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OBIECTIVE GENERALE

Obiectivul principal il constituie dezvoltarea de cercetari interdisciplinare, teoretice si experimentale, asupra aspectelor de baza ale aplicatiilor medicale ale radioizotopilor emitatori de pozitroni, intr-un parteneriat fizicieni, chimisti, biologi si medici, urmarind implementarea PET in practica medicala si deschiderea perspectivei terapiei cu hadroni in tratamentul cancerului in tara.

Obiectivele specifice sunt corelate cu etapele proiectului:  producerea radionuclidului de interes, extragerea acestuia din “tinta” iradiată , obţinerea compusului marcat ( produsul radiofarmaceutic, biologic activ) si utilizarea pentru diagnostic sau tratament. Etapele de realizare propuse de acest proiect urmeaza ideatic acest „lant”.

Obiectivele fazei de executie

1. Activitate II.1 Algoritm Filtered BackProjection pentru reconstructia imaginilor; caz bidimensional si tridimensional. Algoritm Statistic pentru reconstructia imaginilor; caz bidimensional si tridimensional.(IFIN-HH).

2. Activitate II.2 Actualizarea bazei de date stiintifice oferite de literatura de specialitate pentru sinteze rapide de compusi marcati izotopic; selectarea tipurilor de compusi marcati cu C-11, N-13, O-15. (IFIN-HH, CIB, UMF-CD)

3. Activitate II.3 Design molecular si structuri chimice prin simulari cuanto chimice. Determinare proprietatilor moleculare si QSAR. (IFIN-HH,CIB) 


Rezumat

Algoritmi de reconstrucţie în tomografia de pozitroni
Tomografia bazată pe emisia de pozitroni este un instrument de investigare medical având ca obiective determinări in vivo a distribuţiei unui trasor şi realizarea unor imagini bi si tridimensionale ale corpurilor unor fiinţe. 

O substanţă chimică tolerată de organism, marcată radioactiv este injectată sau inhalată; izotopul emiţător de pozitroni se dezintegrează iar pozitronul emis în urma fiecărui act de dezintegrare îşi pierde energia cinetică pe parcursul traiectoriei în ţesuturile învecinate. După un parcurs de 1-6 mm, pozitronul se recombină cu un electron emiţându-se două cuante gamma, coliniare, fiecare de 511 keV. Conservarea impulsului impune ca cei doi fotoni să fie emişi în direcţii aproape opuse deoarece pozitronul în momentul recombinării are un impuls foarte mic; direcţia de emisie este absolut întâmplătoare. Cheia tomografiei cu pozitroni o constituie posibilitatea de a înregistra anhilarea pozitronilor prin detecţia în coincidenţă. Detectând cei doi fotoni de 511 keV emiţi în direcţii contrare ca urmarea anhilării pozitronului cu un electron atomic, este posibil să localizăm poziţia nucleului emiţător de pozitroni de-a lungul liniei ce uneşte cei doi detectori. Această metodă de coincidenţă, denumită „colimare electronică” elimină necesitatea colimării fasciculelor de fotoni obişnuită în cazul iluminării cu surse externe.

Reconstrucţia de imagini pornind de la proiecţii reprezintă „tăria” tomografiei de pozitroni. În raport sunt prezentate două metode de reconstrucţie: filtered back projection şi metoda statistică , ambele pentru structuri de detecţie de tip rectangular.

Structura de detecţie de tip rectangular a fost aleasă ca o previziune asupra tomografiei 3D cu pozitroni realizată asupra corpurilor de mari dimensiuni (s-a avut în vedere posibila folosire a detectoarelor planare de tip RPC sau Paxscan). În ambele modele de reconstrucţie datele de intrare (sinogramele) au fost generare iar apoi au fost aplicaţi algoritmii de reconstrucţie. Concluziile celor două abordări pot fi rezumate astfel:

· Avantajul principal al metodei statistice (iterative) îl constituie existenţa  probabilităţilor; aşa cum am arătat în ele pot fi incluse toate elementele care ţin de lumea reală; această abordare nu era posibilă în cazul Filtered Backprojection.

· Care metodă  este mai bună ? Filtered backprojection sau iterativă. Dacă pentru FB numărul foarte mare de unităţi detectoare apare ca un avantaj , creşterea foarte mare a dimensiunilor matricilor pentru metoda iterativă apare ca un dezavantaj datorită timpului foarte mare de calcul.  

Design molecular si structuri chimice prin simulari cuanto chimice. Determinare proprietatilor moleculare si QSAR.

Au fost analizate structurile moleculare ale compusilor marcati cu 18-F: FDG, Glucoza, UDP FDG, derivati florurati ai stilbenului substituit. Modelarea s-a efectuat pe calculatoare Pentium IV frecventa de 3,2 GHz, 2 GB RAM utilizand programele de calcul HyperChem versiunile 4 si 5.

Au fost determinate proprietatile QSAR (log P, energiile de hidratare, polarizabilitatea, suprafata de solvatare,  volumele molare si valorile energetice ale orbitalilor periferici HOMO-High Ocuppied Molecular Orbital si LUMO-Low Unocuppied Molecular Orbital). Valorile energetice ale orbitalilor HOMO si LUMO au fost determinate prin efectuarea unui calcul “single point” pe structurile preoptimizate urmate de analiza orbitalilor moleculari. LogP, energiile de hidratare, polarizabilitatea, suprafata de solvatare si volumele molare au fost determinate utilizand sistemul de calcul QSAR din cadrul programului HYPERCHEM.

Valorile energiilor totale de legare (ETL) si gradientii RMS in procesul de minimizare energetica si prin calcul “single point” au constituit criteriul critic de selectie al structurilor optimizate geometric. Otimizarile geometrice au fost realizate utilizand protocolul mecanica moleculara MM+ / metode semiempirice PM3 in vid, cu ajutorul caruia au fost obtinute valorile minime ale ETL in cazul derivatilor florurati ai stilbenului si al UDP FDG, respectiv protocolul mecanica moleculara AMBER / metode semiempirice AM1, recomandat in cazul structurilor de tip FDG si glucoza.

Optimizarile geometrice in cubul virtual de apa (periodic box) au condus la valori usor inferioare ale ETL fata de cele obtinute prin simulare in vid. Acest fapt este datorat gradientilor RMS superiori setati. Setarea optimizarilor la gradienti superiori a fost impusa de timpii de calcul net superiori (pana la 2 ordine de marime) datorita complexitatii sistemelor analizate.

A fost utilizat un model original de evaluare a efecteului primar radiolitic ce implica urmatorul mecanism:

a - ionizarea moleculelor prin expulzarea unui electron de pe ultimele straturi electronice ocupate si rearanjarea moleculara a acestora pentru atingerea unui minim energetic; 

b - neutralizarea moleculei prin captura unui electron liber din mediu si fragmentarea, fara reoptimizarea geometrica a moleculei. 

Legaturile chimice cele mai sensibile la radioliza poseda Energia de Disociere Homolitica (EDH) minima si sunt pozitionate in zona de distributie a orbitalii LUMO ale structurilor moleculare ionizare. Procesele fundementale radiolitice au fost evaluate prin analiza EDH pentru diferite stari cunatice (molecule neutre, molecule aflatae in stari excitate, molecule ionizate pozitiv, etc), distantele interatomice si distributia orbitalilor periferici (LUMO) ale structurilor moleculare analizate. EDH au fost determinate prin simularea proceselor de fragmentare homolitica. 

Parametrii QSAR determinati vor fi utilizati in studiile ulterioare, corelati cu valorile experimentale pentru determinarea factorilor de ponderare si respectiv definirea formulelor QSAR operationale.

A fost dezvoltat un studiu privind stabilitatea la radioliza a compusilor marcati cu 18-F. Rezultatele obtinute sugereaza o stabilitate deosebita a compusilor fluoro stilbenici si o stabilitate relativ scazuta a UDP FDG.  Studiile vor fi dezvoltate in etapele ulterioare prin analiza efectelor secundare datorate speciilor active radioinduse in solutiile apoase.

Actualizarea bazei de date stiintifice oferite de literatura de specialitate pentru sinteze rapide de compusi marcati izotopic; selectarea tipurilor de compusi marcati cu C-11, N-13, O-15

Studiul de literatura cuprinde o succinta prezentare a radiochimiei radiofarmaceuticelor utilizate in tomografia prin emisie pozitronica (PET). Studiul se bazeaza pe o serie de articole si carti recent publicate, sintetizand obiectivele fundamentale ale PET si contributia radiochimiei la atingerea acestora. Au fost evidentiate principalele criterii ce trebuie avute in vedere pentru designul unor noi radiofarmaceutice destinate PET incluzand selectia si caracteristicile radioizotopilor emitatori de pozitroni, precursorii pentru sinteza compusilor finali, metode de sinteza rapide si automatizabile si fundamentarea aplicabilitatii noilor trasori in oncologie sau cardiologie.

Dintre radionuclizii emitatori de pozitroni, urmatorii 4 sunt frecvent utilizati in sinteze radiochimice pentru identificarea de potentiale radiofarmaceutice PET: fluor-18 (F-18), oxigen-15 (O-15), carbon-11 (C-11) si azot-13 (N-13). Alegerea acestora se bazeaza pe faptul ca acestea pot fi usor incluse in structura biomoleculelor, prin substitutie. Sinteza radiotrasorilor PET porneste de la precursori, de obicei molecule mici formate in tinta iradiata. Numarul de forme chimice disponibile pentru cei 4 radionuclizi enumerati este limitat de mediul de reactie sever reprezentat de tinta, unde au loc reactiile dintre atomii (moleculele) excitati termic sau electronic. In acest mediu se produce suficienta energie pentru a depasi barierele de activare a reactiilor, iar forma chimica finala a precursorului este adesea determinata de factorii termodinamici ai constituentilor. Ca rezultat, precursorul se va afla intr-o forma chimica stabila, nereactiva.

Forma chimica cea mai stabila a C-11 in mediu oxidant este dioxidul de carbon (CO2), iar in mediu reducator este, de obicei, metanul (CH4). Ambele molecule reprezinta parti constructive ale unor molecule mai complexe. In cazul N-13 exista doua forme chimice comune: azot gaz (N2) in faza gazoaza si azotatul (NO3-) in solutie apoasa. Azotatul (nitratul) NO3- este forma chimica preferabila pentru sinteze chimice, deoarece N2 gaz este foarte putin reactiv in conditii normale. Pentru O-15, forma chimica uzuala este cea de gaz (O2), forma ce poate fi transformata ulterior in alte molecule utile proceselor de sinteza ulterioare; in faza apoasa, molecula de precursor este apa, care poate fi utilizata ca atare. In cazul F-18 se obtine, in functie de mediul de reactie al tintei iradiate, fluorura (F-) sau fluor gaz (F2).

Sinteza oricarui radiotrasor PET trebuie sa se incadreze in 2 timpi de injumatatire ai radionuclidului, depasirea acestui timp ducand la o pierdere inacceptabila a activitatii specifice, parametru critic in studiile PET. Importanta particulara a acestui parametru in sinteza precursorilor PET decurge din valorile extrem de mici ale cantitatilor de biomolecule native utilizate. PET este in esenta o metoda ce utilizeaza trasori pentru  vizualizarea proceselor fiziologice cu intentia de a nu perturba aceste procese. In studii privind determinarea numarului unor receptori sau concentratia unor enzime aceste considerente devin foarte importante.

