °C con un flusso di 0,6
mL/min e un gradiente di 00: 00-07: 00 min: 100-30% B

11 tempo di ritenzione del **Ga-DOTA-NT-20.3 ¢ di circa 7 minuti.

Uptake cellulare: le cellule della linea di adenocarcinoma pancreatico umano PC-1 sono state piastrate a una densita
di 2x10° cellule per piastra,. La crescita & aderente alla superf me della petri.

I test sono stati eseguiti a 24h dalla pi: quindi in idi ione cellulare.

Per il test di saturation binding, le cellule AsPC-1 sono state incubate per 40 minuti in presenza di concentrazioni
crescenti di ®*Ga-DOTA-NT-20.3, paria circa 50, 200, 400, 800, 1500 kBg.

Nei test di uptake rispetto al tempo, sono stati somministrati circa 200 kBq di *Ga-DOTA-NT-20.3 ¢ la captazione ¢
stata valutata a diversi tempi: 40, 60, 80 minuti. Le misure della radioattivita, per determinare la quantita di peptide
legato, sono state effettuate mediante nvelatore gamma Nal(TI) (RaytestGita)

1 pioni di trollo sono stati i alla stessa p ma sono stati incubati solo con terreno fresco.
Qi gli esperimenti sono stati eseguiti a 37 °C. J
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4 Risultati N

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

I valori di Kd (7.335 pmol) e Bmax (90.52 kBq) sono stati determinati mediante il modello di regressione non
lineare one-site binding, utilizzando il software GraphPad Prism 5.01.

11 valore di Bmax ¢ stato anche utilizzato per valutare il numero di recettori coinvolti nel legame, stimato in
1.09x106 siti per cellula. Il test ¢ 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 0.83, indicando quindi la presenza di siti di legame multipli, senza cooperazione positiva (fig.4).

NT peptide fragment 6-13
Ac-Lys(DOTA)-Pro-Arg(N-CH3)-Arg-Pro-Tyr-Tle-Leu

? 68Ga la;)elling

Chemical Formula: CegH)1y*GaN 14Oy
Bract Mass 196378 Figura 2

Mokcular Weight 156468
5Ga-NT-DOTA-20.3 labelling
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Figura 3 Figura 4
#Ga-NT-DOTA-20.3 uptake (%) in AsPC-1 cells AsPC-1 %Ga-DOTA-NT-20.3 saturation
incubation vs. time (min) binding experiment

Conclusioni

Questo studio preliminare dimostra I"applicabilita nella pratica clinica del nuovo tracciante recettoriale, finalizzata ad
una diagnosi di PDAC precoce ¢ piu puntuale.

Abbiamo deciso di utilizzare la linea cellulare AsPC-1 per gli alti livelli di espressione del recettore NTR1 e per
Iintensa invasivita tumorale. I risultati ottenuti sono a favore dell’applicabilita del modello, tuttavia riteniamo
necessarie ulteriori verifiche prima di poter avviare uno studio clinico.

Si prevede infatti di testare il radiofarmaco anche in altre linee di PDAC, con diverso grado di aggressivita e di
espressione recettoriale. Inoltre, essendo la pancreatite il principale fattore confondente la diagnosi, la sonda sara
studiata anche nella popolazione inflammatoria presente a livello della massa tumorale, per verificare la possibilita di
discriminare le due differenti popolazioni cellulari, mediante cinetiche di uptake diversificate e specifiche.

Infine, la possibilita di ituire I’isotopo di ico con uno terapeutico (**Ra, °°Y, '7’Lu, ''In), rappresenta un

ulteriore motivo di forte interesse per lo studio del DOTA-NT-20.3, perché permetterebbe di disporre di un
teranostico specifico e mirato selettivamente contro il PDAC, la cui terapia attualmente non ¢ risolutiva.
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