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Nanoparticelle polimeriche

Le nanopatrticelle polimeriche sono sistemi colltiderici costituiti da macromolecole (polimeri
naturali o sintetici) aventi dimensioni variabilafi 10 e i 1000 nriFessi et al., 1992, Galindo-Rodriguez
et al., 2004, Oppenheim 1981, Alonso 1996 e Scheltfat al., 2003]Con il termine nanoparticella si
identificano due diversi tipi di sistemi; in virtdelle tecniche di preparazione e del polimero imgie
infatti € possibile ottenere strutture con caratiehe diverse. Le nanocapsule sono sistemi aats
caratterizzati da un core o fase interna di farmagestito da una membrana polimerica, mentre le
nanosfere sono strutture matriciali in cui il fasna uniformemente distribuito nel polimgRarveen et
al., 2012].

In generale, le nanoparticelle vengono allestitstugliate quali vettori per I'incapsulazione e |l
direzionamento selettivo di farmaci a tessuti eluteltarget. Il caricamento del principio attivo
dipendente dal processo di produzione, dalle @rstithe chimico-fisiche del polimero e del farmac
dal rapporto polimero/farmaco impiegati, pud esstedbile o riferibile ad adsorbimento superficiale:
'adsorbimento non garantisce la protezione e ktabrione del farmaco che viene rapidamente
desorbito in contatto con il fluido biologi¢gMishra et al., 2010] .1l farmaco efficacemente incorporato o
nel serbatoio (nanocapsule) o nella matrice (n@nespuod essere rilasciato attraverso processisilif
(nanocapsule e nanosfere) e/o legati all’erosiome¢ gistema (nanosfere allestite con polimeri
biodegradabili) e/o influenzato dal rigonfiament@imerico (nanosfere allestite con polimeri idrifil

Rispetto ad altri tipi di vettori colloidali comeliposomi, le nanoparticelle presentano maggiore
stabilita in vivo e migliorata capacita di modutaze del rilascio; sono sistemi versatili sia dgounto di
vista applicativo (veicolazione di farmaci con ¢teastiche diverse -farmaci sintetici, molecoldunali,
materiale genico, diagnostici- e per piu vie di sumistrazione) che formulativo. Modulando alcuni de
parametri di preparazione o utilizzando differgmlimeri, si possono infatti ottenere profili dlascio
del farmaco differenti a seconda delle esigenzgathe ore fino ad arrivare a giorni ed anchersatie
[Parveen et al., 2012]Le tecniche di preparazione oggi disponibili pettmno di ottenere nanoparticelle
di dimensioni comprese tra 50 e 250 nm, abili attaasare da capillari con piu ampie fenestrazioni
(come accade nei vasi in neoangiogenesi, nellecitmesimorale; effetto EPR) e penetrare il tessuto
sottostante. Assieme al ridotto drenaggio linfattqmcamente osservato nei tessuti tumorati, cio si
traduce nella possibilita di poter accumulare pfficé&cemente il principio attivo a livello tessuto

bersaglio (targeting passivfPanyam et al., 2003].
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Figura 1: Rappresentazione schematica delle tipologie dopanticelle. Da un punto di vista dell’organizza®o
dell’'architettura polimerica il farmaco puo troviairstrappolato all'interno dei nanosistemi od adstar sulla loro

superficie.

La versatilita formulativa si esplica anche nellasgibilita di attuare modifiche superficiali per
stabilizzare e direzionare ancora piu selettivaméatrgeting cellulare, attivo) il sistema in ViResai et
al., 1997]

Per le loro caratteristiche chimico-fisiche e tdogache le nanoparticelle vengono utilizzate akfin
di:

* Aumentare la stabilita dei farmaci nei liquidolagici

« Aumentarne I'’emivita nel circolo sanguigno

* Minimizzare gli effetti tossici

» Modificare la biodistribuzione del farmaco indzandolo solo al sito bersaglio

 Migliorare I'uptake cellulare sia in studi in katche in vivo

Nonostante le nanoparticelle siano state e sianpiaanente studiate da diversi anni e siano
riconosciute come uno degli approcci piu validirerpettenti per la veicolazione ed il direzionameahed
farmaci, solo poche formulazioni sono state recemtde immesse in commercio (es Abraxane)
[Elzoghby et al., 2012 e Ernsting et al.,, 2102 ed-eh al., 2012 L’'impiego nel “drug delivery” &

principalmente limitato dagli step richiesti perinimissione in commercio, che prevedono la
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dimostrazione della biodegradabilita -per evitagacimeni di accumulo-, biocompatibilita -ovvero la
valutazione della risposta dell'individuo alla somistrazione-, tossicita e purezza dei sistemi e de
polimeri costituenti, nonché dagli studi di statililunghi e comples$Chaco et al., 1999 e Auvillain et
al., 1989].L'impiego delle nanoparticelle & attualmente labit al campo diagnostico in particolare alla
diagnosi tumorale, specie nella valutazione dedtaresione della lesionf¥ezhelyev et al., 2006].

E molto importante considerare le caratteristichepblimeri utilizzati, perché questi influenzano
notevolmente l'applicabilitd, nonche le proprietéinaico-fisiche dei sistemi. | polimeri maggiormente
impiegati nell’allestimento di nanoparticelle somd origine sintetica appartenenti alla classe dei
policianoacrilati, delle polianidridi e dei poliest alifatici. Tra i poliesteri i piu utilizzatiano: I'acido
poli-L-lattico (L-PLA), I'acido poliglicolico (PGA)e il copolimero dei due monomeri acido poli(D,L-
lattico-co-glicolico) (PLGA)[Soppimath et al., 200; Chacon et al., 199Bpcalizziamo l'attenzione sul
PLA e soprattutto sul PLGA.
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Figura 2: Polimeri maggiormente impiegati per I'allestimewnli nanoparticelle.



PLA e PLGA

| derivati del PLA sono stati approvati dalla Foadd Drug Administration (US-FDA) per la

somministrazione parenterale per uso umano in \dila loro biodegradabilita e della atossicita dei
prodotti di idrolisi[Hayes et al., 1996]La biodegradazione procede con la degradaziolt® stsheletro
polimerico per via chimica/enzimatica con formazaati derivati idrosolubili a basso peso molecolare
che entrano nei normali cicli metabolici dell’orggmo, in particolare il ciclo di Krebs, per esse
eliminati sotto forma di anidride carbonica ed acduPLA presenta un’idrofobicita piu spiccatepesto

al PLGA e tempi di degradazione abbastanza lufjBlanco et al., 2006] Nel polimero PLGA,
I'introduzione dei monomeri di acido glicolico auma I'idrofilia del polimero determinando un maggio
richiamo d’acqua e una riduzione nei tempi di ddgradone. Variando percentualmente il contenuto dei
due monomeri, € possibile calibrare i tempi di deigzione in virtu delle somministrazioni richiedtdla
terapia.

Anche la velocita di rilascio del farmaco dai sisteanoparticellari preparati con PLA o PLGA é
strettamente dipendente, oltre che dalla diffusiatteaverso la matrice polimerica (nanosfere) o la
membrana polimerica (nanocapsule), dalla degradazitel polimero che é a sua volta influenzata da
fattori tra cui il metodo di preparazione, la dimmieme, la morfologia delle particelle, le proprieta
intrinseche del polimero (il peso molecolare, lecpatuale monomerica di uno e dell’altro monomesb n
caso del PLGA, la cristallinita, la temperaturdrdinsizione gommoso-vetrosa oTQ) il pH, la tempeeat
e la forza ionica del mezzo e il sito di sommirasione correlato all'eventuale presenza di sistemi
enzimatici. In generale si puo affermare che laesigh di degradazione aumenta per polimeri a basso
peso molecolare con caratteristiche di idrofiliahe si trovano allo stato amorfo. Non incide invéce
processo di rigonfiamento.

La degradazion@ vivo del PLA e del PLGA é evento complesso nel quat® saonoscibili due
momenti importanti; all'inizio del processo, infatsi assiste ad un’importante diminuzione del peso
molecolare del polimero, che degrada in oligomerimenomeri senza una reale corrispondente
diminuzione della massa; questo perché solo gioatieri e i monomeri solubili generati alla supeefic
del sistema riescono ad abbandonarlo, mentre cgetierati piu profondamente rimangono intrappolati
nel bulk. | prodotti di degradazione del polimemd#icano I'intorno con conseguente accelerazidak
processo di degradazione che pertanto acceleréemglo spostandosi prevalentemente all'interno del
sistemaJAbdelwahed et al., 2006]con abbattimento della massa del sistema stesstitel la natura
acida delle unitda monomeriche non e sempre favéeealocaricamento dei principi attivi (acidi o basi
deboli) sensibili alle variazioni di pH, che vedareimbiare la loro solubilita. La velocita di degramne

del PLGA ¢ influenzata dal rapporto tra monomeapfrorto lattico-glicolico). Il PLGA caratterizzatia
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un rapporto equimolare (50% D,L-acido lattico e 58&iglo glicolico) degrada piu facilmente del PLGA
avente una netta prevalenza di acido lattico (adnp®, 75% D,L-acido lattico e 25% acido glicolico)
[Lemoine et al., 1996]0Oltre al rapporto tra acido lattico e acido glicolvi sono altri parametri che
influenzano profondamente la stabilitd dei sistafléstiti con tale polimero ed il rilascio delf@,
relazionabili al principio attivo (come il suo pesmwlecolare), ma anche alla formulazione (la preseh

modificazioni superficiali, di additivijMittal et al., 2007].
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Figura 3: Idrolisi del PLGA[Kumari et al., 2010]

Preparazione delle nanoparticelle di PLGA

Durante l'ultimo ventennio diversi metodi sono statudiati per la preparazione delle
nanoparticelle. Tali procedure possono essere upggte in due gruppi principali:

a) metodiche che richiedono la reazione di polimzazione partendo da unita monometriche,

b) formulazioni ottenute mediante I'impiego di mawolecole o polimeri preformati di origine
sintetica o naturale. L'impiego dei polimeri prafati e risultato piu vantaggioso rispetto alle reaizdi
polimerizzazione, anche per la vastita e versatidiei polimeri oggi a disposizione. | procedimenti
principalmente utilizzati sono: I'emulsione semplicla doppia emulsione, il salting out e la
nanoprecipitazione. In particolare, in questa sezioverranno dettagliate la nano precipitazione e

I'emulsione semplice utilizzate nella mia ricerca.
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Figura 4: Rappresentazione schematica di alcune delle teemer I'allestimento di nanoparticelle che impiega
polimeri preformati.

Polimerizzazionesi riconosce la polimerizzazione per addizione itn e la polimerizzazione interfacciale-
policondensazione interfacciale.

La polimerizzazione per addizione od in situ, € att@rizzata dalla dispersione del monomero in
un’emulsione od in una microemulsione inversa oosmdn una fase nella quale il monomero e solubile.
processo di polimerizzazione puo iniziare con meisrai differenti sfruttando un catalizzatore chag&lmente e
rappresentato da uno ione o da un radicale libenpeo formazione di un radicale libero mediante Bdio di una
reazione ad alta energia provocata da radiazigni ultravioletta o visibile. La fase di formazioneelig
nanoparticelle puo iniziare in qualsiasi momentdipendentemente dalla avvenuta completa polimegiana. Il
limite principale & rappresentato dalla difficoltdella purificazione delle nanoparticelle dai caatori, dai
monomeri liberi e dai solventi organici impiegaélia formulazione.

La polimerizzazione interfacciale pud avvenire&a che in assenza di catalizzatore; la polimedizae e
estremamente veloce. In questo caso uno mononsaalilizzato nella fase acquosa interna, mentsedondo é
addizionato alla fase continua costituita dal soltee organico. L'emulsione (normalmente A/O) petenet
monomero presente nella fase acquosa (con buonacitapdi ripartizione in fase organica) di posiziamsi
all'interfaccia tra le due fasi dando origine all@olimerizzazione una volta entrato in contatto domonomero
disciolto in fase organica. Con tale metodica siepte un’alta efficienza di incapsulazione [Couvretial., 2002],

pur impiegando grandi quantitativi di solventi orgei che dovranno poi essere allontanati. Il progesdi
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policondensazione interfacciale é stato descritto l|n formazione di nanoparticelle a base di polintipofili (ad

es. ftaloilcloruri, dietilentriammina) in presenzad assenza di tensioattivi. Anche in questo caswmmomeri
costituenti il polimero sono stati solubilizzati gue solventi tra loro immiscibili (ad es. diclomracido in
tetracloroetano e diammina in acqua). Il polimeidama all'interfaccia generando nanoparticelle dimensioni

inferiori ai 500 nm.

Nanoprecipitazione: La nanoprecipitazione nota anche come metodo Heiitanamento del

solvente é stata per la prima volta sviluppataexditata da Fessi e collaboratori nel 1¢§B8ssi et al.,
1989]. Tale tecnica prevede la solubilizzazione del petonpreformato in una soluzione organica
miscibile con acqua; la soluzione organica € addita alla fase acquosa (in presenza od assenza di
surfattante) e la diffusione del solvente orgamioovoca la diminuzione della solubilita del poliner la
formazione delle nanoparticell®uintanar-Guerrero et al., 1998]Tale metodica € stata applicata
impiegando diversi polimeri quali: PLGERao and Geckeler, 2011]policaprolattoni (PCL)Dash and
Konkimalla 2012] e poly(methyl vinyl ether-comaleicanhydride) (P\WK) [Irache et al., 2005Arbo’s

et al., 2002, Camacho et al., 2011pa anche derivati della cellulosa e policaprofatigkins and Xu,
2009]. Viene utilizzata con successo nella incapsulazidnenolecole lipofile, con efficienze di
incapsulazione anche prossime al 9p#emisoglu et al., 2003]¢ una tecnica semplice e riproducibile,
non sono richieste agitazioni o0 sonicazioni proAtegcome pure temperature elevate, tutte carditbes
che possono portare alla degradazione del prineipieo. La formazione di nanopatrticelle e istaetae
con diametri ridotti attestati sui 200 nm. | limgono da ricercarsi nell'impiego esclusivo di solve
miscibili con soluzioni acquog®imitrova et al., 1998]Je nella difficolta e costi della purificazione.

~@| Solvent and
Polymer + Dro '| el (ot residuoal
; | e :!}
Polar solvent + / ‘8 Do
y ®| water
evaporation

Organic solution: | Fede

Surfactant** +

Qi f

Agqueous solution:
Stabilizer in water
{surfactant)

Figura 5: Rappresentazione schematica della tecnica dafia precipitazione.
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Emulsione _semplice (o singola _emulsiohell principio si basa sulla formazione stabile di

un’emulsione O/A o A/O in funzione delle esigenzéodmulazione. La tecnica in realta risulta pitate
alla formulazione partendo da polimeri e farmacbidbi, pertanto da emulsioni O/A, anche per la
semplicitd operativa del procedimento di allestitner della strumentazione richiegtduang and
Ghebre-Sellassie, 1989]L’'emulsione semplice, nota anche come tecnica eafallisione ed
allontanamento del solvente, venne impiegata péritaa volta da Beck e collaboratori nel 1979 per
incapsulare il progesterorfBeck et al., 1979],questa metodica prevede la dissoluzione del patinre

un solvente organico immiscibile con la fase acqudsa i piu impiegati cloruro di metilene,
diclorometano, cloroformio ed etilacetato; i polimmaggiormente impiegati sono il PLGA, il PLA, i
policaprolattoni (PCL), I'etilcellulosa, il poliidssibutirrato e la cellulosa aceto ftalff@marchand et
al., 2006]. Il principio attivo viene solubilizzato o finemendisperso nella soluzione polimerica che
viene emulsionata in soluzione acquosa contenenteagente tensivante (emulsione O/A); tra i
tensioattivi maggiormente impiegati vi € il PVAidrossipropilmetil cellulosa (HMPC), la metilcelada
(MeC), il sodio oleato (SO), il polisorbato-80,dalatina e il poloxamer-18&oppimath et al., 2001].
L’emulsione viene allestita con I'ausilio di sontioa (sonde sonicanti) o di ultraomogeneizzatariyirtu
delle dimensioni. Successivamente, si procede llalttanamento del solvente organico mediante
I'impiego di agitazione magnetica; spesso quessa favviene con controllo della temperatura oppure
sotto pressione. L’allontanamento del solvente @ecavia precipitazione del polimero sotto forma di
nanoparticelle; si ottengono nanosfere accantonmaagpsule; le dimensioni nanometriche spesso non
permettono una efficace definizione dei sistemiedibfarmaco si puo ritrovare finemente disperstiane
matrice polimerica (nanosfera) o nel core cent(anocapsulajParveen et al., 2012]Agendo sulla
velocita di agitazione/parametri di emulsione, awliscosita della soluzione acquosa, sui volumiedel
fasi, sulla temperatura, sul tipo e concentrazideletensioattivo si puo determinare una riduziodeun
aumento nel diametro medio delle nanoparticelleieaontrollo del processo di produziofiece and
Gilley, 1995]. Cosi come descritta, tale tecnica trova impiegacgalmente nella veicolazione di
farmaci lipofili, tra questi si ricordanoB-estradiolo [Birnabaum et al., 1998],cisplatino [Garcia-
Contreras et al., 1997],-8uorouracile Ppunn, 1991],alboumina bovina siericg&uo, 1994;Landry et al.,
1996], doxorubicina [Juni et al., 1985; Tewes et al., 2007¢Jonazepam[Benelli et al., 1998],
desametasongsong et al., 1997]clorpromazide[Suzuki and Price, 1985]nifedipina[Sansdrap and
Moes, 1993, 1998]prometazingCha et al., 1989]tumor necros factos (TNF-o) [Iwata et al, 1998],
anestetici locali\Vakiyama et al., 1982a e lgteroidi[Cavalier et al., 1986] testosterongGurny et al.,
1981], bleomicinasolfato [Juni et al., 1985]calcitonina Mehta et al., 1994 e Jeyanthi et al., 1§97
ciclosporina A[Jaiswal et al., 2004 e Sanchez et al., 1998HlometacingdBodmeier and Chen, 1990],
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praziquante[Mainardes and Evangelista, 2005cidi nucleici{Prabha et al., 2002 loperamid¢Ueda
and Kreuter 1997].

Tra i vantaggi di questa metodica spicca la rapiditla facilita nell'esecuzione, la possibilita di
incorporare con alte efficienze farmaci lipofiliamn buon coefficiente di ripartizione O/A. Gli atti
idrosolubili, vengono invece piu efficacemente pmaati mediante la tecnica della doppia emulsione.
Una limitazione all’impiego di questa tecnica radgenella necessita di utilizzare elevate velocita d
sonicazione o di omogenizzazione per ottenere maniseni stabili, che possono determinare
degradazioni a livello della struttura nanopartarel o del farmaco; da qui I'esigenza di studiare

accuratamente i parametri formulativi.

Polymer

Solvents
Methylene chloride
Chleroform

l

DISPERSED PHASE

4——— | Drug in Cosolvent

PLGA and Drug Mixed in
Organic Phase

|

Formation of O/W Emulsion

J

Evaporation of Organic Solvent
* At atmospheric pressure
e  Vacunm

l

Collection of Microspheres
Loaded with Active Substance

F 9

= Filtration ————— | Washing and Drying
e Centrifueati
= Decantation

Figura 6: Schematizzazione delle fasi che portano all'hesnto delle nanoparticelle mediante la tecnica

dell’emulsione semplice.
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Doppia_emulsioneil primo articolo scientifico in cui viene riporta la tecnica della doppia emulsione risale ai

primi del 1900 [Seifriz, 1925]; I'applicazione all@rmulazione di nanoparticelle risale perd aglirar90 [Blanco
and Alonso, 1997 e Lemoine and Préat, 1998 e Tebial., 1998] dove vengono impiegati omogenizzabori
sonicatori che guidano la formazione di sistemi a@metrici. L'impiego e l'ottimizzazione di tale iéca ha
portato alla incapsulazione di farmaci idrofili (ersione A/O/A), notoriamente piu difficili da sthkeare nei
sistemi di rilascio, sostituendo in buona misurddemulazione per polimerizzazione che mostravdlemi legati
alla purificazione [Lamprecht et al., 2000]. Per daricamento di farmaci idrofili, ci si riferiscella doppia
emulsione A/O/A; con riferimento al polimero oggettel mio studio, il PLGA, inizialmente si allesés
I'emulsione interna A/O solubilizzando il farmacofase acquosa e il polimero in fase organica. Tataulsione
viene a sua volta emulsionata con una fase acqabsaappresenta la fase continua o fase disperdé&fgagono
usati tensiaottivi per stabilizzare sia 'emulsioA#O che la doppia A/O/A [Van der Graff et al., 8D0ra i piu
impiegati il PVA, il poloxamero 188 o il poloxame381 [Blanco and Alonso, 1998]. La diffusione dehpipio
attivo dalla fase interna acquosa alla fase dispeite (secondo gradiente che porta I'attivo a differe e migrare
dalla fase interna all'interfaccia esterna), € ltetio dalla presenza del solvente organico, che msgjvamente
sotto agitazione, viene allontanato provocandorecppitazione del polimero sul farmaco [Garti, 199Blagdassi
and Garti 1986]. Lo step critico delle formulaziome percio rappresentato dalla modulazione del pssce
diffusivo, giocando sulle caratteristiche del patio, delle emulsioni (volumi, viscosita, presenkzgedsioattivi,
concentrazioni etc) e del principio attivo stes&rdssiord et al., 1998; Magdassi et al , 1984]. ltr® la doppia
emulsione & un sistema termodinamicamente instabileuna forte tendenza alla coalescenza, allauflmone o

a fenomeni di creaming [Florence et Whitehill, 1p81

Salting out L’allestimento di nanosfere ottenute medianté¢elenica del salting out é riferito alla fine deglinni
‘80 [Allémann, 1989]; successivamente tale tecrécatata perfezionata da Leroux [Leroux, 1996]; embi i
ricercatori si erano basati su uno studio preceadgindschaedler et al., 1988] che aveva portatauadbrevetto
per una nuova procedura nell’allestimento di psdatkx.Tale tecnica viene considerata come una rncadibne
della tecnica dell’emulsione semplice. Per primaad polimero ed il principio attivo vengono soiligrati in un
solvente miscibile con I'acqua come I'acetone,dugione ottenuta viene emulsionata mediante edeagitazione
magnetica in un gel acquoso contenente I'agentdiitepout” (generalmente elettroliti come acetatordagnesio,
cloruro di magnesio e calcio cloruro od in alterinat non-elettroliti come gli zuccheri, ed anche stabilizzante
colloidale gelatina, gomma arabica, PVP, carbosgiloellulosa, idrossietilcellulosa). La formazionéelle
nanosfere avviene per la diffusione dell'acetondanéase acquosa, promossa dall’aggiunta di acqualio
soluzione tamponata all’emulsione olio/acqua ottanunediante agitazione magnetica. Successivameante s
procede all'eliminazione del solvente e dell’ages#dting-out mediante filtrazione cross-flow [PinReis et al.,
2006 eQuintanar-Guerrero et al., 1998] .l polimeri genér@ente impiegati con questa metodica sono: il PLIGA,
PLA, I'etilcellulosa e gli acidi metacrilici; i fanaci che vengono efficacemente caricati sono aselmente di

natura lipofilica [Allémann et al. ,1993; Leroux at., 1995]. Tale tecnica mostra limiti nell'incagazione di
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farmaci lipofili e la possibile formazione di aggeti di durante la diffusione del solvente attraa@ra fase

acquosa dovuta alla comparsa di turbolenze intariic[Couvreur et al., 1995].

| tensiattivi

Di particolare importanza ai fini della formulazee stabilita dei sistemi nanoparticellari € ldtsce
del tensioattivo, che gioca un ruolo fondamentakanstabilizzazione delle emulsioni e del sistama
formazione nonché nel prevenire fenomeni di in§tabdel carrier neoformato (vedi I'aggregazione,
paragrafi successivi). Volendo discutere I'azioeianformulazione del sistema, il tensioattivo ughza
direttamente alcune proprieta delle nanoparticsdi@e il diametro particellare, la struttura e labgita
delle nano-emulsioni, I'intorno ionico nonché ilricamento e il rilascio del farmaco. Da un punto di
vista chimico-fisico, le sostanze tensioattive &aad I'angolo di contatto con una superficie solida,
tensione interfacciale con un altro liquido, l'ioglidi rifrazione (producendo opalescenza) e laogisa.
Nel caso di emulsioni, il tensioattivo agisce feralo la miscelazione di due liquidi immiscibilatdi
loro, riducendo notevolmente la tensione interfalece di conseguenza I'energia libera del sistesoa (

riferimento alla regola di Bancroft) .