Activitatea II.1 Algoritm Filtered BackProjection pentru reconstructia imaginilor; caz bidimensional si tridimensional. Algoritm Statistic pentru reconstructia imaginilor; caz bidimensional si tridimensional.
1. Tomografia cu pozitroni 

Tomografia cu emisie de pozitroni este o metodă de diagnostic care permite determinări in vivo a distribuţiei unui trasor marcat cu un izotop emiţător de pozitroni. Importanţa acestei metode în medicină provine din existenţa izotopilor neutrono-deficitari de carbon (11C), oxigen (15O) şi azot (13N), trei elemente majore care compun ţesuturile biologice şi apar în procesele biologice. Moleculele organice precum apa, bioxidul de carbon sau amoniacul pot fi astfel marcate cu trasori radioactivi fară a introduce elemente străine care pot modifica metabolismul. În plus timpul de viaţă scurt al acestor izotopi,  11C (20.4 min), 15O (2.07 min) şi 13N (9.96 min) este un avantaj din punct de vedere al protecţiei biologice. Ca substituent al hidrogenului există 18F cu timpul de înjumătăţire de 109.8 minute.


Cheia tomografiei cu pozitroni o constituie posibilitatea de a înregistra anhilarea pozitronilor prin detecţia în coincidenţă. Detectând cei doi fotoni de 511 keV emiţi în direcţii contrare ca urmarea anhilării pozitronului cu un electron atomic, este posibil să localizăm poziţia nucleului emiţător de pozitroni de-a lungul liniei ce uneşte cei doi detectori. Această metodă de coincidenţă, denumită „colimare electronică” elimină necesitatea colimării fasciculelor de fotoni obişnuită în cazul iluminării cu surse externe. Acurateţea colimării electronice este limitată de necolinearitatea celor doi fotoni de anhilare şi de drumul liber mediu al pozitronului după emisie prin ţesut.

Tabelul I Izotopi folosiţi în PET

	
	Unităţi
	18F
	11C
	13N
	15O


	Energia maximă de emisie
	MeV
	0.633
	0.959
	1.197
	1.738

	Energia probabilă
	MeV
	0.202
	0.326
	0.432
	0.696

	Timp de înjumătăţire
	Min
	109.8
	20.4
	9.96
	2.07

	Parcursul în apă
	Mm
	2.4
	5.0
	5.4
	8.2


Un alt avantaj al detecţiei în coincidenţă îl constituie simplificarea corecţiilor de atenuare. Doar 14% din perechile de fotoni produse în centrul unei sfere de apă cu diametrul de 20 cm scapă fără a suferi vreo interacţiune, ca urmare este necesară efectuarea unei corecţii atente de atenuare pentru a determina concentraţia locală a trasorului.
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Tralalalalalala

În cazul detecţiei prin coincidenţă factorul de corecţie care se aplică poziţiei anhilării pozitronului nu depinde de poziţia acesteia de-a lungul liniei de coincidenţă; este suficientă o calibrare cu o sursă exterioară, printr-o măsurătoare de transmisie înainte de injectarea trasorului radioactiv.


În final trebuie să subliniem faptul că detecţia în coincidenţă oferă posibilitatea de a achiziţiona datele măsurând şi diferenţa de timp între sosirile celor doi fotoni coincidenţi (diferenţa în timpul de zbor); în principiu măsurători de mare precizie ar elimina necesitatea metodelor de reconstrucţie a imaginilor oferind poziţia corectă a emiţătorului de-a lungul liniei de coincidenţă. 

2. Reconstrucţia de imagini în cazul tomografiei cu pozitroni prin metoda Filtered Back projection
Elementele metodei de reconstrucţie a imaginii

· Linia care uneşte doi detectori în coincidenţă se numeşte linie de răspuns.

· Numărul de evenimente înregistrate în coincidenţă pentru o linie de răspuns reprezintă integrala liniară a concentraţiei trasorului de-a lungul respectivei linii.

· Familia de integrale liniare paralele corespunzătoare unei anumite direcţii spaţiale constituie proiecţia paralelă a corpului. Proiecţiile pot fi 1-dimensionale sau 2-dimensionale.

· Memoria de achiziţie stochează proiecţiile paralele corespunzătoare diverselor direcţii spaţiale în coloane  denumite sinograme.

[image: image1.jpg]



În figura de mai sus avem o proiecţie 1D a unui corp 2D.

[image: image2.jpg]



În figura de mai sus avem o proiecţie 2D a unui corp 3D.

Metoda ceea mai folosită în momentul de faţă de reconstrucţie a imaginilor este Filtered backprojection.

2.a. Cazul bidimensional

Transformata Fourier pe felii

Transformata Fourier a unei proiecţii paralele a unei imagini f(x,y) luată la un unghi θ este egală cu o felie a transformatei Fourier bidimensională F(u,v) subîntinzând unghiul   θ faţă de axa u.

Cu alte cuvinte transformata Fourier a proiecţiei Pθ(t) dă valoarea lui F(u,v) de-a lungul liniei BB’ aşa cum apare în figura de mai jos.
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Pentru a demonstra această teoremă considerăm un sistem de coordonate (t,s) rotit faţă de (x,y)  cu unghiul θ
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În sistemul de coordonate (t,s) proiecţia de-a lngul unei linii la t constant este dată de :
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iar transformata ei Fourier este:
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de unde substituind valoarea proiecţiei:
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sau trecând la sistemul de coordonate (x,z):
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adică exact ceea ce doream să arătăm, pentru 

[image: image9.png](u = wcosb, v = wsinb)




[image: image10.png]Sy(w)=F(w, 6)=F(w cos 8, w sin §).





Rezultatul de mai sus indică următorul fapt: dacă ridicăm proiecţiile unui obiect pentru o familie de unghiuri şi efectuăm transformatele lor Fourier atunci putem obţine pe F(u,v) de-a lungul unor linii radiale din planul frecvenţelor.
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Având la dispoziţie această teoremă să considerăm acum un  corp bidimensional descris de funcţia f(x,y)

Transformata Fourier a funcţiei se exprimă prin:
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Dacă trecem în coordonate polare în domeniul frecvenţelor (u,v), pentru sistemul polar de coordonate :

[image: image13.png]u=wcos ¢
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putem scrie transformata Fourier inversă ca fiind :
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Integrala se poate împărţii în două considerând unghiul theta de la 00 la 1800 şi apoi de la 1800 la 3600.
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şi folosind proprietatea transformatelor Fourier
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expresia de mai sus poate fi scrisă ca:
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unde t este

[image: image18.png]t=xcos §+y sin 6.




Aducându-ne aminte acum de Teorema transformatei Fourier pe felii, înlocuim pe F(w,θ) cu transformata Fourier a proiecţiei
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sau scrisă altfel:
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unde:
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Această ultimă ecuaţie are o semnificaţie mai profundă; ea reprezintă o operaţie de filtrare, modulul frecvenţei înmulţind fiecare transformată a proiecţiilor. Astfel Qθ(t) poartă numele de proiecţie filtrată. Practic prin această operaţie de filtrare „umplem” spaţiul frecvenţelor. În final prin transformata inversă a lui Qθ(t) obţinem funcţia originală f(x,y). Dacă urmărim în figura de mai jos observăm că o proiecţie filtrată contribuie la reconstrucţia mai multor puncte din spaţiul direct.
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2.b. Cazul tridimensional

O direcţie în spaţiul tridimensional este dată de intersecţia a două plane:

[image: image23.png]t=x cos 6+y sin 6
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Introducem un sistem de coordonate carteziene (t,s,r) rotit faţă de cel iniţial (x,y,z); prima rotaţie

de unghi θ în jurul axei z urmată de o rotaţie de unghi γ în jurul axei x; ca urmare matricea transformării se scrie ca:  
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O proiecţie tridimensioală a corpului f(x,y,z) se scrie în aceste condiţii ca fiind :
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Să observăm că pentru descrierea unei direcţii în spaţiul 3D sunt necesare 4 variabile, două spaţiale şi două unghiulare; (t,θ) specifică distanţa şi unghiul în planul (x,y) iar (r,γ) în planul (s,z).

Practic operaţiunea care are loc este următoarea: prin cele două rotaţii se aduce axa s paralelă cu linia de coincidenţă iar t şi r dau poziţia acestei linii de coincidenţă. Aceasta înseamnă că θ şi γ stabilesc o familie de linii de coincidenţe paralele care realizează o proiecţie bidimensională a corpului de studiat.
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Fiecare coincidenţă înregistrată de sistemul de detecţie poate fi indiciată cu ajutorul celor 4 variabile conducând în final la crearea unei super-matrici de coincidenţe (sinograme) 4 dimensională.

Alegerea familiilor de sinograme ţine cont de structura de detecţie, de modul în care dorim să vizualizăm secţiunile din corpul tridimensional şi nu în ultimul rând de posibilităţile hardware ale memoriei de achiziţie. Astfel dacă am alege o rezoluţie de 512 pentru toate cel 4 variabile super-matricea de coincidenţe ar avea o dimensiune de 512x512x512x512xsizeof(variabila de stocare) adică sizeof(variabila de stocare)x1Gbyte.

Astfel pentru variabila de stocare de tipul WORD (16 biţi) dimensiunea supermatricii ar fi de 2Gbytes, destul de mare chiar şi în condiţiile actuale ale tehnicii de calcul.


În cele ce urmează vom prezenta structura propusă şi considerentele tehnice care impun o anumită rezoluţie pentru cele 4 variabile.

3. Structura detectoare

Structura detectoare pentru care se fac toate consideraţiile practice ulterioare este rectangulară;  aceasta înseamnă ca detectorii folosiţi sunt de tip linie/placa pentru structuri bi/ tri-dimensionale. Astfel de detectori încep să fie folosiţi ca urmare a dezvoltărilor în fizica energiilor înalte (de tip RPC) sau cei folosiţi pentru detectori flat panel (din tomografia cu raze X).

4. Simulări şi reconstrucţii

Cazul bidimensional

Cazul fantomei bidimensionale a solicitat o structură de detecţie simplificată formată doar dintr-un contur format din linii de detectori; astfel am examinat rezultatele în cazul unui poligon cu 4 şi 6 laturi fiecare latură având câte 256 detectori. În principiu această simulare a avut mai degrabă un rol de implementare al algoritmului Filtered Backprojection împreună cu metoda aleatoare de generare a sinogramelor.

Rezultatele sunt prezentate în figurile de mai jos:

Imaginea originală
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Imaginea refăcută pentru un poligon cu 4 laturi
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Imaginea refăcută pentru un poligon cu 6 laturi

[image: image29.png]



 Imaginea refăcută în geometrie cilindrică (caz ideal)
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Deşi rezultatele au fost încurajatoare în cazul modelului bidimensional, acesta nu reprezenta decât trecerea la o structură cu mai mulţi detectori faţă de modelele aflate în uz curent alături de folosirea unei geometrii poligonale.

Cazul tridimensional
Pasul umător, care reprezintă noutate îl reprezintă obţinerea de secţiuni reconstituite ale unui obiect tridimensional.

