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1.RIASSUNTO

Lo scopo di questo lavoro di tesi e stato lo siudii vari sistemi colloidali
supramolecolari per la veicolazione di farmaci tamtiorali in grado di migliorare le
caratteristiche biofarmaceutiche, stabilita e siitab e terapeutiche permettendo ad
un rilascio controllato e mirato del farmaco abdgii azione. Per raggiungere questo
obiettivo, sono stati progettati alcuni sistemi rsupolecolati ottenibili attraverso
tecniche di bioconiugazione di funzioni molecolaon diverse proprieta chimico-
fisiche e biofarmaceutiche con una struttura a ldapellulano.

Sistemi colloidali sono stati quindi sviluppatager I'intrappolamento fisico
che per la bioconiugazione al farmaco della strattsupramolecolare. Per
I'intrappolamento fisico di farmaci sono stati sitirzati polimeri anfifilici in grado
di autostrutturarsi in ambiente acquoso per fornstretture di tipo micellare. Per
ottenere bioconiugati farmaci-polimero sono investate messe a punto alcune
metodiche di bioconiugazione in grado di consentirgilascio del farmaco in
particolari condizioni microambientali.

Strutture autoassemblanti sono state ottenute amexiderivatizzazione del
pullulano con acido [Bcolanico (dominio idrofobico) e ammino PEG (domini
idrofilico). Sono stati studiati vari protocolli dintesi in modo da ottenere polimeri
con definite caratteristiche farmaceutiche. | bioagati ottenuti sono stati
caratterizzati mediante anali$H-NMR e UV-Vis per valutare la composizione
chimica. Si sono quindi condotti studi fluorimetrper calcolare la concentrazione
micellare critica,Light ScatteringDinamico per determinare le dimensioni micellari
e infine studi biofarmaceutici impiegando il paakel come farmaco modello e un
farmaco a base di oro (lll) [([ESDT)AuBr Studi di attivita antitumorale sono stati
condotti mediante test cellulari. Parallelament@osstate studiate le proprieta
biofarmaceutiche e di attivita cellulare di formuitani del complesso dell'oro
[(ESDT)AuBr;] con [-ciclodestrine, 2-idrossipropp-ciclodestrine e metiB-
ciclodestrine. Studiin vivo sono stati infine condotti per valutare il profilo

farmacocinetico delle formulazioni.
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Per quanto riguarda invece la bioconiugazione danéa&i al pullulano sono
stati sviluppati due prodotti per il direzionamemassivo e per il direzionamento
attivo al tessuto tumorale. Infatti, grazie all&tb EPR ¢nhanced permeability and
retentior), sistemi colloidali tendono ad accumularsi prefialmente nei tessuti
tumorali. L’inserimento di funzioni direzionanti eeente invece il riconoscimento di
strutture espresse dalle cellule tumorali e quimdaccumulo attivo.

Lo studio é stato condotto impiegando doxorubicome farmaco modello.
Il pullulano é stato dapprima funzionalizzato peserire nelbackbonepolimerico
folico funzioni tioliche e amminiche. L’acido folice stato coniugato alle funzioni
amminiche per ottenere un sistertexgeting Ai gruppi tiolici dei residui di
cisteamina € stata invece legata la doxorubiciamite uno spaziatore idrazonico
che si idrolizza a pH debolmente acido ed e quimdjrado di rilasciare il farmaco.
Studi spettrometrici e cromatografici sono statinamtti per caratterizzare |l
bioconiugato dal punto di vista chimico-fisico. tata quindi studiata la cinetica di
idrolisi a pH 5.5 e a pH fisiologico (7.4) in tammoe in plasma, per verificare se il
sistema fosse in grado di rilasciare il farmacoiwellb plasmatico o invece
selettivamente negli endosomi. Studi con coltutiileei sia tumorali che endoteliali
hanno permesso di valutare il potenziale terapeudiel bioconiugato e la sua
capacita di entrare selettivamente in cellule espnti il recettore per I'acido folico.

Infine e stato valutato il profilo farmacocineticotopi Balb/C.
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2.ABSTRACT

The present work was aimed at developing novebwectorial systems for
the controlled and selective anticancer drugs seleaColloidal carriers were
designed to improve the biopharmaceutical and geeriéc properties of anticancer
drugs, in which the drug is chemically or physigahtrapped. Two different drug
delivery systems with specific chemico-physical relcteristics for physical or
chemical drug conjugation were designed.

In the first part of the project an amphiphilicafir copolymer based on
pullulan backbone was synthesized. Hydrophobic hydrophilic domains were
introduced along the polysaccharide backbone tt \gelf-assembling structure in
aqueous buffer, suitable for the delivery of antaex drugs. The conjugates were
obtained by reductive amination of oxidized puliulavith 3-cholanic acid
(hydrophobic domain) and PEG (hydrophilic domaif)e reaction conditions were
properly set up to obtain polymers with differehtaacteristics. The polymers were
characterized by chromatographic and spectromearnalysis to evaluate the
chemico-physical properties of the new derivatij@smposition, CMC, size). The
drug carrier properties where investigated by ugaglitaxel, and [(ESDT)AuB},
as drug models. A comparative study was carriedgdiormulating [([ESDT)AuB4]
with B-cyclodextrin, 2-HydroxylpropyB-cyclodextrin and methyB-ciclodestrin.
The obtained colloidal carriers loaded with the ahelrug were evaluated both
vitro andin vivofor the cytotoxicity and pharmacokinetic behavior.

The second part of the project was aimed at deeéliog polymeric prodrugs
for the active and passive cancer targeting whixplot EPR effect ¢nhanced
permeability and retentign The recognition properties bestowed by the targe
moiety. Pullulan has been used as backbone fdsidu®njugation of doxorubicin as
model drug and folic acid for tumour cell targetingplecule. Doxorubicin was
grafted via acid sensitive hydrazone bond, that dease the free drug in the
peculiar physio-pathologic conditions of the tumdie targeting agent was
conjugated through a PEG spacer. PEG was graftgdidoantee either the carrier

solubility or to allow for folic acid recognitionfdolic acid receptor overexpressing
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tumour cells. The release of doxorubicin from tlodymeric prodrug was evaluated
in physiologic condition (PBS pH 7.4 and plasmaj anacetate buffer pH 5,5.

In vitro studies on cancer and endothelial cells demomestnatt the polymer is able
to guarantee the intracellular drug release. ihavo properties were evaluated with
pharmacokinetic studies.
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3. INTRODUZIONE

La scienza dedlrug deliverysi occupa dello sviluppo di sistemi di veicolazon
di farmaci secondo cinetiche predefinite in un sfecifico dell'organismo, sito
target, per ottimizzare la performance e l'effettwapeutico. A tale scopo negli
ultimi anni sono stati sviluppati vari sistemi sagrolecolari, definiti polymer
therapeutics o “nanomedicin€s ottenuti per coniugazione chimica o assemblaggio
fisico di molecole biologicamente attive con macotecole polimeriche e altre
molecole funzionali in grado di fornire alla sttt specifiche caratteristiche
chimico-fisiche e biofarmaceutiche. La componenwinperica rappresenta la
struttura base a cui vengono ancorate tutte leidanmolecolari che definiscono il
carrier ed eventualmente il farmaco. Pertanto per la pegpane di bioconiugati
polimerici il polimero deve possedere alcuni requisli base quali: essere
biocompatibile, solubile, facilmente eliminabile lldaganismo, multifunzionale.
L’impiego di bioconiugati polimerici nell’ambito delrug deliveryha aperto nuove
prospettive terapeutiche per molte patologie. Irtipalare tali sistemi sono
ampiamente studiati nella terapia antitumoralegumnto consentono di superare
molti problemi legati allimpiego della maggior pardei farmaci chemioterapici i
quali spesso mostrano un’azione poco selettivadmyén modo aspecifico a livello
di tutti i tessuti, causando effetti collaterali lbwogravi, sono poco solubili, poco
stabili, e presentano un inadatto profilo farmagetico (Miller, K., 2008).

Le peculiarita strutturali dell’endotelio vascolate caratteristiche condizioni
microambientali (pH, temperatura, potenziale redo)corredo enzimatico) e la
sovraespressione di specifici recettori sono canatiche definite dei tessuti tumorali
€ vengono successo per questo studiati per loppoli nuove per tecniche di
targeting passivo ed attivo del farmaco. Per questi moistesi didrug delivery
polimerici, bioconiugati o assemblati fisici, standiventando sempre piu importanti

nella terapia antitumorale.
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3.1 LA TERAPIA ANTITUMORALE

Per “tumore” o “neoplasia” si intende la prolifei@ze incontrollata di un
tessuto a seguito di mutazioni a carico di genfindeoncogeni, che controllano la
crescita cellulare (geni per fattori di crescitaredativi recettori, per trasduttori
intracellulari, per fattori di trascrizione nuclearQuando le mutazioni diventano piu
consistenti, le cellule possono assumere la capdcilegradare la lamina basale, di
eludere la sorveglianza del sistema immunitario grehdere contatto con cellule di
diversi tessuti. Il tumore diventa quindi invasieopuo diffondere, attraverso il
sistema linfatico e circolatorio, anche lontano d@#lo di insorgenza. Questo
processo, definito come metastasi tumorale, deterihai “malignita” del tumore.

Dopo le malattie cardiovascolari, il cancro rappreéa la seconda causa di
morte nei paesi industrializzati, e per questo woosi stanno concentrando molti
sforzi nella ricerca per lo sviluppo di efficacrapie antitumorali.

La maggior parte degli agenti terapeutici scopeutiante i primi vent'anni
della ricerca chemioterapica sono farmaci altameintossici, la cui azione mirata
direttamente a danneggiare il DNA o a inibire Igpldiazione cellulare provocando
la morte non selettiva sia delle cellule tumor#i delle cellule normali in fase di
replicazione. La mancanza di specificita d’azioeeahemioterapici e alla base della
loro considerevole tossicita che ne limita il lamgiego nella terapia antitumorale.

Solo recentemente si e iniziato ad applicare leosoenze riguardanti le
alterazioni a carico di oncogeni e geni oncosomme® quelle relative ai processi di
trasduzione del segnale intracellulare, per larthag la prognosi e soprattutto per un
trattamento mirato delle neoplasie. L'approcciapeutico moderno prevede:

* Ladistruzione delle cellule mediante radiazioni

» L'utilizzo di sostanze citotossiche, spesso in aeisswone tra loro

» Potenziamento delle difese immunitarie del pazierfterapia
adiuvante)

* Rimozione chirurgica del tessuto canceroso

» Terapia genica

* Prevenzione farmacologica della metastatizzaziored timore
primario (antiangiogenetici)

¢ Ormoni
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In linea di massima si pud dire che la radioterapiatile nel caso di tumori
localizzati e la sua efficacia pud essere aumerdasaciandola a farmaci radio
sensibilizzanti. La chemioterapia, grazie alla sz@éne sistemica, € piu indicata
invece nel caso di tumori in fase metastatica. liverde metodiche possono
comunque essere combinate tra loro, sviluppandb varge strategie terapeutiche
quali:

 TERAPIA ADIUVANTE (trattamento postoperatorio): nedso di
tumori solidi localizzati. Generalmente si procetten l'asportazione
chirurgica della massa tumorale, seguita da chemgipta e radioterapia,
per eliminare eventuali micrometastasi ed evitanedj recidive.

» TERAPIA NEOADIUVANTE (trattamento preoperatorio)uéle
diminuire il volume del tumore per favorire i suss®i interventi di
radioterapia o chirurgia, che sono in genere nacegsr tumori solidi, in
quanto gli agenti chemioterapici spesso non riesamaggiungerne |l

cuore.

La chemioterapia pud essere mirata alla comples@igjone del paziente o a
prolungarne la vita o alleviare i sintomi. L'evoloae della terapia antitumorale
negli ultimi quarant’anni e progredita rapidamemqassando da agenti alchilanti ed
antimetaboliti a prodotti naturali e piu di receatéerapie genetiche, vaccini ed altri
farmaci che agiscono sul sistema immunitario. Quést consentito di compiere
notevoli progressi, soprattutto nella cura di nas@ maligne e fatali come il
carcinoma testicolare, il linfoma, in particolaréinfoma di Hodgkin, e le leucemie.
Tuttavia la remissione del tumore rimane in molésic difficile da ottenere,
soprattutto nel caso di neoplasie solide comelg@etolon, prostata, mammella e
polmone, che sono oggi le piu diffuse. Lo svilupbauovi sistemi terapeutici Si
articola in quattro direzioni:

1. la chimica combinatoriale e lo screening di @osé, per sviluppare
molecole, naturali o semisintetiche, ad attivitdi@noliferativa e a basso peso
molecolare (Hill, B.T.,1996);
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2. utilizzo di metodologie di biochimica e biologianolecolare per
identificazione di nuovi bersagli per la chemiopsa come recettori, antigeni,
fattori angiogenetici e mediatori chimici (LundbeigS, 1999);

3.sviluppo di terapie geniche e nucleotidi antisef®&andu, J.S., 1997);

4.sviluppo di sistemi di direzionamento e rilasdi farmaco per rendere la
terapia piu selettiva nei confronti del tumore.

Le categorie di chemioterapici attualmente in comuieo in via di sviluppo
comprendono inibitori della replicazione cellulaalella sintesi del DNAcfoss-
linkanti, alchilanti, DNA-intercalanti, antimetaboliti e gmursori), inibitori delle
topoisomerasi e antibiotici-antitumorali, sostastabilizzanti o destabilizzanti per i
microtubuli, inibitori enzimatici, antagonisti reteriali. Alcuni nuovi farmaci non
interferiscono direttamente con il DNA, tra quesagienti troviamo gli anticorpi
monoclonali e gli inibitori delle tirosinchinasi [€&vec) che mirano a colpire target
specifici presenti su alcuni tipi di cellule tumlbraAltri farmaci modulano le
caratteristiche delle cellule tumorali senza atidec direttamente, all'interno di

questa categoria di adiuvanti ricadono gli ormoni.

3.1.1 Limiti della chemioterapia

Il problema principale della chemioterapia € chenkggior parte dei farmaci
antitumorali entra in modo aspecifico in tutti pitidi cellule, sia sane che malate,
determinando gravi effetti collaterali che spessesano un drastico peggioramento
della vita del paziente e nei casi piu gravi anlehenorte. La tossicita specifica di
farmaci antitumorali € legata alla mancanza didaspecifici delle cellule tumorali.
Se e infatti relativamente semplice sviluppare otib#tico, in quanto e possibile
sfruttare una tossicita selettivamente diretta rcomellule procariotiche, che si
differenziano da quelle eucariotiche per numerosceanismi biochimici, trovare
una molecola che sia selettivamente tossica peellele tumorali € molto piu
difficile, perché in esse hanno luogo essenzialmgiitstessi eventi biologici delle
cellule sane e le differenze nei meccanismi bioatiim molecolari sono minime
(Maeda, H., 2009). Di conseguenza la diffusionefdehaco in diversi organi puo

causare danni cellulari e tissutali.

10
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Le cellule normali piu colpite dai farmaci antiturath sono quelle in rapida
proliferazione, come quelle dei bulbi piliferi, iofpuli rossi, i globuli bianchi e le
cellule dell’epitelio intestinale. Gli effetti caiterali che si manifestano piu
frequentemente sono ricollegabili all'azione ciatigta sulle cellule del midollo
0Sseo e sono mielosoppressione, leucopenia, neaiegdrombocitopenia, anemia
e danni a carico del sistema immunitario, con agmoee del paziente a patologie
indotte da microorganismi. Si possono poi presentiégerazioni delle mucose della
bocca e dell'intestino con predisposizione a sbptierica del tratto intestinale (in
caso di immunosoppressione); fibrosi polmonare;lustene venosa del fegato;
neurotossicita e ototossicita; alopecia; nauseamiteo diarrea o costipazione;
cardiotossicita, epatotossicita e nefrotossicitassBno verificarsi anche eritemi,
perdita dell’appetito con conseguenti malnutriziengiminuzione di peso. In alcuni
casi si ha anche perdita di memoria e senso dguegt disidratazione o ritenzione
idrica, xerostomia ed emorragie.

Per affrontare questi problemi si ricorre ad unmage di sostegno che puo
prevedere: trasfusione di piastrine, di sanguerante anche trapianto di midollo
0sseo; somministrazione di allopurinolo per preseediiperuricemia, fattori di
accrescimento ematopoietici, per contrastare ladiggerdi globuli rossi e di
neutrofili; antibiotici a largo spettro per evitanmgfezioni batteriche e antiemetici
potenti come gli antagonisti 5-HTo inibitori della sostanza P come aprepitant
(Gralla, R., 2005) o anche derivati del THC (tetracannabinolo), come il Marinol.

Un altro limite della terapia chemioterapica edttdé che ogni trattamento
consente di eliminare solo una frazione di cell@tactional kill), per cui servono
continue somministrazioni e piu cicli chemioterager evitare la ricrescita del
tumore e continuare a ridurne le dimensioni. Lasaes punto di efficaci protocolli
terapeutici € comunque complicata dalla diversduewmne ed andamento fisio-
patologico dei tumori, dalla diversa gravita patiida e dalla variabilita individuale.

Pertanto I'implemento del profilo terapeutico datrhaco, ridurne la tossicita
sistemica, aumentarne la selettivita, miglioramedmpliance ridurre la frequenza
di somministrazione, diminuendo la dose e aumewtarithssorbimento

rappresentano obiettivi primari nello sviluppo @itsmi antitumorali efficienti.
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Un ulteriore limite dei trattamenti chemioterapéilo sviluppo di resistenza,
dovuto all"eterogenicita delle cellule neoplastick alla pressione selettiva, che
spiega il fallimento delle cure antitumorali contgéaisando un solo farmaco.

Puo anche succedere che il paziente risponda Imigide bene alla terapia,
ma che, a seguito di recidiva del tumore, lo stefssmaco o anche altri con
struttura diversa possano risultare del tutto ioieffti.

In linea di massima la ridotta efficacia di un fago pud essere attribuita alla
sua ridotta concentrazione intracellulare, allasgione da parte delle cellule
tumorali della capacita di riparare il danno o atamioni che modificano il target.
Questi eventi si verificano grazie a sovraespregsii pompe energia dipendenti
che permettono I'estrusione del farmaco, come déepra P, oppure grazie ad altri
sistemi di controllo; attraverso processi biochintbe aumentano la conversione
del farmaco attivo in metabolita inattivo; con sisi piu veloci di riparazione del
danno al DNA; attraverso una riduzione della cotreaione intracellulare del
bersaglio.

Tutti questi processi biologici portano allo svibgp di cloni sempre piu
diversi dalla cellula originaria e resistenti naosal farmaco con cui sono entrate
in contatto, ma anche ad altri appartenenti a caiegliverse.

L’'unico modo per cercare di arginare questo prohleenutilizzare degl
analoghi che vadano ad interagire con i sistemiepwéri di estrusione, come la
proteina P, in modo da evitare un rapido svilupptiadresistenza (analoghi non
citotossici delle antracicline e degli alcaloidilldeVinca, calcio antagonisti,
inibitori della calmodulina e analoghi della cighmsina). Tuttavia anche utilizzando

gueste molecole restano attivi gli altri meccanidisviluppo di resistenza crociata.

3.2 CARATTERISTICHE DEL TESSUTO TUMORALE

Pertanto, studi sulla cancerogenesi sono stati atbnger sviluppare una
terapia antitumorale maggiormente selettiva attsavel’individuazione delle
differenze nella costituzione genetica, nell'ativenzimatica e nella cinetica di

crescita fra le cellule sane e quelle tumorali.rtBftatamente nessuna di queste
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differenze e esclusiva oppure comune a tutti i tineoi farmaci attualmente
conosciuti non sono comungue in grado di sfruttarle

| tessuti tumorali presentano numerose differermeduelli sani, tra queste le
piu importanti sono I'amplificazione del corredo zenatico, l'alterazione del
potenziale ossido riduttivo, I'incremento della pamatura tissutale e 'abbassamento
del pH. Vi sono poi alterazioni morfofunzionali arico della vascolarizzazione e del
sistema linfatico, in particolare i vasi ematiguitano piu permeabili e il drenaggio
della linfa insufficiente.

Abbassamento del pHL'abbassamento del pH nel tessuto tumorale é

principalmente dovuto alla produzione di acidoidattl'idrolisi di ATP conseguente
ad una situazione di ipossia e allabnorme funzieew@o della pompa N&H".
Questo sistema di antiporto sembra rivestire undicptare importanza. E stato
infatti asserito che cellule mutanti prive delliitty di scambio N&H™ non sono in
grado, o hanno comunque una ridotta capacita,rdrgee tumori solidi. Questo puo
essere spiegato dal fatto che le cellule priveadetimpa N&H" sono incapaci di
creare le condizioni acide durante la crescitdutaebre.

Il diverso di pH che si stabilisce tra i tessuthisa quelli tumorali pud essere
sfruttato per realizzare una azione sito-specdidarmaci antitumorali. Ad esempio,
un farmaco acido debole € in dissociato e quinkitivmmente lipofilo ad un pH
acido come quello del sito tumorale potra attrearersagevolmente la membrana
cellulare. Una volta nelle cellule si deprotona wealandosi al suo interno
(Tannock, I.F., 1989)

Sistema vascolarel tumori si sviluppano da un’unica cellula neofilzes

raggiungendo una massa di circa 150-200 nm. Rafggiafe dimensione, la parte
centrale del tumore rimane in ipossia privo di a@ozé nutritive. Per potersi
sviluppare ulteriormente il tumore ha quindi bisogh nuovi vasi, che si generano
attraverso il meccanismo di angiogenesi da quillegistenti.

La rapida replicazione delle cellule tumorali reetieé abbondanza di ossigeno e
nutrienti, che vengono garantiti attraverso unaiex esteso sistema vasale. Per
guesto motivo I'angiogenesi a livello del tessutmorale € particolarmente attiva ed
estesa (Folkman, J., 1992). Questo porta alla foona di una fitta rete di
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vascolarizzazione costituita da vasi con endoteahicompleto e con ampie
fenestrazioni e quindi particolarmente permeabile.

| vasi neoformati presentano caratteristiche dweda quelli presenti nei
tessuti sani per composizione cellulare della parehdoteliale, forma della
membrana basale e per le dimensioni delle fenésitiazt vasi sanguigni neoformati
sono privi di periciti, che sono i regolatori dettzaturazione e differenziazione dei
capillari. La permeabilita &€ estremamente elevata,solo per 'aumentata larghezza
delle giunzioni intercellulari e per 'incompletezdella membrana basale, ma anche
per la presenza di numerosi fattori di permealalzane.

Drenaqgio linfatico | vasi linfatici nei tessuti si formano come tenazioni

capillari delimitati da un singolo strato di endmePossiedono giunzioni endoteliali
larghe e sono permeabili alle macromolecole prargnidal fluido interstiziale. Il
fluido linfatico viene drenato da una serie di visfatici e linfonodi riversandosi
nella circolazione venosa. Nei tessuti tumorali ogamn sistema organizzato di
drenaggio linfatico. Pertanto le macromolecole nadg di fuoriuscire dai vasi
sanguigni ed entrare nel tumore, ma che non riesaonentrare nella circolazione
post capillare, non possono essere drenate in atwgo. Inoltre non essendo in
grado di diffondere all'interno del tumore per riengere in superficie, restano
confinate in profondita nella massa tumorale. Queaspedimento al movimento dei
fluidi nel tessuto genera una contropressione citeportare al collasso dei capillari
del tessuto canceroso con formazione di zone igossed anossiche e conseguente

insorgenza di foci necrotiche all'interno del tdssmeoplastico stesso.

3.3 TARGETINGDI FARMACI ANTITUMORALI

3.3.1 Direzionamento passivo nei tessuti tumoralifetto EPR.

L’effetto EPR e€nhanced permeability and retentjpe caratteristico di tutti i

tumori solidi, ad eccezione di quelli ipovascolaati localizzati a livello di prostata

e pancreas. Tale effetto € un processo di accudidtrutture colloidali nelle masse

tumorali attraverso meccanismi passivi legati &levata vascolarizzazione ed al
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ridotto drenaggio linfatico del tessuto tumoralepe®o fenomeno ha come
conseguenze una maggior extravasazione del farmelctessuto tumorale e una
permanenza nel sito di azione anche di molte sattn{Maeda, H., 2000).

Tumour targeting by EPR effect
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Figura 3.1: Effetto EPR (adattata da Duncan R., 2003)

bY

Tale fenomeno € stato osservato anche per polimeame
I'idrossipropilmetacrilamide (HPMA), il polietilerigole, il polivinilalcool, e alcuni
sistemi complessi quali il Lipiodol, oli vegetali lposomi (Duncan, R., 1996,
Seymour, L.W., 1995). Non si osserva effetto EPRnpalecole di massa inferiore ai
30 kDa, anche se si & osservato accumulo nel tudiare coniugato formato da un
copolimero di anidride maleica e stirene (SMA) kegad un agente anticancro, la
neocarcinostatina (NCS), con peso molecolare dk[& (Maeda, H., 1985). Tale
coniugato subisce effetto EPR poiché vivo lega Il'albumina plasmatica,
raggiungendo un PM finale di 80 kDa.

Oltre all'ipervascolarizzazione, allirregolaritaeldiarchitettura endoteliale e

allaumentata permeabilita vascolare il tessutodiaie € caratterizzato anche da
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flusso sanguigno incostante per direzione e voleme lento ritorno venoso che
determina, assieme alla ridottalearance linfatica, accumulo di farmaci
macromolecolari e particelle lipidiche negli intiezstumorali.

Un’altra alterazione nella struttura vasale coitewohell’effetto EPR e
I'alterazione della muscolatura liscia vasale, cl@malmente riveste un ruolo
importante nella regolazione del flusso e dellasgimne sanguigni. E stato
dimostrato che quando si induce ipertensione gasione di angiotensina Il (AT-II)

il controllo omeostatico del flusso sanguigno naene mantenuto, come invece
accade nei tessuti normali, e si ha un aumentealeine di sangue. Questo sembra
essere dovuto alla perdita, nei vasi sanguigni talmodelle cellule muscolari a
ridosso dell’endotelio e dei recettori per I'AT-IConseguentemente in caso di
ipertensione il letto vascolare risulta dilatatolee giunzioni endoteliali aperte.
Pertanto l'induzione di uno stato ipertensivo seanbumentare l'effetto EPR e
quindi favorire il passaggio di macromolecole nedsuto tumorale dove si ha un
aumento del volume ematico. Al contrario nei tessahi si ha vasocostrizione e
restringimento delle fessurazioni endoteliali corongeguente diminuzione
dell’'extravasazione di macromolecole. Questi daistificherebbero l'idea di una
chemioterapia in fase di ipertensione indotta dallAthe, come si e visto in modelli
animali, permetterebbe di raggiungere alte coneeitni di farmaco a livello del
tumore in soli 20 minuti. Anche gli ACE-inibitorimpedendo la degradazione di
bradichinina, che attiva la NOS, sembrano aumerntafietto EPR. E’ possibile
invece inibire tale effetto con l'uso, ad esempi,inibitori della bradichinina.
(Maeda, H., 1999).

Un ruolo importante nell’angiogenesi e svolto dalttdre di crescita
endoteliale, VEGF, che e responsabile della diffeiezione della struttura
vascolare. Nei tumori il VEGF promuove una rapideasuale crescita dei vasi, che
pero risultano incompleti e di conseguenza altam@ermeabili. Inoltre nei tessuti
tumorali la permeabilita vascolare indotta anche vdai mediatori attivamente
rilasciati in questi tessuti come ad esempio btadina, NO (Wu, J., 1998), VPF
(vascular permeability factyr VEGF {ascular endothelial grow factpred altre
citochine (Senger, D.R., 1983, Leung, D.W., 198@ystaglandine che coinvolgono
la ciclossigenasi (Wu, J., 1998) e metalloprotésiéu, J., 2002). La presenza di
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questi mediatori € spesso dovuta, come nei tegdidimmati, all'infiltrazione di
leucociti, macrofagi e neutrofili. La produzione NIO e determinata anche da
bradichinina e VEGF tramite attivazione dellNO®oltre derivati del monossido
d’azoto, come il prodotto di ossidazione (pero$sto), possono attivare le
metalloproteasi della matrice (MMP) o le collager{&kamoto, T., 1997) che sono
in grado di aumentare I'angiogenesi e la permdabiasale, facilitando la rapida
crescita tumorale e la metastasi. L'importanza’d@ll per l'effetto EPR é stata
approfondita da Maeda et collaboratori i quali aaro dimostrato I'incremento per
somministrazione di L-Arginina, che e il substraella NOS per la produzione di
NO.

L'effetto EPR & anche correlato a numerosi mecaainisoinvolti nella
proteolisi vascolare quali ad esempio la mancatazione dell’elastasi derivata dai
neutrofili dovute all'azione delli1-inibitore delle proteasi causando stress ossialati
e da parte del perossinitrito che si forma per apada reazione tra NO e anione
superossido e I'attivazione della collagenasi dteadtre metallo proteine (Moreno,
J.J., 1992). E stata inoltre descritta l'attivagiodella cascata generata dalla
bradichinina attraverso le MMP che coinvolge latiione della kallicreina. Maeda
riporta che la plasmina pud scatenare la cascallecr&ma-kinina nel tessuto
tumorale e che quasi tutti i tipi di tumori solidisprimono recettori per il
plasminogeno con conseguente iperproduzione dimptas (Matsmura, 1991). E
stato dimostrato che le MMP possono attivare ilsplemogeno per produrre
miniplasmina che puo a sua volta attivare la pfiecaina.

Fra i fattori nel tessuto tumorale che induconorilbscio di mediatori
dell'infammazione, responsabili della proteoliisono le prostaglandine, I'NO e la
bradichinina, che si influenzano reciprocamente.

La sola differenza tra i normali processi inflamarate I'effetto EPR € la
durata del periodo di ritenzione: breve nel prinasa (pochi giorni), lungo nel
secondo (settimane). Questo perché alla struttasale anormale, incompleta e
permeabile (Skinner, S.A., 1991) si accompagnadotto drenaggio linfatico dagli
spazi interstiziali delle masse tumorali.

Pertanto I'abbondate ma anomala vascolarizzaziawnerisce I'accumulo nei

tessuti tumorali di macromolecole come proteine siplatiche, farmaci
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macromolecolari e nanopatrticelle lipidiche e ilotitd drenaggio linfatico fa in modo
che vengano trattenute nel sito tumorale per unysigo periodo rispetto ai tessuti
normali. (Maeda, H., 2009).

Pertanto l'effetto EPR correlato alla specificahitettura dei vasi nei siti
tumorali risulta essere un punto chiave perddlivery selettivo di farmaci

macromolecolari anticancro.

3.3.2 Direzionamento attivo: recettori tumorali caigandi

Il direzionamento attivo di farmaci rappresenta udegli approcci piu
interessanti per I'ottenimento di efficaci sistert@rapeutici soprattutto con
applicazioni antitumorali. Sistemi direzionanti sonttenuti mediante inserimento
nella struttura macromolecolare dedrrier di molecole in grado di riconoscere
specifici recettori cellulari

L’acido folico, il galattosio e piccoli peptidi sorstati ampiamente studiati per
la realizzazione dehrgetingattivo. L'elevata affinita di questi ligandi pezaettori
biologici, principalmente di membrana, permette biadistribuzione selettiva del
sistema macromolecolare e in alcuni casi promudméeinalizzazione cellulare.
Interessanti risultati sono stati ottenuti impieg@arligandi che vengono endocitati
dopo riconoscimento con il proprio recettore di rbemma, come l'acido folico (Lee,
E.S, 2003). In questo modo tutto il sistema sovramd@eopenetra nella cellula con
il carico di farmaco. Tali sistemi, oltre a faverit’accumulo sito-specifico nel
tessuto target e ridurre la distribuzione e tossisistemica, consente spesso di
eludere la resistenza intrinseca acquisitaudtidrug-resistance.

Lo sviluppo di nuovicarrier per iltargetingattivo e strettamente correlato alla
distribuzione e sovraespressione di specifici tedeéd ai meccanismi cellulari di
uptakedei sistemi di drug delivery che spesso sono ainvecettori cellulari di
superficie (proteine transmembrana) o epitopi dpesficie che modulano
I'endocitosi mediata da recettori (RME). Le cellufe metastasi hanno un’attivita
metabolica molto elevata, che richiede abbondarzaubstrati fisiologici e di
molecole ad azione regolatoria. Per questo sonessad numerosi fattori vitali, che

sono in genere trasportati all’interno della callsecondo un meccanismo di RME.
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Di conseguenza vi € una sovraespressione deiodaeti tessuto tumorale e questa
rappresenta l'unica differenza che possiamo sheittper untargeting attivo
anticancro. Possono essere cosi prepeatier specifici che tengano conto sia della
sovraespressione di recettori specifici per ligamiogeni come transferrina, folato,
fucosio, mannosio e lipoproteine, che di recetoregolazione dei ligandi endogeni
esposti sulla superficie esterna della membraresdita (ASGRr, mannosio), sia
dei sistemi d’ingresso a loro associati.

L’endocitosi € un processo cellulare che permeli@efnalizzazione di
porzioni di membrana plasmatica, con conseguentsoriaisnento di fluido
extracellulare e serve per assimilare varie moéedd! liquido extracellulare. Si
riconoscono diversi meccanismi attraverso cui Istaswe extracellulari possono
essere internalizzate: il materiale particolatmei@ssorbito per fagocitosi, mentre i
piccoli soluti e le vescicole di fluido extracebiné subiscono pinocitosi (Schwartz,
A.L. 1995).

