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Strategie di direzionamento all’epatocarcinoma di
farmaci antitumorali mediante sistemi nanoparticellari
e di visualizzazione in cellule tumorali della proteina di

traslocazione mitocondriale TSPO.

Capitolo 1

1.1 Introduzione

1.1.1 Il fegato e le patologie associate

Come ¢ noto I’unita strutturale e funzionale del fegato ¢ rappresentata dal lobulo
epatico. Ogni lobulo € organizzato intorno ad una vena centrale ed alla periferia di
ogni lobulo, il sangue proveniente sia dall’arteria epatica che dalla vena Porta
entra nei sinusoidi e vi scorre in direzione centripeta a diretto contatto con lamine
di epatociti. Poiché tra le cellule endoteliali che rivestono i sinusoidi sono presenti
larghe fenestrazioni, gli epatociti risultano essere a diretto contatto con il sangue
sinusoidale e cio contribuisce significativamente alla capacita che il fegato ha di
depurare efficacemente il sangue da numerose sostanze. | canalicoli biliari sono
situati tra epatociti adiacenti ed alla periferia di un lobulo drenano la bile nei dotti
biliari.

Il fegato svolge numerose funzioni vitali, per esempio e essenziale nella

regolazione del metabolismo dei carboidrati, dei lipidi e delle proteine.

In particolare, il fegato contribuisce a mantenere costanti i livelli di glucosio

ematici attraverso i processi di glicogenolisi, glicogeno sintesi e gluconeogenesi.

I lipidi assorbiti dall’intestino sotto forma di chilomicroni vengono in parte captati

e degradati nei loro costituenti da parte degli epatociti; inoltre gli epatociti
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sintetizzano le lipoproteine a densita molto bassa (VLDL) successivamente
convertite in lipoproteine a bassa densita (LDL) e ad alta densita (HDL). A livello
epatico avviene la sintesi del colesterolo nonché la sua escrezione mediante la
bile, di conseguenza gli epatociti svolgono un ruolo fondamentale nella

regolazione dei livelli sierici di colesterolo.

Il fegato ha anche un ruolo importante nel metabolismo delle proteine, infatti a
questo livello vengono sintetizzati tutti gli amminoacidi non essenziali e molte
delle proteine plasmatiche (lipoproteine, albumina, globuline, fibrinogeno); infine,
I’ammoniaca proveniente dal catabolismo delle proteine viene dissipata nel fegato

prevalentemente per conversione in urea.

Il fegato costituisce inoltre un deposito per molti metaboliti, ferro, vitamine A, D,

B, ed é deputato alla detossificazione dell’organismo da farmaci e tossine.

Questa breve e sommaria digressione anatomo-funzionale sul fegato mira ad
evidenziare i notevoli disagi alla salute umana che deriverebbero da una patologia
epatica ¢ quindi I’importanza di una diagnosi e terapia efficaci per la prevenzione

e cura delle diverse patologie epatiche.

Fibrosi epatica, cirrosi, infezioni microbiche e carcinoma epatocellulare sono le
maggiori fonti di patologie epatiche responsabili di una rilevante mortalita in tutto
il mondo; la loro prevalenza € in aumento nonostante la disponibilita di terapie
standard e/o vaccini. Uno svantaggio rilevante della terapia standard risiede
nell’incapacita di rilasciare sufficienti concentrazioni di agenti terapeutici in

combinazione agli effetti indesiderati ad essi molto spesso associati [1,2].
1.1.2 Il carcinoma epatocellulare (HCC)

E il pit comune tumore maligno primario del fegato negli adulti e la sesta causa di
morte per cancro nel mondo, dopo stomaco e polmone. L’HCC puo riconoscere

diverse cause, tra queste la prevalenza dell’infezione da virus dell’epatite B e C,
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consumo di alcool e altre cause di cirrosi epatica. 1l trattamento € complesso a
causa del concorrere di diverse patologie e nonostante la disponibilita di diverse
opzioni, quali trapianto di fegato, resezione chirurgica, ablazione con

radiofrequenza e chemoembolizzazione transarteriosa [3].

Uno dei limiti principali della chemioterapia nell’HCC deriva dal fatto che il
fegato € l'organo maggiormente responsabile dei processi di assorbimento,
disintossicazione, trasformazione metabolica ed escrezione di xenobiotici nella
bile, pertanto, anche se la maggior parte dei farmaci raggiunge concentrazioni
elevate nel fegato, essi sono rapidamente eliminati dal sangue e sono sottoposti a

un elevato metabolismo di primo passaggio epatico.

Gli epatociti sono le cellule maggiormente responsabili della captazione epatica,
le cellule di Kupferr della captazione epatica di materiale in particelle, per questo
motivo, i farmaci che riescono a entrare nel fegato, non sono sempre in grado di
raggiungere efficacemente lo specifico tipo di cellula bersaglio. Inoltre, il tempo
di permanenza dei farmaci nel fegato dipende dall’interazione con i macrofagi e

da considerazioni di natura farmacocinetica.

Come appena detto, un obiettivo importante da raggiungere € non solo I'accumulo
preferenziale di un farmaco in un determinato tipo di cellule, ma anche un
aumento del suo tempo di permanenza all’interno di tale cellula [4]. Poiché gli
epatociti rappresentano le unita funzionali deputate maggiormente alle funzioni
secretorie e metaboliche del fegato, essi possono essere considerati un target

interessante.

In particolare, il recettore per le asialoglicoproteine (recettore del galattosio o
ASGP-R), & un recettore di superficie del fegato, presente ad alta densita (500,000
recettori per cellula), solo sugli epatociti [5] e conservato ed over-espresso in
forme ben differenziate di carcinoma epatocellulare [6,7]. Pertanto, la

progettazione di sistemi di drug delivery in grado di attuare una endocitosi
7



mediata dal recettore per il galattosio, sarebbe utile per il direzionamento
specifico verso gli epatociti, ed in particolare per il targeting di agenti

chemioterapici alle cellule di carcinoma epatocellulare.

Un’altra strategia originale ed innovativa per realizzare un targeting specifico per
un determinato tipo cellulare, ¢ basata sull'identificazione di un interessante
biomarker localizzato sulla membrana mitocondriale esterna (OMM), ossia la
proteina di traslocazione mitocondriale 18 kDa (TSPO) il cui ruolo biologico é
associato con le funzioni mitocondriali di steroidogenesi, proliferazione cellulare
ed apoptosi [8-11]. E interessante notare che livelli aberranti di TSPO sono stati
osservati in diverse malattie, compresi cancro (tumori del fegato, alcuni tumori
del cervello, cancro ovarico, carcinoma della mammella, cancro del colon, ecc) e
malattie neurodegenerative. Per tutte queste ragioni il TSPO e considerato un
bersaglio subcellulare estremamente attraente, utile per tracciare la sua
distribuzione negli stati patologici over esprimenti tale proteina e per la

realizzazione di un targeting selettivo di farmaci a livello mitocondriale.