Aşa cum am arătat anterior, o direcţie în spaţiu este fixată prin intermediul a 4 coordonate; în principiu am putea reconstitui orice secţiune a unui corp 3D. Aşa cum ne aducem aminte o variabilă unghiulară şi una spaţială sunt suficiente pentru caracterizarea unei proiecţii unidimensionale. Aceste proiecţii ridicate pentru o familie completă de unghiuri (1800) ne oferă materialul necesar reconstituirii secţiunii corpului. Celelalte două variabile permit să alegem secţiunea din familia de secţiuni şi unghiul de tăiere.

Structura de detecţie, tomograful spaţial, a fost imaginat de forma unui paralelipiped de dimensiuni 256 x 256 x 512 unităţi de lungime, fără capacele pătrate (capete).

Rezoluţia după axele x şi z este de 256 x 256 unităţi detectoare în schimb după axa y rezoluţia este de 8 ori mai proastă având astfel pe lungimea de 512 doar 64 unităţi detectoare (vezi rezoluţia axială a RPCs).

 În interiorul său, în centru, a fost plasată o fantomă de forma doi cilindri coaxiali cu generatoarea de 32 unităţi şi razele de 16 respectiv 32 de unităţi. Cilindrul interior este considerat cilindrul cald, fiecare punct al său emiţând 2000 de perechi de cuante iar cămaşa exterioară, mai rece, emite doar 500 de perechi de cuante pentru fiecare punct. 

În cele două figuri de mai jos sunt prezentate structura detectoare şi fantoma.

Mecanismul de simulare al achiziţiei în coincidenţă este realizat prin parcurgerea punct cu punct a fantomei aflată în centrul tomografului. Fiecare punct al fantomei este caracterizat de coordonatele proprii şi de emisivitatea sa (numărul de perechi de cuante emise). Direcţia de emisie, (, ( este generată aleatoriu şi se calculează punctele de impact cu plăcile tomografului (dacă există). Pe baza celor două puncte de impact se recalculează cele 4 coordonate r, t, (, ( şi se incrementează elementul supermatricii de coincidenţe (sinograma corespunzătoare  r, t, (, (). 
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Aşa cum am arătat, am folosit perechea r, ( pentru a caracteriza proiecţiile unei felii, pe t pentru indicele feliei analizate iar ( pentru unghiul de tăiere. Datorită limitărilor de memorie ale calculatorului ne-am limitat la 5 felii ( de coordonate axiale -16, -8, 0, 8, 16) iar unghiurile de tăiere la 8 păstrând ( (numărul de rotaţii) la 512 şi r (numărul de proiecţii) tot la 512.

Ca urmare supermatricea de proiecţii are dimensiunea de 512 x 512 x 8 x 5 x sizeof(integer)  adică aproximativ 42 Mo. Dat fiind faptul că mai există şi alte variabile cam aceasta a fost limita de memorie disponibilă pentru calculator.

Rezultatele sunt prezentate  pe paginile următoare; unghiul de tăiere este socotit faţă de axa x a tomografului. Astfel pentru theta egal cu zero parcurgerea proiecţiilor se face după phi care se află în planul y0z; teoretic ar trebui ca imaginea reconstituită să apară sub forma unui dreptunghi cu un miez fierbinte. Prima imagine nu prea arată astfel şi aceasta se datorează scăpărilor de cuante gamma pe la capetele tomografului (am subliniat de altfel de la început că tomograful nostru nu are decât pereţi nu şi capete; probabil l-am conceput astfel pentru ca „pacienţii” să nu se simtă discomfortabil într-o cutie). Scăpările sunt prezente şi în celelalte unghiuri de tăiere dar nu au o influenţă atât de pregnantă.

Cu creşterea către 900 a unghiului de tăiere se observă faptul că tăierile din cilindru evoluează din elipse spre cerc ceea ce este corect; la    900 tăierea fantomei se face transversal. Dat fiind faptul că fantoma are simetrie axială nu sunt prezentate şi unghiurile între 900 şi 1800 ele fiind identice cu cele deja prezentate.

Se observă de asemenea că imaginile de la extremităţi sunt de o calitate mai slabă decât cele din interior; cauza o constituie acea rotunjire la 8 paşi pe dimensiunea axială (rezoluţia axială este de 8 ori mai slabă decât cea transversală).

Ultima figură prezintă toate feliile şi toate tăierile prezentate pe aceiaşi pagină pentru comparaţie.

Tăierile şi feliile au fost realizate în planul vertical (cuprinzând axa z); dacă dorim tăieri care să nu conţină axa z trebuie să alegem alte perechi de reprezentare (r,( pentru tăiere şi indiciere felii şi t, ( pentru rotaţii şi proiecţii).  
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Concluzii


Structurile prezentate se pot constitui ca tomografe cu pozitroni capabile să ridice imagini tridimensionale pentru întreg corpul pacientului. 

Rezultatele sunt deosebit de sugestive; creşterea memoriei calculatorului PC poate să sporească numărul de unghiuri de tăiere şi dimensiunea axială a fantomei (numărul de felii 5, este dat de dimensiunea axială a fantomei). 

Timpul de calcul, de reconstrucţie poate fi studiat după următorul tabel:

	Procesor
	Frecvenţă de lucru
	Timp execuţie pentru un unghi de tăiere

	Intel P III
	867 MHz
	12 minute

	AMD K7
	1.6 GHz
	10 minute

	Intel P IV
	2.6 GHz
	8 minute


Pierderea cea mai mare de timp se realizează la reconstrucţia feliilor la calculul lui S((w) şi Q ((t) unde sunt 3 cicluri imbricate de 512 cicluri. Reducerea numărului de proiecţii şi rotaţii de la 512 la 128 ar scade timpul de reconstrucţie la 3 – 4 secunde dar calitatea imaginii se înrăutăţeşte considerabil deşi secţiunea este recognoscibilă. Probabil în paşii ulteriori vom stabilii care este compromisul cel mai bun referitor la aegerea numărului de tăieri, numarului de felii, numarului de proiecţii şi numărului de rotaţii. 

3. Elemente de statistică in detecţia PET

Tomografia bazată pe emisia de pozitroni este un instrument de investigare medical având ca obiective :

· determinări in vivo a distribuţiei unui trasor
·  realizarea unor imagini bi si tridimensionale ale corpurilor unor fiinţe. 

O substanţă chimică tolerată de organism, marcată radioactiv este injectată sau inhalată; izotopul emiţător de pozitroni se dezintegrează iar pozitronul emis în urma fiecărui act de dezintegrare îşi pierde energia cinetică pe parcursul traiectoriei în ţesuturile învecinate. După un parcurs de 1-6 mm, pozitronul se recombină cu un electron emiţându-se două cuante gamma, coliniare, fiecare de 511 keV. Conservarea impulsului impune ca cei doi fotoni să fie emişi în direcţii aproape opuse deoarece pozitronul în momentul recombinării are un impuls foarte mic; direcţia de emisie este absolut întâmplătoare. 
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Dacă cei doi fotoni lovesc două elemente detectoare aproape în acelaşi timp, cele două elemente detectoare vor defini o LOR (linie de răspuns) sau un VOR (volum de răspuns) depinzând de modul de abordare al achiziţiei sau reconstrucţiei (bi sau tridimensional).
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Iniţial au fost realizate secţiuni transversale ale corpurilor astfel încât pentru  acest cazul bidimensional au fost introduse următoarele denumiri:

· Pixel – cea mai mica entitate în care poate fi descompusă suprafaţa feliei examinate.

· LOR Line of Response – linia ce uneşte doi detectori

Iar în cazul cazul tridimensional:

Voxel - cea mai mică entitate în care poate fi descompus volumul corpului examinat

VOR – volumul definit de două unităţi detectoare.

Tomograful înregistrează de câte ori perechile de unităţi detectoare sunt lovite în coincidenţă pentru fiecare VOR (sau LOR). Numărul de loviri în coincidenţe este înmagazinat pentru fiecare VOR în sinograme.


În consecinţă, datele brute acumulate de tomograf sunt numerele care exprimă anhilările pentru un VOR particular; din aceste date este de dorit să se poată reconstrui radioactivitatea regională şi deci distribuţia trasorului.

Vom considera de acum înainte situaţia tri-dimensională, deci vom face referire la voxeli şi VOR.

Dezintegrarea radioactivă a izotopilor emiţători de pozitroni formează un proces Poisson neomogen atât în timp cât şi în spaţiu. Având corpul împărţit în R voxeli, vectorul activităţii radioactive este ((x,t).

Observaţie:  de acum încolo variabilele aldine (boldate) sunt vectori iar cele normale scalari.

 Dacă considerăm că trasorul radioactiv are o concentraţie constantă pe durata scanării, atunci aceasta poate fi exprimată prin:

((x,t) =((x,0)exp(-(t)

unde ((x,0) este rata de emisie la startul scanării.


Pe perioada scanării,  0<t<T, intensitatea de emisie în x este:

[image: image40.wmf] 
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astfel încât este suficient să estimăm ((x), intensitatea medie de emisie.

Modelul pentru intensitatea medie de emisie

Fie c(x,r) probabilitatea ca o emisie din voxelul punctat de vectorul x să conducă la o anhilare detectată in VOR r. Atunci, emisia din punctul x detectată în VOR r, formează o distribuţie Poisson restrânsă spaţial, astfel încât oricare ar fi vectorul x, probabilitatea c(x,r) este independentă de ceilalţi voxeli şi VOR.

Astfel numărul de emisii detectate în fiecare VOR, [image: image42.png]


  sunt variabile aleatoare Poisson independente având valorile medii:
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unde ( este un subspaţiu al lui R3 ce cuprinde corpul de studiat. 

Practic noi dorim să estimăm pe ((x) fiind date nr*(numărul de coincidenţe înregistrate în fiecare VOR în număr de 1,………………,R).

În pasul al doilea considerăm că întreg corpul este împărţit în cuburi mici, indivizibile, de volum Vk, în număr de 1,………………..K, astfel încât:
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Numărul de emisii din voxelul k pe perioada scanării este o variabilă Poisson aleatoare a cărei medie este:
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pentru orice x(Vk, dacă ((x) este constant în tot Vk. 

Astfel
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este o funcţie treaptă care aproximează pe ((x) şi în felul acesta trecem la estimarea vectorului :
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Substituind această aproximaţie :
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unde:
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obţinem o regresie Poisson care descrie coincidenţele numărate în fiecare VOR funcţie de  ( ; 

Calculul probabilităţilor de detecţie

P(k,r) sunt probabilităţile ca o emisie din voxelul k să fie detectată în VOR r. 

Dacă ignorăm:

· Parcursul străbătut de pozitron până la anhilare

· Atenuarea radiaţiei gamma

· Împrăştierea radiaţiei gamma

· Ineficacitatea detectorului

· Necolinearitatea celor două cuante gamma emise la anhilare

Atunci aceste probabilităţi sunt tocmai (până la o constantă multiplicativă) unghiul sub care se vede voxelul k în VOR r. Aceste valori sunt pur geometrice şi se pot calcul o dată pentru totdeauna în geometria dată.

Pe de altă parte toate presupunerile făcute anterior referitoare la emisia, parcursul, anhilarea, parcursul cuantelor gamma , detecţia cuantelor gamma pot fi corectate la realitate prin intermediul aceloraşi probabilităţi.

