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RIASSUNTO

Il progetto di ricerca sviluppato ha visto lo syho di un nuovo sistema nanovettoriale
intelligente per uso farmaceutico con composizierschitettura tali da consentire una
risposta adeguata qualora vengano a contatto aafizioni fisiopatologiche alterate.

E’ noto da studi riportati in letteratura, che tdssaffetti da particolari patologie
manifestano alterazioni molto definite. Nello sfieo, i tessuti tumorali in genere
manifestano variazioni di pH, temperatura, potdezi@ssidoriduttivo, corredo
enzimatico rispetto ai tessuti sani. E quindi poissi disegnare nano sistemi
combinando chimicamente o fisicamente materiatlidérsa natura che rispondano con
alterazioni morfologiche o superficiali solo quandengono a contatto con il
microambiente specifico per cui sono stati disegiid consentira di ottenere sistemi
sito-specifici. Le variazioni morfologiche di taBistemi sono volte a migliorare
I'interazione con le cellule del sito bersagliogmuoverne la penetrazione, intrappolarli
nel tessuto e innescare il rilascio di farmaci conpossono essere previamente caricati.
| sistemi macromolecolari intelligenti oggetto @ellicerca sono dei liposomi acido-
sensibili per la presenza di un PEG lineare bifomaie coniugato da un lato con un
fosfolipide o una catena alchilica di lunghezzaalzite e dall’altro con molecole pH-
sensibili polimerizzate. Diammino-PEG (3.4 kDa) tate coniugato da un lato con
stearoil cloruro mentre il secondo gruppo ammingatato invece coniugato con
bromo-isobutirrilboromuro, al fine di introdurre neblimero un gruppo chimico in grado
di fungere da iniziatore per la polimerizzazionedicalica AGET-ATRP di
sulfadimetossina metacrilata. La sulfadimetossinatada scelta poiché presenta un
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carattere idrofobico o idrofilico a seconda del gél mezzo in cui si trova mentre |l
PEG conferisce solubilita al sistema e propriegalgh in vivo. Tutti gli intermedi e il
coniugato finale sono stati adeguatamente purifieataratterizzati con le tecniche
spettroscopiche piu adeguate. Il sistema ottenatayiindi la capacita di cambiare
struttura e proprieta chimico-fisiche in funzionsl gH e potra quindi essere impiegato
per un rilascio sito specifico di farmaci in tessatcui il pH e alterato. La presenza di
unita ripetitive di sulfadimetossina sulla supediaei liposomi garantisce I'acido
sensibilita del sistema e permettono di avere go@azione con il tessuto tumorale
preferenziale una volta che il sistema é statoddtitn dalla caduta di pH associata al
tessuto tumorale rispetto a quello sano. Studiitisiahanno evidenziato come, in
seguito a diminuzione del pH del medium circostamnteanifesti 'aggregazione fisica
del nanosistema e come tale evento sia condiziodatonumero di molecole di
sulfadimetossina legate. Nel presente progettoaty stelezionato un coniugato con
undici molecole di SDM. La stabilita della formuieze liposomiale & stata in seguito
implementata attraverso I'aggiunta di PEG5000 K#PE, un polimero neutro che
non possiede proprieta acido sensibili ma che gralta sua struttura anfifilica € in
grado di inserirsi nel doppio strato fosfolipidiadei liposomi andando cosi ad
incrementarne la stabilita nel tempo.AttraversdianBLS (dinamic light scattering) si
e potuto osservare 'aumento dimensionale dei tippsn funzione della diminuzione
di pH. Questi dati sono la prima prova evidente chiposomi rispondono a stimoli
ambientali cambiando il loro stato fisico. La dimmeone di pH ne induce infatti
aggregazione e precipitazione. Studi di citofloeiria e di microscopia confocale
eseguiti incubando cellule MCF-7 di tumore mammaripH neutro e a pH 6.5 hanno

evidenziato che il sistema in esame penetra nellale in modo piu consistente a pH
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acido confermando la responsivita a stimoli fisadgbogici. Al fine di approfondire il
comportamento del sistema quale sistema di drugedg] sono stati inoltre eseguiti
degli studi di biodistribuzione in vivo utilizzandopi BALB/c inoculati con un modello

tumorale appropriato.
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1-INTRODUZIONE

Negli ultimi decenni la ricerca tecnologica-farmaiiea si € interessata con un
grande impegno di energie allo sviluppo di piattaf® nanotecnologiche per drug
deliveryche hanno portato alla realizzazione di numenasiqiti in grado di migliorare
il profilo terapeutico dei farmaci.

Un prodotto nano tecnologico e stato definito dilfone Europea come:

“A natural, incidental or manufactured material daming particles, in an
unbound state or as an aggregate or as an aggloteerad where, for 50 % or more of
the particles in the number size distribution, @mmemore external dimensions is in the
size range 1 nm - 100 nm.

In specific cases and where warranted by conceondhfe environment, health,
safety or competitiveness the number size distabuthreshold of 50 % may be
replaced by a threshold between 1 and 50 %.

By derogation from the above, fullerenes, graphitaiees and single wall carbon
nanotubes with one or more external dimensionsvbdlaam should be considered as
nanomaterials.”

Sulla scia dei risultati ottenuti in vari settogllg® nanotecnologie come ad esempio
quello chimico, energetico, dei materiali, agricatwedico, farmaceutico ecc, numerose
agenzie governative ed organizzazioni private hanmostrato un considerevole
interesse scientifico ed economico per il mondaotech Per questo sono stati stanziati
considerevoli investimenti per finanziarne le ridex di questo settore e per sviluppare

nuove tecnologie (Hulmann A., 2006). Mational Nanotechnology Initiativ€NNI,
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http://www.nano.gov/about-nni) € un programma dierca statunitense fondato nel
2000 che opera nel campo delle nanoscienze ats@lercollaborazione di 25 agenzie
federali, delle quali 15 finanziano attivamentegatdi di ricerca e sviluppdResearch
and DevelopmenR&D) nel campo delle nanoscienze e delle nanalegre. Il Fondo
Federale statunitense ha stanziato per il 2013 1806ni di dollari per il National
Nanotechnology InitiativéNNI, http://www.nano.gov/about-nni), cifra chemtbstra il
notevole interesse sia del mondo scientifico sigudillo industriale. Le nanoscienze e
le nanotecnologie rappresentano infatti una reat@ai affermata nel mondo scientifico
in quanto permettono di studiare e produrre mdiersrutture e dispositivi con
proprieta e funzionalita innovative. Esse si basaooun insieme di tecnologie e
processi che richiedono un approccio multidiscgrncoinvolgendo numerosi ambiti di
ricerca che vanno dalla chimica supramolecolaeefaica quantistica, dalla scienza dei
materiali alla biologia molecolare, dall'ingegnerraeccanica a quella chimica o
elettronica. Le prospettive rivoluzionarie assaxialle nanotecnologie derivano dal
fatto che comportamenti e caratteristiche dellaenmtallo stato colloidale sono
drasticamente dimensioni diverse da quelle chesserwano in dimensioni macro. Gli
approcci maggiormente seguiti dai ricercatori paluppare sistemi nanotecnologici si
suddividono essenzialmente in due tipologie: i miettop-down (dall'alto verso il
basso) e quellibottom-up (dal basso verso l'alto). | metodbp-down si propongono
di raggiungere dimensioni nanometriche riducendm coetodi fisici, chimici e
meccanici le dimensioni di sistemi gia esistentgntne i metodi bottom-up sfruttano
'impiego di componenti atomici o molecolari chengeno utilizzati comebBuilding
blocks e che sono in grado di organizzarsi, mediantera#ioni fisiche o legami

chimici, in sistemi supramolecolari sia di tipo iganico sia organico. Allo stato attuale
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le tecniche top-down sono generalmente quelle piu consolidate nel cardplla
nanoelettronica e della nano ingegneria. Questadee consento di ottenere materiali
di composizione semplice sfruttando processi commamte propri della
microelettronica, come ad esempio la litografiaascfo di elettroni o a raggi X, per
ridurre le dimensioni dei dispositivi fino a livellnanometrico. Per quanto riguarda
invece applicazioni di tipo farmaceutico, i prodatblloidali hanno una struttura piu
complessa e per questo vengono usualmente ot@tnatverso tecnichéottom-up
Tali metodiche sono piu complesse rispetto a quefeedown e per questa ragione i

risultati sono spesso ancora confinati a livello

1.1- Nanomedicina

Attualmente l'interesse per la nanomedicina e leotecnologie in campo
farmaceutico a livello mondiale sta rapidamentescgado ed, in seguito ad una
indagine effettuata dall'lstituto inglese per le mdgecnologie in collaborazione con
’Agenzia Internazionale per I'Economia, il Commiere lo Sviluppo delle Nazioni
(OECD), ha identificato come protagonisti nello lsppo di nuove applicazioni
industriali in campo farmaceutico, quali sistemaazati di direzionamento di farmaci,
nuove terapie, e sviluppi nell’lambito delfaging per la diagnostica e dei biosensori,
gli Stati Uniti (48%), I'inghilterra (20%), la Geramia (17%), la Svizzera (8%), la
Svezia (4%) e il Giappone (3%).

La nanomedicina nel 2004 ha prodotto sistemi tertgigoer un fatturato di 6,8 miliardi
di dollari, con oltre 200 aziende e 38 prodotti nedndo. Nell'aprile 2006 la rivista

Nature Materials stimava che fossero stati sviltippel mondo circa 130 tra farmaci e
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sistemi di veicolazione di farmaci basati sulla etecnologia, ma questi dati sono

destinati comunque a crescere.

La nanomedicina si occupa nello specifico di s\pln@ le nanotecnologie per
applicazioni farmacologiche e mediche. La Europebechnology Platform of
Nanomedicine ha deifnito la nanomedicina come teotecnologia applicata alla salute.
La European Science Fundation nel 2004 ha defimitmnomedicina come la scienza e
la tecnologia di diagnosi, trattamento e prevereiati patologie e traumi, di
alleviamento del dolore e di preservazione e miglitento della salute umana

attraverso I'uso di sistemi e delle conoscenze ouddei del corpo umano.

In accordo con la definizione di un prodotto narernblogico, in campo
farmaceutico I'espressione ‘nano’ di solito vienteliazata per identificare sistemi
inferiori ai 200 nm, tuttavia spesso si indicanopiopriamente prodotti nano
tecnologici farmaceutici in modo ampio arrivandoaamprendere sistemi di dimensioni

inferiori a 100m.

L’obiettivo della nanomedicina e di ottenere farmacdispositivi di struttura e
composizione esattamente controllate e con dimensiomparabili a quelle delle
biomolecole con cui devono interagire. La nanoniedicsi sta affermando in molti
settori della medicina. garzie allo sviluppo di mumateriali che stanno cambiando le
metodiche operative con nuove applicazioni in amlwhirurgico fornendo protesi
sempre meglio tollerate e piu biocompatibili. Llidzo di sistemi di dimensioni
paragonabili a quelle di un virus capaci di pemetreelle cellule con facilita consente lo
sviluppo d i sistemi per diagnosi piu precoci euaate. In terapia le nanotecnologie
possono portare a benefici per quanto riguardaplégo di farmaci con inadeguate

proprieta chimico-fisiche e biofarmaceutiche (facimdi classe biofarmaceutica I, Il e
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IV). Ad esempio € possibile ottenere farmaci coglioiate caratteristiche di solubilita
o incapsulare il farmaco in un rivestimento liplie polimerico adeguato che permetta

di superare le barriere gastrointestinali e di naggere rapidamente il circolo.

In nessun campo gli effetti delle nanotecnologirosstati cosi rilevanti come in
qguello oncologico perché esse permettono di sfeuttdcune peculiarita del tessuto
tumorale, tra cui permeabilita dei vasi e la riieng nei tessuti tumorali. Proteine
modificate, liposomi, micelle polimeriche, nanop@elie e nanogel sono gia entrate in
commercio o sono in fase di sperimentazione clinlicdrug deliveryé infatti uno dei
settori piu rilevanti e vivaci in cui la nanomediai mostra le sue potenzialita.( Freitas

Jr, R. 2003, Wagner, V 2005).

1.1.1 Sistemi di drug delivery per il targeting tunorale

Come gia accennato, per la maggior parte dei farmtcalmente in uso l'attivita

terapeutica e determinata dalla loro concentraziored sito, compartimento

subcellulare, cellula, tessuto o organo, in cuiedagire.

Dopo somministrazione, la distribuzione dell’agenterapeutico nell’organismo

dipende, oltre che dalla via di somministraziongalle sue caratteristiche chimico-
fisiche e dalle caratterisitiche anatomiche e figdologiche dei vari distretti. Tuttavia,

in genere, il farmaco si distribuisce piu 0 mentessmmente a livello sistemico e
pertanto, affinché venga raggiunta una concentnazidi farmaco efficace nel sito

d’azione per il periodo di trattamento terapeutiemecessaria la somministrazione in
dosi elevate e ripetute con il conseguente instsiudaeffetti tossici secondari.
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II “drug targeting, definito come la capacita di trasportare in mosklettivo e
quantitativo un farmaco nel sito d’azione indipeméenente dal compartimento e dal

metodo di somministrazione, rappresenta una salezioqueste problematiche.

Il concetto didrug targetingfu inizialmente suggerito da Paul Ehrilch condarta del
“magic bullet. Ehrilch descrisse un ipoteticontagic bullet in grado di agire
selettivamente sul bersaglio farmacologico. Questetto € stato sviluppato in diversi
modi. Da un punto di vista strettamente chimicoraceutico, il concetto di Ehrlich ha
portato allo studio e allo sviluppo di nuovi agetdrapeutici ad attivita selettiva in
grado di riconoscere i bersagli farmacologici suagire e non agire sulle strutture o
sulle funzioni non coinvolte nella patologia. Queapproccio ha trovato uno sviluppo
di particolare interesse nell’ambito delle biotdogee che hanno permesso di produrre
farmaci ad elevata selettivita funzionale qualii@pi, citochine, enzimi. In ambito
tecnologico farmaceutico il concetto di Ehrlichgatato alla definizione di prodotti in
grado di trasportare e rilasciare in modo seleitifesmaci nel sito d’azione attraverso |l
coordinamento di tre componenti: (a) farmaco; (lmlevolatargeting (c) nanocarrier
necessario ad amplificare il numero di molecoldadimnaco associate ad ogni singola

molecola targeting

Il concetto formulato da Ehrilch rappresenta umattira semplice caratterizzata dalla
minima complessita strutturale. Da questo concelitobase sono stati sviluppati
numerosi sistemi dilrug targetingmolto piu sofisticati e complessi. Tali sistemneo
strutture colloidali, multifunzionali quali: liposa, micelle, dendrimeri, nanoparticelle
polimeriche e metalliche, cocleati, nanocarbotubigconiugati polimerici, nano-
idrogeli,.
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Le caratteristiche che determinano il profilo imovdi quali sistemi sono: degradabilita,

dimensioni e proprieta superficiali.

Per quanto riguarda le caratteristiche superficialinanosistemi possono essere
modificati in superficie, ricoperticbated o decorati decoratedl in modo da conferire
loro caratteristiche di biocompatibilita o di elose dei sistemi biologici di
riconoscimento (RES), oppure derivatizzati conrjabiologici per il direzionamento
attivo. Infine, possono essere modificati con congmii funzioni molecolari che
rispondono a stimoli interni o esterni caricati ¢aeoriscono il rilascio del farmaco nel

sito d’azione.

1.1.2 Principali sistemi ditargeted drug delivery

| principali sistemi didrug targetingsi avvalgono di alcuni approcci che possono essere

riassunti come segue:

a) targeting attivo di riconoscimento attraverso:esistfunzionalizzati con ligandi
specifici ( piccole molecole, citochine, anticorpije possiedono elevata affinita
per un recettore espresso esclusivamente o inlpreaaain un particolare sito
biologico.

b) targeting attivo chimico-fisico con sistemi intgkinti che rispondono ad

anormali valori di pH e/o temperatura del tessutodrale.

c) accumulo passivo del farmaco mediante effetto diamned permeation and

retention (EPR) garantito da una vascolarizzazabnipo “leaky”.
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d) impiego di carrier paramagnetici che vengono daeaii sul sito bersaglio per

applicazione di un campo magnetico esterno.

| sistemi didrug deliverypossono essere progettati in modo da combinapaite o

tutte queste funzioni per creare nanosistemi nomtifonali ad ampia sito-specificita per
'ambiente fisiopatologico dellorganismo a cui sordiretti. Questo permette ai
nanosistemi caricati con uno o piu farmaci di dmo® nel sangue per tempi
sufficientemente lunghi senza essere rimossi rapetidée dal sistema reticolo
endoteliale (RES) e quindi di accumularsi in mamispecifica nei siti bersaglio e
rispondere a stimoli microambientali (o applicaall@sterno) che ne inducano il

rilascio di farmaci.

| tessuti tumorali solidi presentano alcune pecutaratteristiche fisiopatologiche che
possono essere opportunamente sfruttate per lalaeiocne e il rilascio selettivo di

farmaci. Le cellule tumorali spesso presentanotimgmo o sovraesprimono specifici
recettori di membrana ed hanno un potenziale redax corredo enzimatico alterati.
Inoltre, a causa dell'elevato metabolismo, i tumenolidi presentano le tipiche

caratteristiche di un tessuto infammato con ungperatura superiore e un pH inferiore
rispetto ai tessuti sani. | sistemi direzionati gw®w pertanto sfruttare queste

caratteristiche per rilasciare in modo specifidaimaco nella massa tumorale.

| sistemi acido-sensibili sfruttano il basso pH tk=isuti tumorali per il direzionamento
e rilascio sito specifico di farmaci. Tra questi sono bioconiugati chimici che
rilasciano il farmaco per idrolisi acida del legarfemaco-trasportatore e sistemi
assemblati fisici, quali liposomi e micelle, la cstruttura, superficie e dimensione
cambiano al variare del pH.
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| liposomi sono vescicoleeservoir costituite da un doppio strato di fosfolipidi e
colesterolo in grado sia di incorporare molecgbefiie nel doppio strato fosfolipidico,

sia di incapsulare composti idrofilici nebre acquoso.

| bioconiugati polimerici sono sistemi ottenuti &glo molecole bioattive a supporti
inerti di tipo polimerico. Un esempio di bioconiugdiodegradabilstimuli responsive

e dato da un backbone derivato dalla polimerizzaziva 1,4-butanediolo diacrilato
(BDA) e 1-(2-aminoetil)piperazino (AEPZ) sul qualeengono legate catene di
NIPAAm, derivato dall’N-isopropilacrilammide dallgroprieta responsive. (Wu, D.C.,
et al, 2007). | primi liposomi pH sensibili son@aottenuti con fosfatidiletanolammina
coniugata a catene aciliche insature in grado sliatddizzare la struttura vescicolare al
diminuire del pH (Wang C.Y. et al, 1989). Un altemsempio €& dato dalla
funzionalizzazione di liposomi con copolimeri ctsti dal PEG e catene pH sensibili

di N-isopropilacrilammide o acido metacrilico (Eolk et al, 2004).

1.1.3 Liposomi

I liposomi sono stati scoperti nel 1961 da AlecHangham quando osservo che
fosfolipidi in acqua riarrangiano per formare veste cave disponendo ordinatamente
le loro teste polari e le loro code lipofiliche apgpio strato Kilayer fosfolipidico)
(Bangham, A. D., and Horne, R. W., 1964). Sebbdiposomi possano essere ottenuti
assemblando solo fosfolipidi, lipidi sintetici argjolipidi, usualmente viene utilizzato
anche colesterolo. La composizione lipidica deddipmi conferisce al sistema peculiari
caratteristiche strutturali e comportamentvitro e in vivo (Torchilin, V. P., 2006).

21



I liposomi hanno dimensioni variabili comprese tr&0 ed i 1000 nm e, come
riportato in Figura 1, vengono classificati in baddoro diametro ({ltra-small small
mediume large) ed alla strutturaupilamellar, multilamellar, multivesicle vesic)es
Queste caratteristiche influiscono in modo sigatiio sulla loro emivita plasmatica e

sul grado di caricamento di farmaci.
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20 nm

v

Figura 1: Classificazione di liposomi.

| liposomi unilamellari sono formati da un unicopido strato fosfolipidico e
racchiudono al loro interno wore acquoso, i liposomi multilamellari sono formati da
vari doppi strati fosfolipidici concentrici mentrie liposomi multi vescicolari sono
costituiti da una vescicola esterna che ne con@dine non concentriche.

| liposomi sono in grado di caricare molecole facolagicamente attive e possono
quindi essere utilizzati come validi sistemidiug delivery Farmaci idrofilici possono

essere caricati nel core acquoso o nella fase aagdel doppio strato fosfolipidico
22



mentre farmaci lipofili si distribuiscono nella @aslipidica del doppio strato
fosfolipidico. Inoltre i farmaci possono adsorbirsulla superficie dei liposomi
attraverso la formazione di legami di carica, padribgeno, idrofobici ecc.

| liposomi si comportano da ‘sistemi mascheranti'grado di creare pacchetti di
farmaco incapsulato che risulta pertanto fisicamesnlato dal’ambiente circostante e
di proteggere il principio attivo da eventuali pessi di degradazione chimica o
enzimatica prima che raggiunga il tessuto bersa@larchilin, V., 2007). Inoltre la
manipolazione della loro composizione e della strattura, insieme all’ottimizzazione
dei metodi di preparazione, permettono di ottepeoelotti con caratteristiche chimico-
fisiche e biofarmaceutiche specifiche per scog@geutici e formulativi (Drummond, D.
C., 1999). Allo stato attuale, i liposomi non somoeclusi a nessuna via di
somministrazione in quanto, essendo essi costdaitiosfolipidi che sono componenti
naturali di tutte le membrane cellulari, rappreaantun sistema sicuro dal punto di
vista biologico. Inoltre permettono di veicolare letmle lipofile senza dover ricorrere
all’'uso di tensioattivi, adiuvanti o co-solventiechotrebbero rivelarsi tossici

La prima classe di liposomi studiati sono statippsomi unilamellari nudi con

dimensione compreso tra 100 e 500 nm

1.1.3.1 Classificazione dei liposomi

Al fine di controllare il comportamento biofarmadtieo dei liposomi e per ottenere
vescicole con elevata sito-selettivita nei confrodit specifici tessuti € possibile
modulare alcune caratteristiche quali dimensionemposizione lipidica, carica
superficiale oppure decorarne la superficie conecuwe come polimeri naturali o
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sintetici, proteine ed anticorpi monoclonali, patisaridi ed in generale agenti di

targeting(Figura 2).