Farmaci liberi e direzionati daarriers entrano in modo diverso nella cellula: il
farmaco libero infatti usualmente penetra per wasptrans-membrana (diffusione)
0 assorbimento non specifico per pinocitosi, meiitreistema farmacaarrier-
direzionante é strettamente legato al meccanisoeitogiale. Quando trasportati per
diffusione, i farmaci raggiungono il citoplasmaldetellula, mentre tutti i processi di
pinocitosi sono lisosomotropici. In ogni caso ldoe#ga e la specificita duptake
mediato da recettore risultano superiori.

Nel corso degli anni sono stati scoperti numenggsindi endogeni ed esogeni
in grado di mediare il processo di endocitosi quédiL, fattori di crescita (EGF,
insulina), virus (influenza), tossine (difterite) ligandi macromolecolari a carica
negativa (Rihova, B. 1998).

Le strutture recettoriali di membrana coinvolte peacessi di endocitosi sono
varie, ma tutte possiedono un dominio idrofilicdragellulare (dominio di legame
con il ligando), che contiene un sito per la gliEsone. Alcuni processi di
internalizzazione sono clatrina indipendenti e, eanprocessi di macropinocitosi,
sembrano coinvolgere componenti del citoschelétraltri casi avvengono in aree
specifiche della superficie cellulare denominatedted pit5 grazie ad un processo

di vescicolazione che non comporta coinvolgimemi citoscheletro e che viene
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mediato da clatrina (Robinson, M.S., 1994). Undavohe si € formato il complesso
ligando-recettore possono essere seguiti diverstopd, a seconda del sistema
recettoriale e dei tipi di cellule coinvolte nefiterazione.

In alcuni casi i recettori possono trasportaregimhdo all’interno della cellula e
migrare successivamente al proprio dominio di memdy oppure essere indirizzati
ad un diverso dominio (transcitosi). In altri casvece il recettore viene spostato
assieme al ligando verso i lisosomi in cui ligareloecettore seguono un destino
comune. In seguito all'internalizzazione cellulaitesistema ligando-recettore viene
indirizzato verso un compartimento acido attravarsaneccanismo di maturazione
e fusione. Questo compartimento prelisosomiale f@tmento di scissione
ligando-recettore, CURL) é detto endosoma o resett@ (Stoorvogel, W., 1991).
Nel compartimento endosomiale avvengono numerasigssi che determinano la
migrazione detarrier verso la destinazione finale. Alcuni processi aligengono a
livello degli endosomi, come la dissociazione demnplesso ligando/recettore e la
parziale idrolisi del sistema macromolecolare, poss essere indotte dal pH
lievemente acido che caratterizza tali vescicoldatii il pH delle vescicole di
endocitosi € compreso tra valori di 6 e 6.5, menégli endosomi scende tra5e 6 e
nel sistema lisosomiale infine il pH & compresoiteas.

La liberazione del farmaco attivo dalle struttuaerier € fondamentale affinché
il sistema dideliveryrisulti farmacologicamente efficace. La membrasadomiale,
come ogni membrana plasmatica, € una barrieraalatper le molecole ad alto peso
molecolare. Quindi solo molecole piccole sono iadgr di lasciare i lisosomi e di

svolgere la propria azione nel comparto citosolico.

3.3.2.1 Acido folico

Il recettore per il folato € un interessante tanger il delivery selettivo di
farmaci antitumorali (Campbell, 1.G. 1991, Weitm&D. 1992). Questo recettore
viene sovraesposto in numerosi tipi di tumori, estato identificato comenarker
per il carcinoma ovarico.

L’acido folico (Figura 3.2) € una vitamina a bagsso molecolare che é

necessaria alle cellule eucariote per la sintesndeeotidi purinici; non avendo nel
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loro corredo enzimatico I'enzima necessario pembilasintesi del folato la loro
sopravvivenza e proliferazione dipende dalla capatiiacquisirlo da fonti esogene.
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Figura 3.2: Struttura dell’Acido folico

Il trasporto passivo di acido folico attraverso rieembrane cellulari in
condizioni fisiologiche & minimo: l'acido folico esenta, infatti, due gruppi
carbossilici che si deprotonano: la molecola altatcs ionico € scarsamente
permeabile alla membrana. Per questo motivo esistiue diversi meccanismi
cellulari per I'uptake della vitamina. Il primo nemismo é regolato da una proteina
di trasporto transmembrana a bassa affinita clsparéa il folato ridotto direttamente
nel citosol (Antony, A.C. 1992). Il secondo mecsamp coinvolge invece una
glicoproteina ad alta affinita, nota come recettgrer il folato (FR), che e

responsabile dell’endocitosi del folato in formaidata (Kamen, B.A. 1986).

bY

Il recettore per il folato € una glicosilfosfatidositolo glicoproteina di
membrana, con un peso molecolare di 38-40 kDa #nté.C. 1996). Nelluomo
sono state isolate due isoforme recettorialie 3: la formaa ha una costante di
dissociazione Kd per I'acido folico di 0,1 nM, alntel0 volte inferiore di quella per
il folato ridotto (Wang, X. 1992).

I meccanismo di internalizzazione del recettoeg i folato non &€ ancora

stato chiarito: gli FR si trovano in regioni dellaembrana non rivestite, dette
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caveole. La localizzazione e linternalizzazioné eeettore pud essere indotta dal
crosslinking del recettore ed e regolata dal cete&t. Una volta avvenuta la
formazione del complesso ligando-recettore si attim meccanismo di trasporto
clatrina-indipendente che porta alla formazione \discicole che vengono
internalizzate per endocitosi. Una volta formatntiosoma il pH lievemente acido
favorisce la dissociazione del sistema ligandotteo® permettendo il rilascio della
molecola di folato. Questo meccanismo, detto “pitdsC (Anderson, R.G. 1992)

permette I'ingresso e quindi 'aumento di concezitrae del folato nella cellula.
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Figura 3.3: Endocitosi mediata da recettori dei coniugati d&tb. | coniugati esogeni del folato si

legano in modo specifico al recettore per il fol@dR) sulla superficie della cellula bersaglio con
affinita dell'ordine delle nanomoli. La membranaginatici si invagina attorno al complesso folato-

FR per formare endosomi. Quando all'interno detf@esoma si instaura un pH acido, il coniugato and
il farmaco vengono rilasciati dal recettore nébdsol.

L’espressione di FR nei tessuti normali € moltedaa &€ presente nel plesso
corioideo e nella placenta, a bassi livelli neitaitle e nei reni, ed e praticamente
assente altrove (Weitman, S.D. 1992). FR viene sgpeisrovato invece in molti
tessuti tumorali. Piu del 90% dei carcinomi ovarn@nifestano sovraespressione di
FR (Garin Chesa, P. 1993). Servendosi di un amticononoclonale, LK26 per il
recettore di tipay, si € determinata la frequenza di sovraespressioRR dei tumori
umani. La marcatura immunoistochimica ha evidepzidie su 56 casi di carcinoma

ovarico 52 presentano sovraespressione per FR,reneel caso di carcinoma
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endometriale, & stata riscontrata in 10 casi sWRisultati analoghi si sono ottenuti
per altri tipi di carcinomi: colonrettale (6 su 2dgl seno (11 su 53), polmone (6 su
18), renale (9 su 18), metastasi cerebrali (4 se &rcinomi neuroendocrini (3 su
21).

Sebbene la sovraespressione di FR nei tumori &degll'elevata attivita
metastatica di queste cellule, si osservato laasoprenza e la crescita cellulare sia
in vivo che in vitro in cellule NIH/3T3 che sovrgesnono anche in terreni poveri di
folato FR (Bottero, F. 1993). Elevati livelli di FBono associati ad una aumentata
aggressivita del carcinoma ovarico, che si mardfést aumentata resistenza ai
chemioterapici (Toffoli, G. 1997).

Poiché il recettore per il folato € ampiamenteresgo in diversi tipi di
tumore, € considerato un buon bersaglio per ilzcthreamento selettivo di farmaci
antitumorali. La preparazione di nuovi carrier galeper FR ¢ facilitata dal fatto
che il folato mantiene la sua affinita per il reéoe¢ anche quando il gruppe
carbossilico e coinvolto in legami con altre molecad esso coniugate. La
formazione di un coniugato tra I'acido folico eraltmolecole non modifica la
capacita di internalizzazione da parte dei recefier il folato, purché il legame
avvenga col carbossile yne non a quello it (Leamon, C.P. 1991). In questo modo
si ha una valida alternativa agli anticorpi monoal@ che mantiene le capacita di

direzionare i farmaci al sito specifico di azione.
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3.4 SISTEMI DI DRUG DELIVERY
3.4.1 Ciclodestrine

Le ciclodestrine sono prodotti naturali costituita unita glucopiranosiche
legate in forma ciclica a formare strutture a twndi cono. Oltre ad alcuni
oligosaccaridi ciclici minori, le ciclodestrine cpnendono 3 prodotti naturali
principali, definitia-ciclodestrine, formate da sei residui glucosidieciclodestrine,

formate da sette residuiyeciclodestrine, che presentano otto residui.

| gruppi ossidrilici secondari dei glucopiranosiG; (e G), sono situati a
livello del margine che delinea I'estremita piugardel toroide mentre gli ossidrili
primari (G) si trovano attorno al margine inferiore, ossieltp piu stretto. La
struttura ciclica & a forma di tronco di cono, la cavita (idrofobica) é costituita
dagli atomi di idrogeno e dai legami idrogeno tlid-ge gli O glicosidici. Il lato che
ospita i gruppi ossidrilici secondari ha un diaraetraggiore rispetto a quello con gli
ossidrili primari, poiché a questi € consentita Uihe&ra rotazione che causa la

riduzione del diametro (Figura 3.4)

Cavita idrofobica Gruppi idrossilici second ari
(-

Gruppi idrossilici primari

13,70 A 15,30 A o 16,50 A o
] sm}.| 780 A | <20A

)

Figura 3.4: Struttura delle ciclodestrine
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Gli elettroni di non legame dell’'ossigeno glicas@sono localizzati a livello
della cavita, originando un’elevata densita el@itta che conferisce un carattere di
base di Lewis. L'ossidrile in posizione 2 del glpganosio puo formare un legame
idrogeno con l'ossidrile in posizione 3 dell'unadiacente. La formazione di questi
legami a idrogeno e alla base della struttura aigidlle ciclodestrine ed e causa della
bassa solubilita dellg-ciclodestrine in acqua. Tale ciclo di legami ideag é
incompleto nellea-ciclodestrine perché un’unita glucopiranosica epsizione
distorta per cui si possono formare solo quattgatei idrogeno. Le-ciclodestrine
invece presentano una struttura non planare pasifide e per questo risultano
essere le ciclodestrine piu solubili in acqua.

In soluzione acquosa la cavita delle ciclodestvie®e occupata da molecole
d’acqua: trattandosi pero di una interazione tra omolecola polare ed una apolare
'acqua puod essere facilmente sostituita da altoéeaole. Quello che determina la
formazione del complesso €& la sostituzione delldeonte d’acqua con altre
molecole a polarita piu bassa. La cavita delleodettrine pud ospitare varie
molecole a seconda delle loro caratteristiche durfisiche. La forza trainante della
formazione del complesso € determinata da fattotropici (spostamento di
molecole d’acqua) ed entalpici (interazioni idratdie tra il core delle ciclodestrine
e la molecola inclusa). Il compless®ne quindi stabilizzato dalle forze di Van der

Waals e da legami idrogeno.

[

Figura 3.5: inclusione di molecol&ostin ciclodestrine

L’affinita di una molecola per la cavita delle lodestrine dipende dalle sue

dimensioni, dal suo rapporto idrofobicita/idrofitec ed anche dalle dimensioni della
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ciclodestrina usata. Si € constatato che sondorfaeometrici piu che quelli chimici
a determinare quale tipo di molecola avra I'afinihaggiore per la ciclodestrina
scelta. | diversi tipi di ciclodestrine presentadiametri interni diversi e quindi
saranno in grado di accogliere molecole diverse, sttorienteranno nella cavita in
modo da offrire la massima superficie di contatélladporzione idrofobica con la
frazione apolare della cavita interna. La partefitlr invece rimane all’esterno,
assicurando il massimo contatto con il solvente @ruppi ossidrilici della
ciclodestrina (Fromming, K.H., 1993).caso piu frequente di inclusione & quello in
cui le ciclodestrine e la molecola ospite sono apporto 1:1. Si parla allora di
incapsulamento molecolare. Esistono comunque réppdr e 1:2 oppure 2:2 o di
grado maggiore.

| complessi d’inclusione possono essere isolato atato cristallino:
I'associazione tra ciclodestrina e la molecola ®sgiG) e la dissociazione del
complesso ciclodestrina-guest sono governate daequilibrio termodinamico
espresso da una costantg (Kostante d’associazione), esprimibile anche cligre

1/K4 (costante di dissociazione).

CD +G — — CDG
Kd

1 [CDG]
Ka ~ [CD] [G]

La costante di associazione del complesso ciclm@etarmaco (K) varia entro un
ampio range, tra 1 e oM, e I'associazione & in funzione della tempemtaiella
forza ionica e del pH (Szejtli, J. 1998).

La formazione di un complesso tra le ciclodestenmolecole scarsamente
solubili, in soluzione acquosa, porta a diverseiazaoni chimico-fisiche della
molecola ospite (Szejtli, J. 1998). Inizialmenteeiifica un aumento della solubilita
della molecola ospite allaumentare della conceitree delle ciclodestrine. Inoltre
la reattivita della molecola inclusa risulta mocktfia: le ciclodestrine possono ridurre
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alcune reazioni di degradazione della molecolausa] ma in alcuni casi possono
svolgere un ruolo catalitico accelerando la degrmde e modificando le cinetiche
di reazione. La formazione del complesso puo esseliee sfruttata per diminuire la
diffusione, la volatilita e la sublimazione dplest

L'interazione con le ciclodestrine porta anche ada variazione del
comportamento cromatografico e delle proprieta tepstopiche della molecola
ospite (UV-Vis, fluorescenzaH-NMR, dicroismo circolare).

La ciclodestrina naturale piu comune efkeiclodestrina, che ha 7 gruppi
ossodrilici primari e 14 secondari. Tali ossidgtino stati modificati per introdurre
gruppi funzionali in grado di modificarne le pragté chimico-fisiche e la capacita di

formare complessi di inclusione.

L'utilizzo delle ciclodestrine come carrier perrfeaci € limitato dalla loro
bassa solubilitd in acqua. Sono stati sviluppativdé idrossialchilati, sulfoalchilati
e glicosilati delleg3-ciclodestrine per cercare di risolvere questo lemola. Il grado di
sostituzione degli ossidrili deve essere controlgier garantire un equilibrio tra la
solubilita in acqua e il potere complessate: I'antoelel grado di sostituzione causa
ingombro sterico, che puo rappresentare un limée Ifingresso della molecola

ospite nella cavita della ciclodestrina.

In tecnologia farmaceutica le ciclodestrine vergeaprattutto impiegate per
aumentare la solubilitd in acqua di farmaci attrawda formazione di complessi di
inclusione. La capacita di solubilizzazione delleladestrine puo essere valutata
guantitativamente con il metodo di solubilita dséasviluppato da Higuchi e Connors
(Higuchi, T. 1965)Possono essere sfruttate altre tecniche che valatambiamenti
macroscopici della molecola inclusa o delle cickidee prima e dopo la formazione
del complesso.

Il grado di sostituzione puo influenzare la catiadii solubilizzazione delle
ciclodestrine: la 2-idrossipropfd-ciclodestrina € un derivato idrossialchilato molto
comune, ma le sostituzioni possono causare ingostdrici che rendono difficile la
sistemazione delle molecole all’interno della saata (Pitha, J. 1986).

Le ciclodestrine sono ampiamente usate per la ¢aqmacita protettiva di
molecole instabili in prevalenza in ambiente acquod.e ciclodestrine

sostanzialmente sottraggono le molecole incluseeaglilibri di degradazione. Un
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esempio @ la riduzione di 220 volte l'idrolisi a pH8 della G-benzilguanina, un
farmaco antitumorale che subisce idrolisi acid@lcatata mediante complessazione
con la sulfo-butil-ciclodestrina. Tuttavia, le ciclodestrine sono gnado di
influenzare la cinetica di diverse reazioni, masti@talvolta attivita catalitica simile
a quella enzimatica, come la formazione di complegbstrato-enzima, inibizione
competitiva, saturazione e catalisi stereospec{é@ander, M.L. 1978).

In previsione di un ampio utilizzo in campo farmatieo la tossicita delle
ciclodestrine e stata estesamente valutata. Dopongastrazione per via orale le
ciclodestrine naturali non sono risultate tossistentre dei fenomeni tossici si sono
osservati per somministrazione parenterale: altivelnale lef3-ciclodestrine hanno
dimostrato un elevato effetto nefrotossico, prolmabnte dovuto alla loro bassa
solubilita.

Dopo somministrazione ripetuta dB-ciclodestrine native sono stati
confrontati i parametri ematici registrati nei rat nei conigli. L'iniezione dif3-
ciclodestrine o di Heptakis (2,6-di-O-metf}eiclodestrine (900 mg/Kg nei ratti e
1200 mg/Kg nei conigli) aumenta l'urea, la creatife glutammato ossalacetato
transaminasi (GOT) e la glutammato piruvato transasa (GPT) nel sangue, che
sono indice di danno epatico e renale. Somminidtraimvece 2-idrossiprop-
ciclodestrine e 6-O-maltos-ciclodestrine alle stesse dosi non si sono regestr
variazioni dei parametri ematici.

Le ciclodestrine inducono una modificazione marfita negli eritrociti, e ad
alte dosi causano emolisi. L'attivita emoliticaldeticlodestrine naturali € maggiore
per leB-ciclodestrine mentre € minima penyjeiclodestrine (Ohtani, Y. 1989); cio
puo essere causato dalla diversa capacita di ciastualodestrina di solubilizzare i
componenti di membrana. La lisi della membranaaaitaria avviene senza che vi
sia penetrazione della ciclodestrina nella membst@ssa come invece accade per i
detergenti. La derivatizzazione delle ciclodestnmedifica ampiamente gli effetti
sulle membrane cellulari.

In genere, le ciclodestrine non possono esseremsusirate per via
parenterale a causa della loro tossicitd. Tra &odestrine meno tossiche ed
utilizzate per via parenterale vi sono l'irossigtgp-ciclodestrina e la sulfobutfi-

ciclodestrina. Tali ciclodestrine sono state stigdiper aumentare la solubilita di
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farmaci insolubili evitandone la precipitazione rmitcolo ematico anche se la
precipitazione puo essere causata dalla diluizi@idorrente circolatorio, oltre che
da piazzamento di molecole con maggiore affinitalgpeavita ciclodestrinica.
Le2-idrossipropilB-ciclodestrine somministrate per via endovenosaatéie
nelle scimmie in dosi subacute o subcroniche nambadimostrato significative
alterazioni dei parametri clinici (Brewester, MI290)
La somministrazione endovenosa di ciclodestrineatii ha evidenziato una

rapida clearance plasmatica. Piu del 95% delle@sgipropilf-ciclodestrine e delle

B-ciclodestrine sono eliminate non metabolizzatevgerenale.

3.4.2 Micelle polimeriche

| sistemi micellari sonaarriers interessanti per il trasporto di farmaci con
scadenti caratteristiche chimico-fisiche e biofacemdiche in quanto possono essere
vantaggiosamente impiegati per migliorarne la sttab aumentarne la stabilita,
facilitarne I'assorbimento, prolungarne la perma@enell’organismo e in alcuni casi
favorirne la localizzazione prevalente in tessatgét in cui il farmaco puo svolgere
la sua azione farmacologica.

Le micelle sono sistemi colloidali sovramolecoleon dimensioni variabili tra
5 e 200 nm, o piu frequentemente fra 20 e 100 mmeialmente sferiche, in grado di
organizzarsi spontaneamente in acqua per spongmseaiazione fisica di molecole
anfifiliche costituite da due distinte frazioni adobiche e idrofiliche. A basse
concentrazioni le molecole anfifiliche sono libesrte solubili e tendono ad
interporsi all’interfaccia acqua-aria. Al'laumergatglella concentrazione nel sistema
si raggiunge un punto in cui sia l'interfaccia ¢heulk risultano saturati; da questo
punto, definito come Concentrazione Micellare Cat(CMC), ogni altro aumento
della concentrazione porta alla formazione di nhécall’interno della fase acquosa
con conseguente riduzione dell’energia del sistdm&igura 3.6 viene riportata la
struttura di una micella al disopra della CMC. lterazioni idrofobiche tra le
frazioni lipofile della molecola che rappresentdaadriving force termodinamica
nella strutturazione della micella (Attwood D., B38
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Catena singola Micella

II

NN =

/]

Segmento solubile Segmento scarsamente solubile

Figura 3.6: Meccanismo di formazione di una micella.

Il “core idrofobico del sistema ne determina la stabiétéunge daeservoir
per molecole lipofile, mentre le frazioni idrofihe formano una corona idratata
allinterfaccia con il solvente conferendogli salite, e prevenendo fenomeni di
adsorbimento di proteine.

Gli aggregati micellari sono costituiti da pocheitarfino a varie decine di
molecole. Il numero di molecole polimeriche che nam formare la micella viene
definito “numero di aggregaziofie La concentrazione in cui avviene la prima
interazione fra i residui idrofobici senza la fomitme di micelle viene detta
“concentrazione di aggregazione critic®AC) ed e generalmente di diversi ordini
di grandezza inferiore alla CMC. Nei sistemi miagllper uso farmaceutico il
farmaco puo essere fisicamente o chimicamentepipdiato all’interno delcore
della micella da cui viene rilasciato attraverso coamismi di diffusione,

disaggregazione, idrolisi o attraverso una combamezdi questi.
3.4.2.1 Polimeri strutturanti micelle

| sistemi micellari possono essere ottenuti conevarolecole anfifiliche che
presentano caratteristiche chimico-fisiche moligedie tra loro. Molecole anfifiliche
di natura polimerica in grado di formare struttestremamente flessibili e di offrire
un'ampia possibilita di manipolazione chimica e dpplicazioni biologiche

(Torchilin, 2001). Da un punto di vista strutturdéemolecole in grado di formare
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micelle oltre ad essere di natura anfifilica devpossedere alcuni requisiti specifici
quali ad esempio un caratteristiCatical Packing Paramete(CPP) (Israelachvili, J.
1991). II CPP descrive un rapporto tra alcuni pataimstrutturali delle parti
idrofobiche e idrofiliche di una molecola. A difeerza di quanto avviene per il
valore di HLB, il Critical Packing Parameter faenimento esclusivamente alla

forma della molecola. Esso viene definito come:

D= Volume(hydrophobic part)
{ Sterface(hydophilie part) * (length of the hydrophobic part)

Tale parametro garantisce una efficiente predizialele caratteristiche
geometriche del “packing molecolare”. Le molecoldifdiche, infatti, possono
formare diverse strutture sovramolecolari ( formaica, cilindrica, a tronco di cono
etc) .

| polimeri sono un’ampia categoria di materiali ghesssono essere classificati
per la loro composizione chimica (organici, inonggn degradabilita (degradabili o
non degradabili), solubilita, origine (naturaliiotstici) e struttura (random, ).

| graft-copolymerssono formati da ubackbonefunzionalizzato con molecole
“pendenti” con diverse caratteristiche chimico-fisiche. La Zionalizzazione di
catene polimeriche con funzioni idrofili che e ifitvoiche porta alla formazione di
strutture sopramolecolari (bioconiugati) con caadtiche anfifiliche in grado di
auto assemblarsi o assemblarsi a formare strutiutpo micellare, definite come
micelle polimeriche. In linea generale, le micel@mate dagraft-copolymersa
basso grado di derivatizzazione idrofobica tend@dormare piu facilmente
aggregati in quanto le catene idrofobiche risultareno mobili e meno vicine che
nelle micelle formate dablock-copolymers,quindi tendono ad interagire piu
facilmente con residui di altre molecole. Le mieeadttenute dgraft-copolymersad
elevato grado di derivatizzazione idrofobica invé@ano una dimensione minore
rispetto a quelle ottenute dalock-copolymersin quanto la micellizzazione puo
avvenire a basse concentrazioni anche per strattun@ di una singola molecola

polimerica e, in ogni caso, il numero di aggregaeiasulta spesso inferiore.
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3.4.2.2 Formazione di micelle caricate con farmaci

Una delle principali caratteristiche delle micetlee le rende di particolare
interesse nell'impiego farmaceutico € la loro cépadi incrementare la solubilita di
sostanze scarsamente solubili in acqua. La satabi#ione avviene per interazione
reversibile del farmaco idrofobico con il core deditruttura micellare, per formare
una soluzione termodinamicamente stabile. Se artapn un grafico la correlazione
tra la solubilitda di un composto insolubile in fumze della concentrazione
dell'agente solubilizzante in genere cio che seoss € che la solubilita crescere del
farmaco non aumenta fino al raggiungimento dellaCCIRaggiunto questo valore la
solubilita aumenta proporzionalmente alla conceidree del materiale anfifilico,

indicando una correlazione con la micellizzazidrig\ra 3.7).

>

Concentration of the Poorly
Soluble Compound in Solution

= —»
Amphiphile Concentration

CMC

Figura 3.7: Grafico schematico della dipendenza della solabititacqua di un composto idrofobico

dalla concentrazione di agente solubilizzante.

Dal punto di vista termodinamico, la solubilizza®odi una molecola puo
essere considerata come una normale ripartizioneaimolecola tra due fasi (ossia
tra il core idrofobico micellare e la fase acquosa), e lergerdgbera di
solubilizzazione 4AG%) pud venire espressa dal corrispondente coeffieiai

ripartizione (K) (Torchilin, 2001).

AG% =-RTInK
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E’ noto che le micelle possiedono una distribuzianesotropica dell’acqua
all'interno della loro struttura. In altre parole,sua concentrazione diminuisce dalla
superficie verso il centro della micella, fino atege uncore interno completamente
idrofobico, con esclusione dell’acqua. Di conseg@aela disposizione di un farmaco
solubilizzato all'interno di una micella dipendaialla sua polarita: molecole non
polari saranno incorporate in profondita della rhéce sostanze con polarita
intermedia si distribuiranno a livelli intermedatil core idrofobico e il polimero
idrofilico, mentre i substrati idrofilici verrannadsorbiti sulla superficie (Figura 3.8)
(Torchilin, 2001).

Figura 3.8: Disposizione di molecole a diversa polarita atéimo di una micella. Le barre azzurre

rappresentano un farmaco con caratteristiche lahtodi; quelle rosse, un farmaco con caratteristiche
idrofobiche; quelle sia azzurre che rosse rapptasenun farmaco con caratteristiche sia idrofiliche
che idrofobiche.

E stato dimostrato che l'iniziale solubilizzaziote farmaco avviene in seguito
a spiazzamento di molecole di solvente dake idrofobico della micella e
successivamente il farmaco tende a muoversi vérsenitro delcore spingendo
verso l'esterno i blocchi idrofobici. Studi condotttilizzando il benzene come
molecola modello hanno mostrato che la dissoluzoimaita a un sistema micellare
possa essere promossa da due eventi: il primo doadt un fenomeno di
adsorbimento (localizzazione all'interfaccia miaedicqua), il secondo dovuta a

dissoluzione (localizzazione nebre idrofobico).
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Qualora si ottengano micelle con elevato graddodding questo fenomeno puod
portare allaumento sensibile delle dimensioni datrier vescicolare. Un elevato
caricamento e indice anche di estrema stabilitssidétma e spesso presenta ridotto
rilascio, ridotta biodisponibilita e quindi ridotédficacia.

Le capacita solubilizzanti dei sistemi micellarpeindono da diversi fattori,
guali la struttura chimica del farmaco e delle pmmzpolari ed apolari del polimero,
la temperatura, il pH e il metodo di preparaziom#ladmicella. In generale, un
aumento della lunghezza della regione idrofobicaigercuote in una maggiore
solubilizzazione di un farmaco nebre della micella. La riduzione della lunghezza
dei blocchi idrofilici porta ad una riduzione delt™MC e ad un aumento del numero
di strutture micellari a parita di concentraziomdimerica, e quindi ancora una volta
ad una maggiore solubilizzazione. Anche il rappadr® porzione idrofobica e
idrofilica nelle micelle risulta determinante nedricamento in quanto il farmaco
tendera a posizionarsi diversamente all'interndadsiicella. Inoltre cio influisce
anche sulla cinetica di rilascio in quanto molecdoiglobate nella corona vengono
rilasciate molto piu velocemente di quelle sol#zidite netore
I grado di solubilizzazione in una particolare slia dipende dal sito di
incorporazione e, di conseguenza, dalla morfologitéa micella. Allaumentare del
Critical Packing Parameter la micella diviene paimranetrica e il volume detore
interno aumenta in rapporto alla porzione idradili®ercio e lecito attendersi che la
solubilizzazione di un farmaco che si colloca natlao idrofobico possa aumentare
parallelamente al grado di asimmetria.

Anche linterazione interfacciale fra il farmaco selvente come pure il
metodo di preparazione delle micelle puo influiaevolmente sul caricamento del
farmaco (Torchilin, 2001).

Le proprietda biofarmaceutiche delle micelle sometamente legate alla
dimensione e alla natura chimico-fisica delle molec anfifiiche che le
compongono (Tochilin, 2001; Nishiyane al, 2006, Franci®t al, 2004). Oltre a
migliorare la solubilita e stabilita di farmaci adobici e fragili, i sistemi micellari
sono in grado di favorire I'assorbimento attravefsomembrane biologiche. Le
molecole anfifiliche che costituiscono le micellespono infatti interagire con le

membrane disorganizzandole e rendendole in questin faciimente permeabili.
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Pertanto formulazioni micellari possono essere @ggie per aumentare la
biodisponibilita di farmaci dopo una somministramoche preveda una forma di
assorbimento come la via orale, topica, sottocatagte. In questi casi pero la
struttura micellare viene normalmente distruttaadte il passaggio di membrana. Il
farmaco entra nel circolo sanguigno come tale neenttomponenti delle micelle

vengono “persi” durante I'interazione con le sttt cellulari. Per somministrazione
endovenosa, invece, le micelle possono presentaeprolungata permanenza nel
circolo sanguigno che si pu0 in buona parte ricoredalla dimensione di tali sistemi

che risulta maggiore della soglia di filtrazioneomlerulare. Inoltre sebbene le
micelle possano essere eliminate dal circolo sgmguper captazione da parte delle
cellule del sistema reticolo-endoteliale (RES);daona di idratazione ne previene in
genere l'opsonizzazione evitando il riconoscimerda parte del RES. Le

caratteristiche interfacciali micella/bulk dipendordalla densita delle catene
idrofiliche e dallo spessore della corona esterna.

L’eliminazione delle micelle dal sistema circolatoravviene in seguito a
dissociazione degli unimeri che le compongono. ¢éslo di micelle polimeriche, se
il peso molecolare delle singole catene polimeriéghanferiore a 20-30 kDa
I'eliminazione avviene generalmente per via rend#nlecole a piu alto peso
molecolare vengono filtrate piu lentamente e stérdal circolo sanguigno anche

per via epatica.

Micelle fisicamente stabili possono comunque rinmane circolo per molto tempo e
accumularsi attraverso meccanismi passivi in teggrmeabili quali ad esempio |l
fegato, in cui i capillari sono caratterizzati tedsenza della membrana basale e da
giunzioni interendoteliali larghe (circa 150 nm),tassuti inflammati o tessuti
caratterizzati da elevata angiogenesi e capillartigplarmente permeabili (Maeda
H., 1992).

Micelle direzionate possono essere invece esstyrube inserendo agertéirgeting

sulla superficie del sistema colloidale. Interefisaisultati sono stati ottenuti
impiegando ligandi che vengono endocitati dopo noszimento con il proprio
recettore di membrana, come I'acido folico (Lee.E2903), in questo modo tutto il

sistema sovramolecolare penetra nella cellula toarico di farmaco. Per ottenere
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sistemi a rilascio mirato e controllato sono statrodotti nella struttura micellare
funzioni che modificano la struttura in rispostpaaticolari stimoli microambientali.
Polimeri termosensibili (Cammas S., 1997) o pH-geihngMeyer O., 1998) possono
essere utilizzati per aumentare il rilascio delm@aco in determinati distretti
dell'organismo in cui ci sono piccole variazionili@eidita o della temperatura come

nei tumori solidi.

3.4.3 Bioconiugati farmaco-polimero

Il concetto dicarrier macromolecolare era gia stato definito all'iniziel decolo
scorso, quando nel 1906 Ehrlich conio il terminalfggtola magica” per indicare i
trasportatori di farmaci ad elevato peso molecoldegli anni ‘70 Helmut Ringsdorf
ideo il primo modello di polymer therapeutics in cui I'agente citotossico poteva
essere coniugato a divelsickbonepolimerici. (Ringsdorf, H., 1975).

Targeting moiety

Polymeric
backbone

Solubilizing
residue

Figura 3.9: Struttura di bioconiugati polimerici per il direnamento di farmaci

I modello proposto da Ringsdorf, schematizzatd-igura 3.9, € costituito da un
carrier polimerico idrosolubile inertepplymer backbonea cui sono legate diverse

funzioni:
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* uno spaziatorespace) biodegradabile interposto fra il polimero e |l
farmaco in grado di dare un legame sensibile doliglr chimica o
enzimatica solo nel sito d'azione, rilasciando itinpipio attivo
(intracellulary cleavable linker

» il farmaco @rug molecolg covalentemente legatolaiker

* puo essere presente anche un residuo direziontrget{ng moiety,
legato alla struttura polimerica, che ne promudveéirezionamento e
I' uptakespecifico alle cellule target, riducendo al miniheocinterazioni
non specifiche;

e possono anche essere presenti dei gruppi funzioaddlitivi che
influenzano la solubilita del coniugateo{ubilizel).