Reconstrucţia bazată pe estimarea Maximum Likelihood

Prin definiţie mărimea numită de acum înainte likelihood a observabilelor este:
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iar logaritmul acestei mărimi este:
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iar derivata de ordinul unu faţă de (k este:
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unde s-a notat
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probabilitatea ca o emisie din voxelul k să fie prinsă în orice VOR.

Teoria dezvoltată arată că matricea derivatelor de ordinul doi a derivatelor parţiale a lui l(() este negativ semi-definită şi ca urmare  l(() este concavă. Atunci singurul maxim local (dacă există) este un maxim global referitor la ((R3 şi poate fi găsit prin egalarea derivatelor parţiale de ordinul unu cu zero. Având în minte faptul că ( (((R+ x R+ x…………….. R+ x R+ }, condiţia suficientă pentru [image: image54.png]


 să fie estimarea pentru maximum likelihood pentru  ( este:
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dacă
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Există mai multe scheme de rezolvare sistemul de ecuaţii incomplete; o soluţie iterativă simplă este:

[image: image58.png]



care oferă o succesiune de valori [image: image59.png];"(1))__”;\4(’)



 care converg către estimarea maximum likelihood. De fapt, soluţia propusă este de fapt o formă particulară a algoritmului E(estimation)M(maximize).

Reconstrucţia EM

Rezolvarea iterativă în cazul unui set incomplet prezentat în paragraful anterior reprezintă un caz clasic pentru algoritmul EM. Setul de date ideal ar fi numărul de emisii detectate în fiecare voxel, nk, cu k=1,………,K. Datele disponibile sunt constituite de către impulsurile în coincidenţă numărate în fiecare VOR. Ambele sunt sume parţiale ale mărimilor nkr, numărul de emisii din voxelul k detectate în VOR r (k=1,…,K; r=1,….,R). Deci impulsurile numărate in VOR, nr*, pot fi înţelese ca un set de date incomplete cu nkr fiind setul complet.

Astfel emisiile din voxelul k detectate în VOR r formează un proces Poisson cu valoarea medie:
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deoarece ele constituie o restrângere a procesului de emisie, independente pentru toţi pixelii k şi toate VOR r. Astfel numărul de emisii detectate în voxelul k, nk, este o variabilă aleatorie Poisson având valoarea medie:
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Estimarea sau pasul E, reprezintă estimarea lui nk ca şi [image: image62.png]s



, fiind date ((i) şi datele nr*.
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dată fiind independenţa nr*
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Pasul următor de maximizare, pasul M, este de a obţine ((i+1), estimarea lui (,  maximum likelihood, fiind date emisiile detectate din voxelul k. Deoarece nk este o variabilă aleatoare Poisson cu media (kp(k, [image: image65.png]


),
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Combinând paşii E şi M obţinem schema iterativă prezentată anterior. De asemenea menţionăm faptul că :
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şi deoarece l(() este convexă, convergenţa către estimarea maximum likelihood este garantată.

Există de asemenea două proprietăţi interesante ale soluţiei EM. În primul rând, numărul total de impulsuri numărate se conservă:
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În al doilea rând valorile estimate obţinute în urma iteraţiilor sunt toate pozitive dacă valorile de start au fost pozitive.

Soluţia maximum likelihood nu este în mod necesar unică dacă numărul de VOR (R) este mai mic decât numărul de voxeli (K). Algoritmul converge către una din reconstrucţii care maximizează likelihood depinzând de alegerea valorilor iniţiale. Astfel, în cazul tri-dimensional, soluţia unică poate fi găsită prin alegerea corectă a dimensiunii voxelilor deci implicit a rezoluţiei de reconstrucţie.

Convergenţa către estimarea funcţiei [image: image69.png]>



 maximum likelihood este garantată dar poate dura foarte mult timp; cunoaşterea iteraţiei la care se face oprirea este o sursă de nedeterminare; prea devreme, imaginea reconstituită este vagă iar la un număr prea mare de iteraţii imaginea devine zgomotoasă.

Particularizarea la structuri de detecţie rectangulare
Problema foarte mare a metodei iterative de reconstrucţie o constituie timpul foarte mare de calcul şi 
necesităţile mari de memorie. Numărul de VOR este dictat de numărul de detectori şi de dispunerea lor 

spaţială (dispunere bi sau tri – dimensională). În cazul nostru am ratat problema cazului bidimensional 

format dintr-un pătrat cu 64 de unităţi detectoare pe latură.

64 unităţi x 64 unităţi x 64 unităţi x 64 unităţi


aaa


Numărul de VOR (impropriu denumite astfel datorită cazului bi-dimensional, LOR fiind corect) este 

R=C2562= 128 * 255

Numărul trebuie corectat pentru structura rectangulară propusă – unităţile detectoare de pe aceiaşi latură nu constituie un VOR, unităţile detectoare din colţuri aparţin la două laturi.

Natural, numărul maxim de voxeli (iaraşi impropriu denumiţi, pixeli ar fi corect) este :

K=256 x 256

Deci condiţiile de sistem incomplet de ecuaţii sunt indeplinite, având de două ori mai multe necunoscute decât ecuaţii. 
În această primă fază probabilităţile au fost calculate după modelul geometric; pentru fiecare VOR s-au determinat voxelii care dau contribuţii astfel: dacă distanţa de la voxel la VOR este mai mică decât o jumătate din dimensiunea axială a voxelului, probabilitatea de înregistrare a emisiei de cuante gamma este 1 în rest zero.

În principiu programul funcţionează în doi paşi:

Paul 1 calculul probabilităţilor de detecţie a emisiilor în care se calculează o super-matrice o data pentru structura geometrică dată şi partea iterativă de găsire a soluţiilor (activitatea specifică a fiecărui voxel).

Pentru coerenţa prezentărilor în cazul bi-dimensional a fost folosită aceiaşi fantomă ca şi la reconstrucţia prin metoda Filtered Backprojection. Dimensiunile supermatricii de proiecţie au restrâns însă dimensiunile fantomei astfel încât am preferat o fantoma plană de 64 x 64 voxeli. 

După modelul iniţial în prima fază a avut loc generarea sinogramelor (emisia aleatoare din fiecare voxel al fantomei de perechi de cuante gamma). Imaginile de mai jos prezintă:

Fantoma în rezoluţie de 64 x 64 voxeli

[image: image70.png]



Ca iteraţie de ordinul zero a fost aleasă o imagine „neutră”; dacă valoarea voxelilor fantomei au valori cuprinse între 0 şi 255 în prima iteraţie toţi voxelii au valoarea 128.

Imaginea bidimensională reconstituită după 1 iteraţie:
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Imaginea bidimensională după 2 iteraţii
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Imaginea bidimensională după 4 iteraţii
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Imaginea bidimensională după 10 iteraţii
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Imaginea bidimensională refăcută după 40 iteraţii
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Imaginea bidimensională refăcută prin metoda Filtered Backprojection

[image: image76.jpg]



	Procesor
	Nr. iteraţii
	Timp de execuţie

	Intel P IV

28 GHz
	1
	1.5 minute

	
	4
	7 minute

	
	10
	20 minute


Concluzii:

1. Rezultatele sunt surprinzătoare  pentru metoda iterativă după prima şi a doua iteraţie. Imaginea reconstituită este considerabil de apropiată de imaginea fantomei din punctul de vedere al distribuţiei şi ponderii alb-negru.

2. Denumirea de metodă statistică este generatoare de confuzii la prima vedere; s-ar părea că statistic se referă exclusiv la legea de dezintegrare radioactivă şi nu la metoda eefectivă de reconstrucţie. De fapt tocmai distribuţia evenimentelor de dezintegrare şi respectiv anhilare, de tip binomială şi la limită de tip Poisson permite rezolvarea de tip iterativ, metoda EM fiind posibilă numai dacă necunoscutele (radioactivităţile (k ) sunt variabile aleatorii distribuite Poisson.
3. După un număr mare de iteraţii soluţiile intră în oscilaţie şi devin zgomotoase; vezi soluţia după 40 de iteraţii.

4. Timpul de calcul este un obstacol destul de mare;

Estimări geometrice arată că fiecare VOR primeşte contribuţii de la un număr 160 – 185 de voxeli faţă de numărul total de voxeli de 64 x 64 = 4096.

Ca urmare o metodă de creştere a vitezei de calcul o reprezintă OSEM (Ordered Subsets Expectation Maximization). Reordonarea probabilităţilor astfel încât pentru fiecare VOR să apară doar probabilităţile diferite de zero conduce la scăderea timpului de calcul de aproape 20 de ori.

4. Avantajul principal al metodei iterative îl constituie existenţa  probabilităţilor; aşa cum am arătat în 

ele pot fi incluse toate elementele care ţin de lumea reală. Această abordare nu era posibilă în cazul 

Filtered Backprojection.

5. Care metodă  este mai bună ? Filtered backprojection sau iterativă. Dacă pentru FB numărul foarte mare de unităţi detectoare apare ca un avantaj , creşterea foarte mare a dimensiunilor matricilor pentru metoda iterativă apare ca un dezavantaj. 
Activitate II.2 Actualizarea bazei de date stiintifice oferite de literatura de specialitate pentru sinteze rapide de compusi marcati izotopic; selectarea tipurilor de compusi marcati cu C-11, N-13, O-15.

Acest studiu de literatura cuprinde o succinta prezentare a radiochimiei radiofarmaceuticelor utilizate in tomografia prin emisie pozitronica (PET). Studiul se bazeaza pe o serie de articole si carti recent publicate, sintetizand obiectivele fundamentale ale PET si contributia radiochimiei la atingerea acestora. 

Tomografia prin emisie pozitronica este un domeniu in plina dezvoltare, in care sunt explorate aplicatiile clinice ale chimiei si ale tehnologiei. In ultimii 30 de ani (cu precadere in ultimii 10), PET a devenit un instrument clinic esential, cu un potential inca insuficient explorat pentru a-si atinge utilitatea stiintifica si clinica maxima pentru urmarirea proceselor biochimice din corpul uman [1]. Progresul acestei tehnici se datoreaza in mare parte dezvoltarii tehnologiei in domeniul sintezelor chimice. Masurarea si cuantificarea neinvaziva, in vivo, a alterarilor proceselor biochimice si a nivelului metabolitilor s-a dovedit a fi vitala in diagnosticul si evaluarea proceselor patologice. Scopul larg, versatilitatea si sensibilitatea PET au facut ca aceasta tehnica sa fie considerata cel mai puternic instrument clinic de imagistica moleculara.

Dintre radionuclizii emitatori de pozitroni, urmatorii 4 sunt frecvent utilizati in sinteze radiochimice pentru identificarea de potentiale radiofarmaceutice PET: fluor-18 (F-18), oxigen-15 (O-15), carbon-11 (C-11) si azot-13 (N-13). Alegerea acestora se bazeaza pe faptul ca acestea pot fi usor incluse in structura biomoleculelor, prin substitutie. Substituirea C-12 cu C-11 nu altereaza semnificativ timpul de reactie sau mecanismul unei molecule. O situatie similara exista in cazul N-13 sau O-15. F-18 poate substitui o grupare hidroxil a unei molecule sau poate fi plasat intr-o pozitie in care prezenta sa nu altereaza semnificativ comportamentul biologic al moleculei. Utilizand acesti radioizotopi de viata scurta (Tabel 1), timpul de sinteza a biomoleculelor marcate devine un parametru critic. In esenta, sinteza compusului marcat si procedura imagistica trebuie sa se incadreze intr-un interval de timp compatibil cu timpul de injumatatire al radionuclidului. 