LIPOSOMI
PEGHILATI

IMMUNOLIPOSOMI LIPOSOMI

-2 LIPOSOMI h'g PEGHILATI PEGHILATI
$5  CLASSICI ¢ DIREZIONATI
(o NUDI)
Qpp

Figura 2: Differenti tipologie di liposomi unilamellari decati sulla loro superficie con agenti

direzionanti o componenti che modulano le loro ttarstiche fisiche e biofarmaceutiche.

Studi eseguiti con alcune formulazioni liposomiddanno dimostrato come
'emivita plasmatica ed altri parametri farmacoticie e biofarmaceutici siano
strettamente legati alla loro dimensione, composei e proprieta superficiali. |
liposomi con diametro inferiore a 100 nm, costituid doppi strati di fosfolipidi e
colesterolo, hanno un’emivita significativamente fiinga di liposomi con la stessa
composizione lipidica e dimensioni maggiori (Senibret al, 1985). Liposomi con un
elevato contenuto di colesterolo e fosfolipidi igeoati rilasciano il farmaco piu
lentamente rispetto ad una formulazione ricca dfdigpidi insaturi a causa di una
ridotta permeabilita del doppio strato. Inoltreogomi neutri hanno in genere emivita
piu lunga e permangono in circolo rispetto a qualh carica elettrostatica negativa, ma

vengono rimossi dal circolo soprattutto a livellelld milza e del fegato per azione dei
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macrofagi del sistema reticoloendoteliale (RES)ratptto perché tendono a formare

aggregati ((Drummond, D. C. et al, 1999).

La dimensione dei liposomi €& importante per quamiguarda la loro
biodistribuzione, sia che si tratti di liposomiss$&ci sia di liposomi ricoperti con PEG,
detti anche liposomi PEGilati (Gabizon, A., 2001). polietilen glicole (PEG)
derivatizzato ad una estremita con un fosfolipidie grado di ancorarsi attraverso |l
lipide al doppio strato formando una corona idrofilia esterna, che limita
I'opsonizzazione e quindi il rapidaptake da parte del RES. Rispetto ai liposomi
normali, i liposomi PEGilati somministrati per v@dovenosa in topi e ratti presentano
un’emivita plasmatica fino a circa 20 ore maggi@eell’'uomo circa 45 ore maggiore
(Allen, T. M., 1998). L'aumento dell’emivita plastiza e particolarmente elevata per
liposomi di dimensioni comprese tra 70 e 200 nmwomlto grado di omogeneita (Liu,
D. et al, 1992). | liposomi PEGilati con dimensi@hi300-400 nm non si accumulano
nel fegato, ma tendono a concentrarsi nel midollin ealcune aree della milza

(Litzinger, D. C et al, 1994).

Liposomi funzionalizzati con agenti direzionanti modificanti le proprieta
chimico-fisiche e e biofarmaceutiche sulla supefisono stati preparati per la
veicolazione di farmaci al sito d’azione. Sono nabee metodiche principali di
ancoraggio di questi agenti al liposoma, una cleegate il legame covalente tra agente
direzionante e fosfolipide, in genere attraverso gpacerpolimerico, ed il secondo che
prevede l'incorporamento fisico all'interno del g strato fosfolipidico della parte

idrofobica dell’agente modificante la superficia(le, Y. S. 2002).

Per quanto riguarda i liposomi sensibili alle camii micro-ambientali

fisiopatologiche tipiche dei tessuti tumorali oiamhmati sono di particolare interesse i
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liposomi pH-sensibili e quelli termosensibiMills, J. K., Smallbone, K. Et al, 2005).
Nel caso dei liposomi termosensibili, un’induziatel’aumento della temperatura puo

essere perseguito a livello loco-regionale ancheigra stimoli esterni.

1.1.3.2 Interazione dei liposomi con target biologi
Il rilascio di farmaci caricati in liposomi nelleellule avviene in seguito
all'interazione con la superficie cellulare (Simo8s et al 2001).
Sono state studiate quattro tipologie d’interazidree liposomi e cellule che

vengono schematizzate e riportate nella Figura 3:

fusione

endocitosi

1Oy

,._JQ (_>C5 -~ Sca mbio
adsorbimcﬁto ipidico

Figura 3: Meccanismi secondo cui i liposomi possono inteeagon cellule.

 Scambio e trasferimento di lipidi tra darrier liposomiale e la membrana
citoplasmatica. Questo meccanismo non garantisceffigace trasferimento del
farmaco dal liposoma al comparto citosolico.

» Adsorbimento del liposoma sulla superficie dellanmbeana citoplasmatica, senza
fusione debilayer del carrier e quello cellulare. Tale interazione puo modifecar
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la permeabilita delle cellule e del liposoma favaol@ una serie di eventi quale il
rilascio di farmaco nell’ambiente extracellulard trasferimento all'interno della
membrana.

* Fusione del liposoma con la membrana citoplasmatica il conseguente
versamento del farmaco in esso contenuto nel ¢itoso

» Fagocitosi del liposoma ad opera di un processeoatia parte della cellula con
migrazione detarrier in strutture subcellulari (endosomi e lisosomilidterno
dei lisosomi l'elevata acidita in genere promuowe dissociazione dei lipidi

liposomiali con conseguente rilascio del farmacateouto.

1.1.3.3 Principali applicazioni terapeutiche dei posomi

Le peculiarita dei sistemi liposomiali fin qui de#e consentono numerose

applicazioni terapeutiche alcune delle quali giaso clinico (tabella I).

Nome . Principio Indicazioni Vie di
prodotto MRS S Attivo Terapeutiche somministrazione
Abelcet® Janssen-Cilag SpA amfotericina B antifungino Infusione endovenosa
Gileas Sciences amfotericina B antifungino Infusione endovenosa,
AmBisome® s.r.l. orale
Pevaryl® Janssen-Cilag SpA  Econazolo antifungino Topica
lipogel
Istituto Vaccino Epatite A Infusione
Epaxal Sieroterapico Berne intramuscolo.
Berna®
Gilead Science srl Daunorubicina sarcoma di Kaposi Infusione endovenosa
Dauxonome®
SP Europe Doxorubicina  Sarcoma di Kaposi Infusione endovenosa
Caelyx®
Cephalon Europe Doxorubicina  Tumore polmonare Infusione endovenosa
Myocet®

Tabella 1. Formulazioni liposomiali di uso clinico.
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L’impiego di formulazioni liposomiali ha permesso \vkicolare doxorubicina e
daunorubicina, antracicline glicosidiche molto &dfti come antineoplastici ma con
numerosi effetti tossici a carico del cuore. Ladaaossicita & fortemente ridotta nel
caso di formulazioni liposomiali consentendo casaumentare l'indice terapeutico del
principio attivo e promuovere l'accumulo a livelttel tessuto tumorale. Il primo
prodotto commerciale a ricevere I'approvazione ed@benzie regolatorie e stato il
Doxil®, formulazione di doxorubicina con emivitdapmatica otto volte superiore a
quella del farmaco in soluzione fisiologica. L'allyamento dell’emivita plasmatica di
doxorubicina e dovuta non solo all'incapsulaziom@anosistemi liposomiali rigidi, ma
anche al fatto che i liposomi sono modificati sfipaimente con PEG che li rende

stealth,invisibili al RES e quindi in grado di circolardungo nel torrente sanguigno.

Grande successo ha riscosso l'utilizzo di liposameila terapia antifungina.
L’amfotericina B € un farmaco d’elezione nella aaantifungina. Le formulazioni a
base di emulsioni causano pero gravi effetti nessiti, tromboflebite ed anemia.
Questi effetti collaterali si riducono drasticamenimpiegando Ambisome®, la
formulazione liposomiale dello stesso principiavatt pur conservando la medesima
attivita.

| liposomi sono studiati ed utilizzati anche pewécolazione di antigeni virali. Le
formulazioni prendono il nome di virosomi e sonadsate per ottenere vaccini piu
sicuri. Le eccellenti caratteristiche di queste formulaziaoime adiuvanti sono
confermate dall’esistenza di due vaccini registcatitro I'epatite A (Epaxal®, Berna
Biotech, Berna, Switzerland) e contro I'influenzaflexal V® , Berna Biotech, Berna

Switzerland).
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1.1.4 Biomateriali impiegati nei sistemi di drug dévery

La selezione e la progettazione di un polimerondgiegare nei sistemi dirug
delivery (DDS), richiedono una conoscenza specifica deltepgeta chimiche,
biologiche e meccaniche del materiale.

Il carattere idrofilico/lipofilico il peso molecola e I'energia libera, del polimero e le
caratteristiche superficiali dei sistemi colloidalpolimerici determinano la
biocompatibilita con tessuti e sangue oltre adugrilzarne la durata di permanenza in
circolo, la distribuzione in organi e tessuti eléggradabilitd (Angelova N. et al, 1999). .
E’ stata sintetizzata una vasta gamma di polinmegrado di fornire ottimi sistemi per il
rilascio controllato di macromolecole, proteine edzimi. Alcuni tra i materiali
approvati dallFDA e correntemente impiegati a tat®po in biofarmaceutica sono
riportati in Tabella 1. In particolare, € molto fdgo I'utilizzo di PLA e PGA la cui
applicazione iniziale era come materiali da sutuissorbibili. La loro ottima
biocompatibilita & garantita dal fatto che sonotiteis da monomeri biologicamente
presenti nellorganismo e che possono essere es@ebndo le vie metaboliche
esistenti (Ikada Y 2000). | destrani attivamentecsstati studiati per il rilascio di agenti
terapeutici e dimagingsoprattutto in formulazioni iniettabili e nei ®sti di delivery al
colon (Mehavar R., 2000). Polietilene ossido (PE®GEG) e poliossipropilene (POP)
sono una delle classi di copolimeri piu interesspat la sintesi di nanoparticelle. In
particolare, copolimeri PEG-PLA possono auto assarsib a formare strutture
supramolecolari e per questo sono ampiamente styska il delivery di farmaci

antitumorali, proteine e DNA plasmidico (Kwon Ge$.al., 1999).
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Polymers Abbreviations Repeating Unit Structure
Hydrophilic
Poly(ethylene glycol) PEG, PEO /GO\A
Poly(N-vinyl pyrrolidone) PVP

Poly(N-isepropyl

pNIPAM, NIPAM

acrylamide) /(I’
Hydrophobic
Polyethers

Poly(propylene oxide) PPO /(’0\/'4\

Polyesters
Poly(l.-lactide),
Poly(D, L-lactide)

PLA, PDLLA o
\é JYOH
o
Poly(lactide-co-glycolide) PLGA b
\Q‘J\WW"“

Poly(e-caprolactone) PCIL.

Poly(B-amino ester)

Polyamides n
Poly(L-histidine) pHis e
HN ]
Bttt
Poly(L-aspartic acid) PASp “ @
derivatives ’(,N
Poly(L-glutamic acid) pGla
derivatives

Tabella2: principali polimeri utilizzati per la costruziort sistemi di drug delivery.

| materiali citati in Tabella 2 trovano applicazeanche per la preparazione di sistemi
micellari per impieghi farmaceutici in quanto pettoro l'ottenimento di strutture
estremamente flessibili ed offrono un’ampia podisébdi manipolazione chimica e di
applicazioni biologiche.

Polimeri in grado di formare micelle sono generaitaecostituiti da una catena di PEG,
che rappresenta la frazione idrofilica, coniugata@ecole lipidiche biocompatibili o
ad un’altra catena polimerica idrofobica come goliiropilene nel caso dei Pluronics o
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Polossameri, una catena polipeptidica idrofobicalil(pu, poliPro), una catena
polivinilica, poliacrilica (poliNIPMA), o una catenpoliesterea (PLA, PGA, PLGA).

Le micelle possono essere ottenute anche utilizzacoime porzione idrofobica
materiali non polimerici coniugati a PEG o altrilipgeri aventi carattere idrofilico.
Alcuni esempi di catene idrofobiche non polimericomo rappresentati dai fosfolipidi
(fosfatidilcolina e fosfatidiletanolammina), mondi, e tri-gliceridi a media o lunga
catena (acido caprilico, oleico e linoleico) e dati PEGilati dell'olio di ricino

(Cremofor).

1.2 La neoplasia e la terapia antitumorale

1.2.1 Fisiopatologia del tumore

Il tumore o neoplasiasi manifesta come proliferazione incontrollata wt
tessuto a seguito di mutazioni a carico di sequeggeomiche che controllano la
crescita cellulare (geni che codificano per fattiricrescita o relativi recettori, per
trasduttori di segnali intracellulari e per fattdritrascrizione nucleare).

Le alterazioni biochimiche possono conferire alelute la capacita di degradare i
costituenti della lamina basale quali collagenetgoglicani e glicosaminoglicani, di
eludere il controllo del sistema immunitario e dnarare i segnali di contatto con
cellule tissutali limitrofe. In questi casi si realano le caratteristiche tipiche di
invasivita nei tessuti circostanti diffusionelontano dal sito di origine, tipiche della
malignita del tumore. All'interno del tessuto turala inoltre si pud riconoscere una

sottopopolazione di cellule note come “staminaEsse sono caratterizzate dalla

31



capacita di dare origine a ripetuti cicli prolifeva e migrare in altri organi dando cosi
luogo alla formazione di metastasi.

La progressione neoplastica € accompagnata da #eodnavarie vie metaboliche e
dall'instaurarsi di tipi subcellulari con caratsiche morfologiche e fenotipiche
peculiari.

In assenza di adeguati trattamenti, che consentanadicazione del tumore, la
presenza di una neoplasia rappresenta un fattonalditia che pud condurre a morte.
La maggior parte dei tumori solidi possiede un@jiatologia caratteristica osserva
diversa da quella dei tessuti e organi sani. Sa mafatti un’estesa angiogenesi che si
manifesta in ipervascolarizzazione, difettosa iéetiira vascolare, alterazione del
drenaggio linfatico e un considerevole aumentoad@ioduzione di una serie di
mediatori della permeabilita. Il fenomeno, noto eoneffetto-EPR (enhanced
permeability and retention) e stato osservato nellee forme di tumore solido (Maeda

H. et al, 2000).

1.2.1.1 Angiogenesi tumorale ed effetto EPR

L’angiogenesi € un meccanismo fisiologico di rimiéateento attraverso il quale si
ha crescita di nuovi vasi sanguigni a partire dai yae-esistenti. Normalmente si
instaura durante la cicatrizzazione e la riparazidntessuti lesi, durante la formazione
della placenta e la rigenerazione tissutale maresgnmta anche uno step fondamentale
nella transizione dei tumori dallo stadio primaaiquello maligno.

Nelle prime fasi della crescita, il tumore con uandetro inferiore ai 2 millimetri (Jones

A., 1998), utilizza sia per il rifornimento di ogeno e sostanze nutritive, sia per
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I'eliminazione di cataboliti, il letto di capillarproprio del tessuto di origine. Tale
condizione € dormiente” in quanto non vi € crescita volumetrica e puo [zerene a
lungo a seconda del tipo di tumore e comunque dinmomento in cui uno stato di
ipossia non crea la necessita di una propria vasgpazione. Per obietti vola loro
evoluzione i tumori vanno incontro a un processtiodéswitch angiogenico”con
liberazione di mediatori (produzione di segnali stienolano I'angiogenesi) che deriva
dallo squilibrio tra i fattori pro-angiogenici e gjii anti-angiogenici. La
vascolarizzazione tumorale che ne deriva é difteredta quella dei tessuti sani e
presenta anomalie strutturali e funzionali comepsd notare dalla schematizzazione

riportata in Figura 4.

Tumore dormiente | Angiogenesi >
1.~

¥ _ &

Mutazione Piccolo Secrezione tumorale Rapida crescita tumorale
tumore di fattori angiogenetici e metastasi
avascolare

Figura 4 : rappresentazione schematica dell’evoluzione ayegietica nel tumore

Un ruolo importante nell’angiogenesi e svolto ddtdre di crescita endoteliale, VEGF,
che e responsabile della differenziazione dellattsira dei vasi endoteliali. Nei tumori
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il VEGF promuove una rapida e casuale crescitavali che pero risultano incompleti,
con fenestrazioni piuttosto ampie tra le celluledagliali. Queste caratteristiche
strutturali permettono una estesa extravasazidngrotesso di rimodellamento e la
permeabilita vascolare € controllato da una serimetiatori tra cui la bradichinina
(Matsumura, Y. 1991), NO (Wu, J. et al, 1998), VNEGF ed altre citochine (Senger,
D.R 1983, Leung D.W. 1989), le prostaglandine cooimvolgimento delle
cicloossigenasi (Wu, J. 1998) e le metalloproté@dai, J. 2004). Le dimensioni delle
fenestrazioni tra le cellule endoteliali del tumgegiano in un range compreso tra 100 e
780 nm a seconda del tipo di tumore (Hobbs, S.kl,e1998). Per confronto, l&ght
junctions presenti nei vasi normali hanno tipicamente dinmmstra i 5 e i 10 nm.
Questa abbondante ed anomala vascolarizzazionéa adi un ridotto drenaggio
linfatico dagli spazi interstiziali (Matsumura Y1986), consentono I'accumulo nei
tessuti tumorali di macromolecole secondo l'effeE®R (enhanced permeability
retention effect) di cui viene riportata I'immagiime Figura 5.Viene inoltre favorita la
ritenzione, soprattutto di farmaci, per un periaidempo relativamente superiore ai
tessuti sani (lwai K, Maeda H., 1984). Seconddéd®d EPR, macromolecole di diversa
natura extravasano in prevalenza nei tessuti tunpodtosto che nei tessuti normali 0
negli organi. La richiesta minima affinché avveng@ accumulo & un peso molecolare

apparente superiore a 50 kDa (Maeda H. 1986).
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Figura 5: Effetto EPR. La figura mostra come le fenestrazitai le cellule endoteliali del vaso
sanguigno abbiano dimensioni tali da permettereisterai macromolecolari e nanoparticellari di
accumulare mediante targeting passivo a livelltadelassa tumorale. Tali nanosistemi possono essere
assemblati in modo da avere componenti direzionangsponsive che consentiranno la penetrazione
cellulare

1.2.1.2 Ipermetabolismo e acidosi tumorale

Una delle differenze peculiari tra i tumori solidii tessuti sani & I'ambiente
nutrizionale e metabolico. Come gia accennato, dsceolarizzazione funzionale del
tumore é spesso inadeguata per soddisfare i bisagrzionali della massa tumorale in
crescita. Cio provoca uno stato di ipossia e dérza di principi nutritivi che stimola le
cellule del tumore a sfruttare prevalentementeidaglicolitica per la produzione di
energia. La glicolisi € quel processo metabolicadiarge il quale, in condizioni di
anaerobiosi non stretta, una molecola di glucosemes scissa in due molecole di
piruvato al fine di generare molecole a piu altargia come ATP e NADH. La glicolisi
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e il mezzo per ottenere energia piu sfruttato inum@g soprattutto per la sua

anaerobiosicita.

Warburg per primo misuro la produzione di acidtidatnei tessuti rilevandone una
aumentata produzione nel tessuto tumorale. (Warbuydl923). Sulla base di questa
osservazione, avanzo lipotesi che le cellule ressero alla glicolisi come fonte
metabolica per sopperire ad un sistema respiraattecato.

In realta, diversi studi hanno dimostrato che Idute tumorali sono in grado di
utilizzare la respirazione come fonte di energiaidehan, W.L., 1982) per garantirsi
una crescita incontrollata (Pouyssegur J.A., 1981 necessita indubbiamente di un
consumo maggiore di glucosio. Studi di tomografiaemissione di positroni hanno
infatti evidenziato una correlazione diretta trasoita tumorale e consumo di glucosio
(Haberkorn U. et al, 1991).

Va detto comunque che alcuni tipi di cellule, pyeredo metabolismo aerobio,
utilizzano comunque la glicolisi per produrre laggmr parte dellATP necessario.
Questo e dovuto allinstaurarsi di regioni di ipasqelle masse tumorali che
determinano la necessita di attivare la via gltaiper far fronte alle esigenze del loro
metabolismo.

Grazie allavvento della spettroscopia di risonadel®P (MRS), & stato possibile
determinare sia il pH intracellulare (pHi) che doeéxtracellulare (pHe) in modo

accurato e non invasivo.

Le osservazioni fatte comparando il tessuto tunreazah quello sano hanno portato
a determinare per entrambi un valore di pHi pafiZ Il pHe e risultato essere 7.4 nei
tessuti normali mentre € compreso tra 6.8 e 7.2essluto neoplastico. Il gradiente di

pH nel tumore ha valore inferiore di 0,2 - 0,6 ardi pH rispetto al dato fisiologico di
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tessuti sani (Adams D.J., 2005).
Seppur piccola, questa differenza puo condizioa#ireeventi che possono essere
sfruttati terapeuticamente non ultimo, ad esemf@opermeabilita di membrana di

farmaci la cui carica é determinata da pH del naiotbiente.

1.2.1.3 Ipossia

La maggior parte dei tumori presenta zone di i@oasuta e/o cronica conseguente
allanomala vascolarizzazione che in genere nomrgece un adeguato apporto di
sangue e ossigeno (Brown J., et al, 2004).

L’ipossia tumorale € associata ad un aumento delhgnita della neoplasia in
quanto non permette a farmaci antitumorali di seda loro funzione farmacologica.
Infatti, molti trattamenti chemioterapici basandoilto meccanismo d’azione su un ciclo
cellulare in progressione, che viene invece represdla mancanza di ossigenazione
(Helmlinger, G., 1997).

Esiste una stretta correlazione tra ipossia e acidomorale. Un ruolo
fondamentale e svolto dalla proteina HIFHygoxia-inducible factor )1 i cui livelli
sono regolati dalla presenza di ossigeno (Semenzh. G003). HIF-1 e un fattore
trascrizionale in grado di regolare piu di 60 galeuni dei quali codificano per enzimi
glicolitici e per trasportatori del glucosio (StebM. et al, 2003). Permette inoltre di
regolare anche fattori angiogenici, in particolareVEGF. Pertanto la carenza di
ossigeno scatena la produzione di questo singtloréadi trascrizione che a cascata

puo regolare l'intera conduzione al caratterisfemotipo della massa tumorale.
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1.2.1.4 Equilibrio redox

Rispetto alle loro normali controparti, molti tigi cellule tumorali presentano
alti livelli di specie radicaliche dell'ossigeno@S), molecole altamente reattive.