Il primo farmaco approvato per il trattamento di pazienti con carcinoma
epatocellulare avanzato, che ha dimostrato un aumento della sopravvivenza in
questi pazienti, ¢ I’inibitore multi target della tirosina chinasi, il sorafenib.
Tuttavia, come la maggior parte dei farmaci antitumorali, ha spesso dei limiti

relativi alla non specificita e anche alla bassa solubilita in acqua [12].

Negli ultimi anni, una vasta gamma di sistemi di trasporto polimerici sono stati
oggetto di studi approfonditi per superare questi problemi, con gli obiettivi di
migliorare le proprietd farmacocinetiche e la solubilita in acqua dei suddetti

farmaci.

In particolare tra i nanovettori, i sistemi nanoparticellari, i dendrimeri, i liposomi,
le micelle, sono sistemi di somministrazione dei farmaci utili, perché in grado di

fornire il farmaco a targets sito specifi, ossia ad organi, cellule e/o organelli
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subcellulari [13-16]. Tali nanovettori devono essere progettati in maniera tale da
essere non solo internalizzati nelle cellule, ma anche da poter attuare la fuga endo-
lisosomiale e quindi rilasciare il loro contenuto (ad es. peptidi, farmaci o
nanoparticelle) all’interno del citoplasma [17]. Attraverso questi sistemi, i farmaci
possono accumularsi in modo efficace nel tumore mediante targeting, sia passivo
per effetto dell’aumentata permeabilita e ritenzione (effetto EPR), [18,19], sia

attivo utilizzando ligandi specifici o anticorpi [20,21].

Un esempio di nano-formulazione é rappresentato dal DOXIL (approvato dalla
FDA nel 1995), la prima formulazione ad essere stata immessa sul mercato,
costituito da liposomi pegilati contenenti doxorubicina [22]. Micelle pegilate di
acido polilattico contenenti Paclitaxel (Genexol-PM), sono state lanciate sul
mercato coreano per la cura del cancro al seno e per il tumore del polmone a
cellule non-piccole nel 2007 e sono entrate in fase Il di sperimentazione clinica
negli Stati Uniti per il trattamento del carcinoma pancreatico avanzato [23]. Molti
farmaci polimerici a base di poli (N-(2-idrossipropil) metacrilammide) (pHPMA)
sono entrati in studi clinici (ad esempio il PK1, o il coniugato pHPMA
mostrato un‘attivita antitumorale maggiore rispetto a quella del farmaco
libero[25].

Per il trattamento del tumore epatico sono stati tentati anche altri metodi piu
innovativi, come I’ipertermia fluido magnetica (riscaldamento di nanoparticelle
utilizzando un campo magnetico alternato applicato dall’esterno) associato a
farmacoterapia attraverso 1’impiego di nanoparticelle di magnetite con
rivestimento polimerico contenente il farmaco. Nello specifico, il carboplatino é
stato incapsulato all’interno del chitosano in maniera non covalente ¢ in seguito
adeso su nanoparticelle magnetiche. Queste nanoparticelle iniettate per via
intraarteriosa sono state guidate al tumore del fegato trapiantato nei topi, il quale

era soggetto ad ipertermia ed é stata osservata una maggiore efficacia antitumorale
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rispetto a quella in assenza di ipertermia [26]. Si € tentato anche il rilascio del
gene per il trattamento dei tumori epatici. Ad esempio, bcl-2 antiumano e siRNA
complessati con liposomi cationici (formati da 2-O-(2-dietilaminoetil)-carbamoil-
1,3-O-dioleoilglicerolo e fosfatidilcolina) ha determinato una significativa
riduzione dei noduli tumorali del fegato dopo iniezione per via endovenosa in

modello murino, al contrario di SiRNA libero [27].

Per quanto concerne i sistemi di imaging epatica per la diagnosi di patologie
epatiche in genere e nello specifico di HCC, accanto alla tomografia
computerizzata e la risonanza magnetica dinamica intensa/non intensa (MRI) va
considerata la SPION-ENHANCED-MRI (risonanza magnetica a base di
nanoparticelle superparamagnetiche di ossido di ferro), la quale ha un ruolo
importante sia per il trattamento che per la diagnosi di differenti tipi di HCC.
Dopo iniezione endovenosa, SPIONs aventi diametro medio di 150 nm sono
rapidamente captate dalle cellule di Kupferr epatiche e cio determina un aumento
del contrasto nel tumore epatico, dal momento che questo non contiene le cellule
di Kupferr [28]. Inoltre, queste nanoparticelle a base di ossido di ferro, facilitano
la differenziazione tra lesioni epatocellulari benigne e HCC perché si accumulano
preferenzialmente nel primo caso ma non nel secondo [29]. Le due tipologie di
SPION clinicamente approvate per I’imaging del cancro epatico sono Ferumoxide
(SPION associate a destrano, Endorem, Ferridex) e Ferucarbotran (SPION
associate a carbossi-destrano, Resovist). E’ stato recentemente impiegato
I’UltraSPION per la realizzazione di un sistema teranostico (associazione tra
proprieta anticancro e di imaging), incorporando nanoparticelle associate a
squalene [30].

1.1.3 Il recettore per le asialoglicoproteine ASGP-R

Il recettore per le asialoglicoproteine (recettore del galattosio o ASGP-R), € una
sorta di lectina di tipo C (Ca ** dipendente), localizzato sulla superficie del fegato,
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presente ad alta densita (500,000 recettori per cellula) solo sugli epatociti [5] e
conservato ed over-espresso in forme di carcinoma epatocellulare ben
differenziate [6,7].

L’ASGP-R ¢ fisiologicamente coinvolto nella clearance di glicoproteine dal
circolo per endocitosi mediata da recettore in seguito a riconoscimento di residui
di galattosio o acetilgalattosamina [4]. Inoltre, una volta che un ligando si lega
alla ASGP-R, il complesso ligando-recettore viene internalizzato rapidamente e il
recettore ricicla verso la superficie [6], e cio comporta una elevata capacita di
legame ed un efficace uptake di ligandi galattosilati (Fig.1). E costituito da due
subunita, vale a dire ASGP-R1 e ASGP-R2 (denominate anche lectine epatiche
umane HHL-1 e HHL-2). Ogni subunita € composta da quattro domini, un
dominio N-terminale citoplasmatico, un dominio transmembrana a singola catena,
un segmento extracellulare ed un dominio di riconoscimento per i carboidrati.
L’ASGP-R con i due tipi di subunita e solitamente richiesto per legare ad alta
affinita i ligandi. Il complesso attivo, consistente di una molecola di ASGP-R2 e
due molecole di ASGP-R1, mostra un’elevata forza di associazione con i
ligandi[31].