La natura e la concentrazione del tensioattivo devessere attentamente valutati ed ottimizzati. Per
prevedere 'azione prodotta da un tensioattivoaudlispersione di due liquidi immiscibili viene iragata la teoria
di Bancroft [Durand and Marie, 2009] che prevedeeda fase continua sia quella in cui il tensioattikisulti
maggiormente solubile. La regola di Bancroft, travauo fondamento teorico ove si consideri ched@ssamento
della tensione superficiale di un liquido ne fagoe la frammentazione in gocce; pertanto, miscelandieme
due liquidi immiscibili la presenza di un tensidattridurra in misura minore la tensione superfigalel liquido
in cui risulta piu solubile e sara dunque queste sl comportera da fase esterna. Alla luce di goagposto si
evince che un parametro fondamentale nella fornioez & rappresentato dalla tensione superficialeaqdo
infatti due liquidi immiscibili fra di loro vengonagitati essi si frazionano in tante entita disgegenerando un
aumento della superficie dei due liquidi a contatfuesto aumento della superficie & direttamentp@rzionale
ad un aumento di energia che viene fornita daltagione meccanica che ha provocato il partizionaimeltelle
due fasi. Appena pero cessa I'energia meccanicaittofe due fasi tornano a separarsi. Il lavoro (WHcessario
per la formazione dell’emulsione é rappresentattbedseguente uguaglianza:

W=y [JAS

Dovey (1€ la tensione interfacciale A4S e 'aumento della superficie totale W e esprés®yg nel sistema
GS, in Joule nel SI, o in calorie. L'unica variabituindi a parita di dispersione fra le due fasia@presentata
dalla tensione superficiale. Tale parametro rapgms la forze che deve essere vinta per ottenengidaelazione
di due liquidi immiscibili tra di loro ed & proprisu di esso che i tensioattivi vanno ad esplicaréto attivita,

riducendo notevolmente la tensione interfacciatk @onseguenza I'energia libera del sistema.
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Per un impiego razionale dei tensioattivi, € oWiraportanza di determinare quantitativamente il
rapporto fra le porzioni polari (idrofile) e apdlghipofile). Questo rapporto prende il nome di HLB
(acronimo di: Hydrophylic — Lipophylic - Balanceil@ciamento - Idrofilico - Lipofilico) ed e stato
definito nel 1950 da William Griffin, come il rapgo tra il peso molecolare della parte idrofilawestip
di tutta la molecola del tensioattivo, diviso pee Boltiplicato per 10QFlorence and Whitehill, 1982]L.
tensioattivi possono essere classificati propri@iit del valore di HLB che appunto riporta laat@a
affinita per la fase acquosa o organica. Surfattgatfilici hanno bassi HLB( inferiori a 10) e sorottimi
agenti umettanti e antischiuma, mentre tensioattixofilici ( con HLB maggiori di 10) sono ottimi
emulsivanti e solubilizzanti. Tensioattivi con edéw valore di HLB formano prevalentemente emulsione
O/A o emulsione multiple A/O/A.

Nei metodi sopracitati, sono spesso richieste &evmantita di tensioattivi per formulare e
stabilizzare il sistema. Tra i tensioattivi piuliatati vi € il polivinil alcool (PVA [Lee et al., 1999;
Shakesheff et al., 1997]). PVA e un eccellente emulsionante e mostra bymoprieta adesive. Esso
permette di ottenere nanoparticelle stabili, dcplie dimensioni e popolazioni particellari con dem
medi ravvicinati[Sahoo et al., 2002]E’ dimostrato che il PVA forma una sorta di cogtisulla
superficie delle nanoparticelle, difficile da rinugwe anche a seguito di ripetuti lavaggi aumentdado
stabilita e la resistenza al congelamento tantoedi#are in alcune formulazioni l'ausilio di un
criprotettore se impiegato in un range di concemtra che va dal 2,5% al 5¢8bdelwahed et al., 2006].
Se da un lato il coating preserva il sistema riddoe’aggregazione e migliorandone I'emivita plasicea
(il coating idrofilico facilita I'escape macrofagiy; dall’altro aumenta la tossicita dei sistemiPNA
infatti € potenzialmente carcinogenico e la suavéeplasmatica aumenta con il peso molecolarendjui
la scelta del peso molecolare del PVA cosi comgddirre il piu possibile la quantita impiegata e la
guantita residua (attraverso tecniche di purifioagiopportune) é stringerfi@ambaux al., 1998]

Per cercare di spiegare come il PVA stabilizza lisione occorre considerare il suo carattere
anfifilico; infatti, grazie alla contemporanea prga dei gruppi acetato (parte idrofobica) e deppr
ossidrilici (parte idrofila) il PVA rimane localizzo all'interfaccia liquido-liquido riducendo quindh
maniera efficace la tensione interfacciale e promado la formazione di sistemi dispef@&alindo-
Rodriguez et al., 2004]Non solo, proprio per la sua natura e per lairfd# relativa” al solvente
organico, puo, nella formazione di sistemi polimecompenetrare e miscelarsi alle catene del potime
durante la formazione, con relativa alterazionetea come compressione o0 l'espansione) della
gocciolina emulsionata, che si traduce in un aumei@l’energia delle interazioni polimero/polimero

attraverso l'interfaccia determinando quindi la stabilizzaziongBoury et al., 1995]
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Oltre al PVA vengono comunemente utilizzati i mobsti o TWEEN (il nome deriva dalla contraziond deme
chimico: poliossi-etilen-sorbitan-mono-stearato) eclsono gli unici ad oggi a poter essere impiegagr p
preparazioni iniettive in quanto non pirogeni, nemolitici, non irritanti. Accanto ai Tween ricordizo anche i
copolimeri tra poliossietilene e poliossipropilerm®me i Pluronics (PEG-PPG-PEG), o i Pluronic rese(PPG-
PEG-PPG). Questi tensioattivi (PEG = polietilenglie, PPG = polipropilenglicole) hanno notevole affa per la

fase acquosa.

Stabilita delle nanoparticelle

La stabilita delle nanoparticelle, sia durantedaservazione che durante la somministrazione € un
aspetto che deve essere indagato quando si prabtore utilizzo per la somministrazione di attivi

terapeutici.

Anche se piu stabili rispetto ad altri sistemi iffaigcio come i liposomi, le nanoparticelle hanno
tendenza all'aggregazione se conservate in sogpenstosi come perdere il farmaco incapsulato che
tende a essere ceduto per gradiente. Diversi ifggtmsono influenzare la stabilita alla conservagjo
alcuni dipendenti dalla formulazione ed altri datfibiente di stoccaggio. Sulla formulazione

nanoparticellare andranno percio condotti studi ges/alutareLA STABILITA CHIMICA (ad esempio

testando la velocita di degradazione e solubilizraz del polimero) eLA STABILITA FISICA (la tendenza

alla sedimentazione e allaggregazione della saspea nanoparticellare, cosi come alla formaziane d
cristalli) [Wu et al., 2011]

La stabilita chimica puo essere influenzata dal gl mezzpin riferimento al polimero oggetto dei nostri
studi, sappiamo che il PLGA é sufficientementeilstal una temperatura di 4°C in un tampone acquagiH
fisiologico, mentre appare instabile in ambientédace alcalino (reazione auto-catalitica in ambierdacido). I
pH sia di preparazione che di conservazione infazenotevolmente anche la stabilita del farmacochéimolti
farmaci hanno una degradazione pH dipendente ésspieslispensabile lavorare ad un pH controllatochAe la

temperatura di stoccaggi® un parametro importante; riguardo a questa vhii@ sono stati effettuati alcuni studi

specifici su nanoparticelle di PLA e PLGA; sonporitati risultati discordanti soprattutto sulla cearvazione a
temperature superiori a 10°C, anche se sembra&lmehservazione a 4°C sia sempre auspicabile [Ataledd et
al., 2006].

Per quel che riguarda la stabilita fisica, piu clmoblemi di sedimentazione, limitati dalla dimemso

nanoparticellare e soprattutto dalla presenza disieattivi e viscosizzantiellambiente di preparazione che

bilancia la densita del sistema nanoparticellarencguella del mezzo [Wu et al., 2011], i preparanhdono

allaggregazione. Infatti, I'elevata area superfit® che caratterizza le nanoparticelle porta ad inoremento

dell’'energia superficiale, evento termodinamicangergfavorevole. Per minimizzare questo parametro le
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nanoparticelle tendono all’aggregazione, eventogpmssabile di una serie di problematiche legate allabilita
formulativa. Per evitare I'aggregazione le nanopegtle possono giocare sulla repulsione elettrdstae quindi
sulla carica superficiale e/o sulla stabilizzaziosterica [Rabinow, 2004]) per aggiunta di stabilirti ionici e
non ionici al mezzo, rispettivamente. | tensioatthe vengono utilizzati per stabilizzare le emansiO/A o A/O/A
(che sono alla base di diversi metodiche di altestito di nanoparticelle) e che abbassando la temsio
superficiale, facilitando la dispersione stabildldegoccioline nella fase disperdente, possonordieealtrettanto
importanti quali stabilizzanti all'aggregazione dsistema, una volta consolidato, in sospensionen[i€t al.,
2004]. In particolare la stabilizzazione sterical@gata all'uso di tensioattivi, soprattutto nonnioi, ed in
particolare alla frazione di tensioattivo che rimamdsorbito sulla superficie del sistema, che daogrire la
nanoparticella in modo stabile minimizzando le iatoni inter-particellari, vincendo le forze atttave. La
sensibilita alle variazioni di temperatura del tévetivo cosi come le concentrazioni spesso ele(ateertanto
tossiche) richieste per ottenere I'azione rappréara il limite principale dell'impiego di tensioatt non ionici
nella stabilizzazione delle nanoparticelle sviluppo dei cristalli in una sospensione calkde e responsabile dei
cambiamenti nella dimensione e nella distribuziatimensionale delle nanoparticelle. Particelle corcpli
diametri sono maggiormente solubili rispetto a dggdiu grandi, e cid & responsabile della creaziatieun
gradiente di concentrazione tra le due popolazidimensionalmente differenti; di conseguenza le oobde
diffondono dalla zona a maggiore concentrazione/édsi trovano le piu piccole) verso la zona a comiGeione
minore. Questo evento genera una soluzione superasantorno alle particelle piu grandi che si trade
nellinstaurarsi di cristallizzazione, e nel contpme responsabile della dissoluzione del farmaceggnte nelle
particelle piu piccole) nel mezzo. Il processo cumd fino a quando tutte le particelle piu piccolengono
dissolte. Questo aumento del numero di nanopalktiadil grandi dimensioni, a spese delle piu piccapiega
I'alterazione del diametro e della distribuzionerginsionale dei campioni [Wu et al., 2011]. Anchguesto caso,
'impiego di tensioattivi minimizza il fenomeno fras et al., 2005], in quanto, adsorbiti sulla stie del
nanosistema hanno la capacita di ridurre la tensioimterfacciale tra le nanoparticelle e il mezzollae

preparazione limitando la formazione dei cristalbvviamente anche I'agiatazione meccanéc#a temperatura

influenzano tale processo

Accanto alla stabilita durante lo stoccaggio, ymet® importante é rappresentato dalla stabillta al
somministrazione e dalla valutazione dell'interaBacon i componenti del sangue, che spesso induce
trasformazioni nel sistema che viene rapidamemdatainato dal circolo.

Il tempo di circolazione delle nanoparticelle invei & influenzato infatti da molti fattori quali la
distribuzione dimensionale delle popolazioni costitti il sistema e dalla loro carica superficialehe insieme
influenzano il grado di interazione del sistemasstecon le proteine sieriche [Lu et al., 201l}adsorbimento
proteico & un fattore chiave nel destino delle rparticelle che culmina con l'opsonizzazione e lasgguente
fagocitosi da parte dei macrofagi del sistema m@tcendoteliale, sia a livello circolatorio che alcuni tessuti

come il fegato e la milza. Inoltre 'adsorbimenta parte delle proteine sieriche puo indurre urastio
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prematuro del farmaco dal sistema a causa di uetteffdi partizionamento che avviene prima che éssb arrivi
al sito target[Lu et al., 2011].

Liofilizzazione

La strategia piu utilizzata per migliorare la shébdi chimico-fisica di un sospensione
nanoparticellare si basa sulla trasformazione dstlssa in una forma solida anidra tramite la
liofilizzazione. La liofilizzazione e una tecnicassiccazione che permette di ottenere, parteadand
soluzione, un polvere secca, con elevata supedjeeifica, facile da maneggiare e conservare rench
velocemente risospendibile. In alcuni casi la catgplrisospensione del liofilizzato nanoparticellare
migliorata dall'impiego di ultrasuoni (sonicazigneLa tecnica della liofilizzazione prevede |l
congelamento della sospensione e la successivanatiane del suo contenuto di acqua attraverso il
processo di sublimazione sotto vuoto.

Le condizioni di congelamento della formulazionenché i parametri di liofilizzazione devono
essere accuratamente ottimizzati; in particolariase di congelamento deve essere tale da impkedire
formazione di cristalli di grandi dimensioni chetggbbero destabilizzare e rompere il sistema; in
generale, un congelamento istantaneo porta all@manone di cristalli di ghiaccio che si produce
simultaneamente in tutte le parti del preparatioogtengono cristalli piccoli e distribuiti uniforemente.

Talvolta la presenza di tracce di tensioattivi adibrmulazione aiuta la risospendibilita delle
nanoparticelle liofilizzate; ad esempio il PVA ha duplice meccanismo di stabilizzazione, che saent
non rende necessario l'utilizzo di un protettorgaiti mentre il tensioattivo adsorbito sulla sujwee
delle nanopatrticelle previene I'aggregazione, &de presenti in soluzione formano una matriceogsatr
che riduce lo stress meccanico causato dai crigtajhiaccio[Abdelwahed et al., 20Q6Notoriamente &
pero richiesta I'aggiunta di crioprotettori perestere una efficace stabilizzazione della formulaeio
durante il congelamento e la successiva liofilizzae, portando ad un prodotto stabile non alterato.

| crioprotettori piu utilizzati in ambito tecnolagp-farmaceutico sono il glucosio, il trealosio, il
mannitolo, il sorbitolo ed il saccarosio; tali griotettori sono in grado di proteggere le strutture
nanoparticellari da aggregazione e fusione durdugeocesso di liofilizzazione formando una strugtu
vetrosa amorfa durante il congelamento (vetrifioaeidella sospensione), attorno alla nanoparticbia
prevenire i danni meccanici durante la formazioeedtistalli di ghiaccio. In piu aumentano la visita
del preparato, proteggendolo dalla perdita di fpiocattivo. E anche importante essere a conoscenza

della presenza di ulteriori eccipienti farmaceutsnlitamente usati ad esempio per scopi di isott@ni
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(glucosio). Tali eccipienti possono fungere da mrdettori che facilitano la ricostituzione acquaks
prodotto liofilizzato[Pinto Reis et al., 2006].

In generale possiamo dire che i vantaggi del psices liofilizzazione su sistemi nanopatrticellari
sono riconducibili alla scarsa perdita di attivorahte il processo di essiccamento, al mantenimento
dell’attivita del liofilizzato rispetto al prodottali partenza, cosi come al miglioramento di alcuni
parametri formulativi quali la re-idratabilita e la-sospendibilita, mentre gli svantaggi sono
principalmente legati al costo e ai lunghi temppdbcesso (almeno 24 ore).

Quando le nanoparticelle sono allestite in solverdn acquosi la liofilizzazione non viene
applicata; in questi casi si cerca di stabilizzarsistema ingegnerizzando la superficie o impietpan
surfattanti e tensioattivi, un esempio e rappregerdalle formulazioni di nanopatrticelle per spragali
(MDI) sospese in un propellente come I'HFA.

Sezione 1Applicazione delle nanoparticelle; visualizzazemn vivo
di nanosistemi impiegati in diagnostica e nel rilas di farmaci al

sistema nervoso centrale

Questa prima applicazione si inserisce in una c&eniziata circa 6 anni fa dai ricercatori del

gruppo di tecnologia di Modena presso il quale tildotto i miei studi; tali ricercatori hanno progéd

ed ottimizzato nanoparticelle polimeriche modifecat superficie e direzionate al cervello. Attraageta
coniugazione del polimero con molecole fluorescemtistato possibile studiare ed apprezzare |l
direzionamento oltre barriera ematoencefalica,ezipgi cerebrali di animali trattati con i nanosisi e
successivamente sacrificati. Le procedure spermfiersidottate hanno permesso di indagare la
distribuzione delle nanoparticelle all'interno diversi organi e tessuti, ma non la visualizzagien
nemmeno la cinetica delle nanoparticelle dopo sanstnazione in vivo.Da qui I'esigenza di formulare

un sistema tracciabile con tecniche di optical imgg

Stato dell'arte: nanoparticelle di PLGA modificateon g7 e con molecole fluorescenti; valutazione

dell’attraversamento della BBB

Nanoparticelle polimeriche di PLGA sono state modie con un ligando selettivo per la BBB. |l razde che ha
guidato il progetto si inserisce nella “chimeric mtede technology” [Pardridge, 2002; Brasnjevic dt,&2009] e
nasce dalle conoscenze di specifici meccanismasigggio della BBB di determinate sostanze: & imfédti che
una serie di peptidi oppioidi superano la BBB edparticolare 'MMP-2200 (H2N-Tyr-D-Thr-Gly-Phe-LeBer-
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O-b-D-lattosio-CONH2) che e stato considerato canmecola base per la modifica. Questo peptide haftetto
oppioide derivante dalla presenza al terminale anioai della sequenza amminoacidica, dell’aminoadidusina
(Tyr). Partendo da tale molecola base i ricercatdel TeFarTl hanno sintetizzato un analogo peptidi tratta
di un eptapeptide) sostituendo la tirosina con wnalecola di fenilalanina (Phe) per evitare I'effetbppioide;
quindi hanno modificato con diversi carboidrati 'alisidrile della serina, dal momento che e risapute la
presenza di residui zuccherini pud incrementaredisso attraverso la BEE. [constatando che il ghime lo
zucchero piu efficace per promuovere ed aumengadisponibilita al CNS]. Quindi i ricercatori hannmoniugato
il PLGA con una serie di peptidi. ParallelamentePLGA e stato modificato con dei fluorocromi cdaiottenere
un polimero visualizzabile, utilizzando microsepi fluorescenza e confocale. Dopo somministraziamaite
perfusione cerebrale (In situ Brain Perfusion Tege”) in ratti, le nanoparticelle costituite da ammiscela di
PLGA modificato con peptidi e PLGA marcato con ffhenomi, hanno fornito importanti risultati in tefimi di
distribuzione e di abilita nel passaggio attravetadBEE. Le nanoparticelle preparate con PLGA nardificato
non superavano la BBB, mentre nanoparticelle otieraon PLGA modificato, grazie alla presenza dedtioe
esposto sulla superificie delle nanoparticelle, sbno rivelate molto abili nell'attraversamento. [@op
somministrazione in vena femorale, le nanoparticaibdificate dopo 30 min rimanevano localizzatellb delle
cellule del sistema reticolo endoteliale del fegatdella milza, a conferma di un'importante captae da parte
dei macrofagi nei confronti delle nanoparticelle ktesse nanoparticelle pero, dopo 60 min, vendmeadizzate
anche a livello del parenchima cerebrale, dimostimrdi essere in grado di bypassare 'uptake madgjicia e,
attraverso la circolazione sistemica, giungere e¢tlazersare la BBB. Tali studi preliminari hanno ntato alla

identificazione di un buon carrier per molecole\atal CNS [Tosi et al.,2005; Costantino e al., 202006].

Figura 7: Localizzazione dopo somministrazione di nanopaltéca) non modificate e b) modificate in supedici

con il peptide. Sezioni cerebrali; microscopiaumfescenza.
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La potenzialita di tale carrier nel veicolare priip¢ attivi al SNC e stata valutata incorporando diaemaci
modello, la loperamide e la rodamina. La loperam@&lein peptide agonista oppiode (farmaco p/p) cheaaa
dell'azione centrale a causa dell'efflusso garamtita Pgp; media al contrario un’attivita antidiarica legandosi
ai recettori oppioidi della parete intestinale. ¢aettori oppioidi, classificati in quattro tipp(J, x, ORL1), sono
distribuiti sia a livello centrale che perifericglessi nervosi intramurali del tratto gastrointesdle, delle vie
biliari, urogenitali e degli apparati circolatori@ respiratorio). | recettori di tipg sono i piu diffusi ed abbondanti
e mediano la maggior parte degli effetti farmacabogdegli analgesici oppiacei (analgesia, depressio
respiratoria, miosi, inibizione della tosse, attdvi antidiarroica, rigidita muscolare); la loperamid e
particolarmente affine alla classe dei recettare in minor misura ai recettod: manca dell'azione centrale a
causa dell'efflusso garantito da Pgp. Purtuttavia, co-somministrazione con inibitori della Pgp, aona
Quinidina, induce depressione respiratoria, tipismtomo dell’effetto oppioide centrale. Similmerdssieme a
Cereport, analogo della Bradikinina, molecola ansitoria azione permeante la BBB, esprime nei reftétto
analgesico superiore rispetto alla semplice somstiiazione dell'oppioide, effetto assente in cavigtnattate con
Naloxone, antagonista oppioide, a indicare che dlgesia € mediata proprio dall’laumento di Loperaeid
livello centrale. Anche la rodamina e substratolal€lgp e non oltrepassa la BBB, si accumula sehattiente nel
parenchima cerebrale solo in seguito a pre-somrtraigone di inibitori di Pgp. Rh-123 & un markendtescente
e anche se non ci sono studi di carcamento in namioglle, viene ampiamente utilizzata in associagi con
inibitori della Pgp per testare la funzionalita deieccanismi di efflusso a livello della BEE. La B8 caricata
all'interno delle nanoparticelle e con un profiloi dilascio molto lento permette di effettuare studi
biodistribuzione ,quantificare quantificando la oquiéa delle nanoparticelle nei diversi organi (studi

biodistribuzione).
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| Loperamide ICV (80 pg) vs Lop-M-Np |

A W50 i loperamide icv
70,00 A rop-M-Np
~ 5
50,00 / \
W 40,00
o
= an00 " / \Lﬁ / \
® 2000 3 l ‘ y \
10,00 ‘g.' _
0,008 Ao “ L= /L\ \
40002 240 300 360 420 49 /W
time (min)
1 3 4 c s 7 &
B 0
p e )
Loperamide ICV
= Gonl
=0 Sug |
——i0ug
——20ug
w 1 ——nug |
I —— 80 ug
H /r \
’ -
440 P /
oo/ S
time (min) £ / )/——5——‘4\
*
- . <
Fig. 6. A Antinociceptive effect test. LOP-g7-Np (1 and 2) and LOP4{R }-g7-Np. / A‘_’E " %
LOP-B-Np s control group. A is %MPE for LOP-g7-Np<{1) administration. & 1
is the % MPE for LOP-g7-Np-(2) administration. X 1s % MPE for LOP{R)-g7- s o= T s B =¥
Np admmistration. O s %MPE for LOP-B-Np administration. *P<0.05 vs o 0s 1 15 2 25

tme (hee)

Control groups and °P<0.05 vs LOP-g7-Np-(2). ANOVA followed by Student
Nauman—Keuls Tests. B Antmociceptive effect test. Control groups. B s %
MPE for g7-Np admimistration. O 1s % MPE for LOP-B-Np admmistration. ® is
% MPE for simple mixture adminisration. & s % MPE for buffered saline
solution admmistration. A is % MPE for Loperamide solution administration,
*P=0.05 vs Control groups and *P= (.05 vs LOP-g7-Np-(2). ANOVA followed
by Student—Neuman—Keuls tests.

Figura 8: Effetto antinocicettivo valutato dopo somministoeee ICV di una soluzione di loperamide (figura di
destra) in confronto alla somministrazione di namtipelle modificate in superficie (figura di sitia); tale
somministrazione ha permesso di risalire alla gtéadt farmaco che produce 'azione nocicettivaeogata e che
quindi giunge al SNC con la nano particella; € cstpertanto calcolata la % di farmaco rispetto allgue

somministrata che arriva al SNC con le nanopal&¢@bsi et al., 2007, 2009, Vergoni et al., 2009]

Dopo somministrazione endovenosa (in vena caud@&e)anoparticelle modificate hanno dimostrato una
capacita di superare la BEE pari al 15% dopo 2 Hlalssomministrazione. Le nanoparticelle caricatenco
Loperamide sono state invece utilizzate in tesmé&aologici di nocicezione per valutare I'effettoadgesico.
L'analgesia e prova del successo nel brain targetissendo il farmaco substrato delle Pgp: la sorigtmazione
sistemica di nanoparticelle modificate con peptideportato ad un evidente effetto farmacologica;aatto ad un
iniziale effetto simil-oppioide nella prima ora,givabilmente relativo al farmaco adsorbito sulla stfitie delle
nanoparticelle, compare un forte effetto analgegiose-dipendente sino a 6 ore, mostrando pertantdlascio
prolungato del farmaco all'interno del SNC. Talbsultati, avvalorati dal’assenza di analgesia iumerosi
controlli, suggeriscono che il 13% della dose somistiata dopo iniezione nella vena caudale deiirath
raggiunto il SNC. Questo dato va a confermare i gegcedentemente esposti riguardanti la biodistzione, con
un ordine di grandezza di localizzazione cerebpdeagonabile. Tale dato € confortante se paragorsagl altri
sistemi nanotecnologici proposti in letteratura einpa descritti (hanopartucelle di PBCA con polisatb,
nanoparticelle pegilate), dove la quantita di famoaveicolata al SNC non supera mai il 5-6% dellssalo
somministrata [Tosi et al., 2007, 2009; Vergonakt 2009].
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L’'optical imaqginq

Diverse scoperte rivoluzionarie [che vanno dai ragm medicina (Wilhelm Roentgen, 1895) alla
tomografia computerizzata (CT), alla risonanza retiga nucleare (MRI), allimpiego di mezzi di
contrasto] hanno portato alla moderna diagnostezarpmagini[Licha and Olbrich, 2005] Negli ultimi
decenni metodiche emergenti quali la tomografiaeadssione di positroni (PET) o la tomografia
computerizzata a emissione di singolo fotone (SPERAnno migliorato la sensibilita diagnostica,
aprendo all'applicazione nel campo dablecular imaging

Tra i diversi campi di applicazione della diagnostper immagini quella nella valutazione della
localizzazione di farmaci (sia molecole attive distemi strutturati come profarmaci polimerici, ma
anche nanoparticelle polimeriche o altri carrieegcglanti attivi e diagnostici) e di grande attteliessa
infatti costituisce uno strumento prezioso perigercatore nel fornire informazioni utili riguarda
biodistribuzione, la tracciabilita, la farmacodica del principio attivo o del sistema sommirag:
Grazie ad essa lo sperimentatore € in grado ditorané il farmaco o il vettore dell’attivo nei dige
distretti dell’organismo potendo altresi valutafefféttivo raggiungimento di uno specifico target
cellulare[Rudin and Weissleder, 2003; Licha and Olbrich, 2DWer I'applicazione della diagnostica per
immagini a tale settore che combina di fatto laomaedicina alla biofarmaceutica, occorre parlare di
sonde per imaging e di tecniche quakRadionuclide Imaginil Contrast-enhanced Ultrasound (CEUS),
il Magnetic Resonance Imagin, e I’ Optical Imag{@ang et Xiaoyuan, 2009].
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Technique Resolution Depth Time Imaging agents Target* Costt Primary small- Clinical

animal use use
MR 10400 um  No limit Minutes—hours Gadolinium, ABM 533 Versatils imaging Yes
dysprosiurm, modality with high
iron oxide particles soft-tissue contrast
CT 50 pm No limit Minutes lodine AP $5 Lung and bone imaging  Yes
Ultrasound 50 um Milmetres  Minutes Microbubbles AP $$ Vascular and Yes
interventional imaging
PET 1-2 mm No limit Minutes BEIC 150 P M $3% Versatile imaging Yes
modality with many
different tracers
SPECT 1-2mm Ne limit Minutes e, Minchelates P M $$ Commonly used to Yes
image labelled antibodies,
peptides and so on
FRI 2-3mm <1 cm Seconds—minutes  Photoproteins (GFP), P M $ Rapid screening of Development
NIR fluorochromes molecular events in
surface-based tumours
FMT 1 mm <10cm Seconds—minutes  NIR fluorochromes B M 5% Quantitative imaging of  Development
targeted or ‘smart’
fluorochrome reporters
in deep tumours
BLI Several Centimetres  Minutes Lucifenins M $5 Gene expression, cell No
millimetres and bacternal tracking
Intravital 1um <400 um Seconds—minutes  Photoproteins (GFP), F M $5% All of the above at higher Limited
microscopy Fluorochromes resolutions but at imited  development
{confocal, depths and coverage (skin)
multiphoton)

*Primary area that a given imaging modality interrogates: A, anatomical; M, molecular P, physiological. *Cost of system: § <100,000; $% 100-300,000; $5%: =300,000.
BLI, bicluminescence imaging; CT, X-ray computed tomography; FMT, flucrescence-mediated molecular tomography; FRI, fiuorescence refiectance imaging; GFF, green
flucrescent protein; NIR; near-infrared; MR, magnetic resonance; PET, positron emission tomography; SPECT, single-photon emission computed tomography,

Tabella 1: Panoramica delle principale tecniche di imaging@agi impiegate nedrug deliverye neldrug
discovenyfRudin and Weissleder, 20Q3]

Il Radionuclide Imaging si avvale del legame tra l'attivo che si intendenitorare e un radioisotopo,

sfruttandone le proprieta di emissione. Diversidétim questo senso hanno confermato la possibilitatilizzare
radionuclidi (quali **1, ®" Ga, ', ®*mTc, *F, *Cu, "Br, 1) come marcanti di attivi o dei loro vettori
permettendo di verificarne le proprieta farmacotioke e farmacodinamiche [Kleiter et al., 2006; Waet al.,
2008; Cao et al., 2008; Chen et al., 2005].