La bioconiugazione € una strategia particolarmegm@mettente per aumentare
I'efficacia dei farmaci iniettabili, poiché permetti ottenere nuove entita chimiche
con particolari caratteristiche chimico-fisiche dolbgiche che influenzano

positivamente la farmacocinetica e la farmacodicandiel farmaco stesso (Duncan,
R., 1994). Tuttavia ci sono ancora diversi problelaisuperare prima di ottenere il
bioconiugato ideale. Uno degli obiettivi da raggiere &€ ad esempio il

miglioramento della chimica di legame, in modo €h#ivazione e la coniugazione

non influenzino le proprieta del polimero e chesitb attivo del farmaco rimanga
disponibile. Una ulteriore problematica e quella ditenere polimeri ben

caratterizzati e con bassa polidispersivita echeanfvi € la necessita di sviluppare
metodi analitici adatti per la caratterizzazioné deniugato tal quale e dei suoi
componenti.

La bioconiugazione &€ comunque caratterizzata deemsnvantaggi, fra cui:

* mascheramento dei siti antigenici del farmaco, &tyito per quanto
riguarda farmaci proteici, con conseguente ridotptazione da parte del
sistema immunitario;

* una maggiore emivita plasmatica ed una riduziorlBederezione renale,
dovuta all’elevato volume idrodinamico;

e maggiore solubilita di farmaci normalmente pocaibdi;

» direzionamento specifico del farmaco nel tessutmotale grazie alla
presenza diargeting residues
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» rilascio del farmaco nel tessuto tumorale per &ff@PR (vedi paragrafo

3.3.1);

» possibilita di somministrazioni meno frequenti éasi piu basse;

* ridotta tossicita sistemica;
Il vantaggio principale € comunque la capacitaiddzionare e rilasciare il farmaco
solo nel sito bersaglio, sfruttando le carattesistiproprie del tessuto tumorale e del
legame polimero-farmaco.

Molti profarmaci polimerici sono attualmente in séa clinica di
sperimentazione. Tra i primi a venire sperimensali’'uomo vi e il “PK1”, dove
I'HPMA é usato come carrier per la doxorubicinai €udi hanno dimostrato che la
bioconiugazione permette di aumentare fino a cingpiee la massima dose tollerata
di doxorubicina, senza presentare fenomeni di otodgsicita, che risulta essere
I'effetto collaterale piu pesante a carico del facm (Vasey, P. 1999). Lo stesso
polimero utilizzato per questo studio e stato idtenente modificato con
I'introduzione di galattosamina, un ligando selettper I'asialoglicoproteina epatica,
allo scopo di ottenere un targeting epatico. llirpefo ottenuto (PK2) [Seymour,
L.2002) é entrato in sperimentazione clinica, ditradglo una buona capacita di
accumulo nelle cellule tumorali epatiche, fino avalte maggiore rispetto a quella
del farmaco libero. Tuttavia il bioconiugato non esidimostrato selettivo per le
cellule tumorali, accumulandosi in ugual misura Inegpatociti sani. Altri
bioconiugati sono stati sintetizzati per aumenltarsolubilita di farmaci scarsamente
solubili come il paclitaxel o la camptotecina. Irigtati di questi farmaci coniugati
al’lHPMA hanno messo in luce le problematiche legata stabilitd delinker tra il
farmaco e il polimero. Infatti a causa di una ageetdrolisi troppo rapida del legame
estereo tra il paclitaxel e il polimero si ossewarilascio del farmaco nel circolo
sanguigno, facendo registare fenomeni di neuratib&sascrivibili alla circolazione

del paclitaxel non coniugato (Meerum Terwogt, J2001).
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3.5 MATERIALI IMPIEGATI NEL PROGETTO DI RICERCA

3.5.1 Pullulano

Il pullulano € un polisaccaride naturale neutro posto da unita ripetitive di
D-maltotriosio (3 unita di glucosio unite da legagieosidicoa-1,4) legate tra loro
mediante legami glicosidice-1,6, viene prodotto per fermentazione dell’amido

mediata dal microrganismdureobasidium Pullulans

OH oH
Ny |
CH, CH, CH,
0 ) 0
OH OH OH
HO 0 0 Q OH OH
| i
CH, CH, CH,
) 0 0
OH OH OH
HO 0 0 o—
on OH OH

Figura 3.10: Struttura chimica del Pullulano

E’ un polimero solubile in acqua e insolubile neiventi organici. Le soluzioni
acquose di pullulano sono stabili (decompone a ZED-°C) e mostrano una
viscosita relativamente bassa se confrontata celeggi altri polisaccaridi. E inoltre
un polimero biocompatibile e biodegradabile pragriehe lo rendono un materiale
idoneo per la realizzazione di sistemi di drug\cely.

La biocompatibilita del polimero é stata confermatastudi su fibroblasti
umani. Dopo periodi prolungati di incubazione coonaentrazioni elevate di
nanoparticelle di pullulano non si sono osservateirdizioni significative della
vitalita cellulare o variazioni morfologiche, nétenferenze con 'adesione cellulare
(Gupta M. 2004). E’ noto che l'adesione & mediadairterazioni tra proteine di
superficie (ad esempio integrine) e proteine delkdrice extracellulare (o presenti
sulla superficie di altre cellule o particelle). tDache il processo di adesione e di
cruciale importanza nella crescita, migrazionefed#inziazione, sopravvivenza e
organizzazione tissutale, € fondamentale accecteel carrier non sia responsabile

di tali interferenze o altri generici fenomeni srfimatori.
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Come per molti altri polisaccaridi, dopo sommirazione endovenosa il
pullulano si distribuisce prevalentemente a livematico. Studi di biodistribuzione
in ratti hanno dimostrato che il recettore per idbmylicoproteina (ASGPR)
contribuisce in modo determinante alla distribueia@patica. Infatti I'inibizione di
tale recettore riduce sensibilmente il legame mtdiinalizzazione del polimero a
livello del parenchima epatico. Sulla base di talservazioni & possibile pensare al
suo utilizzo come carrier passivo o attivo via esithsi mediata da recettore (RME)
per il delivery al fegato. E’ da ricordare tuttawiae I'uptake del pullulano, proprio
perché avviene con un processo specifico di ricdmento, risulta essere
estremamente sensibile alla configurazione stemucé della molecola e alla
posizione dei gruppi idrossilici legati all’'unitairgnosica. Pertanto modifiche
strutturali possono alterare significativamente cé#atteristiche strutturali di tale
polimero.

Come il destrano, il pullulano risulta idroliticante stabile in ambiente neutro,
moderatamente alcalino o acido, tuttavia qualunguecesso porti alla perdita
dell'integrita glucopiranosica influenza la statailidello zucchero. Tra i metodi piu
sfruttati per la modifica chimica dei polisaccaridi generale, e del pullulano in
particolare, vi e I'ossidazione selettiva dei diginali mediante periodato di sodio,
reazione che permette I'apertura controllata deifauglucosidica e I'introduzione di
gruppi reattivi aldeidici che possono essere dtufier I'inserimento di specifihe
funzioni molecolari. Il processo di ossidazione tpoalla formazione di prodotti
tossici che provocano completa implicazione deti@ita cellulare. Studi condotti su
derivati polialdeidici di destrano mostrano una sidarevole citotossicita verso
cheratinociti e fibroblasti in vitro, con valori dCso intorno ai 130ug/ml verso
cellule RAW 264,7 murine (Sokolsky-Papkov et dl.mascheramento delle aldeidi
con etanolamina riduce di 15 volte la tossicita gebdotto che pud esser
ulteriormente diminuita attraverso riduzione dddase di Schiff con un riducente
selettivo quale il sodiocianoboroidruro (formaziodie un’ammina). La completa
riduzione dei gruppi aldeidici con un riducente lguasodioboroidruro (formazione
di un poliolo) riporta il valore di I allo stesso ordine di grandezza del destrano

nativo, ossia trascurabile (>5009/ml).
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La velocita di idrolisi, sia essa chimica od enzicw viene modificata
considerevolmente a seguito dell'ossidazione comiogato. Gli studi di
degradazione enzimatica condotti utilizzando amilasnzimi lisosomiali, e
valutando la degradazione nel siero, rivelano ehegelocita di idrolisi diminuisce
con l'aumentare del grado di ossidazione del pafial(Bruneel D., 2001) | risultati
hanno mostrato che sia il pullulano che molti derigono degradati lentamente dall’
a-amilasi e nel siero, e non subiscono invece siatife modifiche negli enzimi
lisosomiali. Essendo noto che i polimeri tendoncaadumularsi nel fegato, e stata
studiata anche la degradazione in sede epaticagwhiene a una velocita molto
bassa. Lo stesso andamento €& stato confermatarsydisaccaridi: un destrano
ossidato al 10% avente un PM 20 kDa viene completden idrolizzato
enzimaticamente in 24 h, mentre un corrispondeestrano ossidato al 90% subisce
circa un dimezzamento del proprio PM nelle stesselizioni e nello stesso arco di
tempo (Ahmad, T., 2006).

Per quanto riguarda invece l'idrolisi chimica, t&kzione della normale
conformazione “a sedia” dovuta all’apertura delfo si traduce in una aumentata
libertd di rotazione del legame “glicosidico” e fende piu facilmente suscettibile
all'idrolisi. | polisaccaridi ossidati con periogatinoltre formano una struttura
emiacetalica che ne riduce ulteriormente la stabil(Bruneel D., 2001).
Effettivamente, molti studi di degradazione di paticaridi ossidati mostrano una
riduzione del peso molecolare di quasi 2 ordingrdindezza nell’arco di 48 giorni di
incubazione in PBS (Bouhadir K. , 2001).

| gruppi aldeidici del pullulano sono stati mod#tc con varie molecole per
ottenere materiali con specifiche caratteristidhiencco-fisiche.

Il carbossimetilpullulano, ottenuto per reazion@ sodio cloroacetato, é stato
utilizzato per coniugare doxorubicina mediante gdan peptidici. Con una scelta
appropriata della tipologia di amminoacidi utiliizai sono sintetizzati profarmaci
con maggiore attivita antitumorale in vivo (Nogusa2000).

Il pullulano acetato, piu idrofobico del nativo, gpuessere sintetizzato
utilizzando anidride acetica in presenza di pirdi8i tratta di una reazione piuttosto
versatile, che consente di ottenere un biomatecmbegrado di acetilazione, e quindi

grado di idrofobicita, molto variabile. Studi diascio utilizzando Clonazepam come
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farmaco modello mostrano un rilascio piu prolungattaumentare del grado di
acetilazione (Jung S., 2003.)

Il derivato acetilato del pullulano, previa sucta@ione con anidride succinica,
puo essere ulteriormente funzionalizzato con sutietbssina per creare un
coniugato pH-responsivo che migliora il targetingumobrale dell’agente
antineoplastico 5-fluorouracile. Tramite una reaeioDCC mediata €& invece
possibile derivatizzare il pullulano acetato comtibia, sfruttando il suo gruppo
carbossilico terminale, e ottenere nanoparticalle diametro compreso tra gli 80 e i
130 nm e con buona efficienza di caricamento diaaticina. Con una chimica
simile e realizzabile un graft-copolymer pullulaRbGA (poli-DL-lattide-co-
glicolide, polimero noto per la sua biodegradabiétbiocompatibilita), con cui sono
state formulate nanoparticelle di circa 100 nm @ contenuto di adriamicina

compreso tra il 5 e il 10% in peso (Jeong Y., 2006)

3.5.2 PEG

Il polietilenglicole (PEG) & un polimero che stiehe per polimerizzazione
dell’'ossido di etilene mediante attacco nucleofliouno ione idrossido sull’anello

epossidico, che ne causa I'apertura con succegsipagazione della reazione.

Il PEG ha formula generale

HO-(CH,CH,0),-CH,CH»-OH

A partire dalla struttura base si possono prepataessi derivati lineari, ramificati e
mono o bifunzionali. Tra i PEG bifunzionali si digjuono composti omo ed
eterobifunzionali che permettono reazioni di coazigne selettive e che consentono
di legare alle due estremita del PEG molecole ageappi reattivi diversi (Roberts,
M.J. 2002).

Il PEG puo essere ottenuto con una polidispegsiiw / Mn) di 1,01 per i

PEG a basso peso molecolare (<5kDa) e di 1,1 pdli @d elevato peso molecolare
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(>50kDa), che confrontate con quella di altri pahmrisulta essere relativamente
bassa.

La struttura eterea conferisce al PEG carattefiilian: in soluzione é in
grado di coordinare 2-3 molecole di acqua per ciagainita di ossido di etilene ed é
solubile in molti solventi organici polari. Propria virtu della capacita di legare
molecole d’acqua e della flessibilita della suaitstira, il volume idrodinamico del
PEG risulta almeno 5 volte maggiore rispetto adpnoéeina globulare di ugual peso
molecolare.

In vivo gli oligomeri di PEG a basso peso molemlg< 400 Da) sono
substrati per alcool deidrogenasi, che producontalodti tossici. Per molecole di
massa maggiore questo non accade, e sopra i 1000 BBG risulta privo di

tossicita.

Il PEG viene rapidamente eliminato senza subireificbé strutturali. La clearance
e influenzata dal peso molecolare: al di sotto2fkkDa il PEG viene liberamente
filtrato a livello glomerulare, mentre a pesi nuamkari piu elevati I'eliminazione e
piu lenta. L'immunogenicita del PEG e scarsa, arméremolecole ad elevato peso

molecolare.

Data la sua bassissima tossicita questo polimeemeviusato in molte
preparazioni alimentari, farmaceutiche e cosmeti€hlge ai suoi impieghi classici
come umettante, addensante, viscosizzante, pkzstite il PEG e usato anche per
preparazioni peculiari. In particolare questo pelimviene usato nella preparazione
di bioconiugati farmaco-PEG per il delivery prolang di farmaci e nella modifica
superficiale di sistemi colloidali in modo da evéa processi di osponizzazione

responsabili della loro rapida eliminazione .
Per quanto riguarda la modifica di farmaci si possevidenziare due aspetti:

1. Il legame di farmaci a basso peso molecolare ahpa
2. la modifica di farmaci proteici con catene polincae.

43



Introduzione

3.5.3Paclitaxel

Il Paclitaxel (Tassolo) € un diterpenoide di orgginaturale estratto dalla

corteccia della specigaxus brevifolia.

Figura 3.11: Struttura chimica del Paclitaxel.

La struttura comprende woretetraciclico (Baccatina Ill) e una catena laterale
ad esso legata tramite link ester@ocausa dell’alta richiesta da parte del mercato
per scopi terapeutici, il paclitaxel viene in gensintetizzato a partire dal composto
naturale, assai piu abbondante, 10-deacetilbaec#iinestratto dalle bacche della
specie piu diffusdaxus baccata.

Il Paclitaxel € un noto agente citotossico utiltozen terapia antitumorale, da
solo o in associazione cams-latino, in pazienti affetti da carcinoma ovaria,
come farmaco di seconda scelta nel cancro mamnmemio rispondente ad altri
trattamenti. E’ indicato inoltre nel carcinoma polimare e nel sarcoma di Kaposi
AIDS-correlato.

L’attivita biologica del tassolo e attribuibile alegame specifico e
stechiometrico con la tubulina, costituente pratalello scheletro dei microtubuli. |
microtubuli sono componenti cellulari coinvolti n@rocesso che consente la
separazione corretta dei cromosomi nel corso dbllisione cellulare. Quando il
paclitaxel lega la tubulina ne promuove la polimeazione e stabilizza la struttura
microtubulare, modificandone il normale equilibriona cellula con microtubuli

stabilizzati subisce un processo di morte celluEegrammata o apoptosi. E’ noto
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che il farmaco interagisca con la tubulina inseosndn una tasca idrofobica della
proteina (Nogalest al, 2001), ma non sono ancora state completamerddateHe
conformazioni assunte dal farmaco &aigetdurante I'associazione.

Il paclitaxel & caratterizzato da una natura spéuoante idrofobica, infatti
risulta scarsamente solubile in acqua (approssmragnte 1 pg/ml). Per
incrementare la solubilita e consentirne l'uso icbn esso viene attualmente
formulato con Cremophor EL. L'utilizzo di tale velo é associato a reazioni di
ipersensibilita, neurotossicita e nefrotossicitapanto da richiedere in alcuni casi
una preventiva medicazione con corticosteroiditesgminici. La somministrazione
endovenosa del farmaco prevede tempi molto lunghisso lento, e studi recenti
sembrano inoltre confermare una riduzione delleifia antitumorale del paclitaxel
dovuta alla presenza del Cremophor EL. Per questivirsi &€ prestata particolare
attenzione allo sviluppo di sistemi dliug deliveryalternativi o Cremophor-free. Tra
questi, l'uso di liposomi, ciclodestrine, microemsiohi, micelle, microsfere e
nanoparticelle polimeriche.

Tali sistemi sono stati utilizzati non solo per rermentare la solubilita del
farmaco, ma anche per ottenere tangeting tumorale. Risultati promettenti nel
direzionamento attivo sono stati ottenuti sintetimdo coniugati chimici del
Paclitaxel (profarmaci) e incorporandoli in sistdipidici aventi I'acido folico quale
ligando per un’azione direzionante in sito. Qudstho gruppo chimico € stato
utilizzato anche nella realizzazione di sistemodipmiali, dotati di emivita maggiore
rispetto ai veicoli tradizionali e di una citotogth 4 volte superiore rispetto agli
analoghi liposomi senza gruppotdrgeting

Micelle polimeriche aventi diametro medio di 130 rsono state ottenute
utilizzando il copolimero (NIPAAmM-co-DMAAmM)-b-PLGA,n cui il paclitaxel
veniva caricato in modo fisico con alto graddadiding e assicurando allo stesso un
rilascio prolungato (Liggins Ret al, 1997). Caratteristiche analoghe sono possedute
dagli aggregati micellari basati striblock-copolymerPLA-PEG-PLA sintetizzato
per polimerizzazione mediante apertura dell’anetia differenti rapporti molari di
etilenglicole/acido lattico (Venkatramaet al, 2005). | sistemi micellari basati sul
diblock-copolymer a basso peso molecolare mPEG-block-poly (D,Leajti
mantengono una citotossicita comparabile al farmi#mero sulla linea cellulare
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MCF-7, ma consentono una biodistribuzione in viem divelli di farmaco dalle 2
alle 3 volte superiori nel fegato, rene, milza,npohe e tessuto tumorale (Kimel.
al., 2006).

Un sistema di tipo micellare e stato ottenuto prapdo immunomicelle di
PEG-fosfolipidi covalentemente modificate con sfieicenticorpi monoclonali in
grado di riconoscere un’ampia gamma di cellule wad@Torchilin et al, 1995), e
stato dimostrato che questi sistemi aumentanottdossicita del farmaco su linee
cellulari modello.

Micelle polimeriche di paclitaxel formulate con Riaic di diametro di 25 nm
rilasciano efficacemente il farmaco in vivo, ma medificano la farmacocinetica,
prolungandone la permanenza in circolo, aumentandaptakea livello di reni,
organi riproduttivi e polmoni, e riducendolo sigo#tivamente nel cervello e nel
fegato (Han S.Ket al, 2003).

Tra i sistemi didrug deliveryper il tassolo basati su polisaccaridi, i risulfati
incoraggianti sono stati ottenuti con l'utilizzo derivati anfifilici del chitosano,
come il coniugato N-octil-O-solfato, in grado dildalizzare una quantita di
paclitaxel che arriva al 25% in peso (Zhang et 2007), il derivato N-mPEG-N-
Octil-O-Solfato-chitosano col quale si raggiunge yercentuale vicina al 40%, e il
coniugato N-lauril-carbossimetil-chitosano, che aggisce un aumento della
solubilita di 1000 volte in ambiente acquoso e gamado l'attivita citotossica in
vitro (Miwa A. et al.,1998).

Glicol-chitosano idrofobizzato con acid@-Bolanico e stato utilizzato per realizzare
nanoparticelle di 400 nm di diametro in grado diagae paclitaxel fino al 10% in
peso e che risultano stabili in PBS fino a 10 gideh stato determinato che il 50%
del farmaco viene rilasciato nelle prime 24 h, etabilizza progressivamente fino
all’'80% nei successivi 10 giorni. Tuttavia gli st citotossicita in vitro mostrano
un’efficacia minore del sistema micellare rispe#tio preparato commerciale con
Cremophor (Kim Jet al, 2006).
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3.5.4 Gold (lll) derivati ditiocarbammati: [[ESDTAUBTr]

Negli ultimi anni la ricerca riguardante lo svilupmli complessi metallici
come potenziali agenti anticancro ha avuto un fortpulso. La ricerca in questo
settore ebbe inizio in seguito al successo dei ¢esapdi Pt (I1) nel trattamento di
molte patologie neoplastiche. L’introduzione deis-diamminodicloroplatino(ll),
detto comunement€is-platino in campo farmaceutico risale al 1979, aloafu
approvato dalla FDAFood and Drug Administratiorg immesso in commercio.

Da allora, il cis-platino viene largamente utilizzato come antinasfto,
anche se presenta numerosi limiti in ambito clinidarante il trattamento
chemioterapico: esso, infatti, ha attivita limitagalo ad alcune forme tumorali,
presenta tossicita diffusa coinvolgendo molti téssani (rene, fegato, sistema
nervoso) ed in grado di indurre resistenza al ana¢into. Il piu grave effetto
collaterale che venne riscontrato a partire dai tessicologici pre-clinici fu una
nefrotossicita correlata al legame detplatino con le cisteine di enzimi renali con
conseguente inattivazione.

Negli ultimi anni la ricerca sta ampliando le oppoita di impiego dei
complessi metallici usati come agenti antitumoralidenominati fhetal-based
anticancer drugs’ L'idea di base degli studi € quello di sfruttareneccanismo
d’azione dekis—platino ma ridurre gli effetti indesiderati.

In questo contesto, l'attenzione € stata indirazaerso i complessi di oro gia
utilizzati per il trattamento dell’artrite reumad@i. Il razionale di questa scelta e
dovuto al fatto che 'A{lll) ha configurazione strutturale simile al PK) @d inoltre
alcuni farmaci gia impiegati per I'artrite reumatej come alcuni derivati dell’oro,
hanno dimostrato una certa affinitd chemioterapida.conseguenza complessi
dell’oro potevano essere buoni candidati per ueraktiva akcis-platino. Alcuni dati
incoraggianti sono emersi dallo studio di alcunimptessi di Au (I), come
I’Auranofin, ovvero S-trietilfosfina di Au (I), chéha dimostrato di possedere
un’attivita citotossica in vitro paragonabile a @e&lel cis-platino verso diverse linee
cellulari tumorali umane, ma scarsa efficacia vojRonconi L.et al, 2005).

| ricercatori si sono ben presto rivolti verso tadso di complessi contenenti I'oro

nello stato di ossidazione +3, essendo isoelettooed isostrutturale rispetto al Pt
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(I1) e, come il platino, in grado di formare unaustura quadrata planare con i suoi
leganti. Sorprendentemente, nonostante la strettegianza, esistono pochi dati in
letteratura sull’uso di complessi di Au (lll) coragenti antitumorali; probabilmente,
questo & dovuto al loro alto potenziale redox endjualla loro bassa stabilita
elettrochimica che rendono il loro utilizzo piuttogroblematico.

Negli ultimi anni, grazie al forte contributo deltecerca, sono stati sintetizzati e
caratterizzati nuovi derivati di Au (Ill) che hannoostrato maggiore stabilita
all'ossidazione in condizioni fisiologiche. Questerivati sono stati stabilizzati
attraverso una scelta appropriata dei ligandi, el maggior parte dei casi hanno
gruppi elettrondonatori come atomi d’azoto. Alcalniquesti complessi di Au (lII)
mostrano in vitro citotossicita comparabile o aitidira maggiore dekis-platino
verso alcune linee cellulari di tumore umano, estada osservata solo una minima
resistenza crociata con il farmaco di riferimerfo (11)). Confrontando i complessi
dell'oro (lll) con quelli delcis-platino (ll), potrebbe essere ipotizzato che baz
biologica dei complessi di Au (lll) e in particodata loro attivita antitumorale sia
mediata da una interazione diretta col DNA celkeldra modalita di legame di Au
(Il) al DNA e stata determinata attraverso modaltistallografici e indagini
spettroscopiche dell’Au (llI) complessato con nosidi e nucleotidi. Inoltre, un
certo numero di studi suggeriscono che probaltildsiegame per I'Au (Ill) sono gli
atoni N (1)/N (7) dell'adenosina, N (7) o C (6) @lld guanosina, N (3) della
citidina, e N (3) della timidina, analogamente aampo riscontrato per lo ione
isoelettrico Platino (I1).

Rimane ancora da stabilire quale sia la forzaghree dei complessi di Au (Ill) con
il DNA. Sorprendentemente, recenti studi suggeriscche le interazioni in vitro di
alcuni complessi dell’Au (lll) con il DNA del timai vitello sono deboli, il che
implica che il loro meccanismo d'azione potreblksers sostanzialmente diverso da
quello evidenziato per i derivati dis-platino (11).

Recentemente sono stati sintetizzati complessoaditbammici di Au (lll) dalla
formula  generale [(ESDT)AuX (dove X= CI, Br. ESDT=
etilsarcosinditiocarbammato) (Roncomt al, 2005), (Figura 1.14) dotati di

migliorata stabilita in condizioni fisiologiche.
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Figura 3.12: Struttura di [([ESDT)AuG] (1), [(ESDT)AuBE] (2).

Tali composti hanno manifestato un’attivita antituale in vitro superiore a
quella delcis-platino di 4 ordini di grandezza e inoltre sontotmssici anche su
cellule divenute resistenti ad altri chemioterapici

Studi sullattivitd biologica detis-platino, hanno evidenziato che il danno
cellulare indotto e dose- ed in particolare temggendente. Infatti, la vitalita
cellulare dopo 3 ore di incubazione ad una conagitne massimale dis-platino, e
superiore al 60%, ma diminuisce al 20% dopo 24dbmpntatto. Questo risultato e
coerente col fatto chetiirgetcellulare dekisplatino e il DNA e, quindi richiede un
piu lungo intervallo di tempo per indurre la moudellulare. Al contrario i test
esegquiti trattando le cellule con i complessi di @) dimostrano una riduzione
della vitalita cellulare del 50% gia dopo solo 3eodi incubazione a bassa
concentrazione, e diminuisce ulteriormente al 2@od6 ore di incubazione, il che
fornisce supporto per altri meccanismi d’azionefedénti rispetto alla sola
interazione col DNA su cui sono in fase di svolgmeeulteriori indagini.

Studi approfonditi, hanno dimostrato l'interaziase cis-platino con i fosfolipidi di
membrana, con i microfilamenti del citoscheletron ¢actina e con I'RNA, ma e il
DNA il bersaglio piu sensibile all’azione antitunate del farmaco, sebbene solo
I'1% del cis-platino intracellulare riesca ad interagire cosoeEastman A, 1999).
Affinché il Pt (Il) svolga attivita antitumorale, ®ondamentale l'interazione del
centro metallico del Pt col DNA, che provoca limione della replicazione del
DNA; inoltre, il legame del Pt (Il) col DNA induceautazioni sia per spostamento
del modulo di letturaffameshif} che per sostituzione di base. A questo proposito,
per spiegare i dati biologici sopra descritti, sdbgpotizzare che i complessi di Au

(1) formino addotti col DNA con una cinetica pieloce ma che siano tuttavia
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meno stabili di quelli formati dal Pt. Alcuni studportati recentemente sostengono
che i composti dell’Au (Ill) sono in grado di indgire con la doppia elica del DNA

in modo debole e reversibile, essendo questa mtgra prevalentemente di natura
elettrostatica (Marcost al, 2002).

Per quanto riguarda I'attivita biologica dei congsiedi Au (IIl), sono stati
eseguiti alcuni studi per evidenziare in quale f@rincomplessi fossero realmente
attivi a livello biologico. Considerando i comple&stiocarbammici di Au (Ill) in
soluzione acquosa, si € notato che tendono a ger@lemoli di alogenuro per
sostituzione con 2 moli di OHLo scambio ha cinetica bifasica con una faseceelo
che si compie in pochi minuti in cui 1 mole di adogro viene rilasciato per mole di
complesso. La seconda fase, che prevede la sosti¢uziel secondo alogenuro,
avviene in almeno 30-40 min. In tampone fisiologicderivati ESDT (Figura 3.14)
convertono rapidamente nei complessi [Au(ESDT)(PH¢he sembrano essere
meno solubili in acqua rispetto ai complessi ditgyaza, e se mantenuti in PBS,
subiscono un processo di riduzione di Au (Ill) ad @ entro le 24 ore. Comunque,
questo processo di riduzione non dovrebbe inteeferon le proprieta citotossiche
dei derivati ESDT, in quanto e stato dimostrato ebsi esercitano la loro attivita
citotossica entro 12 h dall'incubazione anche aceaotrazioni nM, prima che il
processo di riduzione sia completo. E stato paiongrato che i complessi di Au (1)
[AU(ESDT),] sono meno citotossico rispetto ai complessi di (R) con evidente
vantaggio clinico nell’'utilizzo terapeutico dei deati ESDT di Au (llI).

In questo lavoro di tesi é stato studiato in patéire un derivato
ditiocarbammico, I'I(ESDT)AuB4] ovvero Di Bromo (EtilSarcosinditiocarbammato)
Oro (lll), riportato in Figura 3.12. Sono quindiatt indagate alcune strategie
tecnologiche per aumentare da un lato la solubditalall’altro la stabilita del
complesso. Sono stati studiati alcuni polimeri sembetici automicellanti e derivati
di ciclodestrine per migliorare le caratteristiotl@mico-fisiche di [(ESDT)AuB4]

per un impiego di tipo terapeutico.
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3.5.5 Doxorubicina

La Doxorubicina € un farmaco antitumorale che vigeaduto con il home
commerciale di Adriamicina o0 Rubex ed e conosciuemche come
idrossidaunorubicina. E un antibiotico apparteneiit@ categoria delle antracicline,
strettamente correlato al prodotto naturale daudimied € utilizzato per carcinomi,
sarcomi e tumori della pelle. La caratteristicanmuba delle antracicline e il nucleo
chinolonico centrale al quale € legato uno zucclenmino sostituito. Essendo una
molecola anfotera, si lega bene alle proteine pddisime e alle membrane cellulari.
Viene somministrato in forma di sale dell’acidoraliico per vie endovenosa ed é
fotolabile, per prevenirne la degradazione vienessp conservato in buste di

alluminio.

Figura 3.13: Struttura molecolare di Doxorubicina

La Doxorubicina (G/H29NO;1) ha peso molecolare di 543,5 Da, mentre il suo
derivato cloridrato (gH2oNO;;HCI) di 579,98. Il cloridrato € molto stabile aktato
solido e in soluzione acquosa ad un pH compres®.@ra 6.5, mentre si decompone
a velocita sempre maggiore quando il pH va da @.3.a.

Il meccanismo d'azione della Doxorubicina € comgdes rimane a tutt’'oggi
da chiarire, nonostante si siano fatti e si stifamoendo ancora numerosi studi.
Sicuramente interagisce con il DNA intercalandaterminandone un parziale
disavvolgimento che causa il blocco delle macrocuwke addette alla sintesi
(Fornari, F.A.,1994). Inoltre lintercalazione n&NA potrebbe determinare la
rottura di uno o di entrambi i filamenti di DNA gando ad apoptosi della cellula

con un meccanismo mediato dal gene p-53. In péatieanibisce la topoisomerasi
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II, che normalmente srotola il DNA permettendorkstrizione e la replicazione. La

Doxorubicina stabilizza il complesso formato dalkena, dopo che questo ha
tagliato la catena di DNA, impedendo al DNA di ess@lasciato e bloccando quindi

la replicazione e la trascrizione (Momparler, R.1976). La porzione aromatica

planare cromofora della molecola si intercala tra gdaia di basi del DNA, mentre lo

zucchero daunosamino si posiziona nel solco miedrénteragisce con le paia di

basi a fianco immediatamente adiacenti al sito@ircalazione, come evidenziato da
numerosi studi (Pigram, W., 1972)

Anche la produzione di specie reattive dell’ossméROS), probabilmente
mediata dall'interazione con lo ione ferro, e laageguente perossidazione lipidica
sembrerebbero coinvolte nel meccanismo antitumodé farmaco. Tuttavia
quest’ultimo punto rimane controverso, dato chetnsildi sembrano dimostrare
che lo stress ossidativo prodotto dalle antraachion abbia alcuna rilevanza per la
loro azione antitumorale (Simunek, T., 2009).

Clinicamente la Doxorubicina viene usata per trattalcune forme di
leucemia, sarcomi, il linfoma di Hodgkin’s, varierfne di cancro come quello a
seno, vescica, stomaco, polmone, ovaie, tiroiderenpelomi multipli. E utilizzata
anche contro I'AIDS e a questo scopo € stata repmrite coniugata con un
anticorpo monoclonale murino ottenendo un immunquiesso capace di eliminare
I'infezione da HIV-1 in topi, eradicando completamei linfociti T che esprimono
I'antigene. Questa cura potrebbe essere assodiattempia antiretrovirale (ART),
che non riesce ad eliminare completamente il (i#okansson, S., 2006).