Pertanto, la progettazione di sistemi di drug delivery in grado di attuare una
endocitosi mediata dal recettore per il galattosio, sarebbe utile per il
direzionamento specifico verso gli epatociti, ed in particolare per il targeting di
agenti chemioterapici alle cellule di carcinoma epatocellulare. In realta il recettore
ASGP-R ¢ gia stato utilizzato come target per il delivery di vari farmaci, tra cui
farmaci antitumorali o agenti per immagini, attraverso l'uso di nanovettori
opportunamente funzionalizzati con residui di galattosio, lattosio o acido
lattobionico [32]. La dimensione massima per i sistemi colloidali affinché possano
essere internalizzati dagli epatociti mediante il meccanismo di endocitosi mediata
dal recettore, e stimata di circa 90 nm, quindi € necessario scegliere il sistema piu

adeguato anche considerando che le vescicole endocitiche sono dirette ai lisosomi,
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dove saranno sottoposte ad un aumento delle condizioni di acidita e di stress
ossidativo [33].
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Fig.1. Rappresentazione schematica del meccanismo di endocitosi mediata da
recettore. [Trapani G., Denora N., Trapani A.,and Laquintana . Recent advances
in ligand targeted therapy. J. Drug Target. 2012;20:1-22].

1.1.4 La proteina di Traslocazione Mitocondriale TSPO

Il TSPO é stato identificato nel 1977 durante ricerche di siti di legame per le
benzodiazepine nei tessuti periferici, che ne avevano attestato [’elevata
distribuzione al di fuori del cervello, da cui 1’idea di chiamarlo inizialmente
“Recettore periferico per le Benzodiazepine” (PBR) per distinguerlo dal
“Recettore Centrale per le Benzodiazepine” (CBR), il quale media i classici effetti
sedativi, ansiolitici, anticonvulsivanti e miorilassanti delle benzodiazepine e da
cui si differenzia anatomicamente, strutturalmente e farmacologicamente.

L’attuale denominazione “Translocator Protein 18kDa” (TSPO), appare tuttavia
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piu indicata per evidenziare la diversa natura dei ligandi non necessariamente a
struttura benzodiazepinica, per descrivere il ruolo subcellulare del recettore e la
sua localizzazione non solo a livello periferico ma anche a livello del SNC, ed in
particolare attraverso 1’indicazione “mitochondrial TSPO” o “nuclear TSPO” non

solo a livello mitocondriale ma anche a livello nucleare e perinucleare [33].

I1 TSPO ¢ largamente distribuito in tutto 1’organismo, come confermato da saggi
di binding di radioligandi, in particolar modo nei tessuti dove avviene la
steroidogenesi quali testicoli, ovaie, ghiandole surrenali e placenta, in cui sembra
svolgere un ruolo cruciale di trasporto del colesterolo, ma anche nel SNC e in altri

organi periferici come polmoni, fegato e cuore [8-11].

A livello subcellulare il TSPO é localizzato nella membrana mitocondriale esterna
(OMM), nei siti di contatto con la membrana mitocondriale interna (IMM), ma lo
si ritrova anche nei globuli rossi del sangue privi di mitocondri, e nella regione
nucleare e perinucleare delle cellule umane di carcinoma della mammella, di

glioma umano e delle cellule tumorali epatiche.

Strutturalmente il TSPO e una proteina transmembrana, con massa molecolare di
18 kDa, costituita da 169 aminoacidi organizzati a costituire 5 o—eliche che
attraversano la membrana mitocondriale, con 1’estremita C-terminale rivolta verso

il citoplasma e quella amminica rivolta verso lo spazio intermembranale (Fig. 2).
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Fig. 2: Struttura del recettore TSPO [34].

E’ un componente del complesso multi proteico noto come “Mitochondrial
Permeability Transition Pore” (MPTP) di cui sono state identificate anche altre
due subunita proteiche e proteine di associazione, rispettivamente:
e un canale anionico voltaggio—dipendente (VDCA) localizzato a livello
della OMM, contenente il sito di legame per le benzodiazepine;
e il trasportatore Adenina Nucleotide Translocasi (ANT) localizzato nella
IMM e capace anch’esso di legare le benzodiazepine;
e le proteine PAP7 e STAR (Steroidogenic Acute Regulary Protein) che
partecipano alla sintesi degli steroidi, promuovendo I’ingresso del

colesterolo nei mitocondri;
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e la proteina PRAX-1, localizzata nel citoplasma, che determina la
dimerizzazione del TSPO tramite interazione con I’estremita C-terminale
di quest’ultimo;

e la proteina M11L, fattore di virulenza del Myxoma Poxvirus, localizzata
nel mitocondrio. Essa & una proteina antiapoptotica che puo regolare il
complesso MPTP attraverso la modulazione diretta del TSPO, prevenendo
cosi la ripolarizzazione della membrana mitocondriale e il rilascio del
citocromo mitocondriale Cit. C, che si verifica in risposta all’induzione
apoptotica [34].

Il complesso proteico MPTP gioca un ruolo fondamentale nei processi di
apoptosi. Infatti i ligandi selettivi del TSPO inducono apoptosi e arresto del ciclo
cellulare in cellule cancerose come confermato da dati sperimentali [35].

Ulteriori studi hanno mostrato che 1’espressione del TSPO aumenta selettivamente
in diversi tipi di tumore e che tale incremento & legato al relativo grado di
malignita. In particolare e stata riscontrata una overespressione del TSPO nel
tumore cerebrale, nel carcinoma colon-rettale, nell’epatocarcinoma, nel glioma ¢
nel carcinoma mammario. Per le neoplasie a carico di cervello e colon inoltre e
stata rilevata, oltre alla overespressione, anche un’anormale distribuzione del
TSPO con un aumento della densita recettoriale a livello di regioni nucleari e
perinucleari piuttosto che mitocondriale [34].

Per tutte le ragioni menzionate, il TSPO rappresenta un interessante target
subcellulare non solo per I’imaging di stati patologici in cui tale proteina ¢
overespressa, ma anche per il direzionamento selettivo di farmaci a livello
mitocondriale [36,37].