Un’altra tecnica particolarmente impiegata nel drudglivery € rappresentata dalontrast-enhanced

Ultrasound (CEUS),tale tecnica sfrutta l'impiego di mezzi di cont@aultrasonici, come le microbubbles,

microsfere caricate con dei gas che posseggonoifgper proprieta acustiche e che vengono quindittdte
come mezzo di contrasto mediante I'impiego di slicmi [Dijkmans et al., 2004]. Una tecnica partiaohente

versatile sia nel campo clinico che in quello delleerca e rappresentata dd{lagnetic Resonance Imagin

L’applicazione di tale tecnica nel drug deliveryova il razionale nella possibilita di poter monitoe la
biodistribuzione dell’attivo mediante la sempligepticazione di un campo magnetico [Unak et al.,8J00Al fine
di ottenere un sistema facilmente visualizzabilegeao generalmente impiegate micelle o nanopaléiailossido
di ferro caricate con il farmaco; diversi studi opano l'impiego di tali sistemi come strumento imettente
dellimaging di farmaci [Nasongkla et al., 2006; aHessian et al., 2008; Maharramov et al., 2011; étual.,
2012]

25



Tra le differenti tecniche impiegate in diagnostibaptical imaging trova uso in molteplici

applicazioni che spaziano dal medical imaging agdielivery fino al drug discovey.

Optical in vivo imaging techniques

Technique Wavelength  contrasting principle Resolution Imaging depth
maximum

Microscopy(epi, confocal, 2-photon) VIS Intrinsic fluorescence and fluorescent probes microscopic 500 pm

Optical coherence tomography (OCT) VIS Scattering, reflection Mesoscopic/ 2 mm
MICTOSCOPIC

Laser speckle imaging VIS, NIR Scattering, reflection Mesoscopic | mm

Fluorescence reflectance imaging VIS, NIR Intrinsic fluorescence and fluorescent probes Mesoscopic/  ~10 mm
macroscopic

Bioluminescence imaging VIS Bioluminescent reporters(Luciferin/Luciferase) Macroscopic  ~3 cm

Diffuse optical tomography (DOT) NIR Scattering, intrinsic absorption and absorbing Macroscopic  ~12 em

agents
Fluorescence molecular tomography (FMT)  NIR Fluorescent agents(targeted, activated) Macroscopic  ~12 ¢em
Enhanced endoscopy/laparoscopy VIS, NIR Visual inspection, fluorescent agents Macroscopic ~5 mm

Tabella 2: Panorama delle differenti tecniche di optical imgg ad oggi impiegate, con riferimento agli agpett

fisici e tecnici che ne sono alla bdk&ha and Olbrich 2005]

L’optical imaging combina sensibilita e vaste pbagé di applicazione nello studio non invasivo
di bersagli molecolari all'interno del corpo di animale vivo. Questa tecnologia € puo essere zdiliz
per seguire la progressione della malattia, gletéffdi farmaci candidati sulla patologia bersagiio
comportamento farmacocinetico dei farmaci candigato sviluppo di biomarker indicativi di esiti lte
malattia e del trattamento.

L’'immagine acquisita & strettamente dipendenteadalhghezza d’onda della luce applicata, dalla mada
di detection dello strumento e dallimpiego di senottiche o di agenti ottici esterni sfruttati comeezzi di
contrasto. A seconda della lunghezza d’'onda deite lapplicata si possono ottenere differenti pexmtdni dei
tessuti. L'impiego infatti di lunghezza d’onda stupe a 650 nm, nel campo cioe dellUV-VIS, permettna
scarsa penetrazione dei tessuti con la possibiiit?analizzare spessori che vanno da pochi microimeetd
millimetro, a causa del forte assorbimento dei pmportanti cromofori costituenti i tessuti quali la
deossiemoglobina e I'ossiemoglobina. Lunghezzedd@omprese tra i 700 e 900 nm (Near-Infrared NiRgce
permettono una miglior penetrazione dei tessutiaasa del limitato assorbimento di essi in questgiaee
spettrale [Ntziachristos et al., 2003]. Combinartdoniche differenti che spaziano dalla biologia ewallare alla
chimica pura sono stati sviluppati metodi di imagim grado di visualizzare un ampia varieta di dat quali
cellule, tessuti, organi, eventi cellulari, att@itenzimatiche e farmaci [Lucker and Lucker, 260&in and
Weissleder, 2003].
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Attualmente, i tre principali tipi di “labels” utdzati nell’optical imaging sfruttano la
bioluminescenza, le proteine fluorescenti oppunmarcanti fluorescenti e i sistemi nanoparticellari
strutturati. La bioluminescenza e le proteine fasmenti richiedono I'ingegnerizzazione di linedudati
o animali transgenici portatori del gene appropridtmarcanti fluorescenti invece risultano pittiive
impiegabili, con enorme potenzialita in applicazioliniche. Per esempio, il carbocianine indoammni
verde (ICG, noto anche come Cardiogreen R), e sisdito in clinica per oltre 25 anni come indicatore
per studi che coinvolgono il cuore, fegato, polmania circolazione. Vettori di farmaci antineopies
sono stati marcati otticamente allo scopo di meaite la farmacocinetica e la biodistribuzione; e
possibile altresi valutare indirettamente, per hiechimica e mediate microscopia in vivo, il target
quindi 'organo/tessuto patologico (ad es. le miadidioni a carico dell’endotelio vascolare dei vasi
angiogenici, con endotelio discontinuo e disorgaaiia, I'aumento della permeabilita alle macromoleco
circolanti e I'accumulo tissutale del principioiatf). L'impiego di macromolecole come ad esempio |l
destrano-fluoresceinaisotiocianato o nanoparticellenicroparticelle marcate con diversi fluorocromi
hanno permesso di quantificare I'extravasaziondedeiolecole dal lume vascolare alla matrice
extracellulare e di conseguenza la permeabilitvaki tumorali, quantificando i diametri dei paa tL00
nm e 2 um a seconda del tumore, della regioneiisi @ sviluppato e il modo in cui cresce e reggedi
[Hobbs et al., 1998; Jain et al., 2002; Krasnitiat., 2005].

| quantum dots (QDs) (nanocristalli inorganici diateriale semiconduttore, con diametro
dell'ordine di 1-10 nm che possiedono proprieta iheacenti, ottiche ed elettroniche uniche: quando
sono eccitati con apposite sorgenti di luce (luzgked’onde a cui i tessuti del corpo risultanopeasnti)
emettono una fluorescenza misurabile. A seconddideietro e del tipo di nanoparticella, I'emissiane
diversa, permettendo analisi differenziali. La aaj@adi indirizzare queste molecole ai tessuti mnala
fornisce un ottimo sistema diagnostico) stanno geredo come sistemi alternativi ai convenzionali
marcanti organici (biomarkes fluorescenti). Le longliori caratteristiche in termini di fotostatidi e di
luminosita li rendono eccellenti candidati nell'imgo come traccianti farmaceutici; alcuni studi
riportano infatti 'uso di tali marcanti in sistenciomplessi modificati con aptameri targettizzamti i
associazione con doxorubicina o immunoliposomi cediri con doxorubicina fornendo molteplici
informazioni che vanno dal targeting tumorale,imi#iging e aldrug delivery [Bagalkot et al., 2007;
Weng et al., 2008].

Nel vasto panorama delle sonde impiega&d’optical imaging una classe degna di nota é
rappresentata dai fluorocromi Near-Infrared (NIRJali marcanti superano limitazioni quali
I'attenuazione e lo scattering della luce da pdéietessuti analizzati, minimizzando i problemidéealla
scarsa rilevazione dei fotoni nei tesqutiker and Lucker, 2008 amplificando il segnale di detection.
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In generale i fluorocomi nel NIR hanno alta sedgé&iattribuibile alla bassa fluorescenza di foredagli
alti coefficienti di estinzione, che forniscono\aée rese quantiche. La regione NIR € compatibittha
con componenti ottici a stato solido, come i lasetiodi e rivelatori al silicio; questo ha portatd un

notevole e rapido sviluppo della delle “NIR fluozeace imaging”.

La luce infatti, viene assorbita dall'emoglobimtlla melanina, dai lipidi, e da altri composti menti nel
tessuto vivente. Poiché si osserva una diminuzib@ssorbimento e diffusione all'aumentare lunghedanda, i
coloranti fluorescenti e le proteine assorbentiteat00 nm sono difficili da rilevare se presentpicgcole quantita
e a profondita maggiori di alcuni millimetri. Nelleegione NIR (700-900 nm), il coefficiente di assarento del
tessuto € minimo e la luce puo penetrare anchenadpuofondita di diversi centimetri (fino a circ& tm). Sopra
900 nm, l'assorbimento della luce da parte delldemmle di acqua comincia a causare interferenzeltia,
composti naturalmente presenti nei tessuti anippadisono causare auto-fluorescenza in tutta la garspedtrale
del visibile fino a ~ 700 nm, che pud mascherarsegnale desiderato. Al fine quindi di ottenere agmi
apprezzabili delle regioni del nostro organismouate in profondita sono state messe a punto stiatege

impieghino fluorecromi nel Near-Infrared con emigsidi lunghezze d’onda comprese tra 650 e 900 nm.

Ad oggi diversi marcanti NIR vengono impiegati penaging in vivo; sono classificati in base agli
spettri di eccitazione ed emissione e siglati iaziene alle ditte che li producono e commerciainz,
tra i primi impiegati va ricordato il Cy5.5 che @at® utilizzato in passato essenzialmente a caeka d
mancanza di altri coloranti piu adatti per I'imagirrale marcante infatti ha eccitazione / emissione
massimali a lunghezze d’onda che rientrano ancekaamge di autofluorescenza dei tessuti impattando
con le prestazioni complessive. Marcante come 8@0IRDye che ha eccitazione/emissione massimali
tra 774nm e 789nm, perfettamente centrata nellmeginfrarossa, forniscono un ottimo rapporto
segnale rumore e buona applicazione nell’'opticagmg. Il DY-675 scelto per i nostri studi, mostra
assorbimento / emissione massimali tra 674nm/ 69@mtanolo), ma buone caratteristiche di soltdoili
e prestazioni, se impiegato per derivatizzare palira composti organici funzionali. E’ considerataa

sonda border line tra il “far red” ed il “near iafed”.

Sezione 2Applicazione delle nanoparticelle nella veicolane e nel

direzionamento di farmaci antitumorali

Lo sviluppo di un metodo di somministrazione estia non invasivo di antitumorali con I'obiettivo
di ottenere concentrazioni significative al berggdimitando allo stesso tempo I'esposizione gistiica
e la distribuzione ai punti periferici di azioneigmigliorare significativamente le prospettivardpiego
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clinico e lefficacia della terapia. Recentementaplti studi hanno riportato la progettazione e
I'ottimizzare di sistemi di rilascio proposti pdrtrasporto di antitumorali, applicando anche siga
quali la PEGilazione che migliora la stabilita iircolo, oppure il legame covalente agli anticorpi
monoclonali specificamente diretti verso le popmaz cellulari che sovraesprimono il recettore
specifico.

In particolare, nella terapia antitumorale, le rarticelle risultano tra i sistemi piu versatili ed
applicabili. La recente immissione in commercio fdgmaco Abraxane ha consacrato tali sistemi quali
potenziali strumenti per la somministrazione, dizdazione e rilascio modulato di antitumoraltaiget.
Abraxane e una formulazione a base di nanopasiatllaloumina per la veicolazione del paclitaxel
[Malam et al., 2009] E’indicato nel trattamento del cancro metastatielta mammella in pazienti in cui
il trattamento iniziale per la malattia metastatiwan € piu efficace e per le quali la terapia saadd
contenente un’antraciclina”, € controindicata. hanoparticelle di albumina attraversano I'endotelio
verso l'area interstiziale del tessuto tumorato fpanscitosi; utilizzano il trasporto attraversaedifici
recettori per I'albumina (gp60) sovraespressi salfotelio del vaso tumorato sfruttando la via redéur
con la quale le cellule tumorate ottengono enezgiatrimento per la loro rapida crescita. Questolpe
I'albumina € un carrier naturale di nutrienti idvbfci, vitamine e steroidi e regola il passaggiouda
discreta quantita di molecole dal sangue ai tesBuditicamente, I'albumina lega i recettori cavesil
provocando la formazione di caveolae che trasporthncargo attraverso I'endotelio. Proprio per
I'esigenza di nutrimento e di crescita, una vokdlanzona interstiziale, I'albumina (e di consegieeii
sistema nanoparticellare-strutturato) tende adraatarsi nelle aree infammate e in molti tumorice a
interagire con la proteina Acidica Secreta e Ritic@isteina (SPARC - Secreted Protein Acidic anchRi
in Cystein) sovra-espressa sulla superficie de#élule tumorate. SPARC, infatti, € iperespressa
selettivamente in molti tipi di tumori umani, traidl tumore della mammella, conferendo a questidui
una prognosi peggiore (sembra permettere I'ordioaanizzazione dello stroma tumorale, favorendone
la crescita e il processo metastatico). Studi dnimoistochimica hanno dimostrato che SPARC e
iperespressa nel 46% di carcinomi mammari e saoltaetl'l% di tessuti normali mammari. SPARC
agisce come un vero e proprio magnete: essa attega il complesso albumina-farmaco e lo concentra
nell'interstizio del tumore, permettendo un'altanaantrazione di paclitaxel albumina nel tumore.
Abraxane e facilmente somministrato via iv, nontmare solventi tossici ed ha dimostrato un tasso di
risposta clinica migliore del doppio rispetto a dagarmaco convenzionale dove compaiono come co-
solventi il Cremophor e I'etanolo) in uno studeamdomizzato condotto su 460 pazig¢@radishar et al.,
2005].
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La conoscenza biochimica del tumore, con I'evidetizZgersagli cellulari specifici ha accelerato la
formulazione e sperimentazione di sistemi direzionan letteratura e ricca di studi di formulaziore
somministrazione in modelli animali di differentinbori [Feng et al., 2012; Brannon-Peppas and
Blanchette, 2012; Parhi et al., 201&hapira et al., 2011].In Tabella 3 sono riportati alcuni recenti
sviluppi (trovare una tabella con in generale namigelle con farmaci antiumorali con e senza

direzionanti e non necessariamente di PL@FAKumori and Ichikawa, 2006].

1 g 3 4 5 6 7 8 9 10
Therapeutic passive and passive passive and passive and intracellular macrophage- chemotherapycancer ther- cancer ther- passive and
purpose aclive drug estrogen- pH- drug deliv- mediated o over- apy apy aclive
targeting targeting receplor dependent  ery chemother- come targeting
targeting drug apy multidrug
targeting resistance
Particle 100-200 118 250-300 61 250-300 139 288 100-200 200-250 50-100/32
size (mn)
Preparation  extrusion coprecipi- solvent dis-  sell- ionic gela- emulsion emulsion double high- self-
tation placement  assembling tion polymer- polymer- emulsion pressure formation
ization ization homoge-
nized
Characteri-  biodistri- drug cell uptake. pH- cytostatic macrophage- cell growth entrapment antitumor biodistribut-
zation bution, content. intracellu-  dependent  activity, mediated inhibition,  efficiency.  activity ion/trans-
extrava- antitumor lar dis- cell in- drug re- cytotoxic-  release size, ¢ fection
sation, effect. tribution, teraction., lease, ity potential
survival plasma localization intenializa- CLSM (-9 mV),
concentra- tion and release
tion cytotoxicity
Delivery amphotericin irinotecan tamoxifen  doxorubicin doxorubicin doxorubicin doxorubicin, tumor bovine doxorubicin/
agent B/doxoru- cyclosporin  recrosist seminal ri- DNA
bicin A factor-o bonuclease
(bonding entrapment. non- non- non- ion com- non- entrapment. solid dis- adsorption  non-
mode) surface ad- covalent covalent covalent plexation covalent surface ad- persion covalent
sorption sorption
Core struc- liposome polymeric  polymeric polymeric  polymeric  polymeric polymeric polymeric  polymeric  polymeric
ture matrix matrix matrix matrix matrix matrix matrix matrix matrix
(main com- egg PC PLA, PEG— polyle- pullulan chitosan PACA PACA PEGylated PLA PEG-
ponent) PPG-PEG caprolactone)  acetate/ PHDCA poly(aspartic
(MW: sulfon- acid YPEG-
14.8 kDa) amide PLA/PEG-
conjugate poly(lysine)
(additive) cholesterol TPP. type- HSA,BSA
B gelatin,
polyphosphoric
acid
or dextran
sulfate
Surface DSPE- PEG-PPG- pluronic F-68 PEG PEG
property PEG/ PEG
and compo- DSPE-
nent PEG-
monoclonal
antibody/
DSPE-
PEG-
transfeirin
(bonding DSPE- embedded  adsorption pendant
mode) anchored
Reference  [46] [53] [54. 55] [56] [571 58] [59] [60] [61] [62]

Tabella 3: Nanoparticelle in studio per il drug deliveryatititumorali [Fukumori and Ichikawa, 2006]
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Leucemia linfoide cronica

Tra le leucemie piu comuni nell'uomo vi e la leugantinfatica cronica (LLC). La LLC e una
malattia clonale caratterizzata da proliferaziongregressivo accumulo di linfociti B. Dal sangue
periferico i linfociti B migrano nei compartimerttgsutali (midollo, linfonodi, milza) dove ricevonmo
stimolo proliferativo, in parte prodotto dalla irdgione tra il recettore per I'antigene (BCR= Blcel
receptor) presente sulla superficie cellulare etiggene presentato dalle cellule del microambieadein
parte direttamente in seguito alla interazione icomcroambiente. Le cellule quindi migrano nel gaa
periferico dove entrano in uno stato non prolifie@te possono andare incontro ad apoptosi (morte
cellulare programmata) o ricircolare nei tessutieddi nuovo ricevono uno stimolo alla proliferazori
risultato & I'aumento del numero dei linfociti sangue periferico (leucocitosi con linfocitosi datm),
l'aumento delle dimensioni dei linfonodi al collile ascelle, all'inguine (linfoadenomegalia), ff@@nto
delle dimensioni della milza (splenomegalia).

E’ la piu frequente delle leucemie, infatti rappes il 25 % di tutte le leucemie dell’ adulto €d e
tipicamente una malattia dell’ anziano (eta me@abni). La malattia ha molto spesso un iniziotd&b
asintomatico e la diagnosi viene posta casualmentmrso di esami di routine, in cui viene risgatd

un aumento della conta dei linfociti nel sanguefeeco.

Piu in dettaglio, LLC ha eziologia complessa. Eayatologia caratterizzata dalla differente prolidgione,
attivazione e maturazione dei linfociti B CDfPekarsky et al., 2010; Chiorazzi et al., 2005;i&#t al., 2007] e si
presenta in due forme differenti, una aggressidauea indolente. Tale eterogenicita & dipesa d&ewtifti
mutazioni registrate a livello della regione varikb(V) della catena pesante (H),\dei geni che codificano per
I'lmmunoglobulina IgVH, nell’espressione del clusth differenziazione CD38 nell’espressione della tirosin
chinasi ZAP-70, come nella possibile presenza iiziteni come la 13914.3 presente in piu del 50%odsi, ma
anche 11g22-23, 17p13 e 6g21 [Krober et al., 2@0Riorazzi et al., 2005]. Il cursus della patologiai pazienti
affetti dalla forma indolente (poco reattiva) € moolungo e la prognosi € benigna, le principali rifastazioni
riguardano una limitata espressione della tirosinirasi ZAP-70 e mutazioni a carico dei geni IgVHtelche
delezione 13q14 [Pekarsky et al., 2010; D6hnerd.e2800].Al contrario invece, la forma aggresspeesenta una
prognosi infausta e lo sviluppo e particolarmengtoge con un esito fatale, in essa si riscontralevati livelli
della tirosin chinasi ZAP-70 ed assenza di mutdzocarico dei geni IgVH. Riguardo alla patogendsila forma
indolente, alcuni studi hanno potuto confermare eheontribuirvi in maniera rilevante vi e, a livelldella
delezione 13g14, [I'eliminazione di un cluster dingcodificanti due microRNA il miR-15a e il miR-16
riscontrata nel 66% dei casi. La mancata espressidai due microRNA ¢ risultata inversamente propoede
all’'espressione di uno dei loro target la BCL2 uaaniglia di geni che presenta attivita anti-apojtbe. | risultati
hanno confermato che la repressione della BCL2 ddepdi questi microRNA induce 'apoptosi nellelalel

leucemiche confermando l'importanza nell’attivitacosoppressiva da parte del miR-15a e miR-16-1ifGslal.,
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2009; Cimmino et al., 2005]. Ulteriori studi rigudo alla delezione 13g14 hanno potuto confermareattre ad
essere mancante I'espressione dei due microRNétaimoltre assente I'espressione di un gene dcatite per
221 amminoacidi il DLEU7 che sembrerebbe svolgerattivita rilevante nell’oncosopressione cooperarabn il
miR-15a ed il miR-16-1 [Palamarchuk et al., 2010].DLEU7 infatti sembra essere strettamente coltega
all'inibizione dell’espressione del’NF-kB fattopFo-oncogeno attivato a sua volta dall’espressitaasgenica di
uno dei membri che costituiscono la superfamigbhTNF tumor necrosis factor, 'APRIL [Pekarskyagt 2007;
. Haiat et al., 2006]. Diversi studi hanno confetmdlespressione dellAPRIL in varie forme tumoralilivello
delle cellule B; il suo legame riguarda principalnte due recettore, il BCMA l'antigene di maturazodelle
cellule B ed il TACI entrambi membri della superigla dei recettori per il TNF. Mentre il BCMA & @®sso
nelle cellule mature B e T, il TACI viene riscattr a livello delle cellule T attivate ed in alcusettopopolazioni
delle cellule B; entrambi giocano un ruolo importamel processo di attivazione della via del’NF-kigdiante
l'interazione con un fattore il TRAFs. Studi redgminno dimostrato che I'espressione della DLEUibiste 5
volte l'attivazione del’NF-kB mediata dalla BCMA 4 quella del’NF-kB mediata dalla TACI confermando
'importanza della DLEU7 accanto al miR-15a e mi®-1 nell'attivita oncosoppressiva e di consegueaziro
delezione risulta un fattore di promozione dellagognesi della leucemia linfoide cronica [Pekarskyl., 2010].
Per quanto riguarda invece la manifestazione dtdlacemia linfatica cronica in forma aggressiva, &gs
strettamente legata all'espressione di un genegroegeno il TCL1 (T cell leukemia/lymphoma 1), iifieato
come target della traslocazione ed inversione alliv dell’abberrazione cromosomiale 14g32.1, divestudi
hanno dimostrato che tale gene é largamente espradivello delle cellule B in tutti i loro stadieflo sviluppo
tranne che a livello maturo ed in forma minorelaaellule T [Virgilio et al., 1994]. L’attivita ps-oncogena del
gene TCL1 si manifesta quale attivatore della vi@KRAkt(PKB), la protein-chinasi akt infatti, cottifita
dall'oncogene AKT, gioca un ruolo importante nelayolazione di diversi segnali coinvolti nella pferazione,
nella sopravvivenza e nella morte in molte celltrke cui le B e T [Chan et al., 1999]. Alcuni stuldanno
dimostrato I'inibizione della trascrizione dell’ deator protein 1 (AP-1), che induce l'apoptosi nade
I'attivazione di alcuni geni pro-apoptotici, da gardella TCL1 che interagisce su alcuni siti speicdella AP-1,
il c-Jun, il c-Fos e il JunB, comportando una difiza nell’apoptosi e di conseguenza la sopravzaetelle

cellule leucemiche [Pekarsky et al., 2008].