Purtroppo la Doxorubicina presenta numerosi efiatiaterali, anche letali.
Come effetti acuti si possono avere immunosopprassinausea, vomito, diarrea e
aritmie (in genere transitorie), piu raramente sinifestano neutropenia e alopecia
reversibile. A partire da una dose di 550 nfg(fa dose consigliata & di 60-75 mg/
m?ogni 21 giorni)si possono manifestare cardiomiopatie e disfunaiastolari che
portano ad aritmie, cambiamenti non specifici @ddtrocardiogramma,
diminuzione del volume di eiezione del ventricoloistro e possono culminare con
insufficienza cardiaca congestizia. Il rischio drilgppare una cardiotossicita
irreversibile dipende da diversi fattori come laséousata di Adriamicina, I'eta

(persone molto giovani o molto vecchie sono i qaisi a rischio), pre-esistenti
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problemi cardiaci o cure antitumorali e associagiacon altri farmaci, come
paclitaxel e trastuzumab. La cardiotossicita dBltaxorubicina & caratterizzata da
una diminuzione dose-dipendente della fosforilagi@ssidativa nei mitocondri e
degli enzimi antiossidanti a livello cardiaco, lgesie reattive dell’ossigeno che si
generano dall'interazione della Doxorubicina corfeitro, con formazione di un
derivato semichinonico, possono quindi danneggiareociti, causando apoptosi,
perdita di miofibrille e vacuolizzazioni citoplastithe. Inoltre I'ossidazione dei
lipidi di membrana fa si che le cellule cardiachengano attaccate dal sistema
immunitario, con aumento del danno e a questo giuage quello sul sistema di
sintesi degli acidi grassi (Bordoni, A., 1999). 4@mministrazione di sostanze, come
il dexrazoxano, che legano il ferro impedendon&diazione con la Doxorubicina o
sostanzescavengernei confronti delle ROS, sembrano infatti avere effetto
cardioprotettivo. Tuttavia alcuni studi non songsaiti a dimostrare questa tesi, per
cui lo stress ossidativo potrebbe essere solo anaeguenza di un danno a livello
dei mitocondri e delle cellule e non la causa primalella cardiotossicita della
Doxorubicina. Altri possibili meccanismi cardiotasspresi in considerazione sono
stati: la produzione di metaboliti delle antracieli maggiormente idrofili e
cardiotossici, che si accumulano nei cardiomioeiterata espressione e funzione di
importanti proteine cardiache, come la Na-K adendsfosfatasi; inibizione del
coenzima @; perdita del’omeostasi del calcio a livello dilloke e mitocondri e
legame dell’Adriamicina a cationi bivalenti come MgCw*e zrf*; induzione di
lesioni a carico del DNA mitocondriale ed alteramodei processi bioenergetici;
degradazione di proteine dei miofilamenti e debsuheletro, interferenze con
diverse chinasi (Simunek, T., 2009) e l'interazi@oa il sistema contrattile actina-
miosina, con conseguente alterazione della cindticantrazione cardiaca.
L’Adriblastina & la piu semplice forma farmaceutmantenente Doxorubicina
cloridrato in commercio in lItalia, come soluziongalvere liofilizzata. Per cercare
di migliorare le proprieta chimico-fisiche e la f@acocinetica e per limitare gli
effetti collaterali della Doxorubicina, sono stédéte diverse formulazioni. Doxil € la
Doxorubicina incapsulata in liposomi ricoperti qoolietilenglicole, prodotta dBen
Venue Laboratorieper Jonson&Jonsomegli USA, al di fuori degli Stati Uniti

conosciuto come Caelyx e venduto 8ahering-Plough Questa forma e stata
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sviluppata per il trattamento del sarcoma di Kgpasa forma di cancro correlata
al’AIDS che causa lesioni alla pelle e ad altrgami. E inoltre utilizzato per il
cancro al seno e alle ovaie in stadio avanzataattofto nei casi a piu alto rischio
cardiaco. La peghilazione dei liposomi fa si chec@ncentrino preferenzialmente
nella pelle, ma si hanno comunque effetti colldterdovuti, ad esempio, alla
fuoriuscita di Doxil dai capillari dei palmi dellmani e delle piante dei piedi, che
determina arrossamenti, eritema e dolétend-Foot SyndronmeQuesta sindrome si
presenta nel 50% dei pazienti trattati e limitalétse terapeutica Doxil, che rimane
tuttavia preferibile alla Doxorubicina non incapdal in quanto risulta meno
cardiotossico. Doxil € inoltre approvato dall’FDAerpil trattamento del mieloma
multiplo.

Myocet € invece la forma non peghilata di lipos@mintenenti Doxorubicina,
prodotta daEnzon Pharmaceuticalper Cephalonin Europa e perSopherion
Terapeuticanegli USA e in Canada. Questa forma e approvatd pattamento del
cancro al seno in fase metastatica in Europa edaamaa non dalla FDA negli Stati
Uniti. Non essendo ricoperto con polietilenglicoldyocet da una minor incidenza
della Hand-Foot Syndromerispetto a Doxil e come questo limita gli effetti
cardiotossici della Doxorubicina non incapsulatavantaggio dei liposomi e che
permettono di ottenere una maggior concentrazieheamposto nel sangue (AUC),
ma con un rilascio lento, che non permette di nagggre il picco ematico (Cmax) di
farmaco libero che determinerebbe la cardiotossi&tudi clinici hanno dimostrato
che utilizzando Doxorubicina libera in associaziona Herceptin e tassolo si ottiene
una maggior risposta da parte delle cellule tumonah anche danni cardiaci letali.
Utilizzando invece il farmaco incapsulato in lipasoin associazione ai suddetti
composti, a fronte di una miglior efficacia nomsnifesta la cardiotossicita. Questa
scoperta ha permesso I'entrata di Myocet nellaatéage clinica, per I'approvazione
della FDA.

Risultati migliori si sono ottenuti con micelle puokriche autoassemblabili
stabilizzate dal PEG: sfruttando cosi I'effetto EERuptakeda parte del sistema
reticolo endoteliale. Inoltre la diffusione del fa@co attraverso la micella e favorita
dalla presenza di un gruppo amminico sulla molegotdonabile che favorisce la
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diffusione del farmaco al pH acido del lisosomaytjeisto che a quello neutro del
plasma e questo incrementa il rilascio del farmateello cellulare.

Recentemente sono state sintetizzate nanopartiqeighilate di PLGA
(poly(lactic-co-glycolic acid)), che hanno dimostrali avere una maggior efficacia
rispetto alla Doxorubicina in vivo su topi e innatsu cellule-B tumorali murine, ma
una minor cardiotossicita. || PLGA é biodegradabélequindi non si accumula
nell'organismo, mentre il PEG offre protezione cont'azione fagocitaria dei
macrofagi e I'adsorbimento da parte di proteinepiduendo quindi laclearancee
aumentando il tempo di circolazione del farmacaKP&, 2009).

In questo lavoro di tesi € stato studiato un biaegeto di Doxorubicina, in cui
il farmaco e legato covalentemente ad un polimeronéto da pullulano, PEG e

acido folico, con un legame pH sensibile.
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4. MATERIALI E METODI

4.1 REAGENTI

I MPEG-NH, PM=2000 e prodotto da Nektar (Huntsvill, AL, USA)

Il paclitaxel € stato donato da INDENA S.p.A (Mi@gn

La doxorubicina HCl & stata acquistata come formate commerciale
Adriblastina 50 mg, da Pfizer (LT, Italia)

[(ESDT)AuBFK,] e stato fornito dalla Prof. Dolores Fregona dgbddtimento di
Chimica Inorganica, Metallorganica e Analitica (Uerisita di Padova).

L’acido 5B3-colanico, il mannitolo, il sodiocianoboroidruro;adido 2,4,6-
trinitrobenzensolfonico, l'idrossido di sodio, lido cloridrico, I'etanolo e il
metanolo sono stati acquistati da Sigma Chemical(&td_ouis, MO, USA).

I PEG(NH,), con peso molecolare 1900 Da utilizzato dopo disgohe in
diclorometano e precipitazione in etere, il pulhdal00 kDa, gli standard di
destrano, la dodecildiammina, il cloruro di tionila trietilammina, acetonitrile,
cloroformio,  dimetilsolfossido, il  sodioboroidruro (NaBH;), I'N-
idrossisuccinimmide, la N,N’-dicicloesilcarbodiimda, dimetilformammide,
acido trinitrobenzensolfonico, l'acido folico sorstati acquistati da Fluka
(Buchs, Switzerland) .

Il dimetilsolfossido deuterato per I'analisi al’NRj I'acido trifluoroacetico, la
cisteamina e l'acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoic@TNB), il PBS, il terreno
DMEM, FD-DMEM, Ila glutammina, la penicillina, la reptomicina,
I'anfotericina, il glucosio e il bicarbonato sondats acquistati da Aldrich
(Stheim, Germany).

L’etere, l'idrossilammina cloridrato e il diclorot@mo sono stati acquistati da
Carlo Erba (Milano, Italia).

| sali per la preparazione dei tamponi e metapatmdli sodio sono stati
acquistati dalla Riedel-de-Haen (Seelze, Germany).
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L’acido N-[e-maleimidocaproil]-idrazide trifluoroacetilato (EM{} e stato
acquistato da Pierce (Rockford, USA)

Le B-ciclodestrine e le Metig-ciclodestrine (Kleptose® Crysmeb) sono state
fornite da Roquette (Lestrem, France).

| prodotti per biologia cellulare e le plastich Ger sono stati acquistati da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) oppure da Biologl Industries Ltd.
(Israel).

| terreni EBM ed EGM-2 sono stati acquistati danta (Switzerland).

La matrice da membrana basale Matritje¢ stata acquistata da BD Biosciences
(USA).

Le linee cellulari di adenocarcinoma mammario (MOF- carcinoma
nasofaringeo (KB) e di carcinoma della cervice inter(HelLa), le human
umbelical vein endothelial cellBHUVEC) e lehuman bone marrow endothelial
cells(HBMEC) provengono dalla banca cellulare ATCC-USA.

| topi balb/c femmine del peso di circa 20-25 gasetati forniti dal Dipartimento

di Scienze Farmaceutiche, Universita di Padova.
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4.2 STRUMENTI

0 Le determinazioni spettrofotometriche sono staegei$e con spettrofotometro
UV-Vis A25 Perkin Elmer (Norworlk, CT, USA)

o Per le analisi cromatografiche in reverse-phasersd utilizzati:

1) sistema HPLC Shimadzu, composto da due pompdQA&S, un rivelatore
UV SDP 10A e un integratore Class VP Chromatogragdibg System, versione
4.2 della Shimadzu (Kyoto, Japan), con colonnaiticealRP Phenomenex Luna
C18 250x4,60 mm.

2) sistema HPLC Jasco composto da due pompe Pu&8delatore UV-1575,
integratore Hercule Lite fornito da JMBS, con calaranalitica RP Phenomenex
Luna C18 250x4,60 mm.

o Per le analisi cromatografiche in gel-filtraziorieésutilizzato il sistema HPLC
Jasco composto da due pompe P1580, rivelatoreddtieirdi rifrazione RI-2031
PLUS, un integratore Hercule Lite fornito da JMB&n colonna analitica
BioGel SEC 40-XL (BioRad) oppure con colonne aidig TSKgel
G3000SW,. e TSKgel G4000SW. 7,8 mm x 30,0 cm (Tosoh, Bioscience,
Stuttgart, Germany)

o Le liofilizzazioni sono state eseguite con liofdaore Hetossic HETO Lab
Equipment e con Speed Vac Vacuum Centrifuge deBa ® lab Equipment
(Birkerod, Denmark)

o | solventi sono stati evaporati con Rotavapor Rdléla BUCHI Labortechnik
AG (Postfach, Switzerland)

o Le misure di pH sono state effettuate con pHmetwesS Easy S20-K Mettler
Toledo con elettrodo Mettler Toledo Inlab 413 (Selwenbach, Switzerland)

o Le centrifugazioni sono state eseguite con cemfinéu CENTRIKON T-42K
Kontron Instruments, Z300 Hemle e con ALC microdé&nghette 4214 della
ALC international (Cologno Monzese, Italy)

o Gli spettri NMR sono stati eseguiti con SpectrospiX 300 Mhz Bruker
(Billerica, MA, USA)
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Per la lettura delle piastre e stato utilizzatsiftema Microplate Autoreader
acquistato da Biotek Instruments inc., mod. EL311&Kghland, Vermont
US.A)

Le cellule endoteliali sono state contate con Gou@ounter Cell and Particle
Counters, Coulter Z Series, della Beckman Coulter, (Brea, U.S.A.)

Le dimensioni particellari sono state determinatediante Dinamic Light
Scattering Particle Sizing System NICOMP 380ZLSh{8@arbara, CA, USA)
Le analisi di fluorescenza sono state condottefanimetro LS 50 B Perkin-
Elmer (Wellesley, MA, USA)

Le analisi di ESI-MS sono state eseguite con spagtro di massa a tempo di
volo (ESI-TOF) con Applied Biosystem Mariner ESI-F@Monza, Ml, Italy).

Per le ultrafiltrazioni si e utilizzato un sisterAaicon (Danver, MA, USA) con
membrane YML1 (cut-off 10.000 Da) e Amicon ultraFh€ Millipore con cut-
off 30.000 Da, per la filtrazione dei tamponi sinsousati sistemi Millipore
(Bendford, MA, USA) con filtro da 0.2@m, i campioni da analizzare al’'HPLC
sono stati filtrati con Spin-X Centrifugate tubkefi 0.22um.

L'analisi quantitativa delloro e stata condotta ncoAtomic Absorption
Spectrometers (AAS) usando il Varian’s AA240 comgito di grafite GTA120
e Zeeman background corrector e autosampler, (V&/&240 Zeeman, Varian

Inc.).
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4.3 METODI

4.3.1 Metodi analitici

4.3.1.1 Determinazione dei residui aldeidici

La determinazione del grado di ossidazione delufarb e stata eseguita
mediante titolazione potenziometrica secondo laodiea descritta da Bruneel e coll.
(Bruneel D., 1993). La reazione delle aldeidi adrossilammina cloridrato porta alla
formazione della corrispondente ossima (Figura d.li)erazione di acido cloridrico

che viene titolato con una soluzione standard d@iN#®.01 N.
R—(|_3|/ + H,N-OH*HCI ——> R—(H::N—OH + HCI

Figura 4.1: Schema di reazione tra un composto aldeidico es&ileonmina cloridrato.

5.0 ml di una soluzione 1 mg/ml di pullulano ossidm acqua milliQ vengono
fatti reagire con 10 ml di una soluzione di idrémsimina cloridrato 0.04 MLa
miscela viene mantenuta a temperatura ambiente sogtante agitazione. Dopo 2
ore la soluzione viene titolata con una soluziotedard di NaOH 0.01 N. Per
confronto viene eseguita anche la titolazione dniQi idrossilammina cloridrato
0.04 M.

4.3.1.2 Test del TNBS per la determinazione dei gpypi amminici primari
Le ammine primarie sono state determinate medisedeione con l'acido

2,4,6-trinitrobenzensolfonico che porta alla formae di composti colorati di giallo

determinati mediante spettroscopia UV-Vis.
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A. Metodica Snyder

A 940 pl di tampone borato 0.1 M pH 9.3 vengono aggiumtBad pl di
soluzione di PEG-NKcontenenti 0-0.¢umoli e 30ul di soluzione di TNBS 1% p/v
in DMF. Dopo 45 minuti di incubazione a temperatambiente viene determinata
'assorbanza a 420 nm (Snyder, S.L. 1975).

La percentuale di gruppi amminici & stata detertaifiasandosi su una retta
di taratura costruita con soluzioni a concentraziaonta di mPEG-NK | valori di
assorbanza ottenuti sono riportati in una rettaditura in funzione della quantita di

gruppi amminici presenti nelle soluzioni di sag@fttgura 4.2).

0,6 -
B

< 0,4

Q

NJ

(£ 0,2 - y = 9,3202x + 0,0069
< R? = 0,999

0 001 002 003 004 005 006 007
pumoli NH,

Figura 4.2: Retta di taratura di mPEG-NHhnediante saggio TNBS

La quantita di gruppi amminici presenti nella sidbme da analizzare sono
stati determinati miscelando 94Q di tampone borato, 3(L di soluzione incognita
e 30uL di TNBS. L’assorbanza ottenuta a 420 nm é statadj riferita alla retta di

taratura.

B. metodica Habeeb

250 yl di NaHCG; 4% pH 8.5 sono aggiunte a 2R0di acqua contenente
quantita note di PEG-NHe 250ul di TNBS 1 mg/ml in acqua mQ. Dopo due ore di
incubazione a 40°C, si aggiungono 210di sodiododecilsolfato (SDS) 10% p/v e
125ul di HCI 1 N e si determina I'assorbanza a 335 kalkeeb A., 1966). | valori

di assorbanza cosi ottenuti sono riportati in gmfin funzione della quantita di
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gruppi amminici presenti nella soluzione di saggittenendo cosi una curva di

taratura (Figura 4.3).
La quantita di gruppi amminici nelle soluzioni agnite é stata determinata

in modo analogo a quelli allestiti per la retta tdratura utilizzando 25@l di

soluzione da analizzare.
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0,1 | R? = 0,9967
0 . . . . .
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umoli NH,

Figura 4.3: Retta di taratura con mPEG-NH

4.3.1.3 Test di Ellman per la determinazione dei gippi tiolici liberi

La concentrazione dei gruppi tiolici (-SH) in unaluizione é stata determinata
mediante il saggio di Ellman in cui I'acido 5,5t0dbis(2-nitrobenzoico) (DTNB)
reagisce selettivamente a pH neutro con i residlicit formando il cromoforo 2-
nitro,5-tiobenzoato (Ellman G.L., 1959).

200l di campione sono stati incubati con @0di DNTB (4 mg/ml in fosfato 50
mM, pH 7.0) ed analizzati dopo 30 minuti a 405 uia.concentrazione di gruppi -
SH é stata calcolata sulla base di una retta dituer ottenuta con soluzioni a

concentrazione nota di cisteamina (Figura 4.4).
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Figura 4.4: retta di taratura ottenuta con soluzioni a coneaitne nota di cisteamina.

4.3.2 Sintesi e caratterizzazione di graft copolymautoassemblanti

4.3.2.1 Studio preliminare della cinetica di ossidaone del pullulano

Ad una soluzione di 100 mg di pullulano (PM 100 kMe617 mmoli di
monomero) in 8.15 ml di acqua mQ vengono aggiu@b Inl di periodato di sodio
0.4 M (0.74 mmoli). La soluzione finale cosi ottemuiene suddivisa in tre aliquote
mantenute sotto agitazione al buio, a temperatumtziente, a 4°C e a 25°C. A tempi
prestabiliti (30, 1h, 2h, 4h, 6h, 9h, 24h) vierrelpvata un’aliquota di 0.5 ml a cui
vengono aggiunti 10 mg di mannitolo (0.05 mmolipdd 1 ora la soluzione viene
purificata per ultrafiltrazione con membrana 10 k[3al campione si esegue la
determinazione del contenuto di aldeidi mediantendtodo dell'idrossilammina
cloridrato ( Bruneel D., 1993).

4.3.2.2Sintesi di pullulano ossidato

Ad una soluzione di 1 g di pullulano (PM 100 kDal® mmoli di unita
glicosidiche) in 90.75 ml di acqua mQ vengono agti9.25 ml (PULL) o 2.6 ml
(PULL) di periodato di sodio 0.8 M. La soluzione vienei pnantenuta sotto
costante agitazione a temperatura ambiente e al Baipo 6 ore vengono aggiunti
11.1 mmoli (PULL) o 3.1 mmoli (PULL) di mannitolo. Dopo 1 ora la miscela di
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reazione viene purificata con sistema di ultrafidtone Amicon utilizzando una
membrana con cut-off 10 kDa e liofilizzata. Il potid ottenuto viene analizzato per

determinarne il grado di ossidazione e il peso oultee.

4.3.2.3Clorurazione dell’acido 5p-colanico

600 mg di acido B-colanico (1.664 mmoli) vengono disciolti in 6 mi d
cloroformio anidro. Si porta a riflusso con refrigete a ricadere a 40 °C sotto
costante agitazione. Alla soluzione limpida vengaggiunti 1450ul di cloruro di
tionile (16.64 mmoli) e si mantiene la reazionecwndizioni anidre in corrente
d’azoto per 3 ore. Successivamente si procede diiflazione sotto vuoto del
tionilcloruro in eccesso, quindi si porta a secaaem rotavapor. Il prodotto si
presenta come una polvere gialla.

Una piccola quota di prodotto viene prelevata eiditg in metanolo per
ottenere il corrispondente estere metilico dellaccolanico. Si elimina il solvente
residuo in SpeedVac e si riprende il precipitata ctoroformio deuterato su cui si

esegue un’analitH-NMR.

4 .3.2.4Sintesi del derivato Colanico-dodecilammina

In 4 ml di diclorometano anidro si sciolgono 400 whgdodecildiammina
(1.99 mmoli) sotto costante e vigorosa agitazioBe.aggiungono 600ul di
trietilammina (TEA, 4.3 mmoli). Alla soluzione vgono aggiunti goccia a goccia 2
ml di diclorometano anidro contenenti 140 mg didaccolanico attivato a cloruro
(0.37 mmoli) Si mantiene la reazione in condizianidreovernightsotto agitazione
e a temperatura ambiente.

La miscela di reazione viene quindi filtrata, teaga in un pallone da 500 ml
contenente 300 ml di HCI 0.01 N. La miscela viensta in rotavapor per eliminare
la fase organica. Dopo completa evaporazione ddbrdimetano, si esegue una
filtrazione utilizzando un filtro 0.22um. La frazione di solido trattenuta dal filtro
viene recuperata e liofilizzata. Una aliquota deldotto viene disciolta in MeOH ed

analizzato mediante spettrometria di massa.
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4.3.2.5Sintesi di (colanico)-(PULL)-(PEG)

Rapporto molare
rispetto mg mmol
ai gruppi aldeidici
Pully 100 0.74
(gruppi aldeidici)
Colanico-(CH)12-NH> 0.25 100.3 0.185
mPECQooo-NHz 0.25 370 0.185
(CH;COO)BHNa 0.75 118 0.555
NaBH, 1 28 0.74
Tabella |

Ad una soluzione di 3 ml di cloroformio contenedf@0.3 mg di colanico-
dodecilammina (0.185 mmoli) vengono aggiunti 7 mIDMF in cui sono sciolti a
50°C 100 mg di pullulano ossidato (PULDopo 24 ore si aggiungono 118 mg di
sodiotriacetossiboroidruro (0.555 mmoli, in 3Q0 di DMF). La reazione viene
mantenuta sotto stirring per 6 ore. Si aggiungonind] 370 mg di mMPE&orNH>
sciolti in 1 ml di cloroformio. La miscela di rearie viene mantenuta sotto costante
agitazione a temperatura ambiente overnight. lima del solvente viene ridotto in
rotavapor, e il residuo oleoso viene ripreso conmilOdi acqua mQ, agitando su
vortex per garantire la completa dissoluzione da#ingero anfifilico. La soluzione
risulta torbida per la presenza di colanico-dod@eaihina che non ha reagito. Si
aggiungono 50Qul di una soluzione 56 mg/ml di sodioboroidruro @.mhmoli).
Dopo 24 h la miscela di reazione viene acidificaia cautela a pH 6 per aggiunta di
acido acetico, quindi si filtra con filtro 0.2@n per rimuovere il derivato del colanico
in sospensione e si purifica per ultrafiltrazioma c€entricon con membrana con cut
off di 30 kDa. L’eluato viene raccolto e su di essene determinata la presenza di
PEG libero. Il prodotto viene liofilizzato e unaicmiota viene prelevata per la

caratterizzaziondH-NMR.
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4.3.2.6Sintesi di (colanico)-(PULL)-(PEG)

Rapporto molare
rispetto mg mmol
ai gruppi aldeidici
Pull, 100 0272
(gruppi aldeidici)
Colanico-(CH)12-NH> 0.25 37 0.068
MPEGgorNH: 0.25 136 0.068
(CH;COO)BHNa 0.75 43 0.204
NaBH, 1 10.3 0.272
Tabella Il

Ad una soluzione di 6 ml di cloroformio contener®@@ mg di colanico-
dodecilammina (0.068 mmoli) vengono aggiunti 14 daiDMSO in cui sono sciolti
a 50°C 100 mg di pullulano ossidato (PY).LDopo 24 ore si aggiungono 43 mg di
sodiotriacetossiboroidruro (0.204 mmoli, in 300di DMF). La reazione viene
mantenuta sotto stirring per 6 ore. Si aggiungonind] 136 mg di mMPE&or-NH>
sciolti in 1 ml di cloroformio. La miscela di rearie viene mantenuta sotto costante
agitazione a temperatura ambienternight e quindi il volume del solvente viene
ridotto sotto vuoto e ripreso in acqua come rigortel paragrafo precedente.

Si aggiungono quindi 500! di una soluzione 20.6 mg/ml di sodioboroidruro
(0.272 mmoli). Dopo 24 h la miscela di reazionenei@cidificata con cautela a pH 6
per aggiunta di acido acetico. Il prodotto dellezioae viene purificato e

caratterizzato come riportato nel paragrafo precede
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4.3.2.7Sintesi di (colanico)-(PULLy)—(PEG-NH,)

Rapporto molare

rispetto mg mmol
ai gruppi aldeidici
Pull, 200 0543
(gruppi aldeidici)
Colanico-(CH)12-NH> 0.25 73.6 0.136
PEGugoo(NH2)2 7.5 7737.8 4.073
(CHsCOO)%BHNa 0.75 86.31 0.407
NaBH, 1 20.54 0.543
Tabella 111
Rapporto molare
rispetto mg mmol
ai gruppi aldeidici
Pull, 200 0543
(gruppi aldeidici)
Colanico-(CH)12-NH; 1 294.3 0.543
PEGugoo(NH2)2 7.5 7737.8 4.073
(CH;COO)%BHNa 0.75 86.31 0.407
NaBH, 1 20.54 0.543
Tabella IV
Rapporto molare
rispetto mg mmol
ai gruppi aldeidici
Pull, 200 0543
(gruppi aldeidici)
Colanico-(CH)12-NH> 2 588.6 1.086
PEGioor(NH2)2 7.5 6330 4.073
(CH;COO):BHNa 0.75 70.57 0.407
NaBH, 1 20.54 0.543
Tabella V
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Ad una soluzione di 12 ml di cloroformio contene86 mg (0.136 mmoli)
(Tab. Ill), 294.3 mg (0.543 mmoli) (Tab. 1V), 588m6g (1.09 mmoli) (Tab. V) di
colanico-dodecilammina vengono aggiunti 28 mL di M in cui sono sciolti a
50°C 200 mg di pullulano ossidato (PUf\LDopo 48 ore si aggiungono 86.31 mg di
sodiotriacetossiboroidruro (0.407 mmoli, in 3@Ddi DMSO). La reazione viene
mantenuta sotto stirring per 24 ore. Si aggiungguiadi 7.737 g di PE¢oo(NH2)2
sciolti in una miscela 7/3 v/iv di DMSO/cloroformiba miscela di reazione viene
mantenuta sotto costante agitazione a temperamipgeate overnight. Il volume del
solvente viene ridotto in rotavapor, e il residueoso viene ripreso con 10 ml di
acqua mQ, agitando fortemente su vortex per gagdatcompleta dissoluzione del
polimero anfifilico. La soluzione risulta torbidaemp la presenza di colanico-
dodecilammina che non ha reagito. Si aggiungon®420ng di sodioboroidruro
(0.543 mmoli). Dopo 24 h la miscela di reazionenei@cidificata con cautela a pH 6
per aggiunta di acido acetico, quindi si filtra cfitro 0.22 um per rimuovere |l
derivato del colanico in sospensione e si puripea ultrafiltrazione con Centricon
con membrana con cut off di 30 kDa. Il prodottonédiofilizzato e una aliquota

viene prelevata per la caratterizzazioHeNMR.

4.3.2.8Determinazione del peso molecolare del derivato adato del pullulano

| pesi molecolari medi del pullulano di partenzdet derivato ossidato sono
stati determinati mediante analisi SEC-HPLC utdizdo colonne TSK G3000S\W
e TSK G4000SW (7.8 x 300 mm, Tosoh) in serie, eluite in condizisocratiche
con tampone fosfato 100 mM, solfato di sodio 150 e0% di metanolo, pH 6.9,
ad un flusso 0.8 ml/min. Il profilo di eluizioneséato valutato utilizzando un detector
ad indice di rifrazione (RI). Il peso molecolarel derivato del pullulano é stato
determinato valutando i tempi di eluizione dei mibidanalizzati sulla base di una
retta di taratura ottenuta impiegando standardediredno a pesi molecolari noti (270
kDa, 150 kDa, 80 kDa, 50kDa, 25 kDa, 12kDa) (Figut).
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Figura 4.5: Retta di taratura di colonna GPC tramite standacistrano a PM noto.

4.3.2.9Determinazione della Concentrazione Micellare Critta (CMC)

Aliquote di ml di una soluzione mg/ml di pirem&cetone vengono poste in
provette da 1.5 ml. Il solvente viene allontanaiticsvuoto inSpeed-Vae ad ogni
campione vengono aggiunti 1 ml di soluzioni polirolee a concentrazione crescente
da 0.001 a 5 mg/ml. | campioni vengono mantenutigitazione overnight e quindi
centrifugati a 4000 rpm per 2 minuti. Il surnataniene quindi analizzato per
fluorescenza Neccitazione= 339 NM,Aemissione= 394 nm). | valori di fluorescenza in
scala logaritmica vengono riportati in grafico ionkione delle concentrazioni

polimeriche per determinare il valore di CMC (Kw@n 1993).

4.3.2.10Determinazione delle dimensioni micellari

La dimensione delle micelle e stata valutata medianght-Scattering

Dinamico (DLS) con soluzioni polimeriche in acquecacentrazione 1 mg/ml.
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4.3.2.11 Studio di solubilizzazione di paclitaxel

500 g di paclitaxel vengono sciolti in 2Q0 di una soluzione di (colanico)-
(PULL,)—(PEG) o (colanico)-(PULY)—(PEG) o (colanico)-(PULL)—(PEG-NH) in
DMF a concentrazione crescente (2, 4, 6, 10, 15mMgll solvente viene rimosso
sotto vuoto mediant&peed-Vae ad ogni campione vengono aggiunti 200di
tampone PBS. | campioni vengono centrifugati a 600 per 4 minuti, e il
surnatante prelevato viene immediatamente filtcato filtro 0.22um e le soluzioni
ottenute vengono sottoposte ad analisi HPLC coano@ Phenomenex Luna C18,
eluita isocraticamente a 1 ml/min con acetonititgua (55:45 v/v), 0.05% TFA, e
leggendo I'assorbanza a 227 nm. La concentrazi@re\determinata considerando
I'area del picco riferita ad una retta di taratdrgaclitaxel in metanolo (Figura 4.6).
Viene eseguita anche un’analisi utilizzando cormendo il pullulano ossidato per

escludere eventuali capacita solubilizzanti deispgkcaride come tale.
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Figura 4.6: Retta di taratura di paclitaxel in metanolo mediaiPLC
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4.3.3 Studio di veicolazione di [[ESDT)AuBr

4.3.3.1Determinazione epsilon molare

Viene preparata una soluzione madre a titolo nato[(ESDT)AuBTr]
sciogliendo 4 mg di complesso metallico (7 #8oli) in 4 ml di DMSO (1.82 mM).
La soluzione viene opportunamente diluita e ne evideterminato lo spettro di
assorbimento nell'intervallo 200-400 nm. Si ottiepnendi I'assorbanza a 273 nm e

si calcola I molare sulla base della legge di Lambert Beer:

Abs = [Conc] x [cammino ottico] X[molard

L’estinzione molareg) molareérisultata essere 18165 ritam™.

Analogamente é stata determinata damolare anche di soluzioni di
[(ESDT)AuUBFK,] diluite in vari tamponi:

* Tampone acetato di sodio 50 mM a pH 4J4%;:molare = 15101

€313 molare = 9496

e Tampone fosfato 50 mM a pH 7.2,51 molare = 12054

€313 molare = 6284

e Tampone borato 50 mM a pH 8&js molare = 15088

€310 molare = 9359
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4.3.3.2Studio di stabilita di [[ESDT)AuBT ;] in tampone acquoso a vari pH

Si prepara una soluzione di [(ESDT)AuB5.49 mg/ml in DMSO. La

soluzione viene opportunamente diluita in:

« DMSO

» Tampone acetato di sodio 50 mM a pH 4.5

* Tampone fosfato 50 mM a pH 7.2

e Tampone borato 50 mM a pH 8.5

A tempi prestabiliti le soluzioni vengono analizahediante cromatografia RP
con colonna Luna Phenomenex C18, eluita ad undldsd ml/min con gradiente
acetonitrile/acqua contenenti lo 0.05% di TFA (geate: 0-18 minuti al 30% di
acetonitrile; 24 minuti al 95% di acetonitrile; 27inuti al 30% di acetonitrile). Il
detector UV-Vis e stato impostato a 270 nm.
La Figura 4.7 mostra il profilo cromatografico RFPEC di [(ESDT)AuBg].

[(ESDT)AuBT]

|

Figura4.7: Profilo cromatografico RP-HPLC di [(ESDT)Augr

La concentrazione di [(ESDT)Aufrnei campioni e stata determinata sulla
base dell’area del picco riferita ad una retta atatura ottenuta con soluzioni a
diluizioni note di [(ESDT)AuBj] (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Retta di taratura di [([ESDT)AuBrin DMSO eseguita mediante RP-HPLC.

4.3.3.3Studi di solubilizzazione di [[ESDT)AuBTr,] in soluzione acquosa in

presenza di micelle di (colanico)-(PULL)—(PEG-NHy)

Lo studio di solubilizzazione di [(ESDT)AuRré stato condotto sia con il
metodo per “co-solubilizzazione” in solvente organ(A) che per contatto diretto

con [(ESDT)AuBg] solido (B) con i vari campioni di polimeri anflifi.

A) Metodo per “co-solubilizazione”. A 3@l di soluzione 10 mg/ml di
[(ESDT)AuBr] in DMF, vengono aggiunti 20Qul di una soluzione in DMF di
polimero (colanico)-(PULL)—(PEG-NH) a concentrazione crescente (0, 2, 5, 7, 10,
15, 20, 30 mg/ml). Il solvente organico viene rismsnediantéSpeed-Vae ogni
campione viene risospeso in 2(QDdi tampone acetato di sodio 50 mM a pH 4.5

posto sotto agitazione per 10 minuti.