Tabel 1 Caracteristicile fizice ale radioizotopilor emitatori de pozitroni

	Nuclid
	Timp de injumatatire (min)
	Tip de dezintegrare
	Energie maxima (MeV)
	Energia cea mai probabila (MeV)
	Distanta maxima de penetrare (mm)
	Activitate specifica max.(teoretic) (Ci/mol)

	C-11
	20,4
	100% β+
	0,96
	0,326
	4,1
	9220

	N-13
	9,98
	100% β+
	1,19
	0,432
	5,4
	18900

	O-15
	2,03
	100% β+
	1,7
	0,650
	8,0
	91730

	F-18
	109,8
	97%β++3%CE
	0,69
	0,202
	2,4
	1710


Daca producerea C-11 dureaza aprox. 10 minute, sinteza compusului marcat 40 min si pana la 90 min procedura imagistica, inseamna un ciclu de aprox. 2,5 ore necesar realizarii unui studiu. Ape baza acestor estimari, sinteza oricarui radiotrasor PET trebuie sa se incadreze in 2 timpi de injumatatire ai radionuclidului, depasirea acestui timp ducand la o pierdere inacceptabila a activitatii specifice, parametru critic in studiile PET. Activitatea specifica reprezinta fractia de molecule radiomarcate din numarul total de molecule, fiind exprimata in unitati de activitate raportate la mol de substanta. Importanta particulara a acestui parametru in sinteza precursorilor PET decurge din valorile extrem de mici ale cantitatilor de biomolecule native utilizate. PET este in esenta o metoda ce utilizeaza trasori pentru  vizualizarea proceselor fiziologice cu intentia de a nu perturba aceste procese. In studii privind determinarea numarului unor receptori sau concentratia unor enzime aceste considerente devin foarte importante. Exista o limitare a activitatii specifice a radionuclizilor; aceasta poate fi calculata si trebuie cunoscuta (de exemplu activitatea specifica a C-11 este de ordinul 10 Ci/μmol, adica numai 1 molecula din 1000 contine C-11, restul continand C-12)  

Sinteza radiotrasorilor PET porneste de la precursori, de obicei molecule mici formate in tinta iradiata. Numarul de forme chimice disponibile pentru cei 4 radionuclizi enumerati este limitat de mediul de reactie sever reprezentat de tinta, unde au loc reactiile dintre atomii (moleculele) excitati termic sau electronic. In acest mediu se produce suficienta energie pentru a depasi barierele de activare a reactiilor, iar forma chimica finala a precursorului este adesea determinata de factorii termodinamici ai constituentilor. Ca rezultat, precursorul se va afla intr-o forma chimica stabila, nereactiva.

Forma chimica cea mai stabila a C-11 in mediu oxidant este dioxidul de carbon (CO2), iar in mediu reducator este, de obicei, metanul (CH4). Ambele molecule reprezinta parti constructive ale unor molecule mai complexe. In cazul N-13 exista doua forme chimice comune: azot gaz (N2) in faza gazoaza si azotatul (NO3-) in solutie apoasa. Azotatul (nitratul) NO3- este forma chimica preferabila pentru sinteze chimice, deoarece N2 gaz este foarte putin reactiv in conditii normale. Pentru O-15, forma chimica uzuala este cea de gaz (O2), forma ce poate fi transformata ulterior in alte molecule utile proceselor de sinteza ulterioare; in faza apoasa, molecula de precursor este apa, care poate fi utilizata ca atare. In cazul F-18 se obtine, in functie de mediul de reactie al tintei iradiate, fluorura (F-) sau fluor gaz (F2).

Precursori marcati cu C-11

C-11 este produs in tinta prin reactia nucleara 14N(p,α)11C. Tinta este azot gaz, N2, cu urme de oxigen necesare trecerii C-11 in CO2. Aproape toate sintezele radiotrasorilor C-11 incep de la CO2, necesitand diverse conditii specifice de sinteza, in timpul sau dupa bombardarea in ciclotron [2]. Metoda uzuala de introducere a C-11 in structura biomoleculelor este alchilarea cu [11C] iodura de metil [3]. In Figura 1 sunt prezentati precursorii care pot fi obtinuti pornind de la dioxidul de carbon. CO2 din tinta poate fi redus rapid la metan sau metanol, cu hidrogen, in prezenta de catalizator-nichel respectiv cu hidrura de litiu si aluminiu (LiAlH4). Iodura de metil poate fi obtinuta pornind de la ambii precursori; de la metanol cu acid iodhidric (metoda umeda) sau de la metan prin trecerea acestuia prin tuburi incalzite, continand I2 gaz (metoda in faza gazoaza). 
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Fig. 1 Precursori pentru sinteza radiotrasorilor pornind de la dioxidul de carbon
Precursori marcati cu N-13

N-13 este produs prin una din urmatoarele 3 reactii nucleare: 13C(p,n)13N, utilizand tinte de carbon imbogatit, pulbere, 12C(d,n)13N, utilizand tinte de carbon natural, pulbere sau din apa, prin reactia 16O(p,α)13N. Asa cum am mentionat azotul gaz este putin reactiv, pentru sinteze fiind preferati precursorii azotat (13NO3-) din tinta apa sau amoniac (13NH3) din tintele de carbon. 13NO3- poate fi usor convertit la 13NH3 prin reducere in prezenta de aliaj DeVarda sau clorura de titan [4]. Sintezele unor biomolecule marcate cu N-13 sunt limitate la o singura etapa de reactie din cauza timpului de injumatatire foarte scurt al radionuclidului. 

Precursori marcati cu O-15

Reactiile uzuale de producere a 15O sunt 15N(p,n)15O utilizand tinte imbogatite in N-15 sau 14N(d,n)15O utilizand azot natural; reactia 16O(p,pn)15O este aleasa atunci cand nu sunt necesare activitati specifice mari. O-15 este obtinut sub forma de O2 gaz. Atunci cand se utilizeaza tinte gazoase continand atat oxigen cat si azot se pot obtine direct ioni azotat [5], iar iradiind un amestec de hidrogen si oxigen se obtine apa marcata H215O. Acesti precursori pot fi utilizati pentru sinteza altor molecule marcate, cu activitate biologica. 

Precursori marcati cu F-18

F-18 este produs in principal prin 2 rectii nucleare. Prima este 20Ne(d,α)18F prin iradierea unei tinte de Ne gaz caruia i se adauga F2 gaz pentru mentinerea fluorurii in forma oxidata. In acest caz fluorura este extrasa sub forma de amestec gazos si poate fi utilizata ca atare pentru sinteze. O alta reactie nucleara utilizata curent este 18O(p,n)18F, prin iradierea unor tinte de apa imbogatita in 18O sau oxigen gaz (O2) imbogatit in 18O. Exista 2 cai de recuperare a F-18 din aceste tinte. Din tintele gazoase F-18 poate fi extras sub forma de fluorura sau fluor gaz. In cazul tintei de apa, F-18 este extras in faza apoasa, urmand ca precursorul sa fie obtinut prin una din cele 2 metode general utilizate: 

· folosirea pentru sinteza a H218O continand 18F- (metoda utilizata in cazul tintelor de volum mic)

· separarea 18F- din H218O prin distilare sau utilizand o rasina cu schimbatori de ioni, care prezinta avantajul de a retine si impuritatile de ioni metalici prezenti in solutie, crescand astfel reactivitatea fluorurii.

Reactivitatea fluorurii poate fi crescuta prin combinare cu un agent complexant al ionilor metalici (eter ciclic sau saruri de tetrabutilamoniu).

Metode generale de sinteza a biomoleculelor marcate cu potentiala utilizare PET

Exista o evidenta actualizata a compusilor marcati cu potentiala utilizare PET, clasificati dupa tipul de compus, cu referinte si structura, Reference Book for PET radiopharmaceuticals  care se poate accesa la http://kakuyaku.cyric.tohoku.ac.jp/public [6].

Sinteza compusilor marcati cu C-11

Introducerea C-11 in biomolecule de interes se face prin reactii chimice de substitutie sau aditie. Aceste reactii sunt sub-stoechiometrice deci legile chimiei clasice nu vor fi întrutotul respectate, in schimb legile radiochimiei vor fi aplicabile. Procesele de radiomarcare necesita mai multe etape in functie de procesul vizat (Tabelul 2). 

Alchilarea cu [11C] iodura de metil este cea mai utilizata metoda de introducere a C-11 in moleculele organice [7]. Alchilarile sunt in general directe, ca si in cazul sintezei [11C]raclopride, un radiotrasor utilizat pentru vizualizarea receptorilor D2 ai dopaminei (Figura 2). Totusi, in multe cazuri, centrii reactivi ai moleculei substrat trebuie protejati cu grupari specifice care pot fi usor inlaturate ulterior alchilarii.
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Figura 2 Sinteza [11C]raclopride

Tabel 2 Etapele radiomarcarii biomoleculelor cu [11C] iodura de metil

	Etapa
	Reactia

	Colectarea [11C] iodurii de metil 
	In vasul de reactie in sistemul precursor/solvent

	Reactia de marcare
	Produsul se formeaza prin schimbul nucleofilic dintre functiunea nucleofila a precursorului si anionul iodura din [11C] iodura de metil

	Separarea produsului
	Separarea produsului marcat din amestecul rezultat se face prin radio-HPLC. Fractiunea de produs este separata din sistemul cromatografic prin sistemul de valve

	Purificare prin extractie in faza solida
	Purificarea se face prin filtrare cu C-18 SepPak numai atunci cand metoda de separare prin radio-HPLC nu este aplicabila 


Sinteza biomoleculelor marcate cu C-11 este adesea ingreunata de necesitatea obtinerii unor izomeri sterici marcati. In unele cazuri centrul chiral este prezent in substrat iar conditiile de reactie sunt astfel alese incat sa pastreze chiralitatea sau, atunci cand aceasta optiune nu este posibila, se va utiliza cromatografia chirala de lichide de inalta presiune (chiral-HPLC) pentru a separa enantiomerul marcat dorit din amestecul marcat racemic. Metode de sinteza asimetrice sunt descrise in literatura, fiind utilizate pentru sinteza aminelor, cetonelor, aldehidelor, acizilor si aminoacizilor marcati [8].

Optimizarea sintezelor compusilor marcati cu C-11 vizeaza excluderea C-12 in scopul cresterii activitatii specifice a produsului final, marirea vitezei de reactie si identificarea unor sisteme de cromatografice de separare a compusului marcat din reactivi si ceilalti produsi reactie. Prin aplicarea tehnologiei microundelor, timpii de reactie au fost redusi iar randamentele in compusul marcat dorit au fost imbunatatite.

Ionul cianat 11CN- este utilizat frecvent pentru introducerea C-11 in biomolecule de tipul acizilor carboxilici, aminelor primare sau care contin grupari functionale de tip amide. Sinteza acestor compusi necesita o etapa intermediara in care se grefeaza gruparea nitril. Ionul cianat actioneaza ca reactant nucleofil, deci poate fi utilizat in diverse reactii organice. Acest ion poate fi transformat in precursori reactanti electrofili astfel putand fi accesata o mare varietate de potentiali compusi.