A fronte della complessa eziologia e dello svilugiatla patologia nelle sue differenti forme, sono
state negli anni elaborate diverse strategie tatreento della leucemia linfatica cronica.

A partire dagli anni 60 e per i successivi 40 anaiterapia di elezione nel trattamento della
leucemia linfatica cronica é stata rappresentatéintigiego del clorambucile [Keating, 2001; Robak,
2005], un agente alchilante che svolge un’attivita pgoogaotica in diverse cellule tumorali determinando
alterazioni nella sintesi e nella duplicazione degidi nucleici. E’ stato utilizzato sia da solbecin
associaziongKeating, 2001].Con il passare degli anni, grazie all’avanzameleiqorogressi scientifici si

e accostata alla cura della leucemia una nuovaeldisfarmaci, gli analoghi nucleosidici, un gruppo
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agenti citotossici che ha mostrato una certa #tisulle cellule leucemiche, inducendone I'apoptosi
mediante l'interferenza nella sintesi degli acidcieici, interagendo con gli enzimi coinvolti nelfivita
della adenosina e deossiadenodiRabak, 2005].Tra i farmaci afferenti a questa classe che trovan
maggior impiego nella terapia vi sono la fludarahila cladribina e la pento statina. Diversi stuahno
confermato I'impiego degli analoghi purinici in paati pretrattati mediante agenti alchilanti cheta
mostrato ricadute o refrattarieta alla terapia eonfindone I'utilizzo come terapia standard di sdaon
scelta Robak and Kasznicki, 2004].impiego inoltre degli analoghi purinici come #gria primaria nella
cura della leucemia linfatica cronica ha dimostridoro maggior attivita se confrontati agli agent
alchilanti [Hallek and Eichhorst, 2004]i tassi di risposta clinica restano pero bassr. tBle ragione si
sono ricercate ulteriori strategie che comportasser incremento nella terapia, a tale scopo l'igpie
degli anticorpi monoclonali (MoAb) ha determinatovevoluzione nella terapia delle neoplasie
ematologiche incluso il linfoma Non-Hodgkin’s eléaicemia linfatica cronica, attraverso un meccanism
che sfrutta I'espressione di alcuni antigeni diegtipie cellulari quali CD19,CD20, CD22, CD23, CD52
[Robak, 2005],I'attivazione di alcuni segnali pro-apoptoticiigello intracellulare e I'attivazione della
risposta immunitaria mediante sistemi del complexmfraderl et al., 2006].

In tale panorama gli anticorpi monoclonali anti @D&d anti CD52, rispettivamente Rituximab ed
Alemtuzumab, hanno mostrato una significativa a#tivrivolta alla leucemia linfatica cronica e
costituiscono ad oggi la terapia d’elezione perstpu@atologia. Nel 1997 I'impiego di Rituximab atst
approvato dalla FDA per il trattamento del linfoman Hodgkin delle cellule B, come pure nelle
leucemie che colpiscono le medesime cellule.

Il suo meccanismo d’'azione si esplica grazie ahheg con il cluster di differenziazione 20 CD20,
antigene largamente espresso nelle cellule B daneemiche e nei linfomi, cio determina diversi
meccanismi di citotossicita cellulare sia completoedipendente che citotossicita cellulo-mediata
anticorpo dipendente, come anche processi apojptbiccomportano I'eliminazione della celljRobak
et al., 2005].

Diversi studi ne hanno confermato I'impiego constamento di prima linea per pazienti affetti da
leucemia linfatica cronica e da piccolo linforftdainsworth et al., 2003; Byrd et al., 200%]Ja come
monoterapia che in associazigMmbak et al., 2005].

D’altro canto, pur se I'impiego di tale farmacoulis. promettente, i tassi di risposta alla terggaa
la leucemia linfatica cronica recidiva lascianoesiderare, soprattutto se comparati a quelli débna
follicolare non Hodgkin; alcuni studi hanno dimastr una miglior efficacia in questo senso mediante
I'impiego di alti dosaggi o un programma di dosagpgiu intenso [Falder et al., 2006]E’ stato inoltre

confermata la migliore attivita del rituximab sardainato con alcuni agenti chemioterapeutici coee |
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fludarabina che determina una down-regulation dai¢eine del complemento CD55 e COb@lder et
al., 2006; Alas et al., 2000; Keating, 2001].

Figura 9: Immagine relativa ad un vetrino di sangue di patei@ffetto da leucemia linfatica cronica, i lintoc
sono evidenziati mediante la colorazione di May r@mald Giemsa; appaiono le tipiche manifestazioriade
patologia con linfociti di dimensioni piccolo-media cromatina appare aggregata ed il citoplasrassefMatutes
et al., 2010]

L'anticorpo monoclonale Alemtuzumab riconosce imimi specifica I'antigene di superficie CD52, tale
antigene viene espresso sui linfociti sani e maetianche sui monociti e sui linfociti natural &l La sua attivita
farmacologica si esplica nella capacita di induteelisi cellulare mediante la citolisi complemerttipendente e la
citotossicita cellulare anticorpo dipendente. llosimpiego nella terapia della leucemia linfaticaooica e stato
autorizzato nel 2001 per la terapia di pazientiragfari al trattamento con agenti alchilanti. Aln& inoltre di
aumentarne l'efficacia e di ottenere una miglioadicazione della patologia residua sono state petpderapie
che vedono la combinazione dell’ alemtuzumab cahogihi purinici, cio anche perché i meccanismi dicae di
questi farmaci non si sovrappongono ottenendo £ebminazione della resistenza crociata [Kennedyat,
2002]. Pur inoltre presentando una buona rispostaicentuale nel trattamento di pazienti refrattaliaaterapia
con analoghi purinici, il farmaco ha dimostrato unaaggior efficacia nell’eliminazione delle cellleucemiche
dal sangue e dal midollo osseo, mentre risulta mefficace nell’eradicare quelle dei linfonodi [Rdbat al.,
2005; Keating, 2001]. Importanti limitazioni rigudo all'impiego di tale anticorpo risultano nella egarsa di
reazioni avverse come sindromi di tipo influenzalmusa della somministrazione per infusione, gqussprattutto
nella prima settimana di somministrazione, taleitiione viene by-passata mediante pre-medicazioinea del
trattamento, riduzione al minimo dellaumento deldose da somministrare o cambiando il tipo di

somministrazione in sottocutanea anziché infuserdovenosa [Robak et al., 2005].
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Oltre agli anti CD20 Rituximab ed anti CD52 Alemtinab, ulteriori studi sono in esecuzione per lo
sfruttamento di ulteriori target specifici delladeemia linfatica cronica, anche mediante terapiedinbinazione
allo scopo di migliorare I'efficacia della terapia la specificita del target; tra questi si annoveod’epatuzumab
antiCD22, il lumilixumab antiCD23, I'apolizumab pEantigene umano leucocitario ID10, il bevacizumamtro
il fattore di crescita VEGF, il Denileukin diftitofkammenti di tossina difterica fusi con Interleuwd2 contro il
CD25 antigene superficiale che lega I'lL-2 [Fadetlal., 2006] ma anche farmaci contro il CD40 [Gsdj 2003].

Oltre ai su citati antigeni di superficie ad oggsfruttati per il direzionamento alle cellule affetdalla
leucemia linfatica cronica, sono allo studio innusli altri target, di cui se ne riporta una paranica in
tabella, che in un prossimo futuro potranno essarattati per ottenere un direzionamento sempregmecifico

alle cellule leucemiche.

Chemaokine recepiors expressad by CLLcells

Reoepion Qther names Ligands Expression in CLL Presummed luncticns
CHCH3 COHER, GFRa CXCLS DL CXCET ) Livel ineermadiate, consistenthy Thi response, angicstasss, beukaoyte
exprested 5461 | recruitmenl, indl srmmatkon, integrin activ alson,

cytoskeletal changes, and ChemoEadmic
mégration

CHCR CTFIEA, Fusin, HMED, LORT, CXCLIZ Figh | 11,121 dosnregulansd by DrEIneREnesis, lymiphopoicsis. hemanpoicsis
LESTR CHCLY2 (recepior e ndocytosis) [ 11] cell migration and surwwal, angiogenesis
and b BCR eriggering [25]
CHOES CONES, BLR1, MDR15 CxCL: High |56] B-cell migratian, Thl response, organogenssis
Conoperatingg withs the CCRT recepior]
LCCRY congs? CoLaE, 00 Intermediate to high, correlates T cell development in the thymus, bemph-nods
with ymphadenoenathy | 19.55) hivming of natve and repalaceny Toells and
dendrtic cells
Table 2
Induible chemokines expressed by actiwaced CLL cefls
Chemoking Dher fnEmes Rt Expressios an CLL Presumed Tusdiorg
L3 MIP-Tp SCYAS: GOSES-1; LOTRALITHA CCR and CCRS After r!l'l!-rri;r_:-r:nr:,_l'ud NIC Inflammation, recnuicmseat and
co-mualiure {79, higher in ZaP-70° activation of polymorphonuziear
CLL, Syk-dependent | 25] beukooytes, activared B cefls
recruitmznt of T cells for T-8 cell
INLETACTONS
(R MIP-118, 5CYAS CCRS Lamwe as for CCL3 Lame as For (L3
CCLEZ THCB-CH, MM, WD | V=540, MOCIA554, CCR4 Afer T ligataom Recruitment of regulatary T eells [Tegl

SCYAD

Tabella 4: Rappresentazione schematica dei recettore dadlmiokhine espressi e/o attivati nelle cellule &dfeta

leucemia linfatica cronica ad oggi alla studio ib&airgeting della patologifBurger, 2010]

Nutlin-3 come potenziale agente antitumorale

Tra i fattori che contribuiscono alla sopravviverdeslle cellule tumorali ed alla resistenza alla
chemioterapia vi € la sovra espressione di un’oratema, la MDM2 (murine double minute 2), fattore
di inibizione della proteina pro-apoptotica p-58let espressione determina nelle cellule leucemighe
perdita della funzionalita della proteina p-53 shenanifesta con il mancato arresto del ciclo d¢atkio
dell’apoptosi, naturali risposte della cellula sp@sta a stress di varia nat{Das et al., 2011].

Pertanto, molecole con selettiva attivita antagamgll’inibizione dell'interazione tra la proteipa
53 e I'oncoproteina MDM2, sono state proposte geladimioterapicjVassilev et al., 2004].

I Nutlin si inseriscono proprio in questo contedto.generale, i farmaci afferenti a questa classe

presentano una struttura analoga al cis-imidazmhosostituenti idrofobici in grado di legarsi aiesca di
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legame per la proteina p-53 presente sulla superfiell’oncoproteina MDM2 in modo enantiomero-
specifico mimando il legame di tre residui ammindac della p-53: la leucina 26, il triptofano 23la
fenilalanina 19gPopowicz,et al., 2011]l composti identificati risultano tre (Nutlin-1,uflin-2, Nutlin-3)
con una potenza di inibizione del legame p-53/MDédpreso nell’ordine di 100-300 nanomolare. Tra
di essi quello che ha dimostrato maggior efficacih Nutlin-3, un cis-4,5 diidroimidazolo con quatt
sostituenti, a sua volta caratterizzato da due temaari, il Nutlin-3a ed il Nutlin-3b; la potenzaed
Nutlin-3a si € dimostrata 150 volte maggiore rigpetl Nutlin-3b nell’allontanare la proteina p-5ald
suo complesso con I'oncoproteina MDM2.

Piccole differenze strutturali della parte idrafildella molecola sono responsabili della diversa
potenza di legame del Nutlin-3a, nello specifiadue sostituenti para-clorofenilici si legano alleel
tasche di legame per la proteina p-53 presentisstliIDM2 (Trp23 e Leu26), mentre il terzo fenile
sostituito raggiunge indirettamente la tasca delRhel9 mediante un gruppo orto-isopropossi
[Popowicz,et al., 2011; Shangary and Wang, 2009 nkllo para-clorofenilico in posizione 5 si lega
profondita nella tasca costituita dal Trp23, il e&clo sostituiente para-clorofenilico si lega medeala
posizione 4 del suo anello alla tasca costituitdlalaeu26.Alcuni studi hanno confermato che I'ingme
di un alogeno, come nel caso dei due sostituemti-pborofenilici del Nutlin-3a, risulta importantael
riempimento di una tasca di legame sulla MDM2 latziinvece libera dall’anello indolico del Trp23
della proteina p-53, determinando un significataomento di efficacia nell’inibizione della MDM2. i
quarto sostituente imidazolico invece non peneiratéimente all’interno della tasca per la p-53, ma

interagisce con la tasca della Phel9 vicino allatéfdella catena laterale per la MDM2.
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Figura 10: Confronto tra le strutture molecolari del NutlinNutlin-2,Nutlin-3[Popowicz,et al., 2011]
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Figura 11: Rappresentazioni a) complesso tra la MDM2 e 18,0b3 Nutlin-2 e p-53 (combinazione di colori: C

giallo, Br rosso scuro, F celeste, | porpora, N bluosso]Popowicz,et al., 2011]

Grazie all'interazione su citata dei sostituentietlin nelle tasche di legame per la p-53 présen
sulla MDM2, la proteina p-53 viene stabilizzata ieascumula nei nuclei delle cellule comportando
I'attivazione della via apoptotica e I'arresto dadlo cellulare.

Alla luce di tali risultati, il ripristino della fozione alterata della proteina p-53 si configureneo
una nuova strategia nella cura per diverse paw@hognorali che affliggono il nostro organismo egjlidi
rivolti in maniera specifica alla cura dei tumoainguigni come la leucemia linfatica croni¢éofima et
al., 2006; Secchiero et al., 20068embrano confermare I'impiego del Nutlin, soprattulel Nutlin-3a

come promettente strumento terapeutico.
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Figura 12: Rappresentazione schematica dell'inibizione dgitateina p-53 mediata dall'interazione con
I'oncoproteina MDM2 e stabilizzazione della proteip-53 mediante I'impiego di Nutlin con la consegge

attivazione della via apoptotica e dell'arrestoaelo cellulargDas et al., 2011]

Il Nutlin-3 pero presenta diverse limitazioni, colaesua scarsa solubilita in ambiente acquoso (0,1
mg/ml in tampone acquoso), la scarsa biodispotab#i la tossicita dose-dipendente; inoltre, dopo
trattamento in modello animale, si osserva soffemem diversi organi non target, per la aspecifidga
trattamento. Come molti farmaci antineoplasticNutlin-3 € altresi substrato delle MRDP (multigur
resistance proteinglpas et al., 2011; Das and Sahoo, 2011] particolare della glicoproteina P, proteina
transmembrana in grado di pompare nellambienteaegltiulare i farmaci che diffondono attraverso la
membrana cellulare, con conseguente riduzione ddfieacia terapeutica Nutlin-BMichaelis et al.,

2009), limitata anche dalla intensa degradazione listslenmtracellulare. E’ pertanto richiesta una dose
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di attivo elevata per arrivare al desiderato effédrapeutico, il che comporta la comparsa di diver
effetti di tossici ben descriti iletteratura [Das and Sahoo, 2011].

In questo contesto, la veicolazione in vettori peici come le nanoparticelle puo migliorare la
somministrazione dell’attivo e la terapia by-paskale caratteristiche chimico-fisiche dell’attivetche
alla somministrazione e riducendone la dose da soistnare: infatti, il farmaco protetto nel sistema
vettoriale, puo circolare per tempi utili cosi da@giungere il target ed essere ceduto solo demfrellula
bersaglio; per arrivare a tale selettivita, la ngaoticella polimerica puo essere funzionalizzata c
molecole ligando selettive che riconoscano speciicettori espressi massivamente alla superfieleed

cellule cancerose.

Sulla base di queste considerazioni abbiamo impmd$tanostra ricerca cercando di ottimizzare
caricamento e rilascio del Nutlin-3 in nanopartieepolimeriche opportunamente ingegnerizzate in
superficie con I'anticorpo monoclonale Rituximabgtto verso recettori di membrana sovraespredisi su

superficie delle cellule cancerose.
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SCOPO del LAVORO



Considerando le problematiche relative alla diagoasn vivo e alla somministrazione efficace e
mirata di farmaci, e I'esperienza nella progettaeiai sistemi nanometrici per la veicolazione ed |l
direzionamento di attivi maturato negli anni daugpo di ricerca di tecnologia farmaceutica del
Dipartimento di Scienze dalla Vita presso il quatesvolto le mie ricerche, scopo della mia tesaéoda
progettazione, formulazione, caratterizzazione galieazione di sistemi nanoparticellari polimernpzr
la risoluzione di due diverse problematiche:

1) Visualizzazione in vivo di nanosistemi impiegati diagnostica e nel rilascio di farmaci al
sistema nervoso centrale (Diagnostica in vivo): prima parte del progetto di ricerca ha riguardato
I'allestimento di nanoparticelle polimeriche ingegazate con sonde fluorescenti e con un eptapetide
progettato dal gruppo di ricerca con il quale dmdia che, se legato alla superficie di sistemimetici
nanoparticellari, rende possibile I'attraversamesgtla barriera ematoencefalica. Scopo di questdict
sono state la progettazione e la validazione dsersii nanoparticellari quali vettori per diagnastic
(optical imaging al fine di poterne seguire in tempo reale la @tdbuzione, anche e soprattutto
ottenendo un “Brain-Live Imaging”, ovvero una \asmzazione ‘live” della capacita di targeting
cerebrale; a tale scopo verranno allestiti studivio su animale.

2) Applicazione delle nanoparticelle nella veicadme e nel direzionamento di farmaci
antitumorali: la seconda parte del progetto ha aidato la progettazione, I'ottimizzazione e la
caratterizzazione di nanoparticelle ottenute contdanica della emulsione semplice, impiegate
successivamente per la veicolazione di un farmantiuenorale (Nutlin-3) attivo contro le leucemia
linfatica cronica. Inizialmente sono stati valutggarametri formulativi quali potenze e tempi di
sonicazione, metodiche di purificazione e di caratazione e condizioni di conservazione cosi da
ottimizzare la formulazione. Successivamente si ehtata I'incapsulazione del Nutlin-3 e
I'ingegnerizzazione dei sistemi per ottenere uezignamento selettivo, coniugando sulla superficie
anticorpo monoclonale, il Rituximab, specificamemntenosciuto dalle cellule target.

Tali nanosistemi sono stati testati in studi imoiper valutare la capacita transfettiva dei vegor
I'efficacia del farmaco veicolato, e successivarmaeint vivo per valutarne la capacita direzionante e

I'efficacia terapeutica.
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MATERIALI



PLGA RG 503-H/PLGA RG 502-H

Acido poli (lattico-co-glicolico)

(C3H402)x(C2H202)y; MW 11000 g/mol; 4900 g/mol; densita 1.34; Baeger Ingelheim

H3C ﬁ

‘ 1L
CH ﬁ OJXLCHZ—C—O
O

Co-polimero costituito da un’unita base di acidtida (x) e di acido glicolico (y). Biocompatibile
biodegradabile & stato approvato dalla U.S. FDAspenministrazione parenterale ad uso umano. RG é
la sigla che indica che l'acido lattico che compadnpolimero € in forma racemica (R) e che l'altro
monomero € I'acido glicolico (G). Il codice offradicazioni circa la composizione del polimero: 50
specifica che il rapporto lattico/glicolico € 50;50terzo numero, di serie, indica il peso molegel
medio del polimero; H identifica la terminaziongyero la presenza del terminale carbossilico.
Aspetto: Polvere bianca priva di odore.
Solubilita: Solubile in diclorometano, acetato di etile, aodérile, cloroformio e acetone; insolubile in
acqua e in metanolo.
Conservazione -20°C, in contenitori ben chiusi.
Il polimeroPLGA RG503-H presenta

- rapporto molare D,L lattico:glicolico compreso 4&52 e 52:48

- peso molecolare (MW}»11000 g/mol

- peso specifico 1.34 g/ml,

- viscosita: 0.32/0.44 dl/g in soluzione cloroform@a%, r.t.

-  Tg=45-50°C.

- gruppi carbossilici liberi (via titolazione acidase)= 88.21mol/g di polimero

- impurezze; a)residui monometrici (max 0.5% di adattco e 0.5% di acido glicolico), b) residui
acidi (min 3 mg KOH/g di polimero), c) solventi regi (max 0.1% di acetone, 0.089% di toluene,
0.1% solventi totali, d) metalli pesanti (max 10vp

Il polimeroPLGA RG502-H presenta
- rapporto molare D,L lattico:glicolico compreso 4&52 e 52:48
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- peso molecolare (MW3}#4900 g/mol

- peso specifico 1.34 g/ml.

- viscosita: 0.16/0.24 dl/g in soluzione cloroforeni2.1% r.t.

- Tg= 42-46°C.

- gruppi carbossilici liberi (via titolazione acid@ase)= 204umol/g di polimero

- impurezze; a) residui monomerici (max 0.5% di adattico e max 0.5% di acido glicolico), b)

residui acidi (min 6mg KOH/q).

POLIVINILALCOL (PVA)

(CoH,0)x; MW 15000 g/mol; densita 1.19-1.31 g/cm3; TOZ3 Sigma-Aldrich

OH

E un omopolimero dell’alcol vinilico, impiegato centensioattivo anionico per la stabilizzazione di
emulsioni olio/acqua. Il suo utilizzo non é approvalalla FDA nelle formulazioni farmaceutiche
destinate ad essere somministrate per via paréntera

Aspetto: Polvere bianca priva di odore.

Solubilita: Solubile in acqua.

Conservazione: Tenere il contenitore ermeticamente chiuso in luérgsco, asciutto e ben ventilato,

lontano ddonti di calore, scintille e fiamme.
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PLURONIC F-68

(CsHe60O.C2H40)x; MW 8400 g/mol; Tf 52°C; Sigma Aldrich

HO—+CH,—CH,—0-+CH—CH,—O-++CH,—CH,—O—H a=7>
[ dove b=30

a b c
H3C c=75

Il Pluronic F68 € un polimero derivato dal metomso, utilizzato come tensioattivo anionico per
preparare e stabilizzare emulsioni olio/acqua. &wgatibile e biodegradabile. E’ accettato dall’Fpér
somministrazione parenterale

Aspetto: Solido bianco.

Solubilita: Solubile in acqua.
Conservazione: Immagazzinare in luogo fresco a temperatura amdieiienere il contenitore

ermeticamente chiuso in un ambiente secco e bdiaten

TREALOSIO DIIDRATO
C12H2:011°H-0; MW 378.33 g/mol; Tf 97°C; densita 1.76 girBigma-Aldrich

CH20H H OH

% H H/OH H\H

E’ un disaccaride costituito da un legame 1/1 tree anolecole di glucosio. E’ impiegato come
crioprotettore nel processo di liofilizzazione éallanoparticelle.
Aspetto: Polvere cristallina bianca

Solubilita: Solubile in acqua.
Conservazione:Tenere il contenitore ermeticamente chiuso in ubiame secco e ben ventilato.
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NUTLIN 3

C3oH30CloN4O4; MW 581.5 g/mol; densita 1.363 gfs@ayman Chemical

(2)-4-[4,5-bis{4-clorofenil)-2-(2-isopropossi-4-metossi-fenilB4diidro-imidazolo-1-carbonil]-

piperazin-2-one

Il Nutlin-3 € un farmaco antitumorale; € un potemiiitore dell'interazione tra p-53 e MDM2, con
azione oncosopressiva; induce inoltre I'espressairgeni regolatori della p-53. Non mostra attivita
cellule con p-53 mutata.

Aspetto: Solido cristallino.

Solubilita: Il Nutlin-3 € solubile in etanolo, DMSO e dimé&itmammide {025mg/ml).

La solubilita in tamponi acquosi e limitata. Latdalita in miscela etanolo: PBS1:10 (v/v) (pH 7e20li [

0.1 mg/ml. Normalmente viene solubilizzato in etar® successivamente diluito con il tampone acquoso
prescelto.

Conservazione -20°C, in recipienti ben chiusi, una volta apgrésde rapidamente di attivita.
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DY-6/5
C44Hs53N,OsSCI; MW 785.45 g/mol; Dyomics

Marker fluorescente impiegato per studi di imagidgmicroarray, di microscopia e gel elettroforesi.
Presenta un picco si assorbanza a 674 nm e diiemess 699 nm.
Solubilita: Solubile in metanolo, etanolo, dimetilsolfossiddimetilformammide.

RODAMINA B Base
CagH3oN203; MW 442.56 g/mol; Tf 160°C; Sigma-Aldrich

) g

\\./’N N\/

Marcante utilizzato per studi in microscopia a fesrenza e confocale.

Aspetto: Povere di colore rosa o rosa-rosso

Solubilita: Solubile in etanolo, metanolo, diclorometano guzc

Conservazione Immagazzinare a 4°C. Tenere il contenitore emaatente chiuso in un ambiente secco

e ben ventilato, al riparo dalla luce.
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PEPTIDE g7

C41HeoNgO14; MW 888.96 g/mol

E’ un peptide simil-opioide di sintegCostantino et al., 2005formato da 7 amminoacidi di cui una
serina glicosilata, in grado di promuovere il pgsgga attraverso la BBB

Aspetto: Fine polvere bianca.
Conservazione:Immagazzinare in pallone da reazione a 4°C, beasohin un ambiente secco e ben

ventilato.

48



RITUXIMAB

Coa1dH987N168801987 44, MW 143859.7 g/mol; Roche

Il Rituximab (Rituxanl, Mabtheral), & un farmaco appartenente alla classe degtapiimonoclonali.