B) Metodo per contatto diretto. A campioni di @ di [(ESDT)AuBg]
essiccati vengono aggiunti 2Q0 di una soluzione in tampone acetato di sodio 50

mM a pH 4.5 di polimero (colanico)-(PUL)=(PEG-NH) a concentrazione
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crescente (0, 2, 5, 7, 10, 15, 20, 30 mg/ml) eikzabe vengono agitate blandamente
per 72 ore.

Per entrambi i metodi, i campioni vengono centriliga 6000 rpm per 4
minuti, il surnatante filtrato con filtro da 0.38n. Le soluzioni ottenute vengono

analizzate mediante RP-HPLC impiegando il metoportato precedentemente.

4.3.3.4Studio di stabilita di [[ESDT)AuUBTr ;] in soluzione acquosa in presenza di
(colanico)-(PULL,)—(PEG-NHy)

30 pl di una soluzione 10 mg/ml di [(ESDT)AuBrin DMF, vengono
aggiunti a 200ul di contenente ciascuno dei polimeri (colanico)} ,)—(PEG-
NHy) in DMF (5 mg/ml). Il solvente organico viene rimossedianteéSpeed-Vae
ogni campione viene risospeso in 2ADdi tampone fosfato 50 mM a pH 7.2
agitando per 10 minuti. La sospensione viene dagata a 6000 rpm per 4 minuti e
il surnatante filtrato con filtro da 0.2#n.

Le soluzioni ottenute vengono analizzate a tempindiemediante cromatografia

RP-HPLC come riportato precedentemente.

4.3.3.5Studio di solubilizzazione di [[ESDT)AuBF] in soluzione acquosa in

presenza di Ciclodestrine

Lo studio di dissoluzione di [(ESDT)AuBRr con ciclodestrine e stato
condotto sia con il metodo per “co-solubilizzazibmesolvente organico (A) che per
contatto diretto con [(ESDT)AuBr solido (B) come riportato per i derivati del
pullulano nel paragrafo 4.3.3.3. Sono state prépasaluzioni a concentrazioni

crescenti di ciclodestrine nei seguenti range:

0 [-ciclodestrine : da 0 a 14 mg/ml
0 Me-B-ciclodestrine : da 0 a 40 mg/ml.

o HP{-ciclodestrine : da 0 a 40 mg/ml.

75



Materiali e metodi

Dopo filtrazione, le soluzioni ottenute sono stad@alizzate tramite
spettroscopia UV-Vis determinando I'assorbanza@ra2v e 312 nm e ricavando la
concentrazione del farmaco in soluzione dal vatigléa e molare. La concentrazione
del farmaco é stata anche determinata mediantesaR&-HPLC come riportato nel

paragrafo 4.3.3.2.

4.3.3.6Studio di stabilita di [[ESDT)AuUBT ;] in soluzione acquosa in presenza di

Ciclodestrine

Lo studio di stabilita di [([ESDT)AuB} é stato condotto seguendo la stessa
procedura riportata nel paragrafo 4.3.3.4 ma ingndg3-CD o metil3-CD o HP-
B-CD.

4.3.3.7Studio di citotossicita

Le linee cellulari MCF-7 (adenocarcinoma mammarigB (carcinoma naso-
faringeo) ed Hela (carcinoma della cervice uters@)o state mantenute in crescita
logaritmica a 37° C, 5% CQOimpiegando terreno DMEM, addizionato di
glutammina, penicillina (50 U/ml), streptomicina0(fig/ml) e siero fetale bovino
(10%). Vengono seminate 6x16ellule per pozzetto in 2Q0L di terreno completo
in piastra a 96 pozzetti. Dopo 24 ore il terreneng rimosso e sostituito con 1a0

di terreno contenente concentrazioni crescenti(BSDT)AuBr] e di (colanico)-
(PULL,)—(PEG-NH) -[(ESDT)AuBr], oppure di HPB-CD -[(ESDT)AuBg] (0.1-
100uM [(ESDT)AuUBT,] equivalente). Dopo 24 ore dal trattamento vengaggiunti

in ogni pozzetto 2QL di soluzione di MTT (5 mg/ml in tampone PBS). 3carse 5
ore il terreno viene rimosso da ciascun pozzetostituito con 20QL di DMSO.

Le piastre vengono mantenute sotto blanda agitazper 2 ore per garantire la
completa dissoluzione dei cristalli di formazanguendi si determina I'assorbanza a
570 nm.
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4.3.3.8Farmacocinetica

14 mg di polimero (colanico)-(PUL)—-(PEG-NH) oppure 80 mg di HPB-CD sono
stati sciolti in 200uL di DMF e a ciascuna soluzione sono stati aggidmtimg di
[(ESDT)AuBF,]. Dopo completa dissoluzione del farmaco il soteesrganico e stato
rimosso sotto vuoto, e il residuo solido risospies® ml di tampone acetato di sodio
50 mM, pH 4.5, agitato per 10 minuti a temperatambiente per favorire la
completa dissoluzione del residuo. Il campioneagostentrifugato a 10000 rpm per
5 minuti, filtrato con filtro da 0.2, e quindi analizzato in HPLC per determinare la
concentrazione di farmaco: 200 pL di soluzione s&tat iniettati nella vena caudale
a 5 topi BALB/c. A tempi prestabiliti si sono pre&i 100 pL di sangue dalla seno
retro-orbitale. Il sangue e stato trattato con acgegia (HNO3/HCI 1:3 v/v)
riscaldando a 90°C per 2 h. La soluzione e stasfdrita in matraccio da 5 ml, e
portata a volume con HCI all'1% v/v. L'analisi quaativa dell’oro & stata condotta
con Atomic Absorption Spectrometers (AAS) usandd/drian’s AA240 con |l
fornetto di grafite GTA120 e Zeeman background edor e autosampler, (Varian
AA240 Zeeman, Varian Inc.).

4.3.4 Sintesi e caratterizzazione dei profarmaalimerici (PEG-AF)-
PULL,-(Cyst-DOX) e (PEG-NH)-PULL,-(Cyst-DOX)

4.3.4.1 Sintesi di (PEG-NH)-PULL ,-(Cyst)

Il polimero (PEG-NH)-PULL,-(Cyst) e stato sintetizzato con la procedura
modificata ripresa da Matsunaga e coll. (Matsunkga?004).

1.5 g di pullulano ossidato al 22% (4.07 mmoli Weadi reattive) sono stati
sciolti in 100 ml di acqua. A completa dissoluziodel pullulano, 1.57 g di
cisteamina (20 mmoli) vengono aggiunti in 5 alicuoa distanza di 2 ore
direttamente alla soluzione, che viene posta a ¢eatygra ambiente sotto agitazione
magnetica. La miscela di reazione viene acidifiataH 6 con HCIl. Dopo 3 ore
dall'ultima aggiunta di cisteamina si aggiungon@5lg di NaCNBH (20 mmoli).
Dopo 24 ore di reazione si aggiungono 15.5 g di B&®BIH,), anidrificato (8.15
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mmoli). Si lascia reagire per ulteriori 24 ore near@ndo costantemente il pH a 6.
Infine, la soluzione viene basificata a pH 9 pegiagta di NaOH 1.0 N e aggiunta di
0.758 g di NaBH (20 mmoli). Dopo altre 24 ore si acidifica nuovantee la
soluzione per neutralizzare I'eventuale NaBthe non ha reagito e la soluzione
finale viene liofilizzata. Il residuo ottenuto viesospeso in 100 ml di diclorometano
in modo da solubilizzare ed eliminare il PEG inesso. Dopo aver centrifugato e
allontanato tutto il diclorometano, il precipitationasto viene essiccato a pressione
ridotta fino alla completa rimozione del solventgamico ed infine sciolto in 150 ml
di acqua milliQ. La soluzione viene quindi purifi@aper ultrafiltrazione con una
membrana corut-off di 10 kDa. La purificazione viene condotta estesate fino
alla completa eliminazione della cisteamina norateglLa soluzione finale viene
liofilizzata e sul prodotto, (PEG-NHPULL,-(Cyst), si eseguono il test di Snyder
per la determinazione dei gruppi amminici ed it tisEImann per la quantificazione

dei gruppi tiolici, come riportato nei paragraf84l.2 e 4.3.1.3, rispettivamente.

4.3.4.2 Sintesi di acido folico N-idrossisuccinimrde estere (FA-NHS)

Ad una soluzione di 1 g di acido folico (2.27 mmaoh 20 ml di DMSO
anidro si aggiungono 0.261 g di N-idrossisuccinighen{2.27 mmoli) e 0.468 g di
diciloesilcarbodiimmide (2.27 mmoli). La reazionemne condotta per 12 ore sotto
agitazione, a temperatura ambiente. La miscelaedzione viene filtrata per
allontanare la dicicloesil urea e FA-NHS viene fpitato in etere anidro, lavato piu
volte con etere, ed essiccato sottovuoto (Lee, 1RM).

4.3.4.3 Derivatizzazione di (PEG-NHR)-PULL »-(Cyst) con acido folico

1.0 g di (PEG-NH)-PULL,-(Cyst) (0.15 mmoli di -NK) viene solubilizzato in
10 ml di DMSO anidro. Alla soluzione vengono aggiutirettamente 323 mg di
acido folico attivato (0.6 mmoli) in presenza dettammina (TEA) e la miscela di
reazione viene mantenuta per 24 ore a temperatubbgeate sotto costante agitazione
e al buio. Il polimero derivatizzato viene recuperger ricristallizzazione in

dietiletere ed essiccato a pressione ridotta (Lde94). Il precipitato viene sciolto
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in acqua e, dopo centrifugazione, purificato uttariente per ultrafiltrazione con
membrana cowut-offdi 10 kDa. Il processo di ultrafiltrazione vienendotto fino a
scomparsa di colorazione gialla nell’eluato, vedfido I'assenza di AF che non ha
reagito mediante analisi RP-HPLC con colonna Phemax Luna C18 RP, eluita
con acqua e acetonitrile entrambi con 0.05% TFAralignte dal 5% al 75% di
acetonitrile in 22 minuti. Il rivelatore UV-Vis &ao fissato a 363 nm. Il prodotto
ottenuto viene liofilizzato e il grado di derivatazione del prodotto finale, (PEG-
AF)-PULL,-(Cyst), con lacido folico e stato valutato med&n analisi
spettrofotometrica. Una quantita esattamente peg@limero viene sciolta in PBS,
pH 7.2, e su questa soluzione si determina la ecaramone di acido folico legato,

sapendo che il suo coefficiente di estinzione neoa863 nm & 6500 Mcni™.
4.3.4.4 Sintesi doxorubicina-EMCH (DOX-EMCH)

150 mg di doxorubicina cloridrato (0.26 mmoli - DOMCI), liofilizzato
commerciale, vengono sospesi in 60 ml di metandld &ttosio viene allontanato
per filtrazione. La soluzione limpida che si otgeoontenente la DOX HCI viene
concentrata con rotavapor a pressione ridotta.

100 mg di acido Ne&maleimidocaproico)-idrazide trifluoroacetilato 204
mmoli - EMCH) e 20 ul di acido trifluoroacetico (AF vengono aggiunti alla
miscela di reazione che viene mantenot@rnighta temperatura ambiente sotto
costante agitazione magnetica ed al riparo datia.liia miscela di reazione viene
quindi concentrata in rotavapor al minimo volume3(ihl) e successivamente diluita
con 35 ml di acetonitrile. Dopo 48 ore a 4°C eiédno dalla luce viene recuperato il
prodotto desiderato come un precipitato di colosso. Il prodotto viene raccolto per
centrifugazione, lavato con una miscela 1:10 di MBECN ed essiccato sotto
vuoto. L'identita chimica del prodotto finale vienenfermata mediante analisi ESI-
TOF (Willner, D., 1993).
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4.3.4.5 Derivatizzazione di (PEG- AF)-PULL-(Cyst) e (PEG-NH,)-PULL »-
(Cyst) con DOX-EMCH

DOX-EMCH e stata coniugato ad (PEG-AF)-PUL(Cyst) e ad (PEG-NK-
PULL,-(Cyst) secondo la metodica riportata in lettera{{di Stefano, G., 2004).

300 mg di (PEG-AF)-PUL}-(Cyst) o (PEG-NH)-PULL,-(Cyst) (0.29 mmoli
di gruppi -SH) vengono sciolti in 50 ml acqua n@llin presenza di 10 mg di tris(2-
carbossietil)fosfina (TCEP). Il pH della soluzioviene portato a 8 con NaOH 0.1N.
Nella soluzione vengono aggiunti 5Q0di una soluzione di DOX-EMCH in DMF
in 10 aliquote da 5Ql ad intervalli di 5 minuti. La reazione viene cartich a
temperatura ambiente sotto costante agitazionergao dalla luce. Il pH viene
costantemente controllato e mantenuto a 7, nexgeaido eventualmente la
soluzione con NaOH 0.1N. Dopo 1 ora dall'ultima iagta la soluzione viene
centrifugata e il surnatante viene ultrafiltrato @stema Centriprep utilizzando una
membrana coout-offdi 10 kDa.

Il prodotto viene quindi liofilizzato e poi ultemimente lavato in metanolo per
eliminare eventuali prodotti secondari ancora préséa quantita di doxorubicina
legata al polimero (PEG-AF)-PULKCyst-DOX) o (PEG-NH)-PULL,-(Cyst-
DOX) viene misurata spettrofotometricamente a 486 (n = 9250 cnit M™) (Di
Stefano, G., 2004) da una soluzione a quantita dbtioconiugato in tampone
fosfato 20 mM, NaCl 150 mM (PBS)apH 7.4

4.3.4.6 Determinazione del peso molecolare del pulno, del suo derivato
ossidato e del (PEG-AF)-PULI-(Cyst-DOX)

Il peso molecolare del pullulano di partenza, ded slerivato ossidato e del
polimero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) sono stati determinati mediante analisi
SEC-HPLC utilizzando colonne TSK G3000gWe TSK G4000SW{ (7.8 x 300

mm, Tosoh) come riportato nel paragrafo 4.3.2.8.
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4.3.4.7 Analisi dimensionale

La dimensione dei bioconiugati (PEG-AF)-PUL(Cyst-DOX) e (PEG-
NH,)-PULL,-(Cyst-DOX) sono state valutate mediante Light-&catg Dinamico
(DLS).

E stata analizzata una soluzione di polimero inpmme 20 mM fosfato di
sodio, 0.15 M NaCl, pH 7.4 a concentrazione 0.20ar@g/ml, con l'utilizzo di un
software che permette I'identificazione di dist@iani gaussiane o multidisperse

(funzione Nicomp).

4.3.4.8 Rilascio di doxorubicina

Una soluzione di (PEG-AF)-PULLCyst-DOX) oppure (PEG-Np-PULL,-
(Cyst-DOX) in tampone 1 mM fosfato di sodio, pH &i8ne suddivisa in 3 parti e
diluita 1:2 con tampone 40 mM fosfato di sodio & Bl. NaCl pH 7.4 e con tampone
acetato di sodio 0.2 M pH 5.5 e con plasma. | cam@ono stati incubati a 37°C. A
tempi prestabiliti sono stati prelevati pL. dei campioni in tampone e analizzati
mediante SEC-HPLC utilizzando una colonna Bio-GELXL, eluita in maniera
isocratica con tampone 150 mM 188, e 100 mM NaHPO,,10% ACN, pH 7.2. |l
profilo di eluizione é stato acquisito medianteedetinazione spettrofotometrica a
495 nm e dalle AUC relative ai picchi ottenuti etst possibile quantificare la
doxorubicina legata al polimero rispetto alla dasocina rilasciata.

Del campione in plasma vengono prelevatiB@ diluiti 1:2 con tampone 150
mM NaSO, e 100 mM NaHPQ,, 10% ACN, pH 7.2. | campioni cosi ottenuti sono
stati centrifugati per 3 minuti a 10000 rpm ed dfratante e stato analizzato con
SEC-HPLC. E stata effettuata anche un’analisi dicampione di plasma senza
doxorubicina in modo da quantificare e sottrarrasgorbimento di proteine

plasmatiche.
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4.3.4.9 Studi di citotossicita su cellule tumorali

Le cellule MCF-7, KB ed HelLa vengono mantenuterigscita logaritmica a 37° C,
5% CQ impiegando terreno DMEMfolate free addizionato di glutammina,

penicillina (50 U/ml), streptomicina (5@g/ml) e siero fetale bovino (10%). Dopo
diversi passaggi in terreno privo di acido folide, linee cellulari KB ed Hela

sovraesprimono il recettore per I'acido folico,ertanto sono chiamate KB-HiFR ed
HelLa HiFR. | saggi di citotossicita vengono condotin 2 diverse metodi: Il primo

(A) prevede una incubazione di 24 o 72 ore a ctmtedi polimeri da testare, il

secondo (B) consiste in una metodigailse & chase”, con un breve tempo di
contatto tra le cellule e i composti (30 min), ségda 72 ore di incubazione in
terreno completo.

A) Vengono seminate 6xiCcellule per pozzetto in 20QL di terreno
completo in piastra a 96 pozzetti. Dopo 24 oreslitedno viene rimosso e sostituito
con 100pL di terreno contenente concentrazioni crescentilakiorubicina e dei
bioconiugati (PEG-AF)-PUL{-(Cyst-DOX) e (PEG-NB)-PULL,-(Cyst-DOX)
Dopo 24 o 72 ore dal trattamento vengono aggiuntogni pozzetto 2QuL di
soluzione di MTT (5 mg/ml in tampone PBS). Traseoks ore il terreno viene
rimosso da ciascun pozzetto e sostituito con |[20@i DMSO. Le piastre vengono
mantenute sotto blanda agitazione per 2 ore panges la completa dissoluzione

dei cristalli di formazano, e quindi si determitestorbanza a 570 nm.

B) Il saggio viene allestito come riportato nel pasadgrrecente. In breve si
seminano 6x1cellule per pozzetto in 200L di terreno completo in piastra a 96
pozzetti. Dopo 24 ore il terreno viene rimosso stisgto con 100uL di terreno
contenente concentrazioni crescenti di doxorubi@ndei bioconiugati (PEG-AF)-
PULL,-(Cyst-DOX) e (PEG-NK)-PULL,-(Cyst-DOX). Trascorsi 30 minuti il
trattamento viene rimosso, le cellule vengono katvolte con 20QuL di PBS, e
quindi incubate per 72 ore con terreno completo.

Trascorso il periodo di incubazione vengono aggiimtogni pozzetto 2QuL di

soluzione di MTT (5 mg/ml in tampone PBS). Dopor& i terreno viene rimosso da
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ciascun pozzetto e sostituito con 200 di DMSO. Le piastre vengono mantenute

sotto blanda agitazione per 2 ore e quindi si datex I'assorbanza a 570 nm

4.3.4.10 Studio di internalizzazione mediante citbforimetro

2 x 10 cellule HelLa HiFR sono state seminate in piastr@etri in terreno FD-
DMEM. Dopo 24 h, il terreno viene rimosso e le celluédtate con una soluzione di
DOX 10 uM, oppure di (PEG-AF)-PUL4-(Cyst-DOX) oppure (PEG-NB-PULL,-
(Cyst-DOX) (conc. 1quM DOX-equivalente). A tempi prestabiliti (5, 30, ,6800
min) il terreno é stato rimosso, le cellule sonatestraccolte con tripsina, la
sospensione € stata centrifugata e lavata piu eoltePBS. lpellet e stato infine
sospeso in 10QL di PBS, e i campioni sono stati analizzati corag@Stream®

multispectral imaging flow cytometer (Amnis co).

4.3.4.11 Studi di citotossicita su linee cellulaendoteliali

La citotossicita dei coniugati e stata valutatalse linee endoteliali umane, HUVEC
(human umbelical vein endothelial c¢lle su HBMEC ljuman bone marrow
endothelial cells Le cellule endoteliali sono state seminate (060€r pozzetto) in
piastra a 24 pozzetti; dopo 24 ore il terreno éostinosso e le cellule sono state
trattate con soluzioni a concentrazione crescén2OX, (PEG-AF)-PULL-(Cyst-
DOX) o (PEG-NH)-PULL,-(Cyst-DOX). Il trattamento €& stato condotto perorg,
quindi le cellule sono state trattate con tripsieda sospensione analizzata con
Coulter Counter. La percentuale di cellule vienkiteda in riferimento al controllo

non trattato.
4.3.4.12 Studio di formazione di capillari su Matrgel
La superficie di una piastra a 24 pozzetti & dratsata con Matrigel (matrice

da membrana basale) (50 uL/well) in bagno di gltadca matrice € stata incubata

per 30 min a 37° per favorire la polimerizzazione.
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Le HUVEC (3 x 10) sono state trattate con DOX, (PEG-AF)-PQ(Cyst-
DOX) o (PEG-NH)-PULL,-(Cyst-DOX) a concentrazioni di 0.0iM e 1 uM. Le
cellule cosi trattate sono state seminate nellstigigorecedentemente ricoperte da
Matrigel, in presenza di terreno EGM-2. Dopo 6 imdubazione (37°C; 5% CA |
pozzetti sono stati analizzati con microscopio emito Nikon TE2000E
equipaggiato con fotocamera Nikon DS5 cooled CCD aaiettivo 4X, usando una
tecnica bright-field.

4.3.4.13 Studi di farmacocinetica

100 pl di una soluzione 0.5 mg/ml di doxorubicina o &8EG-AF)-PULL-
(Cyst-DOX) doxorubicina equivalente in tamponer2® fosfato di sodio, 0.15 M
NaCl, pH 7.4 sono stati iniettati nella vena caadiltopi Balb/c maschi del peso di
20-22 g. Le concentrazioni di doxorubicina delleedsoluzioni sono state
determinate con una misura spettrofotometrica a A86 A tempi prestabiliti,
vengono prelevati 50l di sangue dal plesso retrobulbare. | campiorsagigue sono
centrifugati a 3500 rpm per 3 minuti e si prelevd&tpl di surnatante ai quali
vengono aggiunti 20Ql di una miscela 50:50 (v/v) di metanolo/ZnS&) 40%. La
miscela viene centrifugata a 12000 giri per 5 minlsurnatante viene diluito 1:2
con acqua al 5% di TFA, centrifugato a 5000 gin p@ minuti ed analizzato in RP-
HPLC equipaggiata con colonna Phenomenex Luna @B3X 250 mm) eluita in
condizioni isocratiche con acqua milliQ (0.05% TFAB0% ACN (0.05% TFA), ad
un flusso di 1 ml/min utilizzando il rivelatore mdrescenza, coh eccitazione= 475
nm eiemissione= 580 nm. Per l'integrazione delle arstata utilizzata una retta di
taratura realizzata in RP-HPLC per la quantificaegidella doxorubicina in metanolo
(Figura 4.9).
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Figura 4.9: retta di taratura per la quantificazione della doxdcina in metanolo

| valori sperimentali sono stati elaborati condftezare Kinetica per calcolare i

principali parametri farmacocinetici.
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5. RISULTATI

5.1 Sintesi e caratterizzazione di graft copolymersauto
assemblanti

5.1.1 Ossidazione del pullulano

Uno studio preliminare € stato condotto per vakitée condizioni di
attivazione del pullulano con periodato di sodialeTreattivo permette I'ossidazione
selettiva dei dioli vicinali dell'unita glucopiras@a ad aldeidi, con simultanea
rottura del legame £C3 e conseguente apertura dell'anello glucopiranosemmndo

lo schema di reazione riportato in Figura 5.1.

o o
CH, CH,
o 0, 0
o — + 10, + HO
—O0 @] —O| | @]
OH 00

Figura 5.1: Reazione di ossidazione del pullulano e formazitelederivato polialdeidico

In realta il pullulano possiede 3 differenti unjaicosidiche e di conseguenza
anche i gruppi diolici vicinali dei singoli residacquistano caratteristiche e reattivita
leggermente differenti (Figura 5.2).

[ ™
Gt HOCH,, HOCH,,
0 0
OH OH OH
HO
0 0 0
OH OH OH|
L. Ad Am Bm Cm = p

Figura 5.2: Siti di ossidazione del pullulano trattato con pdéato. Am, Bm e Cm rappresentano
ossidazioni singole, Ad rappresenta il sito chassubossidazione a doppio step
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| polisaccaridi caratterizzati dalla presenza dalai glicosidicia-1,6 (come
il destrano e il pullulano stesso) possiedano wglitsidiche con 3 gruppi idrossilici
adiacenti. Mentre I'ossidazione di una unita gludioa legata tramite legamel,4
porta alla formazione di una dialdeide in un singplassaggio. Lo schema di
ossidazione riportato in Figura 5.3 mostra chesigdazione totale del monomero
avente il legames-1,6 € a due passaggi: nel primo viene generatgruppo o-
idrossialdeidico, nel secondo questo viene ultererte ossidato portando alla

formazione della dialdeide finale con liberaziom&mh molecola di acido formico.

~

CH,
(@)
~ 10,- / /_ﬂ\ 10,-
CH 4
2 / Oy o) \ \CHZ
0] O OH

OH C
( +  HCOOH
HO |
|0

o

o CH,
OH
(@]
(@]
IO\-* /
4 10,-
HO | | (@]
O O

Figura 5.3: Ossidazione di una unita glucosidica avente legglinesidicoa-1,6

La determinazione del contenuto di aldeidi del pelio viene effettuata
mediante reazione del prodotto ossidato con ideyasiina cloridrato e successiva
titolazione potenziometrica dell’HCI liberato cotasdard di sodio idrossido. Come
riportato in letteratura, tale metodo € in gradalelierminare solo 2/3 delle aldeidi
totali (Bruneel D., 1993). Il metodo infatti preveedn attacco nucleofilo del reagente
al carbonio carbonilico, ma non tutte le aldeidn@oaccessibili. Una possibile
spiegazione di tale fenomeno € la formazione demracetale (con riciclizzazione) a
livello dei residui glicosidici con legamii-1,4. Questo si traduce, nell’'unita
maltotriosica completamente ossidata, in una pratez(e conseguente perdita di
reattivitd) di 2 delle 6 aldeidi ottenute. La Figub.4 mostra il profilo cinetico
ottenuto utilizzando un rapporto molare tra perioda unita glicosidiche pari a
1.2:1.
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Figura 5.4: Cinetica di ossidazione di pullulano con eccesspeatiodato (rapporto ossidante/unita
glicosidiche 1.2:1)

Il grafico mostra come l'ossidazione dei dioli sia processo rapido, con
formazione del 60% delle aldeidi totali in soli 30inuti e raggiungimento del
plateau dopo circa 6 ore.

Lo studio condotto a 25 e a 4 °C ha dimostrato iaflaenza trascurabile
della temperatura sul processo di ossidazione.

Sulla base dei risultati ottenuti sono stati prapadue polimeri ossidati
impiegando un rapporto periodato/monomeri glucesitli2:1 e 1:3. Nel primo caso
si sono titolati il 65% di aldeidi sul massimo dellore possibile. Poiché solo 2/3
delle aldeidi sono reattive, I'ossidazione del paio € da considerarsi completa con
il 100% di unita glicosidiche ossidate. La respmdidotto é risultata essere dell’'89%,
mentre I'ossidazione ha portato ad una riduziod”d& del pullulano da 136 kDa a
20 kDa. Impiegando un rapporto periodato/unita gsigiche di 1:3 si € calcolata la
presenza di 22% di aldeidi sul valore massimaleesfu significa che si sono
ossidate il 33% delle unita glicosidiche. La resprddotto di ossidazione é risultata
essere dell’'85%. L’'analisi di gel filtrazione delbgdotto ossidato ha dimostrato che
I'ossidazione porta ad una riduzione del peso notéee del pullulano da 136 kDa a
93 kDa.
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5.1.2 Sintesi dell'acido f-colanico-dodecilammina

Il derivato acido B-colanico-dodecilammina é stato ottenuto facendgire
il cloruro dell'acido B-colanico con dodecildiammina. Il cloruro dell’acids3-
colanico e stato ottenuto per reazione dell’acid@mco con tionilcloruro secondo

lo schema di reazione descritto il Figura 5.5

Figura 5.5: Schema di sintesi dell’'attivazione a cloruro daitlo B-colanico

Il grado di attivazione dell’acido colanico al cegsente cloruro € stato
determinato per reazione con metanolo e andtisNMR. In Figura 5.6 viene
riportato lo spettro NMR del prodotto di reazioret dioruro dell’acido colanico con

metanolo in CDGl
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Figura 5.6: Spettro'H-NMR del colanico attivato a cloruro in CDCI
Chemical Shift @, ppm) | Molteplicita Assegnazione n. protoni
0.640 S 18-CH3 3
0.911 19-CHs; 3
0.92 D 21-CH; 3
1-2.5 M Scheletro metilenico/metinica
3.661 S OCH3 dell’'estere metilico 2,64 (attesi 3)
Tabella VI

Imponendo pari a 3H l'integrale del picco a 0.640np il rapporto fra I'area

del segnale a 3.661 ppm e l'area del primo picamnpte di risalire al grado di

attivazione a cloruro. Una eventuale traccia dianelo residuo non interferisce con

il calcolo in quanto il suo singoletto cade aiverso (3.49 ppm). La percentuale di

derivatizzazione é risultata essere del 92%, mémtresa di reazione e dell’ 88%.

La reazione del cloruro dell’acido colanico con @cttliammina & stata

condotta in cloruro di metilene secondo lo schem@&igura 5.7, impiegando un forte

eccesso di dodecildiammina per evitare la formazidael composto a entrambi i

gruppi amminici della catena alchilica.
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H2N—(CH2)12—NH2

+ HC

Figura 5.7: Schema di sintesi del derivato colanico-dodecil@mam

Il processo di purificazione del derivato acidoaroto-dodecilamina sfrutta
l'insolubilita del prodotto in acqua acida, in cumvece risulta solubile la
dodecildiammina. Il metodo consente di ottenerepradotto puro, come evidenzia

lo spettro di massa riportato in Figura 5.8 conseggial prodotto precipitato.
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Figura 5.8: Spettro di massa di colanico-dodecilammina

La sostanza ha un PM teorico di 542 Da. Lo spetiostra un segnale a
543.5 m/z (ione molecolare, +1) e uno a 272.2 m2),(dimostrando la formazione
del prodotto desiderato. La purezza e elevata, Kiedaenza dei segnali tipici dei
reagenti a 343 m/z per l'acid@&olanico e a 200 m/z per la dodecildiammina.
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5.1.3 Sintesi di (colanico)-(PULL)-(PEG)

Lo schema di reazione per la coniugazione del emathodecilammina e
PEG-NH al pullulano ossidato € riportato in Figura 5.9l Mrimo passaggio i
derivati amminici di PEG e colanico vengono fateagire col pullulano
polialdeidico. La formazione della base di Schifgame instabile, si verifica
lentamente e prevede un equilibrio poco favorevlligl. passaggio successivo tale
legame viene stabilizzato ad ammina secondaria itearaggiunta di sodio
triacetossiboroidruro, riducente selettivo per temine. Nell'ultimo passaggio le
aldeidi residue del polimero vengono ridotte con satondo riducente, il sodio
boroidruro, attivo su gruppi aldeidici e carbonilima non su esteri ed ammidi
(Figura 5.9).
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Figura 5.9: Sintesi del polimero anfifilico (colanico)-(PUL)-(PEG)

Il passaggio con doppio riducente € risultato res@s a causa delle

by

differenti solubilita dei due reattivi. Il sodioidcetossiboroidruro € solubile in
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solventi organici e consente di stabilizzare imratnente la base di Schiff (Abdel-
Magid A., 1996). Il sodio boroidruro € solubile ksivamente in acqua e in solventi
protici come etanolo e metanolo, di conseguenza gasire aggiunto solo dopo
evaporazione dei solventi organici e ridissoluzidekresiduo in acqua.

La composizione chimica del prodotto finale e stéderminata mediante
analisi'H-NMR. Lo spettro riportato in Figura 5.10 mostrseignali caratteristici del

metile in posizione 18 dell’acido colanico e deltassile del m-PEG.

—as0

Jan
{0388

3230
- 1 Had
i

T 0850

=300
{CHEEHIO} PE
=250

DWE0

—+5a
o

CCHE FEG L
| F o BicHIeswese |00
| ! 8
I | 3 +
J
—r

M J el e S 1 __.] l‘--_._..._. S _—P‘.L._._ - x“"'"‘“ﬂ—h)"‘ﬂ-—-l f:—':'

L ¥ 1] Ll

2L
O

— ' ' —— ' T —r—T——— ' : —
250 00 240 200 140 100 aan
ppE

Figura 5.10: Spettro*H-NMR di (colanico)-(PULL)-(PEG)in DMSO-ds

Come si osserva in tabella VII imponendo pari al3tegrale del picco a
0.60 ppm, il rapporto fra I'area del segnale a B.ppm e l'area del primo picco

permette di risalire al rapporto tra PEG:colanidw € pari a 1.9/1.

Chemical Shift ( ppm) | Molteplicita | Assegnazione nprotoni
0.60 S 18-CH3 colanico 3
3.235 S OCH3 metossilico del PEG 5.75
Tabella VI
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Dallo spettro NMR non é possibile eseguire inteigrsizaffidabili riguardanti
I picchi del pullulano, essendo parzialmente sgvoafi ai segnali del PEG e
dell’acqua. Per poter quindi ricavare il grado dridatizzazione del polimero finale
& necessario avvalersi di un metodo indiretto.afasuindi determinata la quantita
di PEG non legata mediante saggio del TNBS cheerdasdi valutare i gruppi
amminici del PEG che non hanno reagito, che sosndtati il 6% del totale. Per
differenza quindi si ottiene che il 94% del PEG iagtp nella miscela di reazione
risulta legato al pullulano. Sulla base di questultato e del rapporto molare
PEG:aldeidi nella miscela di reazione (0.25:1)adtala un grado di derivatizzazione
del pullulano del 23% circa dei gruppi aldeidicsonibili.

