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1.Nanoscienze e Nanotecnologie

Le nanoscienze costituiscono il punto di incontro di discipline differenti che vanno dalla
fisica quantistica alla chimica sopramolecolare, dalla scienza dei materiali alla biologia
molecolare e rappresentano una realta ormai affermata nel mondo della ricerca.

[l concetto di nanoscienza fu formulato per la prima volta dal fisico Richard Feynman nel
1959 nel discorso intitolato “There’s plenty of room at the bottom. An invitation to enter a
new field of physics”, durante il quale ipotizzd che nel futuro si sarebbero potuti costruire
dispositivi di varia natura agendo direttamente sulla posizione degli atomi nella material™.
Anni dopo, nel 1975, a coniare il termine nanotecnologie fu Eric Drexler, definendola:
"una tecnologia a livello molecolare che ci potra permettere di porre ogni atomo dove
vogliamo che esso stia. Chiamiamo questa capacita nanotecnologia, perché funziona su
scala del nanometro, 1 milionesimo di metro".

Prende inizio cosi I'epoca d'oro della nanotecnologia del progettare, sintetizzare e
caratterizzare nanoparticelle. Le nanotecnologie, quindi, sono un insieme di tecnologie,
tecniche e processi che richiedono un approccio multidisciplinare e consentono la
creazione e utilizzazione di materiali, dispositivi e sistemi con dimensioni nanometriche.
Le prospettive associate alle nanotecnologie derivano dal fatto che, a questi livelli
dimensionionali, comportamenti e caratteristiche della materia cambiano
drasticamente!®.

Le nanotecnologie trovano applicazione praticamente in tutti i settori produttivi.
Numerosi prodotti riconducibili all’utilizzo delle nanotecnologie sono gia disponibili sul
mercato ed il loro numero cresce costantemente. Tra essi si possono citare, ad esempio,
nanoparticelle per cosmetici, coatings e vernici, nanocompositi, “hard disks” con superfici
nanostrutturate per registrazione dati ad altissima densita, “chips” di memoria con
dimensioni inferiori a 100 nm, dispositivi fotonici e superfici autopulenti.

Ma e il settore biomedico quello che trova maggiori applicazioni, che vanno dall'uso
medico dei nanomateriali (ad esempio, attraverso i nanofili), alla formulazione di nuovi
sistemi per la somministrazione dei farmaci (attraverso nanoparticelle nei drug delivery
systems), ai biosensori nanotecnologici nella diagnostica o ancora, al possibile utilizzo
futuro della nanotecnologia molecolare.

Infatti, un importantissimo fattore trainante dello sviluppo delle nanotecnologie é la

comprensione dei processi biologici che avvengono su nanoscala®. Gli organismi viventi
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sono costituiti da cellule, mediamente del diametro di 10 micron; tuttavia, i vari
componenti cellulari hanno dimensioni dei sub-micron e dei nanometri (fig.1). Questo
confronto fornisce un’idea delle potenzialita che si hanno nell'utilizzo delle
nanoparticelle, intese come piccolissimi strumenti all’interno del macchinario cellulare:
ogni cellula pud accogliere al suo interno o sulla sua superficie decine se non centinaia di
strutture nanometriche che possono essere utilizzate come sonde per peptidi, anticorpi,

acidi nucleici e per interagire con prodotti in processi cellulari®.
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Figura 1: Scala relativa alla dimensione di molecole e strutture biologiche. Le cellule possono
variare tra 1 micrometro (micron) e centinaia di micrometri di diametro. All'interno di una
cellula, una doppia elica di DNA é di circa 10 nanometri (nm) di larghezza, mentre il nucleo che
racchiude il DNA pud essere di circa 1000 volte piu grande (circa 10 micron). 2010 Nature
Education.

Infine, alcune proprieta delle nanoparticelle, come un’aumentata attivita chimica, una
migliore selettivita e I'abilita di attraversare le barriere tissutali, stanno portando allo
sviluppo di nuove tecniche in ambito farmacologico, per lo sviluppo di terapie innovative.
In futuro, una nanoparticella o un gruppo di nanoparticelle potranno essere progettate
per cercare, individuare e distruggere una singola cellula patologica. Attraverso le
nanotecnologie si potranno stimolare meccanismi di riparazione di tessuti malati o

danneggiati, senza ricorrere a trapianti o ad organi artificiali.
2. | nanomateriali

| nanomateriali (NMs) sono comunemente definiti come materiali aventi una dimensione
inferiore ai 100 nm. | NMs esibiscono peculiari proprieta chimiche, fisiche e ottiche che
dipendono dalle loro dimensioni e che sono differenti da quelle presenti nei materiali di
dimensioni convenzionali (cosiddetti bulk materials)®. I NMs possono avere origine
naturale, quali ad esempio quelli prodotti da processi di combustione naturali (vulcani,
incendi spontanei) oppure avere origine antropogenica. In questo caso, si distinguono

quelli prodotti involontariamente (che originano da motori diesel, inceneritori, industrie)



e quelli prodotti volontariamente. A quest’ultima categoria appartengono i NMs artificiali,
0 ingegnerizzati, ossia appositamente prodotti dalle nanotecnologie per scopi tecnologici
di diverso livello, da quello scientifico a quello industriale.
Le proprieta particolari dei nanomateriali sono dovute al fatto che, per le loro dimensioni,
seguono leggi fisiche che si trovano a meta tra la fisica classica e la fisica quantistica.
Infatti, il rapporto superficie/volume & molto elevato, in una via di mezzo tra quello degli
atomi e quello di materiali di dimensioni oltre il micron!™.
Le caratteristiche che consentono di variare le proprieta dei nanomateriali sono
essenzialmente la composizione, la dimensione e la superficie:
» Composizione: composizioni chimiche differenti portano a comportamenti fisici e
chimici diversi.
> Dimensione: in base al materiale utilizzato per produrre i NMs, se si variano le
dimensioni, si possono modificare proprieta quali solubilita, trasparenza, colore,
lunghezza d’onda di assorbimento o emissione, conduttivita, punto di fusione e
comportamento catalitico.
> Superficie: caratteristiche differenti di superficie portano a una diversa capacita di
dispersione, conduttivita, comportamento catalitico e a una modifica delle
proprieta ottiche. Il legame di peptidi o altre molecole alla superficie di
nanomateriali (la cosidetta “funzionalizzazione™), consente di diminuire
I'aggregazione, oppure puo rendere selettivo il legame con altri materiali.
Tutti questi parametri devono essere controllati quando si pensa all’applicazione finale
del NMs.
I NMTs ingegnerizzati possono essere creati attraverso due approcci fondamentali:

bottom up (dal basso verso I'alto) e top down (dall’alto verso il basso) (fig.2).
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Figura 2: Rappresentazione delle procedure di Top-Down e Bottom-Up.



L’appoccio bottom up si riferisce alla capacita di assemblare il materiale nanostrutturato
partendo dalle nanoparticelle che lo costituiranno. In biologia, chimica e fisica, si utilizza
per lo piu questo tipo di approccio. Il metodo top down consiste, invece, nella costruzione
di micro e nanostrutture a partire dal blocco massivo di materiale (bulk) con tecniche che
riducono le dimensioni delle strutture iniziali attraverso metodi fisici, portandole a livello
micro/nanometrico !,
Le procedure di fabbricazione dei sistemi nanostrutturati dipendono dalla natura degli
oggetti elementari che li compongono e, pertanto, le nanostrutture possono essere
classificate sulla base dei rispettivi componenti di base quali atomi, molecole inorganiche,
composti metallorganici, oppure molecole organiche e punti quantici.
Generalmente e possibile classificare i nanomateriali in relazione al numero di dimensioni
nanometriche che presentano; esistono infatti:
e strutture zerodimensionali (quantum dot), in cui tutte le dimensioni sono in scala
nanometrica (nanoparticelle, ossidi, metalli, semiconduttori, fullereni, ecc.);
e strutture monodimensionali (quantum wire), con una sola dimensione finita come
i nanofili (nanowire), i nanorod o i nanotubi di carbonio;
e strutture bidimensionali (quantum well), con sole due dimensioni finite, come
i film sottili (monolayer, multilayer, Self-Assembled Monolayer, ecc.);
 strutture tridimensionali come i nanocompositi (ibridi organici-inorganici, micro e

mesoporosi, ecc.), che presentano le tre dimensioni finite.

2.1 Nanomateriali di carbonio

| nanomateriali di carbonio sono composti principalmente da carbonio, solitamente nella
forma di sfere vuote, ellissoidi o tubi. Nel 1985, il chimico americano Richard E. Smalley
ha scoperto che, in particolari situazioni, gli atomi di carbonio compongono delle
strutture ordinate di forma sferica, con dimensioni dell’ordine del nanometro: le
molecole di fullerene. Studi rivolti ai nanomateriali di carbonio hanno portato alla
scoperta e allo sviluppo dei nanotubi di carbonio. | nanotubi di carbonio sono costituiti da
fogli di grafite (atomi di carbonio disposti in piani paralleli) arrotolati in modo da
assumere una struttura cilindrica. Il diametro di un nanotubo é compreso tra 0,7 e 30 nm
(oggetti piu grandi vengono chiamati nanofibre di carbonio). L’elevatissimo rapporto tra
lunghezza e diametro (nell’ordine di 10*%) consente di considerarli come delle

nanostrutture virtualmente monodimensionali.



I nanotubi di carbonio riscuotono un notevole interesse grazie alla loro resistenza
meccanica e delle loro proprieta elettriche!®. Negli ultimi dieci anni, le proprieta fisiche e
chimiche dei fullereni sono state un argomento di punta nel campo della ricerca e dello
sviluppo, e probabilmente occuperanno questo posto ancora per molto tempo. Queste
particelle hanno diverse applicazioni potenziali nel campo dell’elettronica. Inoltre, la
possibilita di riempire i nanotubi e i fullereni di farmaci, e di funzionalizzarli esternamente
con peptidi antigenici, puo portare allo sviluppo di sistemi innovativi di trasporto selettivo
e controllato, applicabili nelle terapie basate sul drug delivery. Nell'aprile del 2003, infatti,
i fullereni cominciarono ad essere studiati anche dal punto di vista medico: sono stati
creati legami tra specifici antibiotici e le strutture particolarmente resistenti presenti sulla
parete deibatteri; e si e riusciti, perfino, ad avere attivita di targeting per

specifiche cellule tumorali come i melanomit®.

2.2 Le nanoparticelle

Le nanoparticelle (NPs) sono definite come dispersioni particolate o particelle solide, il
cui “range” di dimensioni varia da 1-300 nm. Le NPs possono essere formate da vari
materiali e assumere forme regolari (tubulari, sferiche o filamentose) o irregolari. Inoltre,
possono esistere allo stato disperso o in forma fusa, aggregata o agglomerata ™%,
Caratteristica comune delle NPs € di possedere proprieta e caratteristiche differenti da
quelle della specie chimica parentale™. Tali proprieta sono attribuibili sia all'effetto
guantico che all’laumento della superficie per unita di massa, e cio implica una maggiore
reattivita chimica, una maggiore resistenza e conducibilita elettrica e, potenzialmente,
una piu accentuata attivita biologica. L'aumento della superficie nanoparticellare &
responsabile del cambiamento della reattivita, la quale cresce considerevolmente al
diminuire delle dimensioni. Mentre I'effetto quantico si osserva per particelle nell’ordine
di pochi nm (al massimo 10 nm) ed induce un cambiamento nelle proprieta fotoniche,
elettriche, meccaniche, magnetiche, chimiche, biologiche e strutturalit*?.

Grazie alla possibilita di ingegnerizzare la superficie o il core di questi sistemi, le proprieta
delle NPs possono essere modulate per applicazioni multifunzionali. In medicina, per
esempio, trovano crescente applicazione in ambiti quali la chemioterapia, la radioterapia,
la termoterapia, il bioimaging, la terapia fotodinamica e antiangiogenica.

Esistono varie tipologie di nanoparticelle, ognuna delle quali presenta determinate

caratteristiche in base alla loro diversa natura %1, Le NPs possono essere preparate con
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polimeri 0 materiali organici (nanoparticelle organiche) e/o con elementi inorganici
(nanoparticelle inorganiche) (Fig.3).

Tra le nanoparticelle inorganiche vi sono: quantum dots, nanoparticelle magnetiche,
ceramiche e metalliche; queste possiedono un core centrale costituito di materiale
inorganico che definisce le proprieta fluorescenti, magnetiche, elettroniche e ottiche.

Mentre, tra le nanoparticelle organiche troviamo liposomi e micelle, dendrimeri,

114]

nanoparticelle polimeriche e nanogels

FIGURA 3: Esempi di nanoparticelle (a) Nanoparticelle organiche. Da sinistra verso destra: liposomi,
dentrimeri e nanotubi di carbonio. (b) Nanoparticelle inorganiche. Da sinistra verso destra: quantum
dots, nanoparticelle magnetiche e nanoparticelle d’oro.

2.2.1 Le nanoparticelle inorganiche

Negli anni 2000 la ricerca applicata ai materiali nano strutturati ha portato allo sviluppo di
diverse tipologie di nanocompositi, con matrice inorganica (cementizia o vetrosa) alla
quale, attraverso processi chimici, vengono legate nanopolveri o nanoparticelle anch’esse
a base inorganica (ossidi metallici o ceramica) o organica (carbonio). Le nanoparticelle
inorganiche includono i quantum dots, nanogold, nanosilver e ossidi di metalli come il
diossido di titanio.

Un quantum dot & un cristallo semiconduttore altamente impaccato da centinaia o
migliaia di atomi, e le cui dimensioni sono nell’ordine di alcuni nanometri (da 1 a 100nm).
Al variare delle dimensioni dei quantum dots, variano le loro proprieta ottiche, e in

genere vengono utilizzati per la loro capacita di emettere flurescenze diverse™.

- Nanoparticelle metalliche

Le proprieta fisiche di una nanoparticella metallica, come la risposta ottica, differiscono
significativamente da quelle che si possono osservare su scala macroscopica, in quanto si

trovano a meta tra quelle di un solido e quelle di una singola molecola. Gli effetti della
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riduzione delle dimensioni sulle proprieta elettroniche, compaiono quando le dimensioni
della nanoparticella diventano comparabili o inferiori rispetto al cammino libero medio
degli elettroni quasi liberi all'interno del metallo. Infatti, alle dimensioni “nano”, le
collisioni elettrone-superficie non possono piu essere trascurate rispetto ad altri processi

di interazione (collisioni elettrone-elettrone e collisioni elettrone-fonone) °!

. La risposta
degli elettroni quasi liberi € percid modificata dall'interazione con la superficie e variano
in base alla forma, dimensioni, proprieta ottiche e proprieta elettromagnetiche. Il loro
utilizzo si basa sul fatto che quando una nanoparticella metallica viene colpita dalla luce, il
campo elettrico oscillante induce il movimento degli elettroni di conduzione; per cui
quando si verifica I'assorbimento fotonico, si hanno fenomeni ottici particolari.

| metalli piu utilizzati per la creazione di nanoparticelle sono i metalli nobili come oro,
argento o rame e hanno solitamente un diametro prossimo ai 100 nm*"),

Tra le MNPs, le nanoparticelle d’oro sono particolarmente studiate, poiché mostrano uno
spettro ottico di risonanza nel range del visibile, che dipende dalla dimensione, dalla
forma e dal mezzo in cui si trovano. Nanoparticelle d’oro rivestite con acidi nucleici sono

state utilizzate per la tecnica biolistica, ossia un metodo di trasformazione genica

applicato nel campo della biologia vegetale 7.

Figura 4. Alcuni esempi di nanoparticelle
metalliche (oro, argento, silicio), quantum dots,
nanoparticelle coniugate all’apoferritina, altre
che fungono da semiconduttori e nanotubi di
carbonio caricati con enzimi (CNT) che possono
essere utilizzati per amplificare i segnali di
biomarcatore.

Altri tipi di MNPs sono:

e nanoparticelle d’argento la cui applicazione ¢ legata alle loro proprieta antimicrobiche
e antifunginee, nella produzione di nanofluidi antibatterici

e nanoparticelle di platino , palladio e rodio usate come catalizzatori

e nanoparticelle magnetiche che grazie alle loro proprieta sono usate come agenti di
contrasto nell’MRI e per la funzionalizzazione di superficie per il targeting in vivo e la

diagnosi ¢!,
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2.2.2 Le nanoparticelle organiche

Passando dal campo inorganico al campo organico, un tipo di nanoparticelle su cui la
ricerca si € concentrata solo negli ultimi anni, ma che risultano fortemente promettentiin
diversi ambiti, come il medicale, sono le nanostrutture totalmente organiche. Esse
hanno le peculiarita di essere costituite essenzialmente da materiali “soft” come polimeri
0 piccole molecole e, quindi, di avere potenzialmente tossicita minore rispetto alle
nanoparticelle costituite da metalli o semiconduttori. Esistono numerosi tipi di
nanoparticelle organiche, tra cui si possono annoverare ad esempio le nanoparticelle
polimeriche, le nanoemulsioni (sistemi micellari), i nanodots organici, inano aggregati
(fig. 5). I nanodot sono nanostrutture in cui i cromofori, di uno o piu tipi, sono legati
covalentemente ad una struttura dendrimerica. Il loro vantaggio € quello di poter avere
struttura, numero di cromofori e grandezza controllati ma, di contro, la sintesi puo

risultare molto lunga e dispendiosal*®.
-Liposomi e micelle

I liposomi sono vescicole fosfolipidiche (50-100 nm) che si generano attraverso il self-
assembly di lipidi anfifilici ed eccipienti. | lipidi formano un bilayer basato su interazioni
idrofobiche che avvengono in parallelo lungo una superficie continua, con le teste
idrofiliche disposte sul versante acquoso. In genere vengono utilizzati come carriers in cui
le molecole idrofiliche possono essere incapsulate nella fase acquosa interna, mentre le
molecole idrofobiche trasportate nel bilayer lipidico. | liposomi sono classificati in base
alle loro dimensioni e numero di layer in multi, oligo o uni-lamellari. Le proprieta chimico-
fisiche dei liposomi possono essere accuratamente modificate semplicemente
mescolando molecole lipidiche diverse, variando la carica superficiale, la funzionalita e la
dimensione. Questo offre un vantaggio rispetto agli altri nanocarriers che richiedono un
controllo maggiore negli steps di sintesi e successive modifiche chimiche addizionali.
Generalmente, i liposomi approvati dalla FDA sono costituiti da lipidi di origine naturale;
alcuni esempi sono il lipide 1,2-distearoil-glicero-3-fosfoetanolamina, la fosfatidil-colina
idrogenata, il fosfatidil-glicerolo dal tuorlo d’'uovo e la 1,2-distearoil-glicero-3-fosfocolina.
Ognuno di questi lipidi puo essere coniugato con il PEG (Poli etilen-glicole), che in genere
viene usato per funzionalizzare la superficie dei liposomi. | liposomi sono ideali per
accogliere al loro interno molecole idrofiliche, come proteine e acidi nucleici e subire

modificazioni a livello superficiale al variare del pH della soluzione in cui si trovano
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(variazione del potenziale 7). Questa capacita viene sfruttata dai sistemi di drug delivery in
quanto, in seguito alla fusione con la membrana plasmatica cellulare, i liposomi che si
vanno a localizzare all'interno degli endosomi, rilasciano I'agente terapeutico in risposta
ad una variazione del pH.

| liposomi possiedono il vantaggio di essere soggetti a una buona biodistribuzione
all'interno dell’organismo, ma una scarsa capacita d’incapsulamento di farmaci (drug
loading). Un altro svantaggio e linterazione con le HDL e LDL plasmatiche, con
conseguente scambio di componenti lipidici e variazioni dimensionali significative e non
facilmente prevedibili. Inoltre, i liposomi sono associati a numerosi effetti negativi dovuti
al loro accumulo nei tessutit*®),

Per migliorare I'applicazione dei liposomi nel campo del drug delivery, recentemente,
sono state inserite molecole con gruppi amminici che destabilizzano il bilayer, per
massimizzare il rilascio del farmaco. Oltre ai liposomi, come strutture lipidiche, troviamo
le micelle che sono composte da lipidi o molecole anfifiliche, che si auto-assemblano
formando delle vescicole con un core idrofobico. Le micelle sono utilizzate per trasportare
numerose tipologie di farmaci lipofilici. Entrambe le classi di nanoparticelle risultano

essere biocompatibili e biodegradabili 2%,

810, 9
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Figura 5. Struttura di nanoparticelle di tipo organico : Liposomi, micelle, dentrimeri e
nanoparticelle polimeriche polimeriche.

-Dendrimeri

| dendrimeri sono polimeri sintetici altamente ramificati con un’architettura a strati
costituita da tre parti: un nucleo (core) polifunzionale, delle unita ramificanti e i gruppi
funzionali superficiali, che ne determinano le caratteristiche. | dendrimeri sono prodotti
attraverso condensazioni ripetitive della stessa unita ramificata, il che li rende strutture
altamente regolari. Per la loro sintesi, vengono fatti reagire una diammina (comunemente
etilendiammina) con acrilato di metile. La formazione dei dendrimeri parte da un core
centrale che funge da centro di nucleazione. Le ramificazioni che partono da un unico

ramo ancestrale formano una struttura definita dendrone, ogni ramificazione successiva &
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detta generazione (GN). Il dendrimero e I'associazione di piu dendroni. Il core centrale
presenta una porosita maggiore rispetto alla porzione periferica. Infatti, le
macromolecole o i farmaci da veicolare vengono caricati a livello della porzione centrale.
La cinetica di rilascio dei farmaci € controllata attraverso le specifiche proprieta delle
catene polimeriche. Per decenni sono stati considerati come sottoprodotti insolubili della
formazione dei polimeri, mentre negli anni '70 sono diventati oggetto di numerose linee
di ricerca. Tali strutture, infatti, possono essere funzionalizzate con linkers specifici e
vengono stabilizzate con PEG per non subire l'attacco dai macrofagi. Grazie alla loro
architettura tridimensionale, i dendrimeri possono essere usati come scaffolds per la

rigenerazione tissutale®".
-Nanoparticelle polimeriche

Le nanoparticelle polimeriche (PNPs) sono definite come particelle solide con una
dimensione che varia dai 10 ai 300 nm. Le PNPs, grazie alle loro proprieta chimico-fisiche,
alle loro dimensioni e alla loro biocompatibilita, risultano essere degli ottimi candidati
come carriers in campo biomedico e farmacologico (nella terapia del cancro, nel campo
dei vaccini, dei contraccettivi e degli antibiotici). | polimeri usati nella preparazione delle
nanoparticelle devono essere compatibili con il corpo umano in termici di non-tossicita e
non-antigenicita, e devono essere biodegradabili #2.

| polimeri naturali piu usati nella preparazione delle nanoparticelle sono il chitosano, la
gelatina, il sodio alginato e I'albumina. Mentre, i polimeri sintetici piu utilizzati sono
I'acido polilattico (PLA), I'acido polilattico-co-glicolico (PLGA), il poly(N-vinyl pyrrolidone)
(PVP), il PEG, il Poli-caprolattone, il Poli (metil-metacrilato), I’Acido poli-acrilico e la
Poliacrilamide. L”acido polilattico (PLA) e il polilattico-co-glicolico (PLGA) sono i candidati
molto promettenti, infatti sono largamente usati in drug delivery, grazie alla loro
biocompatibilita e alla loro capacita di dissolversi lentamente in soluzione acquosa,
motivo per cui sono stati approvati dalla FDA per I'iniezione parenteralel®!.