Si utilizza per il trattamento del tipo piu diffusib linfoma non Hodgkin di grado basso (a cellule B
rituximab si lega a una proteina che si chiama CB2Zthe si trova sia sulla superficie dei linfo@ti
maligni sia sulla superficie di quelli normali; tawia, 'organismo € in grado di sostituire rapictante
eventuali globuli bianchi normali danneggiati, mweado in tal modo sensibilmente il rischio di dffet
collaterali. In particolare, il dominio Fab deluximab si lega all’antigene CD20 e attiva le fumzio
effettrici del sistema immunitario con lo scopgodovocare la lisi delle cellule B tramite il dononic. |
meccanismi possibili della lisi cellulare comprendda citotossicita complemento-dipendente (CDC)
attraverso il legame con il C1q, e la citotossic#dulare anticorpo-dipendente (ADCC) mediata da a

piu recettori Fc g sulla superficie di granuloaiiacrofagi e cellule NK.
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Per la derivatizzazione di polimeri, coniugazionedificazione superficiale delle nanoparticelle son
stati impiegati i seguenti reattivi:

- N-idrossi succinimmide (NHS; £sNOz; MW 115.09 g/mol, Tf 95-98°C; Sigma-Aldrich)

- N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodimmide claato (EDC; GH17/NsHCI; MW 194.71 g/mol; Tf
113°C; Sigma-Aldrich)

- N,N'-Dicicloesilcarbodiimide (DCC; gH22N2; MW 206.33g/mol; Sigma-Aldrich)

- trimetilalluminio (GH-AI; MW 72.09 g/mol; Sigma-Aldrich)

- piperazina (GH10N2; MW 86.14 g/mol; Sigma-Aldrich)

- trietilammina (GH1sN; MW 101.19 g/mol; densita 0.726 g/ml; Sigma-Adbii)

Nella derivatizzazione dei polimeri e nella pregavae dei sistemi sono stati utilizzati diversivaiti:

- acetone (€HgO, MW 58 g/mol; Te 56.2 °C Sigma-Aldrich)

- diclorometano (CkLCl,, 85 g/mol; Te 40 °C Sigma-Aldrich)

- 1,4-Diossano Anidro (§HsO,; MW 88.11 g/mol; Te 101 °C; Sigma-Aldrich)

- dimetilsolfossido anidro ($s0S; MW 78.13 g/mol; DMSO; Te 189 °C; Sigma-Aldrich)

Sono stati allestiti diversi tamponi per la risasgene delle nanopatrticelle. Per la loro preparazisono
stati impiegati:

- Acido 2 (N-morfolino) etansulfonico (MES; ¢813NO4H,0O; MW 195,2 g/mol; Tf 300°C; Sigma-
Aldrich)

- fosfato di sodio dibasico monoidrato @R O,; MW 141.96 g/mol ; Tf 250 °C; Sigma Aldrich)

- diidrogeno fosfato di potassio (KkPO,;; MW 136.09 g/mol; Tf 253 °C; Sigma Aldrich)

- cloruro di sodio (NaCl; MW 58.44 g/mol; Tf 801 ?Carlo Erba)

Tanti altri reattivi sono stati impiegati nei testvitro (su cellula) o in vivo (su animale e teky e,

laddove possibile, sono riportate le indicazioriangezione risultati, durante la discussione.
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Ingegnerizzazione dei polimeri

Preliminarmente sono stati preparati tutti i reagd i polimeri da impiegare nella formulazione de
sistemi. Ogni qualvolta si e resa necessaria leesirdei polimeri modificati, sono state allestiée
seguenti reazioni di coniugazione, e i polimerentiti sono stati identificati via NMR, spettroscoli
massa o caratterizzazione fluorimetrica, quantifilcme la resa.

Per gli studi di optical imaging, il PLGA RG 503éd+stato modificato con il peptide g7, per attuare
I'attraversamento della BBB e il direzionamentocakvello, e con il DY-675, la sonda indagata e
proposta per I'applicazione.

Per gli studi in vitro di applicazione delle nandjzelle nella terapia antitumorale e stato utgite
il polimero PLGA RG 502 H modificati con RodaminabBse, tracciabile alla microscopia a fluorescenza
e confocale.

Primariamente sono stati attivati i gruppi reatigruppi carbossilici) del PLGA per formazione

dell’estere succiniimmidico.

0 0
NHS 0
o ML Jon | o b
O n e i 0_ no
88 204
RG 503 H | PM~11000 | 1.000g | RG502H| PM~5000 | 1.000g
umoli umoli
NHS | PM115.09] 19°8 | 0012g| NHS | PM~115.00 2448 | 00284
umoli umoli
pcc | PM206.33] 1926 | 0o229| Dcc | Pm206.33 2448 | 00s0g
umoli umoli
DIO':?SanO 15 ml D|05.5an0 15 ml
anidro anidro

Per attivare i terminali carbossilici del polimers, procede sciogliendo il PLGA in 15 ml di
diossano anidro; si raffredda a 10°C I'ambienteedizione con bagno ad acqua, e successivamente si
aggiungono nell’ordine N-idrossisuccinimmide (NH&Xicicloesilcarbodiimmide (DCC). La reazione
viene mantenuta per 4 ore a r.t., sotto continu@zgne magnetica. La sospensione viene filtrattos
vuoto ed il polimero (PLGA-NHS) viene sottopostpracipitazione con etere anidro. Si ri-solubiliziza
polimero in poco diossano anidro e si riprecipita etere (si ripete 2 volte).

Il grado di esterificazione del polimero con NH#8i€&0-60 pumoli NHS/g di polimero RG503H e
110-130 pmoli NHS/g di polimero RG502H . Questotatcs calcolato attraverso la spettroscopia
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NMR in CDCB, valutando I'area sottesa tra il picco di un nplétito a 2.95 ppm e di un altro multipletto
a 1.80-1.90 ppm, corrispondenti rispettivament@ratoni del’NHS e a quelli dei gruppi metilici del
polimero.

'H-NMR (CDCL): & (ppm) 1.7 (3H, s, CHPLGA), 2.95 (2H, s, NHS), 4.9 (2H, m, GIRLGA),
5.3 (1H, m, CH-PLGA).

Derivatizzazione del PLGA 503 H con il peptide g7

o 0
\)J\ O  Pepide NHz
Hﬁﬂ o gﬂ%b — OJJ\D _NHR
i ﬂ_ ng 0ln
RG503H-NHS 88 umoli 1g
Peptide g7 PM 889 66 umoli (0,75 eq 0.058 g
TEA* PM 101.19 99 umoli (1,5 eq) 14:L
6 =0.726 g/ml
DMSO 5+2 mi

* In queste reazione € richiesto I'impiego di Titahina per basificare 'ambiente e rendere quididponibile il gruppo
amminico del peptide o del marker per I'attacco aetleofilo. E' necessario tamponare il pH perclo@alil processo di

sintesi peptidica in fase solida, il peptide g/eésolato come sale dell’acido trifluoroacetico.

Il polimero e in grado di reagire, a livello delosgruppo carbossilico attivato, con il gruppo
amminico primario terminale del peptide g7 formando legame ammidico. Le moli di peptide di
trietilammina (TEA) utilizzate sono calcolate irppporto a quelle del polimero. Il polimero attivatene
disciolto in 5 ml di dimetilsolfossido (DMSO) e posin pallone di reazione, sotto agitazione
elettromagnetica; il peptide, solubilizzato in 2dello stesso solvente e basificato con trietilanan{in
eccesso rispetto al polimero), viene addizionatpadilmero solubilizzato nel pallone di reazionepdo
aver addizionato trietilammina fino ad un massima.f8-3 equivalenti totali, la reazione procedet per
7 ore, sempre sotto agitazione elettromagnetica.

Al termine della reazione, si precipita il polimerersando la soluzione in etere anidro. Il prodotto
ottenuto viene purificato mediante solubilizzaziaméCM (I'ambiente viene acidificato con 2 gocade d
etere saturo di HCI per neutralizzare I'eccesstridiilammina) e precipitazione con MeOH (due cicli

successivi); infine viene solubilizzato in DCM encentrato a pressione ridotta con rotavapor.
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'H-NMR (DMS0-d6):5 (ppm) 1.7 (3H, s, CHPLGA), 4.9 (2H, m, C#PLGA), 5.3 (1H, m, CH-
PLGA), 7.3 (0.146H (RG502H); 0.076H (RG503H), makematici fenilalanina).

Resa di derivatizazione 30% per entrambi i politneaicolata in base ai picchi dél-NMR.

Derivatizzazione del PLGA 503 H con il marker flusescente DY-675

RG503H-NHS 88 umoli 0,19
DY-675 PM 785,45 7,@moli (0,86 eq) 0,06 g
TEA* PM 101.19 15,2umol (1,72 eq) 2,2L
6 =0.726 g/ml
DMSO 5+2 ml

Il polimero e in grado di reagire, a livello delosgruppo carbossilico attivato, con il gruppo
amminico primario terminale del marker fluoresceb¥-675, formando un legame ammidico, seguendo
lo stesso procedimento adottato nel capitolo pretied Anche in questo caso le moli di marker
utilizzate sono calcolate in rapporto a quellep@imero.

In breve, il polimero attivato (100 mg) viene dadtd in 1 ml di dimetilsolfossido anidro (DMSO)
tramite agitazione elettromagnetica e addizionatimietiiamina e DY-675 amino-derivato. La soluzeon
€ mantenuta sotto agitazione per 7 ore a temparatabiente.

Al termine della reazione si precipita il polimerersando la soluzione del polimero stesso in etere
anidro (circa 50 ml) posto in una beuta. Il prodgitecipita sul fondo sotto forma di olio. Si elimai
I'etere dalla beuta, avendo cura di non eliminareha la parte oleosa sottostante. Si risolubillzde
con poco DCM e si addizionano poche gocce di edatero di HCI (si sviluppa fumo) e subito dopo si
precipita con metanolo. Si ri-solubilizza il preitgpo con DCM e si trasferisce in pallone, ripremdie la
beuta piu volte per recuperare tutto il polimei evapora il solvente in rotavapor.

Le soluzioni organiche scartate dalla precipitagisono state unite e portate a secco per valdtare i

colorante non reagito, mediante una lettura sgettvmetrica.

La resa e calcolata sulla base delddtpg € 2.04, DMC) del colorante a un massimo k (674.0;nm)
la resa & dell’11.0%. Il polimero cosi ottenuto PYGA & caratterizzato con spettroscofih NMR
(DPX 200; Bruker, Rheinstetten, Germany) hanno ragsti seguenti parametriH-NMR (CDCk): d
(ppm) 1.7 (3H, s, CHPLGA), 3.65 (m, CH-Dy-675), 4.9 (2H, m, CHPLGA), 5.3 (1H, m, CH-PLGA).
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Sintesi del PLGA RG 502 H-Rodamina

Modifica della Rodamina B base in Rodamina B piperainamide

Rodamina B base PM 442 .56 5.65 mmoli 25¢g
(CH3)3Al soluzione in 11.3 mmoli 5.65 ml
toluene 2M
Piperazina PM 86 22.75 mmoli 1.956 g
HCIO0.1 N
DCM anidro 20 ml

L’apparecchiatura impiegata e costituita da ungolanidro a tre colli, occupati da un imbuto
gocciolatore, un refrigerante con alla estremitagargogliatore e un raccordo con l'ingresso pezdta
(indispensabile per il mantenimento di una atmasilguiu possibile anidra).

Alla piperazina solubilizzata in DCM anidro, vieaddizionata goccia a goccia nell’arco di 4 min
(per evitare un riscaldamento eccessivo) la sohezidi (CH)sAl. La soluzione risultante viene
mantenuta in agitazione per un’ora dopodiché la dRoda B base solubilizzata in DCM viene
addizionata goccia a goccia. La reazione viene ait@dsotto riscaldamento a riflusso, mantenendo
I'agitazione per una notte.

La mattina successiva si nota la formazione dingcipitato bruno. Si acidifica per aggiunta di HCI
0.1 N (fino a che non si interrompe lo sviluppayds). Il precipitato viene allontanato per filia®e. La
soluzione concentrata a pressione ridotta. Simghda soluzione concentrata con una soluzion&all’

di sodio bicarbonato e si lava con EtOAc. La fasguasa viene acidificata nuovamente con HCI 1N e si
estrae il prodotto con una miscela di IsoPrOH/DCM fno a quando la soluzione acquosa diventa
limpida. La frazione organica viene successivamanidrificata con Nz&&0Os, filtrata e portata a secco

con rotavapor. Il prodotto ottenuto viene cristaéto da MeOH-EO.
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Modifica del PLGA con Rodamina B piperazinamide

PLGA RG 502H-NHS
+ | TEA
Fodamina B piperazinamide
O|n
RG502H-NHS 0.204 mmoli 19
Rodamina B PM 511.3 0.204 mmoli 0.104 g
piperazinamide
TEA (6 =0.726 g/ml) PM 101.19 0.408 mmoli 514
DMSO anidro 5+2 ml

Il polimero attivato viene solubilizzato in 5 ml @MSO sotto agitazione elettromagnetica; il
colorante (Rodamina B piperazinamide), solubiliazat2 ml dello stesso solvente e basificato cBAT
(in eccesso rispetto a quanto calcolato) € addit@alla soluzione del polimero; viene addizionBEA
(fino ad un massimo di 2.5 equivalenti totali) edazione protratta sotto agitazione magneticepme.

Il polimero & successivamente precipitato in etariglro. Il prodotto ottenuto viene purificato meatd&
solubilizzazione in DCM (I'ambiente viene acidiftoacon 2 gocce di etere saturo di HCl) e
precipitazione con MeOH (due cicli successivi);inef viene solubilizzato in DCM e concentrato a

pressione ridotta con rotavapor.

Preparazione delle nanoparticelle

Per la preparazione delle nanoparticelle sono stdtkzzate due tecniche differenti: la
nanoprecipitazione e I'emulsione semplice. La nagcipitazione € la metodica adottata negli studi di
formulazione e valutazione dellimpiego di nanojmmite opportunamente modificate nell’optical
imaging, mentre I'emulsione semplice diviene teanidi elezione per migliorare I'efficacia di

incapsulazione di farmaci poco formulabili comalutlin, I'antitumorale oggetto di studio.
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Preparazione e recupero delle nanoparticelle PLGA-6:DY-675

(nanoprecipitazione)

Le nanoparticelle DY-g7-PLGA sono state ottenute menoprecipiataziong-essi et al. 1989]
Brevemente, i polimeri (g7-PLGA503H, DY-PLGA503HP€GA503H) sono solubilizzati in acetone (8
ml) in rapporto di peso 1:1.5:1.5.

La soluzione organica e stata addizionata gocag@axia a 25 ml di una soluzione acquosa di
Pluronic F-68 (100 mg) e mantenuta sotto agitazioagnetica per 10 min a temperatura ambiente, per
permettere I'evaporazione del solvente che detexfaimprecipitazione del polimero e la formazionkede
nanoparticelle. A nanoprecipitazione avvenutapkpsensione viene posta in evaporatore rotante@30 °
30 min; ROTAVAPOR-Buchi R 114) per allontanare cdéetgmente il solvente organico. Il volume
finale della preparazione € stato portato a 10 aml acqua distillata. Le nanoparticelle sono state
purificate per gel filtrazione su colonna di Sepisar (Sepharose CL 4B gel (160 ml), column 50 x 2 cm
utilizzando acqua come fase eluente; successivansamo state riprese in acqua e liofilizzate (Lyova
GT-2, Leybold-Heraeus, Hanau, German) senza agyidirdrioprotettore

Preparazione di nanoparticelle polimeriche in emul®ne semplice

Ottimizzazione dei parametri formulativi

Inizialmente si é cercato di valutare le diversgalali formulative cosi da ottimizzare la tecnidia
formulazione. Le nanoparticelle sono state prepama@intenendo costanti alcuni parametri formulativi
quali, il peso molecolare del polimero (abbiamdizgato il PLGA 502H perché gia utilizzato per
formulare nanoparticelle per doppia emulsione eorfamecipitazione e quindi polimero ben conosciuto,
versatile e ben solubile nei solventi richiesti [gediverse reazioni, anche di modificazione supit),

il tipo, la concentrazione del surfattante (1% P\iRjapporto tra la fase organica e la fase acgths),
mentre abbiamo variato parametri secondari conpoianza ed il tempo di sonicazione, e nella fase di
congelamento/pre-liofilizzazione la concentraziahdrealosio aggiunta. Di fatto abbiamo allestitwau
emulsione semplice tra una fase organica intermal(DCM) contenente il polimero (50 mg PLGA) e
fase acquosa esterna contenente il tensioattival BVA 1%). L'emulsione € stata realizzata tramite
sonicazione in bagno di ghiaccio, variando le coiodi di sonicazione: 100 watt per 30 sec (prep7A),
watt per 1 min (prep B), 55 watt per 1 min (prep £ Watt per 2 min (prep D), 55 Watt per 30 min
(prep E), 40 Watt per 1 min (prep F). Le emulsmomo state mantenute sotto agitazione elettromiagnet
per 3 ore a temperatura ambiente e successivamerifieate tramite centrifuga a 15000 rpm per 4@

°C. Il pellet nanoparticellare é stato risospesadqua. Le nanoparticelle purificate sono statdilinate
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previa aggiunta di trealosio; sono stati studiatersi rapporti in peso tra polimero e trealosio0(3,
1:0.5; 1:1; 1:2; 1:3 m/m). Le nanoparticelle sorates successivamente liofilizzate e conservate in
frigorifero al riparo dalla luce, in contenitoriicisi.

Le preparazioni sono state caratterizzate in dwersii momenti formulativi: sono infatti state
caratterizzate le nanoemulsioni che danno idea dedlbilita del preparato dopo sonicazione mediante
l'ausilio della photon correlation spectroscopy iadparticolare acquisendo i parametri di diametro
medio, di indice di polidispersione e di potenziaéda e mediante microscopia confocale a lucesséle
Dopo di che sono state caratterizzate le nanopééipurificate e risospese dopo liofilizzazione fale
studio e stato possibile standardizzare un procdesmulativo, applicato alla formulazione di

nanoparticelle per la veicolazione e il direzionatoalell’antitumorale Nutlin- 3.

Preparazione di nanoparticelle polimeriche in emul®ne semplice per la

veicolazione ed il direzionamento di Nutlin-3

Sono state allestite diverse formulazioni di nambgelle caricate con Nutlin-3 utilizzando lo stess
procedimento riportato nel capitolo precedente leowariabili ottimizzate; in particolare la sonitaze
viene effettuata a 55 Watt e protratta per 1 mimentre, per migliorare la liofilizzazione, viene
addizionato trealosio in rapporto in peso 1:1 d¢qolimero. In particolare vengono allestite:

- nanoparticelle di PLGA senza farmaco (controlio);,questo caso sono allestite nanoparticelle
partendo da 100 mg di PLGA 503NR) oppure miscelando PLGA 503H e PLGA 502H modificabn
rodamina B piperazinamide in rapporto in peso 9#iB, nel caso si vogliano ottenere nanoparticelle
marcate con fluoro cromdNP-R).

- nanoparticelle di PLGA caricate con Nutlin-3: hacin questo caso sono state allestite
nanoparticelle caricate con il farmaco non marcatefluorocromo lP-Nut) e marcate con fluorocromo
(97:3 m:m PLGA503H/PLGA 502H modificato con rodamiB piperazinamideNP-R-Nut). Il farmaco
(10 mg ovvero 10% w/w rispetto al polimero) e sdlabato nei 3 ml di diclorometano, assieme al
polimero.

- nanoparticelle di PLGA con e senza Nutlin-3 e rhoate con Rituximab: le nanoparticelle
allestite con e senza Nutlin e marcate o non marcah fluorocromo sono state attivate in superficie
dopo la loro purificazione per favorire la coniugeme con I'anticorpo monoclonale Rituximab. Le
nanoparticelle sono state allestite come precedante descritto; se in presenza di farmaco, iliNig&lé
stato solubilizzato in diclorometano assieme ainpeto. Se marcate con fluorocromo, il polimero PLGA
503H é stato miscelato con PLGA 502H modificato godamina B piperazinamide. Una volta

purificate, le nanoparticelle pellettizzate soratestisospese, con l'ausilio di un bagno sonicant®ES
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0,1 M (pH 4.75-5) cosi da ottenere una concentrgzdd ~ 10 mg di nanoparticelle/ml. Alla sospension
nanoparticellare sono stati aggiunti i reattivddrivatizzazione; NHS solubilizzato in MES in rappan
peso 1:1 rispetto al polimero di partenza impiega¢r I'allestimento delle nanoparticelle ed EDC
anch’esso solubilizzato in MES in rapporto in p&sb rispetto al polimero di partenza. La reazione &
mantenuta a r.t per 1 ora sotto continua agitazeladromagnetica. Successivamente, la sospensione
viene centrifugata per allontanare i residui dereae che non hanno interagito (15000 rpm per I ani
4°C). Le nanoparticelle modificate sono state pesg in PBS pH 7.0, mediante l'ausilio di un bagno
sonicante (Microsdf) cosi da mantenere una concentrazione di nanogketprossima a 10mg/ml.

Alla sospensione di nanoparticelle é stato addateria soluzione di Rituximab (10mg/ml) in
rapporto 1:50 rispetto al polimero di partenza (&8 ul di soluzione di Rituximab corrispondono,4 1
mg di anticorpo e vengono impiegati per preparazion 70 mg di PLGA di partenza 70:1,4=1:50). La
reazione é stata protratta per 60 min a r.t. smitttinua agitazione elettromagnetica. La nanopelitic
modificate con rituximab sono state purificate pentrifugazione (15000 rpm per 10" a 4°C) e risespe
in acqua milliQ. Prima di essere congelate e lefdte abbiamo addizionato una soluzione acquosa di

trealosio diidrato cosi da ottenere un rapporteeso 1:1 con il polimero.

Sono state allestite seguendo questa procedurapanazioni:
-Ab-NP (nanoparticelle di PLGA funzionalizzate con Ritmab)
-Ab-NP-R (nanopatrticelle di PLGA marcate con florocromo ezionalizzate con Rituximab);
-Ab-NP-Nut (nanoparticelle di PLGA caricate con Nutlin e fiomalizzate con Rituximab);
-Ab-NP-R-Nut (nanoparticelle di PLGA marcate con fluorocromoyicae con farmaco e

funzionalizzate con Rituximab).
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Figura 13: Reazione di derivatizzazione superficiale delleapamticelle.

Nota bene:Un importante aspetto tecnico da considerare pdsdana riuscita della reazione di attivazione
dei gruppi COOH del polimero, e la stabilitd deiosuntermedi e dei reagenti impiegati. L'EDC e itifaun
composto altamente instabile in ambiente acquos® aqhindi deve essere solubilizzato soltanto al nmbone
dell'utilizzo; proprio per questa ragione si addima all’ambiente di reazione prima NHS e in un seko
momento la quantitd di EDC, nonostante sia la makeache reagisce per prima. Inoltre, benché l'ester
succinimmidico (NHS-estere) sia sufficientementilst per portare a termine la reazione, questodten
facilmente a idrolizzare a seconda del pH dell’agmidé di reazione: 'NHS-estere ha una stabilitaeh ore a pH
7,di 1 ora a pH 8 e di soli 10 min a pH 8.6. Quind aumento di pH comporta un incremento di redfii ma
anche una parallela destabilizzazione del compftaros et al., 1986]. Nel nostro caso si & scditautilizzare il
tampone MES acidificato a pH di circa 5, per gaisnstabilita all'intermedio nel corso della reazie, ottenendo
cosi una buona attivazione delle catene polimeridher la modifica superficiale il valore di pH nateve
scendere troppo per evitare la disattivazione delpgo amminico terminale (che protonandosi perdbssb
carattere di nucleofilo), ma non deve nemmeno esaopra 9 per non destabilizzare troppo I'NHS-ester tale

scopo é stato impiegato il tampone fosfato a pH 7.0
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Caratterizzazione dei sistemi nanoparticellari

| sistemi nanopatrticellari allestiti durante il mil@ttorato sono stati opportunamente caratterizzati
dal punto di vista chimico fisico; sono state apgié metodiche di scattering, microscopiche e
spettroscopiche, per ottenere informazioni circaidmetro, la distribuzione dimensionale, la carica

superficiale nell'intorno ionico considerato, la rfadogia e la composizione.

Analisi dimensionale

| campioni sono stati analizzati mediante uno ZdeéasNano ZS della Malvern Instruments
(Malvern, UK; Laser 4 He-Ne, 633nm, Laser attenuadatomatic, transmission 100% to 0.0003,
Detector Avalanche Photodiode, Q.E > 50% at 633niaje strumento € fondamentale per ottenere
informazioni sul diametro medio, sul’'omogeneitd distema, sulla distribuzione delle popolazioni ne
campione e sulla misura del potenziale zeta.

La tecnica di riferimento per la determinazionel'deflisi dimensionale &€ la PCS (Photon
Correlation Spectroscopy). Questa tecnica si bakgargcipio per cui tutte le particelle in sospeme
hanno un moto casuale in tutte le direzioni dgtlazso, detto moto browniano. Esiste una relazioae t
movimenti browniani e la dimensione delle partieepiu la particella € grande, piu il movimentegtb;
piu la particella e piccola piu si muove velocengentali moti possono essere descritti in modo
quantitativo mediante il coefficiente di diffusiotr@slazionale (D), che é inversamente proporzeaél
diametro della particella (d), in accordo con I'egione di Stokes-Einstein:
d(H)=KT/3xn D
dove:

D= coefficiente di diffusione traslazionale,

K= costante di Boltzman,

T=temperatura assoluta,

n = viscosita del mezzo,

d(H)= diametro idrodinamico o di Stokes, cioe amiietro che si riferisce a una particella che siveuo

un fluido. Il coefficiente D delle particelle di arsospensione viene ricavato dallo strumento baltze
dell'intensita della luce diffusa dalla sospensi@tessa. Quando una sospensione € attraversata da u
raggio luminoso, generalmente un laser, una paitéotbni che

I'attraversano viene deviata dal cammino rettilinesyso tutte le direzioni dello spazio, dando
origine alla luce diffusa. Se viene misurata I'mg#a di questa luce in una data direzione si gasehne
essa subisce delle variazioni che sono causateotigbrowniani delle particelle. Tanto piu le paefie

sono veloci, e quindi piccole, tanto piu le varamidi intensita sono rapide; piu la particellarargle e
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minore sara la sua velocita; tanto piu alta satartgeratura, tanto piu rapido sara il movimentpggta
di dimensioni) perché sara maggiore I'energia ataadelle molecole di solvente.