Sulla base del rapporto PEG/colanico calcolatoodsfiettro NMR (1.9:1),
possiamo calcolare che la quantita di colanicottegail 49% di quello impiegato
nella miscela di reazione. Il pullulano avra quiild23.5% delle aldeidi disponibili
PEGhilate e il 12.25% delle aldeidi derivatizzaten ccolanico-dodecilammina. |I
prodotto finale e stato analizzato mediante crografta SEC, utilizzando un
rivelatore a indice di rifrazione (RI) e basand®siuna retta di taratura costruita con
standard di destrani. Il coniugato possiede unmelidrodinamico pari a 230 kDa, e
un PM calcolato di 99.5 kDa.

Per la sintesi di (colanico)-(PUL)-(PEG) si sono modificate le condizioni di
reazione rispetto alla sintesi djcolanico)-(PULL)-(PEG). La frazione di DMF e
stata sostituita da DMSO. A causa della ridottautsita del pullulano ossidato al
22% rispetto al corrispondente derivato col 65%ossidazione nella miscela di
solventi la concentrazione del polimero e statagfmh

Lo spettro*H-NMR relativo a questo bioconiugato & riportatdrigura 5.11.

Anche in questo caso si osservano i segnali casditedel colanico e del m-PEG.
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Figura 5.11: Spettro*H-NMR di (colanico)-(PULL)-(PEG) in DMSO-ds

Come si osserva in tabella VIII imponendo pari al3ktegrale del picco a
0.598 ppm, il rapporto fra I'area del segnale &38.ppm e I'area del primo picco

permette di risalire al rapporto tra PEG e colanate € pari &2.6:1.

Chemical Shift (6, ppm) | Molteplicita Assegnazione n. protoni
0.598 S 18-CH3 colanico 3

3.236 S OCH3; metossilico del PEG 7.74
Tabella VIII

| risultati ottenuti mediante saggio del TNBS (ntBta Snyder) indicano una
quantita di PEG non legato pari al 3%. Il 97% quithel PEG aggiunto alla miscela
di reazione (rapporto PEG:aldeidi 0.25:1) risuktgdto al pullulano, dando quindi
una % di modifica con PEG delle aldeidi disponitdail 24.5%.

In base al rapporto PEG:colanico ottenuto dallottspeNMR (2.6:1), Si
calcola il grado di derivatizzazione con colaniamécilammina, che risulta essere

del 9.4%. L’analisi cromatografica ha dimostratoe cjuesto prodotto ha peso
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molecolare apparente di 440 kDa, e un PM calcaa®&B0 kDa. In tabella IX sono

riassunte le composizioni dei due polimeri otten(tolanico)-(PULL)-(PEG) e
(colanico)-(PULL)-(PEG).

Grado di Aldeidi
ossidazione Aldeidi . ;
del pullulano PIIqu/F;:Fc))(I);tr?ico funzionalizzate fun2|ona}l|z;ate tezwco
(% di aldeidi) con PEG con colanico
(colanico)- 65% ~1.9:1 23.5 % 12.25%
(PULL 1)_ 0 T 0 0 99.5 kDa
(PEG)
(colanico)- 200 ~2.6:1 24.5 % 9.4%
(PULLZ)- 0 T 0 0 230 kDa
(PEG)
Tabella IX

La tabella X riporta la composizione in % w/w ded&ivati.

SOSTITUENTE (colanico)-(PULL)-(PEG) (colanico)-(PULY-(PEG)
Monomeri di 20.1% 40.5%
glucosio
PEG 70% 53.8%
Colanico 9.9% 5.7%
Tabella X
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5.1.4 Sintesi di (colanico)-(PULY-(PEG-NH,)

Lo schema di sintesi del polimero (colanico)-(PU(PEG-NH) é descritto
in Figura 5.12
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Figura 5.12: Schema di sintesi del polimero anfifilico (colani{@ULL,)-(PEG-NH,).

Le fasi di reazione e i rapporti molari tra i reatjesono stati fissati per introdurre un
PEG omobifunzionale, evitando fenomeni di reticmae tra le diverse catene
polimeriche, che porterebbero a derivati insolubili

Nella prima fase si e fatto reagine il colanico-ecthmmina il cui legame

con il polimero e stato stabilizzato con sodiogiassiboroidruro. Successivamente

si € aggiunto un grande eccesso di PEG-El la coniugazione € stata stabilizzata

con NaBH che riduce le basi di Schiff formate tra PEG e lyaho e
simultaneamente trasformano i gruppi aldeidici cbe hanno reagito ad alcoli.
Sono stati ottenuti polimeri con diversi rapporbtlari PEG(NH). / colanico-
dodecilammina che sono stati caratterizzati meediapettroscopidH-NMR. Le
figure 5.13 riporta gli spettri NMR relativi ai treliversi prodotti ottenuti

rispettivamente con un rapporto molare colaniceididnella miscela di reazione di
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0.25:1 (A), 1:1 (B) e 2:1 (C), e mostrano i segnaliativi al colanico e agli
ossietileni delle unita ripetitive del PEG.
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Figura 5.13: Spettro'H-NMR di (colanico)-(PULL)-(PEG-NH,) in DMSO-ds ottenuto con rapporto
colanico/aldeidi 0.25:1 nella miscela di reazioAg, con rapporto colanico/aldeidi 1:1 nella miscela
di reazione (B), con rapporto colanico/aldeidi 2ella miscela di reazione (C)
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Le tabelle X-XII riportano i valori di chimical stiie le integrazioni per i
segnali degli ossietileni del PEG e al metile irsipmne 18 del colanico ottenuti
rispettivamente con rapporto colanico/aldeidi Gl2F:abella XI), 1:1 (Tabella XIl) e

2:1 (tabella XIII) nella miscela di reazione.

Chemical Shift (ppm) Molteplicita | Assegnazione n. toni
0.60 S 18-CHj; colanico 3

3.5 Broad s (B1,-CH2-0O)41 del PEG 4278.5
Tabella XI

Chemical Shift (ppm) Molteplicita | Assegnazione n. toni
0.60 S 18-CHj; colanico 3

3.5 Broad s (B1,-CH,-0)41 del PEG 963.8
Tabella XII

Chemical Shift (ppm) Molteplicita Assegnazione n. ptoni
0.598 S 18-CHj; colanico 3

35 Broad s (El>-CH2-O)41 del PEG 260.57
Tabella XIlI

Imponendo pari a 3H l'integrale del segnale a @B corrispondente al 18-
CHgs del colanico, il rapporto fra I'area del segnal&.8 ppm degli ossietileni del
PEG e l'area del primo segnale permette di detarainl rapporto molare tra
PEG:colanico, che é pari a ~27:1 (tabella XlI), 1~@abella XIl) e ~1.6:1 (tabella
X11).

Mediante il metodo del TNBS che consente di detean@ i gruppi amminici,
e stato possibile determinare il grado di modifiea gruppi aldeidici con PEG-NH
La % di modifica delle aldeidi € pari al 27.2%, 8% e 43.7 % rispettivamente per i
polimeri con rapporto PEG:colanico ~27:1, ~6:11e6+1. Sulla base della modifica
con PEG e del rapporto PEG:colanico si ottienedacgntuale di derivatizzazione

con colanico, che risulta rispettivamente del 1%%be 26.8%.
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La composizione percentuale dei tre composti saxtatfi € riassunta in

Tabella XIV.

. N Rapporto Aldeidi Aldeidi
Rapporti molari in ] . ) ] ) ) ) . )
. ) . PEG/Colanico nei| fulzionalizzati funzionalizzati PM teorico
miscela di reazione
prodotti con PEG con colanico
colanico/aldeidi
~27/1 27.2% 1.0% 224 kDa
0.25:1
colanico/aldeidi
~6/1 32.8% 5.5% 258 kDa
11
colanico/aldeidi
9:1 ~1.6/1 43.7% 26.8% 339 kD4
Tabella XIV

La tabella XV riporta la composizione quantitatingo w/w dei 3 derivati.

(colanico)-(PULL)- | (colanico)-(PULL)- | (colanico)-(PULL)-
SOSTITUENTE (PEG-NH) (PEG-NH) (PEG-NH)
rapporto rapporto Rapporto
PEG/colanico- 27/1| PEG/colanice- 6/1 | PEG/colanico-1.6/1
Monomeri di 41.3% 36% 27.4%
glucosio
PEG 58.1% 61% 61.8%
Colanico 0.6% 3% 10.8%
Tabella XV

5.1.5 Determinazione della Concentrazione Micellatetica (CMC) dei derivati

| valori di Concentrazione Micellare Critica deilipeeri sintetizzati sono stati

ottenuti dall’intersezione delle rette di regressiodei valori di fluorescenza del

pirene solubilizzato in micella diagrammati controvalori di concentrazione

polimerica in scala logaritmica.
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Nelle Figure 5.14-5.18 vengono riportati i grafusati per la determinazione
di CMC per (colanico)-(PULD-(PEG) e (colanico)-(PULY-(PEG); per (colanico)-
(PULL,)-(PEG-NH) con rapporto finale di PEGdcolanico~ 27/1, (colanico)-
(PULL,)-(PEG-NH) con rapporto finale di PEG@dcolanico ~ 6/1, (colanico)-
(PULL,)-(PEG-NH) con rapporto finale di PEGpdcolanico~ 1.6/1.
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Figura 5.14: CMC di (colanico)-(PULL)-(PEG)
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Figura 5.15: CMC di (colanico)-(PULL)-(PEG)
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Figura 5.16: CMC di (colanico)-(PULL)-(PEG-NH,) con rapporto finale PEdcolanico~ 27/1.
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Figura 5.17: CMC di (colanico)-(PULL)-(PEG-NH,) con rapporto finale PEGdcolanico~ 6/1.
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Figura 5.18 : CMC di (colanico)-(PULL)-(PEG-NH,) con rapporto finale PEdcolanico~ 1.6/1.
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| valori di concentrazione micellare critica dedptoniugati di PULL e PULL, sono
riportati in Tabella XVI e risultano dalla mediatde misurazioni.

Polimero CMC (pg/ml) CMC (uM)
(colanico)-(PULL)-(PEG) 279+ 25 2.8
(colanico)-(PULLy)-(PEG) 470 + 3.4 2.0
Tabella XVI

| dati di CMC riportati nella tabella mostrano chepolimero a minor grado di
ossidazione (colanico)-(PUL)-(PEG) ha una maggior tendenza rispetto al derivat
ad alto grado di ossidazione a formare struttureeHairi, come indica il valore di
CMC uM, pur presentando valori maggiori di CMC jug/ml. Questo e dovuto al
diverso PM dei due coniugati, 99.5 kDa nel casod#givato (colanico)-(PULY)-
(PEG), 230 kDa per (colanico)-(PURL(PEG).

| valori di CMC dei bioconiugati ottenuti con PHEH,), che presentano

quindi gruppi amminici liberi sono riassunti in &la XVII.

Polimero CMC (ug/ml) CMC (pM)
(colanico)-(PULL)-(PEG-NR) 27/1 731.6 7.3 3.3
(colanico)-(PULL)-(PEG-NH) 6/1 720.1 £8.2 2.7
(colanico)-(PULL)-(PEG-NH) 1.6/1 454.4+7.0 1.3
Tabella XVII

In questo caso si osserva una correlazione tegppaorto PEG/colanico e il valore di
CMC sia in termini ponderali che molari. Il valode CMC diminuisce al diminuire
del rapporto PEG/colanico indicando che bioconiug@t un minor dominio di PEG
idrofilico rispetto al dominio idrofobico (colanitdendono a formare micelle piu

facilmente.
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5.1.6 Determinazione delle dimensioni micellari

La dimensione delle micelle é stata determinataiaméel light-scattering
dinamico (DLS). | valori sono stati elaborati med& analisi NICOMP con

3<x?<30, fit error < 10,baseline adjustemert0.3 eresiduals<30.0.

La Tabella XVIII riassume i valori delle dimensiomiicellari dei bioconiugati di
PULL; e PULL sintetizzati (media di tre misurazioni).

Polimero Dimensione in volume (nm)
(colanico)-(PULL)-(PEG) 26.6 £5.6
(colanico)-(PULL)-(PEG) 24.7 £3.9

Tabella XVIII

Il diametro medio delle particelle formate dai womgati di PEG-(NH), che

presentano quindi gruppi amminici liberi sono nadsin tabella XIX.

Polimero (colanico)-(PULL,)-(PEG-NH) Dimensione in volume (nm)
Rapporto PEG/colanico 27/1 441 +70.2
Rapporto PEG/colanico 6/1 370 £81.7
Rapporto PEG/colanico 1.6/1 313+67.1

Tabella XIX

Anche in questo caso, come per i valori di CMCosserva una correlazione tra il
rapporto PEG/colanico e le dimensioni delle micelle diametro medio delle
particelle diminuisce al diminuire del rapporto FE®anico indicando che
bioconiugati con un minor dominio di PEG idrofilicispetto al dominio idrofobico

(colanico) tendono a formare micelle piu compatte.
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5.1.7 Studio di solubilizzazione di paclitaxel

La capacita solubilizzante dei derivati (colani¢B)JLL)-(PEG) e (colanico)-
(PULL)-(PEG-NH) nei confronti di farmaci insolubili & stata vadtd utilizzando il
paclitaxel come farmaco modello. Per tale studiem@io preparate micelle con il
metodo per co-solubilizzazione utilizzando un soteein grado di portare in
soluzione sia il polimero che il principio attivblei grafici in Figura 5.19 e 5.20
vengono riportati i profili di solubilizzazione ifunzione della concentrazione di

polimero espressa in mg/ml.
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Figura 5.19: Profilo di solubilizzazione di paclitaxel con (colao)-(PULL,)-(PEG) Tempo O ores};
tempo 3 orer); tempo 18 ored).
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Figura 5.20: Profilo di solubilizzazione di paclitaxel con pokno (colanico)-(PULL)-(PEG) Tempo
0 ore ¢); tempo 3 orerf); tempo 18 ored).
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| profili di dissoluzione riportati nei grafici mano che per entrambi i polimeri la
solubilita di paclitaxel aumenta all’aumentare detbncentrazione di bioconiugati
macromolecolari e tale effetto e simile per entranderivati. Inoltre si osserva che
il sistema € stabile almeno fino a 3 ore di incutr@e, mentre dopo 18 ore il
paclitaxel tende a precipitare.

Nelle Figure 5.21-5.23 vengono riportati i profiii dissoluzione di paclitaxel

in presenza dei 3 coniugati di (colanico)-(PY:(PEG-NH).

2,54

Conc. paclitaxel (ug/ml)

Conc. polimero (mg/ml)

Figura 5.21: Profilo di solubilizzazione di paclitaxel con (cnoleo)-(PULL)-(PEG-NH) con
rapporto finale PEGgdcolanico~ 27/1. Tempo O ores}; tempo 3 orerf); tempo 18 oreq().

150 4

Conc. paclitaxel (ug/ml)

Conc. polimero (mg/ml)

Figura 5.22: Profilo di solubilizzazione di paclitaxel con polmo (colanico)-(PULL)-(PEG-NH,)
con rapporto finale PEfgdcolanico~ 6/1. Tempo 0 oresf; tempo 3 orerf); tempo 18 oreq).
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600

Conc. paclitaxel (ug/ml)

15

0 5 Conc. polimero (mg/ml)]'o

Figura 5.23: Profilo di solubilizzazione di paclitaxel con pokmo (colanico)-(PULL)-(PEG-NH,)
con rapporto finale PEfgdcolanico~ 1.6/1. Tempo 0 ores}; tempo 3 orerf); tempo 18 oreq).

Dai profili di dissoluzione si assume che la sditébidel paclitaxel aumenta
in modo alllaumentare della concentrazione di pehon | tre polimeri considerati
hanno perd una capacita solubilizzante molto davénsbase al rapporto molare
PEG/colanico coniugato al polimero.

Il polimero con un elevato rapporto PEG/colanic@:{2 ha una capacita
solubilizzante praticamente trascurabile mentresdhbilita di paclitaxel aumenta
significativamente al diminuitre del rapporto PE@&nico raggiungendo valori di
140 mg/ml e 500 mg/ml con soluzioni di 15 mg/mlldoconiugato contenente

rispettivamente 6:1 e 1.6:1 PEG/colanico.

| grafici descrivono anche la stabilita fisica nempo della soluzione del
farmaco nella soluzione micellare. La stabilita distema valutata a 0, 3 e 18 ore
mostra che i bioconiugati (colanico)-(PUDLPEG-NH) con rapporto finale
PEG/colanico = 27/1 e 6/1 portano alla formazidnsistemi relovamente instabili,
mentre il bioconigato con rapporto PEG/colanicall frma un sistema altamente
stabile in cui la solubilitd del paclitaxel vieneantenuta ai livelli massimali per 18
ore.
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5.2 Studio di veicolazione di [(ESDT)AuBy]

5.2.1 Stabilita di [([ESDT)AuB;4] in diversi solventi

Studi preliminari sono stati condotti per valutade stabilita di

[(ESDT)AuBFr] in DMSO e in tamponi. | profili di stabilita desti in Figura 5.24
mostrano che il farmaco e stabile a pH acido e WSD mentre degrada

rapidamente a pH neutro e basico.

'y

=
-

(o]

S

)

c

o

©)

0 ‘ ‘ ‘
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
tempo (min)

Figura 5.24: Stabilita di [[ESDT)AuBr2]: in DMSO 4), in tampone acetato 50 mM pH 4:5)(in
tampone borato 50 mM pH 8.5)(in tampone fosfato 50 mM pH 7.8)(

In Tabella XX sono riassunte le cinetiche di degmone calcolate sulla base

dei profili riportati in Figura 5.24.

Costanti cinetiche di degradazione di [(ESDT)AuBj]
KopsX 107 (min )

Solvente
DMSO 0.001
tampone acetato 50 mM pH 4.5 0.0003
tampone borato 50 mM pH 8.5 6.4
tampone fosfato 50 mM pH 7.2 9.1

Tabella XX

110



Risultati

5.2.2 Solubilizzazione di [[ESDT)AuBJcon (colanico)-(PULL)-(PEG-NHy)

La solubilizzazione di [(ESDT)AuB} con (colanico)-(PULL)-(PEG-NH,) e
stata determinata in tampone acetato di sodio 50 ptM4.5 impiegando due
metodiche diverse di preparazione del sistemaidalle: “co-solubilizzazione” (A) e
per contatto diretto (B). Nei Figure 5.25 e 5.26hg@no riportati i profili di
solubilizzazione in funzione della concentrazionepdlimero espressa in mg/ml
ottenuti con i due diversi metodi.

Dai grafici seguenti risulta un profilo di solulzthazione di [(ESDT)AuBit
differente per i tre polimeri e dipendente dal ndetatilizzato.

In Figura 5.25 é riportato il profilo di solubiliazione col metodo per “co-
solubilizzazione” in cui si osserva come il polimeton rapporto PEG/colanico
maggiore (27:1) consente una maggiore solubilizrezidi [(ESDT)AuBs] mentre
il polimero con minor rapporto PEG/colanico (1)énbn ha capacita solubilizzanti

nei confronti di questo farmaco..
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Figura 5.25: Profilo di solubilizzazione di [[ESDT)AuBt con polimero in rapporto PEG/colanico =
27/1 ), 6/1(@); 1.6/1 ) in tampone acetato 50 mM pH 4.5.

Inoltre le dissoluzioni ottenute con i campioni tamtenti 27:1 e 6:1 PEG/colanico
aumentano all’aumentare della concentrazione delecdino ad un valore massimo
di 3 mg/ml nel caso del polimero con rapporto PB&ittico 6:1 o di 8 mg/ml col
polimero con rapporto PEG/colanico 27:1. A conaezitmi di carrier maggiori la
concentrazione di [(ESDT)AuBr diminuisce per tornare a valori basali a
concentrazioni di bioconiugato superiori

In Figura 5.26 e riportato mostra il profilo dilgbilizzazione ottenuto con il
metodo per contatto di [([ESDT)AuBr
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Figura 5.26: Profilo di solubilizzazione di [([ESDT)AuBt con polimero in rapporto PEG/colanico =
27/1 ), 6/1(@); 1.6/1 ) in tampone acetato 50 mM pH 4.5.

Si puo notare come i bioconiugati con diverso rafgpBEG/colanico siano in
grado di solubilizzare una quota di farmaco superispetto al metodo precedente.
In ogni caso la quantita di farmaco solubilizzatamanta al’aumentare della
concentrazione di bioconiugato. Inoltre permettomoaumento della solubilita del
farmaco di circa 5 volte. Come osservato con iladetper “co-solubilizzazione”, il
polimero avente rapporto molare di PEG minore, Bpacita solubilizzante di

[(ESDT)AuUBFK,] inferiori rispetto agli altri due.

5.2.3 Solubilizzazione di [[ESDT)AuBFin presenza di ciclodestrine

Si e valutata la solubilita di [(ESDT)Augrin presenza dp-ciclodestrina,
Me-B-ciclodestrina e HMP-ciclodestrina. Anche in questo caso soluzioni
farmaco/CD sono state ottenute per “co-solubiizzae” (A) e per contatto diretto
(B). Nei grafici 3.27 e 3.28 vengono riportati bfii di solubilita in funzione della
concentrazione di ciclodestrine ottenuti con i diversi metodi.

Dai grafici seguenti risulta un profilo di solulaiiazione di [(ESDT)AuBi
differente per le tre ciclodestrine consideratbase al metodo utilizzato.

| profili di dissoluzione riportato in Figura 5.2Wostrano che il metodo di
“co-solubilizzazione” permette una maggiore solzbdzione del farmaco rispetto al
metodo per contatto riportato in Figura 5.28.
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Figura 5.27: Profilo di solubilizzazione di [(ESDT)AuBr2] in tapone acetato di sodio 50 mM pH
4.5 in presenza (i-ciclodestrine &),Me-{3-ciclodestrine 4), HP{f3-ciclodestrine ¢).

Con il metodo di co-solubilizzazione la solubilda[(ESDT)AuBr] aumenta
all'aumentare della concentrazione di CD in modaerapponibile per i tre derivati
oligosaccaridici fino ad una concentrazione di QL@ mM in cui [(ESDT)AuBj]
raggiunge una solubilita di circa 1 mg/ml. A corttanioni di CD maggiori la
solubilita di farmaco rimane costante nel casélBEi3-CD mentre aumenta fino ad
un valore di circa 1.5 mg/ml a 20 mg/ml di N3ecD.

| profili di solubilizzazione ottenuti col metodoep contatto diretto di
[(ESDT)AuBKr] riportati in Figura 5.28 mostrano che con questetodo di
preparazione le CD hanno una minore capacita dolligzione di farmaco rispetto al

precedente metodo di co-solubilizzazione.
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Figura 5.28: Profilo di solubilizzazione di [(ESDT)AuBr2] in napone acetato di sodio 50 mM pH
4.5 in presenza (@8-ciclodestrine g),Me-{3-ciclodestrine 4), HP{f3-ciclodestrine ¢).
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Le B-CD sono in questo caso gli oligosaccaridi con n@ggcapacita
solubilizzanti. La solubilita di farmaco raggiunge valore massimo di circa 0.4
mg/ml ad una concentrazioneCD di 5 mM. All'aumentare della concentrazione
di B-CD la solubilita del farmaco diminuisce. Nel caidMe{3-CD e HP{3-CD la
solubilita massima di [(ESDT)AuBr € di circa 0.25 0 0.125 mg/ml rispettivamente
ottenute con una concentrazione di oligosaccaridDel5 mM. Allaumentare della
concentrazione di CD la solubilita di farmaco dimste progressivamente.

Dai profili di dissoluzione si e calcolata la cogtapparente di affinita del
complesso di inclusione di [(ESDT)Aulr secondo la formula di Higuchi and
Connors (Higuchi T., Connors K.A., 1965).

Slope

Kc =
S, (1 —Slope)

Dove S indica la concentrazione a saturazione di CD/[(EBYDIBr,] in tampone
senza ciclodestrine e “slope” € la pendenza delta rdi solubilizzazione fino al
punto di massima dissoluzione ottenuto in presednz&lodestrine.

La Tabella XXI riporta le costanti di stabilita d@mplessi ottenuti con i due metodi
(A) e (B).

Costanti di stabilita del complesso CD/[(ESDT)AuBs]
K(M™) per K(M™) per contatto diretto
“co-solubilizzazione” (A) col farmaco solido (B)
[3 -ciclodestrine 1713 1432
HP{3-ciclodestrine 1644 186
Me-f3-ciclodestrine 2044 380

Tabella XXI

Si nota come, quando si esegue lo studio di digswle con il metodo per
“co-solubilizzazione”, le costanti siano essenzette simili per le tre ciclodestrine
considerate, mentre son il metodo per contattdtdi(®), la costante di inclusione di

[(ESDT)AuBKR] in B-ciclodestrine & confrontabile a quella ottenutarapdo col
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metodo (A), mentre per le altre due ciclodestrinet'engono valori sensibilmente
inferiori.

5.2.4 Studio di stabilita di [[ESDT)AuB} in presenza dei derivati di pullulano o
ciclodestrine

E’ stata valutata la capacita dei derivati (colap@®ULL,)-(PEG-NH) di
aumentare la stabilita del farmaco antitumoraleSPE)AuBr,] in soluzione
acquosa. | profili di stabilita di [([ESDT)AuBrin tampone fosfato 50 mM pH 7.2 in
presenza e assenza dei bioconiugati di pullulana doverso rapporto di
PEG/colanico sono riportati in Figura 5.29. Le gadni sono state ottenute
attraverso tecnica di “co-solubilizzazione” che mette di ridurre il tempo di

contatto di [(ESDT)AuB4] col tampone prima dell’analisi.
35

25

Log Conc (uM)

0 T T T T 1
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tempo (min)

Figura 5.29: Stabiita di [(ESDT)AuBr2] : in tampone tostato 5aM pH 7.2 ), nello stesso
tampone ed in presenza di pullulano-PEG-colanicorapporti di: PEG/colanico = 27/3)( 6/1 ();
1.63/1 ).

by

Dalle rette di regressione logaritmica e possiltkcolare le costanti
cinetiche di degradazione riportate nella TabellélIXda cui si assume che i tre
polimeri studiati riducono la degradazione di [(ESBuBr,]. La stabilita del
farmaco € maggiore nel caso del coniugato con pporéo PEG/colanico maggiore
27:1) mentre diminuisce al diminuire di tale ragpor
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Costanti cinetiche di degradazione di [([ESDT)AuBj]
KobsX 10% (min %)
Tampone fosfato 50 mM pH 7.2 9.1
PEG/colanico- 27/1 in tampone fosfato 50 mM pH 7.2 2
PEG/colanico- 6/1 in tampone fosfato 50 mM pH 7.2 3
PEG/colanico- 1.6/1 in tampone fosfato 50 mM pH 7.2 5.3
Tabella XXII

In Figura 5.30 e riportato il profilo di stabilith [([ESDT)AuBK] in tampone
fosfato 50 mM pH 7.2, ed in presenzgBeticlodestrine o HfB-ciclodestrine o Me-
B-ciclodestrine. Anche in questo caso le soluziommcs state ottenute per “co-
solubilizzazione” che permette di ridurre il temgocontatto di [(ESDT)AuB4 col
tampone neutro prima dell’analisi cromatografica.

Come si puo osservare le CD hanno diverse capatithilizzanti nei

confronti del farmaco.
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Figura 5.30: Stabilita di [[ESDT)AuBp] in tampone fosfato 50 mM pH 7.20)(ed in presenza -
ciclodestrine &), Me{3-ciclodestrine ), HP$3-ciclodestrine ¢).

Dalla pendenza delle rette si sono calcolate letaotis cinetiche di
degradazione riportate in Tabella XXIIl. Si notane le B-ciclodestrine abbiano

maggiore capacita di rallentare la degradaziong&$DT)AuBr,] in buon accordo
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con la maggiore stabilita del complesso determipatadissoluzione. Al confronto

le Me{3-ciclodestrine hanno un limitato effetto stabilinta

Costanti cinetiche di degradazione di [[ESDT)AuBs] in tampone fosfato
50 mM pH 7.2
KobsX 10% (min %)
[(ESDT)AuUBK] 9.1
[(ESDT)AuBr, ] / B-ciclodestrine 2.8
[(ESDT)AuBr, ] / HP{3-ciclodestrine 4
[(ESDT)AuBKr] / Me-3-ciclodestrine 8

Tabella XXIII: Costanti cinetiche di degradazione di [(ESDT)A4)Br

5.2.5 Studio di citotossicita in vitro mediante MTié&st

Studi di citotossicita sono stati condotti su dseetinee cellulari umane (carcinoma
della cervice uterina HelLa, carcinoma nasofaringBa carcinoma della mammella
MCF-7) mediante test dellMTT. Studi preliminari freo dimostrato che i
bioconiugati del pullulano come tali non sono toss$$i sono quindi condotti studi di
citotossicita di [(ESDT)AuBij impiegando (colanico)-(PULD)-(PEG-NH) con
rapporto PEG/colanico 1.6/1, e HPPED sulla linee cellulari HeLa (Ronconi L.,
2005), KB ed MCF7 incubando le cellule con il fanoger 24 ore. Le figure 5.31-
3.33 mostrano i profili di tossicita del complestall’'oro da solo e caricato nel bi

coniugato di pullulano o nelle HB-CD nelle linee diverse linee cellulari .
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Figura 5.31: Citotossicita di [[ESDT)AuBj (m),(colanico)-(PULL)-(PEG-NH,) -[(ESDT)AuB-K)]
(o), HPBCD-[(ESDT)AuBK] (©), su linea cellulare HeLa mediante test MTT.
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Figura 5.32: Citotossicita di [[ESDT)AuBj (m),(colanico)-(PULL)-(PEG-NH,) -[(ESDT)AuB-K)]
(o), HPBCD-[(ESDT)AuBK] (¢), su linea cellulare KB mediante test MTT.
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Figura 5.33: Citotossicita di [[ESDT)AuBj (m),(colanico)-(PULL)-(PEG-NH,) -[(ESDT)AuBr]
(o), HPBCD-[(ESDT)AuUBK] (©), su linea cellulare MCF7 mediante test MTT.
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La Tabella XXIV riporta i valori di IG ottenuti dalle curve di tossicita.

linea cellulare [(ESDT)AuUBL)] (COIanic?()égg.:_‘)%;}gse"\lFb) ) [(EgDP'ﬁ;')CfA[l)J-Br ]
HelLa =7 uM ~7 uM ~7 UM
KB ~30 M ~25 M ~20 pM
MCFE7 ~12.5 uM ~20 uM ~9 uM
Tabella XXIV: valori di 1G5 di [(ESDT)AuBr] , micelle-[(ESDT)AuBs] e HMHCD-

[(ESDT)AuBK,] sulle linee cellulari testate

Come si puo notare dai valori di e dai profili di tossicita sia I'utilizzo del
polimero (colanico)-(PULL-(PEG-NH,) sia
citotossicita del farmaco su tutte le linee celiulalutate, indicando che i sistemi

le HP$-CD mantengono la

supramolecolari sono in grado di rilasciare il faom nella sua forma attiva.

3.2.6 Studio di farmacocinetica

In figura 5.34 sono riportati i profili farmacocit@ di (colanico)-(PULL)-(PEG-
NH,)-[(ESDT)AuBr2] (A) e HBCD-[(ESDT)AuBr2] (B).

100
100

%0 80

60 60

2 40

% of the dose
% of the dose

20 20 sz

200 300 400 500

Time (min)

T T T
200 300 400 100

Time (min)

Figura 5.34: Profilo farmacocinetico di (colanico)-(PUL)-(PEG-NH)-[(ESDT)AuBr2] (A) e
HPBCD-[(ESDT)AuBr2] (B).
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La tabella XXV riporta i principali parametri farroacinetici calcolati a partire dai

dati sperimentali.

(colanico)-(PULL,)-(PEG-NH,)

HPBCD-[(ESDT)AuBI2]

-[(ESDT)AuBIr2]
Ve (ml) 1.48 2.074
AUC (ug mi* h) 148.4 178.9
t1/2a (h) 0.22 0.12
t1/28 (h) 16.82 14.28
Vss (ml) 8.81 6.77
ClI (ml/h) 0.00673 0.005597
Ke 0.006 0.00269
K12 0.416 0.06319
K21 0.00599 0.02791
Tabella XXV

Entrambi i sistemi hanno un andamento bifasico,wtnprima fase che prevede una

rapida distribuzione ai tessuti (tt/g seguita da una fase piu lenta (f)/2che

garantisce una prolungata permanenza in circollb v@bori sono in linea coi ridotti

valori di clearance(Cl) e della costante di eliminazione (Ke).

Il complesso con le ciclodestrine e il sistema diathe hanno capacita paragonabile

di mantenere [(ESDT)AuB} nel circolo sanguigno, come dimostrato dai valori

dell'area sotto la curva (AUC) e del volume di dimizione (Vss) risultano simili

per i 2 sistemi.
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5.3 Sintesi e caratterizzazione del profarmaco pioherico
polimero (PEG-AF)-PULL -(Cyst-DOX) e (PEG-NH,)-

PULL ,-(Cyst-DOX)
5.3.1 Sintesi di (PEG-NB-PULL-(Cyst)

Il protocollo di sintesi di (PEG-Np- PULL-(Cyst) e riportato nello schema
di Figura 5.35. Nel primo step e stata eseguitacdmiugazione mediante

amminazione riduttiva di cisteamina e PEG-@NHal derivato polialdeidico del

pullulano (PULL) ottenuto come riportato in precedenza.