In base al metodo di preparazione si possono ottenere nanosfere o nanocapsule. Le
nanocapsule sono sistemi in cui il farmaco & confinato in una cavita circondata da
un’unica membrana polimerica, mentre le nanosfere sono sistemi la cui matrice racchiude

il farmaco, uniformemente disperso.
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Le PNPs, intese come veicoli per il drug delivery, sono facilmente manipolabili per
ottenere carriers con capacita di rilascio del farmaco sito-specifico, comportando un
miglioramento nella sicurezza relativa all’uso di farmaci specifici, come i chemioterapici.
Numerosi sono i vantaggi che si riscontrano nell’'uso delle PNPs:

e Aumento della stabilita degli agenti farmaceutici.

e Miglioramento rispetto alle tradizionali vie di somministrazione (orale e
intravenosa) in termini di efficienza ed efficacia.

¢ Rilascio di concentrazioni maggiori del farmaco nel sito specifico desiderato.
3. I nanogels

| nanogels sono degli idrogels di dimensioni nanometriche, composti da catene
polimeriche che si dispongono a dare un network, in grado di assorbire e ritenere al loro
interno quantita elevate di soluzione acquosa (capacita di rigonfiarsi o “swelling”) (Fig. 6).
La capacita di idratarsi & data dalla presenza di gruppi basici o acidi a livello delle catene
polimeriche, che favoriscono la ritenzione delle molecole d’acqua nelle regioni interne 24,
Le dimensioni dei nanogels variano da pochi nanometri fino a 300 nm. E dimostrato che la
forma del nanogel &€ determinata dall’equilibrio tra la pressione osmotica, esercitata dalla
soluzione in cui il nanogel & immerso, e la forza elastica del polimero stesso ?*!. | nanogels
permangono nel loro stato rigonfio grazie al cross-link tra i polimeri. Questo processo di
reticolazione del polimero in soluzione (cross-linking), che porta alla formazione di
compartimenti permanenti rigonfi di acqua (pori), non € spontaneo ma pud essere
innescato da agenti esterni. Generalmente i nanogels sono preparati attraverso una
sintesi chimica, chiamata micro-emulsione inversa. Tale tecnica si serve di due diversi
approcci: la polimerizzazione in situ e la dispersione di un polimero preformato. Nella
prima tecnica, il monomero & emulsionato con molecole di tensioattivo che stabilizzano,
in soluzione acquosa, le microgocce di monomero che si formano. Introducendo un
iniziatore radicalico viene fatta iniziare la reazione di polimerizzazione che € modo rapida,
ma al contempo comporta alcuni svantaggi come la bassa resa quantitativa e una sintesi
laboriosa e poco sicura. Durante la sintesi chimica, infatti, il controllo dimensionale é reso
possibile grazie all’'uso di surfattanti, solventi organici, catalizzatori e iniziatori radicalici
che difficilmente vengono allontanati dalla miscela finale %! Una possibile soluzione a

questo problema € I'uso di dispersioni di polimeri preformati che comportano una
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maggiore semplicita operativa, che pero prevede sempre I'utilizzo di solventi organici e
ricorre ad alte temperature. Cio rende la tecnica non idonea alla sperimentazione con
farmaci termosensibili.

La rete polimerica pud essere costituita da omopolimeri o copolimeri.

| nanogels possono essere classificati in base alla composizione chimica, in sintetici,
naturali e ibridi (ossia che contengono sia componenti naturali che sintetiche)?” e in base

alla carica superficiale in neutri, anionici o cationici.

. Figura 6: Rappresentazione di un
nanogel. Nell'immagine a sinistra
le strutture in arancio
rappresentano i cross-link esistenti
tra la rete polimerica (in blu).

A destra immagine al TEM di
nanogels. Scale bar 100 nm.

Per oltre cinquant’anni, gli idrogels sono stati usati in applicazioni biomediche, in
oftalmologia come lenti a contatto, in chirurgia come suture riassorbibili cosi come in
altre aree della pratica clinica per curare malattie come il diabete mellito, I'osteoporosi,
I'asma, malattie cardiache e neoplastiche. Il primo idrogel con applicazione biomedica é
stato sintetizzato nel 1955 dal Professor Lim e dal Professor Wichterle (Praga). Questo
idrogel era composto da Poli-2-idrossietil metacrilato, usato subito dopo la sua scoperta
nella produzione di lenti a contatto. Il vantaggio principale di questo materiale
rivoluzionario consiste nella sua straordinaria stabilita in condizioni variabili di pH,
temperatura e tonicita del fluido "),

Il caricamento delle molecole biologiche, nella rete polimerica interna, pud avvenire
spontaneamente, attraverso interazioni di tipo idrofobico, elettrostatico e di Van-der-
Waals, che s’instaurano tra la molecola e la matrice polimerica stessa. Inoltre i gruppi
funzionali sulla superficie dei nanogels (generalmente gruppi -OH, -CONH-, -CONHy)
possono essere modificati per la coniugazione con varie molecole, quali proteine, acidi
nucleici e farmaci 2.

Inoltre, I'estrema flessibilita strutturale dei nanogels, li rende capaci di penetrare
attraverso piccoli pori o canali e di generare, quindi, una bassissima frizione sulle superfici

biologiche. Infatti, i nanogels trovano applicazione come nanocarriers nel campo del drug
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delivery. Cio € dovuto anche ad un’alta stabilita, alla responsivita a fattori ambientali quali
forza ionica, pH e temperatura, all’elevata capacita di loading e protezione delle
biomolecole trasportate dalla degradazione metabolica cellulare. Inoltre, nel caso della
somministrazione per via orale, i nanogels potenziano la biodisponibilitd dei farmaci a

basso peso molecolare 2628,
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Figura 7. Lo schema mostra i recenti sviluppi nel campo dei nanogels che hanno portato allo
sviluppo di sistemi bioibridi che trovano diverse applicazioni, che vanno dalle terapie innovative
alla catalisi.

[l successo nell’utilizzo dei nanogels, come nanocarriers in campo biomedico, & dovuto ai
vantaggi unici offerti da questi sistemi, rispetto ad altre tipologie di nanoparticelle. Alcuni
di questi sono: I'ampia superficie flessibile disponibile a una bioconiugazione
multivalente, un ambiente interno acquoso per incorporare e proteggere le biomolecole,
la possibilita di intrappolare un core metallico o minerale per il bioimaging, o ancora la
capacita di risposta agli stimoli esterni per avere un controllo temporale e spaziale del
rilascio del carico trasportato (fig. 7). Infatti, i nanogels possono essere progettati in modo
da renderli “intelligenti”, ossia capaci di rispondere a cambiamenti dell’ambiente

esterno®’!. Possiamo avere:

= Nanogels sensibili alla temperatura

= Nanogels complessanti

= Nanogels sensibili a reazioni chimiche o enzimatiche
= Sistemi che rispondono a campi magnetici

| materiali che possono essere usati per formare idrogel sono molto vari, alcuni di questi

sono i polimeri sintetici come I'acido poliacrilico (PAA), il poly(N-vinyl pyrrolidone) (PVP),
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il polivinyl-alcol (PVA) e i polipeptidi. Tra i polimeri naturali da cui si possono ricavare
idrogels ci sono I'alginato, il chitosano, il collagene, la fibrina e I'acido ialuronico (HA). Gl
idrogels sintetici sono molto utilizzati in quanto le loro proprieta chimiche sono
facilmente controllabili e riproducibili. I polimeri sintetici possono essere prodotti con
pesi molecolari specifici, strutture a blocchi, legami degradabili e, proprio queste
proprieta, determinano le dinamiche di formazione del gel, la densita dei legami crociati e
le proprieta meccaniche e di degradabilita del materiale. Gli idrogels derivati da polimeri
naturali sono spesso utilizzati in applicazioni di ingegneria tissutale in quanto possiedono

componenti o proprieta macromolecolari simili al’lECM naturalef®.

3.1 Nanogels in Poly(N-vinyl pyrrolidone) prodotti tramite B-irraggiamento

Il poly(N-vinyl pyrrolidone) (PVP) € un polimero sintetizzato dalla polimerizzazione di
radicali liberi dell’ N-vinylpyrrolidone (fig. 8) in acqua o in alcoli con I'aggiunta di
opportuni catalizzatori. Le catene del polimero contengono gruppi idrofilici che
conferiscono al PVP una solubilita quasi totale sia in solventi idrofili che idrofobici,
rendendolo particolarmente versatile ed indicato per la formazione di idrogeli ad elevato

grado di biocompatibilita®®!.
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Figura 8. Struttura chimica dell’N-vinyl pyrrolidone e del Poly(N-vinyl pyrrolidone).

Il processo che porta alla formazione dell’ idrogel non & spontaneo ma pud essere
innescato da agenti esterni.

Recentemente e stato sviluppato un sistema di sintesi alternativo che prevede I'utilizzo di
mezzi fisici, come le radiazioni ionizzanti che permettono la formazione di specie
radicaliche in soluzione, che favoriscono il cross-link tra le catene polimeriche. Questi
sistemi prevendono [I'utilizzo di acceleratori di particelle lineari affinché si abbia
I'irraggiamento y, I'irraggiamento UV e il B-irraggiamento.

Mediante B-irraggiamento si ha la polimerizzazione fisica, regolando diversi parametri
come temperatura, pressione, volume, forza ionica della soluzione, in modo tale che si

abbiano processi che portano alla formazione di interazioni ioniche e idrofobiche. Queste
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procedure sono molto convenienti poiché permettono la reticolazione senza aggiunta di
agenti chimici BU Le “radiazioni B” consistenti in fasci di elettroni ad elevata energia. Tali
radiazioni ionizzanti sono piu energetiche delle radiazioni o, ma meno energetiche delle
radiazioni y. Sono quindi radiazioni di lieve/moderata energia, sufficiente per la
formazione dei radicali necessari alla polimerizzazione. Per I'applicazione di tale tecnica,
le molecole reagenti vengono preventivamente saturate con ossido nitroso per
incrementare la concentrazione di radicali idrossilici che si formano durante la radiolisi
dellacqua che genera durante [irraggiamento. Nello specifico, i parametri
dell’irraggiamento per la creazione di nanoparticelle permettono la formazione di radicali
OHe e He che destabilizzano il monomero e le altre molecole presenti in soluzione
causando il cross-linking. La tecnica del B-irraggiamento € la sola in grado di dare sterilita
ai materiali ottenuti, questa € una condizione essenziale per I'utilizzo dei nanomateriali in
ambito biomedico. Cio & dovuto alla capacita delle radiazioni di diminuire quindi la carica
microbica, danneggiando le strutture e molecole cellulari.

Un altro aspetto innovativo di questa tecnica sta nella possibilita di ottenere nanogels che
presentano una funzionalizzazione superficiale data dalla presenza di gruppi chimici
reattivi, in quanto le molecole funzionalizzanti vengono aggiunte alla soluzione
contenente il monomero, prima dell’irraggiamento®. Inoltre, modificando le condizioni
d’irraggiamento € possibile ottenere particelle con il Dh (diametro idrodinamico)
desiderato *2,

In ambito farmaceutico, il PVP trova numerose applicazioni; infatti viene utilizzato come
eccipiente, come stabilizzante, come agente di rivestimento (in alternativa al PEG) e come
materiale d’idrofilizzazione. In soluzione risulta stabile per lungo tempo, senza subire
fenomeni di degradazione e tale stabilita lo rende adatto alla veicolazione dei farmaci
nell’organismo.

Mentre, in ambito biomedico, il PVP & considerato il migliore sostituto del plasma
sanguigno e viene usato in casi di shock ipovolemico B% . E stato dimostrato che il PVP
non € assorbito lungo il tratto gastrointestinale o nelle mucose, se non in piccolissime
quantita per pinocitosi. Inoltre, possiede una serie di peculiarita che gli permettono di
non essere metabolizzato e di non causare alcuna sensibilizzazione né tossicita; inoltre
non e mutageno e teratogeno.

[l PVP ¢, infatti, presente nella lista delle sostanze approvate dal FDA, per uso biomedico.

[l PVP € un materiale igroscopico, ovvero ha la proprieta di assorbire il vapore acqueo
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(umiditd) dell'atmosfera®. Tale caratteristica, influenza la capacita di adesione del PVP

nei confronti dei materiali farmaceutici idrofobici o idrofilici.
4.Nanocarriers nel “drug delivery system”

In ambito medico-farmaceutico, i “drug delivery systems” sono quei sistemi in grado di
rilasciare farmaci in maniera controllata, ossia con velocita di rilascio programmate, con
dosi ben precise, per periodi di tempo predefiniti e in luoghi specifici.

Le motivazioni che sono alla base del crescente interesse per questi sistemi sono legate
alla necessita di trovare soluzioni alternative rispetto alle convenzionali terapie impiegate
nel trattamento di diverse patologie.

Nonostante i notevoli passi avanti fatti in questo campo nell’ultimo decennio, I'adeguato
trattamento di patologie, quali il tumore, rimane legato all’individuazione di materiali ad
elevato grado di biocompatibilita e in grado riconoscere e rilasciare il farmaco nel nostro
organismo, in modo da minimizzare gli effetti collaterali. In molti casi, infatti, il sistema di
rilascio deve svolgere la sua funzione in risposta alle condizioni fisiologiche del sito
specifico (site specifing-targeting), modulando i tempi di rilascio (temporal modulation),
in dipendenza delle variabili fisiche dell’ambiente che lo circonda®®.

| sistemi convenzionali di somministrazione (parenterale, orale, cutanea o topica)
soffrono di limitazioni farmaco-cinetiche, ovvero non vi € sincronia tra il tempo richiesto
affinché la concentrazione del principio attivo raggiunga il valore soglia utile ai fini
terapeutici, ed il profilo di rilascio del farmaco che segue meccanismi diffusionali.

In tal modo, il farmaco si distribuisce pil 0 meno estesamente a livello sistemico e
pertanto, affinché venga raggiunta una concentrazione di farmaco efficace nel sito
d’azione per il periodo di trattamento terapeutico, € necessaria la somministrazione in
dosi elevate e ripetute con il conseguente instaurarsi di effetti tossici secondarit®*!.

Il “drug targeting”, definito come la capacita di trasportare in modo selettivo e
quantitativo un farmaco nel sito d’azione indipendentemente dal compartimento e dal
metodo di somministrazione, rappresenta una soluzione a queste problematiche.

Questo approccio ha trovato uno sviluppo di particolare interesse nell’ambito delle
biotecnologie che hanno permesso di produrre farmaci ad elevata selettivita funzionale
quali anticorpi, citochine, enzimi.

[l drug delivery system pud avvenire attraverso il coordinamento di tre componenti

essenziali;
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1. farmaco;

2. molecola targeting;

3. nanocarrier;
riuniti in un unico prodotto in grado di trasportare e rilasciare in modo selettivo i farmaci
nel sito d’azione ed allo stesso tempo, amplificare il numero di molecole di farmaco
associate ad ogni singola molecola targeting, aumentando I'efficacia terapeutica. Da
questo concetto di base sono stati sviluppati numerosi sistemi di drug delivery molto piu
sofisticati e complessi. Tali sistemi sono formati da strutture colloidali, multifunzionali
quali: liposomi, micelle, dendrimeri, nanoparticelle polimeriche e metalliche, nanotubi,
bioconiugati polimerici, nanogels.
| nanogels polimerici sono stati riconosciuti, fin dagli anni '50, come i sistemi piu adatti a
svolgere la funzione di rilascio “intelligente”; infatti, il loro elevato grado di
biocompatibilita, unito ad una particolare sensibilita alle variazioni quali temperatura, pH
e forza ionica, li rende dei candidati ideali per la soluzione di diverse problematiche in
ambito medico. La sperimentazione di sistemi basati sui nanogels ha come primo
obiettivo quello di individuare quali matrici polimeriche sono in grado di preservare la
funzionalita delle molecole proteiche utilizzate nelle terapie mediche.
Per quanto riguarda le caratteristiche superficiali, i nanosistemi possono essere modificati
in superficie, ricoperti (coated) o decorati (decorated) in modo da conferire loro
caratteristiche di biocompatibilita o di elusione dei sistemi biologici di riconoscimento (
come dal sistema reticolo-endoteliale, RES), oppure derivatizzati con ligandi biologici per

il direzionamento attivo.
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Figura 9: Metodi di rilascio di biomolecole da nanogel: (a) per diffusione passiva, (b) per
biodegradazione, (c) per variazione di pH, (d) per somministrazione di energia esterna.
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sfruttando variazioni di pH, temperatura, enzimi, forza ionica, potenziale redox oppure
tramite manipolazione esterna mediata da campi elettrici, campi elettromagnetici o
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ultrasuoni ®%)(fig.9). Nel caso di nanoparticelle polimeriche, la struttura stessa del reticolo
puo variare sotto specifici stimoli, determinando il rilascio del farmaco .

In particolare, i tessuti tumorali solidi presentano alcune peculiari caratteristiche
fisiopatologiche che possono essere opportunamente sfruttate per la veicolazione e il
rilascio selettivo di farmaci. Le cellule tumorali spesso sovraesprimono specifici recettori
di membrana ed hanno un potenziale redox e un corredo enzimatico alterati. Nelle
neoplasie si riscontrano in genere elevati livelli di molecole danneggiate dai componenti
ossidanti prodotti dal metabolismo del tumore come basi azotate ossidate e lipidi per
ossidati B®.Inoltre, a causa dell’elevato metabolismo, i tumori solidi presentano le tipiche
caratteristiche di un tessuto infiammato con una temperatura superiore e un pH inferiore
rispetto ai tessuti sani. | sistemi scavenger e la glutatione perossidasi non sono adeguati a
tenere sotto controllo tali eventi. Sebbene le vie biochimiche che regolano lo stress
ossidativo delle cellule tumorali non siano ancora state chiarite, in letteratura é stato
dimostrato un aumento della concentrazione citosolica del glutatione(10mM), nella sua
forma ridotta, rispetto sia quella di cellule sane che a quella del’ambiente extracellulare e
dei fluidi corporei (in cui € presente in concentrazioni micro molari).

Nanoparticelle funzionalizzate dalla presenza di gruppi tiolici hanno suscitato particolare
interesse e sono state utilizzate per il rilascio controllato, in ambiente riducente,
sfruttando la differenza di potenziale redox tra il mezzo extracellulare ossidante e i fluidi

intracellulari riducenti B7-381,
4.1 1l Targeting

Il concetto di targeting nei sistemi di drug delivery & basato sull’'uso di nanocarrier che
trasportano il farmaco selettivamente al sito d’azione. La scelta del bersaglio da usare
nella strategia del drug targeting dipende, innanzitutto, dal tipo di cellule che devono
essere raggiunte e bersagliate, ma anche dal tipo di farmaco che deve essere veicolato e,
se necessario, rilasciato. La strategie di direzionamento verso un sito bersaglio per le
patologie, come quelle tumorali che creano masse solide, pud essere attiva oppure
passiva (fig. 10). Il targeting attivo € basato sul riconoscimento tra nanosistemi
funzionalizzati con ligandi specifici (anticorpi, piccole molecole, citochine) che possiedono
elevata affinita per un recettore espresso esclusivamente o in prevalenza nel sito

patologico. Il targeting attivo pud essere di tipo chimico-fisico, nel caso di sistemi
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intelligenti che rispondono ad anormali valori di pH e/o temperatura del tessuto
tumorale.

A Passive targeting B. Aclive targeting

Figura 10. Rappresentazione schematica dei meccanismi di targeting passivo (A) e attivo (B).

Nel targeting passivo, la localizzazione della particella e affidata alle sole caratteristiche
morfologiche, chimiche e fisiche del carrier e alle caratteristiche anatomiche e fisiologiche
del sito bersaglio. Il targeting passivo sfrutta I'accumulo di un carrier per effetto EPR
(Enhanced Permeability and Retention), senza I'aggiunta di altre componenti che
aumentino la specificita verso le cellule bersaglio. Affinche il direzionamento passivo
possa raggiungere la massima concentrazione del farmaco, deve essere progettato un
vettore di dimensioni opportune, in modo tale che possa oltrepassare le fenestrature
anomale presenti tra le cellule tumoralit®**%,

L’effetto EPR (Enhanced Permeability and Retention) € un fenomeno di direzionamento
passivo verso i tumori che é stato descritto per la prima volta in letteratura circa 25 anni
fa e descrive I'abilita intrinseca di macromolecole e particelle con uno specifico diametro
di accumularsi nei tessuti di tumori solidi™*". 1l primo studio a dimostrare questo concetto
ha rilevato come una proteina marcata, superiore ai 15 kDa, si accumula maggiormente
nel tumore rispetto a molecole con dimensioni minori, e che questa é trattenuta in situ
per periodi di tempo piu lunghi. Questo fenomeno € stato attribuito alle caratteristiche
uniche presenti a livello di un tessuto malato, come un piu alto numero di vasi sanguigni,
il maggiore trasferimento di sostanze ai tessuti e ad un basso sistema di recupero
linfatico, che comporta una diminuzione significativa del recupero di macromolecole da
parte del flusso sanguigno. L'importanza e il potenziale dell’effetto EPR nel targeting dei
tumori ha aumentato l'interesse verso i fattori che lo mediano. Le caratteristiche che
sono state maggiormente attenzionate includono I'aumento della permeabilita vascolare
e i fattori di vasodilatazione, che in prossimita del sito tumorale sono presenti in grandi

quantita rispetto ad un tessuto sano. Anche le differenze anatomiche nella vascolatura
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tumorale, come la mancanza dello strato di muscolatura liscia intorno ai vasi sanguigni,
comportano un aumento del flusso di sangue al tumore, ma anche una maggiore
penetrazione delle macromolecole nei tessuti circostanti nei vasi. Per aumentare
I'accumulo del un sistema in un tessuto tumorale si puo agire, quindi, aumentando la
pressione del sangue, perché la vasocostrizione periferica che ne consegue fa diminuire la
guantita di farmaco che giunge agli organi sani, limitando quindi I'extravasazione delle
particelle in siti non target®®. Diversamente, si pud agire aumentando la vasodilatazione,
utilizzando dell’ossido di azoto (NO), per allargare le porosita tra le cellule endoteliali.
Infatti, alcuni farmaci chemioterapici proinfiammatori, possono generare radicali
superossidi e NO, e indurre un aumento della permeabilita vascolare (farmaci pro-EPR)
42 Resta da sottolineare che un efficace targeting passivo di una molecola o di un
vettore verso un tessuto malato non si traduce in una omogenea distribuzione spaziale
del farmaco nella massa tumorale, che al contrario € non omogenea e imprevedibile. La
creazione di sistemi basati sul targeting attivo permette al dispositivo di essere
riconosciuto e intercettato solo dalle cellule bersaglio. In questo caso il direzionamento €
dovuto all'interazione del ligando specifico con antigeni e recettori sovraespressi nelle
cellule di un particolare tessuto. | due metodi di direzionamento, sebbene indipendenti
tra loro, possono venir combinati opportunamente per aumentare le capacita di
discriminazione del sistema tra tessuti normali e patologici. Generalmente i ligandi per il
targeting possono essere raggruppati in cinque categorie: anticorpi e frammenti

anticorpali, aptameri, peptidi, zuccheri e small molecules.
4.1.1 Anticorpi e frammenti anticorpali

Gli anticorpi e i frammenti anticorpali rappresentano una classe importante tra i ligandi
per il targeting, in quanto possiedono un alto livello di specificita per i recettori cellulari e
un’elevata affinita di legame. Gli anticorpi monoclonali (MAbs) sono sempre piu utilizzati
e studiati per la diagnosi e la terapia di patologie tumorali, grazie al riconoscimento
specifico per antigeni associati a tumori. L’avvento della tecnologia degli ibridomi,
introdotta nel 1975 da Kohler e Milstein, ha permesso la sintesi di una grande quantita di
anticorpi monoclonali con elevata specificita. Cio ha consentito di sviluppare MAbs nei
confronti di numerose linee cellulari tumorali, capaci di guidare il direzionamento attivo
anche in vivo. Infatti, la FDA ha gia approvato l'utilizzo di numerosi MAbs o MAbs-

coniugati a nanocarriers in terapie antitumorali e nella diagnosi, mentre molti altri sono in
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sperimentazione clinica avanzata. Gli antigeni sfruttati finora comprendono il recettore
HER2, il recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR) e il fattore di crescita
endoteliale vascolare (VEGF), I'antigene carcinoembrionario (CEA), ma anche antigeni
associati alle classi linfocitiche, chiamati cluster designation molecule®***!. Sono state
proposte diverse strategie per aumentare [|'efficacia dei MADbs verso i tumori. La
costruzione di anticorpi umani dell'isotipo 1gG1 o IgG3 potrebbe fornire ai MADbs la
capacita di mediare meccanismi di citotossicita cellulare dipendente dall'anticorpo (ADCC)
e citotossicita dipendente dal complemento (CDC) “®). Tuttavia la citotossicita pud essere
efficace per I'eradicazione di singole cellule tumorali o di piccoli aggregati nei pazienti, ma
non e sufficientemente aggressiva verso i tumori piu estesi, soprattutto quando il
paziente € immunocompromesso. Un'altra strategia arma direttamente il MAb con un
agente citotossico come tossine, chemioterapici convenzionali o radionuclidit*®’.

| MADbs sono stati usati per dirigere i nanocarriers in modo sito-specifico. Per esempio,
nanoparticelle di PLA coniugate con MAb mostrano un aumento di sei volte nel tasso di
uptake rispetto a particelle dello stesso tipo non funzionalizzate per il targeting®*®’.
Comparati ai MAbs, i frammenti anticorpali dimostrano un potenziale maggiore per
I'applicazione dei nanocarriers. Possiedono dimensioni minori e mancano della capacita di
attivare il complemento mantenendo allo stesso tempo la specificita di legame
all’'antigene. Recenti progressi nel campo delle tecnologie ricombinanti hanno portato allo
sviluppo di frammenti anticorpali quali scFv (single-chain variable fragments), Fab
(fragments of antigen binding), i loro dimeri (F(ab ¢)2).

