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ROS measurements




Studio	
  della	
  produzione	
  di	
  radicali	
  
Enhancement	
  da	
  GNP:	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  ROS?	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Non	
  esiste	
  in	
  le2eratura	
  una	
  misura	
  quan5ta5va	
  sulla	
  produzione	
  di	
  ROS	
  genera5	
  da	
  
nanopar5celle,	
  nelle	
  condizioni	
  standard	
  dei	
  tra2amen5	
  radioterapici.	
  



Radiolisi	
  dell’	
  acqua	
  
	
  
LINAC	
  da	
  6	
  MV,	
  spe2ro	
  di	
  fotoni	
  con5nuo	
  con	
  Emax=	
  6MeV	
  (presso	
  Ospedale	
  Mauriziano).	
  
	
  
Condizioni	
  analoghe	
  a	
  quelle	
  cellulari:	
  composizione	
  campione	
  →	
  prevalentemente	
  acqua	
  
(Tampone	
  fosfato	
  –	
  PBS	
  ph	
  7,4)	
  

Produzione	
  di	
  ROS	
  

GNPs	
  in	
  PBS	
   DPBF	
  in	
  PBS	
  



Quale	
  protocollo?	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

	
  *[non	
  ancora	
  u5lizzato]	
  
	
  

Probe	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Radicale	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Misura	
  

DPBF	
   O2	
  	
  e	
  O2
·∙-­‐	
  	
  	
   Assorbanza	
  

TPA	
   OH	
  ·∙	
  	
   Fluorescenza	
  

DHE	
  *	
   O2
·∙-­‐	
   Fluorescenza	
  

Produzione	
  di	
  ROS	
  vs	
  Concentrazione	
  GNP	
  e	
  Dose	
  

Cosa:	
  

Come:	
  



Sodio	
  TereQalato	
  -­‐	
  TPA	
  

v 	
  Solubile	
  in	
  acqua,	
  
v 	
  Non	
  è	
  fotosensibile.	
  
	
  

TPA	
  
non	
  fluorescente	
  

(OH	
  •)TPA	
  
fluorescente	
  



	
  
È	
  necessario	
  usare	
  elevate	
  concentrazioni	
  poiché	
  la	
  quan5tà	
  di	
  OH	
  
radicali	
  prodo2a	
  è	
  elevata	
  a	
  causa	
  della	
  radiolisi	
  dell’acqua.	
  
	
  

	
  	
  Vorremmo	
  vedere	
  tuU	
  i	
  radicali	
  OH!	
  	
  	
  
	
  
	
  
Le	
  concentrazioni	
  di	
  TPA	
  usate	
  sono	
  1,5,10,15,20	
  mM.	
  
	
  
Le	
  GNP,	
  u5lizzate	
  finora,	
  presentano	
  una	
  concentrazione	
  di	
  10μM.	
  

Preparazione	
  dei	
  campioni	
  

La	
  concentrazione	
  di	
  TPA,	
  e	
  quindi	
  i	
  radicali	
  prodoX,	
  è	
  103	
  più	
  
grande	
  della	
  concentrazione	
  di	
  GNP.	
  
	
  
Devo	
  stabilire	
  qual	
  è	
  il	
  contributo	
  dato	
  dalle	
  GNP.	
  
	
  



OXmizzazione	
  concentrazione	
  TPA	
  

Irraggiamento	
  6	
  MV	
  Senza	
  irraggiamento	
  



[OH•]	
  vs	
  Dose	
  vs	
  [GNP]	
  

Ipotesi	
  #	
  1:	
  interazione	
  chimica	
  (adsorbimento)	
  tra	
  GNP	
  e	
  TPA?	
  

6	
  MV	
   15	
  MV	
  

Slit	
  Em	
  =	
  6.4	
  nm	
   Slit	
  Em	
  =	
  6.2	
  nm	
  



Correzione	
  per	
  adsorbimento	
  

Interazione	
  con	
  citrato	
  di	
  sodio	
  

Incremento	
  ~	
  5%	
  6	
  MV	
  

Ipotesi	
  #	
  2:	
  	
  
le	
  GNP	
  assorbono	
  la	
  luce	
  di	
  

fluorescenza	
  del	
  TPA?	
  



Correzione	
  per	
  assorbanza	
  

GNP	
  0μM	
  

GNP	
  5μM	
  

GNP	
  10μM	
  

Eq.	
  Lambert-­‐Beer	
  

Trasmi?anza	
  



Correzione	
  per	
  assorbanza	
  

6	
  MV	
   15	
  MV	
  

Ipotesi	
  #	
  3:	
  le	
  GNP	
  diffondono	
  la	
  luce	
  di	
  fluorescenza	
  del	
  TPA?	
  



Correzione	
  integrata	
  

ü 	
  [TPA]	
  =	
  1	
  mM	
  
	
  
ü 	
  Dose	
  =	
  0	
  Gy	
  

R2	
  (	
  	
  0	
  μM)	
  =	
  0,9949	
  
	
  
R2	
  (	
  	
  5	
  μM)	
  =	
  0,9989	
  
	
  
R2	
  (10	
  μM)	
  =	
  0,9926	
  
	
  



Correzione	
  integrata	
  

6	
  MV	
   15	
  MV	
  

GNP	
  	
  	
  5	
  μM	
  ~	
  8%	
  
GNP	
  10	
  μM	
  ~	
  5%	
  
	
  

GNP	
  	
  	
  5	
  μM	
  ~	
  	
  3%	
  
GNP	
  10	
  μM	
  ~	
  -­‐4%	
  
	
  



Some	
  remarks…	
  

	
  Qualità	
  dei	
  dae:	
  
• 	
  protocollo	
  di	
  misura	
  riproducibile	
  
• 	
  I	
  da5	
  a	
  6	
  e	
  15	
  MV	
  sono	
  coeren5;	
  
• 	
  Analisi	
  de2agliata	
  dei	
  fa2ori	
  di	
  
correzione. 