1.1.5 La nanotecnologia applicata al delivery di farmaci e/o agenti diagnostici

Oggi un grande contributo alla terapia e alla diagnosi delle patologie tumorali sta
derivando dall’applicazione delle nanotecnologie nella formulazione di nuovi

sistemi terapeutici e diagnostici. In particolare questi sistemi denominati
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genericamente “Nanovettori” date le dimensioni colloidali che li caratterizzano
(10-1000 nm) e tra i quali citiamo liposomi, nanoparticelle, coniugati polimerici,

micelle, dendrimeri, e nanoparticelle, sono sistemi iniettabili che necessitano di:

e un materiale di partenza, nella maggior parte dei casi di natura polimerica;

e una molecola dotata di attivita farmacologica caricata nel materiale per
incapsulamento, dispersione, adsorbimento o coniugazione;

¢ un elemento aggiuntivo che migliori la biodisponibilita e la selettivita del
prodotto [19].

Cosi concepiti questi nano sistemi sono in grado di ovviare a tutte quelle
problematiche di natura chimico—fisica, farmacocinetica o metabolica che
comportano una ridotta biodisponibilita del farmaco classico ma soprattutto di

conseguire un rilascio direzionato del farmaco.

Il concetto di drug targeting fu inizialmente suggerito da Paul Ehrilch con la teoria
del “magic bullet”. Ehrilch descrisse un ipotetico “magic bullet” in grado di agire
selettivamente sul bersaglio farmacologico. Questo concetto é stato sviluppato in
diversi modi. Da un punto di vista strettamente chimico-farmaceutico, il concetto
di Ehrlich ha portato allo studio e allo sviluppo di nuovi agenti terapeutici ad
attivita selettiva in grado di riconoscere i bersagli farmacologici su cui agire e non

agire sulle strutture o sulle funzioni non coinvolte nella patologia.

L’obiettivo di un rilascio selettivo di farmaco pud essere conseguito o
passivamente, ottimizzando le proprieta chimico fisiche del complesso farmaco
nanovettore, come ad esempio dimensione e proprieta di superficie, o attivamente,
inserendo sul nanocarrier un gruppo o una molecola direzionante che interagendo
specificamente su target cellulari o subcellulari riesca a veicolare selettivamente il
farmaco nel sito d’azione [33], 0 mediante targeting attivo chimico-fisico con
sistemi intelligenti che rispondono ad anormali valori di pH e/o temperatura del

tessuto tumorale, o fisicamente, mediante applicazione di un campo magnetico
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esterno, in grado di attirare, nel sito di applicazione del magnete, sistemi
nanoparticellari opportunamente progettati per spostarsi sotto 1’azione di un

campo magnetico [38].
1.1.6 | dendrimeri

Tra i nanovettori, i dendrimeri rappresentano una categoria emergente di
nanomateriali che in condizioni non tossiche, potrebbe essere utilizzata per scopi

biomedici.

Il termine dendrimero deriva dal greco “dendron” che significa albero. Della
classe dei polimeri dendritici fanno parte: i dendrimeri, i polimeri iper-ramificati, i
polimeri “dendrigraft”, e i polimeri dendronizzati, ma tra tutti, i piu studiati ed
importanti sono i dendrimeri [39]. Queste macromolecole sono derivanti da sintesi
che raggiungono elevati livelli di controllo; si utilizzano infatti delle accurate
strategie sintetiche che consentono di ottenere delle strutture tridimensionali
altamente regolari. Nel 1978 Tomalia sintetizzo e caratterizzo la macromolecola
che egli chiamo “dendrimero” per descrivere 1’oligomero altamente
funzionalizzato conosciuto oggi con il nome di poliammidoamina (PAMAM)
(Fig.4) [39].
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Fig.4. Struttura di un dendrimero PAMAM

Nello stesso anno Vogtle propose una strategia di sintesi che venne chiamata
“sintesi a cascata” per mezzo della quale, egli ottenne una macromolecola a
struttura altamente controllata ripetendo ciclicamente due reazioni: addizione di
Michael tra acrilonitrile e un gruppo amminico, e la successiva riduzione del
gruppo nitrile in ammina [40]. Nel 1985 Newkome riprese il lavoro di Vogtle
abbandonato a causa dell’incapacita di realizzare una completa trasformazione dei
gruppi funzionali, realizzando cosi delle molecole ramificate a cui diede il nome

di arboroli caratterizzati da un notevole numero di gruppi terminali ossidrilici[41].
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1.1.6.1 Struttura dei dendrimeri

Nella struttura di un dendrimero si possono distinguere tre componenti

fondamentali:
. il core, ovvero un nocciolo polifunzionale interno;
. degli strati interni costituiti da unita monomeriche chiamati
generazioni
. uno strato esterno o superficiale, contenente funzionalita terminali.

Le caratteristiche chimico-fisiche saranno notevolmente influenzate dalle
caratteristiche di tali componenti strutturali. Il core deve possedere due o piu
gruppi funzionali da cui si estende il dendrimero la cui forma dipendera dalla
struttura del core stesso. Puo essere una molecola piccola e rigida o una molecola
piu flessibile avente quindi degli spaziatori che servono a diminuire I’ingombro
sterico attorno ai siti di reazione. Il core puo essere di varia natura: metallo, un

cromoforo, un oligomero, a seconda dell’impiego del dendrimero [39].

A seconda dell’unita ripetente scelta, il dendrimero puo raggiungere generazioni
con struttura tridimensionale differente; se il monomero é di un solo tipo si otterra
un dendrimero altamente ordinato e simmetrico, nel caso invece si utilizzi piu di
un’unita ripetente, il dendrimero risultera asimmetrico [39]. | gruppi terminali
presenti sulla superficie esterna sono fondamentali per le caratteristiche e le
possibili applicazioni del dendrimero. Infatti, soprattutto nelle generazioni elevate,
un dendrimero possiede un elevato numero di gruppi terminali che sono
responsabili di molte proprieta come la solubilita e la reattivita [40]. | gruppi
terminali possono essere appropriatamente funzionalizzati con qualsiasi tipo di
molecola a seconda delle applicazioni, ad esempio con biomolecole, cromofori o

complessi metallici.
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1.1.6.2 Sintesi dei dendrimeri