 Sinteza compusilor marcati cu N-13 si O-15

Sinteza unor biomolecule marcate cu N-13 sau O-15 este limitata la o singura etapa de reactie din cauza timpului de injumatatire foarte scurt al radionuclidului (10 min respectiv 2 min). Din acest motiv exista foarte putine cai de sinteza care pot fi utile. O-15 este utilizat in forme chimice de O2, apa, monoxid de carbon sau dioxid de carbon. Acesti radiotrasori sunt obtinuti in sisteme automate care permit o conversie rapida si eficienta ridicata. Radiofarmceuticele marcate cu O-15 utilizate clinic sunt: apa, butanolul si gazele pentru studii de inhalare (CO, CO2).

N-13 poate fi incorporat intr-un mare numar de aminoacizi, acesti compusi fiind de interes pentru imagistica si pentru determinarea ratei de sinteza a proteinelor in tumori [8]. Un mare numar de amine au fost, de asemenea, sintetizate pentru studiul distributiei si functiunii acestora. Metoda cea mai convenabila de formare a aminelor este reactia organoboranilor cu amoniacul, ca precursor. Alte molecule precum ureea sau nitrozoaminele marcate cu N-13 au fost sintetizate pentru a elucida diferite aspecte ale metabolismului azotului. Alte radiofarmceutice marcate cu N-13 utilizate clinic curent sunt: azotitul/azotatul si amoniacul.

Sinteza compusilor marcati cu F-18 prin reactii aromatice si alifatice nucleofile

In fluorurarea nucleofila, ionul fluorura marcat cu F-18 este aproape intotdeauna obtinut in solutie apoasa. Ionul fluorura prezinta o reactivitate scazuta, de aceea necesita cateva proceduri simple dar importante pentru a deveni un reactant nucleofil reactiv. Ionul fluorura in solvent organic este necesar etapelor de sinteza ulterioare. In orice solutie apoasa ionul fluorura este insotit de contraionul incarcat pozitiv. Ioni metalici spalati de pe suprafata tintei dupa iradiere pot reprezenta acesti contraioni. Reactivitatea fluorurii este inbunatatita semnificativ prin adaugarea in solutie, inainte de evaporarea apei a unor cationi: ioni metalici mari (rubidium sau cesiu), potasiu complexat cu un criptant (Kryptofix222) sau saruri de tetrabutilaminiu. Adaugarea unor cationi implica introducerea in system a unor alti anioni. De obicei se folosesc anioni de tipul hidroxid sau carbonat care nu concureaza efectiv cu fluorura in reactiile de substitutie nucleofila (ionul carbonat este preferat acesta nefiind susceptibil de inducerea unor reactii secundare catalizate de mediul bazic).

Substitutii alifatice nucleofile

Reactia de substitutie cu ionul [18F] fluorura a unor grupari functionale diverse este o metoda excelenta de formare a legaturilor fluor-carbon. Alegerea gruparilor substituite va depinde de randament, stabilitatea precursorilor, usurinta separarii ulterioare a produsului fluorurat din amestecul de precursori, reactanti si solventi si formarea potentialilor produsi secundari. Esterii trifluorometansulfonici denumiti triflati sunt foarte reactivi si ofera randamente excelente in reactiile de [18F] fluorurare nucleofila, precum sinteza 2-deoxi-2[18F]fluoro-D-glucoza (FDG).

Halogenii sunt grupari functionale ce pot fi usor substituite in sistemele alifatice de ionul [18F] fluorura. Conditiile de reactie, referitoare la solventi si temperatura, sunt specifice fiecarei reactii particulare si trebuie determinate si optimizate.

Substitutii aromatice nucleofile

Nucleele aromatice in care o grupare poate fi substituita cu [18F] fluorura sunt prezente in multe molecule organice cu activitate biologica. Ionul fluorura are o dimensiune apropiata de atomul de hidrogen si nu induce efecte sterice semnificative dar electronegativitatea mare a acestuia poate altera caracteristicile electronice ale nucleului aromatic. Reactiile de substitutie aromatica nucleofila, in care diferite grupari sunt inlocuite de ionul [18F] fluorura sunt utilizate frecvent in chimia F-18. Gruparile substituite sunt de obicei amino sau trimetilamoniu [9]. Simpla substitutie izotopica dintre 19F si 18F poate fi o reactie efectiva de obtinere a unor noi trasori marcati cu 18F, atunci cand activitatea specifica nu este foarte importanta. Precursorii purtand nuclee aromatice cu grupari amino conduc la randamente bune ale reactiei de substitutie cu [18F] fluorura dar, adesea, nucleele aromatice fluoro- si amino- substituite au proprietati cromatografice similare fiind greu de separat. Pe de alta parte, gruparea trimetilamoniu este permanent incarcata iar caracteristicile cromatografice sunt foarte diferita fata de cele ale nucleelor aromatice fluorosubstituite, ceea ce duce la usurinta separarii prin metode cromatografice uzuale. Pentru ca reactiile de substitutie aromatica nucleofile sa decurga cu constanta (de reactie) mare, ciclurile aromatice pot fi activate de prezenta unor grupari deficitare in electroni in pozitiile orto- sau para- fata de gruparea substituita (grupari amino, cetone, aldehide, nitrili, esteri si amide).

Sinteza compusilor marcati cu F-18 prin reactii electrofile

Diferiti agenti de fluorurare electrofilica sunt decrisi in literatura pentru aplicatii in sinteza de radiotrasori pentru PET. Fluorul gaz, F2, este foarte reactiv, reactionand practic cu orice intra in contact prin reactii puternic exoterme ce trebuie controlate prin scaderea temperaturii sau prin utilizarea solutiilor foarte  diluate de fluor in mediu inert. Solutia la aceasta problema este conversia fluorului la o specie ceva mai putin reactiva precum acetil-hipofluoritul sau difluorura de xenon. Deoarece toti acesti reactivi trebuie preparati in prezenta de fluorura ca purtator, activitatea specifica rezultata va fi intotdeauna mica. In pofida acestor limitari, fluorurarea electrofila joaca un rol important in dezvoltarea de radiotrasori pentru PET. Atat FDG cat si [18F]fluoro-DOPA au fost initial preparate prin aceasta metoda. F-DOPA este in continuare obtinuta prin substitutie electrofila cu F-18.

In afara radiofarmaceuticelor mentionate, o mare varietate de compusi biologic activi marcati cu emitatori pozitronici pot fi obtinuti si utilizati ca trasori PET. Utilitatea acestora in medicina nucleara este incontestabila, unele radiofarmaceutice PET fiind utilizate clinic in specialitati medicale importante, cu rata de mortalitate mare, in care importanta diagnosticului precoce si posibilitatea monitorizarii raspunsului la terapie oferite de PET sunt esentiale. Exemple de trasori PET utilizati clinic sau in testare clinica in oncologie si cardiologie:

Oncologie:

FDG-PET pentru determinarea metabolismului glucozei si stadializarea proceselor patologice; imagistica proceselor metastazice

18F-3’-fluoro-3’-deoxitimidina, [18F]-FLT pentru masurarea proliferarii celulare

[2-11C]5-fluorouracil pentru monitorizarea/ prognoza chimioterapiei cancerului

Analogi ai colinei marcati cu 18F ca trasori in imagistica oncologica PET
Cardiologie:

FDG-PET pentru imagistica metabolica a cordului si diferentierea tesuturilor ischemice si non-viabile

Trasori receptor-specifici pentru evaluarea rolului receptorilor simpatici, parasimpatici si muscarinici in procesele fiziologice si patologice

13N-amoniac pentru imagistica fluxului sanguin (15O-apa se poate utiliza in acelasi scop)

11C-acetat pentru masurarea consumului de oxigen in miocard

11C-palmitat pentru determinarea metabolismului acizilor grasi 
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Activitate II.3 Design molecular si structuri chimice prin simulari cuanto chimice. Determinare proprietatilor moleculare si QSAR

I. Analiza QSAR 

I.1. Introducere in metodologia QSAR

Metoda QSAR (Quantitative Structure-Activity Relation) permite predictia activitatii biologice (farmacologice) a unor produsi chimici corelat cu date experimentale pentru clase de produsi similare. Principiile QSAR au fost invocate inca din 1890 odata cu studiile dezvoltate de Richet, Meyer si Overton asupra relatiei dintre solubilitatea apa/lipide si toxicitate-efecte narcotice [1]. Metoda a fost ulterior dezvoltata de Fisher in 1913 prin corelarea activitatii biologice cu structura moleculara (conformatie sterica) si introducerea conceptului de receptor [1]. 

Initial cercetarile, cu caracter exploratoriu, au fost inspirate de analiza relatiilor structura-reactivitate din chimia organica. 

Creerea conceptului modern de QSAR s-a realizat in anul 1964 odata cu aparitia lucrarilor lui Hansch si Fujita [2], respectiv Free si Williams [3]. 

In Romania cercetarile in domeniul QSAR au fost dezvoltate incepand cu deceniul VIII al secolului XX la ICCF Bucuresti, Universitatea de Medicina si Farmacie Cluj Napoca si Universitatea din Timisoara.

In prezent analiza QSAR este puternic dezvoltata beneficiind de progresele in domeniul tehnicii de calcul si a programelor de simulare cuanto-chimica.

Principiul general al metodei de analiza QSAR, cel putin in cazul metodei clasice a lui Hansch, poate fi descrisa in modul urmator:

· Sunt acumulate, pe baza experimentala, activitatile biologice  (Ai) pentru o serie de compusi cu activitate biologica similara (Li).

· Structurile compusilor analizati pot fi caracterizate prin m parametrii structurali distincti (qi) 

· Se realizeaza o corelare matematica intre activitatile biologice (farmacologice) si parametrii structurali:

A1 = a0+a1q11+a2q21+...+amqm1

A2 = a0+a1q12+a2q22+...+amqm2

.......

An = a0+a1q1n+a2q2n+...+amqmn
Coeficientii de ponderare a1...am si termenul liber a0 sunt determinati prin metode regresiilor liniare multiple (MLR-Multiple Linear Regression).

Exista pericolul obtinerii unor corelari intamplatoare daca numarul m al parametrilor fizico-chimici este prea mare. In general se recomanda ca m sa fie de 3-4 ori mai mic decat n.

· Odata definiti coeficientii ai formula QSAR poate fi utilizata pentru predictia efectelor biologice ale unor noi compusi cu structuri si actiuni asemanatoare prin determinarea parametrilor structurali.

Parametrii structurali cei mai utilizati sunt: coeficient de repartitie apa octanol-logP, hidrofobicitate, energie de hidratare, polarizabilitate, volum molar, suprafata van der Wals, distributie de sarcina pe zonele moleculare biologic active, parametrii energetici precum energia orbitalilor periferici HOMO, LUMO, energii de ionizare, entalpii de reactie, etc.
Initial parametrii fizico-chimici erau determinati experimental (de ex logP) sau prin calcule si corelatii empirice (masa moleculara, raze atomice, volume moleculare, dsitributii de sarcina, etc). O data cu dezvoltarea metodelor moderne de evaluare cuanto-chimica, majoritatea parametrilor fizico-chimici pot fi obtinuti prin simulari computationale.