 
Significato	
  dei	
  risultae:	
  
• 	
  Enhancement	
  da	
  GNP	
  limitato	
  <	
  5	
  -­‐	
  8	
  %	
  (15	
  MV);	
  
• 	
  Incremento	
  danno	
  per	
  effeX	
  locali?	
  

ProspeUve:	
  
• 	
  Misure	
  con	
  ele2roni;	
  
• 	
  Definizione	
  di	
  un	
  protocollo	
  per	
  misurare	
  il	
  radicale	
  O2

•-­‐	
  	
  basato	
  sul	
  DHE.	
  

15	
  MV	
  



2	
  
in vivo measurements
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Specificaeons	
  PET:	
  
Sensi5vity	
  =	
  9.8%	
  [250	
  keV	
  -­‐	
  750	
  keV]	
  
Spa5al	
  resolu5on	
  =	
  1.1	
  mm	
  (MLEM)	
  
Axial	
  FOV	
  =	
  94	
  mm	
  
Trans-­‐axial	
  FOV	
  =	
  80	
  mm	
  
Energy	
  resolu5on	
  =	
  14%	
  
Timing	
  resolu5on	
  =	
  1.4	
  ns	
  

Specificaeons	
  CT:	
  
Fast	
  scan	
  5me	
  =	
  20	
  sec.	
  
Low	
  dose	
  =	
  20	
  mGy	
  
Resolu5on	
  =	
  5	
  lp/mm	
  
Axial	
  FOV	
  =	
  90	
  mm	
  
High	
  resolu5on	
  scan	
  5me	
  =	
  1	
  min.	
  
Max	
  rate	
  =	
  86	
  fps	
  

h2p://www.raytest.de/preclinical-­‐imaging/positron-­‐emission-­‐tomography/iris-­‐petct.html	
  

microPET/CT	
  imaging	
  system	
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Equation y = a + b*x
Adj. R-Squa 0.99191

Value Standard Err
Massa Au Intercept 0.0069 0.00352
Massa Au Slope 0.0238 0.00372

Studio	
  in	
  vivo	
  

Pisa	
  -­‐	
  CNR:	
  Studio	
  in	
  vivo	
  con	
  18F	
  -­‐	
  FDG	
  -­‐	
  GNP	
  e	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  18F	
  -­‐	
  RGD	
  	
  -­‐	
  GNP	
  
	
  	
  

Concentrazione GNP? No amplificazione 

18	
  

Amplificazione 



in	
  vivo	
  measurements	
  
Pisa	
  -­‐	
  CNR:	
  in	
  vivo	
  with	
  18F	
  -­‐	
  FDG	
  -­‐	
  GNP	
  



in	
  vivo	
  measurements	
  
Pisa	
  -­‐	
  CNR:	
  in	
  vivo	
  with	
  18F	
  -­‐	
  FDG	
  -­‐	
  GNP	
  

Time (s) 

A
ct

iv
ity

 (m
C

i) •  Time	
  span:	
  2.5	
  h	
  
•  Ac5vity	
  pa2ern	
  as	
  
expected	
  

•  Losses	
  caused	
  by	
  Field	
  
Of	
  View	
  acceptance	
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in	
  vivo	
  measurements	
  
Pisa	
  -­‐	
  CNR:	
  in	
  vivo	
  with	
  18F	
  -­‐	
  FDG	
  -­‐	
  GNP	
  

•  Uptake	
  dynamics	
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in	
  vivo	
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  CNR:	
  in	
  vivo	
  with	
  18F	
  -­‐	
  FDG	
  -­‐	
  GNP	
  

•  Uptake	
  dynamics	
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in	
  vivo	
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•  Uptake	
  dynamics	
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Pisa	
  -­‐	
  CNR:	
  in	
  vivo	
  with	
  18F	
  -­‐	
  FDG	
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  GNP	
  

•  Uptake	
  dynamics	
  



FDG uptake (kBq/g)
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in	
  vivo	
  measurements	
  
Pisa	
  -­‐	
  CNR:	
  in	
  vivo	
  with	
  18F	
  -­‐	
  FDG	
  -­‐	
  GNP	
   Total	
  organ	
  weight	
  (g):	
  6.9289	
  

Total	
  gold	
  (mg):	
  21.936	
  



Acknowledgements	
  

Andrea	
  AXli	
  
Luca	
  Bocchini	
  
Stephane	
  Chauvie	
  
Claudia	
  Cutaia	
  
Mariarosaria	
  De	
  Simone	
  
Veronica	
  Ferrero	
  
Elisa	
  Fiorina	
  
Andrea	
  Gobbato	
  
Daniele	
  Pane2a	
  
Francesco	
  Pennazio	
  
Cris5ana	
  Peroni	
  
Lorenzo	
  Radici	
  
Valeria	
  Rosso	
  
Piero	
  Salvadori	
  
Michele	
  Stasi	
  
Sonja	
  Visen5n	
  