Elaborando queste variazioni mediante una funzioraematica, detta “autocorrelazione”, lo
strumento riesce a calcolare il coefficiente D endy dall’equazione precedente, il diametro metditie
particelle.

Utilizzando metodi matematici € inoltre possibit®mporre la funzione di autocorrelazione cosi da
individuare le diverse popolazioni dimensionali dainpione.

L’analisi € sempre stata condotta a temperaturaiean® (25°C), disponendo la sospensione
nanoparticellare in cuvette di plastica a volunaotto (700 pl). Le analisi sono state condotteesull
nanoparticelle prima della purificazione, dopo pcazione e risospensione e dopo risospensione del
liofilizzato. | diversi step di modifica sono staltresi monitorati, L’analisi € stata effettuatimeindo tutti
i campioni (10 pl in 1 ml). Per ogni campione vengeffettuate almeno 3 misurazioni. Ogni campione e
allestito in triplicato; i risultati sono ottenudalle media sulle tre preparazioni ed espresse c@ioee

medio+ la deviazione standard.

Analisi della carica superficiale (potd)

b

Anche la carica superficiale € di notevole impartanper la caratterizzazione dei sistemi
particellari. E’ possibile infatti avere informanioriguardo alla stabilita del sistema ed e possibi
valutare l'ipotetica interazione tra i componerglld formulazione e i farmaci caricati.

Per la valutazione della carica superficiale, ibdi sospensione sono stati introdotti in una cella
per microelettroforesi che e stata chiusa con apptappi ed introdotta nell'alloggiamento dello
strumento.

Lo strumento inverte periodicamente il campo dtztapplicato tra i due elettrodi alle estremita
della cella contenente il campione, consentendnigiirare il potenziale in qualsiasi punto e migirer
cosi I'affidabilita dell'analisi (Laser Doppler &timetry). Per la determinazione del @otsi abbinano
tecniche quali la Laser Doppler Velocimetry a tebei di light scattering. Di fatto, durante I'anglig
cella e illuminata da due raggi laser che si imtems0. Le particelle sottoposte al campo elettsico
muovono, provocando lo scattering della luce. kEndita della luce fluttuera con una frequenza
proporzionale alla velocita con la quale si muovdm@articelle. Dalla misura di questa frequenza lo
strumento calcola la velocita di movimento e, cdesando il valore del campo applicato, viene caleol
la mobilita; da qui, utilizzando diverse teorie eraatiche, viene calcolato il pgt-Per ogni campione
vengono effettuate almeno 2 misurazioni. Ogni camgie allestito in triplicato; i risultati sono etiuti

dalle media sulle tre preparazioni ed espresse eainee mediat la deviazione standard.
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L’analisi del pot{ é stata condotta con I'analizzatore di partic@l&tasizer Nano ZS (Malvern
Instrument), che utilizza come modalita di misumatécnica, coperta da brevetto Malvern, M3-PALS
(Phase Analysis Light Scattering) in combinaziolteféetto Doppler. Il campione posto in una cefiar
microelettroforesi, all’estremita della quale sphpa un campo elettrico di valore noto. La cellane
illuminata da due raggi laser focalizzati che $eisecano. Le particelle sottoposte al campo Eletsi
muoveranno provocando lo scattering della lucentehsita della luce fluttuera con una frequenza
proporzionale alla velocita con cui si muovono detigelle. Dalla misura di questa frequenza siaalta
velocita, usando 'equazione:

V= ueE

dove:

V= velocita delle particelle,
ue= mobilita elettroforetica,
E= campo elettrico applicato.

Dividendo per il valore del campo elettrico appia;ail dato verra espresso come mobilita

elettroforetica:

VIE = pe= Q(6oan)

dove:

n= viscosita del mezzo,

a= raggio della particella,

Q= carica effettiva della particella.

Per mezzi acquosi a 25°C, il programma fornito adllalvern Instrument correla la mobilita
elettroforetica al pot- secondo la seguente relazione: ogni unita di maksbrrisponde a un pdt-di
12.85 mV.

Gli esperimenti sono, quindi, stati condotti a 25ilizzando come mezzo di dispersione acqua
distillata (10ul di sospensione nanoparticellare in 1 ml di acg@me approssimazione del sistema
reale a quello ideale si utilizza la teoria di Sowlwsky.

Per ogni campione sono state effettuate due mawlrpot<. Il risultato viene espresso come [dot-

+ la deviazione standard.
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Analisi morfologica

L’analisi morfologica delle nanoparticelle e staféettuata mediante osservazione al microscopio
elettronico a scansione (SEM XL-40 Philips). Il noscopio elettronico a scansione e un tipo di
microscopio che non sfrutta la luce come sorgentadiazioni ma un fascio di elettroni. In partiac,
un fascio di elettroni generato da una sorgentireteca e accelerato e focalizzato da un sisteinhent
sul campione. Dall'interazione si originano radomi secondarie che sono rappresentate da elettroni
secondari, raggi X, elettroni “backscattered” orawiffusi, catodo-luminescenza e che raccolte da
opportuni detectors (rivelatore di elettroni sea@mndSED, rivelatore elettroni retro diffusi BSE)
forniscono informazioni diverse. Gli elettroni sedari opportunamente rilevati forniscono informazio
circa la morfologia del campione. | campioni dalemzare sono stati preparati depositando una gaticia
sospensione acquosa di nanoparticelle (5 mg/ml) vetrino coprioggetti stabilmente adeso a
portacampioni di alluminio (stab). Gli stab sonatisposti in essiccatore e i campioni essiccatmngri
dell'analisi. Una volta essiccati, i campioni sastati sottoposti a metallizzazione (SEM CoatingtUmni
500, Polaron Limited), che , attraverso la deposizidi un sottile strato di oro colloidale (10 nmapde i

campioni conduttivi e quindi analizzabili in altoato.

Valutazione quali/quantitativa della coniugazione on Rituximab

Microscopia a forza atomica (AFM)

Per chiarire la morfologia e la struttura supedliei delle nanoparticelle, soprattutto quando
modificate in superficie con Rituximab, le nanopmaite sono state osservate al microscopio a forza
atomica (AFM, Park Instruments, Sunnyvale, CA).nridhsi é effettuata a 20°C operando per non
contatto ed utilizzando un cantiliver di siliconga#to alla modalita prescelta (high resolution rooract
“GOLDEN?” Silicon Cantilevers NSG-11, NT-MDT, diamret punta=5-10 nm; Zelenograd, Moscow,
Russia) con una durezza di circa 40 Nme una frequenza di risonanza di circa 160 kHz.dDop
purificazione e liofilizzazione il campione € stalsperso in acqua distillata e depositato su niica
cmx1l cm); dopo 2 min dalla deposizione I'eccessadtjua € stato rimosso con carta assorbente e il
campione analizzato, ancora immerso in velo didiguLe immagini AFM sono state ottenute con una

velocita di scansione di 1 Hz e processate utifidpal software “ProScan Data Acquisition”.
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Spettroscopia elettronica per analisi chimiche ESCA

La spettroscopia ESCA o spettroscopia elettronaragmalisi chimiche o spettroscopia elettronica
per applicazioni chimiche, indicata con I'acronimglese ESCA (da electron spectroscopy for chemical
analysis o electron spectroscopy for chemical apptins), € un insieme di tecniche di spettroscopia
fotoelettronica utilizzata per sondare le superfiei materiali. La presenza di molecole di Rituxima
sulla superficie delle nanoparticelle e stata dinads mediante spettroscopia elettronica per analis
chimica (ESCA), ed in particolare andando a detedtapresenza di atomi di azoto sulla superfieked
nanoparticelle, presente solo se vi e I'anticorftad@mab coniugato. L'analisi ESCA é stata esegada
uno strumento XRC 1000 X-ray source analysis syg&mec. Nano Surface Analysis, Germania) munito
di analizzatore emisferico di elettroni PHOIBOS 1ffpec. Nano Surface Analysis, Germania), che
sfrutta radiazioni Mglil, 2 (E =1253.6 eV). Gli spettri sono stati registcon modalita FAT (fixed
retardation ratio) con energia di passaggio diviOLa pressione nella camera di analisi del campiera
ca. 10-9 mbar. | dati sono stati acquisiti ed elabaramite il software SpecsLab?2.

Caratterizzazione delle nanoemulsioni

Utilizzando il sistema di lenti e gli obiettivi deticroscopio confocale disponibile presso il Centro
Interdipartimentale Grandi Strumenti del nostror®e, operando pero in modalita a luce riflessapso
state caratterizzate le nanoemulsioni ottenute ndeirdo studio formulativo di ottimizzazione delle
preparazioni allestite con la tecnica dellemulsioesemplice. Tale studio ha permesso di valutare
preventivamente la stabilita delle nanoemulsiommfatesi in seguito alla sonicazione con potenze e
tempi differenti. A questo scopo un’aliquota di gaome (nanoemulsione) e stato prelevato
immediatamente a seguito della sonicazione e trsfeu un vetrino per essere osservato; questa
operazione deve essere effettuata con estrema itéapiebr evitare la destabilizzazione della
nanoemulsione per allontanamento del solventeg tlitprocesso e eseguito mantenendo il vetrino in

contenitori ghiacciati.

Determinazione del PVA residuo

Siccome il PVA residuo, associato alle nanopattcglio interferire con le caratteristiche chimico
fisiche dei sistemi e con l'uptake cellulare, dnéeimportante saggiare la quantita di tale tensimat
ancora presente nelle formulazioni dopo la purdicae. |l PVA residuo & determinato mediante metod
colorimetrico[Zambaux et all., 1993 e Zambaux et all., 1988kato sulla formazione di un complesso

colorato tra due gruppi ossidrilici adiacenti deYA?e una molecola di iodio di cui viene stimata
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'assorbanza per via spettrofotometrica a 690 Brevemente, 10 mg di campione liofilizzato sono
solubilizzati in 1 ml di DCM. Dopo aver aggiunto Ml di acqua distillata, il solvente organico e
allontanato per agitazione a temperatura ambiemtea(2 h). La sospensione viene filtrata condildhi
nitrato di cellulosa (per solventi) da 0,45 um (&ans, Firenze, ltaly) per rimuovere il polimero
precipitato. La soluzione recuperata (1 ml) viglagtata con 2 ml di una soluzione 0.5 M di NaOH Jer
min a 60°C. Quindi la soluzione, riportata a tenap@a ambiente, viene neutralizzata con 900 phdi u
soluzione 1 N di HCL e il volume aggiustato a 5(finfl ml) con acqua distillata. A questa soluziooecs
aggiunti 3 ml di una soluzione di acido borico ONM50.5 ml di una soluzione di/Kl (0.05 M/0.15M) e
1.5 ml di acqua distillata . La concentrazione WARe valutata per lettura spettrofotometrica a 68@)
dopo 15 min di incubazione a temperatura ambielRteventivamente € stata allestita una curva di
taratura partendo da concentrazioni note di PVAlimtervallo desiderato e nelle stesse condizioni

sperimentali.

.5 Curva di taratura del BVA
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Figura 14: Curvadi calibrazione del PVA.

Esperimenti in vitro ed in vivo

Diverse tecniche sono state allestite ed utilizzag¢e saggiare I'impiego delle nanoparticelle
nell'optical imaging (esperimenti in vivo che prelemo la preparazione degli animali e il loro

trattamento) e nella terapia antitumorale (espeartmse vitro ed in vivo)
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Esperimenti in vivo: optical imaqging

Valutazione dei profili di eccitazione/emissione

| profili di eccitazione/emissione dei polimeri (BR, g7-PLGA, DY-PLGA) sono stati valutati
mediante studi al microscopio confocale Confocatisscope Leica DM IRE 2, Bannockburn, IL, USA;
Leica Confocal System: scan head multiband 3 cHarmgca TCS SP2 with AOBS, laser diode blu
COH (405 nm/25 mW), Laser Ar (458 nm/5 mW) (476 BmiW) (488 nm/20 mW) (496 nm/5 mW)
(514 nm/20 mW), Laser HeNe (543 nm/1.2 mW), LaseNe&l (594 nm) (Orange), and Laser HeNe (633
nm/102 mWw).

| profili di emissione sono stati valutati mediasiansione al microscopio confocale in funzione
della variazione della lunghezza d'onda, dopo &ziche a 514 e 633 nm (Ar Laser e Laser HeNe,
rispettivamente) e registrando la variazione deltansita di emissione. Una quantita esatta (5 dad)
polimero (PLGA) o di uno dei coniugati polimero {LGA, DY-PLGA) e stata solubilizzata in DCM (5
ml) ed una goccia (circa 50 ul) della soluzioneamiga € stata versata su un vetro coprioggettooDop
aver allontanato il solvente a temperatura ambjdatealisi confocale e stata effettuata sul resisecco.

Le intensita di emissione dei polimeri sono stafgistrate sulla variazione della lunghezza d'onda,
utilizzando due diversi laser di eccitazione, imaho cinque regioni di interesse (ROI). Dopo ezmize
a 514 nm, i profili di emissione sono stati rilevagni 10 nm da 560 a 810 nm, mentre dopo eccih&z&
633 nm i profili di emissione sono stati valutagjnd 10 nm da 540 a 830 nm. Il profilo di eccitazen
emissione del DY-675 (DY), come dichiarato dal prbore (Dyomics GmbH) mostra un picco di
massima eccitazione a 674 nm ed un picco massiremiisione a 699 nm. Per evidenziare le possibili
interferenze tra g7-PLGA e DY-PLGA, i profili di @tazione-emissione di una miscela di g7-PLGA e
DY-PLGA con lo stesso rapporto utilizzato per l@garazione delle nanoparticelle (1:1,5, w: w) (vedi
Preparazione nanoparticelle” (DY-g7-PLGA)") satati analizzati nelle stesse condizioni sperinenta

come sopra descritto.

Preparazione dei topi per gli esperimenti di optichimaging

| topi sono stati anestetizzati mediante un sistelnanestesia gassosa (Strumenti 2Biological,
Besozzo, Varese, lItalia), costituita da isofluranisto a ossigeno e protossido di azoto. L'anestesia
stata applicata dopo aver introdotto il topo in wamera di pre-anestesia e successivamente collocat
all'interno del eXplore Optix (Advanced TechnolagyiResearch, Montreal, Canada) con isoflurano in

percentuale, rispettivamente, al 2% e all'l%. Umiagine di controllo € stata acquisita prima del
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trattamento degli animali. Successivamente, ginafii sono stati trattati con 1 ml di sospensiorimaa

di DY-g7-NP (8 mg) tramite iniezione in vena cawdal

Esperimenti in vivo

In tutti gli esperimenti di imaging, € stato utdato per I'eccitazione un diodo laser pulsato coa u
frequenza di ripetizione di 80 MHz e una risoludotemporale di 12 impulsi a 670 nm.
L’emissione di fluorescenza e stato registrata & #0n e gli impulsi rilevati attraverso un
fotomoltiplicatore. Sono state poi selezionate segdi scansione di interesse (ROI) bidimensiopdk
potenza del laser, il tempo di integrazione e gpsdi scanning sono stati ottimizzati secondegrale
emesso. | dati sono stati registrati come funzideepoint-spread temporali, e le immagini sonoestat
ricostruite in intensita di fluorescenza. Primaasbmministrazione del probe, i topi sono stasliaaati
per ottenere immagini di background. L'intensitd skgnale di backgorund é stato registrato per ogni
animale prima della somministrazione ed e statiadtat da ogni immagine successiva all’acquisizione

del segnale.

Studi in microscopia a fluorescenza

Alla fine dell'analisi (3 ore dopo la somministrame delle sospensioni di NPs PLGA-g7-DY-675),
| topi sono stati sacrificati. Successivamentegivello e stato sezionato in emisfero di desirastsa e
frontale, e il cervelletto e stato isolato. Ogrésgto congelato e stato tagliato in tutto il suesspre
tramite criotomo in slides di circa 5 pm (circa Vrini per ogni cervello). | vetrini sono statiigdi
fissati in MeOH assoluto e conservati a 4 C° perpanodo massimo di 24 ore, prima dell'esame al
microscopio a fluorescenza. Per evidenziare ld@tateicellulari, i vetrini sono stati trattati c@API (40-
6-Diamidino-2-fenilindolo; Lab-Vision Corporatiofsremont, CA, USA), che é conosciuto per formare
complessi fluorescenti con il doppio filamento @A [Xu et al., 1997].Brevemente, i campioni sono
stati colorati per 10 min con 50 ul di una soluBeddAPI (125 ng/ml), poi sono stati osservati con un
microscopio a fluorescenza (Axiophot, Zeiss, Gernm&wvest, Olympus Analyzer) con eccitazione tri-
band, per DAPI, FITC e TRICT e utizzando un sdildli per fluorescenza.

Gli studi di microscopia confocale sono stati etfati utilizzando lo stesso strumento descritto in
precedenza nella' sezione “Valutazione dei prdfiemissione” (microscopio confocale Leica DM IRE
2). In entrambi gli esperimenti di microscopia, @pot rosso fluorescenti, dovuti al colorante

fluorescente, sono stati considerati come indicaignificativi delle NPs PLGA-g7-DY-675.
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Esperimenti in vitro: nanoparticelle veicolanti il Nutlin-3

Valutazione dell’efficienza di incapsulazione (Elle del contenuto di Nutlin-3 nelle

nanoparticelle

Il caricamento del farmaco nelle nanoparticelletatos determinato direttamente ed utilizzando
I'analisi HPLC in reverse phase (RP-HPLC) con mibdasocratica . E’ stato utilizzato una strumento
HPLC (JASCO Corp., Tokyo, Japan) composto da umapaomodello PU2089 munita di una valvola di
iniezione con un loop da 50 pl (Model 7755-023, ¢thyme, Cotati, CA) e un detector UV/visible
modello 1565 a lunghezza d’onda variabile. La sspane cromatografica € stata condotta in una
colonna 10 cm x 4 mm, con diametro delle particéil8 pum ChromoSep C18 (Varian, Palo Alto, CA).
La colonna e stata termostata a 30°C, la fase mehibstituita da 45% PO, 35% acetonitrile e 20%
metanolo. Il flusso impiegato & di 1 ml/min, laekgton all'UV é settata a 260 nm.

Brevemente, a 5 mg di nanoparticelle liofilizzatgolte in 1 ml di DCM sono aggiunti 5 ml di
etanolo. La diffusione dell’etanolo nel DCM guidaprecipitazione del polimero. La miscela ottergita
stata filtrata con filtro 0.2 um (Sartorius, Firen#aly) per rimuovere il residuo polimerico eslaluzione
recuperata & stata analizzata per determinare h&eotrazione del Nutlin-3 via RP-HPLC nelle
condizioni precedentemente descritte. Il piccoldizeone del Nutlin-3 & quantificato previa costiaze
di una curva di taratura ottenuta con concentrazimte del farmaco nellintervallo di interesse. Le
analisi sono esegquite in triplicato. Il caricamed& farmaco € espresso come contenuto in farnmago (
di Nutlin-3 incorporato in 100 mg di formulazionfarfmaco incapsulato piu polimero)) e come efficeenz
di incapsulazione (percentuale di farmaco stabiten@mcorporato rispetto alla quantita iniziale iaghta

nella formulazione).
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Curva Nutlin-3
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Figura 15: Curva di taratura ottenuta mediante I'HPLC Vari@i®.

Linee cellulari e analisi dell'uptake delle nanopaticelle

Le linee cellulari di leucemia umana JVM-2 e BJAHlizzate per gli studi in vitro di valutazione
dell'attivita antileucemica del Nutlin-3 veicolateono state fornite da Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmBH (BreunschweBgrmany) e coltivate in RPMI-1640 (Lonza,
Walkersville, MD) contenente il 10% in FBS (Gibc&®B, Gaihesburg, MD) e solo per JVM-2, glucosio
4.5 g/l, sodio piruvato 1 mM, sodio bicarbonato @/be HEPES 10 mM ( tutti acquistati da Gibco)r Pe
I'analisi citofluorimetrica ed in microscopia a fitescenza, 1 x fellule/ml sono state trattate con le
particelle marcate con florocromo, con e senza daon(NP-R, NP-R- Nut, 0.68 mg/ml). A differenti
tempi testati, le cellule sono state lavate con RBSIlavaggi) per eliminare le nanoparticelle ctom
hanno interagito con le cellule e successivamesttefgoste ad analisi (FACScan, Becton Dickinsom Sa
Jose, CA). Per l'analisi microscopica, le cellutattate sono state osservate con un microscopio a
fluorescenza Axiophot (Zeiss, Oberlochen, Germany).

Analisi della vitalita cellulare, dell’apoptosi e al ciclo cellulare

Tali analisi sono state condotte transfettando diuka con il campione NP-Nut (nanoparticelle
caricate con il farmaco) in comparazione a una zsohe di farmaco non incapsulato, alla stessa
concentrazione presente nelle nanoparticelle. Betrallo € stata saggiata anche la preparazione NP
(nanopatrticelle bianche). Dopo trattamento con NR-&l farmaco in soluzione, la vitalita cellulare é

monitorata per piu di 48 ore e valutata attravérsaggio del Trypan-blue.
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In parallelo il grado di apoptosi € quantificatgpdcstaining con Anessina V-FITC/propidio ioduro e

seguita da analisi citofluorimetrica.

ANNEXIN V/PI test: la vitalita cellulare é statalugata utilizzando il kit Annessina V/PI (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Questo appyquermette di discriminare tra cellule apoptotiche
e necrotiche. Le cellule apoptotiche sono positillannessinaV-FITC mentre non lo sono al PI. Le
cellule necrotiche sono positive sia ad annessiaRl, mentre le cellule vive sono negative sia per
annessina che PIl. Brevemente, le cellule sonodagaé volte, centrifugate a 1000 rpm per 10 min e
risospese in 50 pl di tampone (Annexin V BindingffBg)(Miltenyi Biotec, Germany). Quindi 5ul di
soluzione di fluoresceina isotiocianato-AnnessingM C-Annesina) é stata addizionata alla sospeesio
cellulare. Dopo 15 min di incubazione a temperataumbiente al riparo della luce, le cellule sondesta
lavate, centrifugate e risospese nel tampone toalla ditta. Infine, 10 pl di soluzione di Pl y@mo

addizionati alla sospensione che viene immediatéerenalizzata al citofluorimetro.

Per I'analisi del profilo del ciclo cellulare, leltule sono state incubate con bromodeossiurithfa
uM) (BrdU, Sigma Aldrich) a 37°C per 1 ora, quinttattate con I'anticorpo anti-BrdU (BD Biosciences
Pharmingen, Franklin Lakes, NJ) e il complesso aligaato per reazione con anticorpo secondario
coniugato con FITC (Beckman Coulter, Marsiglia, rféia). Dopo un successivo trattamento con 50

mg/ml di propidio ioduro, le cellule sono state l@rate al citofluorimetro.

Analisi statistica

| risultati sugli studi in vitro sono ottenuti dee tdifferenti ripetuti esperimenti e riportati comaore
medioz la relativa deviazione standard e analizzati pesidnificativita statistica con i tests del t-Stntl
e il Wilcoxon-Mann-Whitney della somma dei ranghe differenze sono considerate significative

quando p € < a 0.05.
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Sezione 1 Applicazione delle nanoparticelle; visualizzazienin
vivo di nanosistemi impiegati in diagnostica e nelascio di
farmaci al sistema nervoso centrale

Preparazione e caratterizzazione delle nanopartickl PLGA-g7-DY-675

L’allestimento delle nanoparticelle € avvenuto raatk la tecnica della nanoprecipitazigressi
et al., 1989].

Si sono quindi allestiti diversi lotti di nanopasille, caratterizzati da dimensioni omogenee &circ
200 nm), carica superficiale blandamente negat@/25 mV) e con indici di polidispersione minori d
0.04, ad indicare una distribuzione dimensionalegenea.

Questi risultati indicano chiaramente che la madiuperficiale delle nanoparticelle con il peptide
direzionante (g7) e con il DY-675 non altera ligtéd e le caratteristiche superficiali della
nanoparticelle, in confronto con altre nanoparticelon modificate, preparate in precedenza nelrmost

laboratorio, caratterizzate da dimensioni, PDIceasuperficiale paragonabili.

Dimensioni e carica superficiale

In particolare, la caratterizzazione dimensionale avvalsa della tecnica del light scattering ed e
stata eseguita od ogni step di modifica delle nartayelle.

Il diametro medio e I'indice di polidispersione tats ottenuto analizzando un’aliquota di 10 pl di
sospensione di nanoparticelle PLGA-g7-DY-675 ddwtl ml con acqua distillata.

La carica superficiale, espressa come{pai-stato valutata su nanoparticelle in sospensione
fluido simil-fisiologico composto da NaCl 128 mMaN,PO, 2.4 mM, NaHCQ 29.0 mM, KCI| 4.2 mM,
CaCh1.5 mM 165 mg, MgGl0.9 mM e D-glucosio 9 mM, impiegato generalmergglinstudi in vivo al
fine di ottenere una soluzione acquosa isotoni¢soenolare a pH 7.4 £ 0.1.

Lo strumento impiegato Zetasizer Nano ZS (MalvéiK) e stato impiegato con laser 4 mW He—
Ne, 633 nm, Laser attenuator Automatic, transmmesiala 100 a 0.0003%, Detector Avalanche
photodiode, Q.E > 50% a 633 nm e temperatura aedt26°C. | risultati ottenuti sono stati normadizz
rispetto a una soluzione standard di polistirene.
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Z-Average PDI Peak 1 pot-{

nm (£s.0) | (xsp) | "M | MV

(£S.D.) S.D.)
NP 153+15| 0.07+£0.01| 165+18| -19+1.1
NP-g7 17616 | 0.06+0.02 | 190+16 -6+1
Np-g7-DY-675 186+17 | 0.04+0.02 | 193%16 -21+1

Tabella 5: Analisi dimensionale e di carica superficiale deliverse formulazioni prima della purificazione.

| campioni sono stati analizzati prima e dopo laffmazione ottenuta per centrifugazione.