Esistono due tipi di ROS: a) il tipo radicalico dm@& uno o piu elettroni spaiati
nell’orbitale molecolare esterno dell'ossigeno e ibYipo non-radicalico che non
possiede elettroni spaiati ma, per la sua eleativita, pud convertirsi in radicale. |
ROS sono comunemente presenti nelle cellule pcom® essenziali per le funzioni
biologiche. Essi regolano molti percorsi biochimicitrasduzione di segnali reagendo
direttamente con proteine (0 modificandone la &iraj e geni.

Nelle neoplasie si riscontrano in genere elevadlli di molecole danneggiate
dai componenti ossidanti prodotti dal metabolisme thmore come basi azotate
ossidate e lipidi per ossidati (Halliwell, B., 2007 sistemi scavenger e glutatione
perossidasi in genere non sono adeguati a tentoecemtrollo tali eventi.

Sebbene le vie biochimiche che regolano lo stressdativo delle cellule
tumorali non siano ancora state chiarite, in lattga sono descritti vari meccanismi in
base ai quali questo disequilibrio puo instaurakitivazione di oncogeni, metabolismo
aberrante, disfunzioni mitocondriali e perdita defunzionalita del gene p53 sono
fattori intrinseci che incrementano la produzioneR®S nei tessuti neoplastici. La
proteina p53 ha un ruolo cruciale nel rimuoverdahno ossidativo a livello di DNA
nucleare. Agisce infatti come fattore di trascnaoper regolare I'equilibrio di
espressione tra geni pro-ossidanti e antiossidanti.

Soprattutto nello stadio avanzato della malatgacellule tumorali mostrano una
forte instabilita genetica. L’aumento dei livelli ROS e determinato in parte da un
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circolo vizioso che induce mutazioni genetiche (atiptto a carico del genoma
mitocondriale) che portano a malfunzionamenti maliabe conseguente generazione

di specie radicaliche.

1.2.2 Modalita di intervento terapeutico nei tumaoi

L’estensione ed il grado di progressione della ttialasengono descritte, per la
maggior parte dei tumori, dal sistema di stadiagibhlM messo a punto dallimerican
Joint Committeon Cancer (AJCC). Secondo questo protocollo, uraplasia viene
caratterizzata in base a parametri ben definitpaltametro T si riferisce al grado di
estensione del tumore primitivo e puo assumerdoriviavalori da 0 a 4 a seconda della
sua grandezza. Il parametro N invece indica lmglat linfonodi presenti in prossimita
della massa tumorale. Infine, il parametro M indeg@resenza di metastasi a distanza.
Sulla base della designazione TNM il tumore vielasgificato in uno stadio da 0 a IV
sulla base del quale viene scelto I'approccio ten#ipo da seguire.

In genere, si puo affermare che I'asportazioneuchica della massa tumorale
costituisce il trattamento primario dei tumori soliocalizzati, combinato con protocolli
radioterapici o chemioterapici per diminuire ilatgo di recidive.

La radioterapia e utile in caso di neoplasie loealta avanzate, meglio se
affiancata a somministrazione di farmaci radiodaghszanti che ne aumentano
I'efficacia.

A tutt'oggi la ricerca in ambito farmaceutico pértiattamento di neoplasie e

indirizzata allo sviluppo di alcuni approcci teragiei principali:
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1) sviluppo di molecole ad attivita antiproliferativ@ basso peso molecolare
ottenute principalmente mediante chimica combina®r e screening
dell’attivita farmacologia di prodotti naturali eemisintetici (Hill B.T. et al,

1996).

2) identificazione di nuovi target biologici per laeshioterapia, quali recettori,
antigeni, attivatori dellangiogenesi, mediatorothimici (Folkman J., 1985,

Lundberg A.S. et al, 1999).
3) sviluppo della terapia genica e impiego di nuckiofintisenso ( SiRNA )
(Sandhu J.S 1997).

4) sviluppo di sistemi di direzionamento e rilasciofdimaci atti a rendere sito

specifica la terapia per il tessuto tumorale.

Farmaci antineoplastici ideali dovrebbero essemligeapaci di colpire soltanto le
cellule neoplastiche, senza danneggiare le ceadiléessuti sani. Solo pochi farmaci tra
guelli attualmente disponibili ottemperano a questterio e 'uso clinico di questi
farmaci deve essere preceduto da una scrupolossax@ne del rapporto tra effetti

favorevoli e tossicita, al fine di ottenere il midgk indice terapeutico possibile.

1.2.3 Biodisponibilita di farmaci antitumorali

Gli agenti chemioterapici sono tra i farmaci a passo indice terapeutico. Sono
potenzialmente in grado di causare gravi effetiiaterali che da una parte ne limitano
'uso e dall’altra impongono caratterizzazione um@curata valutazione del profilo
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farmacocinetico, farmacodinamico e delle eventudkrazioni con altri farmaci per
poterli impiegare in modo sicuro.

Uno dei problemi che pregiudicano I'efficacia di miattamento chemioterapico
e proprio quello delle manifestazioni tossiche twimaci che, nei casi piu gravi,
possono portare anche alla morte del paziente. lte dosi frequentemente
somministrate e la scarsa selettivita dei farmaai gonfronti del tessuto tumorale
provocano inevitabilmente altissimi livelli di faBoo in quasi tutti gli organi, con
conseguenti danni cellulari e tissutali. Gli effetie si manifestano piu frequentemente
sono a carico del sistema immunitario e dei tessatiunemente prolifertivi, perdta di
funzionalita degli organi in particolare fegato ene, ulcerazione delle mucose della
bocca, fibrosi polmonare, occlusione venosa, dahmiocardio, alopecia, nausea e
vomito.

Per limitare questi effetti collaterali si ricore&l una terapia di sostegno che prevede
trasfusione di piastrine, I'uso di antiemetici cogleantagonisti 5-HT e I'impiego di
antibiotici a largo spettro.

Oltre agli effetti secondari legati alla tossigiatemica dei farmaci antitumorali,
la loro efficacia e fortemente legata alla lorodisponibilita. Non e raro infatti che
farmaci in fase di studio manifestino una attivil@macodinamica potente ma una
attivita terapeutica nulla a causa di una ineffitgebiodisponibilita.
| principi attivi che hanno limitata biodisponildi possiedono, in genere, una o piu
delle seguenti caratteristiche:

a) elevata lipofilia e conseguente scarsa solubiktieflnidi fisiologici acquosi;
b) bassa permeabilita alle barriere 0 membrane bicthegi
c) assorbimento regolato da un processo di traspacibtéto o attivo saturabile;
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d) instabilita metabolica enzimatica o idrolitica inarpcolare per farmaci

somministrati per via orale e sensibili allambegastrico.

Queste difficolta lasciano prevedere come la bjpmhébilita di farmaci antitumorali
sia un parametro da valutare attentamente e sutsicpuo incidere con un’attenta
formulazione. Per questo, gli sviluppi moderni delecnologia farmaceutica hanno
permesso di ottenere formulazioni che aumentarsolizbilita nei fluidi fisiologici dei
farmaci scarsamente solubili e formulazioni a giasnodificato in grado di modulare

la cinetica e/o il sito di rilascio dei principitii.

1.2.3.1 Farmaci antitumorali: doxorubicina

Le antracicline sono farmaci antitumorali appartgnealla categoria degli
antibiotici citotossici, ovvero un gruppo di farmasolati per lo piu da fonti naturali, la
cui azione antineoplastica € dovuta ad interaziooe il DNA, con conseguente
introduzione di danni all’acido nucleico che inreso I'apoptosi.

| primi derivati antraciclinici ad essere scopexdi utilizzati in terapia, sono stati la
daunorubicina (0o daunomicina) e la doxorubicinaa@@iamicina) che, nei primi anni
'60, vennero isolati da ceppi 8itreptomyces peucetiusa daunorubicina € attualmente
commercializzata con i nomi di Daunoblastina e xame, mentre la doxorubicina
come Adriblastina, Caelyx e Myocet. Dal punto dstai strutturale, gli antibiotici
antraciclinici sono caratterizzati da una porzionetraciclica planare, legata
glicosidicamente ad un amminozucchero (daunosamima}trutture molecolari della
daunorubicina e della doxorubicina differisconoasaénte per uno dei sostituenti
terminali. Seppure piccola, tale differenza stmati® ha importanti conseguenze sullo
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spettro di attivita dei due antibiotici citotossich doxorubicina, infatti, ha applicazioni
cliniche di rilievo soprattutto nei tumori solidigrcinoma mammario, dell’endometrio,
delle ovaie, dei testicoli, della tiroide, dei pani), mentre la principale indicazione
clinica della daunorubicina & la leucemia acutaoxorubicina & la denominazione
comune internazionale per (8S, 10S)-10-[(3-amirye2irideoxye-L-
lyxohexopyranosyl)oxy]-8-glycolyl-7,8,9,10-tetrahpd6,8,11-trihydroxy-1-methoxy-
5,12-naphthacenedione hydrochloride. Il farmacs@gnella fase S del ciclo cellulare
attraverso una molteplicita di meccanismi: si iodds tra le paia di basi di DNA
adiacenti alterando la funzione della topoisomeliasnduce la formazione di radicali
liberi, provoca la chelazione di ioni metallici ctanformazione di radicali idrossilici.
Doxorubicina incapsulata in liposonstealttf long circulating & correntemente
utilizzata in terapia come DOXI,

L’incapsulazione in liposomi della doxorubicina papsenta un tentativo di
preservarne [lattivita antitumorale, ma di dimimgr significativamente I'azione
cardiotossica che ne limita la dose cumulativa.pérticolare il gruppo amminico
primario, combinato con le caratteristiche anfigtagi del farmaco, lo rendono un buon

candidato per il caricamento remoto in liposomi@maati.

HO  °

Figura 6: struttura chimica di doxorubicina HCI
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1.2.3.2 Metodo di caricamento di doxorubicina in posomi attraverso

gradiente di ioni ammonio

Sono state sviluppate diverse metodiche per otenercaricamento efficiente
di farmaci all'interno di strutture liposomiali. Ilmetodo piu semplice e
I'intrappolamento passivo di farmaci idrosolubiglrilm idrolipidico al momento della
reidratazione in ambiente acquoso. In questo dagbicienza di caricamento e bassa
poiché e strettamente dipendente dal volume vdsaceointerno nonché dalla
concentrazione di lipidi utilizzati. La selezionel gnetodo di caricamento ottimale puo
essere basata su un razionale scientifico. Le skvenolecole attive possono essere
classificate in tre gruppi basandosi sul coeffitgedi ripartizione olio/acqua (X REF
Il primo gruppo include agenti idrofili con unyKmolto basso. Il secondo gruppo
include invece molecole anfipatiche con ugswvEriabile controllato dal pH e dalla forza
ionica del medium. Un esempio di questo gruppo denantracicline. Infine il terzo
gruppo include agenti idrofobici aventi, Klto, che generalmente associano al bilayer
del liposoma, anche se la loro efficienza di incéggEone e piuttosto bassa. Le
molecole appartenenti al gruppo | non interagiscamm il bilayer e la loro
incapsulazione e dipendendente da, e principalmimigata, al volume del core
acquoso interno. Farmaci appartenenti al grupgp@atino migliori probabilita di essere
caricati alle dosi necessarie per la terapia iro.vi&lcune basi deboli anfipatiche del
gruppo 1l possono diffondere attraverso il bilageme specie non protonate, le quali
possono venire in seguito intrappolate nella fasguasa intraliposomiale grazie al
gradiente protonico che le sposta al gruppo ladinaco non puo quindi attraversare il

bilayer e viene accumulato nel core acquoso intdgmometodo semplice ed economico
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per ottenere un’elevata efficienza di caricamentonublecole idrofile attraverso
gradiente transmembrana consiste nel creare uriegtaddi ioni ammonio (NK). Il
sistema puo in seguito essere manipolato attravdifgizione, rimozione o scambio
degli ioni ammonio presenti nel tampone esterniinal di ottenere un caricamento piu
0 meno elevato. Questo metodo puo essere appécditeerse preparazioni liposomiali
ottenibili tramite le consuete tecniche di prepeamag. Per ogni molecola di NHthe
abbandona il liposoma, un protone viene lasciatosw interno. Viene cosi ad
instaurarsi un gradiente di pH nel quale la fasguasa interna € piu acida rispetto il
tampone esterno. La forza di questo gradiente erm@tata dal rapporto [NH
Jesternd[NH4" Jintemo Basi deboli anfipatiche dovrebbero essere in @midpermeare la
membrana liposomiale, normalmente non permeabédejl H del compartimento
intraliposomiale € piu acido rispetto I'ambienteteeso. Questo sistema tendera
naturalmente ad equilibrarsi fino a raggiungerestiesso pH ad entrambi i lati della
membrana. | liposomi possono quindi essere formatin tampone adeguato come un
sale a base d’ammonio (ad esempio ammonio solfédsfato) il cui catione ammonio
dissocera in ammoniaca e un protone. L'ammoniacut{a) € permeabile alla
membrana liposomiale e puo essere scambiato cdarnmaco anfipatico deprotonato
che penetrera all'interno del liposoma dove vemdtqmato dal’H precedentemente
liberato dallo ione ammonio. In questo modo il faom si trovera all’interno del core
acquoso nella sua forma protonata e non sara dogtapermearvi all’esterno fino al
momento in cui non verra ad instaurarsi un gradi@pposto. Per ottenere il gradiente
d’ammonio transmembrana dall'interno del liposonease I'esterno sara sufficiente
rimuovere 'ammonio esterno per diluizione oppusr pcambio ionico con un altro

catione (Barenholz et al, 1994).
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External medium

2x DOX-NH,*C! Liposome
aqueous phase
2x DOX-NH; 2x DOX-NH, + 2x H e

+ 2x H'CI
Neautral form of DOX

2x DOX-NH,* + (NH,*S0,?
crosses blayer

(DOX-NH,*),S0,2 + (NH )

noa-uk{l precipitate

(reversiie)

Figura 7: schema di caricamento di doxorubicina secondoignselammonio solfato

1.3 Descrizione generale di materiali e metodiche ipregate nel progetto di tesi per

la preparazione di liposomi pH sensibili a base diulfadimetossina

1.3.1 Polietilenglicole (PEG)

Il polietilenglicole € un polimero sintetico che sttiene per polimerizzazione

anionica dell’ossido di etilene (Figura 8 ).

Figura 8 : Struttura chimica del polietilenglicole (PEG)
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L’impiego dell’anione idrossilico quale iniziato(e€OH) genera un PEG-diolo, HO-
[CH,-CH-O]-H, mentre l'uso di un iniziatore metossilico (M) consente la
formazione di derivati mono-metossiPEG (MPEG),;GHICH,-CH,-O]-H. Iniziatori
multidentati e polivalenti vengono invece impiegpér ottenere strutture ramificate

multivalenti.

by

In condizioni di reazione controllate € possibiltenere polimeri con indici di
polidispersivita (PDI) di 1.01 per i PEG a bassemmolecolare (<5 kDa) e di 1.1 per
guelli ad elevato peso molecolare (>50 kDa). Péstaispetto ad altri polimeri, i PEG
utilizzati nella modifica di molecole proteiche & a@blloidi sono dimensionalmente
omogenei e con struttura ben definita, proprietd sbno richieste per lo sviluppo di

prodotti farmaceutici.

La ripetizione di monomeri ossietilenici garantisdd®’EG una elevata solubilita in
solventi organici quali diclorometano o cloroformahe in solventi acquosi. In acqua il
PEG coordina 2-3 molecole di solvente per ciascanamero ossietilenico. Per questo
motivo il suo volume idrodinamico risulta essermeaho tre volte superiore a quello
calcolato per il polimero non idratato. La naturdifdica del PEG lo rende solubile
anche in molti solventi organici polari e, per bgsssi molecolari, anche non-polari a

tutto vantaggio dei processi di manipolazione putificazione.

I PEG é un polimero neutro, biocompatibile, nomdagradabile, atossico, non
immunogenico. Solo lo 0.2% della popolazione swhlpanticorpi anti-PEG, che

comunque non portano ad effetti collaterali talirdgedirne I'impiego farmaceutico.

Sebbene non sia biodegradabile, esso puo esseieab per via renale ed epatica
senza subire sostanziali modifiche strutturali enaihetica di eliminazione dipende dal
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suo peso molecolare che condiziona il volume idrantico. In genere, il PEG fino ad
un peso molecolare di 20000-Da puo essere elimfaatlente per via renale.

Per queste caratteristiche e per la bassa tosdIciBEG € stato approvato
dall’European Agency for the Evaluation of Medicinal dRrots (EMA) e dallaFood
and Drug Administration (FDA) per l'impiego nella preparazione di sistemi
farmaceutici da somministrare per via parenteraene liposomistealth nano- e
microsfere, dendrimeri, idrogeli, bioconiugati @&gidi, proteine e farmaci a basso peso
molecolare (Bhadra D., 2002).

Il PEG utilizzato in questo progetto di tesi € ighot omo-bifunzionale. Si tratta di
PEG diammino con peso molecolare di 3400kDa ARHE G400 kpaNH>) la cui struttura

e riportata in Figura 9.

o)
H,N » NH,

Figura 9: struttura chimica di NHPE G400 koaNH>

I PEG diammino e stato scelto poiché, oltre aitast la parte idrofilica degli
unimeri che formeranno le micelle in fase di studi@ due gruppi amminici che
possono essere coniugati a diversi gruppi chimegusndo strategie sintetiche e
condizioni di reazione adeguate. Ad uno dei du@gramminici sara infatti legata una
catena alchilica che comporra il core idrofobicdledenicelle mentre I'altro gruppo
amminico verra impiegato per legare un iniziatovecsi polimerizzare un’antenna

“chimica” acido sensibile.
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1.3.2 Sulfadimetossina

La sulfadimetossina € un derivato sulfonamidicocla struttura di base e
analoga a quella dell’acido para-aminobenzoico (RABIn clinica, i sulfamidici
rappresentano una categoria di farmaci antimicralbie, in base all’analogia strutturale
con il PABA, bloccano la sintesi dell'acido diidodico nei procarioti attraverso
I'inibizione dell’enzima diidropteroato sintetadilacido diidrofolico € fondamentale
per le reazioni di metilazione di omocisteina intim@na (ciclo del metile). Lo spettro
d’azione antimicrobica dei sulfamidici € molto am@ copre sia ceppi batterici di tipo

Gram positivo che Gram negativo.

Sulfamidici con diverse caratteristiche fisiche,intiche, farmacologiche e
antibatteriche sono prodotti per modifica chimitgrappo sulfonamidico (-S&ENH-R)

o al gruppo aminico (-NpJ del nucleo sulfanilamidico.

Le sulfonamidi sono molecole debolmente acide sgmano valori di pKa che
dipendono dal gruppo sostituente legato all’N4stesio infatti piu di 15000 derivati

ognuno dei quali presenta diversapiKun range che vada 3 a 11.

Generalmente i derivati sulfamidici sono solubiii ambiente basico; in base al
valore di pKa, al di sotto di un certo pH, ogniidato si trova spostato verso la forma
deionizzata che presenta un carattere piu idrofobgpetto la corrispondente forma

ionizzata anionica (Figura 10).
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Figura 10: equilibrio di dissociazione acido-base di sulfadiossina

Polimeri pH-sensibili possono essere ottenuti peéroduzione lungo il loro
backbone di gruppi sulfonamidici (ma anche grupgarbossilici, gruppi solfato e
sulfonato e ammine primarie e terziarie). La saligiba variazioni di pH di questi
polimeri si manifesta attraverso cambiamenti netlattura tridimensionale collegati
alle proprieta dielettriche e alle interazioni lgacatene. Si verifica infatti una riduzione
reversibile di solubilita del polimero modificatocenseguente precipitazione nel range
di pH relativo alla pKa del residuo sulfamidico #g Questo accade perché in
ambiente acido prevale la forma non ionizzata deliéa sulfonamidiche e questo
determina un netto cambiamento nel rapporto ided@lidrofobicita lungo tutta la
catena polimerica.

In questo lavoro di tesi, la sulfadimetossina éastdilizzata come unita di base
per la sintesi di un derivato metacrilico, la sdifaetossina metacrilato, utilizzato per
modificare superficialmente micelle a base di PEGruppo metacrilico introdotto
nella molecola della sulfadimetossina é stato ittsgrer avere una porzione della
molecola che partecipi a polimerizzazione radiealit doppio legame infatti reagisce
velocemente con una specie radicalica creando aadtzaun altro radicale che consente
la propagazione della reazione e I'elongazionebdekbone polimerico (Figura 11).
Tale derivato, polimerizzato, svolgera azione dissee di pH impartendo alle micelle

nuove proprieta responsive. La sulfadimetossina eamposto insolubile in ambiente
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acquoso acido mentre molto solubile in ambientdcbade stesse caratteristiche di
solubilita sono mantenute nel derivato metacrilatee pKa riportate per la
sulfadimetossina e per il suo derivato metacriaoo 6.10 e 6.17 rispettivamente.

Un aspetto importante delle macromolecole che haohdilita pH-dipendente e che i
profili di solubilita dipendono dalla percentualé ™donomero sulfamidico legato in
sequenza al polimero. Polimeri con un elevato retppai monomeri sulfamidici legati
necessitano di un alto grado di ionizzazione petempaciogliersi in acqua e di
conseguenza la solubilizzazione avviene a pH pewati rispetto a polimeri con un

basso rapporto di monomeri solfonamidici incorporat

/\ m H2 N H2 CHS H2
mCYCm H2CYCH3 H2CYcH3 R C\IGVC\é/CYCHG

R 0:C 0:¢ 0:C o:C o:¢ 0:C

NH NH NH NH NH NH

0:8:0 0=8=0 0:8:0 0:5:0 0:8:0 0:8:0
NH NH NH NH NH NH

SN SN SN SN N SN
I Z I /* | P/ f\ I Z I P

N*O 0" N N*O o N/*o o N*O N*

CHg CH;  CHs CHj CHs CH;, CHs CH;  CHs CH;, CHs CH,

Figura 11: Schema di reazione di polimerizzazione radicatiea ottenere la catena acido sensibile di

sulfadimetossina

1.3.3 Polimerizzazione radicalica

La polimerizzazione ¢ il processo che consententas di un polimero a partire
dai monomeri costituenti. Esistono essenzialmeneetipi di polimerizzazione, distinti
secondo la struttura chimica dei monomeri di padenla poliaddizione e la

policondensazione. La prima € una reazione a catesitp rapida che consiste nella
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coniugazione di specie chimiche contenenti dopgrigli legami e avviene senza
I'eliminazione di prodotti secondari. La secondara reazione chimica piu lenta che

prevede invece I'eliminazione di prodotti secondarincipalmente acqua.