La sintesi dei dendrimeri deve condurre all’ottenimento di strutture molecolari

ordinate. Tale fine pu0 essere perseguito mediante un approccio divergente (come

proposto da Tomalia e da VVogtle) ovvero una sintesi in cui si parte dal centro e si

prosegue verso I’esterno, o viceversa mediante un approccio convergente proposto

da Frechet nel 1990 [42]. In generale, tutte le sintesi dei dendrimeri sono costituite

da una serie di reazioni ripetute e controllate al fine di evitare conversioni non

quantitative e collaterali

e di ottenere dendrimeri altamente puri. La purezza

dendrimerica rappresenta la percentuale di materiale dendrimerico privo di difetti

nel prodotto finale.
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Nella sintesi divergente il nocciolo con
funzionalita n viene fatto reagire (coupling
step) con un monomero polifunzionale di tipo
ABXx (nella figura a sinistra x = 2) che possiede
un solo gruppo funzionale ( A: =) in grado di
reagire con il nocciolo, mentre gli altri gruppi
(B: & ) sono protetti 0 non reattivi sia nei
confronti del nocciolo sia del gruppo (A) al
fine di non generare sottoprodotti. Avvenuta la
completa funzionalizzazione del nocciolo, i
gruppi periferici (B) vengono attivati in modo
da renderli reattivi nei confronti del gruppo
(A) di altri monomeri (activation step). La

ripetizione della reazione di accoppiamento e
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attivazione porta alla formazione delle generazioni successive. Raggiunta la
generazione desiderata i gruppi periferici vengono funzionalizzati adeguatamente
in base all'applicazione desiderata del dendrimero. Uno dei punti deboli della
sintesi divergente & l'aumento esponenziale del numero dei siti periferici di
reazione al crescere delle generazioni; cio comporta l'uso di eccessi sempre
maggiori di reagenti per avere conversioni totali ed evitare imperfezioni
strutturali. Fortunatamente, pero, i reagenti in eccesso sono facilmente rimovibili
dal dendrimero in crescita poiché hanno un peso molecolare molto inferiore e
possono essere eliminati con semplici tecniche di purificazione come la
cristallizzazione, la cromatografia o per evaporazione con evaporatore rotante. La
metodologia divergente ¢ ideale per sintetizzare dendrimeri di grandi dimensioni
in quanto ad ogni passaggio di accoppiamento/attivazione si raddoppia, circa, la
massa del dendrimero. A causa pero dell’elevato numero di siti di reazione ¢
difficile ottenere dendrimeri di generazioni elevate con una buona purezza
dendrimerica in quanto una macromolecola imperfetta non puo essere separata

dalle altre perché troppo simile per forma, peso e proprieta chimico-fisiche [43].

«  Sintesi convergente

La sintesi convergente, ideata da Fréchet, prevede

: che la sintesi inizi da quella che diventera la parte
TMonomer . e esterna della molecola. 1l monomero polifunzionale
di tipo ABx (nella figura a sinistra, X = 2) in questo

Y caso possiede una funzionalita protetta (A: ®),
Activation chiamata punto focale, mentre gli altri gruppi

Step

funzionali (B: =¢) vengono fatti reagire con la

-®
' .‘I‘, molecola che diventera il gruppo superficiale

. desiderato. Dopo questo accoppiamento, il punto
T Monomer ogltgl:,ng

focale (A) viene attivato (activation step) e fatto

reagire (coupling step) con i gruppi funzionali (B) di
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un altro monomero formando un dendrone di generazione maggiore.
Proseguendo con I’alternanza di reazioni di attivazione/accoppiamento si
raggiunge la generazione desiderata ed a questo punto il gruppo focale (A)
del dendrone viene fatto accoppiare con il nocciolo per dare il dendrimero.
A differenza della sintesi divergente, con questa strategia i siti reattivi
sono in numero limitato e piu facilmente controllabili e, quindi, sono
necessari solo piccoli eccessi di reagenti. Un altro vantaggio della
metodologia convergente é che la differenza tra il peso molecolare di un
dendrone perfetto ed uno irregolare e sufficientemente elevato da
permettere una purificazione relativamente facile dei prodotti e quindi
ottenere dendrimeri con un'elevata purezza. | limiti della sintesi
convergente derivano, invece, dall'ingombro sterico che si crea attorno al
punto focale al crescere del dendrone e che impedisce I'accoppiamento con
il nocciolo. Per questo motivo, generalmente, con la sintesi convergente

non e possibile ottenere dendrimeri oltre la sesta generazione [44].
1.1.6.3 Caratteristiche ed applicazioni dei dendrimeri

Diversamente da molti polimeri lineari, i dendrimeri rappresentano una classe di
macromolecole la cui sintesi raggiunge elevati livelli di controllo. Le
caratteristiche peculiari che portano i dendrimeri a differenziarsi dai tradizionali

polimeri lineari sono essenzialmente tre:

. un dendrimero puod essere isolato come singolo composto monodisperso a
differenza della maggior parte dei polimeri lineari la cui sintesi fornisce
sistemi eterodispersi di specie molecolari che differiscono nel peso
molecolare;

. le proprieta dei dendrimeri (solubilita, reattivita chimica, temperatura di
transizione vetrosa) sono determinate dalla natura e dal numero dei gruppi

presenti sulla superficie del dendrimero che sono in relazione, a loro volta,
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al numero di generazioni. Nei polimeri lineari, invece, il numero di gruppi
terminali € sempre due, indipendentemente dal peso molecolare del
polimero;

. nei dendrimeri la crescita ¢ limitata dall’ingombro sterico; a causa di tale
limitazione le molecole sviluppano una conformazione globulare, al

contrario nei polimeri la crescita puo continuare all’infinito.

Queste caratteristiche hanno portato ad un aumento dell’interesse scientifico nei
confronti di questi sistemi e delle loro potenziali applicazioni in vari ambiti.
Alcune delle applicazioni piu affascinanti dei dendrimeri sono state nel campo
della chimica supramolecolare: i dendrimeri possono, infatti, incapsulare altri
substrati all'interno della loro struttura, o alla periferia, attraverso interazioni
supramolecolari come legame a idrogeno, legame ionico o interazioni
idrofobiche[45].

Le interazioni supramolecolari sulla superficie includono anche importanti
interazioni tra peptidi e proteine per la produzione di anticorpi e vaccini
sintetici[46] e interazioni carboidrati-proteine per il riconoscimento cellulare [47].
Un'altra applicazione dei dendrimeri, correlata alla chimica supramolecolare,
riguarda il loro uso come supporti per sistemi a rilascio controllato di farmaci
(Drug Delivery Systems, DDS). A differenza dei polimeri lineari, generalmente
utilizzati nei dispositivi DDS, la struttura tridimensionale dei dendrimeri €
maggiormente controllata e riproducibile, hanno un‘alta densita di gruppi
funzionali e quindi una maggiore concentrazione di farmaci veicolabili inoltre, &
possibile migliorare 1’assorbimento cellulare del farmaco aumentando la
penetrazione e la ritenzione nelle cellule con dendrimeri funzionalizzati con
polietilenglicole (PEG), gruppi folato o altro [48]. Inoltre la presenza di un gran
numero di gruppi funzionali in periferia, rende i dendrimeri potenzialmente utili
per successive coniugazioni. Rappresentano, pertanto, uno strumento ideale per

studiare I’influenza di alcuni parametri chimico fisici come dimensioni del
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polimero, carica superficiale, natura chimica, sulla citotossicita, sul processo di

internalizzazione recettoriale e sulle interazioni cellulari e subcellulari.