Un esempio di nanocarriers funzionalizzati con frammenti anticorpali sono gli
immunoliposomi, alcuni dei quali in trials clinici tra cui MCC-465 che usa F(ab ¢)2 per il
rilascio mirato del farmaco Doxorubicina e il SGT-53 che usa scFv per il rilascio di p53
(tumor suppressor gene)*>48l.

L'efficacia con cui i MAbs possono indurre il direzionamento attivo in vivo dipende
principalmente dall’antigene bersaglio, dall’anticorpo monoclonale utilizzato e dal tessuto

tumorale da raggiungere.

4.1.2 Aptameri
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Gli aptameri sono rappresentati da molecole di DNA a singolo filamento oppure da
oligonucleotidi a RNA con una struttura tridimensionale ben definita. Gli aptameri
possono riconoscere e legare un’ampia varieta di molecole (proteine, fosfolipidi, zuccheri
e acidi nucleici) con alta affinita e specificita.

Comparati agli anticorpi, gli aptameri presentano un’immunogenicita e una dimensione
inferiore che permettono una penetrazione tissutale migliore.

Per migliorarne la stabilita a livello ematico, possono essere modificati incorporando
nucleotidi modificati nel loro scheletro.

Ad oggi piu di 200 aptameri funzionali sono stati isolati, e si € vista la loro reattivita contro
una serie di targets biologici quali antigeni di superficie e fattori di crescita. Infatti, sono
stati coniugati a differenti tipologie di nanoparticelle per l'identificazione di cellule

tumorali 195,

4.1.3 Peptidi

| peptidi hanno dimostrato un alto potenziale nel campo delle nanotecnologie, grazie alle
loro piccole dimensioni, all’alta stabilita e alla capacita di essere prodotti con eccellente
controllo qualitativo. Le nanoparticelle coniugate con peptidi sono ampiamente usate per
il targeting delle cellule tumorali e per la distinzione tra neo-vascolatura tumorale e
tessuto vascolare sano. Un esempio € la sequenza peptidica RGD (Arginina-Glicina-Acido
aspartico) propria delle fibronectine e di altre proteine. Questa sequenza ha un’alta
affinita per le integrine, molecole di adesione che rivestono un ruolo chiave nel processo
dell’angiogenesi. Recentemente sono stati sottoposti a screening dei peptidi targeting
specifici per il collagene di tipo IV della membrana basale e coniugati con nanoparticelle

polimeriche ricoperte da lipidi ®*.

4.1.4 Zuccheri

Specifiche molecole di zucchero (lattosio, galattosio e mannosio) possono riconoscere le
lectine che sono overespresse sulla superficie di numerose cellule tumorali. Queste
molecole rappresentano un altro approccio interessante per il targeting specifico delle
nanoparticelle al livello del tessuto tumorale.

Varie strategie sono state proposte per realizzare un sistema di targeting attivo, come la
derivatizzazione con la galattosamina, che si &€ dimostrata utile per direzionare coniugati

verso forme diverse di tumore al fegato, grazie alla presenza di asialoproteine
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epatocitarie, che hanno alta affinita per il galattosio. Altri studi vedono I'uso di polimeri
coniugati con zuccheri coinvolti nell’endocitosi mediata da lectine, in tre differenti linee
cellulari tumorali del colon umano, suggerendo una potenziale applicazione per il rilascio
mirato di chemioterapici al livello dell’adenocarcinoma del colon®?.

Nonostante queste potenzialita, gli zuccheri hanno lo svantaggio di mostrare una debole
affinita di legame e si devono coniugare numerose molecole sulla superficie delle
nanoparticelle, per ottenere un maggior numero d’interazioni. Per esempio nel caso dei
carriers liposomali galattosilati, I'efficacia di targeting dipende dalla densita dei ligandi

esposti sulla superficie®?.
4.1.5 Small molecule: I'acido folico

Le “small molecule” hanno attirato un’attenzione crescente come potenziali ligandi per il
targeting grazie alle loro dimensioni, basso costo di produzione e facilita nella
coniugazione alle nanoparticelle.

Particolarmente importanti sono le dimensioni di questi ligandi che permetto una
funzionalizzazione con molecole multiple sulla stessa nanoparticella, minimizzando
I'ingombro sterico.

L’acido folico, noto anche come vitamina B9 o folacina, &€ un agente di targeting di
significativo interesse nel campo della terapia antitumorale. 1l suo recettore FR (Folate
Receptor), noto come la proteina di membrana ad alta affinita per il folato, é
notoriamente sovraespresso nei tessuti tumorali®. Il recettore FR ha un’elevata
espressione in vari tipi di cancro umano, mentre é assente nella maggior parte dei tessuti
normali, tranne che per i plessi corioidei e per la placenta oltre al polmone, tiroide e reni,
anche se con livelli di espressione molto bassi ®®. FR & frequentemente sovraespresso in
cellule tumorali in vitro e in tumori epiteliali, in particolare nel carcinoma ovarico (90% dei
casi), di cui costituisce anche un utile marker™. Il recettore & sovraespresso anche nelle
patologie oncologiche dell’endometrio, del cervello, del polmone, del seno e del rene®”.
Data la diffusione di questo recettore sono stati proposti numerosi sistemi per il targeting
attivo di patologie oncologiche.

Vi sono vari tipi di nanoparticelle coniugate con acido folico quali liposomi, nanoparticelle
polimeriche e dendrimeri, utilizzate nel trattamento sperimentale di cancro al seno, ai

polmoni, ai reni e al colon ®7.
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Figura 11. Diverse tipologie di nanoparticelle
funzionalizzate o meno con molecole quali anticorpi,
acido folico, PEG e il loro diverso destino nel torrente

uptake by uptake by immune | enhanced circulation | specific tumor
macrophages celis targeting

[ et ][ o ][ o | circolatorio.

|| immune cells

4.2 La clearence delle nanoparticelle

Un altro obiettivo fondamentale per lo sviluppo di un sistema di rilascio efficace € una
clearence della nanoparticella, dopo il rilascio. Quando le nanoparticelle entrano nel
circolo ematico, possono essere riconosciute come corpi estranei (“non-self”) e la loro
superficie puo subire un adsorbimento proteico non specifico (opsonizzazione) rendendo

le nanoparticelle piu visibili alle cellule fagocitiche B2,

Dopo I'opsonizzazione, le
nanoparticelle possono essere rapidamente sottoposte a clearence dal circolo sanguigno
attraverso la fagocitosi attuata dal sistema MPS (mononuclear phagocyte system o
reticuloendothelial system RES) nel fegato e grazie alla filtrazione nella milza®™. Questa
barriera biologica & una componente essenziale delle funzioni di difesa dell’organismo e
include anche i monociti del sangue, i macrofagi del tessuto connettivo, degli organi
linfatici e del midollo osseo, i macrofagi del polmone, le cellule di Kupffer del fegato e gli
osteoclasti dell’osso. | macrofagi rimuovono, fagocitando, frammenti di tessuto, ma
anche microparticolato come liposomi e microsfere. L’azione fagocitaria nei confronti di
particelle estranee varia a seconda delle loro dimensioni e delle caratteristiche
superficiali, pertanto questi due parametri sono d’importanza centrale nella
progettazione dei nanocarriers % (fig.12). Sulla base di parametri fisiologici quali la
filtrazione epatica, I’extravasazione/diffusione tissutale e la secrezione renale, e chiaro
che la dimensione del nanocarrier gioca un ruolo fondamentale nella biodistribuzione e
nella circolazione a livello sistemico. Le nanoparticelle piu piccole di 10 nm sono
rapidamente secrete dai reni, mentre particelle troppo grandi tendono ad essere
processate dal sistema MSP. Numerosi studi dimostrano che le nanoparticelle con
dimensioni di circa 100 nm hanno una potenzialita piu alta di permanenza nel circolo
sanguigno, riducendo la filtrazione epatical®’. Molti studi sono stati condotti per

determinare la grandezza dei gap presenti nelle pareti vascolari neoplastiche e il range di
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grandezza ottimale per una nanoparticella & approssimativamente 10-250nm ™. 11 loro
destino dei nanocarrier varia anche a seconda della via di somministrazione scelta. Nel
caso di iniezione diretta nel sistema circolatorio, le particelle vengono eliminate dal
circolo principalmente dai macrofagi presenti nel fegato (cellule di Kupffer) e nella milza
(zona marginale e polpa rossa). Si tratta di una clearance sito-specifica che avviene

attraverso meccanismi di tipo passivol®.

Nanoparticle biocompatibility

g %
G 1 i Figura 12. | fattori che influenzano il destino
£ ! delle nanoparticelle sono il potenziale zeta,
E ’ le dimensioni e la solubilita, da cui
i R tocy : . dipendono la reattivita di superficie, il
= processo di clearance (renale o biliare), il
P com ©" Si%.  riconoscimento MPS / RES e I'effetto EPR.

Di fatto, questo processo di eliminazione € uno dei componenti del sistema di difesa
primario sviluppato contro linvasione di sostanze particolate “non-self”. Questa
eliminazione di tipo passivo puo essere resa piu efficace dal concomitante fenomeno di
opsonizzazione, cioe il deposito sulla superficie delle particelle di fattori proteici quali
fibronectina, immunoglobuline e proteine del complemento, i quali, a loro volta,
facilitano il riconoscimento da parte dei macrofagi. Le dimensioni delle particelle possono
giocare un ruolo importante nell’attivazione del complemento che si verifica solo per
particelle di dimensioni pari o superiori ai 200 nm, le quali vengono eliminate
rapidamente dalle cellule di Kupffer. L’interazione delle nanoparticelle con le opsonine
varia considerevolmente a seconda delle caratteristiche superficiali delle particelle stesse
e, in particolare, dalla presenza su di esse di determinati gruppi funzionali e dalla loro
densita di carica superficiale. Ad esempio, € noto che nanoparticelle quali i quantum dots
e i dendrimeri polimerici sono estremamente suscettibili all’aggregazione in ambiente
fisiologico, mentre si & osservato che nanoparticelle di natura lipidica possono interagire
considerevolmente con le lipoproteine plasmatiche. L'iniezione interstiziale puo risultare
una via di somministrazione vantaggiosa quando il bersaglio € uno specifico linfonodo o
un gruppo di linfonodi localizzati in una delimitata regione. Nei capillari linfatici, le cellule
endoteliali si trovano aderenti una all’altra, ma sono carenti di strutture che determinano

una adesione serratal®%°,
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Subito dopo una iniezione interstiziale, quindi, le cellule si allontanano tra loro creando
dei passaggi attraverso i quali le particelle possono diffondere fino a raggiungere il nodo
linfatico. A livello dei linfonodi il destino delle particelle sara diverso a seconda delle loro
dimensioni: nanocarriers tra 30 e 100 nm sono sufficientemente grandi da prevenire un
rapido drenaggio nei capillari sanguigni. Particelle con dimensioni maggiori di 100 nm
sono invece molto suscettibili alla clearance da parte dei macrofagi interstiziali. Particelle
molto piccole (1-20 nm) possono invece raggiungere i linfonodi dal circolo sanguigno
tramite extravasazione. Le caratteristiche superficiali influenzano notevolmente la
ritenzione nel linfonodo. In generale particelle idrofiliche interagiscono poco con le
sostanze presenti nello spazio interstiziale e vengono rapidamente drenate verso i vasi
linfatici.

Non-pegylated
HDL !

* gl S
Figura 13. Rappresentazione del processo di
2 .
g "{\— ‘ clearance che segue una nanoparticella
,{_E;J_:":D? y pegilata rispetto a una che non presenta il

rivestimento in PEG.

Pegylated coating

Mascherandolo il carrier con opportuni polimeri, come il PEG, si ha un aumento del peso
molecolare, un aumento di emivita del farmaco ma anche un carattere stealth,

[63-671 per

sopprimendo I'antigenicita e diminuendo l'uptake da parte del RES (fig. 13)
questa serie di motivi la scelta di una nanoparticella varia a seconda della patologia, della
localizzazione anatomica e dei possibili fattori che influenzano il riconoscimento e il

rilascio specifico.
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Scopo della tesi

Da quanto detto fino ad ora risulta evidente come il mondo delle nanotecnologie é
estremamente vasto, in continua evoluzione e di fondamentale importanza per lo
sviluppo di nuove metodiche che permettano di progettare sistemi innovativi finalizzati
ad un miglioramento delle terapie attuali.

Lo scopo del presente lavoro e quello di studiare e caratterizzare nanocarriers, costituiti
da nanogels in Poly(N-vinyl pyrrolidone)(PVP), e di funzionalizzarli in modo da riconoscere
dei siti target e rilasciare molecole biologicamente attive, sotto controllo di specifici
stimoli.

Nello specifico, la sperimentazione € stata rivolta a dei sistemi basati su nanogels prodotti
mediante B—irraggiamento, utilizzando acceleratori lineari di particelle, prodotti dal
gruppo di ricerca cui fa capo I'ing. Dispenza, del Dipartimento di Ingegneria Chimica,
dell’'Universita degli Studi di Palermo. Questo metodo di sintesi permette di ottenere, in
un unico step, nanogels sterili, di dimensioni controllabili, colloidalmente stabili,
funzionalizzati e facilmente coniugabili a molecole biologiche. Inizialmente, e stata
provata la loro biocompatibilita e non genotossicita in sistemi biologici, caratteristiche
fondamentali per la loro applicazione in campo biomedico. Successivamente, sono stati
messi a punto dei protocolli per la bioconiugazione delle nanoparticelle con diverse
molecole, grazie alla presenza dei gruppi amminici e carbossilici reattivi presenti sulla loro
superficie.

Dopo aver coniugato i nanogels con delle sonde fluorescenti (isotiocianato di fluoresceina
e ammino-fluoresceina), & stata valutata I'affinita dei nanogels per i sistemi biologici in
vitro, verificando la loro capacita di oltrepassare le membrane biologiche. Infatti, & stato
seguito I'uptake dei nanogels in colture cellulari, monitorando nel tempo la localizzazione
intra/extra-cellulare tramite microscopia confocale e saggi di spettrofluorimetria. Il picco
d’internalizzazione € stato osservato dopo 6 ore d’incubazione e I'accumulo avviene
preferenzialmente nella regione perinucleare; mentre per tempi di incubazione piu
lunghi, i nanogels vengono rilasciati lentamente dalle cellule e riversati nell’'ambiente
extracellularel®*%.

Per quanto riguarda la famiglia di nanogels funzionalizzati con gruppi amminici, questi
sono stati bioconiugati con I’anticorpo monoclonale fluorescente, in grado di riconoscere
e legare la glicoproteina di membrana CD44. L’avvenuta bioconiugazione € stata verificata

attraverso analisi sprettrofluorimetrica, mentre per verificare il riconoscimento antigene-
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anticorpo, e la successiva internalizzazione del complesso nanogel-anticorpo, sono state
effettuate osservazioni al microscopio confocale, a diversi tempi di incubazione. A
differenza delle nanoparticelle coniugate con la sola sonda fluorescente, in questo caso si
ha un’internalizzazione piu veloce grazie al riconoscimento antigne-anticorpo. Infatti, per
tempi di incubazione piu brevi (15, 30°) una buona quota di nanoparticelle si trova gia
sulla superficie e all'interno di cellule endoteliali ECV304, che over-esprimono sulla loro
superficie la molecola CD44. Per riuscire ad avere un’attivita di “addressing” sito-
specifico, tali nanoparticelle amminiche sono state coniugate con I'anticorpo fluorescente
anti-B3 che riconosce l'integrina a,B3. Tramite il wound-healing assay su cellule ECV304, &
stato dimostrato il targeting attivo mediato da tali nanoparticelle. Da immagini di
microscopia a epifluorescenza risulta evidente la capacita del complesso nanogel-
anticorpo di riconoscere e legare I'antigene specifico all’interno di un sistema eterogeneo.
L’integrina a3 risulta presente solo sulle cellule limitrofe al wound, in quanto, in seguito
alla transizione epitelio-mesenchima, queste hanno assunto un fenotipo migratorio. Tale
risultato rende i nanogels dei candidati ideali per le terapie antitumorali che sfruttano il
targeting attivo.

Per chiarire quale fosse il meccanismo specifico che media I'internalizzazione dei
nanogels, sono stati fatti dei saggi di inibizione, utilizzando delle sostanze che bloccano
selettivamente diversi tipi di endocitosi. In particolare é stata inibita I'endocitosi mediata
da clatrina, I'endocitosi mediata da caveolina e la macropinocitosi. Mediante analisi
effettuate al citofluorimetro e al microscopio confocale, &€ stato dimostrato che il
meccanismo di internalizzazione dei nanogels preferenziale sfrutta la macropinocitosi.

Per quanto riguarda la famiglia di nanogels funzionalizzati con gruppi carbossilici, questi
sono stati ingegnerizzati per il rilascio controllato di un farmaco chemioterapico, ossia la
Doxorubicina.

La Doxorubicina & un antineoplastico della famiglia delle antracicline, dotato di un ampio
spettro antitumorale. Il farmaco si intercala nel DNA cellulare, inibendo la sintesi degli
acidi nucleici, la mitosi e conseguentemente la proliferazione cellulare.

La Doxorubicina, € stata coniugata ai gruppi carbossilici presenti sui nanogels attraverso
uno spacer (AEDP: aminoethyldithiopropionic acid), contenente un ponte disolfuro (S=S).
Studi di rilascio in vitro hanno dimostrato che in presenza di alte concentrazioni di agenti
riducenti, quali il ditiotreitolo (DTT), si ha la rottura del ponte S=S, che innesca il rilascio

della Doxorubicina. I meccanismo d’azione pensato, sfrutta I'aumento dei livelli di
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glutatione presente nel citoplasma delle cellule tumorali, che risulta essere superiore
rispetto a quello presente nelle cellule normali ™. Per studiare I'efficenza del sistema
proposto nei sistemi biologici, sono stati fatti diversi saggi su cellule MC3T3-E1 non
tumorali e su cellule Hela tumorali. Inoltre, queste cellule sono state trattate (0 meno)
con GSH-OET (fattore in grado di incrementare i livelli di GSH citoplasmatico), ed e stato
valutato il meccanismo di rilascio controllato da nanogels mediante saggi di vitalita
cellulare (Alamar Blue Test), microscopia ad epifluorescenza e analisi citofluorimetrica. |
risutati evidenziano un rilascio di Doxorubicina piu efficiente e rapido nelle cellule
tumorali e in quelle pretrattate con GSH-OEt. Infatti, in queste cellule, la concentrazione
di GSH a livello citoplasmatico & piu elevata e cid comporta una piu rapida rottura del
ponte disolfuro a livello dello spacer e un rilascio piu efficiente del farmaco dai nanogels.
Le molecole di Doxorubicina rilasciate, infatti, penetrano nel nucleo e si intercalano tra le
molecole di DNA, favorendo la morte cellulare.

Infine, sono stati fatti esperimenti preliminari di coniugazione dei nanogels con acidi
nucleici, seguiti da studi di riconoscimento enzimatico, per un futura applicazione dei

nanogels in terapie basate sul silenziamento genico®.
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Materiali e Metodi
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Generazione di nanogels funzionalizzati con gruppi amminici e carbossilici

Il gruppo di lavoro dell’Ing. C. Dispenza, del dipartimento DICGIM dell’Universita degli
Studi di Palermo, ha sviluppato nanogels in Poly (N-vinyl pyrrolidone) (PVP),
funzionalizzati superficialmente con gruppi amminici (indicati con la sigla P*-g-A (100)) e
carbossilici (P*(0.50-0.25)AA50)12132],

| nanogels si formano attraverso il B-irraggiamento di una soluzione acquosa di Poly(N-
vinyl pyrrolidone) (PVP K60, Aldrich) e delle molecole funzionalizzanti (aminopropyl-
methacrylamide, acido acrilico (AA, Aldrich)), ad una determinata dose di radiazioni e per
un certo periodo di tempo che permette la reticolazione del polimero, direttamente in
soluzione.

La soluzione prima di essere sottoposta a B-irraggiamento € filtrata con filtri da 0.22 um,
viene sottoposta a deossigenazione con azoto gassoso, chiusa ermeticamente in fiale di
vetro e saturata di NO, (99,99%). Dopo l'irraggiamento, la soluzione € dializzata per 48
ore con membrana da 100 KDa in acqua distillata. Il PVP formera la rete polimerica del
nanogel, attraverso formazione di specie radicali che, mentre la molecola funzionalizzante
servira per la decorazione di superficie con gruppi chimici reattivi (Fig.1).

[l B-irraggiamento €& eseguito usando I'acceleratore di particelle lineare (10 MeV) all’
ICHTJ di Varsavia (Polonia).
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FIGURA 1: Schematizzazione del meccanismo di sintesi tramite 8-irraggiamento di nanogels.
La sintesi tramite S-irraggiamento offre, tra i tanti vantaggi, la possibilita di inserire nel
volume di reazione sia le molecole di monomero, sia le eventuali molecole di
funzionalizzazione.
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Colture cellulari utilizzate
Le linee cellulari utilizzate sono: MC3T3-E1, ECV304 e Hela.

- La linea cellulare MC3T3-E1 (Mouse Calvaria Cell) € costituita da osteoblasti murini. Tali
cellule hanno la capacita di differenziare in osteoblasti e osteociti e inoltre hanno
mostrato la capacita di formare tessuto osseo calcificato in vitro.

- La linea cellulare ECV304 (Endothelial Cell Vein) é costituita da cellule endoteliali

immortalizzate.