Per comprendere i meccanismi coinvolti nell'innovatsistema di polimerizzazione
radicalica utilizzata in questo progetto di tesné&cessario definire alcuni concetti

fondamentali.

Molte polimerizzazioni radicaliche classiche vengoeffettuate in mezzo
acquoso e consentono la formazione di polimernadtate polidispersi. Attraverso tali
tecniche non e quindi possibile sintetizzare pofimmgenti composizioni, architetture e
pesi molecolari ben definiti. Cio € dovuto in paeielevata reattivita del radicale
propagante e alla presenza di reazioni di trastariom e di terminazione di catena.
Secondo gli studi cinetici noti in letteratura (RE&na reazione radicalica consta di tre
fasi: iniziazione, propagazione e terminazione.livang polymerization (REFg un
processo in cui la percentuale di catene nello ddainiziazione € molto piu elevata
della percentuale di catene in fase di propagazideeisulta che le catene polimeriche
crescono con una cinetica piu costante rispetta @lblimerizzazione classica,
mantenendo un indice di polidispersivita ridottspetto alle metodiche classiche. La
nascita di questo tipo di polimerizzazione radaalicon particolare riferimento alla
“polimerizzazione anionica vivente”, & stata meggaunto da Michael Szwarc che, nel
1956, pubblico due articoli in cui si parlava paprima volta nella storia della chimica
moderna di living polymet (Szwarc M., 1956).

Lo sviluppo di questa una nuova tecnica di poligeakione radicalica
denominata €ontrolled/living radical polymerization(CRP) ha aperto un capitolo
completamente nuovo nella sintesi dei polimeri. paudecnica racchiude in sé sia i
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vantaggi della polimerizzazione radicalica che alelbolimerizzazioni viventi,
ampliando i campi di applicazione della prima enpettendo di ottenere polimeri a

struttura definita tipici della seconda (BrauneckérA., Matyjaszewski K., 2007).

1.3.3.1 Controlled/living radical polymerization ((RP)

La CRP e una polimerizzazione radicalica effettuatpresenza di specie in
grado di reagire in modo reversibile con il radicdella catena crescente. Nella CRP
I'equilibrio dinamico che si instaura tra le spe@eicaliche propaganti e le varie specie
dormienti ha un ruolo fondamentale (Greszta D etl&194).

| radicali coinvolti nella reazione possono essenersibilmente “intrappolati”
in un processo di deattivazione/attivazione corpertato in Figura 12. Dopo una prima
fase di iniziazione, il radicale generato al terendella catena polimerica,®(“specie
attiva”), puo reagire con il monomero M, consentetdllungamento della catena,
oppure con la specie C (“controllore”) e formare “ispecie dormiente” RC.
Quest’ultima, in determinate condizioni di reazioprio “liberare” nuovamente il
radicale Re (si tratta infatti di uno stato reversibile) chetgd quindi reagire
nuovamente con M e proseguire la polimerizzazi@razie quindi alla presenza di una
specie controllore, si ottiene la “protezione” dekpecie attiva da disattivazione
collaterale. In virtu della formazione della speciglicalica attiva in concentrazione
molto bassa, si riduce la probabilita che essagpdare origine a terminazioni di catena,
come invece avviene in una polimerizzazione ramhaatlassica. Questa condizione

prende il nome doersistent radical effedPRE) (Goto A. et al, 2004).
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Figura 12 schema generale della polimerizzazione radicalivante. RB®: polimero iniziatore; M:
monomero; C: controllore.ql costante cinetica di deattivaziongickcostante cinetica di attivazione;

ko: costante cinetica di propagaziong;dostante cinetica di terminazione.

I PRE e una caratteristica cinetica che permdtteontrollo sui sistemi di
polimerizzazione radicalica. Le specie radicalicittive R°® vengono rapidamente
intrappolate dalla specie C in un processo di teaibne regolato da una costange.k
Le specie dormienti vengono riattivate a radicaeosdo un processo regolato da una
costante k., per via termica, irraggiamento UV o per aggiuwtitan attivatore metallico
(come accade nella polimerizzazione ATRP), al fthericreare il centro attivo di
polimerizzazione. | radicali possono proparagaeeosdo una costantg,kma anche
terminare con una costante cinetica ka natura della specie C e ovviamente di
importanza fondamentale per guidare 'andamentia dehzione nella direzione voluta,

ed e su di essa che verte tutta la ricerca delrsett

Nei sistemi che sottostanno al PRE, lo steady-sfetee specie radicaliche
crescenti & stabilito dal processo deattivaziotieéaione appena descritto, piuttosto
che dai processi iniziazione/terminazione tipicillalepolimerizzazione radicalica

classica.

Alcuni esempi diliving polymerization attualmente applicate in ambito

industriale sono la polimerizzazione per trasferitbedi gruppo Group Transfer

54



Polymerization GTP) (Webster O. W. et al, 1983), la polimerizaae radicalica a
trasferimento di atomoAtom Transfer Radical PolymerizatioATRP) (Matyjaszewski
K. et al, 2001), la polimerizzazione controllatacddione nitrosile Nitroxide-Mediated
Polymerization NMP) (Hawker C. J. et al, 2001) ed il processardsferimento di
catena per addizione-frammentazione reversitilevérsible Addition-Fragmentation
Chain TransferRAFT) (Chiefari J. et al, 1998).

Tutte queste tecniche si differenziano per la matlel controllore di reazione
(C) e permettono di ottenere catene polimeriche camatteristiche chimico-fisiche e
strutturali ben definite e garantite dalle condmiali reazione controllate. Uno dei
vantaggi peculiari di queste tecniche consiste anglbssibilita di far reagire in
successione la catena radicalica con un monoméeratite, rispetto a quelli di cui é
composta, con conseguente formazionebldick copolymerqFigura 13) oppure di
isolare il prodotto e farlo reagire successivamaie lo stesso monomero (ricrescita
della catena) per ottenere polimeri con peso mtdeeovariabile ma perfettamente

controllato.
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Figura 13: formazione dblock copolymersnediante “living polymerization”.
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1.3.3.2 Atom Transfer Radical Polymerization

K. Matyjaszewski e M. Sawamoto sono stati tra nprscienziati a studiare la
tecnica di Atom Transfer Radical PolymerizatiofATRP), un processo di
polimerizzazione controllata molto versatile chenpette di sintetizzare omopolimeri e
copolimeri da derivati monomerici dell’acido aardi e metacrilico utilizzando iniziatori
radicalici di tipo alchilalogenuri (R-Br o R-CI).

Il sistema di reazione prevede inoltre un attivat@ppresentato da un metallo di
transizione (il rame € uno dei piu efficaci) asatwiad un opportuno agente chelante
(ligando). Il radicale, o specie attiva, viene gate attraverso un processo reversibile
ossido-riduttivo catalizzato dal metallo di tramsie complessato con il ligando. In
questo caso il “controllore” e l'atomo di alogendecsi trasferisce inizialmente
dall'iniziatore e, successivamente, dalla caterdicadica, al complesso metallico in

modo reversibile. (Figura 14)

catalizzatore

metallico R
ki
. b N ‘l *
R' + :
\/\Kl _ | R ; "t K # ¥R

N Ne act /

P—Br + | Cu +Brc‘
P o

—_— p?
~ n /
‘N’ N= | Kgeact QA) [{J\Q
= ]
R‘/\\\) ? [ONAR

A Kp V
R
iniziatore ligando monomero
acrilico

Figura 14: rappresentazione schematica di una polimerizraziATRP in presenza
dell'attivatore metallico complessato costituito @a(l)/bis 2,2’-bipiridina. Nella specie A il

rame € presente come Cu(l) mentre nella specipri@sente come Cu(ll).
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La costante di equilibrio della reazione di polilmeazione e data dal rapporto
tra la costante di attivazione e la costante dittd@zione (K Kac/Kdeac) € 12 sua
grandezza determina la percentuale di polimeriprezilLa reazione di ATRP avviene
con alta efficienza in modo lento e controllatdaseostante di equilibrio (&) € molto
piccola. Al contrario, una costante di equilibritevata provochera una grande
percentuale di terminazione dovuta all’alta conenbne di radicali in soluzione che
reagiscono tra loro bloccando la progressione dwdlamerizzazione. Parallelamente
allaumento delle specie radicaliche attive in g@une, si ha anche l'aumento del
complesso metallico nel suo stato di ossidazionggioee il quale spostera I'equilibrio
verso le specie dormienti rallentando la velocitgpalimerizzazione favorendone di

conseguenza il controllo (Queffelec, J. et al, 2000

I monomeri che vengono solitamente utilizzati pentetizzare polimeri
mediante tecnica ATRP sono gli acidi acrilici e auweilici e rispettivi esteri, esteri
cianoacrilati, diesteri di malato e fumarato, dugiime viniliche, tiazoli e ossazoli
vinilici, vinilchetoni e stireni. Usando le stessendizioni di reazione e utilizzando lo
stesso attivatore metallico, per ogni monomero ssipde individuare una specifica
costante di equilibrio (k-m) che ne governa il rapporto tra specie attiva/dente
(K.Matyjaszewski et al, 2001).Generalmente, adriatmetacrilati presentano ¢
elevate che, unite alla loro buona capacita dinpelizzare, permettono I'impiego di
un’ampia gamma di attivatori metallici quali rutenrame, nichel, palladio e rodio. La
polimerizzazione ATRP di derivati metacrilati madiada complessi del rame ha
mostrato tuttavia una costante di equilibrio sigativamente elevata e questo permette
di condurre la reazione in condizioni diluite usarithsse concentrazioni di attivatore

metallico.In commercio e inoltre disponibile un’ammamma di iniziatori da cui far
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partire la polimerizzazione ATRP. La quantita diiziatore determina il peso
molecolare del polimero finale sintetizzato; inier multifunzionali possono
permettere la crescita di catene ramificate. Unadeainiziazione della reazione e
indispensabile per ottenere polimeri con struttlefinita e bassa polidispersivita. Tra i
principali iniziatori troviamo alcani alogenati, oglenuri benzilici, a-aloesteri, a-

alochetonip-alonitrili e alogenuri sulfonilici (Figura 15).
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Figura 15: Iniziatori radicalici impiegati nella polimerizzame ATRP e loro costati di attivita.

Vi sono diverse considerazioni generali che permnettdi scegliere I'iniziatore
piu adeguato per la reazione ATRP. La forza dedreg degli alogenuri alchilici segue
il seguente ordine descrescente: R-Cl > R-Br > Rdrtanto, i derivati iodurati
dovrebbero essere i composti di prima scelta poiahdissociazione del legame R-I
quella che richiede il minor contributo di energilloro uso pero prevede speciali
precauzioni per I'operatore in relazione alla togdiintrinseca di questi composti. |
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derivati del bromo e del cloro sono quindi i pidfaki. In generale, nella metodica
ATRP, lo stesso alogeno puo essere impiegato sie @@mponente dell’iniziatore che
come componente del sale metallico (es: R-Br/CuBnjtavia, in alcuni casi I'impiego
di alogeni diversi puo migliorare il controllo delpolimerizzazione (Matyjaszewski, K.
et al, 1998). In un sistema di iniziazione che pdevalogeni misti per l'iniziatore e il
sale metallico, come ad esempio R-X/Mt-Y dove X eofrispondono a Cl o Br, la
maggior parte delle catene polimeriche termina gomatomo di cloro in virtu della
forza del legame R-CIl. Nella reazione di ATRP paossoessere usati anche
pseudoalogeni come il gruppo SCN che possiede emttivita caratterisitica (Kotani,
Y. et al, 1999). | complessi dei metalli di trangiee giocano un ruolo chiave nelle
reazioni di ATRP ma va ricordato che la loro atéivtatalitica e la loro selettivita sono
fortemente ligando-dipendenti. Come gia menzionatoprecedenza, per generare
“growing radical$ il centro metallico deve partecipare ad una reaeidi trasferimento
elettronico con rimozione dellatomo di alogeno l'dgkiatore ed espansione della
propria sfera di coordinazione. Inoltre, a diffezan delle polimerizzazioni
convenzionali iniziate da un processo redox, il alhetdi transizione nello stato di
ossidazione maggiore deve essere in grado di ideatla crescita della catena
polimerica per formare le specie dormienti. L’ATRPstata impiegata con successo
utilizzando come attivatori diversi metalli, qua@li, Mo, Re, Fe, Ru, Rh, Ni, anche se i
complessi di rame [Cu(l)] si sono dimostrati i piu efficienti (Patten, T.,E.
Matyjaszewski, K. 1999). Inoltre, l'utilizzo di deati amminici multidentati, quali
bipiridina (bpy), dietilentriamina (DETA), tris-(@mino-etil)lamina (TREN), tris-[2-

(dimetilamino)etillamina (MgIREN) come ligandi, (Figura 16) in associazione @¢on
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Cu(l), permette di ottenere catalizzatori dotatuda maggiore attivita e specificita nel

generare specie radicaliche attive (Brauneker Widtyjaszewski K., 2007).

N

)

N )N

/NN
7\

ME(TREN
N SNA Yy
N N N \ /
/ | \ — N
PMDETA ByPiridina
C.Ho CaHs
CigHa7 C4Hg C4Hg
|
=z N X T
| | N (S
N NQFH =N N
BPMODA dN-ByPiridina

Figura 16: Alcuni ligandi utilizzati nelle reazioni di ATRP

Il ruolo del ligando & fondamentale nel garantii@ Ia solubilizzazione del sale del
metallo di transizione nel solvente in cui avvda@olimerizzazione che di modulare il
potenziale redox del centro metallico per ottenesra reattivita adeguata per il

trasferimento di atomo (Xia, J. et al, 2000).
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1.3.3.3 AGET-ATRP

Nonostante lo straordinario controllo che la teaddRP consente di esercitare
sulla topologia, la composizione e la microstrtdei polimeri, la sua applicazione e
limitata. Indubbiamente, le complesse e necessageazioni richieste per la rimozione
dell'ossigeno e di specie chimiche ossidanti datesna di reazione (in cui sono
impiegati attivatori metallici allo stato ridottojappresentano il fattore limitante
principale. Infatti, le reazioni di polimerizzazenradicalica condotte in solvente
acquoso difficilmente deossigenabile, provocanossigdazione irreversibile del
complesso metallico attivatore. A questo si unlaceecessita di usare quantita basse di
metallo per facilitarne I'eliminazione durante largicazione del polimero ottenuto,
riducendo parallelamente I'impatto ambientale ddsja metodiche se applicate su scala

industriale.

L’ATRP classica prevede un sistema iniziatore taisti da un alogenuro alchilico,
da cui parte la polimerizzazione, ed un attivatoretallico presente al suo piu basso
stato di ossidazione. La reazione di AGET ATRRgt{vator Generated by Electron
Transfer ATRIP utilizza invece un agente riducente per conwer@u(ll) in Cu(l).

(Figura 17) (Xia J, Matyjaszewski K., 1997).
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Figura 17: schema di reazione di AGET ATRP. Cu(l)Br/L inizi@nte non & presente, & generatsitu
tramite riduzione di Cu(ll)Br/L

L’agente riducente inoltre impedire [lattivita odante dell’ossigeno presente in
soluzione, aumentando la tolleranza del sistemariall sebbene cio comporti un
aumento della quantita di riducente necessariorali@ione. L'acido ascorbico viene
comunemente utilizzato sia in miniemulsione, nalocia cui la reazione venga eseguita
in solventi organici, sia in acqua. La concentragiaell’agente riducente & il fattore
critico per la buona riuscita della reazione. Rauimigliori infatti si ottengono quando
il rapporto tra acido ascorbico/Cu(ll) € compreso@,1 e 0,5/1 (I'acido ascorbico puo
ridurre due equivalenti di Cu(ll)), ma la presemizapssigeno in soluzione richiede un
rapporto molare piu elevato).

La cinetica della reazione di AGET ATRP quindi passere controllata in ultima
analisi dal rapporto Cu(l)/Cu(ll) modulato dallaggta dell'agente riducente.

L’equazione di seguito riportata descrive il gralipolimerizzazione:

(Ro)Ro = kpKatrp[M][RX] o([M:"}/[M tn+1])

in cui [M;"] rappresenta la concentrazione dell’attivatore téhe allo stato ridotto),

[M{™Y & la concentrazione del deattivatore (metallo atiato ossidato), [R¥} [M]
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sono la concentrazione dell'iniziatore e del monmmespettivamente. L’equazione

mostra come il grado di polimerizzaziomaté of polymerizatiorR,) sia proporzionale

alla quantita molare di attivatore, Mt, ed inversame proporzionale al deattivatore,
M™ e non & dipendente percid in modo esclusivo daitntita di attivatore metallico

presente nell’lambiente di reazione ma piuttosto@grzionale al rapporto tra attivatore
e deattivatore. A causa della terminazione radiaalche avviene quando due radicali
reagiscono tra loro) l'attivatore pud esser conteed deattivatore e cido comporta una
diminuzione del rapporto tra attivatore/deattivatoon conseguente diminuzione della
velocita di reazione fino all’eventuale blocco. Beviare a questo limite, nelle reazioni
di ATRP convenzionale viene aggiunto un eccessattivatore per sopperire al

problema del blocco della reazione in seguito sdligimento dell’attivatore. Ma questo
chiaramente richiede successivamente di adottareegure adeguate per eliminare i
complessi metallici dal polimero finale. Per risa® questi limiti sono state sviluppate
metodiche di polimerizzazione alternative, quapamo la AGET-ATRP, che consente

di di ridurre la quantita di attivatore metallica dtilizzare.
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2- MATERIALI E METODI

2.1 Materiali

2.1.1 Reagenti

PEG-diammino 3400 Da @NI-PEG-NH) e stato acquistato da Laysan Bio Inc (Arab,
AL). 4-Amino-N-(2,6-dimethoxy-4-pyrimidinyl)benzesalfonamide (sulfadimetossina,
SD), stearoil cloruro, metacriloil cloruro, iodid,), pirene, Triton® X-100, 1,2-

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine fluorestabeled (DSPE-FITC) sono
stati acquistati da Fluka Analytical (Buchs SG, Railand). 2-bromo-isobutirril-

bromuro, polyoxyethylene (100) stearyl ether (Bjp0), acido ascorbico, cloruro di
rame (II) [CuC}], trietlammina (EfN), acido trifluoroacetico (TFA), 5(6)-

carbossifluoresceina, acido 2,4,6-trinitrobenzdosalo all’1% in DMF (TNBS),

Hoechst 33342, tris(2-piridilmetil)amina (TPMA) sonstati acquistati da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Vectashieldmounting medium con DAPI & stato
acquistato da Vector Laboratories Inc (Burlingar@d). Doxorubicina HCI e stata
acquistata da LC Laboratories (Woburn, MA). Membrda dialisi MW-CO 3500 Da e
stata acquistata da Delchimica Scientific glasswate La resina Sephadex G-25
superfine e stata fornita da Amersham Pharmaciaeé&io (Uppsala, Sweden).
Rhodamine B 1,2-Dihexadecansit-Glycero-3-Phosphoethanolamine,
triethylammonium salt e 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3t&Famethylindotricarbocyanine
lodide sono stati acquistati da Invitrogen. Tuttprodotti e i reagenti per biologia

cellulare (terreno RPMI-1640 medium, L-glutammitrgysina, soluzione di antibiotico
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e antimicotico, acido bicinconinico, soluzione difato di rame (ll), thiazolyl blue
tetrazolium bromide (MTT), siero bovino fetale (FB$ampone PBS con e senza
Ca/Mg) e le plastiche Greiner sono stati forniti Sgma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).Tutte le soluzioni acquose sono state prepauditizzando acqua deionizzata
(milliQ-grade, 18.2 M) ottenuta mediante sistema Millipore MilliQ (MA,SA). | sali
impiegati per la preparazione dei tamponi sonoi tetjuistati da Riedel-de-Haen
(Seelze, Germany), Fluka Analytical (Buchs SG, 3eviand) e Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Tutti i solventi ed i rimanentiattivi utilizzati sono stati scelti tra
quelli specifici per HPLC o con maggiore grado dirgzza tra quelli disponibili in

catalogo da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) o@arlo Erba (Milano, Italy).

2.1.2 Strumentazione

- La purificazione dei coniugati intermedi e di Hodinale e stata realizzata con una
colonna per cromatografia a bassa pressione caricah resina Sephadex G-25

superfine

- Le determinazioni spettrofotometriche sono sedtettuate con spettrofotometro UV-

Vis Lambda 25 della Perkin-Elmer (Northwolk, CT, A)S

- Le analisi cromatografiche sono state condotte sistemaHigh Performance Liquid
ChromatographyJasco (Tokyo, Japan), costituito di due pompe B8D2 rivelatore
UV-2075, interfaccia LC-Netll/ADC e software Chrormaiper I'elaborazione dei dati.
- Gli spettri di risonanza magnetica del protofid-KIMR) sono stati registrati con
Spectrospin AMX 300 MHz Bruker (Fallanden, Switaed) utilizzando solventi
deuterati contenenti tetrametilsilano (TMS) confierimento interno.
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- Le analisi di fluorescenza sono state condottefe@mrimetro Jasco FP-6500 (Tokyo,

Japan).

- Le dimensioni particellari sono state determinaediante light scattering dinamico

Zetasizer NanoZS ( Malvern Instruments Ltd, UK).

- Le misure di pH sono state eseguite con pHmetettlbt Toledo Seven Easy S20-K

equipaggiato con elettrodo Mettler Toledo Inlab 4&8hwerenbach, Switzerland).

- Le analisi di citofluorimetria sono state eseguititilizzando citofluorimetro

FACSCalibur Becton, Dickinson (USA) dotato di sadtw CellQuest Pro.