La maggior parte degli studi condotti con finalita terapeutiche e diagnostiche sono
stati sviluppati con dendrimeri a struttura poli amidoamminica, noti anche come
PAMAM, in quanto sono relativamente facili da sintetizzare a partire dalla prima
generazione sino alla generazione 10 (G1-G10) o sono disponibili
commercialmente, inoltre, hanno un numero elevato di gruppi funzionali periferici
(da 4 a 4096), di diversa natura (es. ammine, acidi carbossilici, ossidrili) e pesi
molecolari (da 657 a 935.000 g/mol) con indice di polidispersivita prossimo a
1[39].

1.1.7 Le nanoparticelle colloidali (NP)

Come gia detto, un notevole miglioramento nella terapia del cancro si potrebbe
ottenere sviluppando innovative strategie di veicolazione e rilascio controllato di
farmaci, in grado di mirare e penetrare specificatamente le cellule tumorali,
superandone la resistenza. Inoltre sviluppando sistemi di veicolazione capaci di
agire sia da dispositivi diagnostici per ’individuazione non invasiva delle aree
malate, sia da sistemi terapeutici, 1’azione fisica di tali sistemi in combinazione
con ’azione chimica del farmaco permetterebbe di aumentare le probabilita di

successo terapeutico.

In tale prospettiva, 1’utilizzo di nanovettori a base di nanoparticelle (NP)
colloidali offre la potenzialita di un nuovo ed innovativo approccio per il trasporto
mirato di farmaci antitumorali alle cellule cancerose e una piu precisa
individuazione delle aree colpite, superando la MRD (resistenza multipla ai
farmaci), favorendone I’accumulo intracellulare e riducendone gli effetti

collaterali avversi dovuti alla somministrazione di elevate dosi.
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In particolare, le NP inorganiche colloidali risultano essere particolarmente
interessanti per le loro singolari proprieta chimico-fisiche (optoelettroniche,
magnetiche, termodinamiche, ossidoriduttive, ecc.) dipendenti principalmente
dalla loro composizione, struttura, dimensione e forma. | progressi nella sintesi
colloidale hanno permesso la realizzazione e il controllo della dimensione e della
geometria di nanostrutture tale da poter oggi realizzare strutture complesse quali
rod, tubi, tetrapod, ecc. aventi diversa composizione e proprieta [49,50].
Nanocristalli (NC) di tipo “multi-arms” o eterostrutture costituite da domini
magnetici, metallici o fluorescenti, sono esempi di complesse strutture

inorganiche ideali per la realizzazione di sistemi teranostici [51,52].

Generalmente le NP sono stabilizzate da uno strato di molecole organiche
contraddistinte dalla presenza di catene alifatiche, che le rendono insolubili in
acqua. Esse pero sono caratterizzate da un’estrema versatilita della loro chimica
superficiale e quindi offrono il vantaggio di essere altamente processabili
mediante strategie post sintetiche. E possibile, dunque, in virtt delle loro peculiari
caratteristiche chimiche superficiali, realizzare nuove e innovative formulazioni
farmacologiche mediante opportuna funzionalizzazione delle NP con svariate
tipologie di farmaci. Inoltre, grazie all’elevato rapporto superficie/volume, la
superficie delle NP consente di legare chimicamente specifici sistemi molecolari
capaci di interagire con determinati recettori e indirizzarle in modo mirato verso
cellule o tessuti-bersaglio. In questo modo € possibile ottenere NP altamente
multifunzionali che possono trovare impiego nella realizzazione di nanosistemi
teranostici, in grado di combinare simultaneamente abilitd diagnostiche e

terapeutiche.

In questo contesto, ad esempio, le NP magnetiche descritte nel capitolo 3,
rappresentano dei nanosistemi per applicazioni in teranostica perché grazie alle
loro specifiche caratteristiche fisiche e chimiche possono agire sia da mezzo di

contrasto utile per la diagnosi che da mezzo terapeutico per il trattamento del
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cancro. Infatti, esse, opportunamente funzionalizzate, consentono di trasportare, in
modo mirato e controllato, specifici agenti chemioterapici, in quanto possono
essere orientate verso siti specifici dell’organismo applicando un opportuno
campo magnetico. Inoltre, I’applicazione di un campo magnetico esterno pud
generare sviluppo di calore, indurre la morte cellulare, consentendo di aumentare
I’efficacia del trattamento chemioterapico (ipertermia magnetica). Infine, la
possibilita di utilizzare le NP magnetiche come agenti di contrasto nell’imaging a
risonanza magnetica (MRI) permette di effettuare una piu accurata identificazione
delle aree interessate dalla malattia, una valutazione non invasiva della
biodistribuzione del farmaco, ed un monitoraggio in tempo reale delle risposte

terapeutiche.

Magnetite
nanoparticles

Fig.5. Strategie teranostiche mediante 1’uso di NP magnetiche: NP magnetiche
funzionalizzate accumulate nei tessuti tumorali via DDS (drug delivery system);
NP magnetiche utilizzate per la diagnosi del cancro mediante MRI; ipertemia

indotta da campo magnetico alternato.

Un altro esempio € rappresentato dai nanocristalli (NC) di semiconduttori
luminescenti (QD di CdSe@2ZnS inglobati in una shell di silice) descritti nel
capitolo 5, i quali rappresentano un materiale particolarmente attraente per
applicazioni nel campo del bio-sensing ed imaging. Rispetto ai coloranti organici
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impiegati quali probe luminescenti, i NC presentano un ampio spettro di
eccitazione e una banda di emissione stretta e simmetrica, il cui massimo é
modulabile con le dimensioni. La resistenza al photobleaching, unita alla
luminosita di tali materiali rappresentano caratteristiche importanti quando si

vogliano condurre analisi a lungo termine e a elevata sensibilita [53,54].