- Le cellule HelLa sono cellule tumorali immortalizzate altamente stabilizzate, molto
utilizzate nella ricerca scientifica. Questa linea cellulare & stata isolata da un cancro della

cervice uterina umana.

Coltura, mantenimento e manipolazione delle colture cellulari

-Materiali

e DMEM (Dulbecco’s modificated Eagle medium)(EuroClone), terreno usato per le
MC3T3 e le Hela

e M199 (medium 199)(EuroClone), terreno usato per le ECV304

e Siero (Fetal Bovin Serum)(EuroClone)

e Antibiotici

e Glutammina

-Coltura cellulare

Per la crescita ottimale dei due tipi cellulari, ai rispettivi terreni, si aggiungono siero fetale
bovino ad una concentrazione pari al 10% del totale, antibiotici all’1% (penicillina e
streptomicina) e glutammina all’1% (EuroClone). Tutti i materiali utilizzati devono essere
sterili e riscaldati a una temperatura di 37 °C; inoltre tutte le operazioni devono essere
condotte sotto cappa rispettando le condizioni di sterilita. Il terreno cosi addizionato
viene definito terreno completo. Le cellule vengono piastrate a bassa densita nelle fiasche
di coltura, alle quali si aggiunge terreno completo. La quantita di cellule da piastrare e la
quantita di terreno variano in base alle dimensioni della piastra. In particolare il terreno
deve essere sufficiente in modo da fornire tutti i nutrienti essenziali alle cellule, ma allo

stesso tempo deve lasciare un adeguato spazio d’aria nella piastra in modo da permettere
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gli scambi gassosi fisiologici delle cellule. In queste condizioni le cellule possono rimanere
nello stesso terreno per un tempo variabile in base al tipo cellulare. Le colture sono
mantenute a 37°C in incubatore con atmosfera umidificata al 5% di CO5.

[l terreno deve essere cambiato quando i nutrienti scarseggiano o quando in qualche
modo viene alterato. La principale alterazione possibile € la variazione di pH, causata dal
metabolismo cellulare che rilascia diversi prodotti acidi. Il terreno contiene un indicatore
di pH (di solito rosso fenolo) che fara virare il colore in funzione del pH. In particolare il
colore di partenza (solitamente un rosso violaceo o arancio) virera a un giallo intenso. In
questo caso sara necessario cambiare il terreno.

La proliferazione cellulare raggiungera un punto in cui ogni cellula avra contatti con le
altre cellule e la piastra non offrira piu alcuno spazio per le crescita di nuove cellule. In
questa condizione (definita di confluenza), le cellule smetteranno di dividersi e sara
necessario distribuirle in piastre diverse, in modo da far riprendere i normali processi di
divisione cellulare.

Per operare tale procedura sara necessario staccare le cellule in modo enzimatico dalla
piastra di coltura. La coltura cellulare viene innanzi tutto incubata per qualche minuto (in
genere 5 minuti) con PBS (Phosphate buffered saline, EuroClone) sterile e privo di Ca™ e
Mg™ in modo da allentare i contatti calcio-dipendenti tra le cellule e tra queste e la
piastra. Quindi si elimina il PBS e le cellule vengono incubate a 37 °C con un piccolo
volume (necessario solo a coprire il fondo della piastra) di Tripsina-EDTA 1X (EuroClone)
(diluita in PBS) per qualche minuto in dipendenza dal tipo cellulare (solitamente da 1 a
non piu di 5 minuti). Un lungo periodo in presenza dell’enzima potrebbe danneggiare le
strutture cellulari; per questo motivo, immediatamente dopo il tempo di incubazione
stabilito si aggiungono alla piastra due volumi e mezzo (rispetto il volume di tripsina) di
terreno completo.

Le proteine presenti nel siero in questo modo saturano e inibiscono I'azione della tripsina.
Quindi si recupera tutto e si trasferisce in un falcon. Le cellule vengono imbellettate per
allontanare il terreno contenente la tripsina, e risospese in terreno fresco. Adesso le

cellule sono pronte per essere ripiastrate in piastre nuove con terreno fresco.
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-Conta cellulare
Diversi esperimenti necessitano la conoscenza del numero iniziale di cellule presenti nella
piastra. Per questo motivo € stata introdotta la conta cellulare. A tal fine vengono
utilizzati dei particolari supporti, come la camera di Birker o la camera di Thoma-Zeiss.
La camera di Thoma-Zeiss consta di una robusta lastra di vetro rettangolare, che presenta
al centro un rilievo, delimitato da ambo i lati da due scanalature parallele e un corto solco
trasversale che divide questo rilievo centrale in due meta, ciascuno delle quali porta
inciso un reticolo di conta. Ogni reticolo & quadrato ed ha il lato di 1 mm; tale quadrato
grande al suo interno presenta 16 altri quadrati pit piccoli (Fig. 10). | due reticoli vengono
coperti da un unico vetrino coprioggetto tenuto aderente da due morsetti laterali
metallici. In questo modo, ogni quadrato grande con il coprioggetto viene ad avere un
volume di 0,1 mm?® (= 0,1 pl). Si mettono quindi 10ul di soluzione con le cellule per
reticolo, iniettandola direttamente sotto il copriogetto. Quindi si contano le cellule nei
due quadrati grandi e si fa la media aritmetica (X). Adesso moltiplicando il valore per 10 si
ottiene il numero di cellule per ul, e moltiplicando questo valore per 1000 si ottiene il
numero di cellule per ml. Quindi in totale la media di cellule viene moltiplicata per un
fattore 10%,
Inoltre per evitare di contare numeri troppo elevati di cellule, viene generalmente fatta
una diluizione 1:10 delle cellule risospese dopo la centrifugazione. Quindi alla fine per
avere la giusta quantita di cellule deve essere tenuto in considerazione tale fattore di
diluizione. Essendo un fattore di diluizione pari a 10, il valore viene anche moltiplicato per
10. Quindi alla fine per avere il giusto numero di cellule totali:

Nr.cells=X  10%« 10  Vr
In questo modo otteniamo il numero di cellule presenti in tutto il nostro volume di
risospensione (Vr). Adesso con una semplice proporzione possiamo trovare il volume da
prelevare per piastrare la quantita di cellule desiderata.
-Congelamento delle cellule
Le cellule, qualora non siano piu immediatamente utili, offrono la possibilita di essere
congelate in azoto liquido. Alla temperatura estrema di -195,82 °C, infatti, le cellule
possono essere mantenute per un tempo indefinito senza subire danni. In questo modo
ogni laboratorio puo fornire di una “scorta” di cellule utilizzabili in caso di bisogno. Anche
le operazioni di congelamento devono essere eseguite in sterilita. Dopo aver staccato e

centrifugato le cellule in modo da ottenere un pellet, si risospende in un volume di siero
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adeguato al pellet in questione. Dopo aver contato le cellule, si deve operare aggiungendo
siero in modo da avere 1milione di cellule per ml. Ogni criotubo, infatti, pud contenere un
volume pari ad 1ml. La soluzione congelante € costituita da 90% di siero e 10% di DMSO.
In ogni criotubo quindi mettiamo una quantita di cellule risospese in siero pari a 900ul,
alla quale aggiungiamo 100ul di DMSO. Il DMSO € un agente crioprotettore, che ha la
funzione di scalzare le molecole di acqua presenti tra i fosfolipidi delle membrane
cellulari, evitando in tal modo la morte delle cellule durante il congelamento. Tutti i
procedimenti vanno eseguiti con le soluzioni fredde (4 °C) in modo da avere un
abbassamento della temperatura graduale e non stressare esageratamente le cellule.
Messe quindi le cellule con le soluzioni nei criotubi, queste vengono conservate a -80 °C
per circa 24 ore. Successivamente possono essere trasferite nelle apposite stecche da
immergere nell’azoto liquido.

-Scongelamento delle cellule

Per essere riutilizzate le cellule crioconservate devono essere prima scongelate. | criotubi
vengono prelevati dal contenitore con l'azoto e lasciati scongelare a temperatura
ambiente. Prima che la sospensione cellulare si scongeli completamente, bisogna
prelevarla e trasferirla in un tubo contenente 10 ml di terreno completo freddo. Quindi si
centrifuga il tutto a 1000 rpm per 5 minuti e si aspira il surnatante. Il pellet quindi viene
risospeso in terreno completo scaldato a 37 °C. Adesso le cellule sono pronte per essere
nuovamente piastrate negli appositi contenitori e venire incubate in modo da poter
riprendere il loro normale ciclo vitale che il congelamento aveva temporaneamente

interrotto.

Valutazione della biocompatibilita dei nanogels in PVP
-Test MTT

Il saggio con MTT (bromuro di dimetil-tiazolil-difenil-tetrazolio) (MTT Cell Proliferation
Assay Kit, Invitrogen) & un test colorimetrico quantitativo. Il saggio si basa sulla capacita
degli enzimi succinato deidrogenasi mitocondriale, presenti nelle cellule vitali, di
trasformare il sale MTT tetrazolium 3-(4,5-dimethylthiazolo-2-yl)-2,5- diphenytetrasolium
bromide, di color giallo, in cristalli di formazano, mediante rottura dell’anello tetrazolico. |
cristalli hanno una colorazione porpora e sono insolubili in soluzioni acquose. Solubilizzati
tali sali dalle cellule, solitamente con DMSO, I'intensita della colorazione viene misurata

attraverso le misurazioni in assorbanza in un range di lunghezza d’onda di 490-570nm. La
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densita ottica ottenuta e direttamente proporzionale al numero di cellule vitali. La
percentuale di vitalita & espressa come:

% = [media campione/media controllo negativo] x 100.
La linee cellulari MC3T3-E1 ed ECV304 sono state piastrate in una multiwell da 96 alla
densita di 10* cellule per pozzetto. Il giorno successivo le cellule vengono incubate con la
sintesi a diverse concentrazioni:
- Le MC3T3-E1 sono state trattate con P*-g-A(100) alle concentrazioni di 100ug, 50ug,
25ug, 12,5ug, per 24ore.
- Le ECV304 sono state tratteta con P*(0.25)AA50 alle concentrazioni di 30ug, 60ug,
120ug per 24 ore.
In contemporanea sono stati portati avanti un controllo negativo (con cellule non
trattate) e un controllo positivo (con cellule trattate un farmaco che induce morte
cellulare, Doxorubicina, 5uM). Dopo 24h di incubazione, le cellule vengono lavate con PBS
e incubate con terreno di coltura contenente I'MTT (MTT solution) ad una concentrazione
di 0,5mg/ml. Dopo un’incubazione di 2h a 37 °C, si osserva la formazione dei granuli
violacei di formazano all'interno delle cellule. A questo punto si elimina il mezzo di coltura
e si trattano le cellule con 100ul di DMSO, in modo da solubilizzare i sali di formazano. Si
ottiene una soluzione di colore viola, la cui assorbanza a 490 nm di lunghezza d'onda é
stata letta allo spettrofotometro DU-730 Life Science (Beckman Coulter). L'intensita di
colorazione é proporzionale alla quantita di formazano in essa disciolto, quindi al grado di
vitalita cellulare. | risultati sono stati espressi come rapporto percentuale dell’assorbanza
fra il campione trattato e il controllo non trattato.
-Saggio di attivazione delle Caspasi 3/7/8
Le caspasi sono proteasi a cisteina che tagliano i peptidi dopo un residuo di acido
aspartico. Le caspasi sono implicate in diversi ruoli dal punto di vista cellulare; prima fra
tutti I'apoptosi, ossia la morte cellulare programmata. Qualora una cellula subisca un
danno irreversibile, quale potrebbe un danno al DNA, questa attiva il meccanismo
dell’'apoptosi per eliminare in modo definitivo la cellula portante 'anomalia; in questo
modo viene evitata I'estensione del danno alle altre cellule. Nella regolazione del
meccanismo apoptotico, le caspasi hanno un ruolo fondamentale. Queste proteasi hanno
come substrato diverse componenti essenziali per il ciclo cellulare; tra queste ricordiamo:

proteine del citoscheletro (da cui il cambiamento di forma della cellula apoptotica),
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proteine del nucelar envelope, fattori di trascrizione, proteine della regolazione del ciclo
cellulare, proteine della trasduzione del segnale e della replicazione del DNA.

La famiglia umana delle caspasi é costituita da 10 membri. Abbiamo caspasi implicate
nella maturazione delle citochine (caspasi 1, 4, 5) non implicate quindi nell’apoptosi,
caspasi iniziatrici (caspasi 2, 8, 9, 10) e caspasi effettrici (caspasi 3, 6, 7).

[l saggio effettuato prevede la verifica dell’attivazione delle specifiche caspasi 3, 7, 8. In
particolare la caspasi 8 € la caspasi iniziatrice, che attiva in seguito le caspasi 3 e 7. Queste
ultime hanno una struttura molecolare simile e riconoscono come sito di taglio il
tetrapeptide Asp-x-x-Asp, dove x rappresenta un qualungue aminoacido.

Poiché quindi I'attivazione delle caspasi risulta essere la risposta ad un danno cellulare, la
verifica di tale attivazione permette di evidenziare eventuali danni subiti dalla cellula in
seguito all’esposizione a diversi composti, come i nanogela. L’attivazione delle caspasi
risulta essere un marker biochimico dell’apoptosi. La presenza di tale marker prova
I'esistenza di una qualche forma di citotossicita che i composti in questione hanno sulle
cellule.

[l test di attivazione delle caspasi 3/7/8 si articola in diverse fasi:

. Lisi meccanica delle cellule per procedere con I’estratto proteico

. Quantificazione delle proteine estratte tramite saggio di Bradford
. Incubazione dell’estratto proteico con il substrato caspasi-specifico
. Monitoraggio della cinetica di reazione tramite spettrofluorimetria

Le cellule vengono piastrate ad alta densitd per 24h con terreno completo in una
multiwell da sei pozzetti. Il giorno seguente le cellule sono state incubate con i nanogels:

- Le MC3T3-E1 sono state trattate con P*-g-A(100) alle concentrazioni di 20ug per 24ore

- Le ECV304 sono state tratteta con P*(0.25)AA50 alle concentrazioni di 250ug/ml per 24
ore.

Successivamente, le cellule vengono incubate con PBS e staccate meccanicamente dalle
piastre con lo scraper. Recuperate, vengono centrifugate per 5 minuti a 1000rpm.
Eliminato il surnatante, il pellet viene risospeso in 70ul di Triton 1% in PBS e incubate per
10 minuti a temperatura ambiente. Il Triton € un tensioattivo che ha la funzione di
rompere le membrane cellulari e solubilizzare le proteine. Dopodiché i campioni vengono
centrifugati a 10.000rpm per 10 minuti, in modo da eliminare col pellet i residui cellulari.
Per quantificare le proteine estratte, & stata utilizzata I'analisi Bradford. Questo metodo

prevede la costruzione di una curva standard di campioni contenenti quantita note e
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crescenti di una proteina purificata, I'albumina del siero bovino (BSA). Quindi la quantita
di proteine nei campioni viene determinata confrontando i valori della curva standard,
leggendo la densita ottica (OD) a 595nm. Il reattivo di Bradford contiene, come
cromogeno, il Coomassie Brillant Blue R-250, che quando lega le proteine ha uno
spostamento del massimo di assorbimento da 465 nm (rosso) a 595 nm (blu) in soluzioni
acide.

Per interpolazione alla curva viene determinata la concentrazione, incognita, delle
proteine totali estratte dal lisato cellulare.

L’estratto proteico di ciascun campione (20ug) € stato addizionato con il substrato Ac-
Asp-Glu-Val-Asp-MCA 8uM (PeptaNova, Peptide Institute). Tale peptide € substrato delle
caspasi, ed emette fluorescenza in seguito al taglio operato da queste. La fluorescenza
emessa € indice dell’attivazione delle caspasi nelle cellule. Monitorando la fluorescenza,
quindi, si verifica I'’eventuale instaurarsi del meccanismo apoptotico mediato dalle
caspasi.

Viene quindi effettuata una cinetica di reazione, rilevando la fluorescenza ad intervalli di
tempo di 15 minuti a partire dal tempo zero fino a 2h, a 37 °C, mediante Spectra
MaxiGemini EM-500 (Molecular Devices) e i dati sono stati elaborati mediante SoftMax
Pro 5.2 software.

Sono portati avanti anche i controlli negativo (estratto proteico di cellule non trattate) e
positivo (estratto proteico di cellule trattate per 24h con Doxorubicina 5uM, potente
induttore apoptotico).

-Colorazione con Arancio di acridina

Le cellule ECV304 sono state piastrate su vetrino sterile e coltivate in MEM199 completo
per 24 h. Successivamente, le cellule sono state incubate rispettivamente, con 60 e 250
ug /mL di P*(0.25)AA50 per 24 h. Dopo il periodo di incubazione, il mezzo é stato rimosso
e le cellule sono state lavate con PBS, successivamente, le cellule sono state colorate con
la soluzione arancio di acridina PBS (Sigma) a 100ug/mL per 10 min a temperatura
ambiente e rapidamente esaminati al microscopio a fluorescenza (Leica, DFC450C). L’
arancio di acridina & un colorante metacromatico che penetra all'interno della cllula e
lega I’ acido nucleico legame ed emette fluorescenza verde quando si lega a doppio
filamento di DNA e fluorescenza rossa quando si lega al DNA a singolo filamento o

al’RNA. Questa colorazione discrimina tra cellule vive (nuclei verdi) da quelle danneggiate
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(nuclei rossi) cellule. Come controllo positivo, le cellule sono state trattate con

Doxorubicina (Dox, Ebewe Pharma) a 5 uM per 24 h.

Coniugazione nanogels con sonde fluorescenti

| nanogels P*-g-A(100) sono stati trattati una soluzione di Borax 0,05 M (pH 9.3), 0.4 M
NaCl (1,4 mL) e con 14 pg/ml di una soluzione di metanolo/acqua (0,1 vol% MeOH) di
isotiocianato di fluoresceina o FITC (2 mL). La soluzione é stata mantenuta a 37 ° C sotto
agitazione per 2 h. I NGs coniugati sono stati poi accuratamente dializzati in tubi da dialisi
contro PBS pH 7,4, usando tubi da dialisi (MWCO 12-14 kDa). | campioni coniugati sono
stati analizzati mediante letture spettrofotometriche usando DU-730 Life Science

(Beckman Coulter).

| nanogels P*(0.25)AA50 sono stati coniugati con wuna sonda fluorescente
I'amminofluoresceina (AF, Aldrich) tramite protocollo standard!” basato sull’ 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil] carbodiimide - N-idrossisulfosuccinimmide (EDC/Sulfo-NHS, Aldrich).
La reazione e condotta a 37°C in acido 2- (N-morfolino) etanesulfonico (MES, Aldrich) a pH
5, in eccesso di AF (rapporto molare tra AF nella soluzione irradiata e gruppi COOH & pari
a 10). La reazione € avvenuta in agitazione. Il sistema di nanogel coniugato con il probe &
stato poi purificato attraverso dialisi in acqua. | nanogels cosi coniugati sono denominati
P*(0.25)AA50-AF. Il grado di coniugazione & stato stimato attraverso lettura allo
spettrofluorimetro (Shimadzu 2401-PC spectrofluorimeter). Lo spettro di emissione &

stato ottenuto eccitando I’AF a Aex= 490 nm (Aem= 520 Nm).
Studio di internalizzazione dei nanogels fluorescenti

-Microscopia confocale

La microscopia confocale € una tecnica ottica principalmente utilizzata per lo studio
tridimensionale di strutture biologiche isolate o in situ.

[l sezionamento ottico di un sistema biologico consiste nella raccolta di una serie
d'immagini di piani paralleli, spostando il fuoco dell’obiettivo, lungo un asse, che
generalmente coincide con I'asse di propagazione della luce.

La microscopia confocale usa, per eccitare le molecole, una sorgente luminosa molto

intensa, il laser. La luce emessa dai fluorocromi del campione, eccitati dal laser, &
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catturata dalle lenti dell’obiettivo, attraversa lo specchio dicroico e raggiunge il
fotomoltiplicatore, che trasforma I'intensita luminosa in un segnale elettrivo d’intensita
proporzionale. Tra lo specchio dicroico ed il fotomoltiplicatore, il fascio luminoso
attraversa un diaframma (pinhole) che impedisce alla luce proveniente dalle zone fuori
fuoco di raggiungere il fotomoltiplicatore stesso. In questo modo solo il segnale luminoso
relativo al piano di fuoco viene registrato e utilizzato nella formazione dell'immagine
finale.

Per ottenere la rappresentazione non di una porzione microscopica del campione ma
dell’intero piano, si muove il fascio di luce lungo il campione di punto in punto, in modo
che tutto il piano situato alla profondita voluta venga illuminato dal fascio di luce secondo
una precisa sequenza. Questo processo viene definito scansione. Spostando lungo I'asse
verticale, il campione dopo ogni scansione, & possibile eseguire una serie di scansioni
successive corrispondenti ai piani focali via via piu profondi all'interno del campione.
Queste scansioni prendono il nome di sezioni ottiche, e la loro sovrapposizione ordinata,
eseguita da particolari software, consente di ricostruire un’immagine complessiva
dell’intero volume scansionato, in cui tutti i piani sono contemporaneamente a fuoco.
L’archiviazione su computer di tutti i dati corrispondenti ai pixel delle singole sezioni
ottiche consente di eseguire elaborazioni delle immagini, quali la visualizzazione

tridimensionale dell’oggetto.

Variante P*(0.25)AA50-AF :Le cellule ECV304 sono state piastrate, alla densita di 5x10°
cellule per pozzetto, in una multiwell da 12 contenente vetrini copriogetto sterili e con
M199 completo. Il vetrino era stato prima sterilizzato con etanolo al 70% per 15 minuti e
con PBS per i successivi lavaggi, in modo da eliminare I’etanolo. Dopo 24 ore di crescita, le
cellule sono state incubate con 120ug/ml di P*(0.25)AA50-AF, e sono state prelevate a

diversi tempi di incubazione (1, 3, 6 e 24 ore).

Variante P*-g-A(100)-FITC: Le cellule MC3T3 - E1 sono state seminate con una densita di
5x10° cellule per well in piastre da 12 pozzetti contenenti vetrini coprioggetto sterili in
DMEM completo per 24 h. Successivamente, le cellule sono state incubate con una data
quantitd di P*-g-A(100)-FITC (20 pg/well). Dopo diversi tempi di incubazione,

rispettivamente 30 min, 1, 3, 6, 8, 24 e 48 ore, i vetrini sono stati prelevati.
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Quindi, dopo il prelievo, i vetrini sono velocemente lavati in PBS per allontanare le
nanoparticelle non internalizzate.

Successivamente le cellule sono state fissate con formaldeide 3,6% per 15 minuti e lavate
tre volte con PBS. Per “marcare” i nuclei, le cellule sono incubate per un minuto a
temperatura ambiente con etidio bromuro (EtBr 1:1000 in PBS). Dopo tre lavaggi in PBS,
le cellule sono pronte per essere osservate al microscopio confocale (Olympus 1x70 con
sistema laser Mellet Griot).