@%r

41

O}(/\o 1

OH HS

@%

NHZ

NaCNBH;
pH 6

NH OH O NH

\(O(\/\() 41

NH,

NH OH OHNH n

A

NH

Figura 5.35:schema di reazione per la sintesi del polimero (IRE®)-pullulano-(Cyst)

La reazione di amminazione riduttiva attraversoecpossibile legare la cisteamina e
il PEG(NH,), avviene con un meccanismo a due step, I'equililmiaiale, che

prevede la formazione dellimmina (base di Schiffipn risulta particolarmente
favorito, ma viene efficacemente spostato dallaziohe dellimmina ad ammina

secondaria con sodiocianoboroidruro (NaCNBH
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Nel primo passaggio il pullulano contenente il 28¥@ldeidi reattive & stato
fatto reagire con un eccesso di cisteamina, secoundo rapporto molare
cisteamina/aldeidi reattive di 5:1. Tale legamengiguindi stabilizzato ad ammina
secondaria tramite aggiunta di sodiocianoboroidrurducente selettivo per le
immine attivo a pH 6.

Nello step successivo viene aggiunto il PR(NH2). in rapporto molare
PEGioodNHy), /aldeidi reattive di 2:1. Infine le aldeidi chembanno reagito e le
basi di Shiff che legano il PEGJ(NH,), al polimero vengono ridotte con un
secondo riducente, il sodioboroidruro, attivo supgi aldeidici, oltre che su quelli
imminici. La reazione di riduzione in questo casene condotta a pH 9.0 in quanto
tale riducente e inattivo a pH acido. Al termine aiidifica nuovamente per
neutralizzare I'eventuale NaBHhe non reagito. Il pH viene sempre mantenuto
acido anche nelle fasi di lavorazione successiveepare |'ossidazione dei gruppi
tiolici con formazione di ponti S-S intra e inteatena.

I PEGigodNH2)2 in eccesso viene rimosso con diclorometano, in talé
polimero € insolubile. 1l processo di ultrafiltrazione fiealviene condotto per
eliminare i sali e I'eccesso di cisteamina, otteltecosi il derivato del pullulano
puro.

Sul prodotto finale, (PEG-NH2)- pullulano-(Cysthn® stati eseguiti il test di
Snyder per la determinazione dei gruppi amminiciiletest di Elmann per la
quantificazione dei gruppi tiolici. Secondo il tektSnyder, considerando la retta di
taratura riportata in Figura 4.2, la sostituziormn ®EG € del 11% del totale di
aldeidi reattive, mentre per quanto riguarda it @isElmann, secondo la retta di
taratura riportata in Figura 4.4, risulta che iPR%elle aldeidi reattive totali sono

state sostituite con cisteamina.
5.3.2 sintesi di (PEG-AF)- pullulano-(Cyst)
Per la sintesi di (PEG-AF)- pullulano-(Cyst) coratg al pullulano si é

attivato I'acido folico ad succinimidilestere délF. E stato fatto reagire con
dicicloesilcarbidimmide (DCCI) e N-idrossisuccimmde (NHS) in un rapporto
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FA/DCCI/NHS 1:1:1 in modo di attivare uno solo deie gruppi carbossilici dell’AF
ed evitare reticolazioni col polimero polisaccarai

HaN NN
HN NN ’ ?WI 1K

2 ?TI 14 HN Ao AN

ANy NN Q DMSO 0 COOH
° COOH * HO‘*gj ° Q
o} 0 pccl o——N:j

COOH I

Figura 5.36: schema di sintesi di AF.NHS

La reazione di attivazione descritta in Figura 508évede I'aggiunta simultanea
dei due reattivi, NHS e DCCI e dsgepdi reazione: il gruppo carbossilico reagisce
prima con la DCCI formando un intermedio isoureicbe risulta essere un ottimo
gruppo uscente. Tale prodotto subisce quindi faaili@ I'attacco nucleofilo
dell'idrossisuccinimmide con formazione del proddthale.

Il prodotto risulta poco solubile in etere dietilicper cui & stato agevolmente
purificato per precipitazione in tale solventecin gli altri reattivi risultano invece
solubili.

L’attivazione del gruppo carbossilico mediante eftazione con N-
idrossisuccinimmide (NHS), permette il legame deielecola direzionante al
gruppo amminico del PEG legato f@ckbonepolimerico. La sintesi del prodotto
(PEG-AF)- pullulano-(Cyst) avviene secondo lo scheainsintesi riportato in Figura
5.37.
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Figura 5.37:schema di sintesi del prodotto (PEG-AF)-PULL-(Cyst)
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Il processo di purificazione con etere dietilicooddto successivamente
consente di eliminare 'NHS che é solubile in qoesblvente, a differenza del
polimero derivatizzato con acido folico e dell’AEesso. Il residuo ottenuto viene
disciolto in acqua in cui il polimero va in solua® mentre 'AF non legato rimane
indisciolto. La successiva filtrazione con membramma cut off 10 kDa per la
completa eliminazione di eventuali impurezze dzieae.

Per via spettrofotometrica si calcola il contendit@cido folico coniugato, da

cui si ricava che la percentuale w/w di molecol@zibnante nel polimero e di 4.3%.

5.3.3 Sintesi di (PEG-AF)-PULL-(Cyst) e (PEG-NHPULL-(Cyst)

Per la coniugazione di doxorubicina ai derivati pellulano si é sintetizzato un
derivato del farmaco denominato DOX-EMCH secondosttiema di reazione
descritto in Figura 5.38. Adriblastina & stata &sspin metanolo e filtrata per

eliminare gli eccipienti non solubili (lattosio):

O OH ¢ Q H
o MeOH /N~H/\/\/\N ]
4 2 -
LTI | w0 22 oy
Ol

i QI Jon™ i
_0 O OH O 0
0

H

O OH O
(0]

OH CHs
NH; OH

NH,

Figura 5.38: schema di reazione per la sintesi del derivato EMIEBX

DOX-EMCH €& stata quindi ottenuto per reazione traxatubicina core-
maleimidocaproil acido idrazide e precipitazioneagetonitrile a 4° C per 48 ore al
riparo dalla luce, permette di ottenere la crista#izione del prodotto doxo-EMCH,
con formazione di un precipitato rosso.

Sul precipitato e stata eseguita I'analisi ESI-T@& verificare la presenza del
prodotto. Lo spettro di massa riportato in Figuig5mostra un picco con m/Z pari a
751, corrispondente alla massa molecolare del pr@OX-EMCH monoprotonato

(Willner D., 1993).
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Figura 5.39: analisi ESI-TOF che evidenzia la presenza del pidebl 751.26, rappresentativo del
prodotto desiderato

| prodotti finali (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) e (PEGH)-PULL-(Cyst-DOX)
sono stati ottenuti secondo lo schema di reazipuetati rispettivamente in Figura
5.40 e 5.41.
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Figura 5.41:schema di reazione per la sintesi del prodottddi(REG-NH)-PULL-(Cyst-DOX)
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La reazione e stata condotta in presenza di toafBessietil)fosfina (TCEP),
riducente specifico per i ponti disolfuro che srnfi@ano in DMSO rendendo il
polimero insolubile. La scelta di questo riduceatdovuta al fatto che non possiede
gruppi tiolici che altrimenti competerebbero corelfjudella cisteamina per il gruppo
maleimmidico delinker EMCH (Di Stefano, G., 2004).

La soluzione di DOX-EMCH in DMF viene aggiunta lamtente alla soluzione
acquosa dei bioconiugati del pullulano e durantee&zione viene mantenuto il pH
neutro per evitare la precipitazione di DOX-EMCHper prevenire l'idrolisi del
legame idrazonico.

L'ultrafiltrazione permette quindi I'eliminazione edla TCEP e dell’'eventuale
doxorubicina che non ha reagito o che ha subitcgasi di degradazione. Infine il
prodotto filtrato viene trattato piu volte con medéo, solvente organico in cui la
TCEP e, la doxorubicina libera sono solubili, mentmpolimeri (PEG-AF)-PULL-
(Cyst) o (PEG-NHB)-PULL-(Cyst) sono insolubile.

Sul prodotto finale (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) o (PH®EH,)-PULL-(Cyst-
DOX) e stata eseguita I'analisi spettrofotometrer determinare la quantita di
doxorubicina legata. Dalla misura effettuata risuhe il caricamento di farmaco é
del 6 % w/w per il polimero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DQX e del 6.3% per il
polimero (PEG-NH)-PULL-(Cyst-DOX), a cui corrisponde una funziozaizione
del 19% dei gruppi tiolici.

In tabella XXVI sono riassunte le composizioni dae bioconiugati ottenuti .

(PEG- NHy)-pullulano-(Cyst-

(PEG-AF)-pullulano-(Cyst-

SOSTITUENTE DOX) % w/w DOX) % w/w
Monomeri di glucosio 59.7 57.1
PEG 30.7 29.3
acido folico - 4.3
Cisteamina 3.4 3.2
Doxorubicina 6.3 6

Tabella XXVI: schemaiassuntivo delle caratteristiche dei polimeri (REG,)-PULL-(Cyst-DOX)

e (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX)
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Sulla base dei valori di peso molecolare del pafiol ossidato calcolati per gel
filtrazione e sul grado di funzionalizzazione dellplano con i diversi componenti
(PEG, Cyst; DOX-EMCH) il PM di (PEG-AF)-pullulan@yst-DOX) € 156 kDa e
quello di (PEG-NH)-pullulano-(Cyst-DOX) e 162 kDa.

5.3.4 Determinazione delle dimensioni del polimdREG-AF)-PULL-(Cyst-DOX)
e (PEG-NH,)-PULL-(Cyst-DOX)

La dimensione del bioconiugato (PEG-AF)-PULL-(CixEDX) solubilizzato in PBS
e stata determinata mediante light-scattering dic@niDLS). | valori sono stati
elaborati mediante analisi NICOMP con ¥3<30, fit error < 10, baseline

adjustement 0.3 eresiduals<30.0.
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Figura 5.42: Volume idrodinamico di (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) 0Orig/ml in PBS (A) 20
mg/mL (B), (PEG-NH)-PULL-(Cyst-DOX) 0.2 mg/mL (C) e di (PEG-NHPULL-(Cyst-DOX) 20
mg/mL (D).

L’analisi mostra che anche a basse concentrazdadinig/mL) il derivato e di (PEG-
AF)-PULL-(Cyst-DOX) presenta una distribuzione tadale del volume
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idrodinamico (diametro medio 17.5 nm £ 1.19 nm,67Am = 7.7 nm, 284.8 nm *
41.4 nm). La percentuale della popolazione a dimensnaggiori aumenta con
'aumento della concentrazione del polimero. Questprobabilmente dovuto alla
tendenza delle singole catene di polimero di awsemblarsi in sistemi di tipo
micellare. A basse concentrazioni il polimero prdianolecola direzionante [(PEG-
NH2)-PULL-(Cyst-DOX)] presenta invece una popolaziopeincipale a 7.6 nm +
1.1 nm e una seconda popolazione trascurabile & 189 + 20.7 nm. Allaumentare
della concentrazione del polimero la popolaziongiraensioni maggiori aumenta,

indicando anche in questo caso la formazione dinico assemblato fisico.

5.3.5 Cinetica di rilascio di doxorubicina

Gli studi di rilascio di doxorubicina da (PEG-AFRULL -(Cyst-DOX) e
(PEG-NH)- PULL-(Cyts-DOX) sono stati condotti in tampon® thM fosfato di
sodio e 0.15 M NaCl (pH 7.4), in tampone acetatsodiio 200 mM (pH 5.5), oppure
in plasma a 37°C.

In Figura 5.43 € riportata la cinetica di rilasaictampone ai due diversi pH e
in plasma per il polimero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX,il rilascio di doxorubicina
a pH 5.5 per il polimero (PEG-Ni PULL-(Cyst-DOX).
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Figura 5.43: cinetica di idrolisi del polimero (PEG-AF)-PULL-(G¥DOX) in tampone fosfato pH

7.4 @), in plasma ¢) e in tampone acetato pH 54) (e del polimero (PEG-NpH-PULL-(Cyst-DOX)
in tampone fosfato pH 7.4}.
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Entrambi i bioconiugati mostrano un simile profdorilascio della doxorubicina. |
profarmaci sono sufficientemente stabili in plasmisciando in 3 giorni solo |l
20% della doxorubicina legata. Inoltre il profilo mlascio del farmaco in plasma e
paragonabile a quello a pH 7.4, indicando che n@mo scoinvolti meccanismi
enzimatici nel rilascio del farmaco. A pH 5.5 ingetidrolisi € piu rapida,
raggiungendo un 50% di rilascio in circa 12 ore, wd rilascio completo di

doxorubicina in circa 30 ore per entrambi i biocayati.

5.3.6 Studi di attivita su culture cellulari

La tossicita dei coniugati € stata valutata su elireellulari tumorali umane,
carcinoma della cervice uterina (HelLa), carcinoraaofaringeo (KB) e carcinoma
della mammella (MCF-7). Le prime 2 linee celluladno state scelte perché come
riportato in letteratura sono in grado di sovragsere il recettore per I'acido folico
se coltivate in terrenfolic freg e vengono quindi indicate come KB HiFR ed HelLa
HiFR (Gabizon A., 1999; Holm J., 2000) mentre teeh MCF-7 & stata scelta come
controllo, poiché non & in grado di sovraesprinief® (Salmaso S., 2004).

Il trattamento e stato condotto per 72 ore suiledi KB HiIFR ed MCF-7, mentre
sulla linea HeLa HiFR il trattamento e stato contal@er 24 ore oppure per 30 minuti
seguiti da una incubazione di 72 ore. | profilit@ésicita ottenuti con doxorubicina,
(PEG-NH)-PULL-(Cyst-DOX) e (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) con lelinee

cellulari sono riportati in Figura 5.44-5.47

140 -
120
100 PR & ¢
80

60 -

Cell surviving fraction (%

40 ~

- ‘ i%{\\i{

0,01 0,1
Conc. Doxorubicin (Log pM)

\
\

Figura 5.44: Citotossicita di DOX ¢),(PEG-AF)-pullulano-(Cyst-DOX) «) and (PEG-NH)-
pullulano-(Cyst-DOX) &) su linea cellulare MCF-7 mediante test MTT d@gch di trattamento.
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Figura 5.45: Citotossicita di DOX ¢),(PEG-AF)-pullulano-(Cyst-DOX) «) and (PEG-NH)-
pullulano-(Cyst-DOX) &) su linea cellulare KB HiFR mediante test MTT dafbh di trattamento.
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Figura 5.46: Citotossicita di DOX ¢),(PEG-AF)-pullulano-(Cyst-DOX) «) and (PEG-NH)-
pullulano-(Cyst-DOX) g) su linea cellulare HeLa HiFR mediante test MTOpd 24 h di trattamento.
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Figura 5.47: Citotossicita di DOX ¢), (PEG-AF)-pullulano-(Cyst-DOX) «) and (PEG-NH)-
pullulano-(Cyst-DOX) &) su linea cellulare HeLa HIFR mediante test MTdpad 30 min di
trattamento + 72 h di incubazione.
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In tabelle XXVII sono riassunti i valori di Kg calcolati

riportate sopra.

dalle curve di tossicita

linea cellulare DOX (PEG-AF)-pull- (PEG-NH,)-pull-
(Cyst-DOX) (Cyst-DOX)
MCF7 ~0.3uM ~2.2 UM ~1.2uM
(72 h)
KB HiFR _ ~1.1uM ~2 UM
(72 h) 0.3 uM
Hela HiFR ~4 pM ~15 pM ~15 uM
(24 h)
HeLa HIFR (30min+72h) | ~ 40 HM ~ 140 uM >180 pM

Tabella XXVII: valori di 1G5, di DOX, (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) (PEG-N- PULL-(Cyst-
DOX) sulle linee cellulari testate

Entrambi i polimeri, con molecola direzionante enhgono risultati in grado di
mantenere la citotossicita della DOX, dimostramtiovenire internalizzati e di
rilasciare il farmaco nella forma attiva.

Sulla linea MCF7 ci sono piccole differenze suiovaldi 1Cso di (PEG-AF)-
pullulano-(Cyst-DOX) e di (PEG-Nptpullulano-(Cyst-DOX), e la citotossicita ¢ il
risultato di una internalizzazione aspecifica pedaeitosi con conseguente rilascio
intracellulare di DOX.

Sulla linea KB HiFR il polimero (PEG-AF)-pullulan@yst-DOX) dimostra valori di
ICso di poco inferiore a quelli del polimero senza neola direzionante. Tuttavia i
valori ottenuti sono paragonabili, e anche su @udstea cellulare entrambi i
bioconiugati sono in grado di venire internalizzati

Nel caso della linea cellulare HeLa HiFR non sisoggistrate differenze tra i valori
di 1ICsp dei due polimeri dopo un trattamento di 24h, sebbde -cellule
sovraespimano il FR. Si e cercato quindi di dinmeui tempi di contatto del
trattamento con le cellule (30 min), poiché é naie l'internalizzazione mediata da
recettori avviene in tempi piuttosto brevi (Pau@$1., 2004). In questo modo si &
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evidenziata una lieve differenza disira il polimero con acido folico, rispetto a

guello senza molecola direzionante.

5.3.7 Studio di internalizzazione mediante citaflimetro

La cinetica di internalizzazione della doxorubigidel polimero (PEG-AF)- PULL-
(Cyst-DOX) e di (PEG-NKR)-PULL-(Cyst-DOX) e stata seguita sulla linea clelie
HelLa HiFR con citofluorimetro.

La figura 5.48 riporta alcune immagini dicellule e HiFR incubate con i
bioconiugati (PEG-AF)- PULL-(Cyst-DOX) o (PEG-NH PULL-(Cyst-DOX) per 5
e 60 minuti. Si pud notare chiéntensita di fluorescenza nelle cellule trattare do
polimero con AF risulta maggiore rispetto a quélsgtate col polimero (PEG-N#
PULL-(Cyst-DOX).

(PEG-AF)- PULL-(Cyst-DOXO) (PEG-NH,)- PULL-(Cyst-DOXO)

5 min

60 min

Brightfield DOXO Overlay Brightfield DOXO Overlay

Figura 5.48: HelLa-HiFR trattate con (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) (PEG-NH,)-PULL-(Cyst-
DOX) dopo 5 min e 60 min.

Lo strumento utilizzato per l'analisi (ImageStreamm@ultispectral imaging flow
cytometer) fornisce immagini di singole cellule eointradizionali citofluorimetri,

ma analizzando un campione statisticamente sigiiviz (1000 cellule per gruppo).
In questo modo e stato possibile determinare gaéinimente I'internalizzazione

dei bioconiugati in funzione del tempo. In figura® e esemplificato il metodo di
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analisi utilizzato per valutare quantitativamentéintérnalizzazione della
doxorubicina: sulle immagini delle cellule ottenwtallo strumento si definisce la
membrana cellulare (A) e l'interno della cellula).(B internalizzazione viene
definita come il rapporto fra I'intensita di flu@eenza della doxorubicina all'interno
della cellula (A) e lintensita di fluorescenza dobxorubicina adsorbita sulla

membrana cellulare (B).

Figura 5.49: metodo di analisi utilizzato per valutare l'intafizzazione di DOX. Sono state definite
la membrane cellulare (A) e linterno della celldB) e I'internalizzazione di doxorubicina é stata
valutata dividendo l'intensita di fluorescenza detkegione B per lintensita di fluorescenza della
regione A (C).

In figura 5.50 vengono riportati i valori di interiizzazione in funzione del tempo.

normalized internalization

5 30 60 300

time (min)

Figura 5.50: Internalizzazione di DOXu), (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) &) e di (PEG-NH)-
PULL-(Cyst-DOX) @) su linea cellulare HelLa-HiFR.

La DOX libera € immediatamente internalizzata (51)nper semplice diffusione;
anche il polimero (PEG-AF)- PULL-(Cyst-DOX) ha urapida internalizzazione (5
min) e mostra uruptake tempo-dipendente (fino a 60 min) in accordo con le

cinetiche riportate per I'endocitosi mediata datetéore per il folato. Il polimero
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(PEG-NH)-PULL-(Cyst-DOX) mostra sempre un minor grado rmternalizzazione
rispetto al derivato con il folato.

5.3.8 Studi di citotossicita in vitro su linee calri endoteliali

La citotossicita dei coniugati & stata valutatalse linee endoteliali umane, HUVEC
(human umbelical vein endothelial c¢lled HBMEC Human Bone Marrow
Endothelial cell¥.

Le cellule sono state trattate con soluzioni aceatrazione crescente di DOX,
(PEG-AF)- PULL-(Cyst-DOX) e di (PEG-NHFPULL-(Cyst-DOX). Il trattamento e
stato condotto per 72 ore, quindi le cellule sotaies trattate con tripsina, e la
sospensione analizzata con Coulter Counter. rdi¢.51 sono riportati i profili di
tossicita della doxorubicina e dei bioconiugatpdilulano. La percentuale di cellule

viene valutata in riferimento al controllo non tedb.
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Figura 5.51: Proliferazione di HUVEC (A) e HBMEC (B) dopo 72dhincubazione con DOXe},
(PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) (e) e di (PEG-NH)- PULL-(Cyst-DOX) ().
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La tabella XXVIII riassume i valori di 1§ del farmaco e dei bioconiugati ricavati

dalle curve di tossicita

linea cellulare DOX (PEG-AF)-PULL-(Cyst- (PEG-NH)- PULL -(Cyst-
DOX) DOX)

HUVEC ~0.01 uM ~0.025 uM ~0.04 uM

HBMEC ~0.02 uM ~0.03 uM ~0.035 uM

Tabella XXVIII:  valori di IG5, di DOX, (PEG-AF)-pullulano-(Cyst-DOX) e di (PEG-NH
pullulano-(Cyst-DOX) su HUVEC ed HBMEC.

| valori di ICso ottenuti su entrambe le linee cellulari endoteli@n mostrano
significative differenze di citotossicita tra il [paero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX)
e (PEG-NH)-PULL-(Cyst-DOX), indicando che il processo digamalizzazione non
sia mediato dai recettori per il folato. Inoltrepilofilo di tossicita dei profarmaci di
DOX-EMCH e paragonabile a quello della doxorubiclieera, indicando che il

rilascio é efficace e completo in 72 ore.

5.3.9 Studio di formazione di capillari su Matrije

Il potenziale anti-angiogenico della doxorubicinae polimeri (PEG-AF)- PULL-
(Cyst-DOX) e di (PEG-NR-PULL-(Cyst-DOX) e stato studiato valutando la
capacita delle cellule HUVEC di formare strutturgoudlari Capillary-like tube
formation) su Matrigel (Kleinman H.K., 2005). Il saggio atst condotto su piastra a
24 pozzetti, trattata con Matrigel (matrice da meanh basale). L’analisi viene fatta
attraverso microscopio ottico, che permette dingite un’indicazione visiva della
tendenza a formare strutture tubulari. Le singoienagini ottenute dal microscopio
possono venire analizzate con un appasitfibware:la conta dei pixel dellimmagine
viene trasformata in un valore di superficie oc¢aptai capillari. In questo modo é
possibile dare una quantificazione percentualgdtdnziale anti-angiogenico di una
molecola (il 100% e dato dalle cellule seminatensatrigel e trattate con solo

terreno). La figura 5.52 mostra le immagini rateal microscopio dei campioni di
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cellule endoteliali trattate con doxorubicina e badconiugati di pullulano con e

senza acido folico.

Controlli Doxoricma (PEG-AF)-PULL- EB-NH,)- PULL-
(Cyst-DOX) (Cyst-D@X

Positivo 0DpM 0.0AM

Negativo HM M M

Figura 5.52: Capillary-like tube formationimmagini di HUVEC trattate a con DOX o (PEG-AF)-
pullulano-(Cyst-DOX) o (PEG-NK-pullulano-(Cyst-DOX)

In figura 5.53 vengono riportati i valori percentudi lunghezza dei capillari,
calcolati rispetto al controllo positivo, dato daltellule HUVEC seminate su

matrigel e trattate con terreno completo.
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Figura 5.53: Lunghezza dei capillari (in % rispetto al contoation trattato) di cellule HUVEC su
matrigel, a diverse concentrazioni di DOX)( (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) #1) e di (PEG-NH)-
PULL-(Cyst-DOX) @), (controlli positivo e negativox()

Sia dalle immagini che dai valori percentuali sbmsservare che la doxorubicina e
(PEG-NH)-PULL-(Cyst-DOX) non presentano significativa waitth antiangiogenica,
mentre il polimero (PEG-AF)- PULL-(Cyst-DOX) (0yIM doxo equivalente) € in

grado di ridurre del 25% la formazione dei capillar

5.3.3.10 Studi farmacocinetici

200 pL di una soluzione di (PEG-AF)- PULL-(Cyst-DOX)dy doxorubicina sono
stati iniettati a 5 topi, attraverso la vena caadak concentrazioni di doxorubicina
delle due soluzioni sono state determinate conmisara spettrofotometrica a 495
nm. A tempi prestabiliti, sugli animali anestetiiza eseguono prelievi di sangue di
50 uL. Il sangue viene opportunamente centrifugatogegarare il plasma e trattato
in metanolo per precipitare le proteine plasmaticheampioni vengono quindi
trattati in ambiente acido per permettere l'idriotlsl legame idrazonico della DOX
legata al polimero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX). La DOXosi estratta dal
campione di sangue viene analizzata in RP-HPLC paggiato con rivelatore a
fluorescenza. La figura 5.54 mostra il profilo dascio ottenuto con doxorubicina
libera e come bioconiugato (PEG-AF)- PULL-(Cyst-DPOX
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Figura 5.54:Profilo di farmacocinetica di DOXo) e (PEG-AF)-pullulano-(Cyst-DOX({e).

Come si puo osservare il bioconiugato mostra udilpréarmacocinetico bi
compartimentale. | valori di (PEG-AF)- PULL-(Cys€&IX) nel plasma sono
maggiori di quelli della doxorubicina libera.
| parametri farmacocinetici riportati in Tabella XXsono stati calcolati elaborando
I valori sperimentali con il software Kinetica.

Doxorubicin | (FA-PEG)-Pull-(Cyst-Doxo
Ve (ml) 1.3 1.3
AUC (ug mr* h) 58 554
t1/2a (h) 0.03 0.03
t1/23 (h) 6.5 19.9
Vss (ml) 7.7 2.6
Cl (ml/h) 0.8 0.09
Ke 0.7 0.07
K12 15.9 11.8
K21 3.0 11.4

Tabella XXIX. schema riassuntivo dei parametri farmacocineticadcolati per mezzo del software
Kinetica
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Il valore del volume del compartimento centrale Y\dttenuto sia con doxorubicina
libera che col bioconiugato (FA-PEG)-Pull-(Cyst-@yxe in linea col volume

plasmatico (1.3 mL). Il volume di distribuzione @)srisulta minore per il

bioconiugato, indicando che il polimero si distigme in minor grado rispetto al
farmaco libero. Tuttavia i valori delle costanthetiche K12 e K21 dimostrano che
c'é libero passaggio del bioconiugato tra il conipznto centrale e quello
periferico. | valori diclearance(Cl) e della costante di eliminazione (Ke) mostran
che la bioconiugazione al polimero diminuisce dcasbente I'eliminazione del

farmaco, prolungando la permanenza nel circolo . igng, come si pud notare
anche dal valore di emivita della faBgt1/23), che € maggiore per il bioconiugato
che per la doxorubicina libera. | valori dell'arsatto la curva (AUC) confermano
che la ridotta eliminazione e distribuzione al camipnento periferico aumentano di

circa 10 volte la permanenza del bioconiugato imebo sanguigno.
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DISCUSSIONE

Scopo di questo lavoro di tesi e stato lo svilupfionuovi sistemi
supramolecolari ddrug deliveryper di rilascio controllato e selettivo di farmaci
antitumorali.

Nella prima parte di questo progetto di ricercacsetati sintetizzati nuovi
copolimeri anfifilici in grado di formare micelleep la veicolazione di farmaci. In
guesto lavoro € stato sintetizzato graft-copolymerdi natura polisaccaridica,
partendo dal pullulano, zucchero naturale resdibeidi tramite derivatizzazione con
polietilenglicole e acido[®&colanico. Queste due molecole sono state scetjganto
il PEG e un polimero idrofilico mentre I'acido caiao € una molecola idrofobica.
Pertanto, la simultanea presenza di queste dueéespedecolari lungo ibackbone
polisaccaridico sono in grado di indurre autoassemeénto del derivato
supramolecolare con formazione di struttura di tipoellare.

Per ottenere questo derivato macromolecolare Ilujamo e stato attivato
attraverso una reazione di ossidazione in modott@éaere gruppi aldeidici lungo le
catene polisaccaridiche che possono essere sinatiraggio per il PEG e l'acido
colanico.

Nella prima parte del lavoro é stata quindi ottimaita I'ossidazione del
pullulano tramite periodato di sodio, un reattideecconsente di ossidare in modo
selettivo gruppi diolici vicinali ad aldeidi. Sftahdo la determinazione delle aldeidi
mediante idrossilammina cloridrato si sono studiateondizioni di ossidazione la
cinetica di reazione.

Sulla base dello studio preliminare sono statinttepolimeri a diverso
grado di ossidazione impiegando diversi rapportiam@ssidante/unita glicosidiche.
In particolare e stato preparato un polimero coadgrdi ossidazione del 65%
corrispondente alla completa ossidazione loktkbonepolimerico e un derivato
ossidato al 22% corrispondente all'ossidazione36éb delle unita glicosidiche.

Come descritto in letteratura I'ossidazione haaioralla riduzione del peso
molecolare del pullulano e i due derivati sonolteguavere PM di 20 kDa nel caso
del polimeri ossidato al 65%, e 93 kDa per il pamm ossidato al 22%. Al fine di

ottenere derivati con caratteristiche diverse siosatilizzati diverse condizioni di
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reazione quali: diversi rapporti colanico-dodecitama/aldeidi e PEG/aldeidi e
PEG mono o diammino terminale.

Nel caso del derivato con monoammino PEG si sotemeti due colloidi
supramolecolari, (colanico)-PULYPEG) e (colanico)-PULL(PEG), a partire dal
backbondli pullulano ossidato al 65% e al 22% rispettivatee

Per la coniugazione di PEG e stato utilizzato iflivddo monoamminico
(PEG-NH) mentre per coniugare l'acido colanico si e simggito il derivato
colanico-dodecilammina ottenuto per coniugazionkecatteuro dell’acido colanico
con dodecilammina. La scelta della dodecildiammdeiva dalla necessita di
introdurre una funzione amminica per la coniugagia gruppi aldeidici del
pullulano ossidato e di aumentare la dimensionéadebrzione idrofobica e di
garantire flessibilita ai domini idrofobici favordone il self-assemblingdel
coniugato finale. La reazione di sintesi di colanitodecilammina & stata condotta
in cloruro di metilene dove sia il cloruro dell’doi colanico che la dodecildiammina
sono solubili. L’attacco nucleofilo da parte di gtieltima risulta favorito
dall’elevata reattivita del colanico attivato. Limego di un elevato rapporto
dodecildiammina:colanico (5:1) consente di ottenkmerivato di dodecilammina
monofunzionalizzato con acido colanico mentre k=sso di dodecildiammina che
non ha reagito e stato estesamente eliminato meddéissoluzione in acqua acida
dove é solubile.

Per coniugare PEG e acido colanico al pullulane groceduto in due fasi.
Nella prima si € legato il colanico dodecilamminaedla seconda il PEG mono o
diammino terminale. Le reazioni di coniugazionecstate condotte in una miscela
di solventi sulla base delle diverse solubilita pigllulano ossidato al 65% o al 22%.
La miscela DMF/cloroformio in rapporto 70/30 € ttata la piu adatta per la
reazione con il pullulano a maggiore grado di assmhe, mentre la miscela
DMSO/cloroformio 70/30 &€ maggiormente idonea pearkzione col derivato meno
attivato.

La base di Schiff che si forma tra il gruppo amminidel colanico-
dodecilammina e le aldeidi del polisaccaride odeida stata stabilizzata con
sodiotriacetossiboroidruro. Tale reattivo conséataduzione della base di Schiff a

gruppi amminici secondari in solvente organico sepero ridurre le aldeidi che non
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hanno reagito. Si & quindi potuto procedere allaiugazione di PEG sempre
attraverso la formazione di una base di Schiffdeizione. In questo caso é stato
impiegato il sodioboroidruro, un reattivo che cartseanche la completa riduzione
anche delle aldeidi che non sono state modificate ©EG. La completa

eliminazione dei gruppi aldeidici € necessaria p&ienere prodotti per uso

farmaceutico in quanto numerosi studi hanno diratstche molecole con gruppi

funzionali aldeidici presentano una marcata tasscellulare.

Una serie di derivati e stata preparata partentipudiulano a minimo grado
di ossidazione con colanico-dodecilammina e PE@idimo. Il pullulano a piu
basso stato di ossidazione é stato scelto per awerderivato che mantiene un
elevato grado di struttura iniziale del polisactdare che quindi ha una maggiore
solubilita e possibilmente una maggiore biocomjplatb e biodegradabilita. I
diammino PEG invece e stato impiegato per ottergeevati con funzioni
amminiche libere che possono essere successivamenddicate con funzioni
direzionanti o altre molecole con specifiche caratiche chimico-fisiche o
biologiche. Per I'ottenimento di questi derivatiésidovuto considerare, in fase di
sintesi, la natura bifunzionale del PEG che pudgpera reticolazione. Per ovviare a
questo problema si e utilizzato un elevato rappBiGs/aldeidi (7.5:1). Utilizzando
diversi rapporti colanico-dodecilammina/aldeidssno ottenuti derivati con diverso
grado di funzionalizzazione con colanico-dodecilanane PEG. Dall'analisi della
composizione finale dei derivati risulta che sia Hdeazione con colanico-
dodecilammina che con PEG non €& completa. Nonastéietevato rapporto
colanico-dodecilammina/aldeidi e PEG/aldeidi la ifiod delle aldeidi e infatti
molto bassa. Questo puo essere dovuto a motivigtinnbro sterico soprattutto in
considerazione della vicinanza dei gruppi aldeidall’anello glicosidico ossidato.