- Le immagini di microscopia confocale sono stateermite usando microscopio
confocale Leica TCS SP5 Leica Microsystems GmbHtNde Germany) e software

Leica Application Suite advanced fluorescence 20@12’elaborazione dei dati.

- Le misure dibioimaging in vivosono state condotte con Caliper Xenogen IVIS 200

(Perkin Elmer, Waltham, MA).

- Per le analisi di biologia cellulare sono stdiiizrati cappa sterile Space e incubatore

PBI International e microscopio ottico Axiovert 4BICZeiss.

- Per la lettura delle piastre di coltura cellulérstato utilizzato il sistema Microplate
Autoreader acquistato da Biotek Instruments in@dnEL311SK (Highland, Vermont

U.S.A).

- Durante le procedure di sintesi e preparaziomeam®pioni sono stati inoltre utilizzati
Rotavapor mod. R114 BUCHI Labortechnik AG (Postfe®Witzerland), liofilizzatore
Vacuum Centrifuge HETO Lab. Equipment (Birkerod, nibaarca), sistema ad
ultrasuoni Ultrasonic Cleaner mod. 5210 Bransonni{bary, USA), centrifughe

CENTRIKON T-42K Kontron Instruments e Z300 Hemle.
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- Per la filtrazione dei tamponi sono stati useiesni Millipore (Bendford, MA, USA)

con filtro da 0,22um.

2.2 Metodi

2.2.1 Test di Snyder per la determinazione di gryg amminici primari

La determinazione quantitativa dei gruppi ammitilméri dei prodotti derivanti dai
vari step previsti per la sintesi del polimero eatateseguita mediante il test
colorimetrico di Snyder con acido 2,4,6-trinitrozensolfonico (TNBS).

I TNBS viene fatto reagire in condizioni basichend prodotti da analizzare ed il
cromoforo che si forma in seguito ad accoppiamentoi gruppi amminici liberi viene
determinato per via spettrofotometrica a 420 nnyd®n SL, Sobocinsky PZ. 1975). |
campioni da analizzare vengono preparati sciogbarabmposti in 97QL di tampone
borato 0.1 M, pH 9.3. A ciascun campione si aggwmag successivamente, 0 di
TNBS (1% p/v in DMF). |l riferimento viene prep&wacon 970uL dello stesso
tampone e 3QL di TNBS. La Figura 18 mostra la reazione traNBS ed un generico

composto amminico R-Ni+ il relativo addotto cromogenico.
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Figura 18 : Meccanismo di reazione dell’acido 2,4,6-trinitrabenesolfonico (TNBS) con gruppi
amminici primari.
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L’assorbimento a 420 nm del campione e direttamprdporzionale alla quantita di
gruppi amminici in soluzione la cui concentrazionene calcolata sulla base di una
retta di taratura ottenuta con soluzioni a titotdondi glicil-glicina (Gly-Gly). La retta

di taratura risultante & pariye= 14,679x + 0,0038; R* = 0,9997. (Figura 19)
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Figura 19: retta di taratura di Gly-Gly a diluizioni notegignta di TNBS.

2.2.2 Test allo iodio per la determinazione quarttitiva del polietilenglicole

La determinazione della concentrazione di poliegleole (PEG) in soluzioni a
titolo ignoto & stataottenuta con il saggio alldi® seguendo la metodica descritta da
Sims e Snape (Sims G E, Snape T J., 1980).

Ad 1 mL di soluzione acquosa contenente PEG siuaggno 250uL di una
soluzione di cloruro di bario (5% p/v in HCI 1 N)2&60 uL di una soluzione di iodio
(1.27% plv in Kl al 2% in acqua). Dopo 15 minutdsitermina spettrofotometricamente
'assorbanza dei campioni a 535 nm da cui si rickwaoncentrazione di PEG nel
campione sulla base di una retta di taratura otéecan campioni a concentrazione nota
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di PEG. La retta di taratura risultante & pary & 0,0594x + 0,0093; R* = 0,9962

(Figura 20).
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Figura 20: retta di taratura di PEG 5000 eseguita secondeetadica di Sim e Snapes.

2.2.3 Determinazione del rapporto PEG/SDM nel pathero stearoil-PEG-

poli(SDM)

Viene preparata una soluzione madre 2 mg/mL dr@tedREG-poli(SDM) in NaOH
0.1 M. La soluzione viene opportunamente diluit2Cpg/mL in NaOH 0.1 M e
analizzata per via spettrofotometrica per determinda concentrazione di
sulfadimetossina misurando I'assorbanza a 265 saimalare = 27.017 mol/L x cm).
L’analisi spettrofotometrica viene eseguita inltvida Figura 21 riporta lo spettro UV-

Vis di SDM.
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Figura 21: Spettro UV-Vis di SDM in NaOH 0.1N

La soluzione madre di SDM é stata analizzata méglisenggio allo iodio come riportato
nel paragrafo 2.2.2 per la determinazione del PE@sultati ottenuti dall’analisi
spettrofotometrica della sulfadimetossina e debgagllo iodio sono stati elaborati per

ricavare il rapporto molare PEG/SDM nel coniugagasoil-PEG-poli(SDM).

2.2.4 Test della BCA per la quantificazione cellalre

Il saggio BCA € un’analisi colorimetrica usata geterminare la concentrazione
totale di proteine in soluzione.
Si prepara una retta di taratura predisponendaastne da 96 pozzetti soluzioni seriali
di lisato cellulare a titolo noto alle quali sortatsaggiunti 200 /L di reattivo costituito
da 50 parti di acido bicinconinico e 1 parte difst di rame (I). La piastra e stata
incubata a 37° C per 30 minuti e in seguito & slatarmina I'assorbanza a 570 nm. In
Figura 22 e riportato la retta di taratura di unapensione di cellule determinata sulla

base del contenuto proteico.
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Figura 22: Retta di taratura della concentrazione celluthi@CF-7 ottenuta mediante test della BCA.

2.2.5 Analisi cromatografica mediante high performance liquid

chromatography per la quantificazione di doxorubicina.

Doxorubicina intraliposomiale é stata determinadpaldiluizione 1:2 dei liposomi
con DMSO. Il farmaco é stato quantificato con siste RP-HPLC con colonna
Phenomenex Luna C18 eluita con acqua e acetorattdezionati dello 0.05 % di TFA.
La corsa cromatografica viene eseguita in modoratimo al 30% di acetonitrile. Il
rivelatore UV-Vis e stato fissato a 485 nm. La anmtcazione di doxorubicina nella
sospensione colloidale € stata determinata dakevalell’area del picco di eluizione
facendo riferimento alla retta di taratura ottend&dl’analisi di diluizioni seriali di
doxorubicina in DMSO e riportata in Figura 23. ledta di taratura risultante é pari a

y =9751,2x + 4122,1; R? = 0,9997.
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Figura 23: Retta di taratura di Doxorubicina mediante RP-@PL

2.2.6 Analisi fluorimetrica per la determinazionedi doxorubicina

Diluizioni seriali di doxorubicina in tampone fosfal0 mM pH 7.4 e 6.5 sono state
analizzate per via fluorimetrica alla lunghezzandta di eccitazione di 490 nm e di
emissione a 556 nm. In Figura 24 sono stati ripiariaalori di intensita di fluorescenza
in funzione della concentrazione concentrazioneakorubicina. Ottenuti a pH 6.5 e

7.4. Le rette di taratura risultanti sono pan & 524,69x + 18,564; R* = 0,9976 e
y = 495,7x + 3,6019; R* = 0,9994 per i due pH rispettivamente.
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Figura 24: Retta di taratura di doxorubicina per via fluorin in tampone fosfato 10 mM a pH
6.5 (A) e 7.4B)

2.2.7 Determinazione quantitativa di 5(6)-carbosBuoresceina mediante

spettroscopia UV-Vis

Diluizioni seriali di 5(6)-carbossifluoresceina tampone fosfato 10 mM pH 7.4 e
6.5 sono state preparate e analizzate attraveettragropia UV-Vis. Il massimo del
picco di assorbimento e stato registrato a 490 Innfkigura 25 sono stati riporatti i
valori di assorbanza a 490 nm in funzione della nceotrazione della 5(6)-
carbossifluoresceina. Le rette di taratura ristitansono pari a

y =0,0241x + 0,0065;R* =0,9992 ey =0,0166x— 0,0123;R* =0,9929 a pH

7.4 e 6.5 rispettivamente.
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Figura 25: Retta di taratura di 5(6)-carbossifluoresceinaaimpgone fosfato 10 mM a pH 7.4)(e

pH 6.5 @).

2.2.8 Coniugazione di PEG-diammino con stearoil @turo e

sulfadimetossina metacrilata

2.2.8.1 Sintesi di sulfadimetossina metacrilata

Sulfadimetossina (1.5 g, 5 mmoli) € stata scioitd® mL di miscela kD/Acetone
(1:1) in presenza di NaOH 0.25 N in pallone. Laugmine e stata posta in bagno di
ghiaccio e successivamente sono stati aggiuntii@agoccia 484 pL di metacrilolil
cloruro (0.523 g, 5 mmoli) (Naa K, et al, 2004). gftecipitato, che si forma
istantaneamente, e stato recuperato tramite fiitreetro sinterizzato, lavato per 4 volte
con HO per eliminare I'eventuale residuo di NaCl e sssoeamente liofilizzato. Il
prodotto finale & stato caratterizzato tramite {R;NMR in DMSO-d; e analisi di

massa ESI-TOF. Lo schema di reazione e riportakigara 26:
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o -CH, 0 -CH,

CH:  Acetone : H,0 (1:1), NaOH, 0°C Ha
HZN—Q—S N—&_(N + Hzc=k HO (1:1), NaOH, S —@—s N—Q_(N
HEC 0

0-CH, 0-CH,

Figura 26: Schema di reazione per la modifica di sulfadim&t@scon gruppo metacrilico

2.2.8.2 Modifica di PEG-diammino con stearoil clanro

500 mg di PEG-diammino 3.4 kDa (1.4751@o0l) sono stati sciolti in 2 mL di DCM
anidro e posti in pallone di vetro con tappo a dige La soluzione € stata mantenuta in
agitazione con stirrer e sotto flusso di azoteastil cloruro (44.5 mg, 1.47xTnoli)
sciolto in 200uL di DCM anidro € atato aggiunto goccia a gocciRBG-diammino. La
miscela di reazione e stata mantenuta sotto cestagitazione a temperatura ambiente
per una notte.

La Figura 27 riporta lo schema di reazione di cgaaione..

O
o M DCM anidro HQN{/\JO%/\N J\’{/\}CH
H>N - NH, SCH3 % H Pl

Figura 27: Schema di reazione tra PEG-diammino e steaniloio

La miscela di reazione é stata quindi precipitat80 mL di etere freddo per due
volte e il precipitato & stato lavato una volta donstesso solvente freddo e posto
sottovuoto

Sul campione @ stata eseguita I'analldiNMR in CDCk e la determinazione dei

gruppi amminici primari liberi mediante saggio aiy8er.
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2.2.8.3 Modifica di stearoil-PEG-NH con bromo-isobutirriloromuro

NH,-PEGs 4 rpgsStearoil (500 mg, 1.36x10mol) & stato sciolto in 100 mL di
toluene e trattato mediante I'apparecchio di DetamkSad ebollizione per eliminare
'acqua presente. Il residuo di toluene é statoosism mediante Rotavapor e il film
residuo e stato ridisciolto in 2 mL di DCM anidi@ soluzione é stata mantenuta sotto
agitazione e in condizioni anidre con tubo al aalcloruro. Alla soluzione é stata
aggiunta trietlammina (19.L, 1.36x10" mol) e bromo-isobutirrilbromuro (168L,
1.36x10° mol) in modo da avere rispettivamente un rappdrtalé con il polimero di
1.1 e 1:10. La miscela di reazione € stata mardesatto agitazione a temperatura

ambiente per una notte. La Figura 28 riporta leestndi reazione.

> °}LAHMCH : Br%( - HscM TR &

Figura 28: Schema di reazione tra MPEG-stearil e bromo-isobutirrilboromuro in presedeaEA

Il prodotto essiccato sottovuoto viene analizzaguliante spettroscopia di risonanza del
protone’H-NMR in CDCk e i gruppi amminici primari vengono quantificagicendo la

metodica prevista dal test di Snyder. La misceleedzione e stata precipitata in 30 mL
di etere freddo per due volte e il precipitato @tastlavato una volta con lo stesso

solvente e posto sottovuoto.
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2.2.8.4 Polimerizzazione radicalica di SDM mediaetAGET-ATRP

200 mg (5.24x18 moli) di Br-PEG-stearoile e 178 mg (4.71%1@noli) di
sulfadimetossina metacrilata (SDM) disciolti sonatissciolti in 2 mL di NaOH 157
mM e posti in vial di vetro. Si prepara una solumomadre 0.26 mM di tris(2-
piridilmetil)amina e CuGlin rapporto molare 1:1 in NaOH 157 mM. 200 di tale
soluzione sono stati aggiunti goccia a goccia alliacela di polimero e SDM e
mantenuta sotto flusso di azoto per un’ora. agguogSono stati 10@L di una
soluzione di acido ascorbico 4.195481 in NaOH 157 mM ( rapporto molare 1:0.08
rispetto il polimero Br-PEG-stearoile). La soluzog stata quindi posta in bagno di
glicerina termostatato a 35 °C per 16 h. La Fig@2& riporta lo schema di

polimerizzazione radicalica AGET-ATRP con sulfadiossina-metacrilato.

CH, ? e CH
g 3
O
C H MN’{/\/ ]\/\N Br
He :{ SN H %6 H
o=C 0=(‘:
o o NH
H\)‘\ o B NaOH, CuCl,, TPMA
r
+ _—
0=85=0 Acido ascorbico
| 0=5=0
NH |
NH
S
-
; S
oo N Heoo N oCH,

Figura 29 : Schema di polimerizzazione di SDM a partire dailtiatore Br-PEG-stearoll

Il solvente di reazione e stato evaporato mediRotavapor. Il residuo solido ripreso
in 1 mL di DMF e stato precipitato in 15 mL di eddreddo. Il precipitato ridisciolto in

DCM e stato precipitato nuovamente in etere fredidprodotto essiccato sottovuoto e
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stato purificato attraverso cromatografia per esohe in colonna a bassa pressione
utilizzando una resina G25 superfine. La colonssaéa eluita con acqua basificata per
aggiunta di NH fino a pH 8.5. Le frazioni raccolte sono state lizmate per via

spettrofotometrica a 265 nm e mediante saggioiadim per determinare la presenza di
SDM e PEG. Le frazioni risultate positive sia gdPEG che per SDM sono state unite e

liofilizzate. Il prodotto ottenuto & stato analimxanediantéH-NMR in DMSO-d.

2.2.9 Determinazione del punto di aggregazione diehimero stearoil-PEG-

poli(SDM)

5 mg di stearoil-PEG-(poly)SDMono stati sciolti in 1 mL di acqua milliQ e
aggiunti di 2uL di NaOH 1 N. La soluzione € stata trasferita ivetta di quarzo ed e
stat aggiunta di aliquote did di HCI 0.1 N. Dopo ogni aggiunta € stato regittri
valore di pH della soluzione e quello di assorbaaZs00 nm. | valori di assorbanza

sono stati riportati in grafico in funzione dei @aldi pH.

2.2.10 Preparazione e caratterizzazione di liposam

| liposomi sono stati preparati seguendo il metddibathin layer hydratiorproposto
nel 1965 da Bangham.
E’ stata preparata una soluzione di 1 mL di fodfitolina (5 mg/mL) / colesterolo (1,2
mg/mL) (rapporto molare 1:0.5) in cloroformio. Lalgzione e stata posta in pallone di
vetro e il solvente organico e stato evaporatosatito a 40 °C. Il film idrolipidico e
stato quindi reidratato in tampone fosfato 10 mM Ppl8 in modo da ottenere una

79



soluzione 5 mg/mL. La sospensione € stata mess@itazione su vortex e quindi
estrusa attraverso membrana di policarbonato conft@00 nm e quindi conservata a

4°C al riparo dalla luce.

Liposomi acido sensibili sono stati ottenuti penfionalizzazione con stearoyl-PEG-
poli(SDM) mentre i liposomi acido sensibili stabdati sono stati ottenuti per
funzionalizzazione con stearoyl-PEG-poly(SDM) e BE&psDSPE. Il processo di
funzionalizzazione € stato condotto mediante metogost-inserctionche prevede
I'aggiunta dei polimeri direttamente ai liposomagdormati a una temperatura di 45°C
sotto agitazione a 350 rpm per 1 ora. La soluzioadre di stearoyl-PEG-poly(SDM) é
stata preparata alla concentrazione di 20 mg/nmdcqua basificata per aggiunta di NH
fino a pH 8 mentre la soluzione madre di 20 mg/MLP&Gp00 psDSPE € stata
preparata in etanolo. Le soluzioni sono state geagse a 0°C fino al momento
dell'impiego. La funzionalizzazione con PEfw psDSPE € stata eseguita quotando
aggiungendo aliquote di polimero alla dispersiomeigbsomi lasciando evaporare
I'etanolo a 60°C per circa 3 ore. La sospensiopesbhmiale e stata quindi aggiunta e

mantenuta a 45°C sotto agitazione a 350 rpm pea.l o
Sono state preparate diverse formulazioni utilidwadifferenti rapporti molari tra i due
polimeri:
e Liposomi acido sensibili funzionalizzati con stea#®EG-poly(SDM) 6%
mol/mol 1 mL di sospensione liposomiale EPC/Chol 10 mg(0152 mmol
totali) & stata aggiunta di 154 pL di soluzione meadli stearoyl-PEG-

poly(SDM) (3.08 mg, 0.00092 mmol).

e Liposomi acido sensibili funzionalizzati con stea#®EG-poly(SDM) 6%

mol/mol stabilizzati con PE{gyo paDSPE 0.25% mol/moll mL di sospensione
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liposomiale EPC/Chol 10 mg/mL (0.0152 mmol tot&liytata addizionata di 77
puL di soluzione madre di stearoil-PEG-poli(SDM)54.mg, 0.00046 mmol) e
di 4 pL, 10 pL, 20 pL, 60 pL, 120 pL di soluzionadre di PEGy paDSPE
per ottenere concentrazioni pari a 0.1%, 0.25%%0.5.5% e 3% mol/mol
rispettivamente.

« Liposomi non acido sensibili funzionalizzati corasbyl-PEG-OH (Brij-708)
6% e PEGoo psDSPE 0.25% mol/mpll mL di sospensione liposomiale
EPC/Chol 10 mg/mL (0.0152 mmol totali) e stata adshata di 250uL di
soluzione madre ditearoyl-PEG-OH (Brij-708) (2.6 mg, 0.00052 mmol) e 10

pL di soluzione madre di PEgso paDSPE.

| liposomi ottenuti sono stati caratterizzati medéa analisi dimensionali con
Dynamic Light ScatteringDLS). Con la stessa metodica e stata valutasdalailita di

ciascuna formulazione nel tempo.

2.2.11 Studio di stabilita di liposomi acido seniili funzionalizzati con stearoil-

PEG-poli(SDM)

Sono state preparate diverse formulazioni liposbngacondo la metodica
riportata nel paragrafo precedente.
I film idrolipidici sono stati reidratati con diver tamponi per ottenere una
concentrazione finale di liposomi pari a 2 mg/mL.:
1. ammonio solfato 10mM e 250 mM pH 8,
2. ammonio fosfato 10 mM e 250 mM pH 8,
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3. tampone fosfato 10, 20 e 30 mM pH 7.6,
| liposomi sono stati funzionalizzati con stear®gG-poly(SDM) alla
concentrazione del 6% mol/mol. Le dimensioni dggosiomi sono state quindi

esaminate nel tempo attraverso misure di DLS.

2.2.12 Studio di stabilita di liposomi acido seniili stabilizzati con PEGsooo pa

DSPE.

| liposomi acido sensibili funzionalizzati con stei&PEG-poli(SDM) 6% mol/mol
sono stati aggiunti di concentrazioni crescentPBiGoo0 psDSPE corrispondenti allo
0.1%, 0.25%, 0.5%, 1.5% e 3% mol/mol secondo laodied descritta nel paragrafo
2.2.10alla concentrazione di 5 mg/mL in tampone fosf@dardM pH 7.8 e in tampone
ammonio fosfato 10 mM pH 8. Le soluzioni sono statendi diluite 1:5 nel rispettivo
tampone e i liposomi sono stati quindi funzionaizzcon stearoyl-PEG-poly(SDM)
alla concentrazione del 6% mol/mol. Le soluziom@atate suddivise in due aliquote
ciascuna e il pH della seconda aliquota é statasgaio a 6.5 mediante aggiunta di HCI
1M. | campioni sono stati mantenuti a temperatundiante e le dimensioni vescicolari

sono state determinate a tempi prestabiliti corotieaDLS

2.2.13 Cinetica di aggregazione pH dipendente dipbsomi acido sensibili

stearoyl-PEG-poly(SDM) 6%, PEG-DSPE 0.25%

Liposomi acido sensibili sono stati preparati selmota metodica descritta nel

paragrafo 2.2.10 utilizzando tampone fosfato 10 pHM7.8 come reidratante ottenendo
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una soluzione liposomiale alla concentrazione ehigIml. Volumidi ImLa 7.4,6.5e 6

sono stati analizzati nel tempo attraverso misorafdLS.

2.2.14 Studio di stabilita di liposomi acido sengili stearoyl-PEG-poly(SDM)

6%, PEG-DSPE 0.25% in RPMI e FBS.

Liposomi acido sensibili sono stati preparati selmofa metodica descritta nel
paragrafo 2.2.10. Sospensioni liposomiali alla emti@zione di 1 mg/mL sono state
preparate per diluizione in terreno RPMI addizionati tampone fosfato 10 mM
(concentrazione finale) a pH 7.4 o nel medesim@tare addizionato del 10% di FBS.

Volumi di ImL sono stati analizzati nel tempo atgeso misuraziondLS.