-Analisi spettrofluorimetrica sull’internalizzazione dei nanogels all’interno delle cellule
Le cellule MC3T3-E1 sono state seminate in una piastra da 96 pozzetti ad una densita di 7
x10° cellule/well, coltivate per 24 ore in terreno DMEM completo, e incubate in presenza
di P*-G-A (100) FITC (4 ug / well) per tempi diversi (0, 30 min, 1, 3, 6, 24, e 48 h). Per ogni
tempo, tre pozzetti sono stati sottoposti a letture spettrofluorimetriche (ex/em: 485/538
nm) per misurare la fluorescenza totale del campione, poi, le cellule sono state separate
mezzo e lavate due volte con PBS. La fluorescenza delle nanoparticelle presenti all'interno
delle cellule, cosi come quella presente nel medium e nei lavaggi, € stata valutata usando
Spectra Max Gemini EM-500 (Molecular Devices, dati rielaborati usando Max Pro

software 5.2).
Coniugazione dei nanogels con la proteina BSA

I NGs P*-g-A(100)(1,2 ml) sono stati incubati con un uguale volume di soluzione di borax
(0,05 M-pH 9.3) con NaCl (0,4 M) per 10 min a temperatura ambiente. Successivamente, &
stata aggiunta una soluzione acquosa (600 ul) contenente 1 mg di proteina albumina
sierica bovina (BSA ultrapura ; Sigma Aldrich). Un sistema di controllo € stato preparato
come descritto sopra, ma non é stata aggiunta BSA. Le miscele sono state poi incubate a
37°C per 2h, in agitazione. In seguito, il sistema coniugato alla BSA (P*-g-A(100)-BSA) e il
relativo controllo sono stati accuratamente dializzati contro PBS con membrane 100kDa,
per consentire il rilascio della BSA non coniugata. Per confermare la coniugazione, i
campioni sono stati analizzati allo spettrofotometro DU 730 Life Science (Beckman
Coulter), leggendo in un intervallo tra 200 e 500 nm. Per quantificare la quantita di BSA
coniugata alle nanoparticelle, € stata costruita un curva di calibrazione utilizzando

soluzioni con concentrazioni crescenti della proteina.
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Coniugazione dei nanogels con Anticorpi Monoclonali Fluorescenti

La coniugazione tra P*-g-A(100) e I'anticorpo (Ab) monoclonale anti-CD44™™ & avvenuta
mediante un protocollo standard”” che sfrutta i reagenti EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide) e Sulfo-NHS (N-Hydroxysulfosuccinimide) Aldrich. La
procedura di bioconiugazione si articola in due distinte fasi; e infatti necessario prima
attivare i gruppi funzionali in modo da renderli reattivi. A tal fine, I'’Ab viene fatto reagire
con 50ul di EDC (0,2mM), 50l di sulfo-NHS (0,2mM) e 750ul di MES buffer (pH 5). Il MES
rappresenta il tampone ideale per la bioconiugazione tramite EDC e sulfo-NHS. La
reazione viene incubata per 30 minuti a 25 °C e 350rpm. Dopodiché, al volume di reazione
viene aggiunta la sintesi P*-g-A(100), e la reazione € portata avanti per 4h a 25 °C e
400rpm. In parallelo, come controllo, & stata portata avanti una reazione analoga
presentante 250ul di acqua invece che anticorpo. In seguito alla reazione sono effettuati
dei lavaggi con PBS in tubi con filtri da 300kDa, in modo da eliminare i reagenti e le
eventuali molecole di anticorpo non legate alle particelle. Per verificare I'avvenuta
coniugazione dell’anticorpo alle particelle, complesso identificato come P*-g-A(100)-
antiCD44-™""¢, sono state effettuate delle letture di fluorescenza (ex/em: 541/572 nm) dei
campioni dopo i lavaggi, dei lavaggi stessi e di un curva di calibrazione utilizzando
soluzioni con concentrazioni crescenti dell’Ab libero, usando Spectra Max Gemini EM-500

(Molecular Devices, dati rielaborati usando Max Pro software 5.2).
Studi di localizzazione degli immunonanogels in colture cellulari

Le cellule ECV 304 sono state coltivate ad una densita di 5 x 10° cellule/pozzetto in piastre
da 12 pozzetti contenenti vetrini sterili in MEM199 completo , per 24 h. Le cellule sono
state incubate con 4pg/well di P*-g-A(100)-antiCD44-™"¢. A differenti tempi di
incubazione , e in particolare 15 *, 30 ', 1h, 3h, 6h, 24h, le cellule sono state rapidamente
lavate con PBS per rimuovere nanoparticelle che sono state legate dalla membrana
cellulare, fissate con 3,7 % di formaldeide per 15 min, e nuovamente lavate due volte con
tampone PBS . In seguito, le cellule sono state colorate con falloidina-FITC (1:500) per 15',
che marca i filamenti di actina verdi, e con DAPI (1:100) per 30", che marca in blu i nuclei.
La localizzazione degli immunonanogels all'interno delle cellule & stata monitorata
mediante analisi di microscopia confocale (Olympus 1X70 con sistema laser Melles Griot)

ed a epifluorescenza (Leica).
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-Studio di colocalizzazione del sistema P*-g-A(100)"™ coniugati all’ antiCD44™° su
cellule ECV304

Le cellule ECV 304 sono state coltivate ad una densita di 5 x 10° cellule/pozzetto in piastre
da 12 pozzetti contenenti vetrini sterili in MEM199 completo per 24 h. Le cellule sono
state incubate con 100ul di P*-g-A(100)"™ coniugati all’ antiCD44™" (10ug) per 3h.
Dopo, le cellule sono state fissate con 3,7 % di formaldeide per 15, e lavate due volte con
PBS . In seguito, le cellule sono state colorate a temperatura ambiente con DAPI (1:100)
per 30 ', rendendo blu i nuclei. La colocalizzazione é stata studiata mediante microscopia

confocale (Zeiss) .
Studi sul meccanismo di internalizzazione dei nanogels

-Inibizione dei patways di endocitosi

Gli esperimenti di inibizione sull’internalizzazione dei NGs P*-g-A(100)-antiCD44-™""¢ sono
stati eseguiti in cellule ECV304. Gli esperimenti sono stati eseguiti in tampone PBS,
integrati con 5 mM 2- deossi-D- glucosio (PBS(G) buffer). Dopo la rimozione del mezzo di
coltura, ciascun pozzetto é stato lavato due volte e successivamente incubato per 10 ' con
PBS(G) buffer. L’Ossido di Phenylarsine o PAO (30uM), nystatin (50 uM) e il 5-(N-etil-N -
isopropil)amiloride o EIPA (75 uM) (Sigma Aldrich) sono gli inibitori utilizzati in questi
saggi e sono stati disciolti in DMSO. La concentrazione finale di DMSO era inferiore allo
0,5 %. Le cellule controllo sono state trattate con le stesse concentrazioni di DMSO, in
ciascun esperimento. Gli effetti di questi inibitori sono stati valutati incubando i vari
campioni cellulari con ciascuno inibitore (PAO, Nystatin, EIPA) in PBS(G) per 10 minuti, a
37°C. Successivamente, sono stati aggiunti 80ug di P*-g-A(100)-antiCD44™"™ per 1h. Per
stimare la quota di internalizzazione passiva delle nanoparticelle, le cellule sono state
incubate in PBS(G) a 4°C per 10min per bloccare tutti i processi dipendenti da energia, e
successivamente con le nanoparticelle per 1h .

-Analisi citofluorimetrica

Per gli esperimenti di citometria a flusso, le cellule ECV 304 sono state coltivate in piastre
da 6 pozzetti fino al 70 % di confluenza. Dopo I'inibizione e I'incubazione con i NGs, le
cellule sono state lavate una volte con PBS, raccolte mediante tripsina 1X, imbellettate a
1000rpm per 5 min e risospese in 0,5 ml di PBS. L’analisi citofluorimetrica (FACS) é stata

effettuata utilizzando un FACS - Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg, Germania). Per
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ogni campione, sono stati raccolti 10000 eventi considerando i parametri di side e
forward scatter, e di emissione di fluorescenza (FL1,FL2-530,585 nm) . Il software Diva BD
FACS é stato utilizzato per I'analisi dei dati.

-Analisi di microscopia confocale

Per I'analisi confocale, 5 x 10° cellule sono state piastrate su vetrini sterili in piastre da 12
pozzetti. Dopo gli esperimenti di inibizione e di incubazione con i NGs, le cellule sono
state lavate due volte con PBS e poi incubate con 6uM di DiO-C16 (marcatore della
membrana plasmatica) per 15 min (Invitrogen). La localizzazione degli immunonanogels &
stata monitorata mediante analisi di microscopia confocale (Olympus 1X70 con sistema

laser Melles Griot).
Esperimenti di targeting attivo mediante Wound Healing assay

Le cellule ECV304 sono state seminate ad una densita di 5x10° su vetrini sterili in piastre
da 24 pozzetti e coltivate fino al raggiungimento della confluenza cellulare. Usando la
punta di un puntale é stato fatto un graffio, simulando una ferita in vitro. Le cellule sono
state lavate 3 volte con PBS e poi incubate con terreno completo per 2h. Quindi, le cellule
sono state incubate con 50pg di P*-g-A(100)antiB3™ per 30 min. In seguito, le cellule
sono state fissate con formaldeide 3,6%, il citoscheletro delle cellule & stato marcato con
falloidina-FITC (1:500) per 15min ed i nuclei con DAPI (1:100) per 30 min. La localizzazione
degli immunonanogels & stata monitorata mediante microscopia a epifluorescenza

(Leica).
Protocollo di coniugazione dei nanogels con la Doxorubicina

[l protocollo di coniugazione dei nanogels funzionalizzati con gruppi -COOH prevede
I'attivazione dei gruppi funzionali stessi affinché questi possano essere coinvolti nella
reazione. A tal fine, & stato definito un protocollo di coniugazionel’ che sfrutta il
reagente EDC (3,6mM) in una soluzione di MES a pH 5 a cui é stato aggiunto P*(0.5)AA50
(1 mg) e Doxorubicina (2 mg/ml, Ebewe Pharma), per 3 ore in agitazione a 37°C. Dopo
prolungata dialisi contro acqua sterile in tubi da 100kDa, il coniugato, indicato con
P*(0.5)AA50-DOX, é stato analizzato mediante spettrofotometro, in relazione a delle
letture effettuate su campioni di farmaco libero a concentrazioni note.

-Alamar blue test
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L’Alamar Blue & un saggio di vitalita cellulare, di tipo metabolico colorimetrico vitale, che
permette di quantificare facilmente il grado di cellularita grazie all’incorporazione di un
indicatore di ossido riduzione che vira il proprio colore in risposta alla riduzione chimica
del terreno di coltura, indice del metabolisimo cellulare. Le cellule Hela sono state
piastrate, alla densita 6 x10° cellule per pozzetto, in una multiwell da 96 e addizionate di
terreno DMEM completo. Dopo 24 ore di crescita, le cellule sono state incubate con
P*(0.5)AA50-DOX (5uM di Doxorubicina) per 24 e 48h. Parallelamente sono stati allestiti
dei controlli costituiti da cellule non trattate e cellule incubate con 5uM di Doxorubicina
libera per 24 e 48 h.

Successivamente sono state rimosse le nanoparticelle e le cellule sono state incubate con
I’Alamar Blue, diluito 1:10 nel terreno di coltura. Il tempo d’incubazione é di 2 ore a 37°C.
Per eseguire I'analisi si preleva medium e si legge l'intensita di fluorescenza ( Aecc 530/25
nm e Aem 590/35 nm), mediante spettrofluorimetro (Spectra Max Gemini EM-500), che
virain base al grado di vitalita cellulare.

| risultati sono stati espressi come rapporto percentuale della fluorescenza fra il campione

trattato e il controllo non trattato.

Sviluppo dei nanogels P*(0.50)AA-AEDP-DOX

I NGs sono stati coniugati con uno spacer e con il farmaco, mediante un processo in due
fasi. Entrambe le fasi sono state effettuate a 25°C, in MES buffer a pH 5, in eccesso di
ligandi rispetto gruppi carbossilici e sotto continua agitazione. La prima reazione di
coniugazione avviene tra i gruppi carbossilici del nanogel e I'estremita N-terminale di uno
spacer (AEDP, VWR), che presenta un ponte disolfuro all’interno della struttura. La
seconda reazione avviene all’estremita C-terminale dello spacer, alla quale si lega il
farmaco. Il protocollo!” nel dettaglio comprende un primo step di coniugazione dello
spacer (AEDP) ai Ngs: Sulfo-NHS (4,5 mM), EDC/MES (1,8 mM), P*(0.5)AA50 (1 mg) e
AEDP (0.5 mM). Le soluzioni sono preparate in condizioni di sterilita, filtrate con filtri da
0.2 um. La reazione & stata condotta in agitazione per due. Successivamente & stata
dializzata in acqua sterile, con tubi da dialisi da 14kDa.

Il secondo step di coniugazione avviene tra P*(0.25)AA50-AEDP in EDC/MES (3,6 mM) e
Doxorubicina (2 mg/ml, Ebewe Pharma). La reazione e stata condotta in agitazione per
due ore. Successivamente e dializzata in acqua sterile, con tubi da dialisi da 100kDa. |

nanogels cosi ottenuti sono denominati P*(0.50)AA50-AEDP-DOX.
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Per valutare I'efficienza di coniugazione, si & creata una curva di calibrazione standard
ottenuta mediante lettura allo spettrofotometro (Spectra Max Gemini EM-500) di
diluizioni seriali Doxorubicina libera.

-Studio sulla cinetica di rilascio in vitro in condizioni riducenti

| nanogels P*(0.25)AA50-AEDP-DOXO coniugati con spacer (AEDP) e Doxorubicina, sono
stati sottoposti ad un test di rilascio in vitro sfruttando la presenza di DTT (ditiotreitolo,
Sigma Aldrich) come agente riducente, nel mezzo di rilascio. 5ml di soluzione contenente i
nanogels P*(0.5)AA50-AEDP-DOX sono posti all’interno di una membrana da dialisi
(MWCO 12 kDa) e immersi in 50 ml di tampone (Tris-HCl 1mM pH 7.4) contenente DTT
alla concentrazione 10 mM e 0,1mM. E stato allestito anche un controllo in cui la
concentrazione DTT e pari a zero. | sistemi sono mantenuti a 37°C in continua agitazione
(200 rpm). A intervalli prestabiliti (0, 1, 2, 4, 6, 10, 24 ore), si preleva un aliquota (10 ml) di
tampone, che viene rimpiazzata con 10 ml di tampone fresco. La percentuale di Dox
rilasciata & determinata tramite misurazioni allo spettrofotometro GloMax®-Multi

Detection System.

Studio sul rilascio controllato del farmaco in cellule, mediante stimolazione

da parte del glutatione

-AlamarBlue test

Per valutare il rilascio controllato di Doxorubicina, mediato dal glutatione, sono stati
condotti due tipi di saggio su cellule MC3T3-E1 e Hela: Alamar Blue test per valutare la
vitalita cellulare dopo i trattamenti e analisi di microscopia a fluorescenza per valutare la
localizzazione della Doxorubicina nelle cellule. Le cellule MC3T3-E1 e Hela sono state
piastrate, alla densita 6 x10° cellule per pozzetto, in una multiwell da 96 e addizionate di
terreno DMEM completo. Dopo 24 ore di crescita, le cellule sono state incubate con GSH-
OET (Glutathione reduced ethyl ester, Sigma Aldrich) alla concentrazione 10 mM in
terreno DMEM completo, per 2 ore a 37°C.

Successivamente il medium con GSH-OET é stato rimosso, le cellule sono state sottoposte
a 2 lavaggi con DMEM completo e incubate a 37°C con P*(0.50)AA50-AEDP-DOX. Le
cellule HelLa sono state incubate con i NGs (1ug/ml) per 24 e 48h. Mentre le cellule
MC3T3-E1 sono state incubate con (0,3ug/ml) per 48 e 72h. Parallelamente sono stati

allestiti dei controlli costituiti da cellule non pretrattate con GSH-OET ma incubate con i
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NGs, e cellule incubate con Doxorubicina libera alla stessa concentrazione di farmaco
usato nei campioni incubati con P*(0.50)AA50-AEDP-DOX.

Successivamente sono state rimosse le nanoparticelle e le cellule sono state incubate con
una soluzione contenente I’Alamar Blue (10% nel terreno di coltura). Per eseguire I'analisi
si preleva medium e si legge I'intensita di fluorescenza (Aecc 530/25 nm e Aem 590/35 nm),
mediante spettrofluorimetro (SinergyHT BioTech), che vira in base al grado di vitalita
cellulare.

| risultati sono stati espressi come rapporto percentuale della fluorescenza fra il campione
trattato e il controllo di cellule non trattate.

-Analisi di microscopia a epifluorescenza

Le cellule MC3T3-E1 ed Hela sono state piastrate, alla densita di 12x10* cellule per
pozzetto, in una multiwell da 12 contenente vetrini copriogetto sterili in DMEM completo.
Dopo 24 ore di crescita, un campione di ciascun tipo di cellule e stato incubato per due
ore con GSH-OET (10mM); dopo il periodo d’incubazione le cellule vengono sottoposte a
due lavaggi con DMEM completo. Successivamente le cellule sono state incubate per tre
ore con i nanogels P*(0.5)AA50-AEDP-DOX, (1ug/ml). Al termine delle tre ore
d’incubazione i vetrini sono fissati con formaldeide 3,6% per 15 minuti e lavati tre volte
con PBS. Il citoscheletro di actina é stato marcato con Falloidina-FITC (1:500 in PBS) per 30
minuti; dopo 3 lavaggi con PBS completo, segue un ulteriore colorazione con DAPI (1:1000
in PBS) per 30 secondi, a temperatura ambiente per marcare i nuclei in blu. Dopo altri tre
lavaggi in PBS, le cellule sono pronte per essere osservate al microscopio a
epifluorescenza.

-Analisi citofluorimetrica

Per I'analisi FACS, le cellule Hela sono state coltivate in piastre da 6 pozzetti fino al
raggiungimento della confluenza cellulare. Successivamente, le cellule sono state
incubate per due ore con GSH-OET (10mM); Parallelamente € stato allestito un controllo
non trattato con GSH-OET. Dopo il periodo d’incubazione le cellule vengono sottoposte a
due lavaggi con DMEM completo. Successivamente, le cellule sono state incubate per tre
ore con i nanogels P*(0.5)AA50-AEDP-DOX, (1ug/ml). Quindi, sono state raccolte
mediante tripsina 1X, imbellettate a 1000rpm per 5 min e risospese in 0,5 ml di PBS.
L’analisi citofluorimetrica (FACS) é stata effettuata utilizzando un FACS Calibur (Becton

Dickinson, Germania). Per ogni campione, sono stati raccolti 10000 eventi considerando i
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parametri di side e forward scatter, e di emissione di fluorescenza (FL1 585 nm) . Il

software Diva BD FACS é stato utilizzato per I'analisi dei dati.
Coniugazione dei nanogels ad oligonucleotidi

Gli oligonucleotidi modificati utilizzati sono i seguinti: FAM (FAM5'-AAA ACT GCA GCC AAT
GTA ATC GAA - 3'-NH2), REV_BHQ1(5' - TTC GAT TAC ATT GGC TGC AGT TTT -3 '- BHQL1),
REV(5'-TTC GAT TAC ATT GGC TGC AGT TTT- 3") ( Eurofins).

-Funzionalizzazione di nanogels con oligonucleotidi modificati fluorescenti

| NGs P*(0,25)AA50 sono stati coniugati utilizzando soluzione contenente EDC/NHS
50nM/200mM in tampone MES (pH 5.0). L'oligonucleotide FAM e stato direttamente
attaccato ai gruppi carbossilici del nanogels attraverso I'ammino-link presente
nell’estremita 3. In primo luogo, 200ul di P*(0,5)AA50 sono stati incubati con una
soluzione di EDC/NHS per 30 min a 37°C, in leggera agitazione; successivamente 10ul di
oligonucleotide FAM (2,5 x 102 umoli) sono stati aggiunti ed incubati per 3 ore a 37 °C, in
agitazione. La stessa soluzione, senza oligonucleotide, € stata preparata ed usata come
controllo. Entrambi i sistemi sono stati accuratamente dializzati (72 ore) contro acqua
Milli-Q utilizzando membrane con MWCO 14 kDa, per rimuovere I'oligonucleotide non
coniugato. Al fine di confermare la coniugazione e quantificare I’ oligonucleotide
coniugato, la e stata stimata la fluorescenza emessa dal fluoroforo FAM (eccitazione 495
nm, emissione 520 nm), presente sulla estremita 5' dell'oligonucleotide FAM, utilizzando
Glomax®Multi System (Promega) . Una curva di calibrazione é stata effettuata utilizzando
un soluzioni con concentrazioni crescenti dell’oligonucleotide FAM.

-Test di annealing e di digestione enzimatica

La reazione di annealing e stata effettuata utilizzando un termociclatore (Perkin Elmer,
GeneAmp, sistema PCR), in cui sono stati effettuati due cicli termici per una miscela
contenente P*(0,25)AA50 FAM, REV_BHQ1, 50 mM NaCl , tampone TE 1X (10 mM TrisHCI
pH 7,5, 1 mM EDTA), passando attraverso la temperatura di annealing specifica per le
due sequenze. Dopo I'annealing, i campioni sono stati lavati piu volte con acqua Milli-Q
per rimuovere I'oligonucleotide REV-BHQ1 non appaiato, utilizzando filtri da 100KDa
(Amicon). Come controllo negativo, la stessa reazione é stata condotta utilizzando REV,
un oligonucleotide complementare che manca del quencher. La fluorescenza presente in
entrambi i campioni € stata rilevata mediante Glomax®Multi System3 . Il complesso
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formato dalle nanoparticelle coniugate al doppio filamento, ottenuto in seguito
all’'annealing, € stato incubato con I'enzima di restrizione Pst | (75U/ml ; BioLabs) in un
apropriato buffer a 37°C per 2 ore. Dopo la fase di digestione, i campioni sono stati lavati
20 volte con un volume uguale di acqua Milli-Q , utilizzando filtri da 100KDa (Amicon), per
rimuovere i frammenti di DNA digeriti da Pstl. La fluorescenza presentnei campioni

digeriti e neilavaggi é stata rilevata attraverso Glomax®Multi System3 .
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Risultati

54



Caratterizzazione delle nanoparticelle utilizzate

Una nuova generazione di nanogels in poly(N-vinyl pyrrolidone) é stata sviluppata
mediante B-irraggiamento, grazie ad una collaborazione col gruppo di ricerca a cui fa capo
I'Ing. Dispenza C., dell’Universita degli Studi di Palermo. | nanogels prodotti presentano
due distinte funzionalizzazioni di superficie, date alla presenza di gruppi chimici reattivi ai
quali & possibile coniugare sonde fluorescenti, molecole che mediano un targeting attivo
o che mostrano una particolare attivita biologica.

Nella prima famiglia di nanogels prodotta (indicata con la sigla P*-g-A (100)), la molecola
funzionalizzante APMAM (aminopropyl-methacrylamide), conferisce gruppi amminici
primari (-NH,) alla superficie dei nanogels e viene aggiunta al volume di reazione prima
della sintesi tramite B-irraggiamento (fig.1). Attraverso misure di dynamic light scattering
(DLS) é stato possibile misurare il diametro idrodinamico medio delle P*-g-A (100), che é
risultato essere circa 200 nm.

Nella seconda famiglia di nanogels (indicata come P*(0.25-0.50)AA50), invece, la molecola
funzionalizzante & I'acido acrilico che conferisce alla superficie dei nanogels gruppi
carbossilici (~COOH). In questo caso il diametro idrodinamico medio registrato varia da 25
a di circa 50 nm. Dopo la fase di irraggiamento, la dispersione di nanogels risulta essere
sterile.