In particolare, come viene mostrato nellabella 5, tutte le preparazioni presentano, prima della
purificazione, diametri medi prossimi ai 200 nm aingli compatibili con la somministrazione
parenterale.

Le popolazioni nanoparticellari risultano particot@ente omogenee con valori di PDI inferiori a 0,1
confermando la natura monomodale e monodisper$a ghelparazioni, un’ulteriore riprova inoltre viene
fornita dai valori di analisi distributiva (Peak &he risultano coincidere con quelli di diametrodine
sottolineando la riproducibilita della tecnica fardativa.

Per quanto riguarda la carica superficiale delleoparticelle (pot), i valori registrati risultano
negativi, in accordo con la presenza di gruppi @sshici del PLGA esposti sulla superficie delle
nanoparticelle.

La modifica con g7 e con DY-675, rispetto a nantpalte non modificate, non incide
significativamente sulle dimensioni medie delle oparticelle A di +23 nm e di +33 nm,
rispettivamente), mentre blandamente sulla cangeericiale A di +13 e -2 mV, rispettivamente) a
conferma della presenza di molecole coniugate peicie.

A seguito della purificazione, le nanoparticell@gentano valori di diametro medio prossimi a
quelli ottenuti in precedenza anche se in alcusi saregistrano fenomeni di aggregazione, soptattu
nelle preparazione maggiormente derivatizzate, coieree sottolineato dall’aumento dei valori di PDI
che mostrano popolazioni particellari piu eterogedelle precedenti ma comunque accettabili per la
somministrazione in vivo.

Il pot-{ risulta invece significativamente meno negativov@dori acquisiti prima della centrifuga.
Soprattutto in confronto con nanoparticelle non ificate, questo dato pud essere spiegato supponendo
la presenza di tensioattivo, anche se in minimec&a stabilmente adsorbito sulla superficie delle

nanoparticelle e che maschera le cariche negagivgrdppi funzionali carbossilici residui del PLGA.
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Z-Average PDI Peak 1 pot-{

nm mV (+

nm (+S.D.) (£S.D.) (+5.D.) 5.D.)
NP 188+31| 0.28+0.05| 175+28 -30+2
NP-g7 2074£28 | 0.22+0.02| 205%20 -5+1
Np-g7-DY-675 186+11| 0.04+0.01| 306+10 -5+1

Tabella 6 Analisi dimensionale e di carica superficialelel@reparazioni purificate.

Caratterizzazione morfologica

La caratterizzazione morfologica € avvenuta medidinnpiego della microscopia elettronica a

scansione SEM utilizzando un microscopio XL-40 iPkiEindhoven, Netherlands, che ha confermato la

formazione di nanoparticelle di forma sferica eestipie abbastanza regolare.

Come e evidente dalle immagini al SEMiqura 16 e 17 In confronto alle nanoparticelle non

modificate, le NPs-g7-DY675 non mostrano differeamificative in termini di aspetto della supeidic

forma, aggregazione, né fenomeni di fusione, mancatarziale formazione.

0.5 pm.

Figura 16: Immagine al SEM di nanoparticelle PLGA-g7-DY-675.

Figura 17: Immagine al SEM di nanoparticelle PLGA.




Profili di eccitazione ed emissione dei Polimeri

Tutti i polimeri utilizzati nella preparazione delhanoparticelle utilizzate per gli studi in Optica
Imaging sono stati caratterizzati acquisendo prdifieccitazione ed emissione dei singoli polineedei
polimeri in miscela.

Utilizzando le procedure esposte nella sezionevidgeriali e Metodi, le analisi hanno portato alla
definizione di profili di emissione/eccitazione dlGA, g7-PLGA e PLGA-DY675.

In particolare, dopo eccitazione a 514 nm, il PLEA g7-PLGA mostrano lo stesso profilo di
emissione ed in particolare un picco singolo dissmine vicino a 580 nnfigura 18 A). L’emissione
del PLGA-DY675 é caratterizzata da due differemtchi: un picco di emissione piu debole a 580 nm e
un picco di intensita molto maggiore a 700 rifig@ra 18 B). Il profilo di emissione della miscela di g7-
PLGA e PLGA-DY675 in rapporto 1:1.5 (lo stessoimtiito nella preparazione delle nanoparticelle)
risulta completamente sovrapponibile a quello d6R-DY675, a dimostrazione della mancanza di una
interferenza fluorimetrica tra i coniugati. Ovviamte l'intensita del picco di emissione € minore, in

funzione della minor concentrazione del PLGA-DY &&la miscela.

Channel 1

Figura 18 (A e B): Profili di emissione del PLGA, g7-PLGE\) e PLGA-DY675, miscela del g7-PLGA e PLGA-
DY675 in rapporti 1:1.5B) dopo eccitazione a 514 nm. Lo spettro & statstegd ogni 10 nm. L'intensita di
emissione del picco e rappresentata nella sdadara rossa a sinistra dellimmagine (asse Y). Ggmgola banda
corrisponde all'intensita della singola regioneérderesse scelta e rappresenta l'intensita delSsione al variare

della lunghezza d’onda (asse X).

Al contrario, I'eccitazione a 633 nm del PLGA e détPLGA non ha prodotto alcun tipo di spettro
di emissione in un range analizzato tra 660 nm @ 882 Figura 19 A). A questa lunghezza d’onda,

solamente il PLGA-DY675 mostra un intenso piccemissione a 700 nnfrigura 19 B). La presenza di
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un unico picco di emissione e stata registrata ermdr la miscela di polimeri (g7-PLGA e PLGA-
DY675, rapporto 1:1.5).

P »
I} Channel 1

[}

Figura 19 (A e B): Profili di emissione del PLGA, g7-PLGA(A) e PLGA-DY675, miscela del g7-PLGA e
PLGA-DY675 in rapporti 1:1.§B) dopo eccitazione a 633 nm. Lo spettro e statstego ogni 5 nm. L'intensita
di emissione del picco e rappresentata nella scdlarra rossa a sinistra dell’immagine (asse YniGmgola
banda corrisponde all'intensita della singola ragidli interesse scelta e rappresenta l'intensiighéssione al

variare della lunghezza d’onda (asse X).

Questi risultati indicano chiaramente che il PLGX-B75 puo essere facilmente visualizzato in
vivo tramite tecniche come optical imaging o micmse a fluorescenza o confocali. | profili di
eccitazione ed emissione mostrano infatti un irdersben identificabile picco a 700 nm (dopo
eccitazione a 514 e 633 nm) che puo essere attribliprobe (DY-675) stabilmente e covalentemente
coniugato con il polimero. Inoltre, € interessantgare, come la miscela dei polimeri, in termini di
intensita e presenza di picchi di emissione, nenalcuna interferenza di segnali, permettendodjudn
evitare ogni possibile falso positivo.
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Somministrazione in vivo e studi di imaging

Per la somministraziona vivo sono stati impiegati topi di sesso femminile dgbtBalb/c di 20 g
'uno e di eta di 6 settimane (Harlan Laboratorgzs Pietro al Natisone, Udine, Italy) mantenuti con
diete a bassa fluorescenza e in assenza di coraatnatogeni.

Prima della somministrazione delle nanoparticedjie,animali sono stati anestetizzati con una
miscela a base di isoflurano, ossigeno e protossidzoto, procedura eseguita in una camera di pre-
anestesia.

Successivamente i topi sono stati rasati a livaldominale per evitare i fenomeni shattering
della luce dovuti alla presenza di peluria e sdat posti nell’'apposito alloggiamento dell’eXploGgptix
(Advanced Research Technologies, Montreal, Carmamtayina percentuale di isoflurano del 2%.

Prima della somministrazione, € stata acquisitapgai topo, un'immagineotal body prescan la
cui intensita e stata impiegata come bianco penteagini acquisite dopo I'iniezione.

Le nanopatrticelle PLGA-g7-DY-675 sono state quinsibspese in soluzione salina somministrate
ai topi tramite somministrazione in vena caudale.

Le immagini sono state acquisite impiegando percitazione un laser diodo a 670 nm e frequenza
di ripetizione di 80 MHz, registrando I'emissionigfldorescenza a 700nm mediante un fotomoltiplicato
e un sistema di misurazione dei fotoni correlat@aipo.

In particolare, I'attenzione si € concentrata sa degioni di interesse, quella addominale e quella
cerebrale, ricostruendo le immagini come interdiiffuorescenza contro emivita di fluorescenza.

La biodistribuzione delle nanopatrticelle PLGA-g¥-B75 e stata definita, acquisendo immagini a
tempi definiti, ed in particolare immediatamentepdol’iniezione, a un’ora e a due ore dopo la
somministrazione.

Le immagini mostrano la tipica distribuzione deli@noparticelle nel torrente circolatorio, con una
particolare localizzazione, dopo pochi minuti dalBzione, a livello degli organi particolarmenteorati
quali polmoni e reniKigura 20, t=0).

A tempi magagiori, Figura 20, t=1-2) si osserva un’interessante localizzazidelee nanoparticelle
a livello della regione addominale a dimostraziatella tendenza all’accumulo, tipica di sistemi
nanoparticellari non stabilizzati, in organi dedtesma Reticolo Endoteliale (RES), in particolaréyallo
epatico e splenico, visibile ifrigura 20, t=2h. Bisogna infatti ricordare che questa tigado di
nanoparticelle non e stabilizzata né resa stettimite Pegilazione); di conseguenza la naturaldeeza
ad essere riconosciute come non-self da parte aeghni del RES porta ad un accumulo delle
nanoparticelle in questi compartimenti e ad unasegoente diminuzione della capacita di targeting in

termini quantitativi.
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Intensity(NC)
5.03e+004

6.02e+004

4.02e+004

2.01e+004

Prescan

Figura 20: Biodistribuzione delle nanoparticelle NPs PLGAIQY-675 total body esclusa la regione cerebrale. Le
immagini sono state normalizzate al prescan, sa ramt 1 ora la spiccata intensita di fluorescendavedlo
addominale.

Intensity (NC)
3.68e+003

I.84e+003

Prescan

Figura 21: Biodistribuzione delle nanoparticelle NPs PLGADY-675 a livello cerebrale. Le immagini sono
state normalizzate al prescan, si nota la cosiateasita di fluorescenza nella regione in esanmaediatamente
dopo la somministrazione fino a 2 ore dalla somstiazione.
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Il dato sicuramente piu significativo di questo dstu deriva dall’analisi della zona cerebrale,
visibile in Figura 21. Come chiaramente mostrato dalle immagini, unaomapte localizzazione delle
Nps PLGA-g7-DY-675 a livello cerebrale & evidentempi brevissimi, gia dopo alcuni minuti dopo la
somministrazioneHigura 21, t=0) fino a tempi di circa due ore dopo la somstmzione Figura 21,
t=2h). Questa localizzazione a livello del SNC ewnfa una serie di studi ottenuti in precedenza
[Vergoni et al., 2009; Tosi et al., 2010; Tosi dt, 2007; Tosi et al., 2011jn cui si e chiaramente
dimostrata la capacita delle nanoparticelle modiéacon il peptide g7, di attraversare la BEE.

Questo studio permette un avanzamento della ricarcaquanto, utilizzando un polimero
modificato con DY675, probe visibile in Optical Igiag, da la possibilita di seguire e tracciare solo
la biodistribuzione “live” delle nanoparticelle,idenziando eventuali siti di accumulo e di depgsia
anche un Brain-Live Imaging, ovvero una visualizaae “live” della capacita di targeting cerebrale.

Questa tecnica, che quindi mostra vantaggi nellisindive” della capacita di targeting al SNC,
non permette perod una visualizzazione in detta@iwero a livello microscopico) della localizzazeon
delle nanoparticelle nei tessuti.

Di conseguenza, col fine di ottenere una completdis (live e microscopica) degli esperimenti,
come esposto nel capitolo seguente, &€ necessanp@are una tecnica di microscopia a fluorescenza
confocale, effettuata su tessuti fissati e nonodggrrificio degli animali e estrazione e trattatoestegli

organi di interesse.

Studi di microscopia confocale e a fluorescenza

Gli studi sono stati effettuati sugli organi cembprelevati dai topi Bulb/c impiegati per le aisal
di optical imaging a 3 ore dalla somministrazioeermhnosistemi.

La microscopia a fluorescenza mostra le nanopédicecine alla alle strutture nucleari nelle
cellule del parenchima cerebrale. Questo dato wenéermato dalle analisi al microscopio confochk
mostrano la presenza delle NPs PLGA-g7-DY-675, eavachte da spot di colore rosso all'interno delle
cellule cerebrali, mentre si pud osservare la éipiolorazione blu del DAPI impiegato per marcare i

nuclei cellulari.
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10 um

Figura 22: Immagini delle regioni cerebrali dei topi osseevenediante il microscopio a fluorescenza dopoe3 or
dalla somministrazione delle Np-g7-DY-675. Gli spat sono ascrivibili al DAPI colorante impiegaterpnarcare
i nuclei cerebrali, mentre gli spot rossi sono hamti dalla presenza del fluorocromo DY-675 contagsulla

superficie nanoparticellare.

In Figura 22, le immagini al microscopio a fluorescenza indcamiaramente la localizzazione
delle nanoparticelle all'interno del parenchimaeteale e non all'interno di vasi, quindi incluse S8IC.
Oltre a confermare questi dati, la microscopia coale ha permesso un’analisi ancora piu accurata
riguardo alla localizzazione all'interno del parbimsa, come evidenziato ifigura 23. L’analisi lungo il
piano z (quindi nello spazio del campione) permigitatti di considerare in tutta la sua tridimemsbta
il campione, evitando di incorrere in falsi posite analizzando con accuratezza la posizione delle

nanoparticelle rispetto ai nuclei cerebrali o ddeadtrutture cerebrali.
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10 um

Figura 23: Immagini delle regioni cerebrali dei topi osseevenediante il microscopio confocale dopo 3 oréadal
somministrazione delle nanoparticelle PLGA-g7-DYs67Gli spot blu sono ascrivibili al DAPI colorante
impiegato per marcare i nuclei cerebrali, mentresgbt rossi sono derivanti dalla presenza delrflommo DY-
675 coniugato sulla superficie nano particellare.obgni sequenza sono rappresentate partendo ddrairiie
nanoparticelle PLGA-g7-DY-675, i nuclei del pareinch cerebrale e la sovrapposizione di entrambmieagini

che sottolinea la presenza dei nanosistemi najiame cerebrale.
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Sezione 2 Applicazione delle nanoparticelle nella veicolane e
nel direzionamento di farmaci antitumorali

Studi preliminari di ottimizzazione dei parametri formulativi:

nanoparticelle ottenute per emulsione semplice

Per individuare le condizioni formulative ottimalil’allestimento di formulazioni nanoparticellari
stabili e con caratteristiche chimico-fisiche idenealla modificazione superficiale ed alla
somministrazione, e stato allestito uno studio aémgico volto ad indagare alcune variabili prepiaeat
Considerando le caratteristiche chimico-fisichefdehaco antitumorale oggetto dello studio, il Wuf,

e soprattutto la sua scarsa solubilita in acquaidamponi acquosi e la buona solubilita in DCMgsi
focalizzata I'attenzione sulla tecnica della emansi semplice; infatti tale tecnica e facilmentestibile

in laboratorio, ben applicabile per polimeri comgoiiesteri (come appunto PLA e PLGA), scalabile, e
soprattutto ottimizzabile agendo su piu varialsilg legate al polimero che alla formulazione. &atb

da questi presupposti sono state allestite nanopletdi PLGA variando potenze e tempi di sonioag,
cosi da valutare l'incidenza sulle dimensioni, &gilabilita della sospensione, sulla omogeneitahAnl
tensioattivo da utilizzare nella formulazione riesarticolare importanza, cosi come il rapporto
polimero/tensioattivo e i volumi tra fase interndase esterna. Nei nostri studi e stato utilizzaRVA,
soluzione all’1%, mantenendo costante il rappottGR/PVA (50mg/60mg) e anche quello tra i volumi,
fase interna/fase esterna (rapporto 1/6).

Le preparazioni allestite sono le seguenti:

SAMPLES OUTPUT OF TIME OF SONICATION
SONICATION (W) {second)

A 100 30
B 70 60
C 55 60
D 35 120
E 35 30
F 40 60
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Le preparazioni sono state caratterizzate in duersiimomenti formulativi. Inizialmente sono state
valutate le nanoemulsioni che indirizzano sullabifita del preparato, subito dopo la sonicazione;
I'analisi € stata effettuata mediante I'ausiliolddPCS (photon correlation spectroscopy) acquisendo
parametri di diametro medio (Z-Average), di inddigpolidispersione (PDI) di potenziale zeta (gote
mediante il microscopio confocale utilizzato in rabth luce riflessa.

Z-

PDI
Average

(nmssp) | @SP)

A 260+76 0.44+0.01

B 389+54 0.21+0.03

Z-
Average P
<+
(nm £SD) (*SD)

C 413+42 0.17+0.02

D 534+99 0.45+0.08

Z-

PDI
Average

(nm £SD) (SD)

E 639175 0.32+0.02

F 608+57 0.32+0.01

Figura 24: Studio delle nanoemulsioni.

Al microscopio confocale a luce riflessa la nanoksione ottenuta con sonicazione a 100 Watt
caratterizzata da goccioline disperse con diammtdio di circa 260 nm ma indice di polidispersione

abbastanza elevato, segno di eterogeneita, pretunaiite causata dalle drastiche condizioni enezheti
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che inducono anche un notevole e poco controlladuleiscaldamento del preparato. Diminuendo le
potenze di sonicazione, come nelle preparazioni@ aumentano i diametri medi ma le nanoemulsioni
risultano omogenee, monodisperse e stabili. Sendiisrino la potenza di sonicazione sotto 50 Watt come
nella preparazione F (40 Watt per 1 min), la nandsione, pur abbastanza omogenea, mostra goccioline
con dimensioni che divengono via via maggiori. Stesomportamento lo si osserva quando si abbassa il
tempo di sonicazione a 30 sec mantenendo cos@ameténza a 55 Watt (campione E), apparentemente
la condizione di potenza idonea alle nostre esigefimmentando i tempi di sonicazione a 2 min inv@ce
assiste ad un notevole incremento della dispeasilet preparato (campione igura 24).

Le nanoparticelle, ottenute per evaporazione deleate dalle nanoemulsioni appena testate e
mantenute in agitazione elettromagnetica, sonce spaftrificate per ultracentrifugazione variando i
parametri del processo; in particolare sono stastate diverse velocita e tempi di centrifugazione,
applicandole al preparato C, quale ipotetico prapar‘ead”, per le indicazioni fornite dalle
nanoemulsioni. Dopo la centrifugazione, il “pellenoparticellare” e stato risospeso e sottoposto ad
analisi PCS per valutare la sospendibilita e il teaimento delle caratteristiche dei preparati, héne
stato valutato il contenuto di PVA residuo, ovvdird®VA rimasto nella formulazione dopo purificazéon

rispetto al PVA pesato.

pot-
a 1 (V)
z A‘(’:’:ie) PDI D(i)10 nm | D(i)50 nm DSEO mv rﬁsli);ltﬁa Resa %
nm (xJ.D.
(£sD) | (£5D) | (£8D) | Ul Lon ) mepy 5D

Pre-centrifuga 190+21 0.09+0.02 13148 19812 | 30712 -0.2+0.01

;zsn‘:gfp M 189+51 | 0.22#0.02 | 12143 | 223%52 | 300#32 -0.4#0.02 17.3%2 516
;?:;RP M 195424 | 0.04#0.01 | 145+10 | 199%9 |279%12 -0.6+0.2 10.5%1.1 78*4
1‘7) 5;3;” M 195426 | 0.1#0.01 | 13213 | 203#15 |261#23 -3.8+1.1 10.1:0.2  75#3
i;‘::gfp M 187463 | 0.31#03 | 12344 | 226%52 | 356%38 -2.2#0.2 6.8+0.3  79%3

Tabella 7: Analisi PCS, PVA residuo (%) e Resa della preparez C purificata per ultracentrifugazione
impiegando velocita diverse (13000, 15000, 175Q002 RPM) per 10 min a 4°C.

Il diametro medio, cosi come la dispersivita destriosistemi ri-sospesi non discosta dai valori
osservati prima della purificazione/centrifugaziomper velocitd comprese tra 13500 e 17500 rpm
(Tabella 7). Nei preparati purificati a 15000 e 17500 rpnréspnte una discreta quantita di PVA residuo

che si attesta su valori prossimi al 10%; se e wdre tali condizioni operative non permettono
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by

I'allontanamento completo degli additivi di prepeicme e quindi la purificazione efficace, e altresi
indubbio che la presenza di PVA facilita la ri-sespione dei preparati e ne garantisce la stabilita,
impedendone 'aggregazione, nonostante il potemaiaperficiale prossimo alla neutralita. Anzi,alare

di pot{ solo leggermente negativo, € proprio ascriviblleP®A adsorbito (o addirittura mescolato a
formare la matrice polimerica) che maschera i gruppbossilici liberi del PLGA. La resa si mantiene
intorno al 80% circaTabella 7).

Aumentando la velocita di centrifugazione si hanotevole miglioramento nella purificazione dei
sistemi ma diviene sempre piu difficoltosa la rgensione del pellet, come indica I'incrementoRi2l
nella formulazione purificata a 22000 rpm; questiodconferma l'importanza del PVA nella ri-
sospensione, specie quando le velocita di cenaifioge portano alla formazione di un pellet piu
compatto. Infatti, anche se le caratteristiche medngono mantenute, accanto a particelle ben ri-
sospese, permangono aggregati, difficilmente sepiaf&abella 7).

Se applichiamo una velocita di centrifugazioneeiiimre a 15000 rpm, invece, la capacita di
purificazione decresce esponenzialmente (PVA respmossimo al 18%), cosi come la resa, ovvero la
quantita di nanoparticelle recuperate e liofilizzathe si attesta su valori prossimi al 50%hbella 7).

Sulla base dei risultati ottenuti, tutte le pregarai precedentemente allestite (A, B, C, D, E, F)
sono state purificate sottoponendo a centrifugaza®5000 rpm per 10 min; Trabella 8sono riportati i

dati PCS prima e dopo purificazione ed il valor®dA residuo.
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Z-
A . . pot- o
verage PDI D(i)10 nm D(i)50 D(i)90 e % I->VA resa %
nm (t nm nm residuo
<o (£5.D) | (SD) | <oy | wsp) wsp) | ESD)
.D.) £SD) | (£S.D) | opy | ESD.
c:?t 148+12 | 0.05+0.01 | 107+11 | 153+10 | 222+12 -0.2+0.01
A
POSt | 1c9419 | 0.140.02 | 108+13 | 164%15 | 25248 -0.10.01 60+4
cent 11.1+1
c:?t 170417 | 0.06+0.03 | 126414 | 176+17 | 267+27 -6.1+4.5
B
Post
+ + + + + 3.4+ +
ror | 17220 | 0152009 | 10527 | 139418 | 201425 34813 . . 6442
c:?t 190421 | 0.09+0.02 | 131+8 | 198+12 | 307+12 -0.2+0.01
C
Post
C::;t 195424 | 0.09+0.01 | 145+10 | 199+9 | 279+12 -0.64+0.2 10.5+1.1 78+4
Pre | 162421 | 0.08+0.01 | 125415 | 189+16 | 291+12 -0.940.5
D centr
Post
+ + + + + -0.4+ +
rore | 18412 | 0042004 | 135+14 | 189+16 | 270821 -0.4x01 . . 81%2
Pre
i+ + i+ i+ +
- [cent 26827 | 0.260.07 | 149+21 | 245:47 | 393493 ...
Post | 245421 | 0.23+0.02 | 167+11 | 228+12 | 316442  -11%6 CETI
cent -
Pre | 329+7 | 0.33+0.03 | 153+19 | 24321 | 390+72 -5.6%0.9
F cent
Post | 348+14 | 043:0.01 | 16931 | 232437 | 406462 -8.9¢22 8712 . .
cent -

Tabella 8 Studio dei campioni pre e post centrifuga.
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Figura 25: Immagini SEM relative ai campioni B, C e E purdic

L’analisi PCS sui campioni non purificati mostrafd@amazione di nanoparticelle con caratteristiche
dimensionali dipendenti dalle condizioni applicakerante la sonicazione. Condizioni di sonicazione
spinta a 100-70 Watt producono nanoparticelle dametro medio prossimo a 150-170 (campione A e
B); occorre pero fare attenzione ai tempi di sarimae in quanto si assiste ad un rapido e violento
riscaldamento del preparato; anche utilizzandoagnb a ghiaccio, per il raffreddamento, non ¢ [hissi
controllare tale parametro. Purtroppo, in consizieree dell’'impiego dei sistemi quali carrier dirfaci,

I'innalzamento violento della temperatura non ésidierabile. La scelta di utilizzare tempi di soaicae
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di 30 sec (preparazione A) non ha migliorato ledinioni di reazione; I'indice di polidispersionedica
come, pur ottenendo particelle mediamente di pocketinaia di nanometri, il ridotto tempo di
sonicazione produce sistemi polidispersi.

Inoltre, cosi come dimostrato dall’analisi delle naamulsioni, diminuendo la potenza di
sonicazione sotto 50 Watt si ottengono sistemi ampnte distribuiti e con diametri superiori a 350 n
(campione F). Applicando una potenza di sonicazohirieb Watt si ottengono sistemi riproducibili enco
dimensioni adatte alla veicolazione. In particola® la sonicazione e protratta per 1-2 minutsiesni
mostrano diametro medio inferiore a 200 nm e PRriare a 0.1 (campioni C e D). Diminuendo i tempi
di sonicazione (campione E), si formano sistemiopanticellari piu eterodispersi e simili a quelli
osservati per il campione F, con diametri medi sopea 250 nm.