2.2.15 Studio di caricamento di liposomi con 5(&arbossifluoresceina

Una soluzione di 1mL di fosfatidilcolina/colestesdb mg/mL fosfatidilcolina e 1.2
mg/mL colesterolo, rapporto molare 1:0.5) in clorafio € stata posta in pallone di
vetro e il solvente organico e stato evaporatosatito a 40 °C. Il film idrolipidico e
stato quindi reidratato con una soluzione di 5@)possifluoresceina 1mg/ml in
tampone fosfato 10 mM pH 7.6 in modo da ottener@ dispersione liposomiale di 5
mg/mL. La sospensione e stata posta in agitazionezgrtex e quindi estrusa attraverso
membrana di policarbonato con cut-off 200 nm e eorega al riparo dalla luce. |
liposomi sono stati funzionalizzati con stearoyld?poly(SDM) 6% e PEG-DSPE
0.25% mol/mol mediante tecnigepst-inserction La soluzione e stata quindi trasferita

in membrana da dialisi con cut-off 12000 Da e didia in tampone fosfato 10 mM pH
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7.6 per 24 ore al riparo dalla ludea stessa procedura € stata eseguita anche per la
preparazione di liposomi funzionalizzati con stdaP&EG-OH 6% e PEG-DSPE 0.25%
mol/mol come riferimento. 500 uL di ciascuna foramibne liposomiale preparata sono
stati in seguito analizzati per valutarne la caggadi mantenere il caricamento di 5(6)-
carbossifluoresceina in presenza di proteine aegbsilO0 uL di soluzione sono stati
diluiti 1:10 in tampone fosfato 10 mM contenenté/dldi FBS e a tempi prestabiliti
sono stati centrifugati con Amicon spinning tfigeut-off 30000 Da) a 10000 rpm per 5
minuti. Il filtrato €& stato analizzato attravers@etiroscopia UV-Vis per la

quantificazione della carbossifluoresceina presente

2.2.16 Studio dieakage di 5(6)-carbossifluoresceina da liposomi acido ssifili

3 mL di liposomi acido sensibili funzionalizzatircstearoyl-PEG-poly(SDM) 6% e
PEG-DSPE 0.25% e 3 mL di liposomi non acido sehdinnzionalizzati con PEG-
DSPE 6.25% e caricati con 5(6)-carbossifluorescesmmo stati preparati alla
concentrazione di 5 mg/mL come riportato nel paafgR.2.15. Le soluzioni sono state
suddivise in due aliquote e il pH é stato correttd.4 e 6.5 mediante aggiunta di HCI.
Le dimensioni delle vescicole sono state quindedwsinate attravers®LS. A tempi
prestabiliti le soluzioni sono state centrifugaten cAmicon spinning tulSe (cut-off
30000 Da) a 10000 rpm per 5 minuti e il filtrato séato analizzato attraverso

spettroscopia UV-Vis per la quantificazione debabmssifluoresceina presente.
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2.2.17 Studio di rilascio di 5(6)-carbossifluoregina da liposomi acido sensibili

in condizioni sink

| liposomi acido sensibili funzionalizzati con st@d-PEG-poly(SDM) 6% e PEG-
DSPE 0.25% alla concentrazione di 5mg/ml sono gtaparati e caricati con 5(6)-
carbossifluoresceinaome riportato nel paragrafo 2.2.15. 1500 puL duzoine sono
stati posti in membrana da dialisi con limite dclasione molecolare di 14000 Da e
dializzati contro 2L di tampone fosfato 10 mM pH4.7Altri 1500 puL sono stati
prelevati e il pH é stato corretto a 6.5. 1400 whas stati posti nello stesso tipo di
membrana e dializzati contro 2L di tampone fosfElomM pH 6.5. La dialisi e stata
condotta a 37°C. A tempi prestabiliti sono staglgvati 50 puL di ciascun campione
dall'interno della membrana e analizzati all’UV-Viger la quantificazione della

carbossifluoresceina.

2.2.18 Studio di caricamento di liposomi con doxabicina

Una sospensione di liposomi funzionalizzati corasigl-PEG-poly(SDM) 6% e PEG-
DSPE 0.25% alla concentrazione di 5mg/ml in tampamenonio fosfato 10 mM pH 8,
e stata diluita 1:5 con una soluzione isotonicasddio cloruro in presenza di
doxorubicina @rug to lipid ratia 0.2:1). La soluzione é stata posta in termo m#aC

e 300 rpm per un’ora. La soluzione e stata quiedtrifugata a 2000 rpm per 5 minuti e
il surnatante & stato trattato con 60 mg di resirecambio ionico Dowé&x50-WX8
(Barenholz). Y. et al. 1992) precedentemente nedarma sodica per trattamento con

NaOH 1M e successivi lavaggi con sodio cloruro 3@ fimo a pH neutro. La soluzione
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e stata centrifugata e il surnatante e stato reatpe caratterizzato attraverso analisi
DLS e RP-HPLC per quantificarne il caricamento datmaco all'interno delle

vescicole.

2.2.19 Studio di rilascio di doxorubicina da liposmi acido sensibili in

condizioni sink

Liposomi acido sensibili stabilizzati contenenteaiil-PEG-poli(SDM) 6% e
PEG-DSPE 0.25% alla concentrazione di 5mg/ml saat caricati con doxorubicina
come riportato nel capitolo 2.2.18. 1500 pL di g@ne liposomiale sono stati posti in
membrana da dialisi con limite di esclusione di d8lMa e immersa in 40mL di
tampone fosfato 10 mM pH 7.4. Altri 1500 pL sonatisprelevati e il pH é stato
corretto a 6.5. 1400 pL sono stati posti nello ssiespo di membrana e immersa in
tampone fosfato 10 mM pH 6.5. Lo studio e statadotio a 37°C.

A tempi prestabiliti il tampone e stato completaiesostituito con la medesima
quantita di tampone fresco. Il tampone e statoizzab tal quale al fluorimetro per la

determinazione di doxorubicina secondo la metodjpatata.
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2.2.20 Caratterizzazione biologica in vitro

2.2.20.1 Coltivazione di cellule tumorali MCF-7

Le cellule tumorali sono state mantenute in coltseondo le modalita previste per
le colture in adesione, in terreno RPMI-1640 addiaio di antibiotico e antimicotico e
contenete il 10 % di siero bovino fetale (FBS) sptementato. Sono state mantenute in
incubatore 37° C e 5 % di GCPer lo splitting, in seguito alla rimozione detreno, le
cellule sono state dapprima lavate con tampone €889 free e staccate con una

soluzione 1x di tripsina in PBS Ca/Mg free.

2.2.20.2 Studio di citotossicitdn vitro di liposomi acido sensibile stearoil-

PEG-poli(SDM)

Cellule MCF-7 in terreno RPMI e 10 % di siero bavifetale (FBS) sono state
seminate in piastre da 96 pozzetti (1.Zx&6llule per pozzetto). Le piastre sono state
incubate a 37 °C per 24 ore. Il terreno e statacesgivamente rimosso e ad ogni
pozzetto sono stati aggiunti 2QQ di RPMI a pH 7.4 o 6.5 contenenti una dispersione
di liposomi funzionalizzati con stearoil-PEG-poliA8) 6% mol/mol e PEG-DSPE
0.25% mol/mol a concentrazioni scalari. Le cellsdao state incubate per 12 ore a 37
°C. Trascorso il tempo di contatto previsto, a @igspozzetto sono stati aggiunti 20
di una soluzione 5 mg/mL in PBS di 3-(4,5-dimetittdl-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
bromuro (MTT). Le piastre sono state incubate a®G7per 4 ore. Il terreno € stato

quindi rimosso e a ogni pozzetto sono stati aggROM uL. di DMSO e la piastra € stata
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mantenuta in agitazione fino a completa dissoluzidei cristalli. La percentuale di
vitalita cellulare e stata determinata misurandsdbrbanza dei campioni a 570 nm
attraverso sistema Microplate Autoreader. L’esperito € stato condotto secondo la
stessa metodica anche per liposomi funzionalizatiearoil-PEG-OH (Brij-7d%) 6%

mol/mol e PEG-DSPE 0.25%come riferimento.

2.2.20.3 Studio di uptake di liposomi su linea dalare MCF-7

Sono state seminate 5X1€ellule MCF-7 per pozzetto in piastre da 12 pdrzet
in terreno RPMI addizionato del 10 % di siero baviietale. Le piastre sono state
incubate a 37 °C e 5% GQ@er 24 ore. Il terreno € stato quindi rimossa;dlule sono
state lavate con PBS e incubate con una sospensiotiposomi funzionalizzati
stearoil-PEG-(poly)SDMl 6% mol/mol e PEG-DSPE 0.25% e stearoil-PEG-OH|-(B
700°) 6% mol/mol e PEG-DSPE 0.25% mol/mol marcati coluoresceina
difosfatidiletanolammina (FITC-DSPE) all'l % mol/in@ preparati secondo metodica
riportata con terreno RPMI contenente 10 mM didtsf pH 7.4 e 6.5. e incubate a 37
°C.

Dopo intervalli prefissati le cellule sono statede con PBS pH 7.4 e lisate con
soluzione di Triton X-100 0.1% v/v per mL per pottael lisati cellulari sono stati
sonicati per 20-30 minuti e analizzati mediantettspiuorimetria alla lunghezza
d’'onda di eccitazione di 494 nm e recuperando lsoréscenza associata alla
fluoresceina a 525 nm. L’intensita di fluorescenzar ciascun campione e stata
normalizzata per il numero di cellule presenti alugione sulla base di una retta di
taratura eseguita mediante B@st protein assagvedi paragrafo 2.2.4).
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2.2.20.4 Studio citofluorimetrico su cellule MCF-7incubate con liposomi

acido sensibili

Cellule MCF-7 in terreno RPMI e 10% di siero bovifetale (FBS) sono state
seminate in piastre da 12 pozzetti (5kxt@llule per pozzetto). Le piastre sono state
incubate a 37 °C per 24 ore. |l terreno e statoeskgivamente rimosso e i pozzetti lavati
con PBS sterile. A ogni pozzetto e stato aggiuntmll di RPMI a pH 7.4 o0 6.5
contenente 1mg/ml di liposomi formulati con stebRiG-poly(SDM) 6% mol/mol o
stearoil-PEG-OH (Brij-708) 6% mol/mol e PEG-DSPE 0.25% mol/mol. Le cellule
sono state incubate per 2 ore a 37 °C. Il terrestat® quindi rimosso e rimpiazzato con
2 mL di PBS a pH 7.4 e le cellule sono state stacpar trattamento con tripsina. La
sospensione cellulare é stata trasferita in eppérmdoentrifugata a 1000 rpm per 4
minuti. Il pellet & stato quindi lavato con PBS (pt#) e risospeso in 300L di
soluzione di paraformaldeide all'l % p/v. | campiaellulari sono stati quindi
analizzati mediante citofluorimetro FACScalibur.nBostate analizzate 10000 cellule

per ciascun campione.

2.2.20.5 Studio di microscopia confocale

L’analisi al microscopio confocale e stata esegsitecellule MCF-7 fatte crescere su
BD Falcon’ chamber slidesda 4 pozzetti. Sono state seminate Pxtéllule per
pozzetto in terreno RPMI addizionato del 10 % diaibovino fetale (FBS) e incubate a
37 °C per 24 ore. Il terreno e stato quindi rimoss® ogni pozzetto é stato aggiunto 1
mL di sospensione liposomiale di stearoil-PEG-@@B{) 6% mol/mol o stearoil-
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PEG-OH (Brij-708) 6% mol/mol e PEG-DSPE 0.25% mol/mol marcate con
fluoresceina-DSPE (1 % p/p) in RPMI a pH 7.4 o 6&mpioni sono stati incubati per
2 ore a 37 °C. Il terreno e stato quindi rimosg@yZzetti sono stati lavati delicatamente
con PBS a pH 7.4 e aggiunti di 200 pL di soluzidneodamina-DHPE 5ug/mL in PBS
e incubati a temperatura ambiente per 10 minutisdlazione é stata quindi rimossa e
le cellule sono state fissate per trattamento d@b |bL per pozzetto di soluzione di
paraformaldeide all’'l % p/v in PBS per trenta miraut4d °C. Dopo rimozione della
paraformaldeide, le cellule sono state delicatasméatate con PBS e aggiunte di 200
puL di Hoechst 33324 0.2ug/mL in acqua. Dopo 15 mnidincubazione a temperatura
ambiente la soluzione e stata rimossa e le caraesetto state smontate e coperte con
appositi vetrini fissati mediante Vectashield maogtmedium. | campioni sono stati

esaminati con microscopio confocale a un ingrandimdi 63 x.

2.2.20.6 Studio di biodistribuzione in vivo

Sono stati usati 4 topi BALB/c femmina infettatinctumore colon-retto del tipo CT-26.
Il tumore & stato impiantato mediante iniezionetosattanea di 1x10 cellule e
'esperimento €& stato condotto al 12° giorno daizione previa misurazione del
volume della massa tumorale. | liposomi sono gtadiparati secondo la metodica
riportata nel paragrafo 2.2.10 in tampone fosfalomiM, 5% glucosio a pH 7.5 alla
concentrazione di 10 mg/mL. Sono state preparatedaenti formulazioni:

AO: liposomi nudi (EPC/CHOL 1:0.5)

Al: liposomi pegylati non acido sensibili al 6.25%E&CHOL/PEG-DSPE)

A2: liposomi acido sensibili al 6% (EPC/CHOL/PEGSDM)
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A3: liposomi acido sensibili al 6% stabilizzati con EG-DSPE 0.25%
(EPC/CHOL/PEGSDM/PEG-DSPE)

Per ogni formulazione e stato preparato un volurag p 600 [JL. Ogni
campione e stato marcato mediante aggiunta di4.&li una soluzione 10 mg/mL di
1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindotricarpacine  lodide  (Invitrogen) in
metanolo per ottenere una concentrazione finalegp@rl % mol/mol. | campioni sono
stati mantenuti al riparo dalla luce. 200 uL dsensione liposomiale sono stati quindi
iniettati per via retro-orbitale nei topi previanmeranestetizzati con isoflurano. | topi
sono stati quindi analizzati a intervalli di tempiestabiliti mediante Caliper Xenogen
IVIS 200 (Perkin Elmer, Waltham, MA). Le lunghezd®nda di eccitazione e di

emissione utilizzate sono 745 nm e 800 nm rispatiente
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3-RISULTATI

3.1 Sintesi dell'unimero stearoil-PEG-(poli)SDM

3.1.1 Sintesi di sulfadimetossina metacrilata

La sulfadimetossina metacrilata e stata prepargiartre da sulfadimetossina
commerciale secondo un protocollo riportato inelettura (Naa K et al, 2004), con
alcune madifiche. Il gruppo metacrilico coniugatia sulfadimetossina é stato inserito

per ottenere un monomero che consente la polizeziane AGET-ATRP.

by

Il derivato metacrilico € stato ottenuto tramiteaziene di ammidazione al
gruppo anilinico disponibile della sulfadimetossoa liberazione di HCI. La reazione
e altamente esotermica e per tale motivo e statessario condurre la modifica in
bagno di ghiaccio per prevenire eventuali reaziahi carbonatazione. La
sulfadimetossina metacrilata risultante dalla r@@&ie poco solubile nell” ambiente di
reazione (pH acido) ed e stato quindi possibileassfa per semplice filtrazione della
miscela. Il prodotto e stato lavato con acqua @ijlin modo tale da eliminare I'NacCl
prodotto durante la reazione e successivamentéizitaito. La resa molare e risultata

essere del 91 %.

Gli spettri IR (KBr) della sulfadimetossina di pamza e del prodotto finale
riportati in Figura 30 e 31 mostrano le differerdegli stretching peculiari delle due

molecole.
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Figura 30: Spettro IR di sulfadimetossina

Lo spettro IR di Figura 30mostra la presenza dedlede caratteristiche tra 3400 e
3350 cnt* che corrispondono ai segnali dedimetchingdel C=0 dell’lammide derivante
dalla modifica con il gruppo metacriloil e assensllo spettro IR del reagente di
partenza riportato in Figura 31, e tra 880 e 860" @wmrrispondenti ai segnali dello

stretchingdel gruppo metacrilico.
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Figura 31: Spettro IR di sulfadimetossina metacrilata

Nello spettro'H-NMR di sulfadimetossina metacrilato eseguito iM$0-d;

riportato in Figura 32 sono visibili i segnali cteaistici di quetso rpodotto: ppm 11.51
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S [1H, -SQNHC-], ppm 10.17 s [1H, -CONC-], ppm 7.8&road s[4H, -H aromatici-
], ppm 5.94 s [1H, -B- anello eterociclico], ppm 5.8droad s [1H, -CCHH], ppm
5.58 broad s[1H, -CCHH], ppm 3.79 s [3H, -O8g3], ppm 3.76 s [3H, -O83], ppm

1.94 m [3H,H3CCCO-]. Gli inserti mostrano I'espansione dellotspenell'intervallo

ppm 12-10 e ppm 6.5-5.5.
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Figura 32 : spettro H-NMR di sulfadimetossina metacrilato in DMSQ@-d

Lo spettro di massa ESI-TOF di sulfadimetossinaaordato riportato in Figura 33
mostra i segnali m/z a 379.13 (M+#)) 186.97 (M+2Hj* e 401.12 (M+Na) che
corrispondono allo ione monoprotonato, diprotonatsodico rispettivamente e che

confermano per il prodotto ottenuto la massa atle8a8.10 Da.
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Figura 33 : spettro di massa ESI-TOF di sulfadimetossina migdaar

3.1.2 Sintesi del coniugato stearoil-PEG-NH

Il polimero anfifilico stearoil-PEG-NKEé stato ottenuto mediante una procedura
a tre step:

PEG-diammino € stato fatto reagire in ambiente ranidon stearoil cloruro
utilizzando un rapporto molare di 1:1 in modo cbéuno dei due gruppi amminici
fosse funzionalizzato con la catena alchilica. teamoil cloruro € un alogenuro acilico
altamente reattivo con l'acqua. Per questo moti@ordazione viene condotta in
ambiente anidro onde evitare la disattivazionectiebliro.

Il prodotto stearoil-PEG-NKHeé stato purificato per precipitazione in eterecin
eventuali tracce di stearoil cloruro che non hagitea risultano solubili. La
precipitazione in etere ha consentito di recupeia®3 % del materiale (p/p). Nello
spettro’H-NMR eseguito in DMSO+lriportato in Figura 34 sono visibili i segnali
caratteristici di stearoil-PEG-NtHppm 7.82 t [1H, -CONC-], ppm 7.45 s [2H, -NHK

1, ppm 3.5broad s[300H, -(OCH>CH>),-], ppm 2.03 t [2H, -NHCO#;], ppm 1.45
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broad s [2H, -NHCOCHCH,-], ppm 1.23s [28H, -CH»- catena alchilica], ppm 0.89 s

[3H, -CH3).
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Figura 34: spettro H-NMR di stearoil-PEG-NkKin DMSO-d;

Il saggio di Snyder, eseguito per la determinazideiegruppi amminici primari del
PEG, ha dimostrato che il 49% del polimero risaiteiugato con la catena alchilica
dell'acido stearico e che quindi il rapporto stede/PEG e di 1:1 mentre viene

mantenuto il secondo gruppo amminico disponibileilpgiccessivo step di reazione.

3.1.3 Sintesi di stearoil-PEG-NH-CO-C-(CH)-Br

L’unimero stearoil-PEG-NKEe stato acilato al gruppo amminico libero. A tate
stearoil-PEG-NHe stato fatto reagire con 2-bromoisobutirrilbromahe, in ambiente
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anidro, reagisce sul gruppo amminico libero del RI&G eliminazione di un atomo di

bromo e formazione di un legame ammidico. Il 2-bom@ubutirrilboromuro e

estremamente reattivo ed instabile in presenza&gliaa Per questo motivo lo stearoil-

PEG-NH derivante dal primo step di sintesi & stato suigit toluene e mantenuto a

riflusso per eliminare ogni traccia di umidita cesa prima di procedere

coniugazione riportata in questo capitolo.

con la

Il prodotto stearoil-PEG-NH-CO-C-(Ch-Br € stato purificato per precipitazione in

etere ottenendo una resa del 97 % p/p . Nello rep&tt-NMR eseguito in CDGI

riportato in Figura 35 sono visibili i segnali ctaegistici di stearoil-PEG-NH-CO-C-

(CH3).-Br: ppm 3.65 s [300H,(OCH>CH),-], ppm 1.96 s [6H, -C(83).Br], ppm 1.25

s[28H, -CH,- catena alchilica], ppm 0.88 s [3H,Hg].
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Figura 35: spettro H-NMR di stearoil-PEG-NH-CO-C-(Ch-Br in CDCL
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Sul prodotto stearoil-PEG-NH-CO-C-(G)#Br e stato eseguito il saggio di Snyder
per verificare la resa di modifica che € risultdéh 98% dei gruppi amminici del PEG.
Pertanto ogni catena di PEG é risultata essereidinaizzata con un gruppo

isobutirrilboromuro.

3.1.4 Polimerizzazione radicalica AGET-ATRP di sfhdimetossina metacrilata

su stearoil-PEG-NH-CO-C-(CH;)-Br

Tenuto conto della buona solubilita della sulfadimssina-metacrilato in ambiente
basico, la reazione di ATRP é stata condotta in &30 mM che garantisce una
completa dissoluzione del monomero (MatyjaszewskieKal, 2001). | reagenti
impiegati per la polimerizzazione sono presentosdo i rapporti molari 1:18:1:1:0.08
di stearoil-PEG-NH-CO-C-(CH.-Br/SDM/CuCL/TPMA/acido ascorbico. L’'unimero
ottenuto dalla polimerizzazione € stato purificatoediante cromatografia per
esclusione. Le caratteristiche della resina sé&ltano permesso di frazionare I'unimero
dalla sulfadimetossina-metacrilato che non ha teagi dal complesso metallico
CU'/TPMA, entrambi aventi basso peso molecolare risp#tpolimero. Lo spettrtH-
NMR eseguito in DMSO-riportato in Figura 36 ha evidenziato i segueegrsli
significativi del derivato stearoil-PEG-(poli))SDMpm 6.00 s [11H, -B- anello
piridinico], ppm 3.50 s [300H-(OCH.CH2),-], ppm 1.23s [28H, -CH,- catena

alchilica], ppm 0.85 s [3H, 483].
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Figura 36: spettro H NMR di stearoil-PEG-(poli)SDM in DMSOgd

Il segnale relativo al protone dell’anello piriméto e stato preso come riferimento
nella determinazione del grado di funzionalizzaeide! polimero stearoil-PEG-Br con
SDM rispetto al segnale dei protoni metilenici dG. Gli integrali dei segnali

mostrano che la catena polimerica di sulfadimet@ssicostituita da 11 monomeri.