Tali nanoparticelle sono state caratterizzate dal punto di vista chimico fisico, attraverso

misure del potenziale ¢, analisi FTIR e NMR e risultano essere dei sistemi stabili con una

[31-32]

densita di carica superficiale, a pH fisiologico, tale da renderli colloidalmente stabili

PVP

Figura 1. Schematizzazione del meccanismo di sintesi tramite 8-irraggiamento di nanogels P*-g-A
(100) in cui é possibile inserire nel volume di reazione sia le molecole di polimero che quelle
funzionalizzanti (APMAM), ottenendo in un unico step, nanogels la cui superficie presenta gruppi
chimici reattivi.
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Valutazione della biocompatibilita

Al fine di verificare se le nanoparticelle in PVP prodotte mediante p-irraggiamento fossero
dei buoni candidati per future applicazioni nei sistemi di drug delivery, per prima cosa, &

stata valutata la loro biocompatibilita con sistemi biologici, in vitro.
-Studi di citotossicita

Attraverso saggi MTT, descritti in materiali e metodi, € stata valutata la vitalita di cellule
MC3T3-E1 (osteoblasti murini) incubate con diverse concentrazioni di P*-g-A(100), ossia
100ug, 50ug, 25ug, 12,5ug, per 24ore. Come e possibile osservare dall’istogramma
(Fig2A.), le cellule incubate con le nanoparticelle mostrano una vitalitd comparabile a
quella delle cellule non trattate (controllo negativo). Al contrario cellule trattate con la
Doxorubicina [5um] (controllo positivo), mostrano piu del 30% di mortalita; a

dimostrazione di assenza di citotossicita da parte dei nanogels analizzati.
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Figura2. Saggi di vitalita cellulare effettuati valutando I'effetto dei sistemi P*-g-A(100) (A) su
cellule MC3T3-E1 e P*(0.25)AA50 su cellule ECV304(B).
Il saggio MTT & stato eseguito anche per la famiglia di nanogels P*(0.25)AA50 ed ¢ stata
valutata I'assenza di citotossicita su cellule ECV304 (cellule endoteliali), dopo 24 ore di
incubazione, in presenza di diverse concentrazioni di nanogels (30ug , 60ug , 120ug).
Dalla figura 2B risulta evidente che la vitalita delle cellule in presenza di nanogels e simile
a quella di cellule non trattate (controllo negativo), diversamente quelle trattate con
Doxorubicina [5um] (controllo positivo) mostrano una mortalita di circa il 40%.
Come risultato si pud concludere che i nanogels, generati mediante B-irragiamento e
funzionalizzati con gruppi amminici o cabossilici, non influenzano la vitalita cellulare, per

cui non risultano essere citotossici.
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-Valutazione di fenomeni apoptotici

Al fine di escludere I'instaurarsi di eventi di tipo apoptotico, in seguito al trattamento
delle cellule con i nanogels, sono stati effettuati dei saggi di attivazione delle caspasi 3-7-
8, in quanto marker biochimici del meccanismo apoptotico.

Poiché I'attivazione di tali enzimi avviene in risposta ad un danno cellulare, in seguito
all’esposizione a radiazioni, agenti chimici o chemioterapici, la verifica di tale attivazione
permette di evidenziare eventuali danni cellulari dovuti all’esposizione con le
nanoparticelle. 1l metodo usato per la misura delle caspasi attive € la rivelazione
fluorometrica, mediante la digestione di substrati sintetici caspasi-specifici. Infatti, le
suddette caspasi, nella loro forma attiva, riconoscono come substrato la sequenza di 5
aminoacidi Ac-Asp-Glu-Val-Asp-MCA, che emette fluorescenza quando & digerita dagli

enzimi attivi.
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Figura 3. Saggi di valutazione dell’attivazione delle caspasi 3/7/8 in cellule MC3T3-E1 trattate
con il sistemi P*-g-A(100) (A) e in cellule ECV304 incubate con P*(0.25)AA50 (B).

Dopo 24h ore di incubazione con i nanogels, & stato eseguito il test e come € possibile
osservare dalla figura 3, in entrambi i casi, la curva relativa ai campioni di cellule trattate
con i nanogels segue lo stesso andamento, nel tempo, della curva relativa alle cellule non
trattate. Mentre la curva relativa al controllo positivo, rappresentato da cellule trattate
con un farmaco, che induce fenomeni apoptotici, ossia la Doxorubicina, si discosta dalle
altre, mostrando un’attivazione enzimatica crescente nel tempo. Questi risultati
confermano I'assenza di fenomeni di morte cellulare programmata indotta dalla presenza

di nanogels P*(0.25) AA50 e P*-g-A(100), rispettivamente in cellule ECV304 ed MC3T3-E1.

-Valutazione dei danni al DNA

Mediante colorazione con Arancio di Acridina é stato possibile analizzare, dal punto di
vista morfologico, se le cellule trattate con i nanogels mostrassero dei danni al DNA.
L’arancio di acridina & un colorante metacromatico, in grado di emettere fluorescenza

verde quando si intercala nel DNA di una cellula sana, mentre emette una fluorescenza
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rossa quando entra nel nucleo di una cellula che presenta un DNA frammentato e a
singolo filamento.

L’analisi é stata eseguita sia su cellule ECV304 che MC3T3 E1 (di quest’ultime i dati non
sono mostrati) incubate con diverse concentrazioni di P*(0.25) AA50 e P*-g-A(100), per
24 ore. La Figura 4 mostra le immagini ottenute, mediante microscopia a fluorescenza, in
seguito a colorazione con arancio di acridina di cellule ECV304; in particolare, i pannelli c-
d della figura 4, mostrano cellule incubate rispettivamente con 60 e 250 ug/ml di
P*(0.25)AA50.

Figura 4. Colorazione con Arancio di acridina di cellule ECV304 non trattate (a), trattate con
Doxorubicina 5uM (b) e incubate con P*(0.25)AA50 60 ug/ml (c) e 250 ug/ml (d).

Dalle immagini si evince che le cellule trattate con i NGs non presentano i classici
cambiamenti morfologici associati agli eventi apoptotici (frammentazione nucleare), ma
mostrano principalmente nuclei uniformi marcati in verde brillante con strutture
organizzate, simili al controllo negativo (pannello a). Viceversa, il DNA danneggiato &
evidente in cellule trattate con la Doxorubicina [5uM] (pannello b), che sono

caratterizzate da nuclei rossi con cromatina condensata o frammentata.
| diversi saggi effettuati sono concordi nel provare che entrambe le famiglie di NGs hanno

una buona biocompatibilita nei confronti dei sistemi cellulari in cui sono state valutate,

vista I'assenza di danni citotossici, genotossici e di fenomeni apoptotici.
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Coniugazione delle nanoparticelle con sonde fluorescenti e studi di up-take

cellulare.

-Sviluppo di nanogels fluorescenti

Grazie alla presenza dei gruppi funzionali presenti sulla superficie dei nanogels é stato
possibile mettere a punto dei protocolli per la coniugazione con delle sonde fluorescenti,
al fine di renderli visibili e poterne seguire il comportamento e il percorso nei sistemi
biologici. Ai gruppi amminici di P*-g-A(100) e stato coniugato [lisotiocianato di
fluoresceina (FITC ex 490/em 520nm) e la conferma dell’avvenuta coniugazione é stata
eseguita mediante delle analisi spettrofotometriche UV-vis e spettrofluorimetriche. Nella
figura 5C, € mostrato lo spettro di assorbimento relativo ai nanogels coniugati con FITC,
che presenta un picco nel punto di massima assorbanza della sonda ( ossia a 490nm), a
differenza dello spettro relativo ai nanogels non coniugati, in cui risulta assente.

Anche per la famiglia di nanogels P*(0.25) AA50 é stato messo a punto un protocollo per
la coniugazione tra i gruppi carbossilici presenti sulla superficie dei nanogels e
I"'amminofluoresceina (AF, ex 490/em 520nm). Come € possibile vedere dalla figura 5B,

attraverso delle letture allo spettrofluorimetro, eccitando il campione coniugato e il suo

controllo (P*(0.25) AA50 non coniugato), ad una lunghezza d’onda di 490nm (A di
massima eccitazione), & stato possibile verificare la presenza del picco a 520nm solo nello
spettro di emissione dei nanogels coniugati ad AF, mentre lo spettro relativo alle

nanoparticelle non coniugate presenta una emissione pari a 0.

-Studi di up-take e di localizzazione dei nanogels in colture cellulari

Per studiare il comportamento dei nanogels nei sistemi biologici, sono state utilizzate le
varianti fluorescenti (P*-g-A(100)-FITC, P*(0.25)50AA-AF), descritte precedentemente. |
saggi di up-take sono stati eseguiti su cellule MC3T3-E1, incubate con P*-g-A(100)-FITC
per diversi periodi di tempo, allo scopo verificare se i nanogels fossero capaci di
oltrepassare la membrana plasmatica e di seguire la loro localizzazione all'interno dei

compartimenti cellulari.
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Figura5. Pannello di sinistra: A) formula chimica del’amminofluorescena e rappresentazione
schematica delle nanoparticelle coniugate alla sonda fluorescente. B) Spettri di emissione di
P*(0.25) AA50 e P*(0.25) AAS0-AF ottenuti eccitando i sistemi a 490nm. Nel pannello C &
mostrato un grafico che rappresenta gli spettri di assorbimento UV-vis dei sistemi P*-g-A(100) e
P*-g-A(100)-FITC.

Dalle immagini di microscopia confocale (Fig. 6A), ottenute dalla sovrapposizione di tutte
le scanzioni effettuate, € possibile notare che dopo 30 min di incubazione, la maggior
parte delle nanoparticelle (fluorescenza verde) si trova ancora in ambiente extracellulare
e in minima parte sulle superficie cellulare. Col passare del tempo la concentrazione di
nanogels all'interno delle cellule aumenta. Infatti, dopo un’ora di incubazione, la
fluorescenza verde intracellulare relativa alla localizzazione delle nanoparticelle risulta
maggiore, mentre diminuisce la quota extracellulare. Dopo 3 ore di incubazione la
quantita di nanoparticelle all’interno delle cellule continua ad aumentare ulteriormente,
fino a raggiungere un massimo di internalizzazione dopo sei 6 ore di incubazione. In
seguito all'internalizzazione, la loro distribuzione citoplasmatica e principalmente
perinucleare, probabilmente perché, in seguito a meccanismi endocitotici, entrano nel
traffico di vescicole collegate all’apparato del Golgi e del reticolo endoplasmatico rugoso.
Dopo 24 ore di incubazione la concentrazione dei nanogels all'interno delle cellule
comincia a dimunuire. Infatti dalle immagini (fig.6A) & evidente che la fluorescenza verde
€ maggiormente presente in ambiente extracellulare. Questi risultati sono in accordo con
quelli ottenuti attraverso delle letture effettuate allo spettrofluorimetro, in cui é stata
stimata la fluorescenza presente all’interno delle cellule MC3T3-E1, incubate con i
nanogels a diversi periodi di tempo. Dal grafico (fig.6B) si evince che nei primi tempi di
incubazione (30"), la fluorescenza all’interno delle cellule & bassa, ma aumenta per tempi

ci incubazione piu lunghi (3-6 ore), per poi tornare a diminuire nelle 24-48 ore successive.
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Probabilmente, i nanogels vengono secreti dalle cellule all’esterno, come prodotti di

scarto.
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Figura 6. A) Immagini di microscopia confocale di cellule MC3T3-E1, marcate con EtBr (rosso)
incubate con P*-g-A(100)-FITC (verde) a diversi tempi (30°,1,3,6 € 24 ore). Ingrandimento 40X. B)
Analisi spettrofluorimetrica: I'istogramma rappresenta la quantita di nanoparticelle fluorescenti
presente all'interno delle cellule MC3T3-E1 incubate a diversi tempi (da 0 a 48h).

Gli esperimenti di uptake e di localizzazione cellulare sono stati eseguiti anche con la
seconda tipologia di nanogels (P*(0.25)50AA-AF) e sono stati effettuati su cellule ECV304.
Anche in questo caso i hanogels mostrano una buona affinita per le cellule e seguono lo
stesso percorso, sia spaziale che temporale, di quelli descritti precedentemente. Infatti,
dalle immagini (fig.7) di microscopia confocale, risulta chiaro che la quota di
nanoparticelle all’interno delle cellule aumenta nel tempo, fino ad essere massima dopo 6
ore di incubazione (C), mentre diminuisce dopo 24ore (D).

Questi risultati indicano che tali nanogels hanno una buona affinita per le cellule. Infatti, &

stata dimostrata la loro abilita di oltrepassare le membrane biologiche.
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Figura 7. Immagini di microscopia confocale di cellule ECV304, marcate con EtBr (rosso)
incubatecon P*(0.25)50AA-AF (verde) a diversi tempi: 1h(A),3h(B),6h(C) e 24h(D)). Ingrandimento
60X.

Coniugazione dei nanogels P*-g-A(100) a molecole biologiche.

-Coniugazione con la proteina BSA

Tutti i dati raccolti indicano un buon grado di biocompatibilita e una buona affinita dei
nanogels per i sistemi biologici, per cui & stata valutata la possibilita di coniugarli a delle
molecole biologiche, al fine di determinare il loro potenziale utilizzo come carriers per i
sistemi di drug delivery. Per i primi esperimenti di bioconiugazione & stata scelta, come
modello sperimentale, la proteina BSA (siero albumina bovina). In seguito alla
bioconiugazione, € stato possibile verificare la presenza della proteina sulla superficie dei
nanogels attraverso letture di assorbimento UV. Il grafico presente in figura 8, mostra che
lo spettro relativo ai NGs coniugati alla BSA ha un picco a 280 nm che coincide con quello
della BSA libera, usata come riferimento standard, mentre risulta assente nel campione
non coniugato. L'interazione tra la BSA e le nanoparticelle & abbastanza forte ed é stato

stimato che la percentuale in peso di BSA rispetto al polimero & circa il 30%2Y.

3
25 —P*.g-A (100) BSA
5 —P*-g-A (100)
< 24 —BSA 0.125 mg/ml
81.5
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0
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Figura8. Nel grafico sono rappresentati gli spettri di assorbimento UV dei capioni coniugati e
non con la proteina BSA, rispetto alla proteina nella forma libera.
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Coniugazione dei nanogels con anticorpi monoclonali

Per la bioconiugazione con anticorpi monoclonali (mAb) e stato messo a punto un
protocollo in cui la reazione di coniugazione viene mediata dai carbodiimidi EDC e sulfo-
NHSY? che hanno permesso la formazione di un legame covalente tra I'anticorpo e i
gruppi amminici presenti sulla superficie delle nanoparticelle (figura 9).

L’anticorpo utilizzato, indicato come anti-CD44™¢ | & un anticorpo monoclonale murino
fluorescente, che riconosce la molecola CD44.

NH;*

NH, T

Figura 9. Schema che rappresenta la coniugazione delle nanoparticelle P*-g-A(100) con
I'anticorpo antiCD44™™ mediante un protocollo basato sull’utilizzo di EDC/Sulfo-NHS.

L’antigene CD44 é la glicoproteina P90, presente sulla superficie cellulare e coinvolta nelle
interazioni cellula-cellula, nell’adesione e nella migrazione cellulare. Si tratta di un
recettore per l'acido ialuronico (HA), ma pud anche interagire con altri ligandi, quali
I'osteopontina, il collagene e le metalloproteasi della matrice (MMP). La verifica
dell’effettiva bioconiugazione tra I'anticorpo e la nanoparticella € stata confermata da
letture in fluorescenza, vista la presenza del fluorocromo TRITC a livello della molecola
anticorpale. Infatti, per avere una stima quantitativa sul grado di coniugazione, sono
state eseguite delle letture allo spettrofluorimetro (ex/em:541/572 nm) della curva di
calibrazione costruita con I'anticorpo libero a concentrazioni note (fig.10) e registrando i
valori di fluorescenza relativi. Da tale curva, per interpolazione, € stata ricavata la
quantita di anticorpo effettivamente coniugata ai NGs leggendo il valore di fluorescenza
del campione coniugato, dopo vari step di purificazione per allontanare I'anticorpo non
coniugato. Inoltre, al valore di fluorescenza registrato per I'immunonanogels € stato
sottratto quello di auto-fluorescenza delle nanoparticelle, eccitate a 541nm. Le stesse
procedure di bioconugazione (e verifica di questa), sono state eseguite per I'anticorpo

monoclonale anti-s™c.
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Figura 10. Grafico relativo alla curva di calibrazione in fluorescenza dell’anticorpo antiCD44™™ e
il relativo valore ottenuto per il sistema coniugato (3,18 ug/ml).

-Studi di localizzazione degli immunonanogels su cellule ECV304

E’ stata esaminata l'interazione tra gli immunonanogels P*-g-A(100)-antiCD44-""¢ e e
cellule ECV304, in quanto questa linea cellulare presenta elevati livelli dell’antigene CD44
sulla sua superficie cellulare.

[l riconoscimento specifico antigene-anticorpo e la successiva internalizzazione
dell'immunonanogels nelle cellule, é stata studiata sia mediante microscopia confocale
che ad epifluorescenza, incubando le cellule ECV304 con gli immunonanogels per diversi
tempi, in particolare 15 min, 30 min, 1h, 3h, 6h, 24h.

In questo caso, la fluorescenza rossa identifica il complesso anticorpo-nanoparticelle.
Dallimmagine presente in figura 11, & possibile notare come dopo soli 15 minuti di
incubazione con le cellule, le nanoparticelle si trovino sulla superficie cellulare.

Infatti, & riportato in letteratura che in seguito al legame con un ligando specifico,
linternalizzazione dell'immuno-complesso avviene nell’arco dei 10 minuti 3!, Grazie a
questa strategia, si ha la possibilita di direzionare velocemente i NGs a livello cellulare,

aumentando il grado di internalizzazione all’interno delle cellule.
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Figura 11. Immagini di microscopia a fluorescenza di cellule ECV304 incubate con P*-g-A(100)-
antiCD44-™¢ per 15'. Le frecce indicano la localizzazione superficiale del’immunonanogels. A)
immagine merge ottenuta dalla sovrapposizione della fluorescenza rossa (P*-g-A(100)-
antiCD44-™" ) e verde relativa al citoscheletro di actina, marcato con falloidina-FITC b)
fluorescenza rossa relativa al complesso P*-g-A(100)-antiCD44-™" . Ingrandimento 60x.

Dall’analisi effettuata mediante microscopia confocale, € stato possibile verificare la
localizzazione dei NGs all’interno di cellule ECV304 in diversi piani focali e a diversi tempi
di incubazione. Come & possibile notare nel pannello rappresentato in figura 12, le sezioni
rappresentate corrispondono a diverse “profondita” lungo I'asse di scansione dalla
superficie che poggia sul vetrino verso I'interno della cellula.

Infatti, partendo da una scansione totale di circa 20 um, la sezione a 3um di profondita
corrisponde alla porzione iniziale della superficie cellulare, la sezione a 8 um alla zona
centrale delle cellule e quella a 15 um alla “massima superficie cellulare acquisibile”
(sezione finale della superficie cellulare).

Alla profondita di 3 um e per tempi brevi di incubazione (15’), € possibile notare che una
buona percentuale di nanoparticelle si trova sulla membrana cellulare, rispetto a quando
le nanoparticelle non sono coniugate ad un agente direzionante.

Nel corso del tempo, la quota di immunonanogels aumenta, soprattutto nelle sezioni
centrali, quindi all'interno delle cellule, probabilmente circolando tra il Golgi e il reticolo
endoplasmatico rugoso attraverso un trasporto vescicolare; mentre comincia a diminuire
nelle 24 ore successive. Dalla figura 13, ottenuta mediante microscopia a fluorescenza é
evidente che dopo 3 ore di incubazione una buona quantita di nanoparticelle si trova a

livello perinucleare.
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Figura 12. Cellule ECV304 (in verde) incubate per diversi tempi con P*-g-A(100)-antiCD44-™"™
(in rosso). Nellimmagine sono rappresentate le fluorescenze marge (sovrapposizione delle
fluorescenze rossa e verde) alle profondita di 3, 8 e 15um, dei campioni a diversi tempi.
Ingrandimento 40x.

Mentre dopo 6 ore di incubazione, la loro distribuzione € piu evidente e distribuita tra i
vari compartimenti citoplasmatici. Nei campioni incubati per 24 ore, la distribuzione
citoplasmatica risulta ancora evidente, anche se in quantita inferiore, mentre sono
nuovamente visibili nanoparticelle a livello della superficie cellulare, presumibilmente a
causa di fenomini di esocitosi. Questi risultati dimostrano che, in seguito alla coniugazione
con le nanoparticelle, I'anticorpo non perde la sua capacita di riconoscere e legare il suo

antigene specifico. Infatti, dopo 15 minuti di incubazione, le NGs si trovano gia a livello
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della membrana plasmatica, direzionate dall’anticorpo e dall’affinitd che esso ha nei

confronti del suo ligando specifico.

Figura 13. Immagini di microscopia a fluorescenza di cellule ECV304 incubate con P*-g-A(100)-
antiCD44-™"¢ a 1h, 3h, 6h, 24h. In verde il citoscheletro marcato con falloidina-Fitc, in blu i
nuclei marcati con Dapi, in rosso P*-g-A(100)-antiCD44-™"°. Le frecce indicano la diversa
localizzazione delle nanoparticelle all’interno delle cellule. Ingrandomento 60x.

FITC

-Analisi di colocalizzazione degli immunonanogels P*-g-A(100) coniugati all’

antiCD44-""C sy cellule ECV304

Per capire se il legame tra le nanoparticelle e I'anticorpo € stabile e viene mantenuto
anche quando il complesso viene internalizzato dalle cellule, & stata pensata una “doppia
coniugazione”. Infatti, i NGs prima sono stati legati direttamente alla sonda fluorescente
FITC, in condizioni non saturanti, in modo da non occupare tutti i gruppi amminici
disponibili, e successivamente con I'anticorpo fluorescente CD44™°. Dalle immagini
ottenute mediante microscopia confocale (figura 14), si puo notare che c’e una perfetta
colocalizzazione tra le due fluorescenze, verde e rossa, dopo 3 ore di incubazione su
cellule ECV304. Attraverso I'analisi dell'immagine ottenuta, e stato possibile elaborare un
grafico di colocalizzazione, mettendo in relazione le diverse intensita di fluorescenza
presenti nel campo selezionato (fig.14). Infatti, il software rielabora le intensita delle
diverse fluorescenze presenti nello stesso pixel e le separa riportandole in un grafico in
cui nella zona 1 riporta i pixel in cui & presente solo la fluorescenza verde, nella zona 2 i
pixel in cui & esclusivamente presente la fluorescenza rossa, e nella zona 3 i pixel in cui ha
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registrato una doppia fluorescenza. Dal grafico, quindi, € possibile concludere che c’é una
perfetta colocalizzazione delle due fluorescenze analizzate, per cui il legame tra le
nanoparticelle e I'anticorpo risulta essere forte e stabile e permane anche dopo 3 ore di

incubazione con le cellule.
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Figura 14. Scatter plot di colocalizzazione dei valori di intensita presente in ogni pixel dell’area
selezionata nell'immagine a sinistra, della fluorescenza di FITC (ngs) nel canale 1 e TRITC (mAb
CD44) nel canale 2. Le aree 1 e 2 rappresentano le intensita a livello dei pixel 'non colocalizing'
di ogni canale, 3 rappresenta I'intensita colocalizzazione. A sinistra le immagini di microscopia
confocale di cellule ECV304 marcate con Dapi (nuclei blu), e incubate con Ngs-FITC (verde)
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Meccanismo di internalizzazione cellulare dei nanogels

In letteratura, sono state riportate diverse vie d’'internalizzazione cellulare che
coinvolgono nanoparticelle di diametro compreso tra i 50 e i 300 nm{™2.