1.1.7.1 I nanocristalli (NC)

Si possono definire solidi nanostrutturati o, piu in generale, sistemi nanostrutturati
tutti quegli oggetti che hanno almeno una delle dimensioni comprese tra 1 e 100
nm. L’interesse scientifico e tecnologico verso questa nuova classe di materiali ¢
legata alle peculiari caratteristiche intrinseche quali gli effetti quantistici che si
aggiungono alle comuni proprieta di bulk quali la conducibilita, la durezza e il
punto di fusione. Infatti passando da un cristallo di dimensioni macroscopiche ad
un NC tutte le proprieta termodinamiche, ottiche, elettriche e magnetiche variano
enormemente secondo delle vere e proprie leggi di scala, pur mantenendo la

composizione del materiale costante[55,56].

Nei NC, gli elettroni hanno a disposizione una regione di spazio limitata e questo
porta ad una discretizzazione dei livelli energetici e della densita degli stati
elettronici (Fig.6a). Un NC dal punto di vista quantistico si trova in una situazione
intermedia fra una molecola che ha degli stati energetici discreti ed un cristallo
con bande di energia continue. Per ogni materiale esiste una dimensione critica al
di sotto della quale gli effetti del confinamento quantico diventano apprezzabili, in
quanto la discretizzazione dei bordi delle bande e I’aumento del band gap si
traducono in una sostanziale differenziazione delle proprieta elettriche ed ottiche
del NC rispetto al corrispondente bulk[56].
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Fig.6. Densita degli stati e confinamento quantico per diverse tipologie di
nanostrutture: A) strutture 3-D tipo bulk; B) pozzi quantici (2-D); C) fili quantici
(1-D); D) punti quantici (0-D) (Pannello a); Dipendenza della dispersione
(frazione di atomi alla superficie) dal numero di atomi costituente 1’aggregato,

ipotizzato di forma cubica (Pannello b).

Inoltre al diminuire delle dimensioni il rapporto fra gli atomi presenti sulla
superficie e quelli nel core del cristallo aumenta a favore dei primi. Il contributo
degli atomi superficiali all’energia libera di un cristallo ¢ diverso da quello degli
atomi di core per cui molte proprieta termodinamiche dipenderanno proprio dal
rapporto tra il numero degli atomi di superficie e quello degli atomi di core. Se si
considera un NC sferico € possibile vedere facilmente come varia il rapporto tra
superficie e volume in funzione del raggio (Fig.6b). Se si registra uno spettro di
assorbimento di un semiconduttore nanocristallino si possono facilmente
osservare gli effetti del confinamento quantico. Infatti all’aumentare delle
dimensioni del NC diminuisce il gap energetico tra la banda di valenza e la banda
di conduzione per cui le bande di assorbimento si spostano verso lunghezze
d’onda piu grandi, e quindi verso energie piu basse, diventando meno risolte a
causa del ridotto confinamento quantico [57] (Fig.7a). Inoltre gli effetti del
confinamento quantico possono essere valutati con gli spettri di fluorescenza che
mostrano uno spostamento delle bande di emissione verso lunghezze d’onda
maggiori all’aumentare delle dimensioni del NC e quindi alla diminuzione del

band gap (Fig.7b).
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Fig.7. Spettri di assorbimento di nanocristalli di CdSe di diverse dimensioni

(Pannello a); Spettri di emissioni di nanocristalli di CdSe di diverse dimensioni

(Pannello b).

Per quanto riguarda le proprieta magnetiche ricordiamo che il magnetismo dei
materiali € causato dallo spin degli elettroni e dal loro moto intorno ai nuclei. Un
campo magnetico esterno, che agisce sugli atomi di un materiale, sbilancia
leggermente 1’orbita dei suoi elettroni e crea piccoli dipoli magnetici che
interagiscono con il campo magnetico applicato. In funzione di tale interazione si
possono avere materiali  diamagnetici, paramagnetici, ferromagnetici,

antiferromagnetici e ferrimagnetici.

L’ossido di ferro, oggetto d’interesse in questo lavoro di tesi (capitolo 3), € un
materiale ferromagnetico le cui peculiari proprieta sono dovute al fatto che, a
temperatura ambiente, gli elettroni spaiati degli orbitali 3d di atomi adiacenti si
allineano in direzione parallela e in regioni microscopiche dette domini magnetici,
per un fenomeno detto di magnetizzazione spontanea. Per tali materiali & possibile
costruire una tipica curva di isteresi in cui I’area interna ¢ una misura dell’energia

persa o del lavoro compiuto dal ciclo di magnetizzazione o smagnetizzazione[58].

Nei materiali ferromagnetici nanostrutturati le proprieta magnetiche dei
corrispondenti bulk cambiano. In particolare al diminuire delle dimensioni si
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verifica che la magnetizzazione di saturazione diminuisce in quanto diminuisce il
numero totale degli spin che si sommano e che la coercitivita diminuisce e di
conseguenza la magnetizzazione residua tende a zero piu velocemente ovvero

diminuisce il tempo di rilassamento (Fig.8a).

Al di sotto di una dimensione critica (Dc), i NC si comportano come singoli
domini magnetici, mentre al di sotto della cosiddetta dimensione di bloccaggio
(blocking size), i NC si comportano da sostanze superparamagnetiche, mostrando
coercitivita nulla e un valore di magnetizzazione di saturazione che, a volte,
risulta essere anche maggiore del corrispondente valore relativo al materiale bulk.
Il comportamento superparamagnetico appare praticamente uguale al
comportamento paramagnetico, pur avvenendo al di sotto della temperatura di
Curie (Fig.8b). Inoltre, mentre il paramagnetismo €& una proprieta intrinseca della
materia, prodotta dall’allineamento dei momenti dei singoli dipoli magnetici di
atomi 0o molecole immersi in  un campo magnetico esterno, il
superparamagnetismo dipende da condizioni esterne come dimensione, forma,

temperatura, concentrazione e capping [58-59].
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Fig.8. Andamento qualitativo della coercitivita in funzione della dimensione delle
nanoparticelle (Pannello a); Curve di isteresi a due temperature per nanocristalli di
ferro di 6.7 nm. A 300 K la curva mostra comportamento superparamagnetico

(Pannello b).
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La temperatura alla quale i NC acquistano un comportamento superparamagnetico
e nota come temperatura di bloccaggio (Th) (blocking temperature). Solitamente
tale temperatura diminuisce al diminuire delle dimensioni e viene determinata
mediante ’uso di tecniche zero-field cooling (ZFC) e field cooling (FC).
Attraverso tali tecniche e possibile valutare la dipendenza della temperatura di
bloccaggio dai vari fattori sopraelencati in modo tale da modulare il

comportamento magnetico delle NP per le varie applicazioni.
1.1.7.2 Strategie di sintesi di NC

Un NC colloidale € un oggetto composto da un core inorganico cristallino e una
shell di tensioattivi che, coordinando gli atomi superficiali insaturi, regola la
solubilita del core e lo protegge da fenomeni di aggregazione. Tale configurazione
permette di ottenere dispersioni di NC colloidali otticamente trasparenti,
permettendo cosi lo studio delle loro proprieta optoelettroniche e catalitiche con le
spettroscopie convenzionali. Inoltre, dopo la sintesi, possono essere agevolmente
funzionalizzati e manipolati per una varieta di applicazioni tecnologiche come ad
esempio modificazioni superficiali, funzionalizzazione con molecole biologiche o
inorganiche, incorporazione in matrici polimeriche, immobilizzazione su
superfici, al fine di consentirne una pronta integrazione in sistemi e dispositivi da

utilizzare in specifici ambiti applicativi.