3.2 Analisi turbidimetrica e determinazione pH di agregazione di stearoil-
PEG-(poli)SDM.

Studi precedenti hanno dimostrato che l'unimerarsié PEG-(poli)SDM € in
grado di associare in strutture micellari a pHolisgico. Le micelle hanno mostrato una
dimensione di 13 nm (Ravazzolo E., Salmaso S. 20A2)fine di valutare i
cambiamenti morfologici del materiale al diminublel pH, la soluzione micellare e
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stata sottoposta ad uno studio turbidimetrico. gfagazione pH-indotta dell’'unimero
stearoil-PEG-poli(SDM) in soluzione acquosa evidenain cambiamento pH
dipendente dello stato fisico del coniugato. Ilfpocturbidimetrico riportato in Figura
37 mostra le variazioni di diffrazione a 500 nm laellispersione dell’'unimero in
funzione della variazione di pH. Questi dati confano che in seguito a diminuzione
del pH i monomeri di sulfadimetossina vengono pmatg perdono la loro carica
negativa ed acquisiscono una maggiore idrofobmitd conseguente de-solvatazione e

aggregazione macroscopica del materiale fino agptazione.
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Figura 37: determinazione del punto di aggregazione di steREG(poli)SDM

Dal profilo turbidimetrico riportato in Figura 33i evince un brusco incremento
turbidimetrico dello stato di aggregazione a pH A@H 7.4 invece la soluzione risulta

perfettamente limpida.
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3.3 Studio di stabilita di liposomi acido sensihil funzionalizzati con

stearoil-PEG-poli(SDM)

Al fine di mettere a punto le condizioni ottimali preparazione dei liposomi
acido sensibili caricati con doxorubicina, e stewadotto uno studio preliminare in cui
liposomi sono stati preparati utilizzando diveesnponi per la re-idratazione ed é stato
quindi valutato il profilo dimensionale medinatealisi di Dynamic Light Scattering

(DLS) per determinarne la stabilita.

| risaltati riportati in Figura 38 mostrano che amponi adatti a formulare
liposomi stabili sono i tamponi fosfato 10 mM e 20, i quali permettono di ottenere
vescicole monodisperse rispettivamente di dimemnglod92 nm (Pl 0.220) e 254 nm
(Pl 0.235). Tuttavia il tampone ammonio solfato 260M pH 8, necessario al
caricamento del farmaco doxorubicina, non e risnltdatto alla preparazione di tale
formulazione in quanto si ottenevano delle sospemnsiolloidali estremamente instabili

che portavano alla formazione di macroaggregagnmpi molto brevi.
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Figura 38: profilo di stabilita di liposomi acido sensibgtearoil-PEG-poli(SDM) al 3%

mol/mol in diversi tamponi
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Poiché limpiego di un sale di ammonio € un redaisessenziale per il
caricamento di doxorubicina, e stato condotto umidis per valutare la possibilita di
formulare liposomi stabili intamponi a base diii@mmonio. | risultati riportati in
Figura 38 e 39 mostrano che il tampone ammoniafosi0 mM e risultato essere il
tampone adeguato alla preparazione di liposomi cacsgnsibili aventi buone

caratteristiche di stabilita in vitro..
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anmumonio fosfato anunoniofosfato ammonio solfato ammonio solfato
10mM 250mM 10mM 250 mM

Dimensioni (1un)

Figura 39: profilo di stabilita di liposomi acido sensibgtearoil-PEG-poli(SDM) 3%mol/mol in

tamponi a base di ioni ammonio.

Il profilo di stabilita riportato in Figura 40 ddiposomi ottenuti in tampone
ammonio fosfato 10 mM pH 8.0 mostrano che quesseigele sono stabili per almeno
3 ore mentre poi tendono a formare strutture diedisioni maggiori come conseguenza

di processi di aggregazione.
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Figura 40: cinetica di stabilita di liposomi acido sensilsitearoil-PEG-poli(SDM) 3% mol/mol

in tampone ammonio fosfato 10 mM pH 8.

3.4 Studio di stabilita di liposomi acido sensihilin presenza di concentrazioni

variabili di PEG 5000 paDSPE.

Con lo scopo di migliorare la stabilita di liposoatido sensibili funzionalizzati con
stearoil-PEG-poli(SDM) nel tampone ammonio fosfatb mM, é stato eseguito uno
studio di preparazione di liposomi contenenti PEGPE ed e stata analizzata la
variazione della dimensione delle vescicole nelpenQuesto studio é stato condotto al
fine di stabilire la composizione ottimale dei l§ooni ed in particolare il contenuto di
PEGooo kpsDSPE tale da garantire un buon compromesso tstalkilita fisica del
sistema e acido responsivita. Lo studio e stataletta a pH 7.4 e 6.5 per simulare
rispettivamente il pH del plasma e quello del cortgpmterstiziale del tumore.
| risultati riportati in Figura 41 mostrano che tampone a pH 7.4 i liposomi
funzionalizzati con stearoil-PEG-poli(SDM) alla cmmtrazione del 6% mol/mol e

contenenti concentrazioni maggiori dello 0.25% mol/ di PEG-DSPE mantengono
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nel tempo dimensioni costanti attorno ai 200 nm tneeriminuendo la concentrazione
di PEG-DSPE allo 0.1% mol/mol, le dimensioni deNescicole aumentano
sensibilmente da 216 nm a 524 nm. Le formulazi6rdi% ,1,5% e 0,5% in ambiente
acido a pH 6.5 (Figura 41B) non mOstrano una dativa variazione dimensionale pH
dipendentementre la formulazione allo 0,25% mol/melidenzia un progressivo
aumento delle dimensioni delle vescicole che pasda 200 nm a 535 nm in 24 ore. A
pH 6.5, la formulazione allo 0,1% non e stata abersita in quanto da origine alla
formazione di aggregati gia a pH fisiologico etaeto risulta inutile ai fini del
progetto.

Questi dati indicano innanzitutto che il polimeronumerciale PEG-DSPE
introdotto nella formulazione esercita un effettabdizzante sulla struttura vescicolare
dipendente dalla concentrazione. perché Questoapiimente dovuto al fatto che il

polimero € in grado di conferire proprietizzalth al sistema colloidale.
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Figura 41: cinetica di aggregazione di liposomi funzionalizzearoil-PEG-poli(SDM) in presenza di
concentrazioni crescenti di PEG-DSPE a pH 7.4 (P@ne 6.5 (Panel B)

| risultati ottenuti mostrano che la formulazionentenente 6% mol/mol di
stearoil-PEG-poli(SDM) e 0,25% di funzionalizzamo con PEGyoo kpaDSPE
possiede le caratteristiche ottimali per dispoireescicole stabili a pH fisiologico ma
in grado di rispondere alle variazioni di pH tipectiei tessuti tumorali.

La suddetta formulazione e stata quindi seleziorga proseguire nelle

successive fasi dello studio.
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Figura 42: istogramma di confronto della dimensione media 2#leore delle preparazioni liposomiali
alle diverse concentrazioni di PEG-DSPE in tampamenonio fosfato 10mM a pH &) e pH 6.5 &).
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3.5 Cinetica di aggregazione di liposomi acido ssibili stearoil-PEG-poli(SDM)

6%, PEG-DSPE 0.25%

Studi di analisilaser light scatteringsono stati condotti per determinare la
dimensione dei liposomi acido sensibili e la loesponsivita a variazioni di pH nel
tempo. La dimensione media dei liposomi e le rispeedistribuzioni dimensionali a pH

7.4, 6.5 e 6 registrate al tempo zero sono riassuantabella 3.

pH Diametro medio (nm)
7.4 183 +5.7
6.5 265 + 102
6.0 330 + 458

Tabella 3: diametro medio dei liposomi funzionalizzati cdaaasoil-PEG-poli(SDM) 6%, PEG-DSPE
0.25% a varpH.

La Figura 43 riporta il profilo dimensionale nefrtpo per i diversi valori di pH.

500
400
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Diametro medio ()

3
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Figura 43.. Profli dimensionale nel tempo di liposomi acigensibili funzionalizzati con stearoil-

PEG-poli(SDM) 6% mol/mol e PEG-DSPE 0,25% mol/m@ita6.0, 6.5 e 7.4.
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La sulfadimetossina € un gruppo acido con cari¢minega a pH neutro e che quindi
incide sulla carica superficiale dei nanosisterptatra 7.2 e 6.5. Considerando che |l
valore di pKa della sulfadimetossina € 6.21,. angidtro (pH 7.2) la superficie esterna
dei liposomi e principalmente ionizzata e la perdii carica per deionizzazione per
abbassamento del pH induce aggregazione. | risdkscritti in Figura 43 mostrano
infatti che a pH 6.5 le dimensioni micelle dei lgooni aumentano a 265 nm e a pH 6.0

I'aumento vescicole dimensionale delle vescicol@neéora maggiore (330 nm).

3.5 Studio di stabilita in RPMI e FBS

Gli studi di stabilita dei liposomi acido sensibilunzionalizzati con stearoil-PEG-
poli(SDM) 6% mol/mol e PEG-DSPE 0.25% mol/mol inrémo RPMI e in presenza di
proteine del siero, sono stati condotti monitorandbtempo la dimensione vescicolare
mediante DLS. Le Figure 44 e 45 mostrano che qeésemi vescicolari possiedono
caratteristiche tali da conferire loro stabili un#ona stabilita in entrambe le condizioni
di incubazione nel periodo di tempo sperimentalel ddso di incubazione in terreno
RPMI, i liposomi mantengono intatta la loro strudétyper almeno 24 ore mentre per 14

ore in presenza di proteine del siero.
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Figura 44: profilo di stabilita di liposomi acido sensibilifizionalizzati con stearoil-PEG-poli(SDM) 6%
e PEG-DSPE 0.25% in terreno RPMI pH 7.4.
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Figura 45: profilo di stabilita di liposomi acido sensibilifi@gionalizzati con stearoil-PEG-poli(SDM)
6% e PEG-DSPE 0.25% in tampone fosfato 10 mM ptaddizionato del 10% v/v di FBS.

3.6 Studio di permeabilita di 5(6)-carbossifluoresceina da liposai acido

sensibili

Studio di permeabilita dei liposomi pH sensibilinfionalizzati con stearoil-PEG-

poli(SDM) 6% mol/mol e PEG-DSPE 0.25% mol/mol étstaondotto utilizzando
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carbossifluoresceina, una molecola fluorescentesaubile per la quale e stata valutata
la capacita del sistema di mantenere inalterat@iico nel tempo. Lo studio € stato
condotto anche con liposomi non acido sensibilzfonalizzati con stearoil-PEG-OH
ed utilizzati come riferimento. La capacita di carnento del fluoroforo nei liposomi in
esame € stata quantificata spettrofotometricanehterisultata essere pari al 15% w/w.

E’ stata quindi determinata la quantita di 5-(6)boessifluoresceina rilasciata nel tempo.

Il risultato ottenuto, riportato nella Figura 4@néerma che il sistema liposomiale e
in grado di mantenere pressoché inalterato il poogarico nel tempo. Infatti, il rilascio
di 5-(6)-carbossifluoresceina a pH 7.4 e del 7,3%#0d24 ore di incubazione a 37°C per
entrambe le formulazioni liposomiali . A pH 6.5registra invece una perdita del carico
di carbossifluoresceina pari al 18,4% e 8.6% risg@nente per liposomi acido

sensibili e non acido sensibili.

Carbossifluoresceinarilasciata
(%0)

Tempo (h)

Figura 46: leakage di 5-(6)-carbossifluoresceina da liposfumzionalizzati con stearoil-PEG-(poli)SDM
6%, PEG-DSPE 0.25% a pH 74e pH 6.5 (riempimento tratteggiato) e liposomi ramido sensibili
funzionalizzati con Brij-700 6%, PEG-DSPE 0.25%+ah4m e pH 6.5a.
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Questi risultati mostrano che i liposomi caricaticdrbossifluoresceina sono
stabili nel tempo in quanto, nelle condizioni spentali adottate, la quantita di
fluoroforo rilasciato rimane costante in tutto €ardi tempo sperimentale.

Tuttavia, nello lo studio condotto in condizionnlsj la carbossifluoresceina
viene rilasciata in un tempo relativamente brevecara un profilo pH dipendente. Le
cinetiche di rilascio riportate in Figura 47 moswache a pH 6.5 il 60% di fluoroforo
incorporato nei liposomi viene rilasciato in cir8are mentre il rimanente 40% viene
rilasciato piu lentamente raggiungendo il rilascampleto in 25 ore. A pH 7.4 il
rilascio del fluoroforo invece € piu lento. Cirdatb% del caricato viene rilasciato in 4
ore mentre il rimanente viene rilasciato molto &nénte. Dopo 25 ore solo il 60% di

carbossifluorosceina caricata viene rilasciata.

Concentrazione CF (ug/ml)

30

Tempo (h)

Figura 47: profili di rilascio in condizioni sink di 5-(6)arbossifluoresceina da liposomi acido sensibili a
(0) pH 7.4; @) pH 6.5.

3.7 Determinazione dell’efficienza di caricamentadi doxorubicina in liposomi
stearoil-PEG-poli(SDM) 6%, PEG-DSPE 0.25% mol/mol
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Uno studio di caricamento di liposomi é stato cdatawlasando come farmaco modello
la doxorubicina. | liposomi contenenti 0,25% mollrdoPEG-DSPE. sono stati ottenuti
in tampone ammonio fosfato 10 mM a pH 8 ed il @riento con il farmaco e risultato

essere pari al 32% wiw .

| profili DLS riportati in Figura 48 mostrano lagiibuzione dimensionale della

preparazione prima e dopo il caricamento con ddxoia.
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Figura 48 : curve della distribuzione dimensionale di liposdurizionalizzati al 6% mol di stearoil-
PEG-poli(SDM) e 0,25% mol di PEG-DSPE vuoti (a siird) e caricati con doxorubina (a destra).
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Come si puo osservare dalle distribuzioni riportat€&igura 48, il caricamento
con doxorubicina porta ad un aumento della dimewsdei liposomi. Infatti, i liposomi
vuoti presentano dimensioni pari a 216 + 79 nm neergggiungono dimensioni pari a
356 nm dopo il caricamento con il farmaco.

3.8 Studio di rilascio di doxorubicina da liposomiacido sensibili in condizioni

sink

Lo studio di rilascio di doxorubicina é stato cotida 37 °C in tampone fosfato 10
mMapH7.4e6.5.
| profili di rilascio ai due pH riportati in Figurd9 mostrano che, a pH acido, si ha un
rilascio del 50 % del farmaco in circa 1 ora merdarggH 7.4 i liposomi risultano

relativamente piu stabili e raggiungono la stessagntuale di rilascio in 7 ore.
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Figura 49: profili di rilascio in condizioni sink di doxoritina da liposomi acido sensibili ¢)(pH 7.4;
(m) pH 6.5.
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3.9 Studio di citotossicitan vitro di liposomi acido sensibili

La citotossicita del sistema liposomiale in esamstata valutata sulla linea
cellulare MCF-7 del tumore mammario mediante MTTstteche quantifica
spettrotofometricamente i cristalli di formazanonhatisi nelle cellule vitali a partire dal

sale di tetrazolio (MTT) per attivita delle deides@si mitocondriali.

La tossicita e stata valutata dopo dodici ore ditatho a concentrazioni crescenti di
liposomi funzionalizzati con stearoil-PEG-poli(SDPM%, PEG-DSPE 0,25% (Figura
50) e liposomi funzionalizzati con stearoil-PEG-@%% e PEG-DSPE 0.25% come

formulazione di riferimento non acido sensibilegilifia 51)
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Figura 50: citotossicita di liposomi acido sensibili su lneellulare MCF-7 mediante test MTT a pH 7.4
(0); pH 6.5 @).
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Figura 51: citotossicita di liposomi non acido sensibilirderimento su linea cellulare MCF-7 mediante
test MTT a pH 7.40);pH 6.5 @).

| profili di citotossicita riportati in Figura 50 ostrano che i liposomi acido
sensibili hanno una buona biocompatibilita a pHii.dui la vitalita cellulare e del 98%
nel caso della massima concentrazione liposomiblelle stesse condizioni di
concentrazione a pH 6.5 la vitalita cellulare éi par80%, probabilmente a causa di
uptake cellulare maggiore promosso dall’'aggregazu dipendente.
| profili di citotossicita relativi ai liposomi noracido sensibili di riferimento
riportati in Figura 51 mostrano che in questo chsistema liposomiale non esercita
alcun effetto citotossico sulla linea cellularettatta ma al contrario ne promuove la

proliferazione.

3.10 Cinetica di associazione cellulare di liposarfunzionalizzati con stearoil-

PEG-poli(SDM) su cellule MCF-7

Allo scopo di determinare se i liposomi acido skitisiassociano con cellule

tumorali a diversi pH e se l'associazione ha unfilraempo-dipendente, cellule

115



tumorali MCF-7 sono state trattate per tempi défioon i liposomi caricati con
carbsossifluorosceinia e quindi lisate per recugerprobe fluorescente. | risultati
riportati in Figura 52 mostrano la fluorescenzaatigh associata alle cellule
normalizzate per milione di cellule.

La fluorescenza associata alle cellule trattatéla/ gt non aumenta al passare del
tempo e rimane bassa se confrontata ai campioloilaxéltrattati con i liposomi acido
sensibili a pH 6.5. A questo pH infatti la fluoresza associata alle cellule MCF-7 é fin
dalla prima ora superiore a quella misurata a pitrog+ 64 %) e tende ad aumentare
al passare del tempo di incubazione fino a cirealte rispetto a quella misurata a pH

7.4 allo stesso intervallo di tempo.
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Figura 52: cinetica di associazione cellulare di liposomifionalizzati con stearoil-PEG-(poli)SDM 6%,
PEG-DSPE 0.25% pH 7.4 e pH 6.5 (riempimento tratteggiato) e liposomi nacido sensibili
funzionalizzati con Brij-700 6%, PEG-DSPE 0.25%+agH 7.4m e pH 6.5a.

Lo studio e stato eseguito anche con liposomi noitdoasensibili come
riferimento. | dati riportati in figura 52 mostranmme l'intensita di fluorescenza
relativa dei campioni sia estremamente bassa deooteta con quella dei campioni di

stearoil-PEG-(poli)SDMPertanto i liposomi non funzionalizzati con la nualka acido
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sensibile non consentono il targeting specifico dahocarrier e di conseguenza
l'internalizzazione del sistema nella cellula. Ledlagle MCF-7 sono state trattate a pH
7.4 e 6.5 con liposomi acido sensibili marcati poabe fluorescente sono state anche
analizzate mediante “cell sorting”. Il trattamerian liposomi e stato eseguito per due
ore, tempo che consente un buon compromesso traalda cellulare ed un uptake

evidente. La Figura 53 mostra i risultati dell'asiatitofluorimetrica.
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Figura 53: profili citofluorimetrici di cellule trattate cotiposomi funzionalizzati con stearoil-PEG-
poli(SDM) (A) e con Brij-700 (B). In tratteggio profilo ottenuto a pH 7.4 mentre in grassetto ofjjo
ottenuto a pH 6.5.

La Figura 53A mostra come i liposomi funzionalizzabn stearoil-PEG-
poli(SDM) diano un notevole incremento di fluoresza associata alle cellule trattate a

pH 6.5 rispetto a quelle trattate a pH neutro.

La Figura 53B invece riporta il profilo citofluorietrico relativo a cellule trattate
con liposomi funzionalizzati con stearoil-PEG-OHri{B00) nel quale non si notano
significative differenze nell'intensita di fluoremtza ai due pH. Inoltre, in accordo con i
dati riportati precedentemente, l'associazione diposomi con le cellule é
estremamente bassa.
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La Figura 54 mostra graficamente le intensita ubbféscenza media nell’analisi
citofluorimetrica di cellule MCF-7 trattate con dipomi acido sensibili e liposomi di
riferimento funzionalizzati con Brij-700. Come siserva, i liposomi conteneti Brij non
producono un incremento della fluorescenza cekukirdue pH mentre nel caso dei
liposomi acido sensibili si ha un incremento dellaorescenza cellulare che é
significativamente maggiore quando le cellule sorambate con i liposomi a pH 6.5.
Questo risultato indica che le i liposomi acidosskiti interagiscono con le cellule in

modo acido-dipendente.
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Figura 54: intensita di fluorescenza media ottenuta per aincitiofluorimetrica di cellule MCF-7 trattate

con liposomi funzionalizzati con stearoil-PEG-p8I{M) e con Brij-700 a pH 7.4} € 6.5 @).

3.11 Analisi di microscopia confocale

Allo scopo di valutare se il probe fluorescente comi liposomi sono stati marcati
rimane associato alla membrana cellulare oppuretpemel citosol, le cellule MCF-7

sono state trattate per due ore con liposomi asesibili funzionalizzati con stearoil-
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PEG-poli(SDM) a pH 7.4 e 6.5 e quindi é stato cdtedono studio di microscopia
confocale.
Il direzionamento cellulare pH-indotto riportato Figura 55 mostra le immagini

cellulari dopo trattamento a pH 7.4 (pannello A9 gH 6.5 (pannello B).

A)

B)
Figura 55: immagini di cellule trattate con liposomi acidams#ili marcati con FITC-DSPE A) pH

6.5 e B) pH 7.4 osservate attraverso microscopifocale.

L’analisi di microscopia confocale rivela una sigrativa differenza nell’'uptake
cellulare dei liposomi acido sensibili ai due valdr pH considerati. A pH neutro
I'associazione risulta molto limitata mentre aunaedrasticamente a pH 6.5 dando
origine ad una fluorescenza diffusa in tutto il @amio citosolico in modo omogeneo
indicando che il fluoroforo viene rilasciato neloplasma mentre non rimane associato
ala membrana cellulare. Per confronto, I'analismétroscopio confocale di campioni
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cellulari non trattati non ha evidenziato alcunsofescenza associata alle cellule a pH

7.4 (Figura 56).

Figura 56: immagini di cellule MCF-7 non trattate a pH 7.4erssite attraverso microscopio confocale.