La capacita dei derivati anfificili del pullulana ébrmare micelle é stata
valutata sia mediante determinazione della conaeioine micellare critica, che
mediante analisi di light scattering.

Nel caso dei derivati ottenuti con pullulano adoadt a basso grado di
ossidazione e monoammino PEG é risultato che ivaker ottenuto con pullulano a
minor grado di ossidazione ha un minor CMC mol@®) e quindi presenta

maggiore capacita di autoassemblamento. Tuttavisto vil suo elevato peso
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molecolare (230 kDa) il valore di CMC espresso emini ponderali |ig/ml) e
magagiore rispetto al derivato ottenuto con pullolanmaggiore grado di ossidazione
che presenta un minore PM (99.5 kDa). Poiché laposizione dei due derivati e
simile (grado di sostituzione con PEG e colaniodetilammina), questo risultato
mostra che molecole grandi tendono ad autoassesnpiarfacilmente forse perché
hanno una maggiore flessibilita.

Nel caso invece dei derivati ottenuti con pullulanominor grado di
ossidazione e diammino PEG si osserva una diminezdaella CMC sia in termini
UM che pg/ml alllaumentare del rapporto colanico/PEG. Quesultato indica che
un maggiore rapporto di unita idrofobiche rispettoquelle idrofiliche induce
I'organizzazione in sistemi autoassemblanti in @icomponente idrofobica si
struttura in urcore compatto.

La valutazione dimensionale delle micelle e stedadotta conlight-
scattering dinamico in modalita Nicomp, funzionalitd che pette di valutare
eventuali distribuzioni multimodali. | diagramminaensionali, espressi in relazione
al volume occupato dalle micelle rmllk, mostrano per i polimeri (colanico)-PULL-
(PEG) ottenuti con monoammino PEG la presenza dinisa specie in soluzione,
avente diametro medio compreso fra i 20 ed i 25 biimfluenza del grado di
derivatizzazione sulle dimensioni micellari € mmati quanto atteso, dato che i
risultati per i due derivati a diverso grado diidagione sono comparabili.

| diagrammi dimensionali per i1 polimeri (colanid@}JLL,-(PEG-NH),
mostrano che i tre co-polimeri sono caratterizzidi piu specie anche se la
popolazione che occupa il maggior volume & quelid@a 300-500 nm. E possibile
notare una correlazione tra le dimensioni dei natersi, i valori di CMC e |l
rapporto di unita idrofobiche legate al polimeralati quindi sembrano indicare che
un maggiore rapporto di colanico legato l@ckbone polimerico favorisce la
micellizzazione e la formazione di strutture piumgatte e quindi con volume
inferiore rispetto ai co-polimeri in cui il rapporPEG colanico € elevato e che piu
probabilmente potrebbero micellare solo atusters intermolecolari. Inoltre,
paragonando i risultati ottenuti con pullulano adma grado di ossidazione con
monoammino PEG e con diammino PEG a maggior rappootanico/PEG si

assume che piu che il rapporto colanico/PEG é éta di colanico nella molecola
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e il PM del polimero a giocare un ruolo importanadla formazione di struttute con

caratteristiche dimensionali diverse.

Un primo studio mirato a valutare le capacita dcokazione di farmaci dei
ssitemi supramolecolari € stato condotto utilizzanid derivati ottenuti con
monoammino PEG e paclitaxel. Questo farmaco é stato in quanto € un agente
antitumorale quasi totalmente insolubile in acqutualmente formulato in
Cremophor EL, veicolo responsabile di tossicitaeazioni di ipersensibilita. Le
solubilizzazioni sono state condotte con il metpdo“co-solubilizzazione”, essendo
il procedimento che, secondo quanto riportato itetatura, garantisce la maggiore
riproducibilita di ‘drug loading. Cio potrebbe essere legato al fatto che la
diminuzione graduale della concentrazione del st&verganico dalla miscela porta
ad un miglioramento dell'interazione fra i blocadrofobici del copolimero e |l
farmaco, e solo successivamente si determina faamione delle micelle. Con tale
metodo si ottiene oltretutto un prodotto solido ¢lw® essere conservato a lungo e
che porta, per aggiunta di acqua, alla formaziamaicklle in pochi istanti.

| profili di solubilizzazione dei derivati (colaroy-PULL-(PEG) ottenuti
con monoammino PEG sono risultati praticamenteagponibili e caratterizzati da
una capacita di caricamento di circa il 5% in pémwnaco/carrier. Lo studio di
stabilita del sistema ha mostrato tuttavia unaalmsta fisica in quanto il farmaco
tende a sedimentare rapidamente. E’ possibileidersse pressoche costante il
contenuto di principio attivo entro le 3 ore datlsssoluzione del polimero in
ambiente acquoso ma poi si ha la completa prezipita del farmaco in 18 ore. Il
derivato a minor grado di ossidazione che presentaninor valore di CMQuM
dimostra una stabilita leggermente superiore, segg® che una maggior tendenza
a formare micelle garantisce anche una maggiorebilisga del sistema
farmacol/carrier.

| profili di solubilizzazione di paclitaxel con deati (colanico)-PULL-
(PEG-NH) ottenuti con PEG diammino mostrano che la capadit veicolare
farmaci idrofobici e strettamente correlata allamposizione del carrier.
All'aumentare della frazione idrofilica diminuissta la capacita di caricamento del

farmaco che la stabilita del sistema. Il polimeverge rapporto PEG:colanico pari a
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~27:1, si é dimostrato inefficace alla solubilizzam del paclitaxel, con una capacita
di caricamento inferiore allo 0.1% p/p. Con il mpodéro avente rapporto
PEG/colanico pari &6:1 si &€ raggiunta una capacita di caricamentd1d2¥% p/p
ma lo studio di stabilita del sistema mostra tuétda tendenza a rilasciare il farmaco
piuttosto rapidamente con conseguente precipitazibrmigliori risultati si sono
ottenuti con il derivato polimerico avente rappoR&G:colanico pari a1.6:1, il
guale mostra una capacitaldading (4% p/p) paragonabile a quella dei polimeri di
(colanico)-PULL-(PEG), e una prolungata stabiligl tempo. Come si € osservato
con i derivati ottenuti con monoammino PEG, risidtadente che nei carrier con
maggiore rapporto di unita idrofobiche, la capaaitoassemblante risulta piu
spiccata e questo garantisce una maggiore compati@el core idrofobico, che
assicura unloading efficiente di farmaci idrofobici e una maggiore tsligad del
sistema colloidale.

Vista la buona potenzialita dei carrier (colani®dJtL,-(PEG-NH) di
solubilizzare molecole idrofobiche, tali derivabin® stati studiati per valutare la loro
capacita di solubilizzare e prolungare la stabititaun farmaco a base di Oro (ll)
con attivita antitumorale, ([(ESDT)AuBJ. Studi preliminari hanno evidenziato che
tale farmaco, € poco solubile in acqua e degrapi@amente a pH fisiologico. Gli
studi di solubilita sono stati condotti in condizicacide in cui il farmaco risulta
stabile, utilizzando due metodi di dissoluzioner m®-solubilizzazione e per
contatto. La dissoluzione di [(ESDT)AuBral’aumentare della concentrazione di
ciascun dei tre co-polimeri € risultata fortemeimiuenzata dal protocollo di
dizzoluzione impiegato oltre che dal tipo di carrie

I metodo per “co-solubilizzazione” € risultato qmo efficace in quanto
consente solo un lieve incremento della solubiti&l farmaco. La capacita di
dissoluzione di [(ESDT)AuB} aumenta allaumentare del rapporto PEG/colanico.
Come si e osservato dai valori di CMC e delle disiemi particellari, i polimeri a
minor rapporto PEG/colanico tendono a formare rteécebn uncore idrofobico piu
compatto, in cui probabilmente il farmaco non egrado di inserirsi. Non e stato
possibile calcolare il Log P per [(ESDT)AuRrma dai dati sperimentali di solubilita
il complesso sembra avere limitato carattere idrigfm e quindi inserirsi piu

facilmente in micelle con ucore “rilassato” contenente molecole di acqua (polimero
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con un alto rapporto PEG/colanico), piuttosto chestrutture micellari compatte,
adatte invece a solubilizzare molecole molto idoafbe, come ad esempio |l
paclitaxel. Come si nota dai profili di dissoluz&ninoltre, allaumentare della
concentrazione di polimero, non corrisponde un em@nto della solubilita di
[(ESDT)AuBK] oltre una certa quota, piuttosto una diminuziatedla solubilita.
Questo pud essere dovuto alla procedura di caric@men quanto la “co-
solubilizzazione”, ha mostrato come il caricamemnielle micelle induca la
degradazione del farmaco. [[ESDT)AuBinfatti & suscettibile a riduzione di Aua
Au'* con formazione del complesso [Au(ESBITjRonconi L. et al, 2006). Le
analisi spettrofotometriche, ESI-MS e HPLC hannadenziato la presenza di
sottoprodotti di degradazione presenti appena ¢elfeivengono costituite in acqua.

La dissoluzione per contatto diretto del farmacn coo-polimeri e risultata
invece molto piu efficiente rispetto alla metodjez “co-solubilizzazione”. Anche in
guesto caso i polimeri con rapporto molare PEGhiotamaggiore sono risultati piu
efficienti nellaumentare la solubilita di [(ESDT8r,] ottenendo I' 1.7% w/w di
caricamento e un aumento della solubilita di 8ezolt polimero con un rapporto
PEG/colanico pari a 1.6:1 é risultato meno effitégemel processo, indicando che con
questo farmaco la componente idrofilica del sistgmoéimerico gioca un ruolo
rilevante nel determinare interazioni fisiche. tm®lil processo adottato non induce
alcuna degradazione di [(ESDT)AuBr L'assenza di sottoprodotti e stata
confermata mediante tecniche cromatografie e sintatie

E stata determinata la capacita dei tre polimiestabilizzare [(ESDT)AuB
in soluzione fisiologica. Tale studio ha evidenziahe tutti i polimeri sono in grado
di rallentare la cinetica di degradazione del caspb delloro con efficienza
decrescente passando dal derivato con maggior ntapgoPEG/colanico a quello
con piu basso rapporto di PEG/colanico. Questo datolinea con i risultati ottenuti
nello studio di solubilitd confermando la rilevandella componente idrofilica del
polimero nella formazione di complessi con il fanoatudiato.

Al fine di valutare l'efficacia dei derivati delupulano come carrier di
farmaci é stato condotto uno studio parallelo in &€stata valutata la capacita di
dissoluzione e di stabilizzazione del derivaB®JDT)AuBr] con ciclodestrine. Le

ciclodestrine sono derivati molecolati oligosacdaii ciclici di grande interesse per
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la veicolazione di farmaci idrofobici in quanto poso includerli nella loro cavita
portandoli in soluzione e rallentando la loro delgone. Nello studio sono state
considerate tre ciclodestrin@-CD, Me{f3-CD e HPB-CD). Anche in questo caso,
risultati diversi sono stati ottenuti in relazioakemetodo di dissoluzione impiegato.
Contrariamente a quanto ottenuto con i derivati mdlulano il metodo per “co-
solubilizzazione” e risultato essere piu efficasearmini di solubilita e di stabilita
del derivato [(ESDT)AuBi. Si € infatti visto un aumento lineare della $wlita del
farmaco all’aumentare delle ciclodestrine e il iaggimento di un plateau oltre il
qguale un incremento della concentrazione di cidtidee non aumenta la solubilita
del farmaco. Pur avendo i complessi con le cicloges una costante di stabilita
molto simile, & stato trovato che le N3e€D consentono di ottenere una maggiore
solubilita di [[ESDT)AuBS] in soluzione rispetto alle altre due ciclodegrin

Il metodo di “co-solubilizzazione” non ha portaigorodotti di degradazione
di [([ESDT)AuBK,] a differenza di quanto riscontrato coi polimebase di pullulano.
Questo sembra indicare che il farmaco penetra maldta anche in soluzione di
DMF, dove viene protetto da reazioni di degradaziam successivamente il
complesso vada in soluzione per aggiunta di tampdmeltre il processo di
formazione del complesso, che puo avvenire giaMFDPnon discrimina tra le varie
ciclodestrine in termini di ingombro sterico. llrfiaaco penetra in profondita nella
cavita delle ciclodestrine per cui ha affinita evelpermane anche dopo dissoluzione
del complesso in acqua.

Con il metodo per contatto diretto la solubilitél darmaco é risultata
inferiore per tutte e tre le ciclodestrine rispettd dati ottenuti per “co-
solubilizzazione”. Inoltre la capacita dissolutigalle ciclodestrine e la costante di
inclusione risulta significativamente diversa a os®la della ciclodestrina
considerata. Il complesso di [([ESDT)AuyBcon lep-ciclodestrine ha una costante di
stabilita simile a quella riscontrata nel metodo fm-solubilizzazione”, mentre i
complessi con M@-ciclodestrine e le HA3-ciclodestrine risultano meno stabili. In
guesto caso, il processo di solubilizzazione petatto consente di discriminare la
diversa propensione delle varie ciclodestrine adudere il farmaco poiché, pur
avendo quest'ultimo una certa affinita per la cGayrofonda delle ciclodestrine,

come dimostrato nello studio per “co-solubilizzam®t la penetrazione del farmaco
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nelle ciclodestrine in fase acquosa puo esserealata dalla presenza dei gruppi
idrossilpropilici e metilici delle HPB-CD e Mef-CD rispettivamente, mentre
I'effetto dellingombro e assente nel@CD. Ne consegue che la cinetica con cui
[(ESDT)AuBr] penetra la cavita della ciclodestrina &€ sfavodtdla presenza di
gruppi idrossilpropilici o metilici attorno alla ¢#a stessa.

Infine e stato eseguito uno studio per determinarecapacita delle
ciclodestrine di ridurre la cinetica di degradazah [(ESDT)AuB5g] in soluzione a
pH fisiologico. Poiché il farmaco viene incluso laetavita delle ciclodestrine come
dimostrato dagli studi di dissoluzione, i dati otté evidenziano una diversa
propensione delle ciclodestrine a rallentare laetota di degradazione di
[(ESDT)AuBr,] con una maggiore efficienza da parte d@HED rispetto ad HF3-
CD e Mef-CD. Questi risultati sembrano indicare che il faom forma complessi
strutturalmente diversi con le tre ciclodestringpansabili di una diversa protezione
dall’ambiente circostante.

Al fine di valutare la potenziale efficacia terapea delle formulazioni
(colanico)-PULL-(PEG-NH)-[(ESDT)AuBr,] e HP$-CD-[(ESDT)AuBrR] sono
stati condotti alcuni studi di citotossicita su lireee tumorali umane, le MCF-7, le
KB e le Hela. | risultati ottenuto hanno mostrake ¢de formulazioni con i derivati
del pullulano e con CD hanno la stessa attivitata#isica di [([ESDT)AuB} come
tale, indicando che il farmaco viene facilmentasgiato sia dai sistemi micellari sia
dai corpi di inclusione.

Studi farmacocinetici sono stati condotti sui dwndidati formulativi piu
interessanti. Infatti (colanico)-PULYPEG-NH) con un rapporto PEG/colanico
27:1 e il derivato con migliori caratteristiche silubilizzazione di [(ESDT)AuB},
mentre le HA3-CD sono le ciclodestrine approvate per uso sistenCome atteso la
veicolazione del complesso dell’'oro sia con i brogati di pullulano sia con le
ciclodestrine permette di ottenere una lunga peemzen in circolo del farmaco. |
profili farmacocinetici mostrano in entrambi i casi andamento bifasico, con una
rapida diminuzione della concentrazione plasmaticafarmaco iniziale e una
successiva stabilizzazione. Questo indica che imdao tende a distribuirsi
rapidamente nel compartimento centrale. Il maggidf2a ottenuto con il derivato

del pullulano rispetto a quello ottenuto con BHED indica che il primo si
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distribuisce piu lentamente della formulazione aebdi ciclodestrine. Tuttavia i
valori di volume di distribuzione (Vss) sembrandicare che la formulazione di
pullulano si distribuisca piu massivamente dellelotlestrine. Comunque le due
formulazioni non presentano significative differena i valori di biodisponibilita

sistemica (AUC mediato per la dose) sono risultetdito simili.

Nella seconda parte del lavoro di tesi si e sftatt@sperienza ottenuta nella
modifica del pullulano per sviluppare un bioconitagpolimerico derivatizzato con
doxorubicina, un antibiotico antineoplastico uikto, da solo o in associazione con
altri farmaci, nel trattamento di leucemie, linforearcomi e numerosi tumori solidi,
come il cancro al seno. La doxorubicina ha camttenfipatico, in grado di
diffondere rapidamente attraverso le membrane giche, distribuendosi
ubiquitariamente nellorganismo dando cosi numere$ietti collaterali, in
particolare cardiopatie sia acute che croniche.

Al fine di migliorare le caratteristiche biofarmatiehe di doxorubicina e stata
messa a punto la sintesi di un sistema in cuirthé&o € covalentemente legato ad
uno spaziatore contenente un legame idrazoniccepsilsile, in grado di rilasciare |l
farmaco selettivamente nel tessuto tumorale. Quesisiema pud essere
ulteriormente funzionalizzato con una molecola zlorante che permette di
combinare le due strategie ttagetting passivo (effetto EPR) e direzionamento
attivo.

Il polimero scelto per ilbackboneé il pullulano, modificato secondo la
metodica di ossidazione messa a punto in precedperaintrodurre funzioni
aldeidiche disponibili per il legame delle varienhioni. Si e utilizzato il pullulano a
minor grado di ossidazione, 22%, che rappresentadeguato compromesso tra
grado di attivazione, peso molecolare thelckbonee mantenimento di struttura
polisaccaridica. Al fine di ottenre una struttues® macromolecolare a cui legare sia
il farmaco che l'agente direzionante, si sono iisarella struttura polisaccaridica
funzioni tioliche e amminiche.

Il derivato polialdeidico e stato quindi utilizzatomebackbonepolimerico per
la successiva coniugazione delle diverse funzidapprima, mediante amminazione

Y

riduttiva, il polisaccaride € stato modificato coisteamina e poi con diammino-
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PEG. Il PEG(NH), é stato infatti scelto perchéssendo omobifunzionale, consente
di essere coniugato da un lato lckbonepolisaccaridico e dall'altro ad unita
direzionanti. Inoltre essendo un polimero idroblie flessibile consente da un lato di
ovviare alla diminuzione di solubilita dovuta alleoniugazione di molecole
idrofobiche quali acido folico e doxorubicina, dl@dtra mantiene la possibilita di
interazione dell'acido folico con i recettori di mbrana.

La cisteamina e stata scelta perché a differentta clsteina non ha un gruppo
carbossilico e quindi non da reazioni collateralpemette di funzionalizzare |l
backbonecon gruppi tiolici. La derivatizzazione del pulimo & stata condotta nelle
stesse condizioni impiegate per la preparazionaleevati (colanico)-PULL-(PEG)
descritti precedentemente.

Dall’'analisi condotta per calcolare il grado di fimnalizzazione ddbackbone
polisaccaridico con PEG e cisteamina € risultate Ichl% delle aldeidi reattive e
stato modificato con PEG mentre il 29% sono staggitsiite con cisteamina. Come
si & osservato nella preparazione dei compostiaood)-PULL-(PEG) anche
impiegando un eccesso di reattivi, cisteamina e ,PEG si ha la completa
derivatizzazione dei gruppi aldeidici.

Ai gruppi amminici liberi e stato legato I'acidolifm, una vitamina a basso
peso molecolare, in grado di legare il recettoreljageido folico (FR) espresso in
pochi tessuti sani, ma sovraespresso in diversi dip tumore. Bioconiugati
macromolecolari legati all’acido folico vengono iefficemente riconosciuti dai
recettori per la vitamina (FR) e internalizzati ldatellula con un processo di
endocitosi mediato da questo sistema recettoriita volta che il ligando viene
riconosciuto dai recettori per I'acido folico (FRjtuati in caveolae sulla superficie
delle cellule, le membrane cellulari si invaginanformare un endosoma contenente
il coniugato. Un’acidificazione intravescicolarerfaalla dissociazione dal recettore
(FR) e 'elevata concentrazione locale di folatb Inene delle caveolae ne favorisce
il trasportato nel citoplasma per mezzo di unagnatcarrier. Al termine di questo
processo, definito come potocitosi, il recettoreneé riportato sulla superficie
cellulare per essere riciclato.

Per permettere la coniugazione dell’acido folidaaimina terminale del PEG

e stato dapprima necessario esterificare I'aciddicdo (AF) con N-
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idrossisuccinimmide (NHS). In letteratura é riptotahe nelle condizioni di sintesi
impiegate si modifica per il 70% il gruppo carbdissiin y e solo per il 30 % quello
ina (Atkinson, S.F., 2001

La possibilita di attivare uno solo dei due grumairbossilici permette di
evitare reticolazioni col polimero. Inoltre la peslente attivazione dell’acido folico
in posizioney consente il mantenimento dell’attivita biologidafatti la formazione
di un coniugato tra I'acido folico e altre moleca#raverso il carbossile i non
altera la capacita di riconoscimento da parteettori per il folato (Leamon, C.P.
1991). Inoltre il diammino-PEfge a cui e legato I'acido folico funge da spaziatore
tra la catena polisaccaridica e l'agente direzibmartonferendo flessibilita e
sufficiente liberta di movimento al direzionante p&eragire col recettore. Il grado
di derivatizzazione del derivato del pullulano @mdo folico é risultato essere il 4.3
% wiw.

Ai gruppi tiolici dei residui di cisteamina € statewece legata la doxorubicina
tramite un legame idrazonico che si idrolizza a g¢bolmente acido e permette
quindi il rilascio selettivo di doxorubicina nellmassa tumorale e in particolare
all'interno degli endosomi cellulari, dove il pHde 5.5. Per avere questo legame é
stato scelto unlinker eterobifunzionale, idrazide dell'acido [§Nmaleimido-
caproico] trifluoroacetilato (EMCH), funzionalizzatd un’estremita con un gruppo
maleimmidico che lega la cisteamina introdotta batkbonee all’altra con un
gruppo idrazinico in grado di reagire con il cari®nin posizione 13 della
Doxorubicina, portando alla  formazione dell'idraeon Dall’analisi
spettrofotometrica sul prodotto finale (PEG-AF)-RI(Cyst-DOX) e risultato che il
caricamento di farmaco e del 6 % w/w, mentre p@ollmero (PEG-NH)- PULL-
(Cyts-DOX) non funzionalizzato con acido folicacdricamento risulta essere del 6.3
% wi/w.

Sulla base dell'analisi dei pesi molecolari detewi mediante cromatografia
di esclusione e attraverso il calcolo delle vatmzioni coniugate abackbone
polimerico il derivato (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX) eéisultato avere un peso
molecolare di 153 kDa, mentre (PEG-NHPULL-(Cyst-DOX) ha un PM di 162
kDa.
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E stato valutato il volume idrodinamico del biotayato conlight scattering
dinamico. L'analisi & stata condotta su entrampbolimeri in soluzioni a diverse
concentrazioni, per valutare l'effetto sia dei gasnti sia della concentrazione. |
risultati per il polimero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOXjnostrano la presenza di 3
diverse popolazioni (~ 10-20 nm; ~ 50-70 nm; ~ 380-nm)sia in soluzioni diluite
che in soluzioni concentrate. Allaumentare deltanaentrazione di polimero si
osserva un aumento della percentuale della popmlaza dimensioni maggiori. Il
polimero (PEG-NH)-PULL-(Cyts-DOX), privo di acido folico, forma isoluzione
due popolazioni (~ 10 nm; ~ 100-140 nm;). Anchejuesto caso 'aumento della
concentrazione di polimero porta ad una aggregaziel polimero stesso, con
formazione di vescicole a dimensioni maggiori. lkasgnza di due popolazioni, una
di grandi ed una di piccole dimensioni, indica eimehe ad alte concentrazioni sono
presenti singole catene di coniugato anche se dégepra di aggregati diventa
dominante. E interessante osservare come le diovérdi derivati assemblati non
superi i 600 nm, considerato il limite massimo lfEcumulo in masse tumorali.

Ad ogni modo i profili DLS ottenuti col polimerorigo di acido folico
mostrano sempre la formazione di sistemi vescical@imensioni minori rispetto a
quelli del polimero con acido folico. Probabilmempeesto € dovuto a fenomeni di
aggregazione favoriti dai residui idrofobici di @gifolico.

Gli studi di rilascio di doxorubicina da (PEG-AFRULL -(Cyst-DOX) e
(PEG-NH)- PULL-(Cyts-DOXO) sono stati condotti a pH 7.4aepH 5.5, e in
plasma murino a 37°C per simulare le condizionicun il polimero si trova nel
sangue (pH 7.4) e negli endosomi (pH 5.5). Entramsbniugati sono risultati stabili
a pH 7.4, sia in plasma che in tampone fosfatasciando solo il 20% del farmaco in
3 giorni. A pH 5.5 la cinetica di rilascio € decisente piu rapida rispetto al plasma,
con un rilascio del 50 % di farmaco nell'arco didr2. Dallo studio della cinetica di
rilascio si pud concludere che il bioconiugato stal possiede una stabilita in
plasma e a pH 7.4 sufficiente a garantirne I'acdonmel tumore per effetto EPR,
mentre I'analisi a pH 5.5 sembra accreditare Igsotche il profarmaco sia in grado
di rilasciare I'agente terapeutico selettivamerdtencellule, a seguito di idrolisi del

legame idrazonico negli endosomi.
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L attivita biologica del coniugato e stato studiatovitro su colture cellulari di
MCF-7, KB ed HelLa mediante il test colorimetrico WTLe linee cellulari sono
state scelte in quanto permettono di valutare eciéa del coniugato di discriminare
tra cellule che esprimono o meno il recettore peido folico. Le MCF-7 sono
infatti cellule di carcinoma mammario umano nonresenti il recettore, mentre le
KB (tumore nasofaringeo) ed HelLa (tumore della icerwterina) sono cellule
umane che sovraesprimono tale recettore. La cgmités di Doxorubicina e dei
bioconiugati (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOXO) e (PEG-NHPULL-(Cyst-DOXO) e
stata valutata con due protocolli, in uno eranwipte 24 o 72 ore di contatto con il
farmaco, nell’altro 30 minuti seguiti da una incmiswe di 72 ore. Il primo
protocollo permette di avere un’idea piu completagdanto avviene a livello
cellulare, in quanto liptakeper endocitosi dei polimeri e il conseguente ciasli
farmaco all'interno degli endosomi richiedono temjpi lunghi di quelli richiesti per
la semplice diffusione di farmaci a basso peso owddee (Yoo, HS, 2000). Dai
risultati emerge che i bioconiugati hanno valori@, maggiori rispetto al farmaco
libero su tutte le linee cellulari in esame. Tu@awon sono state riscontrate
significative differenze tra i profili di tossicitdel polimero con I'acido folico e
guello privo di molecola direzionante, anche ireércellulari che sovra esprimono |l
recettore per il folato, come le KB e le HeLa. Qaefato indica che I'endocitosi non
mediata da recettore risulta il principale mecaaoisdi internalizzazione dei
bioconiugati, almeno per tempi di incubazione pnghti (24-72 ore).

Poiché in letteratura é riportato che l'internaizione mediata da recettori €
un processo che avviene rapidamente, e stato nsegamto un protocollo che
prevede un breve tempo di contatto (30 minuti)’&rgente terapeutico e le cellule,
seguito da una incubazione prolungata (72 ore)ememo completo. In queste
condizioni per il polimero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-DOX@i sono registrati valori di
ICso inferiori rispetto al polimero privo di molecolarezionante. Questo risultato
sembra in accordo con lipotesi che la funzionazane del carrier con AF
favorisca I'accumulo attraverso un meccanismo attivriconoscimento recettoriale
e uptake di tipo caveolare mediato dall’acido folstesso.

Il meccanismo di internalizzazione e stato ultenente indagato sulla linea

cellulare HelLa, attraverso analisi con citofluoriroe Lo studio ha confermato che

154



Discussione

I'interazione ligando-recettore avviene in brevape (5 minuti), mentre il polimero
privo di acido folico viene scarsamente internatozin cosi breve tempo. Tuttavia
dopo 30 minuti i valori di internalizzazione pempiblimero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-
DOXO) sono simili a quelli per il polimero (PEG-NHPULL-(Cyst-DOXO).

Allo scopo di indagare diversi meccanismi di azi@mgitumorale sono stati
condotti studi di citotossicita anche su lineeudalii endoteliali umane, HUVEC ed
HBMEC, per valutare possibili effetti della doxorciba e dei bioconiugati
sull’angiogenesi.

| saggi di citotossicita sono stati condotti seapiigprotocollo che prevede 72
ore di incubazione, e le cellule endoteliali si ®odimostrate particolarmente
sensibili sia alla doxorubicina, che ai due biocgaii, registrando valori di Kg
dell'ordine nanomolare, senza registrare particaldferenze tra farmaco libero e
coniugato ai polimeri.

Il potenziale antiangiogenico e stato indagatoawéirso uno studio di
formazione di capillari su Matrigel con la linedlaare HUVEC. Si é visto che la
doxorubicina e il polimero (PEG-NHPULL-(Cyst-DOXO) non riducono in modo
significativo la formazione di tubuli, mentre iblmero (PEG-AF)-PULL-(Cyst-
DOXO) alla concentrazione IM ¢ in grado di diminuire la lunghezza dei capillar
del 25% rispetto al controllo trattato con terreoonpleto.

Infine sono stati condotti studi farmacocineticil daioconiugato e sulla
doxorubicina non legata, per valutare il comportatmen vivo del polimero. La
farmacocinetica di doxorubicina € ampiamente rgdarin letteratura e presenta due
diverse fasi diclearance la prima delle quali prevede la rapida uscitafdeinaco
dalla circolazione sanguigna per distribuirsi rapménte ai tessuti, con un emivita
dell'ordine di 5 minuti (Park, J., 2009). Come attda macromolecolarizzazione del
farmaco ne modifica drasticamente la farmacociagécpermette di aumentarne la
permanenza in circolo del farmaco Le curve ottenoestrano entrambe un
andamento bifasico, con una rapida diminuzionead&ncentrazione plasmatica di
farmaco inizialmente e una successiva stabilizragzituttavia 'emivita plasmatica
(t1/23) del bioconiugato risulta superiore. Questo corgoento e attribuibile
allaumentata stabilita del farmaco dovuta alla iosgazione con il polimero e

all'elevato peso molecolare del coniugato che mvipne 'eliminazione attraverso
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la via renale, ne limita la diffusione aspecifidéraaverso le membrane e ne evita
I'uptakeda parte del sistema reticoloendoteliale (RESim€aoonseguenza si hanno
un aumento della biodisponibilita del farmaco e umaggior probabilita di

direzionamento per effetto EPR.
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7/.CONCLUSIONI

Lo sviluppo di nuovicarrier per il delivery di farmaci rappresenta una fase
importante per I'ottenimento di nuovi sistemi tezapci efficienti e selettivi. Tali sistemi
consentono, infatti, di migliorare le caratteriscfarmacologiche e chimico-fisiche di
questa classe di molecole aumentando la solubilitabilita e conferendo nuove proprieta
biofarmaceutiche di biodegradabilita e biocompétéi Il pullulano si € dimostrato
scaffold versatile per la realizzazione di prometteptblymer therapeuti¢cssia per
l'intrappolamento fisico che per la bioconiugaziottl@mica del farmaco della struttura
supramolecolare.

Il pullulano e stato efficacemente idrofilizzatd mirofobizzato ottenendo sistemi
sovramolecolari in grado di autoassemblare e di edsioni adeguate per la
somministrazione parenterale. | derivati anfifilicolanico)-(PULL)-(PEG) ottenuti hanno
proprieta chimico-fisiche e biofarmaceutiche diegerén dipendenza dal rapporto tra i
componenti idrofilici e idrofobici. Sebbene siamogrado di autoassemblarsi in ambiente
acquoso hanno capacita di solubilizzare farmamnecil paclitaxel e [(ESDT)AuBFJ in
modo diverso cosi come diversa e risultata la ld@alfisica e chimica del sistema. Per
confronto, il derivato delloro (lll) e stato forrfato in complessi di inclusione in
ciclodestrine naturali e semisintetiche, valutangoofili di dissoluzione e la stabilita del
farmaco. Studi di attivitd biologica e di farmaagoatica hanno dimostrato che i sistemi
ottenuti con i polimeri sono simili a quelli ottenaon ciclodestrine.

Il backbonedi pullulano si & dimostrato adatto anche alldupgo di profarmaci
polimerici per il rilascio controllato della moldeo attiva. La doxorubicina € stata
coniugata al polimero con un legame idrazonic@ garantisce adeguata stabilita in
plasma (pH 7.4), mentre permette un rilascio dehféco esclusivamente intracellulare, a
seguito di idrolisi del legame idrazonico negli esdmi (pH 5.5). La coniugazione
dell'acido folico, attraverso unspacerflessibile, permette di ottenere targeting attivo
sfruttando un processo di endocitosi mediato datt@e. Il peso molecolare e il volume
idrodinamico determinati sono adeguati per sfrattaffetto EPR e diminuire lelearance
renale del farmaco. Gli studi di farmacocineticarn@adimostrato che la bioconiugazione

permette di aumentare I'emivita di doxorubicinavallo plasmatico.
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