Corelarea statistica a activitatii biologice cu parametrii fizico-chimici nu este suficienta pentru o predictie QSAR corecta. In acest sens au fost dezvoltate noi concepte care sa tina cont de influentele sterice de interactie dintre ligand si receptor. In acest sens au fost dezvoltate metode care sa coreleze efectele sterice cu cele biologice 3D-QSAR. 

Diferenta Sterica Minima (MSD) reprezinta un alt model simlificat utilizat pentru evaluarea efectelor sterice 3D-QSAR.

Diferenta sterica minima (MTD) a fost introdusa ca o masura pentru nepotrivirea sterica, fiind definita ca volumul de cavitate neocupat din structura moleculei receptorul de molecula ligand. 

Metodele 3D-QSAR implica o cunoastere a potentialelor mecanisme de interactie si structura receptorilor. In biologia moleculara, date structurale obtinute prin difractie cu raze X sunt corelate cu metodele moderne cuanto-chimice de simulare computationala. 

I.2. Simulare cuanto-chimica (QSAR) 

Au fost analizate structurile moleculare ale compusilor marcati cu 18-F: FDG, Glucoza, UDP FDG, derivati florurati ai stilbenului substituit:




FDG




UDP FDG
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Fluoro-stilbeni : (a-derivat m dihidroxi) R1=R3=OH; R2=H si (b- derivat p hidroxi) R1=R3=H; R2=OH

Modelarea s-a efectuat pe calculatoare Pentium IV frecventa de 3,2 GHz, 2 GB RAM utilizand programele de calcul HyperChem versiunile 4 si 5.

Structurile moleculare au fost construite si optimizate geometric utilizand programul HYPERCHEM:

· in vid prin metodele de mecanica moleculara MM+, pentru gradienti RMS de 10-2-10-3. si reoptimizate geometric si prin metodele semiempirice PM3 pentru gradienti RMS mai mici de 10-3. 

· in vid prin metodele de mecanica moleculara AMBER, pentru gradienti RMS de 10-2-10-3. si reoptimizate geometric si prin metodele semiempirice AM1 pentru gradienti RMS mai mici de 10-3. 

· In cub de apa simulat (Periodic Box) prin protocoalele mai sus prezentate. In cazul optimizarilor simulate in cubul de apa gradientii RMS au fost de 10-3 pentru optimizarile prin mecanica moleculara (MM+ si AMBER) si 10-2 pentru metodele semiempirice (PM3 si AM1). 

· Dupa optimizarea geometrica in cubul de apa virtual (Periodic Box) structurile moleculare au fost extrase si analizate din punct de vedere al ETL si a gradientilor RMS.

Valorile energiilor totale de legare (ETL) si gradientii RMS in procesul de minimizare energetica si prin calcul “single point” au constituit criteriul critic de selectie al structurilor optimizate geometric. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele 1-5.

Otimizarile geometrice prin protocolul: mecanica moleculara MM+ / metode semiempirice PM3 in vid conduc la valori minime ale ETL in cazul derivatilor florurati ai stilbenului si al UDP FDG.

Protocolul mecanica moleculara AMBER / metode semiempirice AM1 este recomandat in cazul structurilor de tip FDG si glucoza.

Optimizarile geometrice in cubul virtual de apa (periodic box) au condus la valori usor inferioare ale ETL fata de cele obtinute prin simulare in vid. Acest fapt este datorat gradientilor RMS superiori setati. Setarea optimizarilor la gradienti superiori a fost impusa de timpii de calcul net superiori (pana la 2 ordine de marime) datorita complexitatii sistemelor analizate.

Tabelul 1. Rezultatele obtinute prin simulari cuanto-chimice ale FDG (MM 182.15 UAM)

	Optimizare 

Mecanica moleculara
	Optimizare semiempirica
	ETL

[kcal/mol]
	Grad

RMS
	logP
	EHidr

[kcal/mol]
	Polariz

[A3]
	Supraf solv

[A2]
	Vol. molar

[A3]
	LUMO

(eV)
	HOMO

(eV)

	MM+/vid
	PM3 vid
	-2181.62
	0.009
	-1.16
	-16.29
	14.10
	333
	500
	2.09
	-10.95

	MM+ / Periodic Box
	PM3 Periodic Box
	-2183.12
	0.05
	-1.16
	-17.33
	14.10
	328
	489
	1.98
	-11.11

	AMBER / vid
	AM1 vid
	-2212.24
	0.008
	-1.16
	-15.95
	14.10
	330
	497
	2.24
	-10.84

	Amber/ Periodic Box
	AM1 Periodic Box
	-2212.21
	0.06
	-1.16
	-17.44
	14.10
	328
	497
	2.14
	-10.85


Tabelul 2. Rezultatele obtinute prin simulari cuanto-chimice ale Glucoza (MM 180.16 UAM)

	Optimizare 

Mecanica moleculara
	Optimizare semiempirica
	ETL

[kcal/mol]
	Grad

RMS
	logP
	EHidr

[kcal/mol]
	Polariz

[A3]
	Supraf solv

[A2]
	Vol. molar

[A3]
	LUMO

(eV)
	HOMO

(eV)

	MM+/vid
	PM3 vid
	-2276.91
	0.009
	-1.76
	-22.72
	14.83
	329
	503
	2.13
	-10.91

	MM+ / Periodic Box
	PM3 Periodic Box
	-2183.12
	0.05
	-1.76
	-17.33
	14.83
	328
	489
	2.30
	-10.14

	AMBER / vid
	AM1 vid
	-2310.90
	0.008
	-1.76
	-22.17
	14.83
	328
	500
	2.11
	-10.92

	Amber/ Periodic Box
	AM1 Periodic Box
	-2212.21
	0.06
	-1.76
	-17.44
	14.83
	328
	497
	2.14
	-10.85


Tabelul 3. Rezultatele obtinute prin simulari cuanto-chimice ale UDP FDG (MM 566.28 UAM)

	Optimizare 

Mecanica moleculara
	Optimizare semiempirica
	ETL

[kcal/mol]
	Grad

RMS
	logP
	EHidr

[kcal/mol]
	Polariz

[A3]
	Supraf solv

[A2]
	Vol. molar

[A3]
	LUMO

(eV)
	HOMO

(eV)

	MM+/vid
	PM3 vid
	-5835.91
	0.1
	0.97
	-36.85
	37.21
	757
	1284
	3.65
	-0.67

	MM+ / Periodic Box
	PM3 Periodic Box
	-5832.12
	0.4
	0.97
	-32.13
	37.21
	762
	1292
	1.24
	-2.89

	AMBER / vid
	AM1 vid
	-5824.34
	0.3
	0.97
	-33.18
	37.21
	726
	1254
	-3.06
	-9.94

	Amber/ Periodic Box
	AM1 Periodic Box
	-5784.32
	0.5
	0.97
	-33.12
	37.21
	726
	1249
	-3.21
	-10.23


Tabelul 4. Rezultatele obtinute prin simulari cuanto-chimice ale Fluoro stilben m, m’ (a) disubstituit (MM 230.24 UAM)

	Optimizare 

Mecanica moleculara
	Optimizare semiempirica
	ETL

[kcal/mol]
	Grad

RMS
	logP
	EHidr

[kcal/mol]
	Polariz

[A3]
	Supraf solv

[A2]
	Vol. molar

[A3]
	LUMO

(eV)
	HOMO

(eV)

	MM+/vid
	PM3 vid
	-3176.81
	0.009
	3.83
	-16.26
	24.75
	427
	815
	-0.50
	-8.84

	MM+ / Periodic Box
	PM3 Periodic Box
	-3176.05
	0.5
	3.83
	-16.26
	24.75
	425
	680
	-0.99
	-8.70


Tabelul 5. Rezultatele obtinute prin simulari cuanto-chimice ale Fluoro stilben p substituit (MM 214.24 UAM)

	Optimizare 

Mecanica moleculara
	Optimizare semiempirica
	ETL

[kcal/mol]
	Grad

RMS
	logP
	EHidr

[kcal/mol]
	Polariz

[A3]
	Supraf solv

[A2]
	Vol. molar

[A3]
	LUMO

(eV)
	HOMO

(eV)

	MM+/vid
	PM3 vid
	-3074.25
	0.008
	4.12
	-9.99
	24.12
	416
	659
	-0.50
	-8.84

	MM+ / Periodic Box
	PM3 Periodic Box
	-3071.22
	0.5
	4.12
	-9.97
	24.12
	421
	659
	-0.87
	-8.40


Au fost determinate proprietatile QSAR (log P, energiile de hidratare, polarizabilitatea, suprafata de solvatare,  volumele molare si valorile energetice ale orbitalilor periferici HOMO-High Ocuppied Molecular Orbital si LUMO-Low Unocuppied Molecular Orbital).

Valorile energetice ale orbitalilor HOMO si LUMO au fost determinate prin efectuarea unui calcul “single point” pe structurile preoptimizate urmate de analiza orbitalilor moleculari.

LogP, energiile de hidratare, polarizabilitatea, suprafata de solvatare si volumele molare au fost determinate utilizand sistemul de calcul QSAR din cadrul programului HYPERCHEM.

Rezultatele obtinute, prezentate in tabelele 1-5.

Analiza comparativa a parametrilor QSAR obtinuti in cazul glucozei si FDG indica proprietati fizico-chimice relativ similare cu exceptia Energiilor de hidratare si logP. 

Valorile negative ale logP indica un caracter puternic hidrofil, respectiv liofob. Din acest motiv capacitatea de traversare a stratului dublu lipidic al membranelor celulare este mult diminuata.

In schimb UDP FDG prezinta valori optime  pentru logP. 

Derivatii florurati ai stilbenului prezinta valori similare ale parametrilor QSAR cu exceptia Energiilor de hidratare si respectiv logP.

Valorile mari ale logP indica proprietati puternic hidofobe, respectiv liofile. In acest caz, moleculele au tendinta de a se concentra in zona stratului dublu lipidic.

Parametrii QSAR determinati vor fi utilizati in studiile ulterioare, corelati cu valorile experimentale obtinute, pentru determinarea factorilor de ponderare si respectiv definirea formulelor QSAR operationale.

II. Studiul stabilitatii la autoradioliza a compusilor marcati cu 18F.

Mecanismul proceselor autoradiolitice

Mecanismul proceselor autoradiolitice

Efectul Primar Intern (EPI) reprezinta procesul de degradare a moleculei in urma actului de dezintegrare radioactiva a unui radionuclid inserat in molecula. In cazul specific al 18-F, acesta prin dezintegrarea (+ trece in 18-O conducand la o structura moleculara anionica. Aceasta se stabilizeaza cel mai probabil prin captura unui proton din moleculele de apa vecine cu formarea unui derivat hoidoxilic:
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Efectul primar extern (EPE) este procesal datorat interactiei radiatiilor emise de radionuclizii din compusii marcat asupra moleculelor vecine ce contin sau un izotopi radioactivi inserati in structura chimica.

Radiatiile ionizante actioneaza direct asupra moleculelor din mediul pe care il strabat, conducand la ionizari si excitari.

Efectele secundare (ES) sunt datorate interactiilor moleculelor, cu specii primare rezultate in urma EPI si EPE. 