3.12 Studio di biodistribuzione

Lo studio di biodistribuzione eseguito per somninasone intravenosa a topi dei
sistemi liposomiali acido sensibilimarcati con NIR-dye (campioni A2 e A3) mostra
che questa formulazione ha un breve tempo di pegnznnel sangue e poco accumulo
a livello tumorale contrariamente a quanto osserpat la formulazione di riferimento
Al costituita da liposomi non acido sensibili PEBi{Figura 57).

Per quanto riguarda le formulazioni acido sensihilesame, si puo notare come vi
sia un immediato accumulo a livello epatico ed mmaima accumulazione nel tumore

dopo 6 ore
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Figura 57: biodistribuzione in vivo su topi BALB/c inoculation linea tumorale CT-26. A) front , B)
side e C) back.
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4-DISCUSSIONE

Il presente progetto di ricerca ha previsto lo stud lo sviluppo di un sistema
liposomiale “intelligente” per uso farmaceutico i composizione chimica ed
architettura é stata disegnata per consentireigpasta morfologica adeguata al variare
delle condizioni fisiopatologiche.

Il coniugato anfifilico acido sensibile sintetizaatche per associazione in ambiente
acquoso si organizza in strutture micellari, é itgigd da PEG coniugato ad una catena
lipidica mentre all’estremita libera del PEG é ataticcessivamente polimerizzata una
catena di poli-sulfadimetossina metacrilata. La posizione dell’'unimero e stata
progettata al fine di ottenere un efficace sistgraail delivery tumorale in grado di
rispondere a specifiche condizioni fisiopatologictiee sono peculiari del tessuto
tumorale.

E noto che 'ambiente interstiziale di un tessutmarale & debolmente acido rispetto al
pH fisiologico dei tessuti sani e del plasma e tjuésnomeno & dovuto a molteplici
fattori correlari all'intensa attivita metabolicalte cellule iperproliferanti.

Lo sviluppo di sistemi in grado di rispondere a baamenti microambientali di pH puo
costituire una buona strategia per garantire ivegy specifico di farmaci antitumorali.
Un nanocarrier dotato di adeguate dimensioni (iofera 200 nm) e in grado di
accumularsi nel sito tumorale in virtu della peardi morfologia dei capillari del tessuto
ma oltre a ci0 deve essere intrappolato in quelutes deve penetrare nelle cellule o
rilasciare il farmaco esclusivamente una volta tgiurel distretto colpito da patologia. E
per tale motivo che si progettano sistemi defiridi innesco” che risentono di

cambiamenti microambientali modificando le loro gmieta strutturali o superficiali o
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quelle biologiche. Sulla base di questi presupptiptbsomi sono stati funzionalizzati
con l'unimero acido sensibile a base di PEG comtensulfadimetossina che é stata
scelta per le sue caratteristiche chimico-fisichkepKa debolmente acido ma vicino al
pH fisiologico. Sulfadimetossina e stata polimeatzzper amplificare le sue proprieta

sulla superficie dei liposomi a cui € associata.

Come riportato in letteratura, la sulfadimetossperde la sua carica negativa per
protonazione dell'azoto appartenente al gruppoosaliidico in ambiente debolmente
acido (pH inferiore a 6.2), dando origine ad undemala neutra a carattere idrofobico.
Questo determina una diminuzione reversibile dalia solubilita in ambiente acquoso
favorendo cambiamenti morfologici e superficialii diposomi a cui € associata e,
presumibilmente, una loro aggregazione. Inoltredaca anionica che detiene a pH
fisiologico conferisce al nanocarrier propriettealth che favoriscono una maggiore

permanenza nel circolo sanguigno.

Per la sintesi del coniugato acido sensibile, o geelto un PEG-diammino (3.4 kDa),
polimero idrofilico che, per la presenza dei dugpgi amminici alle estremita, consente
di essere etero-bifunzionalizzato con la porziatrefobica alchilica ad un lato e puo
funzionare da iniziatore per la polimerizzazione dlilfadimetossina metacrilata
dall’'altro. Inoltre il PEG partecipa ad impartireoprieta stealth sulla superficie del

carrier ed e un polimero che garantisce elastidisdstema.

Lo stearoil cloruro é stato scelto poiché reagmomtamente con alcoli e ammine. Nel
caso della modifica del PEG-diammino, la reazionaailazione coinvolge un gruppo
amminico del PEG che, grazie al suo carattere pfilde ha azione elettron-donatrice
verso il gruppo carbonilico elettrofilo dell'agentacilante e questo consente la

formazione di un legame ammidico con cinetica dziene estremamente rapida. La

123



reazione di coniugazione, in virtu della estrenwttngta degli alogenuri acilici, & stata
eseguita in rapporto di equimolarita tra PEG-¢NH stearoil cloruro in modo tale che
uno solo dei due gruppi amminici fosse alchilatwltre la omobifunzionalita e stata
evitata aggiungendo piccole aliquote dello steartmturo ad una soluzione di PEG-
(NH,). diluita in solvente organico anidro. La reazionepeamesso quindi di ottenere
un derivato anfifilico NH-PEG-stearoil. Come confermato dall’analisi depetsro'H-
NMR, sono presenti i segnali della catena idrocachu(1.248 ppm), del suo metile
terminale (0.875 ppm) oltre a quello degli etosddi PEG (3.6 ppm). Sia I'analisi NMR
che i test spettroscopici hanno confermato chérddegjia sintetica adottata consente di

ottenere la mono-funzionalizzazione di PEG-g@NHon il gruppo stearico.

Nel secondo step sintetico, BHREG-stearoil € stato sottoposto ad una ulteriore
acilazione a livello del gruppo amminico rimastoelio. L’agente acilante usato e stato
il 2-bromo-isobutirrilboromuro, scelto per introdarrun gruppo funzionale alchil-
alogenuro che funzioni da iniziatore su cui farimerizzare la sulfadimetossina

metacrilata secondo la metodica AGET-ATRP.

Il coniugato ottenuto €& stato purificato per prdegione in etere che ha permesso di
rimuovere il 2-bromoisobutirrilbromuro in eccessme confermato dall’analisi NMR.
Lo spettro *H-NMR inoltre mostra i segnali relativi ai due niietilell'acido 2-
bromoisobutirrico coniugato al PEG (1.96 ppm) il cuegrale correla in rapporto 1:1

con la catena del PEG.

Il gruppo bromo-isobutirrico € stato utilizzato geslimerizzare per via radicalica la
sulfadimetossina. Per consentire la polimerizzagiola sulfadimetossina e stata
previamente trasformata in gruppo metacrilico pEazione con metacriloil cloruro.

L'identita chimica di metacriloil sulfadimetossina stata confermata mediante
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spettroscopia IR'H-NMR e ESI-TOF. L’analisi IR ha confermato la squamsa del

segnale dellammina aromatica in seguito a reazommemetacriloil cloruro.

L’analisi *H-NMR in DMSO-d; mostra la presenza dei segnali caratteristicpdeioni
del gruppo metacrilico: due segnali di singoletts.84 ppm e 5.58 ppm che integrano
per i due protoni del gruppo etilenico, un singoled 1.94 ppm che integra per i tre
protoni del gruppo metilenico introdotto nella $tna. Inoltre il segnale di doppietto di
doppietti dell'anello aromatico di-sostituito in gvione ‘para’ presente nello spettro
'H-NMR in DMSO-d; della sulfadimetossina commerciale si sposta @& @Bn come
singoletto che integra per 4 protoni. La moltepdiali singoletto & dovuta al fatto che
I'intorno magnetico delle due coppie di protoni l@delello € uguale quindi ai fini
dell'analisi risultano come quattro protoni identidnche lanalisi ESI-TOF ha
confermato che il derivato metacrilico ha una masdaea con la predizione. Tenuto
conto che la solubilita di metacriloil-sulfadimesosa in acqua € estremamente bassa,
nell'ordine di pochi pg/mL, mentre € elevata in a@enle basico, la polimerizzazione

mediante tecnica AGET-ATRP é stata condotta in antbibasico per NaOH.

La reazione di polimerizzazione AGET-ATRP richidddormazione di un intermedio
radicalico a livello del coniugato stearoil-PEG-NHD-C-(CH),-Br per intervento
dell’'attivatore metallico Cu(l) e complessato cbligando TPMA. Il rame € in grado di
strappare I'atomo di bromo legato all’estremita gelimero e I'unimero radicalico
stearoil-PEG-NH-CO-C-(Ck),* puod reagire con il doppio legame del gruppo
metacrilico della sulfadimetossina e dare origitla propagazione controllata della
catena polimerica. Il metallo, che ha azione dvaibre, viene aggiunto alla miscela di
reazione in forma ossidata e la polimerizzazioma@iinnescata mediante I'aggiunta di

acido ascorbico quale agente riducente. Questoentsaun controllo molto preciso
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delle fasi di polimerizzazione sia in termini dnetica di reazione che di grado di
polimerizzazione e permette di condurre la reazianehe in presenza di tracce di
ossigeno. Studi preliminari sono stati condotti yautare il miglior rapporto molare tra
antiossidante ed attivatore metallico e per indigi@ cosi le migliori condizioni di
reazione. In questo studio e stato utilizzato ypoato tra CuGle acido ascorbico di 1:

0.08 che consente di controllare adeguatameniadtiaa di reazione.

Il coniugato stearoil-PEG-poli(SDM) é stato purfio mediante cromatografia ad
esclusione molecolare in condizioni debolmentedbasiLa strategia di frazionamento
ha permesso di recuperare un prodotto estremampuate, come confermato
dallassenza di sulfadimetossina metacrilata nedlisi RP-HPLC condotta sul

coniugato purificato.

Il test allo iodio e I'analisi UV-Vis, effettuatigy valutare il rapporto molare esistente
tra PEG e sulfadimetossina nel coniugato stea@poli(SDM), hanno dimostrato

che la polimerizzazione ha permesso di ottenemeninato con undici sulfadimetossine
e quindi una resa di polimerizzazione molto eleateca 80 %). Data la complessita
strutturale dellunimero finale, la sua carattesizibne chimica si € basata
sullindividuazione nello spettréH-NMR dell’anello piridinico della sulfadimetossina
che risuona a 6.00 ppm mentre gli etossili del B&@o riconoscibili dal segnale a 3.5
ppm.

L’analisi turbidimetrica di una soluzione di ste&PEG-poli(SDM) ha rivelato che a

pH 7.02 si ha intorbidimento della soluzione calide dovuto evidentemente a
idrofobizzazione della catena polimerica di sulfaeiossina e conseguente
macroaggregazione. L’inizio dellaggregazione sirela bene col pH a cui tutte le
sulfadimetossine risultano protonate (pH 7.02)atto che una soluzione colloidale
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cambi il proprio stato fisico e dia origine ad aggati in seguito a cambiamenti di pH, &
una prova che il sistema risponde al variare del Pble risposta € da imputare
esclusivamente alla sulfadimetossina e in partieoklla deprotonazione del gruppo
solfonamidico. Questo effetto risulta inoltre arfipiito dalla presenza di numerose

unita disulfadimetossina polimerizzate su un baokbmetacrilico.

I liposomi sono stati formulati utilizzando fosfditcolina d’'uovo e colesterolo secondo
il rapporto molare 1:0.5. Il protocollo standardpdeparazionetliin layer rehydration

method permette di ottenere liposomi che rispondono iatteristiche richieste sia in
termini di concentrazione finale che di propriettnehsionali. La funzionalizzazione
con i polimeri avviene pepost- inserctionovvero il polimero viene introdotto nella
struttura gia formata ad una temperatura supeslaetemperatura di transizione della
fosfatidilcolina. In questo modo il bilayer risulf@u fluido favorendo l'inserimento

della catena idrofobica dei polimeri aggiunti.

Liposomi funzionalizzati con stearoil-PEG-poli(SDM) concentrazioni variabili di
PEG-DSPE in tampone ammonio fosfato a pH 8 mantemgel tempo dimensioni
costanti attorno ai 200 nm. Inoltre, diminuendoctacentrazione di PEG-DSPE da
0.25% mol allo 0.1% mol, a pH 8.0, si nota che Iemahsioni delle vescicole
aumentano sensibilmente. Questi dati indicano ipit@to che il polimero
commerciale PEG-DSPE esercita un effetto stabifiezasulla struttura vescicolare,
dovuto probabilmente all’incremento delle sue pietar stealth. Questo effetto risulta
essere dipendente dalla concentrazione del polinmerguanto la formulazione allo
0.1% mol manifesta un forte aumento delle dimensgietie vescicole nel tempo, indice
di scarsa stabilita del sistema.
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La formulazione scelta e costituita da liposomizionalizzati al 6% mol/mol con
stearoil-PEG-(poli)SDM e 0.25% PEG-DSPE. Tale fdamione e stata analizzata
attraverso la tecnica dinamic light scatteringhe ha evidenziato una marcata risposta
del sistema a variazioni di pH. Lo studio di cagatizazione ha dimostrato inoltre che
non vi € una cinetica di aggregazione ma che tiésia risponde in modo significativo

in ambienti con pH inferiori a 7.4.

| liposomi acido sensibili sono stati progettatr @ssere usati come sistema di drug
delivery sito specifico di farmaci antitumorali coproprieta biofarmaceutiche
inadeguate. In questo studio & stato scelto commeafao modello la doxorubicina. Il
farmaco e stato incorporato nei liposomi attravensa metodica che prevede I'utilizzo
di un gradiente di ioni ammonio. Per poter caricalgosomi acido sensibili con
doxorubicina, sono stati condotti vari studi permiassa a punto di una metodica di
caricamento in grado di sfruttare le proprieta jaatiche del farmaco e raggiungere
efficienze di caricamento elevate mantenendo atksse tempo lintegrita della
struttura vescicolare. Il protocollo di caricamemb@sso a punto nel presente lavoro
consente un significativo incremento della percaletudi caricamento rispetto il

caricamento passivo raggiungendo una percentuébading del del 32 % p/p.

| sistemi di drug delivery devono garantire ungd@ del farmaco caricato una volta
giunti nel distretto affetto da patologia. Per vate il profilo di disponibilita dei sistemi

prodotti in questo lavoro, i liposomi funzionalitzaon stearoil-PEG-poli(SDM) e

caricati con 5(6)-carbossifluoresceina e doxoruaigono stati sottoposti ad uno studio
di rilascio in condizioni sink garantite dal fatthie nel tampone di rilascio le due
molecole modello presentano un’ottima solubilita. dtudio e stato eseguito a due pH,
7.4 e 6.5, che mimano rispettivamente le condizimidlogiche del sangue e quelle
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dell’'ambiente interstiziale tumorale. Gli studirdaciohanno dimostarto che il farmaco
viene liberato secondo una cinetica di primo ordideentrambi i valori di pH. A pH
acido, doxorubicina e 5(6)carbossifluoresceina wvengrilasciate al 50 % in 1 ora. A
pH 7.4 il 50% di doxorubicina e 5(6)carbossiflumeisa viene rilasciato
rispettivamente in 7 e 3 ore. Questo dimostra cofippsomi siano sufficientemente
stabili da poter circolare nel torrente sanguigeo @icune ore senza perdere il loro
carico. Allo stesso tempo comunque, una volta actatisi nel tessuto bersaglio in
virtu della loro acido sensibilita, i liposomi pos® rilasciare il loro contenuto in modo
che svolga la sua azione terapeutica. Uno studsgué® in condizioni non sink
utilizzando liposomi caricati con 5(6)carbossiflesceina ha evidenziato come a pH
acido i liposomi aggreghino e sedimentino e con gssga trattenuto anche la
carbossifluoresceina all'interno dei macroaggregatio puo favorire I'interazione con

le cellule tumorali e stimolarne l'uptake.

Mediante studi di fluorescenza su lisati cellulati, citofluorimetria e microscopia
confocale e stato possibile determinare se le tesistiche di acido sensibilita
conferiscono ai liposomi formulati la proprietaatisere internalizzati selettivamente in
cellule tumorali a seconda delllambiente in cutrevano e piu specificamente a pH

debolmente acido.

Come modello biologico sono state utilizzate cellMCF-7 incubate con liposomi
acido sensibili marcati con fluoresceina-DSPE. dedizioni di pH sono state scelte per
mimare le condizioni fisiologiche e tumorali a pHl & 6.5 rispettivamente. Gli studi
condotti sul lisato cellulare di cellule MCF-7 tate a pH neutro hanno evidenziato una
lieve internalizzazione cellulare che risulta coopua di gran lunga inferiore rispetto a

quella misurata a pH 6.5. Cio sta ad indicare clie t cambiamenti morfologici,
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dimensionali, I'aggregazione e la sedimentaziorgisteti a pH acido promuovono
l'uptake cellulare e che questo evento € tempo ndipete e non saturabile
nell'intervallo di tempo analizzato. E plausibileecla risposta dei liposomi a pH 6.5 sia
la principale causa di interazione tra il carrieteecellule. Questo comportamento
promuove quindi I'endocitosi da parte delle cellel@ € del tutto assente quando le
cellule sono trattate con liposomi non acido sehdimzionalizzati con PEG-DSPE il

cui comportamento biologico in vitro non e dettdéoalcuno stimolo specifico.

L’analisi di fluorescenza associata a ciascunaileeihtegra e fissata con p-formaldeide
e stata condotta su cellule MCF-7 incubate pere2con i liposomi marcati con probe
fluorescente. Questo tempo di incubazione e stamsiderato adeguato per consentire
'uptake cellulare alle differenti condizioni di phdottate nellesperimento. L’analisi
FACS ha dimostrato che l'uptake di liposomi acidensbili funzionalizzati con
stearoil-PEG-poli(SDM) é circa quattro volte supegia pH 6.5 rispetto a pH neutro, a
conferma della loro buona capacita di risponddiamabiente acido circostante. Anche
guesta analisi ha confermato che i liposomi furaii@azati con PEG-DSPE non
interagiscono sostanzialmente con le cellule irsmea condizione di pH manifestando

buone capacitatealth

Al fine di valutare se i liposomi acido sensibilidsspongono sulla superficie cellulare o
consentono la disposizione intracellulare del protxe cui sono caricati 0 se ancora Si
possa evidenziare un certo “trafficking” nel comparitosolico e stato condotto uno
studio di microscopia confocale su cellule MCF-¥isultati mostrano che i liposomi

incubati a pH acido penetrano in toto o consentmraunque la liberazione del probe
all'interno del citosol, fatto indispensabile afftre i farmaci antitumorali abbiano un
effetto biologico sulle cellule iperproliferanti.| Aontrario, come atteso in base ai
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risultati precedenti, i liposomi penetrano scarsam@elle cellule per incubazione a pH

neutro.

Parallelamente, la stessa analisi effettuata gmsdimi a base di PEG-DSPE ha rivelato
la scarsa efficienza nel penetrare la membranallasd, in accordo con gli studi

precedenti e con il razionale dello studio.

La biocompatibilita del sistema liposomiale e stadutata incubando cellule MCF-7
con concentrazioni crescenti di liposomi acido gelger 12 ore. La vitalita cellulare
e stata espressa in percentuale comparata ad tmltmnon trattato. | risultati ottenuti
mostrano che il materiale sintetizzato non esergitan effetto tossico sulle cellule

trattate a tutte le concentrazioni testate.

La caratterizzazione biologica si € conclusa covalatazione della biodistribuzione
vivo sutumor- bearing miceLo scopo dell’esperimento e stato di valutaredpacita

del carrier di accumularsi a livello tumoratevivo e negli altri organi.

Dai risultati ottenuti, si puo stabilire come laova formulazione acido sensibile abbia
una scarsa capacita di accumulo tumorale come enegenzia la formulazione di
riferimento. Tuttavia, il risultato ottenuto perdampione di riferimento Al € in linea
con quanto riportato in letteratura per liposomiGHati. Infatti la PEGilazione e un
ottimo metodo per prolungare la circolazione di fjuesistemi in seguito alla
somministrazione e ne favorisce I'accumulo nel teemsfruttando l'effetto EPR (A.
Gabizon, 2012). Per quanto riguarda le formulaziacido sensibili, non vi € un
significativo accumulo a livello del tumore menseha un forte accumulo a livello
epatico. Come sviluppo futuro, € possibile quindglirare questa formulazione
incrementando la concentrazione di polimero statainte PEG-DSPE per aumentare le

proprieta stealth e di accumulo intratumorale dieltenulazione.
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5-CONCLUSIONI

| risultati di questo lavoro hanno dimostrato cheo&sibile mettere a punto una
metodica di sintesi affidabile e riproducibile geodurre un coniugato anfifilico acido
sensibile da impiegare nella preparazione di lipusa cui si intende conferire capacita
responsiva a variazioni di pH. Lewitch dei gruppi solfonamidici della catena acido
sensibile, che dalla forma anionica passano adamnaa neutra, avviene quando il pH
diminuisce da 7.4 a 6.5.

| liposomi assemblati includendo nella strutturde t@oniugato, cambiano
effettivamente le loro proprieta fisiche a pH debehte acido mostrando un evidente
grado di aggregazione che promuove selettivamemptake da parte di un modello
cellulare trattato a pH 6.5.

L'unimero anfifilico  stearoil-PEG-poli(SDM) €& stato chimicamente
caratterizzato con successo e sono state deteamidahtita e purezza attraverso
adeguate metodiche analitiche.

Dai risultati ottenuti & stato quindi possibileesttre un sistema liposomiale che
presenta delle buone caratteristiche di acido respiba in vitro e di stabilita chimico-
fisica. Infatti & stato evidenziato che il carrresenta una buona stabilita in presenza
delle proteine del siero e questo lo rende adalttiona possibile applicazione in vivo.

E stato inoltre possibile caricare con successfaumaco antitumorale grazie ad
una formulazione in grado di rispondere efficacetmetle variazioni di pH tipiche del
microambiente interstiziale della neoplasia. Queioomeno favorisce I'uptake
cellulare come confermato da studi di microscomafacale, citometria a flusso e

spettroscopia di fluorescenza.
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Tuttavia lo studio di biodistribuzione in vivo haiéenziato che la formulazione acido
sensibile non presenta un significativo accumuliwedlo del tumore mentre si nota un
segnale forte a livello epatico. Una prospettivaurfa € quella di migliorare la
formulazione incrementando la concentrazione dnpero stabilizzante PEG-DSPE per
incrementare le proprieta stealth della formulagiam favorire quindi I'accumulo

intratumorale.
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