Come dimostrato dall’analisi PCS e dalle immagi&NSs (analisi morfologica), tutti i campioni
purificati a 15000 rpm per 10 min appaiono car&reati da particelle ben risospese e che mantentpno
caratteristiche di formulazione (le stesse dei ganipnon purificati). Il residuo di PVA, come
precedentemente dimostrato, si attesta su valosspni al 10%. La resa, intesa come recupero dopo
centrifugazione appare prossima all'80 % in tugiréparati (si osservano solo leggere variazioaire
che nelle preparazioni A e B, dove si osserva unandzione attorno a valori prossimi al 65-70%,
presumibilmente per la difficolta di pellettizzala frazione piu piccola dimensionalmente (che per i
preparati in oggetto é distribuita attorno a 10Q sanza spingere sulle condizioni di centrifugagion

Un altro parametro importante nello studio formwiat € la conservazione dei preparati. Per
stabilizzare la formulazione nanoparticellare, icede con la lioflizzazione. La liofilizzazioneséata
condotta previa aggiunta di trealosio, un crioptote in grado di preservare la stabilita, in atare
impedendo I'aggregazione e la rottura dei piccsliesni polimerici durante la fase di congelamentdi e
liofilizzazione vera e propria (processo di sublmoae). In questo studio preliminare abbiamo cercit
identificare la concentrazione di trealosio minip& poter garantire la stabilita e la ri-sospenitgbdei
nostri preparati liofilizzati. Le condizioni testatd i risultati ottenuti, anche in questo casdusti i

campioni allestiti, anche se con particolare irgseerivolto al campione C, sono riportatiliabella 9.
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PLGA/Treal.

Z-Average+S5.D.

PDILS.D.

D503S.D.

(num) (nIm)
A / 532471 0.54+0.08 -0.420.2
Al 1:1 552412 0.50+0.13 -0.1%0.1
A2 1:05 11464613 0794028 <\ ° r 21.7+1.1
A3 1:0.3 5194116 0.530.13 -0.5£0.2
B [ 2018£2204 0.73£0.37 -0.5+4.6
Bl 1'1 20684266 0.91+0.12 11.240.1
B2 1:0.5 49343  0.48+0.07 43403
B3 1:0.3 0364545  0.48+0.07 43403
c / 384415 044006 271139 3394190 -1.0+0.4
C1 1:1 303460 0.39+0.07 191420 348446 -0.1%0.1
C2 1:0.5 319435 028013 215490 362119 -1.0£0.5
C3 1:0.3 A77£178  0.73+£0.37 293194 4962280 -0.1%0.0
D / 6494195  0.58+0.13 -0.540.3
D2 1:1 3704138 0.40+0.05 239433 454413 -0.0%0.1
D3 1:0.5 733450  0.50%0.11 1.3%0.5
E / 48342 0.46+0.02 . -1.7£1.0
El 11 572412 0.32+0.06 N\ | r -6.1£0.2
E2 1:0.5 878414  0.21+0.21 -0.8+0.4
F / 1102421  0.85%0.16 21,7403
F1 1:1  1180£307  0.73+0.36 -0.4%0.2
F2 1:05 16684381 0.93+0.09 -1.3%0.5

Tabella 9 Ri-sospesnione dei campioni liofilizzati; analPLS e resa %. | liofilizzati sono stati ottenug\pa
aggiunta di trealosio in diversi rapporti con ilipgero.

| liofilizzati sono stati risospesi e caratteriazatediante PCS per valutare la risospendibilita, la
stabilita, la distribuzione dimensionale e la carsuperficiale; sono stati valutati anche i camigiaiin
morfologici mediante analisi al SENFigura 26).

Le analisi condotte alla PCS sono di scarsa quadietificando la difficolta dello strumento nella
valutazione del campione. Pertanto, i dati devasseee considerati come indicativi del campione e no
valutati in termini assoluti. Questo accade pdr tytreparati ad esclusione dei campioni C e Do(son

rapporto PLGA/trealosio 1:1), che vengono analizeah buona qualita dei risultati, implicando la
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corretta applicazione degli algoritmi per la deterazione del diametro medio e dei valori di

distribuzione.

Se consideriamo la liofilizzazione condotta seragdiunta di crioprotettore, € evidente come tutte
le preparazioni testate mostrino difficolta nellesospensione. | PDI sono elevati, maggiori a 0.5,
indicando sistemi polidispersi e polimodali. Le gaeazioni A e B, sono difficilmente ri-sospese anch
quando liofilizzate con trealosio. Considerandqoap in peso PLGA/trealosio fino a 1:1 non & pb#si
riottenere i sistemi di partenza, dopo liofilizzaze; la risospensione eseguita con il supportandiagno
sonicante non riproduce i sistemi purificati, irmhdo che probabilmente, durante la liofilizzazisneo
intervenuti fenomeni di aggregazione e fusione bheno destabilizzato i campioni. Anche l'analisi
morfologica conferma tali datiF{gura 26). D’altra parte queste preparazioni, purificatean®
caratterizzate da sistemi molto piccoli, con poi@ezsuperficiale prossimo alla neutralitd ed efava
tendenza alla aggregazione. Il campione F, che dafigato era caratterizzato da particelle
dimensionalmente molto polidisperse, dopo liof#izone in presenza di trealosio appare carattéozza
da formazioni micrometriche irregolari, probabilnteeraggregati difficilmente ri-sospendibilFigura
26). Solo le preparazioni C e D, liofilizzate in peega di trealosio, si ri-sospendono con discretaités
almeno fino a che il rapporto PLGA/trealosio € pio® a 1:1. Il PDI risulta maggiore rispetto alle
preparazioni purificate, cosi come il diametro medihe pero si attesta su valori prossimi a 300 nm,

ancora accettabili.
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CAMPIONE A

CAMPIONE C

CAMPIONE F

Figura 26: Immagini SEM dei campioni A, C e F liofilizzat ipresenza di trealosio rapporto PLGA/trealosio 1:1
in peso).

Sulla base di questi studi, la preparazione C oteéeper sonicazione a 55 Watt per 1 min (tempo di
sonicazione inferiore rispetto alla D e quindi carmmhe da preferire per I'impatto del processo di
sonicazione, che altro non e che una cavitazionendg un metodo altamente energetico ma
indispensabile per indurre la formazione di nandsioni), centrifugata per la purificazione a 1509t

per 10 min a 4 °C e conservata dopo liofilizzazi@moa aggiunta di trealosio come crioprotettore in
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rapporto 1:1 con il PLGA, é stata confermata comeparazione “lead” per i successivi studi di

veicolazione del Nutlin-3.

Nanoparticelle polimeriche per la veicolazione di Ntlin 3

Caratterizzazione chimico-fisica delle nanoparticee

La composizione e le caratteristiche delle divex@eoparticelle allestite, caricate e non caricate c
Nutlin-3, sono riportate infabella 10 Il metodo utilizzato nella formulazione fa riferento alla
preparazione C ottimizzata nella fase preliminare.

Le nanoparticelle caricate e non caricate conrihéaeo, con e senza il marcante fluorescente (3%
p/p) (NP, NP-R NP-Nut, NP-R—Nut), appaiono sferjcbaratterizzate da una superficie uniforme ed
omogenea, con distribuzione monomodale e monodiap@DI < 0.1) Tabella 10 e Figura 27). Il
diametro medio idrodinamico (Z-Average, ottenutitanhlisi PCS) delle nanoparticelle € compreso tra
170 e 190 nm, inferiore rispetto a quello delleopanrticelle ingegnerizzate in superficie con 'aatpo
monoclonale Rituximab, caricate o non caricateictarmaco, marcate o non marcate con il fluoroasom
(Ab-NP, Ab-NP-R, Ab-NP-Nut, Ab-NP-R-Nut); tali naparticelle mostrano infatti dimensioni superiori
a 200 nm o comunque comprese tra 200 e 270 nmra@piu ampia distribuzione dimensionale (PDI >
0.1).

Sia il campione di nanopatrticelle di solo PLGA (N il campione caricato con il farmaco (NP-
Nut) sono state facilmente ri-sospese dopo puriteee; le immagini al SEM dimostrano 'omogeneita d
tali preparati Figura 27ae 27b, rispettivamente); questi campioni appaiono beifipati e caratterizzati
da strutture sferiche stabili, ben separate, foeneatompatte, con una superficie sufficientemaatéal
Le immagini SEM delle nanopatrticelle ingegnerizzatesuperficie con Rituximab descrivono delle
strutture eterogenee invischiate in materiale rmméto, presumibilmente ascrivibile a tensioatteso
reattivi impiegati nella reazione di coniugazionen@ completamente rimossi durante il processo di
purificazione. L'indagine al SEM, con una risoluzéoche si attesta attorno a 15000x (i nostri campio
facilmente destabilizzano quando investiti dal i@selettronico incidente), suggerisce che le
nanoparticelle ingegnerizzate con anticorpo (Ab-&lBoprattutto Ab-NP-Nut) sono caratterizzate da

superfici complicate, disomogenee e non contifigufe 27c e 27d, rispettivamente) .
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PDI % PVA

.. Z-Average® a Efficienza di incapsulazion@ [E.E.] Contenuto in
Camn Composizione (#S.D) pot-¢° (£S.D.) Residuo (#S.D) farmaco®
pione (+S.D)
D +S.D.
% pipl (nm) (mv) (%) (%)
NP PLGA [100%] 179 (14) 0.04 (0.003) -13 (3) 6.7 (0.3)
PLGA [97%)]
NP-R 189 (11) 0.09 (0.004) -1(5) 6.1 (0.2)
PLGA-L [3%]
NP-Nut  PLGA [100%)] 189 (15) 0.08 (0.02) -3 (1) 6.7 (0.3) 9%7) 5.0 (0.7)
PLGA [97%]
NP-R-Nut 179 (14) 0.08 (0.02) -6 (9) 6.9 (0.4) 86 (15) Byl
PLGA-L [3%]
Ab-NP PLGA [100%] 212 (14) 0.18 (0.02) -12(2) 4.5 (0.4)
PLGA [97%)]
Ab- NP-R 275 (44) 0.20 (0.02) -10 (5) 4.8 (0.2)
PLGA-L [3%]
Ab-NP-Nut  PLGA [100%)] 223 (16) 0.12 (0.02) -10 (4) 3.4(0.2) 44 (8) 4.0 (0.8)
PLGA [97%]
Ab-NP-R-Nut 211 (32) 0.14 (0.02) -11(4) 3.2(0.3) 75 (13) a2)
PLGA-L [3%]

Tabella 10: Proprieta chimico-fisiche e tecnologiche dei campi

4/alore medio + S.D.r(= 4)’Efficienza di incapsulazione percentuale deterraimatme rapporto tra il farmaco incapsulato e queilizzato nella formulazione per cento (%).

Valore medio + S.D.n( = 4)°Contenuto di farmaco percentuale espresso comentapira farmaco incapsulato e massa totale delimdlazione (nanoparticelle + farmaco
incorporato) per cento (%). Valore medio + S.D=(4). PDI: indice di polidispersione;
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=i D.ﬁum — 0.5 um

Figura 27: Immagini SEM dei campioni a) NP, b) NP-Nut, ¢)-NP and d) Ab-NP-Nut.

Le nanoparticelle di PLGA non caricate e non madife (NP) mostrano superficie negative,
con potenziale zeta che si attesta attorno a -13 la\éuperficie negativa €& riconducibile alla
presenza di gruppi carbossilici liberi del polimePLGA. Il potenziale zeta (pd) delle
nanoparticelle caricate con farmaco, modificateoe oon fluorocromo (NP-Nut, NP-R e NP-R-
Nut) si attesta su valori meno negativi e maggion@elispersi, se confrontati a quelli relativi alle
nanoparticelle bianche (NP), e, in generale, tetiddla neutralita. Probabilmente il residuo di PVA
ancora presente nella preparazione, cosi comedar®ioa B piperazina ancorata alla superficie e |l
Nutlin-3 in parte adsorbito rendono meno negatavauperficie delle nanoparticelle, mascherando
in parte i gruppi carbossilici del polimero. Quegiatesi & supportata dal fatto che alcuni studi
precedentemente condotti hanno dimostrato che aatcgile di PLGA RG503H, non modificate e
preparate senza PVA presentano unpdi-circa -60 mV, mentre quando allestite in presedi
PVA il potenziale diviene meno negativo raggiungerdlori prossimi alla neutralitgCostantino
et all., 2006]
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Il valore di pot€ misurato sulla superficie delle nanoparticellecigngerizzate con I'anticorpo
(Rituximab) e invece simile a quello delle nanojgatte di PLGA bianche. Il valore di PVA
residuo, che sicuramente influenza notevolmenidolno ionico delle nanoparticelle e appiattisce
le differenze, & simile in tutte le preparaziomiognpatibile con la tecnica e le condizioni impiegat
per la purificazione (circa 5-6% p/p calcolato etp al polimero). Le differenze dimensionali e di
pot-{ osservate tra le nanoparticelle modificate e nadifitate possono essere considerate una
evidenza della localizzazione delle molecole dicampo (Rituximab) sulla superficie dei vettori.

L’evidenza della avvenuta coniugazione dell'angmmsulla superficie delle nanoparticelle
stata dimostrata utilizzando la microscopia a fatwanica AFM, comparando le immagini ottenute
e relative al campione NP (nanoparticelle biando®) quelle relative al campione di nanopatrticelle
ingegnerizzate (Ab-NP). IRigura 28 sono riportate le immagini topografiche e “ersgnal” dei
campioni che rivelano dettagliatamente le alter@zalla superficie delle nanoparticelle, attravers
variazioni dei contrasti legati agli spostamenti fdise che intercorrono durante I'analisi.
L'immagine topografica (anche indicata “height ima) mostra strutture ben definite,
confermando che le nanoparticelle bianche (campididesono formate da strutture ben separate
mentre il campione Ab-NP e caratterizzato da agygiely particelle irregolari. In accordo con i dati
di PCS, il diametro delle nanopatrticelle bianch&grauto analizzando con un programma di analisi
le immagini delle nanoparticelle acquisite, & pimssa 150—-200 nm; l'altezza di queste particelle
correla con il diametro, dimostrando che le nanigelle di PLGA sono stabili se deposte su mica
e sufficientemente rigide da sopportare I'anali@dmnte AFM, senza alterare il proprio stato (e
quindi senza fornire artefatti).

Il campione Ab-Np e invece caratterizzato da nartayle disorganizzate, difficili da
analizzare, con contorno irregolare e diametro medtribuito in ampio intervallo (100-300 nm).
L’altezza di tali nanoparticelle non correla corelativi diametri (altezza ~0.im e diametri ~ 0.3
um). In piu la superficie delle nanoparticelle ingegzzate (Ab-NP) appare rugosa ed eterogenea,
con la chiara e distinta presenza di lacune e awee differente deposizione di materiale e

complessita (come indicato dalle frecce nell’'imnmagierror signal”).
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Figura 28: Analisi AFM dei campionNP e Ab-NP.Immagini di a) NP e b) Ab-NP; 1) immagini topogcak, 2) ingrandimenti delle immagini topografici3g;

elaborazione 3D; 4) ingrandimento delle immagigirror Signal” . Le freccie indicano le alterazisuila superficie delle nanoparticelle ingegneriezat
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Per cercare di quantificare la coniugazione, eastdtettuata I'analisi ESCAF{gura 29).
Mentre le nanoparticelle bianche, non modificatan{pione NP) non mostrano alcun segnale
relativo alla presenza di N negli strati piu sujpéafi (la penetrazione del raggio incidente e molt
bassa), gli spettri ottenuti dall’analisi delle oparticelle coniugate con anticorpo mostrano il
segnale dell’N indicando la presenza del ligandla swperficie di sistemi. Se I'anticorpo rivestss
completamente la superficie delle nanoparticelleapporto teorico (aspettato) N/C, calcolato
considerando la formula chimica del Rituximab, bbee di circa 0.26. Utilizzando la stessa
approssimazione, il valore N/C ottenuto dall’anakSCA delle nanoparticelle Ab-NP testate e

vicino a 0.019, che corrisponde ad una copertunadgazione di circa il 740.6%.
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Figura 29: Analisi ESCA dei campioni NP e Ab-NP. Le anlisi satondotte su due differenti lotti di Ab-

NP.

Il contenuto di Nutlin-3 nelle nanoparticelle dalngpione NP-Nut € di 5.0 £ 0.7 mg/100 mg
di formulazione e l'efficienza di incapsulazioneE)Ee di circa 59 + 7 %; le stesse nanoparticelle

ottenute formulando con una percentuale minimaotinero marcato con fluorocromo per gli studi
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in vitro (campione NP-R-Nut) mostrano un conteneitana EE approssimativamente dt 2.3
mg/100 mg di formulazione e 86 + 15%, rispettivateedimostrando una discreta variabilita.

La capacita di caricamento diminuisce a 4.0 + 0g81®0 mg di formulazione (EE di circa 44
+ 8%) nelle nanoparticelle caricate e coniugate Rdgnximab (Ab-NP-Nut). Questa diminuzione
potrebbe essere la conseguenza della diffusionéadebco verso la fase esterna della emulsione
sia durante i ripetuti e lunghi processi di modifthe prevedono I'impiego di volumi importanti di
tamponi per tempi lunghi (piu di 2 h in tampone MEB& durante il processo di purificazione (piu
lavaggi in acqua distillata). Anche in questo caspd, Ab-NP-R-Nut mostra un contenuto in
farmaco maggiore rispetto a quello delle corrisgtidpreparazioni funzionalizzate con anticorpo
ma non marcate con fluorocrombapella 10.

Capacita di veicolare il farmaco; studi in vitro

In parallelo alla caratterizzazione chimico-fisieatecnologica dei campioni si é valutata
I'attivita antileucemica in vitro, testando inizia¢nte la capacita delle nanoparticelle di veicotare
rilasciare il farmaco. Per questi studi sono stemgiegate le nanoparticelle caricate con Nutlin-3,
con e senza fluorocromo, non modificate con arpi@povvero i campioni NP, NP-R, NP-Nut ed
NP-R-Nut. Sono stati utilizzati due modelli cellaladi leucemia; la linea cellulare JVM2
caratterizzata dall’espressione della proteina p&3 mutata (wild type) e la linea cellulare BJAB
con p53 mutata.

La capacita di interazione ed uptake e stata teatditizzando la citofluorimetria e la
microscopia a fluorescenzaFigura 30), e trasfettando con le nanoparticelle marcate con
fluorocromo (NP-R e NP-R-Nut). Il marcante funziatea sonda per le nanoparticelle, offrendo un
metodo sensibile per valutare qualitativamentetdtiazione nanoparticella-cellula. In particolare,
'analisi citofluorimetrica permette di monitoral@ cinetica di ingresso delle nanoparticelle nelle
cellule, che come si vede, raggiunge il massimadtip ore circa, in entrambe le linee investigate
(Figura 30c).
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Figura 30: Uptake cellulare delle nanoparticelle nelle diedisee cellulari. Le cellule JVM2 e BJAB sono
coltivate in assenza (Untreated) e in presenzaRdRNL’uptake & valutato con microscopia a fluoeesa
(A) e citofluorimetria a tempi diversi (B e C). B<05 rispetto al non trattato.

Per definire I'efficienza biologica e la specifecitlel Nutlin-3 rilasciato dalle nanopatrticelle
abbiamo valutato il suo effetto citotossico nelieedinee cellulari leucemiche transfettate. Per
questi studi abbiamo utilizzato i campioni non nadéitcovvero il campione NP-Nut e, quale
riferimento, il campione privo di farmaco (NP).tiattamento con NP ha verificato I'assenza di
tossicita data dal vettore alle concentrazioniatesfsono state testate fino a quantita superiari a
mg/ml) in entrambe le linee cellulari (JVM-2 e BJARe stesse linee sono state sottoposte a
trattamento con NP-Nut (68Am/ml-10 uM) e, per comparazione, trattate con una soluzione
contenete la stessa quantita di Nutlin-3 (M) (Figura 31). La citotossicita del farmaco e stata
valutata analizzando non solo la vitalita cellul@fegura 31 A), ma anche il livello di apoptosi
(Figura 31 B) e la progressione del ciclo cellulareigura 31 C) a differenti tempi dopo I
trattamento. | dati dimostrano come il farmaco \@&engasciato dalle nanoparticelle a livello
cellulare, in quantita comparabile al farmaco ldyea suggerire che il sistema polimerico attua
efficacemente la sua funzione di carrier; a) traspe stabilizza il farmaco (ricordiamo che |l
farmaco come tale € solubile solo in solventi orgam pertanto difficilmente somministrabile) per
poi b) rilasciarlo in quantita adeguata all’azideeapeutica. Non solo. E’ evidente come I'effetto
del Nutlin-3 trasportato dalle nanoparticelle, csiemanifesta con diminuzione delle vitalita
cellulare, induzione dell’'apoptosi e inibizione ldelprogressione del ciclo cellulare, e
selettivamente osservato nelle cellule p-53 wyjaket (JVM-2) mentre non si osserva nelle cellule
con p-53 mutato (BJAB), confermando la specifidiédl’azione citotossica del Nutlin-3.
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Figura 31: Rilascio del Nutlin-3 dalle nanoparticelle; mamiteento delle azione antileucemica. Le cellule
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concentrazione. In A) riduzione della vitalita oédire dopo trattamento riportata come percentuspetto
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al controllo, B) livelli di apoptosi determinati mh@nte staining con anessina/ propidio e successiadisi
citofluorimetrica, C) profili di ciclo cellulare tnuti per citofluorimetria, dopo test BrdU. In égrannello,
i quadrati delimitano le cellule in fase S del aickllulare.
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CONCLUSIONI



Nella prima parte di questo progetto di tesi éasiawvestigata la possibilita di seguire e
tracciare la biodistribuzionéve di nanosistemi targettizzanti al SNC medianteiliago di un
polimero opportunamente modificato con un probéilesin Optical Imaging, il DY-675.

| risultati ottenuti hanno evidenziato la localizeme delle nanoparticelle PLGA-g7-DY-675
a livello cerebrale gia dopo pochi minuti dalla somistrazione, confermando che la sonda
impiegata, ovvero il DY-675, & stata efficacemeatstabilmente coniugata alla nanoparticelle
ingegnerizzate e targettizzate al cervello e cle,gssendo borderline tra il “far red” ed il “near
infrared”, permette la tracciabilita in studi di @al Imaging. Gli animali trattati con le
nanoparticelle e osservati “live” infatti mostral@olocalizzazione dei sistemi a livello cerebrale i
tempi assolutamente comparabili con quelli gia evmiati da altri studi effettuati su tessuti di
animali trattati e sacrificati, cosi come da tesstcologici.

Ragionevolmente possiamo concludere che i nostdi stanno portato ad ottimizzare un
buon strumento da utilizzare tal quale e/o pempweare diagnostici al cervello, avanzando una
concreta applicazione nel Brain-Live Imaging.

Gli studi eseguiti nella seconda parte della riaedesanno portato alla progettazione ed
ottimizzazione di nanoparticelle ottenute con laniea della emulsione semplice; impiegando
potenza e tempi di sonicazione brevi (55 watt, huta) si ottengono nanoemulsioni omogenee e
stabili che si traducono in preparazioni nanopealfaci monodisperse e monomodali, con diametro
prossimo a 200 nm. Centrifugazioni protratte per neno di 10 minuti a 15000 rpm portano alla
pellettizzazione e risospensione dei sistemi, watif dagli additivi di reazione; l'impiego di
trealosio in quantita minime (rapporto inferioreld tra polimero e crioprotettore) consente la
risospensione dopo liofilizzazione.

Sulla base di questi risultati, tali nanoparticedleno state modificate in superficie con
anticorpo monoclonale (Rituximab) ed impiegateqaeicare un farmaco antitumorale, il Nutlin.

Le caratteristiche chimico-fisiche delle nanopaite caricate con Nutlin sono risultate
promettenti per la successiva applicaziamevivo. In particolare, il diametro idrodinamico delle
nanoparticelle si é attestato attorno a 200 nnmtmaeil potenziale € risultato prossimo alla
neutralitd, condizioni favorevoli per prevenifduptake macrofagico in vivo. Quando le
nanoparticelle sono coniugate con I'anticorpo, ssesvano leggere differenze sia in termini di
diametro medio che di carica superficiale; soptttiu sistemi targettizzati risultano maggiormente
eterodispersi, dimostrando una maggior complesddbe preparazioni. Utilizzando tecniche
avanzate di microscopia e I'analisi ESCA e stafanida sia qualitativamente che quantitativamente
la coniugazione del Rituximab sulla superficie danosistemi. In particolare i dati ESCA hanno

suggerito che circa il 7% della superficie dellaoyarticelle e ricoperta da anticorpo, supportando
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la possibilita di ottenere dei carriers abili atedionamento del farmaco neoplastico alle cellule
target.

Le nanoparticelle mostrano inoltre un efficienteicamento; il contenuto in farmaco, per le
nanoparticelle non modificate, si attesta a cireagdl00 mg di formulazione con una efficienza di
incapsulazione prossima al 60%; i valori risultgno alti quando le nanoparticelle sono modificate
con fluorocromo. Invece, le ripetute centrifugazioochieste per purificare i campioni targettizzati
con anticorpo dall’ambiente di reazione, special@etal PVA e dai reattivi utilizzati durante il “
coupling”, giustificano la perdita di farmaco da&temi targettizzati e particolarmente stressati (|
nanoparticelle coniugate con rituximab presentamocontenuto di farmaco di circa 4 mg/100 mg
di formulazione, appunto inferiore rispetto alletalle non modificate)

Studiin vitro hanno dimostrato come i sistemi siano abili nesfierimento del farmaco alle
cellule e come venga mantenuta I'attivita antinasfita del Nultin.

Studi in vivo sono in esecuzione per dimostrateatgettabilita del sistema e I'efficacia della

veicolazione.
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