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PROTOCOLLO SPERIMENTALE

Analisi preclinica in modelli tumorali murini di nuovi traccianti contenenti

Fluoro 19 per Risonanza Magnetica.

60 topi Nod/Scid +10% da
inoculare con PANC-1

Il protocollo e stato
sottomesso al Ministero il
26/07/2019

200 mg/ml
30 topi con F-BPA

400 mg/ml
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Per ogni concentrazione del tracciante 3
sottogruppi composti ognuno da 5 animali
verranno sacrificati a tempi diversi dalla

~

somministrazione: 1h, 2,5h, 4h.
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Espianto del tessuto tumorale e di
altri organi quali milza fegato e reni
per la successiva analisi MRI
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Ott2019 - prime esperimento i internalizzazione

PANC-1 2x10° cells/1T75 24h semina (10x)
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Il Dmem cambia
colore quando si
aggiunge I'f-bpa
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«108 Fbpa in lisato

ppm

«108 F-BPA in Dmem

Due picchi ->
complessi
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%108 F-bpa cellule

12 10 8 6 4 2 0
ppm

(controllo positivo)
F-bpa aggiunto
dopo il tampone di
lisi

SNR > 500

SNR~ 3,6

Assumendo che il trasporto sia solo passivo.
Nella cellula avremo al piu la stessa concentrazione
che si trova nel DMEM Cpyeum-

Noi misuriamo il contributo alla magnetizzazione degli
atomi di fluoro nel capillare NMR cioe quello
internalizzato nelle cellule. Le Moli (o atomi) di fluoro
aspettate sono

NF — CDMEM : Ncellule ) Vcellula

Assumendo una cellula sferica di taglia lineare 50 um
avremo un volume di V,gy14= 6.5+ 10712L

E per una «flask» di cellule (~ 3 M)
VN celis= 107°L
(ci puo stare visto il volume del pellet)

10~ %moli

Comem=14 - —



Conclusioni e piano misure

* Abbiamo replicato qualitativamente il risultato di Pavia e Caserta
* |l segnale misurato e basso perche il volume delle cellule e piccolo.

* Misuriamo basse concentrazioni senza grossi problem (18 h)

* L'F-Bpa forma complessi con il liquido di cultura, Abbiamo problemi a stimare la frazione
internalizzata come rapport tra aree dei picchi.

* Prossimi esperimenti con 10 M di cellule e tenendo conto della reale quantita di molecule
internalizzate per effettuare | controlli



Conclusioni e piano misure

Posizione picco di riferimento F-bpa con eventuale complesso
Dmem di incubazione con f-bpa alla concentrazione dell'esperimento.

Misura su lisato di 1076 cellule incubate con f-bpa (0,5 ml)

Controllo positivo su lisato di cellule mai venute in contatto con f-bpa (stessi identici passaggi avvenuti sopra) +
fbpa aggiunto alla concentrazione aspettata

Controllo negativo su 100 micro litri di liquido del terzo lavaggio diluito fino a 500 micro litri con tampone di
lisi.

Questo e il massimo contributo che verrebbe dal pellet lavato male in cui il fluoro & solo nel volume non occupato da cellule.

. Se nella misura abbiamo un segnale paragonabile al controllo positivo, abbiamo provato un'internalizzazione di una certa frazione della concentrazione esterna di
fluoro.

Se il controllo negativo ha segnale confrontabile con il campione allora 3 lavaggi sono pochi e questo sarebbe un problema anche per i nostri colleghi.