Prin autoradioliza solutiilor apoase se formeaza o varietate mare de specii primare (radicali liberi, ioni, electroni solvatati, etc); dintre acestea cel mai important, conform majoritatii autorilor si a datelor experimentale RES efectuate la IFIN HH, Dep. CPR, este  radicalul hidroxil, HO [4].
Evaluarea efectului primar radiolitic

Au fost luate in studiu urmatoarele structuri molecuylare: UDP-FDG, F stilben m disubstituit si F stilben p substituit.

A fost utilizat un model original de evaluare a efecteului primar radiolitic [5] ce implica urmatorul mecanism:

a - ionizarea moleculelor prin expulzarea unui electron de pe ultimele straturi electronice ocupate si rearanjarea moleculara a acestora pentru atingerea unui minim energetic; 

b - neutralizarea moleculei prin captura unui electron liber din mediu si fragmentarea, fara reoptimizarea geometrica a moleculei. 

Legaturile chimice cele mai sensibile la radioliza poseda Energia de Disociere Homolitica (EDH) minima si sunt pozitionate in zona de distributie a orbitalii LUMO ale structurilor moleculare ionizare
Simularile au fost realizate utilizand programele HYPERCHEM versiunile 4.0 si 7.0 rulate pe  calculatoare Pentium IV cu frecventa de 1,4 si respective 3,4 GHz, 2 GB de RAM.

Structurile moleculare au fost construite si optimizate geometric prin metode de mecanica moleculara (MM+, AMBER) si ulterior prin metode semiempirice (PM3 sau AM1).

Procesele fundementale radiolitice au fost evaluate prin analiza EDH pentru diferite stari cunatice (molecule neutre, molecule aflatae in stari excitate, molecule ionizate pozitiv, etc), distantele interatomice si distributia orbitalilor periferici (LUMO) ale structurilor moleculare analizate.

EDH au fost determinate prin simularea proceselor de fragmentare homolitica [6]. 

Randamentele radiochimice au fost asociate cu probabilitatea de fragmentare homolitica (Pi) a legaturilor chimice pentru realizarea unui efect caracteristic. 

Probabilitatea de fragmentare radioindusa se poate calcula conform ecuatiei:
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unde: EDHmed este EDH medie pe zona de acoperire LUMO; ALUMO(i) este gradul de acoperire a orbitalului LUMO pe legatura chimica, EDHi este EDH pentru fiecare legatura chimica aflata in zona de acoperire a orbitalului LOMO, iar a este o constanta de parametrizare.

In acest sens G reprezinta suma randamentelor individuale pentru fiecare legatura chimica similara aflata in zona de acoperire a orbitalului LUMO:
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unde: x reprezinta factorul de ponderare datorat efectelor de disipare a energiei de excitare pe orbitalii LUMO extinsi.

Distribtia orbitalilor lumo pe structurile moleculare analiza sunt prezentate in figurile 1-3.

In cazul derivatilor  F stilbenici, orbitalii LUMO au o distributie extinsa datorata conjugarilor (-( (figurle 1 si 2). In acasta situatie toate legaturile chimice din structurile moleculare au fost analizate (tabelele 6 si 7).

In cazul UDP FDG orbitalul LUMO are o distributie localizata in zona legaturilor difosfat (figura 3). In acest caz evaluarea a fost restransa la zona moleculara cuprinsa intre gruparea FDG si fragmentul uridinic (Tabelul 8).
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Figura 1. Distributia Orbitaluluil LUMO pe structura F stilben p substituit ionizata; 

Isosuprafata 0,04
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Figura 2. Distributia Orbitaluluil LUMO pe structura F stilben m disubstituit ionizata Orbital LUMO F stilben msubstituit; Isosuprafata 0,04
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Figura 3. Distributia Orbitaluluil LUMO pe structura UDP FDG ionizata ; Isosuprafata 0,005

Tabelul 6. Energiile de disociere homolitica (EDHi), Distantele interatomice (DI)  pentru structurile moleculare neutre (NM) si ionizate (IM), Distributia orbitalului LUMO (A LUMO) si probabilitatea relativa de fragmentare obtinute pentru structura fluoro stilben m disubstituit

	Legatura Chimica
	EDHi
	DI (IM)
	DI (NM)
	A LUMO
	Probabilitate relativa

de fragmentare [%]

	C6-F3
	107.20
	1.33
	1.34
	0.05
	6.00

	C7-H22
	147.21
	1.10
	1.10
	0.06
	5.24

	C8-H23
	142.53
	1.10
	1.10
	0.06
	5.41

	C5-H21
	147.11
	1.10
	1.10
	0.06
	5.25

	C10-H24
	141.83
	1.10
	1.10
	0.06
	5.44

	C9-C4
	104.04
	1.41
	1.44
	0.09
	11.13

	C4-H20
	131.14
	1.11
	1.10
	0.05
	4.90

	C4-C11
	131.03
	1.40
	1.36
	0.09
	8.83

	C11-H25
	132.22
	1.11
	1.10
	0.05
	4.86

	C11-C12
	103.19
	1.41
	1.44
	0.09
	11.22

	C14-H27
	133.51
	1.10
	1.10
	0.06
	5.78

	C13-H26
	138.53
	1.10
	1.10
	0.06
	5.57

	C16-H28
	134.25
	1.10
	1.10
	0.08
	7.66

	C17-O1
	128.59
	1.36
	1.37
	0.035
	3.50

	O1-H18
	80.60
	0.95
	0.95
	0.02
	3.19

	C15-O2
	128.84
	1.36
	1.37
	0.035
	3.49

	O2-H19
	81.78
	0.95
	0.95
	0.02
	3.15


Tabelul 7. Energiile de disociere homolitica (EDHi), Distantele interatomice (DI)  pentru structurile moleculare neutre (NM) si ionizate (IM), Distributia orbitalului LUMO (A LUMO) si probabilitatea relativa de fragmentare obtinute pentru structura fluoro stilben p substituit

	Legatura Chimica
	EDHi
	DI (IM)
	DI (NM)
	A LUMO
	Probabilitate relativa de fragmentare [%]

	C5-F2
	106.88
	1.33
	1.34
	0.030
	3.25

	C4-H19
	146.98
	1.10
	1.10
	0.020
	1.58

	C6-H20
	146.78
	1.10
	1.10
	0.020
	1.58

	C7-H21
	142.04
	1.10
	1.10
	0.060
	4.89

	C9-H22
	142.06
	1.10
	1.10
	0.060
	4.89

	C3-H18
	129.74
	1.11
	1.10
	0.100
	8.92

	C10-H23
	129.74
	1.11
	1.10
	0.100
	8.92

	C8-C3
	117.58
	1.41
	1.44
	0.080
	7.88

	C3=C10
	130.45
	1.40
	1.37
	0.100
	8.87

	C10-C11
	104.99
	1.40
	1.44
	0.080
	8.82

	C13-H25
	135.68
	1.10
	1.10
	0.080
	6.83

	C16-H27
	132.7
	1.10
	1.10
	0.060
	5.23

	C12-H24
	138.98
	1.10
	1.10
	0.080
	6.66

	C14-H26
	141.08
	1.10
	1.10
	0.060
	4.92

	O1-H17
	73.8
	0.95
	1.95
	0.060
	9.41

	C15-O1
	93.93
	1.33
	1.37
	0.060
	7.40


Tabelul 8. Energiile de disociere homolitica (EDHi), Distantele interatomice (DI)  pentru structurile moleculare neutre (NM) si ionizate (IM), Distributia orbitalului LUMO (A LUMO) si probabilitatea relativa de fragmentare obtinute pentru structura fluoro stilben pm substituit

	Legatura Chimica
	EDHi
	DI (IM)
	DI (NM)
	A LUMO
	Probabilitate relativa de fragmentare [%]

	C12-H18
	87.04
	1.11
	1.11
	0.002
	0.50

	C12-F6
	106.28
	1.36
	1.37
	0.002
	0.40

	C13-H19
	83.45
	1.11
	1.11
	0.005
	1.29

	C13-O5
	90.00
	1.36
	1.34
	0.007
	1.67

	O5-P2
	37.79
	1.77
	1.84
	0.007
	3.98

	P2-O1
	120.54
	1.46
	1.5
	0.010
	1.78

	P2-O4
	143.86
	1.49
	1.49
	0.020
	2.99

	P2-O3
	52.57
	1.77
	1.69
	0.055
	22.50

	O3-P29
	54.23
	1.58
	1.69
	0.055
	21.81

	P29-O27
	119.55
	1.46
	1.5
	0.045
	8.10

	P29-O28
	128.07
	1.69
	1.5
	0.045
	7.56

	P29-O30
	54.51
	1.73
	1.83
	0.055
	21.70

	O30-C31
	80.22
	1.39
	1.37
	0.010
	2.68

	C31-H32
	82.83
	1.11
	1.11
	0.005
	1.30

	C31-H33
	83.70
	1.11
	1.11
	0.005
	1.28

	C31-C34
	71.90
	1.55
	1.55
	0.002
	0.60


Analiza probabilitatilor relative de fragmentare radioindusa prin efect primar extern releva o stabilitate deosebita a structurilor de tip stilben fluorurat. Randamentele radiochimice sunt inferioare Pi calculate cu ~ 2 ordine de marime datorita efectului de disipare a energiei de excitare pe orbitalii moleculari extinsi (x ~ 0,01) [7].

Analiza distantelor interatomice pentru cele doua stari cuantice sustin concluzia privind stabilitatea deosebita a derivatilor F stilbenici. Reducerea distantelor interatomice in etapa de tranzitie (MI) sugereaza o crestere a tariei legaturilor chimice si implicit o stabilitate superioara la fragmentarea homolitica radioindusa.

In cazul derivatului UDP FDG analiza rezultatelor obtinute (Tabelul 8) releva o stabilitate net inferioara. Legaturile P-O-P sunt cele mai expuse la fragmentare. Distributia restransa a orbitalului LUMO creste valarea efectiva a randamentelor radiochimice de fragmentare a puntilor difosfat. 

Analiza distantelor interatomice pentru structura moleculara neutra intercomparate cu distantele interatomice pentru structurile in starea de tranzitie disociativa sustin concluziile privind instabilitatea radiolitica a legaturilor fosfat din structura UDP FDG. 

CONCLUZII

Au fost dezvoltat studiul QSAR pentru evaluarea efectelor farmacologice ale compusilor marcati cu 18-F (FDG, UDP FDG, F stilbeni substituiti). Parametrii QSAR analizati au fost: logP, energie de hidratare, polarizabilitate, volum molecular, suprafata moleculara, energie orbitali periferici HOMO si LUMO.

In paralel au fost determinati parametrii QSAR pentru glucoza.

Analiza critica a rezultatelor obtinute releva diferente minore intre modurile de optimizare geometrica, atat din punct de vedere al minimizarii geometrice dar mai ales din punct de vedere al valorilor parametrilor structurali QSAR pentru aceleasi structuri moleculare.

Parametrii QSAR determinati vor fi utilizati in studiile ulterioare, corelati cu valorile experimentale pentru determinarea factorilor de ponderare si respectiv definirea formulelor QSAR operationale.

A fost dezvoltat un studiu privind stabilitatea la radioliza a compusilor marcati cu 18-F. Rezultatele obtinute sugereaza o stabilitate deosebita a compusilor fluoro stilbenici si o stabilitate relativ scazurta a UDP FDG. 

Studiile vor fi dezvoltate in etapele ulterioare prin analiza efectelor secundare datorate speciilor active radioinduse in solutiile apoase.
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