Tra queste troviamo I’endocitosi mediata da clatrina, I’endocitosi mediata da caveolina, la

macropinocitosi e i processi passivi, che non dipendono da energia.
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Schema 1. Rappresentazione dei diversi patways di endocitosi: macropinocitosi, endocitosi
mediata da clatrina e da caveolina.
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Per caratterizzare i meccanismi molecolari che stanno alla base del tipo di endocitosi
sfruttato da tali nanogels, sono stati applicati due metodi di indagine indipendenti, ossia
mediante analisi citofluorimetrica (FACS) e mediante analisi di microscopia confocale, del
complesso P*-g-A(100)-antiCD44-™" su cellule endoteliali ECV304.

L’analisi FACS é stata usata per ottenere informazioni quantitative sulla diminuzione del
grado di internalizzazione dei nanogels, dopo trattamento con inibitori specifci e per
ciascun tipo di endocitosi.

Mentre la microscopia confocale € stata utilizzata per osservare I'effetto dell’inibizione
sulle cellule trattate con i nanogels, da un punto di vista morfologico-qualitativo.

Al fine di inibire selettivamente un patway endocitotico specifico, sono stati utilizzati degli
inibitori metabolici diversi per ciascuna via. In primo luogo, é stato esaminato I'effetto
dell’ossido di fenilarsina (concentrazione 30uM), un inibitore che blocca I''endocitosi
clatrina-dipendente. In seguito al trattamento con [linibitore, le cellule sono state
incubate con P*-g-A(100)-antiCD44™™ per un ora e dall'analisi citofluorimetrica non c’é
stata una riduzione dei livelli di internalizzazione dei nanogels, rispetto a quelli registrati
nel controllo di cellule ECV304, non inibite (figura 14). Successivamente, €& stato
esaminato l'effetto di nystatin, un inibitore specifico per I'endocitosi caveolina-
dipendente. | risultati mostrano un grado di internalizzazione simile a quello
precedentemente descritto. Infatti, anche nystatin (concentrazione 50 uM) non ha avuto
alcun effetto di inibizione sull’ingresso dei nanogels, rispetto al controllo.

Infine, & stato studiato il coinvolgimento della macropinocitosi nell’internalizzazione dei
nanogels. A tal fine, & stato utilizzato il 5(N-etil-N-isopropil)amiloride o EIPA
(concentrazione 75uM) e come si puo notare nel grafico (figura 14) che riepiloga ciascun
esperimento di inibizione, nel blocco della macropinocitosi c’é stata una riduzione del
45% nel livello di fluorescenza data dalle nanoparticelle presenti all’interno delle cellule.
Inoltre, poiché i tre meccanismi di endocitosi investigati sono dei processi che richiedono
energia, € stata condotta un analisi-controllo, incubando i nanogels con le ECV04 alla
temperatura di 4 °C (una condizione che fa entrare le cellule in una sorta di quiescenza in
cui si ha il blocco di tutti i processi attivi), al fine di stimare la quantita di nanoparticelle
che vengono internalizzate sfruttando solo meccanismi passivi.

In questo caso é stata registrata una internalizzazione del 55%, a conferma del fatto che il
rimanente 45% sfrutta un meccanismo di internalizzazione attivo, quale la

macropinocitosi.
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Effetto degli inibitori metabolici sull'up-take di P*-g-A(100)-antiCD44-TRITC
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Controllo non inibito  Inibizione dei processi Inibizione della Inibizione Inibizione

ATP-dipendenti macropinicitosi dell'endocitosi clatrina- dell'endocitosi
dipendente caveolina-dipendente

Figura 14. Analisi quantitativa mediante citofluorimetria del grado di internalizzazione di
immunonanogels fluorescenti in cellule ECV304, trattate 0 meno con inibitori selettivi di diversi
patways endocitotici.

Gli stessi esperimenti di inibizione descritti precedentemente, sono stati condotti
mediante microscopia confocale. In accordo con i risultati ottenuti al citofluorimetro,
negli esperimenti di inibizione dell’endocitosi caveolina e clatrina-dipendente, non é stata
rilevata alcuna differenza sia morfologica che nel grado di fluorescenza intracellulare
rispetto al controllo, ossia cellule ECV304 non inibite ma incubate con i NGs.

Mentre, nel caso in cui € stata inibita la macropinocitosi, si pudé notare come una buona
quota di nanoparticelle si trovava confinata sulla superficie cellulare (Fig.15A). E’ riportato
in letteratura che la macropinocitosi interviene nell’incorporazione di macromolecole
comprese nel range 0,2-5um, ed interessa I'intervento di grandi porzioni della membrana
citoplasmatica, che subisce un ruffling grazie alla riorganizzazione del citoscheletro di
actina e alla formazione di lamellipodi che mediano un “bulk-uptake”, ossia
un’internalizzazione di fluidi e altri componenti solidi, che culmina con la formazione del
macropinosoma'®®.

Com’é possibile notare in figura 15, c’é una differenza morfologica tra le cellule del
campione controllo (B) (non inibite), e quelle inibite con EIPA (A). Infatti, le membrane
presentano delle protrusioni meno pronunciate, rispetto al controllo, segno dell’effettiva
inibizione del meccanismo specifico di macropinocitosi che interviene quando i nanogels

vengono internalizzati dalle cellule.
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-g-A{100)-antiCD44-TRTC

Figura 15. Immagini al microscopio confocale di cellule ECV304 (verde) trattate con l'inibitore
EIPA (A) che blocca la macropinocitosi e incubate con gli immunonanogels fluorescenti
(rosso). In B) cellule ECV304 incubate con gli immunonanogels non inibite.

Capacita di “Targeting attivo” da parte dellimmunonanogels P*-g-

A(100)antip3™™® mediante Wound Healing assay.

Per stabilire se gli immunonanogels fossero in grado di mediare un targeting attivo in
vitro, & stato necessario generare un sistema in cui contemporaneamente fossero
presenti cellule che esprimevano I'antigene specifico per I'anticorpo coniugato sulla loro
superficie e cellule che ne erano prive. Per ottenere questo sistema sperimentale,
innanzitutto, & stato coniugato al nanogel P*-g-A(100) I'anticorpo monoclonale anti-
Bs° ed & stata valutata l'avvenuta bioconiugazione, mediante analisi
spettrofluorimetriche.

Per verificare la capacita di targeting attivo da parte del complesso P*-g-A(100)antip3™"
e stato effettuato il wound healing assay su cellule endoteliali ECV304, in cui su un
monostrato di cellule a confluenza ¢ stato eseguito un wound, ossia un taglio, ottenendo
una linea di demarcazione nettamente visibile, nella quale non sono presenti cellule “nell’
area della ferita”; come mostrato in figura 16-A.

In genere questo tipo di saggio é utilizzato per valutare la velocita di migrazione di cellule,
in diverse condizioni, con cui richiudono la “ferita”; ad esempio, in presenza di sostanze

che inibiscono la migrazione o la proliferazione cellulare.
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In questo caso, invece, ¢ stata sfruttato il imaneggiamento delle molecole che mediano
la migrazione delle cellule endoteliali, in seguito all'induzione della transizione
epitelio/mesenchima (EMT). E’ stato ampiamente descritto in letteratura, che le cellule
endoteliali, quando sono indotte ad assumere un fenotipo migratorio perdono molte
delle loro caratteristiche epiteliali e acquisiscono un fenotipo mesenchimale®!.

Durante questo processo, esse si riorganizzano perdendo alcuni marcatori di tipo
epiteliale, e ne esprimono altri caratteristici del fenotipo mesenchimale acquisito. Si
verifica pertanto una “riprogrammazione” molecolare, con nuove istruzioni per la cellula
che prevedono la perdita delle fasce aderenti, la riorganizzazione del citoscheletro, la
produzione di integrine o,fB3 € oPBs € di metalloproteasi quali MT1-MMP, MMP-2 e 9 che
favoriscono la degradazione della matrice extracellulare. Numerosi dati confermano che
le integrine ayB3 € ayPs risultano sovraespresse in presenza di patologie neoplastiche sia
sulla superficie di cellule endoteliali sia su quella di cellule cancerose, in quanto, in seguito
all'interazione con numerosi ligandi nella ECM, le integrine formano dei cluster molecolari
che attivano piu patways di segnalazione intracellulare che regolano la crescita, la
soprawvivenza, la differenziazione e la migrazione cellulare™. Tra questi si ha il
reclutamento di componenti del citoscheletro (actina, talina, vinculina), I'attivazione di
chinasi come MAP e FAK, che legano e attivano fattori di crscita e piccole proteine G
dando luogo ad una complessa cascata di trasduzione del segnale (outside-in signalling).
Tutto cio porta ad un aumento di affinita per i componenti dell’ECM, le cellule diventano
polarizzate con una distribuzione asimmetrica di molecole sulla loro superficie e le
integrine si concentrano sulla zona anteriore in direzione della migrazione. Per cui la
molecola target scelta nel sistema sperimentale in questione, I'integrina o,f3, risulta
essere una proteina implicata nella crescita e nella progressione tumorale e riveste un
ruolo di primaria importanza nel processo di angiogenesi.

Quindi, dopo aver effettuato il wound, ci saranno zone in cui le cellule sono a confluenza
e pertanto mantengono le loro caratteristiche originali, con fenotipo epiteliale, e zone
limitrofe al taglio in cui le cellule endoteliali subiranno I'EMT e cominceranno a migrare
per andare a richiudere la ferita, avendo acquisito fenotipo mesenchimale.

A due ore dal wound, tali cellule endoteliali sono state incubate per 30’ con le

TRIT
3 C

nanoparticelle P*-g-A(100)antif . Dall'immagine in figura 16 A a’, si evidenzia la

localizzazione preferenziale delle nanoparticelle sulla superficie di cellule limitrofe la zona
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di wound in cui € avvenuta la EMT, mentre risultano completamente assenti nelle zone in
cui le cellule sono a confluenza e conservano il fenotipo epiteliale.

Questo risultato & ancora piu evidente dalla immagini rappresentate in figural6B, che
mostrano un ingrandimento maggiore, in cui risulta ancora piu visibile I'esclusiva
presenza delle nanoparticelle nelle celule vicine al taglio (b’) e la differente mofologia tra
le due tipologie di cellule presenti: nel pannello c”) il citoscheletro sta subendo una
riorganizzazione e sono visibili i fasci di actina, mentre in d’) le cellule mostrano una
classica organizzazione del citoscheletro di un endotelio differenziato, ossia contigua alla

membrana plasmatica.

Figura 16. Wound healing assay su cellule ECV304 incubate con P*-g-A(100)antip3™™ .
A:immagini di microscopia a epifluorescenza: (a-a”") area di wound, (b-b’”) area di confluenza
cellulare. B: ingrandimento dell’area di wound (c-c’”) e dell’area di confluenza cellulare (d-d’”).
Blu: nuclei, rosso: P*-g-A(100)antip3™™, verde: citoscheletro di actina, Merge: sovrapposizione
delle tre fluorescenze.

Il dato appena discusso € un risultato molto promettente, in quanto e stato dimostrato

che tali immunonanogels hanno un potere discriminativo all'interno di un sistema
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eterogeneo, in cui I'agente direzionante, che in questo caso é I'anticorpo anti-B3, ha
veicolato le nanoparticelle esclusivamente verso le cellule che esprimono il target
specifico, e non in maniera casuale verso tutte le tipologie cellulare presenti nel sistema.

Questo risultato getta le basi per poter utilizzare i nanogels in esperimenti di
direzionamento attivo in vivo, in vista di una loro futura applicazione in tutte quelle

terapie che necessitano il riconoscimento specifico del sito patologico.

Sviluppo di nanocarrier per il trasporto di un farmaco chemioterapico, la

Doxorubicina

Uno degli obiettivi fondamentali di questo progetto € quello di riuscire a formulare un
sistema alternativo per la cura di patologie neoplastiche. Per fare cio, € stata valutata la
possibilita di utilizzare i nanogels come nanocarriers per il trasporto un farmaco
chemioterapico, la Doxorubicina, uno dei farmaci antitumorali piu efficaci attualmente
conosciuti e comunemente utilizzato nel trattamento del tumore alla mammella.

Tuttavia, il suo uso clinico e limitato dalla tossicita dose-dipendente (mielo-soppressione
e cardiotossicita), dalla comparsa di fenomeni di resistenza ai farmaci e dalla sua bassa
specificita d’azione contro le cellule tumorali. Questi limiti possono essere superati grazie
all’aiuto delle nanotecnologie, allo scopo di sviluppare una promettente alternativa nella
terapia del cancro, riducendo gli effetti collaterali sistemici e aumentando [I'efficacia
terapeutica del farmaco.

Infatti, negli ultimi anni, i numerosi sistemi terapeutici a base di nanoparticelle hanno
evidenziato una bassa tossicita, un rilascio del farmaco prolungato specie se associato ad
un targeting molecolare.

Lo sviluppo di un sistema basato sull’'uso di nanoparticelle pud facilitare il trasporto
farmaci attivi a livello delle cellule tumorali, utilizzando le conoscenze che si hanno sulla
fisiopatologia dei tumori, sfruttando ad esempio la maggiore permeabilita del
microambiente tumorale o i cambiamenti metabolici che la cellula neoplastica subisce.
Per fare cio, inizialmente, sono stati fatti dei saggi di coniugazione tra i nanogels
P*(0.50)AA e la Doxorubicina (Dox) e si é studiato I'effetto del “nanodrud” ottenuto sulla

vitalita di cellule tumorali Hela.

74



Innanzitutto, € stato messo a punto un opportuno protocollo di coniugazione per
I'attacco della Doxorubicina ai nanogels, mediante la formazione di un legame ammidico

con i gruppi carbossilici disponibili (vedi fig.17).
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Figura 17. Schema di coniugazione tra la Doxorubicina e P*(0.50)AA.

La DOX e una molecola anfipatica grazie al gruppo idrofobico policiclico, dove troviamo il
cromoforo antrachinone (fluorescenza rossa, Ex/Em 490/590nm), e per quello idrofilo
amminoglicosilico. Queste caratteristiche molecolari fanno si che tali molecole, immerse
in soluzione acquosa possono precipitare, in quanto tendono ad aggregarsi
spontaneamente.

In seguito alla coniugazione é stata effettuata una prolungata dialisi, al fine di allontanare
le molecole di Dox non legate. Quindi e stata stimata una concentrazione di farmaco
coniugato pari a 60ug/ml, mediante delle lutture spettrofotometriche. In figura 20A, sono
riportati gli spettri di assorbimento UV-Vis del sistema coniugato, del controllo relativo
alle sole nanoparticelle e del farmaco nella sua formulazione libera, alle concentrazioni di
50 e 100 pg/ml. Il picco massimo di assorbimento a 490nm é stato osservato negli spettri
relativi al farmaco libero e al sistema coniugato P*(0.50)AA-Dox, mentre risulta assente

nello spettro relativo a P*(0.50)AA.
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Figura 18. A) Spettri di assorbimento UV-vis di P*(0.50)AA, P*(0.50)AA-Dox e Doxorubicina
libera 50ug/ml e 100ug/ml. B) AlamarBlue test su cellule Hela incubate per 24 e 48 ore con
P*(0.50)AA-Dox e Doxorubicina (5uM).
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Una volta caratterizzate dal punto di vista chimico-fisico, € stata analizzata la citotossicita
dei nanodrug verso cellule Hela rispetto all’azione del farmaco libero, incubando le
cellule con la stessa concentrazione di Dox (5uM). Come € possibile notare in figura 20B,
la vitalita delle cellule HeLa ottenuta nelle due condizioni, risulta molto simile sia dopo 24
che 48 ore di incubazione. Questo risultato indica che le molecole di Doxorubicina
mantengono la loro capacita di indurre la morte cellulare, anche quando trasportate nel
loro sito d’azione dai nanogels.

L'esatto meccanismo d'azione molecolare della Doxorubicina & complesso ed ancora poco
chiaro. E’ noto che la Doxorubicina interagisce con il DNA intercalandosi nel solco minore

e maggiore della doppia elica, inducendone frammentazione e blocco della biosintesi.

Figura 19.Rappresentazione schematica del intercalazione della Doxorubicina nel DNA.

La porzione aromatica planare cromofora della molecola si intercala tra due paia di basi
del DNA, mentre lo zucchero daunosamino si posiziona nel solco minore ed interagisce
con le paia di basi a fianco immediatamente adiacenti al sito di intercalazionel™!. Nelle
coppie di basi a monte e a valle del farmaco intercalato si ha una torsione che causa una
modificazione nella conformazione della doppia elica impedendo associazione con le
DNA-elicasi, la topoisomerasi Il e con le DNA polimerasi che non possono avviare la
replicazione del DNA, la sintesi dell'RNA, la traduzione e quindi la divisione cellulare,
portando ad apoptosi la cellula con un meccanismo mediato dal gene p-53.

E’ stato proposto il meccanismo d’inibizione della topoisomerasi Il, un enzima che
superavvolge negativamente il DNA, durante la replicazione. E’ ipotizzato che la
Doxorubicina stabilizza il complesso topoisomerasi Il, che dopo aver rotto la catena del
DNA durante la replicazione, impedisce alla doppia elica di essere risaldata e quindi

blocca il processo di replicazionel”.
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Questi risultati preliminari, sebbene molto promettenti, presentano pero degli svantaggi.
[l sistema nanodrug, in queste condizioni, risulta essere colloidalmente instabile. Infatti, la
Doxorubicina legata ai nanogels ad elevate concentrazioni precipita in soluzione
formando aggregati; di conseguenza si & pensato di sviluppare un sistema alternativo,

basato sul un rilascio controllato.

Generazione di un sistema di rilascio controllato di farmaci, mediante

stimolazione da parte del glutatione.

[l rilascio di un farmaco antitumorale, mediante stimolazione da parte del glutatione
(GSH), rappresenta un approccio innovativo, di tipo non enzimatico, che si propone di
controllare la consegna del chemioterapico in modo che avvenga esclusivamente quando
il carriers entra nella cellula tumorale, evitando la dispersione aspecifica e sistemica del
farmaco.

Questa strategia € basata sulla grande differenza tra la concentrazione di GSH
intracellulare (1-10mM) rispetto ai livelli micromolari nel circolo ematicot™!,

Inoltre recenti studi hanno riportato un significativo aumento dei livelli di GSH
citoplasmatico nelle cellule tumorali, rispetto a quelli presenti nelle cellule normali.

Questi studi riguardano l'origine della farmaco-resistenza dei tumori, un problema
significativo nel trattamento del cancro.

Questo problema e ulteriormente aggravato dal fatto che i tumori possono diventare
resistenti alla chemioterapia diversificata, ossia con farmaci sinergici aventi meccanismi
citotossici diversi. Per cui risulta fondamentale la comprensione del meccanismo
molecolare e fisiologico che sta alla base della resistenza ai farmaci, e diventa chiaro che
un certo numero di fattori possono essere coinvolti nella lo sviluppo di questa resistenza.
Gli studi a livello cellulare hanno dimostrato che la sovraespressione della glicoproteina-P
di membrana coinvolta nell’afflusso/efflusso del farmaco, gli elevati livelli di molecole
redox attive e I'aumento di attivitd di enzimi coinvolti nella detossificazione, possano
fornire resistenza ai farmaci chemioterapici. La misura in cui questi adattamenti
biochimici contribuiscono alla resistenza ai farmaci in vivo al momento non é chiara,
tuttavia, il glutatione (GSH) e gli enzimi ad esso legati, sono noti per la funzione

antiossidante e di disintossicazione cellulare dagli xenobiotici potenzialmente dannosi e
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dalle specie reattive dell’ossigeno tossiche. L'importanza del GSH nelle risposte alterate
ad alcune chemioterapie e stata dimostrata in virtu dello sviluppo di agenti che inibiscono
o stimolano il livello di sintesi di GSH intracellulare. Infatti studi in cui si ha una deplezione
di GSH intracellulare hanno dimostrato una migliore citotossicita di molti farmaci
chemioterapici e una maggiore attivita ipossica da radiosensibilizzanti cellulari.

In questo studio, diversamente, viene sfruttato questo meccanismo difensivo che la
cellula tumorale adotta per aumentare I|'efficacia farmacologica ossia la quantita di
farmaco rilasciato a livello della cellula tumorale e proteggere, al contempo, le cellule

sane circostanti.

-Creazione di P*(0.50)AA-AEDP-DOX e meccanismo d’azione proposto

Per la creazione di un sistema di rilascio controllato, si & pensato di inserire uno spacer tra
il nanogels e la Doxorubicina. Questo spacer, indicato con la sigla AEDP, presenta al suo
interno un ponte disolfuro, oltre ad un’estremitd amminica e una carbossilica che
permettono I'aggancio simultaneo al nanogels e al farmaco, mediante due step di
coniugazione (vedi Fig 20).

[l meccanismo d’azione proposto prevede quindi la creazione di un nanodrug stimulo-
responsive, sensibile alle variazioni dello stato redox dell’ambiente in cui si trova.

Infatti, quando la nanoparticella si trova in ambiente extracellulare o nei fluidi corporei, il
farmaco rimane agganciato al nanogels, mentre quando penetra in cellule che esprimono
alti livelli di glutatione, come quelle tumorali, si ha la rottura del ponte di solfuro da parte
del glutatione e il rilascio di Dox nel citosol, che pud migrare nel nucleo e indurre morte

cellulare programmata.
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Figura 20. Schema di coniugazione a due step dei nanogels con I’AEDP e la Dox e meccanismo
d’azione proposto nei sistemi cellulari

78



Dopo la coniugazione e la purificazione tramite dialisi dei sistemi ottenuti, & stata stimata
la quantita di Doxorubicina legata tramite una curva di calibrazione, leggendo i valori di
assorbanza a 490nm del farmaco libero a concentrazioni note. Interpolando il valore di
assorbanza registrato per il sistema coniugato P*(0.50)AA-AEDP-DOX, sottraendo il valore
di assorbanza registrato per P*(0.50)AA-AEDP, é stato possibile calcolare che sono stati
coniugati circa 24ug/ml di Doxorubicina. Inoltre, sono stati osservati gli spettri di

assorbimento UV-Vis del farmaco libero e del sistema coniugato (Fig. 21A-B).
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Figura 21. A) Curva di Calibrazione a 490nm di Dox libera a diverse concentrazioni e
interpolazione del valore di P*(0.50)AA-AEDP-DOX. B) Spettri di assorbimento UV-vis di
P*(0.50)AA-AEDP, P*(0.50)AA-AEDP-Dox e Doxorubicina libera (40ug/ml, 20ug/ml e 10ug/ml).

Inoltre, i nanodrug ottenuti risultano colloidalmente stabili, probabilmente grazie a una
minore concentrazione di Doxorubicina presente nel sistema. Infatti, dopo una fase di
ottimizzazione dei protocolli di coniugazione é stato trovato il giusto rapporto NGs-AEDP

e Dox, che ha conferito a tali nanoparticelle una maggiore solubilita e stabilita.
-Studi di rilascio in vitro su P*(0.50)AA-AEDP-DOX

Il ponte disolfuro presente tra la nanoparticella e il farmaco pud subire una rottura
quando il sistema si trova in presenza di un ambiente riducente. Per studiare la capacita
di rispondere a tale stimolo, le nanoparticelle P*(0.50)AA-AEDP-DOX sono state trattate
con un agente riducente che € in grado di rompere i ponti disolfuro, ossia il ditiotreitolo
(DTT), alle concentrazioni 10mM e 0,1mM (rispettivamente le concentrazioni che si
ritrovano nel citoplasma di una cellula tumorale e nel circolo ematico). Come controllo, il
rilascio della Dox e stato condotto in un tampone, senza DTT. A diversi intervalli di tempo
e stata misurata allo spettrofotometro la quota di Doxorubicina rilasciata nel mezzo dalle

nanoparticelle.
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Figura 21. A) Cinetica di rilascio di Dox da P*(0.50)AA-AEDP-DOX in tampone Tris-HCl 1mM, pH
7.4 a 37°C, con o senza DTT (10mM e 0,1mM). B)Istogramma della percentuale di Dox rilasciata
da P*(0.50)AA-AEDP-DOX nelle tre condizioni dopo 24 ore.

Come é possibile osservare dal grafico relativo allo studio sulla cinetica di rilascio della
Dox (fig.21A), la quota di Dox rilasciata sale piu velocemente quando le nanoparticelle si
trovano in presenza di un forte ambiente riducente (10mM), e raggiunge il 60% dopo 12
ore; mentre risulta molto piu bassa quando le nanoparticelle si trovano in condizioni
riducenti pari a 0. Dalla curva relativa alla cinetica di rilascio dei campioni trattati con DTT
0,1mM si evidenzia che il rilascio € leggermente piu accelerato, anche se segue lo stesso
andamento del controllo (OmM DTT). Quindi la quantita di farmaco rilasciata nelle 24 ore
e circa il doppio rispetto al controllo, in cui il legame rimane stabile nel tempo. Quindi, &
possibile concludere che il ponte disolfuro presente a livello delle nanoparticelle
P*(0.50)AA-AEDP-DOX pud essere ridotto in presenza di uno stimolo riducente,

accelerando il rilascio della Doxorubicina.

- Studi sul rilascio di Doxorubicina dal nanodrug, mediante stimolo del GSH

intracellulare.

L’'up-take cellulare di P*(0.50)AA-AEDP-Dox € stato valutato per determinare I'effetto sul
rilascio della Dox a livello cellulare, quando le nanoparticelle si trovano in presenza di
stimolo riducente.

In questo caso, lo stimolo e rappresentato dal glutatione, molecola che interviene
inibendo I'azione di metaboliti tossici di scarto che vengono prodotti durante i normali
processi metabolici o in situazioni di stress. La sua funzione di forte antiossidante lo rende
una barriera riducente che previene I'eccessiva ossidazione dei comparti cellulari da parte
dei radicali liberi. Alcune delle funzioni basilari del GSH sono legate alle reazioni del

gruppo sulfidrilico della cisteina, che come altri tioli, pud subire numerose reazioni redox.
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La forma ossidata, in particolare, include i disulfidi (GSSG) composti da due molecole di
GSH legate tramite i residui di cisteina, oppure i disulfidi misti dove il GSH lega con altri
tioli. 1 composti in grado di ossidare il GSH, in larga misura, sono le specie reattive
dell’ossigeno, come lo ione superossido e il radicale ossidrile. Di conseguenza il glutatione
agisce come molecola scavenger, per evitare I'ossidazione di componenti cellulari

Per monitorare il rilascio controllato della Doxorubicina, si € scelto di utilizzare come
modello cellulare non tumorale gli osteoblasti murini MC3T3-E1 e come modello
tumorale le cellule Hela. Nel sistema sperimentale adottato e per tutti gli esperimenti di
seguito descritti, € stato indotto 'aumento del GSH citoplasmatico tramite una sostanza
chiamata GSH-OET (glutatione mono-estere). || GSH-OEt penetra facilmente all’interno
delle cellule inducendo un aumento della concentrazione citoplasmatica di glutatione
nella sua forma ridotta. Il GSH-OET viene usato, quindi, per implementare il pool di GSH in
vitro e in vivo ["® |l trattamento prevede I'incubazione delle cellule con GSH-OFEt, che
induce un aumento della concentrazione di GSH citoplasmatico fino a 10 mM e permette
di simulare le condizioni riducenti presenti nelle cellule tumorali. Mediante saggi di
vitalita cellulare, e stato studiato I'effetto del farmaco in due condizioni sperimentali,
ossia in cellule pretrattate o meno con il GSH-OET, e rispetto anche all’azione del farmaco

nella formulazione libera alla medesima concentrazione.

100 -
M P*(0,50)AA-AEDP-Dox

90 + Dox libera
80 -
70 -
60 -

50

a0 - I I

% Cell Viability

30 -

20

10 -

T 1
MC3T3-E1 MC3T3-E1 + GSH-OET MC3T3-E1 MC3T3-E1 +GSH-OET

48H 72H

Figura 22. Alam Blue assay su cellule MC3T3-E1 pretrattate o meno con GSH-OET e incubate
per 48 e 72 ore con P*(0.50)AA50-AEDP-Dox e Dox libera [0,3 pg/ml]. % rispetto al controllo di
cellule non trattate.

Come si puo osservare nell’istogramma in Figura 22, i risultati di vitalita cellulare rivelano
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una significativa differenza tra quella delle cellule MC3T3-E1 pretrattate e non con GSH-
OET, sia a 48 che a 72 ore. Infatti, le cellule in cui e stato indotto un aumento di GSH
citoplasmatico e incubate con P*(0.50)AA50-AEDP-Dox, mostrano un tasso di vitalita
cellulare inferiore pari al 55% rispetto a quello delle cellule non pretrattate e incubate con
i nanogels, che mostrano una buona vitalita, pari al 96%. Inoltre, dopo 72 ore
d’incubazione, le cellule non pretrattate e incubate con i nanogels mostrano una vitalita
del 90% rispetto al 45% di vitalita delle cellule pretrattate. Inoltre, le cellule con elevati
livelli di GSH intracellulare mostrano una mortalita simile a quella che si ha quando la
Doxorubicina viene somministrata nella sua formulazione libera, in entrambi i tempi di
incubazione. Questo risultato fa supporre che la Doxorubicina coniugata ai nanogels e
stata rilasciata in seguito alla rottura del ponte, svolgendo una azione simile a quella del
farmaco libero.

Lo stesso tipo di saggio é stato effettuato per le cellule Hela, una linea di cellule tumorali

che ha un livello basale di GSH maggiore rispetto a quello delle MC3T3-EL.
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Figura 23. Alam Blue assay su cellule Hela pretrattate o0 meno con GSH-OET e incubate per 24ore
con P*(0.50)AA50-AEDP-Dox e Dox libera [1ug/ml]. % rispetto al controllo di cellule non trattate.

In questo caso, infatti, la vitalita delle HeLa incubate con le nanoparticelle P*(0.50)AA50-
AEDP-Dox, gia a 24 ore risulta molto ridotta, pari al 60%, mentre quella delle cellule pre-
trattate col GSH-OET risulta ancora minore (45%) e paragonabile a quella che si ha per le
cellule incubate con la Doxorubicina libera. Per cui nelle cellule tumorali, rispetto a quelle
normali, si ha un induzione di morte cellulare piu rapida e anche in questo caso,
I'induzione dei livelli di GSH aumentano I'efficacia del sistema, amplificando il rilascio del

farmaco. Questi risultati trovano conferma negli esperimenti di seguito riportati. Infatti,
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mediante osservazioni di microscopia a fluorescenza, & stato possibile analizzare la
diversa localizzazione intracellulare della Doxorubicina, in seguito al rilascio controllato, in
guanto questa molecola emette un autofluorescenza rossa. In questo caso sia le cellule
MC3T3-E1 che le Hela, sono state pre-trattae 0 meno con GSH- OET e incubate per 3 ore
con le nanoparticelle P*(0.50)AA50-AEDP-Dox [1ug/ml]. Le immagini in Figura 24-A,
relative alle MC3T3-E1 evidenziano una netta differenza morfologica nelle cellule in cui &
stato indotto un aumento dei livelli di GSH. Questa diversa morfologia cellulare &
correlata alla differente distribuzione delle molecole di Doxorubicina. Infatti, si possono
osservare delle cellule che si presentano con una morfologia sferica, tipicamente
apoptotica, che hanno perso i contatti con le cellule adiacenti. In dettaglio, in queste
cellule la Doxorucina si localizza a livello della porzione interna del nucleo (Fig.24Ac), Il
citoscheletro di actina perde la sua struttura ramificata (Fig.24-Ab) e in sede nucleare il
materiale genetico si trova in stato eterocromatico, tipico di cellule in fase di morte
(Fig.24-Aa).

A

+GSH-0ET

-GSH-OET

2 ¥Falioidina e

= Hela cells with GSH-Oet + P*0,50AA50-AEDP-DOX
wm Hela cells with P'0,50AAS0-AEDP-DOX

-GSH-OET &

+GSH-OET

Figura 24. A) Cellule MC3T3-E1 e B) cellule Hela pretrattate e non con GSH-OET e incubate per
3 ore con P*(0.50)AA50-AEDP-Dox [1ug/ml].(Nuclei blu=Dapi, Citoscheletro= falloidina FITC,
Dox=rosso). B) A destra: Profilo del diagramma dell’intensita di fluorescenza ottenuto
mediante analisi citofluorimetrica di cellule HelLa pretrattate o meno con GSH-OET e incubate
per 3 ore con P*(0.50)AA50-AEDP-Dox [1g/ml].
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Le cellule non pretrattate con GSH-OET non mostrano una morfologia correlabile a
fenomeni apoptotici, e la Doxorubicina € ancora legata ai nanogels come si puo vedere
dall'immagine in c’; inoltre il citoscheletro di actina si presenta ramificato e ben
strutturato (Fig.24-Ab’), permettendo cosi alle cellule di mantenere i contatti con quelle
adiacenti. In queste cellule, lo scarso ambiente riducente fa si che il legame tra la
Doxorubicina e le nanoparticelle rimanga stabile, per cui il farmaco non é libero di
migrare nel nucleo e intercalarsi nel DNA. Nelle cellule Hela, in entrambi i casi si ha una
piu spiccata localizzazione della Dox a livello perinucleare, e sono gia visibili cellule con
fenotipo apoptotico in entrambi i casi, anche se nei campioni indotti dal GSH-OET, il
farmaco ha una distribuzione piu diffusa. Mentre, nel controllo non trattato, sono ancora
visibili strutture piu marcate e delocalizzate che fanno pensare che il farmaco si trovi
ancora complessato con il nanogels. Questi risultati sono in accordo con I'analisi
citofluorimetrica effettuata su queste cellule dopo 3 ore di incubazione con le
nanoparticelle P*(0.50)AA50-AEDP-Dox [1ug/ml]. Nella figura 24-B, & rappresentato il
grafico relativo all'intensita di fluorescenza rossa presente per cellula. Nel diagramma, il
profilo relativo alle cellule pretrattate con GSH-OET, presenta un valore piu alto di
intensita di fluorescenza rossa, che infatti si sposta verso destra, rispetto al profilo
osservato per il campione di cellule HeLa non pretrattate. Questi risultati, indicano che
effettivamente I'aumento dei livelli di glutatione fanno aumentare la velocita di rilascio
del farmaco, grazie a una piu rapida rottura dei ponti disolfuro a livello di spacers e un
rilascio piu efficiente dai nanogels. Questo sistema di rilascio controllato permette quindi
di migliorare la farmacocinetica della Doxorubicina, migliorando la sua efficacia

farmacologica nella cura delle patologie neoplastiche.
Coniugazione dei nanogels con oligonucleotidi modificati

Al fine di utilizzare i nanogels P*(0.25)AA50 in esperimenti futuri di silenziamento genico,
sono stati effettuati dei saggi preliminari per la messa a punto del sistema sperimentale,
utilizzando degli oligonucleotidi (ODN) da 20pb™2. Tali oligonucleotidi sono stati costruiti
in modo da presentare delle modifiche chimiche, ossia un C3-amminolink a livello
dell’estremita 3’, che ha permesso il legame dell’oligonucleotide ai gruppi carbossilici dei
nanogels, e una molecola fluorescente (FAM, ex/em: 494/522nm) all’estremita 5’(vedi Fig
25A). Come per gli esperimenti descritti precedentemente, la reazione di coniugazione &

stata effettuata adattando il protocollo al sistema in questione e la quantita di
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oligonucleotide legato alle nanoparticelle é stata stimata mediante analisi fluorimetrica.
Dal momento che le nanoparticelle presentano un auto-fluorescenza in corrispondenza
del picco di emissione del fluorocromo FAM (522 nm), questo valore € stato sottratto
all'intensita di fluorescenza ottenuta per i nanogels coniugati agli ODN (Fig.25C). Inoltre,
per verificare se la sequenza oligonucleotidica fosse ancora funzionale nonostante il
legame con le nanoparticelle sono stati progettati dei saggi specifici.

Inizialmente sono stati eseguiti degli esperimenti di annealing con due differenti
sequenze complementari all’lODN coniugato, per verificare I'accessibilita della sequenza in
esperimenti di appaiamento specifico, escludendo quindi, ripiegamenti interni alla
struttura del nanogels o legami aspecifici. La prima sequenza (REV_ BHQ1) presenta un
black hole quencher a livello dell’estremita 5', in grado di spegnere la fluorescenza del
FAM nel caso in cui avvenga I'appaiamento corretto delle sequenze (Fig 25B); mentre la
seconda sequenza, utilizzata come controllo interno, risulta complementare al’lODN

coniugato ma priva di quencher (REV).
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Figura 25. A) Schema di coniugazione dei nanogels con I'oligonucleotide fluorescente. B)
Reazione di annealig con la sequenza REV_BQHL1. C) Intensita di fluorescenza emessa dai
nanogels (NGs), dal complesso NGs-oligonucleotide fluorescente (NGs-FAM) e dello stesso in
seguito al quenching dovuto all’appaiamento con la sequenza REV-BHQ1 (NGs-FAM+Q).

Dopo due cicli termici alla temperatura di annealing e diversi lavaggi per allontanare
I'ODN non appaiato, sono state fatte delle letture fluorimetriche del complesso ottento
ed e stata registrata una diminuzione di fluorescenza del fluorocromo FAM di 20 volte nel
campione annaelato con REV_BHQ1 (Fig. 25B-C). Un’ulteriore prova del corretto
appaiamento di basi € stata ottenuta mediante degli esprimenti di digestione enzimatica.
Le sequenze oligonucleotidiche, infatti, sono state disegnate in modo da contenere al
centro della sequenza un sito di restrizione per I’enzima PST I, un endonucleasi che taglia
escusivamente il doppio filamento di DNA, generando estremita coesive 3’-protruding.

Lo schema mostrato in figura 26 rappresenta la reazione enzimatica operata da Pst I, che
comporta la perdita di estremita 5' in cui & presente il fluorocromo FAM.
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Figura 26. A) Reazione di digestione enzimatica del doppio filamento legato ai nanogels da parte
dell’endonucleasi di restrizione PST I.

Infatti, in seguito all’ incubazione con I'enzima di restrizione, e alla successiva
purificazione del complesso rimanente, grazie a delle letture fluorimetriche & stato
possibile verificare che i NGs non emettevano piu fluorescenza.

Questo risultato € concorde con quello precedentemente descritto, in quanto se
I'appaiamento delle basi non fosse stato corretto non si sarebbe potuto formare il doppio
filamento contenente il sito di restrizione per Pst I, per cui I'enzima non avrebbe potuto

operare il taglio sequenza-specifico.
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Conclusioni
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La nanomedicina ha come obbiettivo quello di riuscire ad assemblare diverse funzionalita
in un unico nanosistema opportunamente ingegnerizzato, ossia un “nanocarrier
intelligente” progettato in modo da trasportare e rilasciare in maniera “controllata” una
molecola biologicamente attiva o un farmaco, esclusivamente, a livello del sito bersaglio
interessato dalla patologia.

In particolare, il campo del drug delivery prevede lo sviluppo di sistemi alternativi per I’
indirizzamento dei farmaci in specifici distretti dell’organismo, in modo da circoscriverne
I'effetto biologico su una determinata tipologia di cellule, migliorando I'efficacia e
riducendo la tossicita di una terapia.

Lo scopo del progetto di ricerca che € stato descritto nel presente lavoro € quello di
sviluppare dei nanocarriers, costituiti da nanogels in poly(N-vinyl pyrrolidone) (PVP),
prodotti mediante B-irraggiamento, funzionalizzati in modo da riconoscere dei siti target
e rilasciare molecole biologicamente attive, sotto controllo di specifici stimoli.

Dai primi studi sulla biocompatibilita, &€ emerso che tali nanogels risultano essere ben
tollerati dai sistemi biologici in vitro, vista I'assenza di fenomeni citotossici e genotossici
nelle cellule oggetto di studio, trattate con le nanoparticelle.

Quindi, é stata dimostrata la loro capacita di oltrepassare le membrane biologiche,
sviluppando delle varianti di nanogels fluorescenti. Infatti, grazie alla presenza di gruppi
chimici reattivi, amminici e carbossilici, presenti sulla superficie di tali nanoparticelle, &
stato possibile mettere a punto dei protocolli per la coniugazione con diverse molecole,
tra cui delle sonde fluorescenti. | nanogels mostrano una buona affinita per le cellule,
vista la loro capacita di oltrepassare la membrana plasmatica e la loro presenza all’interno
delle cellule. Inoltre, dopo circa 6 ore di incubazione, si ha la massima quota di
internalizzazione cellulare. In particolare, € stata riscontrata una localizzazione
preferenziale nella regione perinuclare, presumibilmente dovuta alla veicolazione dei
nanogels mediante traffico vescicolare. Dopo 24 ore, la quota di nanoparticelle comincia a
diminuire all’interno delle cellule, probabilmente in seguito all’instaurarsi di meccanismi
di esocitosi che portano ad una secrezione delle stesse nanoparticelle in ambiente
extracellulare.

Quindi e stato dimostrato che tali nanoparticelle sono in grado di interagire con le cellule
ed accumularsi al loro interno nel tempo, senza provocare modifiche morfologiche o
creare danni cellulari gravi, che avrebbero innescato fenomeni di citossicita o

genotossicita.
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Grazie alla presenza di gruppi chimici reattivi sulla loro superficie, & stato possibile
studiare dei protocolli per la bioconiugazione delle nanoparticelle con molecole
biologiche. La prima molecola coniugata e stata la proteina BSA, usata come sistema
modello. Dopo aver messo a punto il sistema, si € pensato di coniugare i nanogels con
delle molecole biologicamente funzionali come gli anticorpi monoclonali, in vista di una
loro applicazione in terapie basate sul targeting attivo. Per cui, sono stati sviluppati degli
immunonanogels, coniugando le nanoparticelle con I'anticorpo monoclonale fluorescente
anti-CD44, che riconosce una glicoproteina di membrana capace legare I'acido
ialuronicoed altre glicoproteine della matrice extracellulare. Gli immunonanogels
ottenuti sono stati impiegati in esperimenti di up-take cellulare, utilizzando cellule
endoteliali ECV304 che sovraesprimono sulla loro superficie I'antigene specifico per
I'anticorpo in questione. Come & stato possibile verificare mediante analisi di microscopia
confocale e a fluorescenza, rispetto alle varianti fluorescenti prive di agenti direzionanti,
dopo 15 minuti di incubazione, una buona quota di immunonanogels si trova sulla
membrana plasmatica. Infatti, la presenza dell’anticorpo guida la nanoparticella, piu
velocemente, in prossimita della superficie cellulare. Inoltre, & stato dimostrato che il
legame nanoparticella-anticorpo € stabile anche in ambiente intracellulare, e che la
fluorescenza osservata negli esperimenti di up-take é attribuibile effettivamente agli
immunonanogels, mediante degli esperimenti di colocalizzazione di fluorescenze a
diversa lunghezza d’onda. Inoltre, e stato chiarito che il loro meccanismo di
internalizzazione cellulare preferenziale segue la via della macropinocitosi, attraverso
esperimenti di inibizione selettiva dei diversi patways endocitotici, dati che hanno trovato
conferma sia in studi di citofluorimetria che di microscopia confocale.

La verifica che gli immunonanogels potessero mediare un targeting di tipo attivo, si €
avuta sfruttando il wound-healing assay su cellule endoteliali ECV304, utilizzando dei
nanogels coniugati con un anticorpo monoclonale fluorescente che riconosce l'integrina
owf3. Questo risultato dimostra che tali nanoparticelle sono in grado di mediare un
riconoscimento specifico all'interno di un sistema eterogeneo, e questa capacita
fondamentale getta le basi per una futura sperimentazione dei NGs nei sistemi tumorali
in vivo, in cui € necessario un riconoscimento specifico del sito bersaglio interessato della
patologia.

A questo punto, le nanoparticelle sono state coniugate ad un farmaco chemioterapico, la

Doxorubicina. Questa molecola appartiene alla famiglia delle antracicline, ed é dotata di
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un ampio spettro antitumorale. L’efficacia citotossica del farmaco coniugato alle
nanoparticelle e stata dimostrata in cellule tumorali HeLa, ma il sistema ottenuto risultava
essere colloidalmente poco stabile. Quindi e stato cambiato il tipo di approccio
sperimentale ed e stato progettato un sistema che permettesse di avere un controllo sul
rilascio del farmaco dalla nanoparticella, e si € pensato di sfruttare la stimolazione da
parte del glutatione, che a livello del citoplasma delle cellule tumorali risulta
notevolmente piu elevato rispetto a quello presente nel citosol delle cellule normali.

Al fine di ottenere il costrutto desiderato, € stato inserito uno spacer tra la nanoparticella
e il farmaco. Questo spacer presenta al suo interno un ponte di solfuro che risulta
chimicamente labile, in presenza di un ambiente riducente.

L’efficacia del sistema proposto € stata verificata, in vitro, mediante degli studi in cui e
stata registrata una rapida cinetica di rilascio del farmaco dalle nanoparticelle, in presenza
di una concentrazione di agenti riducenti simile a quella registrata nella cellula tumorale,
e la percentuale cumulativa di farmaco rilasciato risulta pari al 60% dopo 24 ore, mentre
si ha un rilascio piu lento e di un massimo del 30% nelle 24 ore, in presenza di
concentrazioni micromolari o in assenza di agenti riducenti.

Inoltre, il rilascio controllato del farmaco e stato valutato studiando la vitalita cellulare di
osteoblasti murini e cellule tumorali, pretratti o0 meno con una sostanza (GSH-OET) che
induce un aumento di glutatione a livello citoplasmatico. I risultati mostrano una bassa
mortalita nelle cellule controllo, mentre nelle cellule in cui sono presenti alti livelli di
glutatione, la mortalita risulta nettamente maggiore, pari a quella registrata per le cellule
incubate con la stessa concentrazione di farmaco, ma nella formulazione libera. Inoltre,
nelle cellule tumorali si ha una piu rapida induzione di morte cellulare rispetto alle cellule
normali. Questi risultati trovano conferma sia nelle osservazioni di microscopia a
fluorescenza che nelle indagini citofluorimetriche effettuate. Tutti i dati raccolti indicano
che I'aumento dei livelli di glutatione amplifica la velocita di rilascio del farmaco, grazie a
una piu rapida rottura dei ponti disolfuro a livello degli spacers e a un rilascio delle
Doxorubicina piu efficiente da parte dei nanogels.

Infine, sono stati fatti degli esperimenti preliminari di coniugazione dei nanogeli con acidi
nucleici, seguiti da studi di riconoscimento enzimatico, per un futura applicazione in
terapie basate sul silenziamento genico.

Quindi, la possibilita di coniugare simultaneamente differenti molecole biologiche e non

(anticorpi, sonde fluorescenti, oligonucleotidi e agenti terapeutici) a tali nanogels,
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consentira lo sviluppo di un sistema che permette sia I'indirizzamento specifico verso dei
siti target presenti a livello di cellule tumorali, che il rilascio controllato del farmaco o di
un agente biologico, come per esempio un siRNA, in grado di bloccare patways chiave
implicati nella progressione tumorale.

La combinazione di un processo di sintesi innovativo basato sul B-irraggiamento e di
proprieta essenziali quali la biocompatibilita e la facile funzionalizzazione di superficie,
rende questa tipologia di nanogeli degli ottimi candidati per lo sviluppo di un approccio

terapeutico innovativo, per il trattamento di patologie neoplastiche.
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