La preparazione di NC puo essere condotta sia con metodi fisici che con metodi
chimici. L’approccio fisico ¢ solitamente un approccio “top-down” che vede
I’ottenimento di NC a partire da materiali di bulk. L’approccio chimico ¢ invece
di tipo “bottom-up” e vede la sintesi di NC a partire da precursori molecolari. Tra
i metodi chimici particolare interesse hanno assunto quelli che si basano su
reazioni che hanno luogo in soluzionee che non richiedono alto vuoto ed elevate

temperature. Tra questi si distinguono due classi principali di approcci [60]:
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- metodi che utilizzano template statici, come ad esempio setacci
molecolari, zeoliti, membrane porose, nanotubi di carbonio. In tali
sistemi i nanopori dei materiali ospiti fungono sia da camera di
reazione che da strutture rigide in grado di modellare la forma e le
dimensioni delle particelle;

- metodi colloidali che utilizzano molecole organiche per controllare

la crescita delle nanostrutture.

Tra le tecniche colloidali, molto utilizzate sono le tecniche che fanno uso di
molecole che funzionano da agenti stabilizzanti (che sono molto spesso anche i
solventi della reazione stessa), in grado di dirigere la crescita delle nanostrutture,
coordinandosi alla loro superficie. Tali molecole devono interagire con la
superficie dei NC con una energia che non deve essere né troppo bassa, perché cio
favorirebbe fenomeni di aggregazione dei NC[61], né troppo alta perché in questo
caso sia la nucleazione che la crescita potrebbero essere inibite. Queste specie
chimiche devono essere stabili alle elevate temperature richieste per la crescita e
sono di solito composte da lunghe catene alifatiche legate a gruppi funzionali
contenenti atomi di fosforo, azoto, ossigeno; composti con queste caratteristiche
sono chiamati tensioattivi e sono rappresentati da fosfine, fosfinossidi, ammine,
ammidi e acidi carbossilici. Le molecole di tensioattivo coordinano la superficie
dei NC attraverso i loro gruppi funzionali ed espongono all’ambiente circostante
le catene alifatiche, rendendo i cristalli solubili in una vasta gamma di solventi

organici.

In particolare, nel presente lavoro di tesi si effettuera la sintesi per
decomposizione termica di un precursore in solventi coordinanti. Questa tecnica
prevede I’iniezione rapida di una soluzione “fredda” di precursori molecolari in un
pallone dove un solvente o una miscela di solventi coordinanti sono riscaldati ad
alta temperatura (100-300 °C). | precursori sono introdotti o in forma elementare

o come complessi organometallici. Questi sono solitamente disciolti in un
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solvente ad elevato punto di ebollizione. La soluzione contenente i precursori &
quindi iniettata nella miscela di reazione. Nell’ambiente di reazione i precursori Si
decompongono formando i NC; contemporaneamente le molecole di tensioattivo
si adsorbono e si deadsorbono dinamicamente dalla superficie dei NC limitando i

fenomeni di aggregazione.

La crescita dei cristalli in soluzione consta di due fasi principali, che sono la
nucleazione e 1’accrescimento. Le procedure di sintesi devono essere in grado di
controllare entrambe le fasi e teoricamente separarle tra loro. Infatti il procedere
del fenomeno della nucleazione durante la fase di crescita dei cristalli genera una
distribuzione abbastanza ampia delle dimensioni dei cristalli. La rapida iniezione,
seguita da un repentino abbassamento della temperatura e della concentrazione di

monomero, arresta idealmente o limita la fase di nucleazione.

Successivamente le NP sintetizzate sono precipitate dalla soluzione colloidale
mediante solventi con polarita sensibilmente diversa dalla miscela di reazione in
cui i NC sono sintetizzati. Le interazioni fra le particelle diventano predominanti
rispetto alle interazioni particelle-solvente, dando cosi luogo a fenomeni di
aggregazione ed infine di precipitazione. Il fenomeno di aggregazione € in genere
reversibile perché la superficie dei NC é passivata dalle molecole coordinanti di

tensioattivo, per cui il precipitato puo essere facilmente solubilizzato.
1.1.7.3 Funzionalizzazione superficiale di NC per applicazioni biologiche

I NC colloidali, sintetizzati in ambiente non acquoso, richiedono trattamenti post-
sintesi per renderli biocompatibili e disperdibili in ambiente acquoso. Tali
trattamenti devono in ogni caso preservare le peculiari caratteristiche delle NP.
Una possibile classificazione dei metodi di funzionalizzazione si basa sulla
tipologia delle interazioni coinvolte nel processo di funzionalizzazione, e in

particolare,

33



— scambio del capping superficiale,

— interazioni idrofobiche,

— crescita di una shell di materiale maggiormente biocompatibile.(Fig.9)
In questo lavoro di tesi, I’attenzione ¢ stata focalizzata sulle tecniche che
vedono I’incorporazione di SPION che sfruttano le interazioni idrofobiche
(capitolo 3) e su quelle che prevedono la crescita di una shell di materiale

maggiormente biocompatibile (capitolo 5).

Fig. 9. Schematizzazione dei vari tipi di funzionalizzazione superficiale dei

nanocristalli.
* Incorporazione in fosfolipidi e micelle di fosfolipidi

Questa classe di lipidi contengono fosforo come gruppi dell’acido ortofosforico e
costituiscono la frazione di lipidi piu abbondante presente nelle membrane
cellulari di cui rappresentano gli elementi strutturali. | fosfolipidi sono costituiti
anche da una parte idrofobica rappresentata da catene alifatiche e pertanto sono

classificate come molecole anfipatiche o anfifiliche.
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Dall’osservazione di quello che accade in una soluzione acquosa diluita, si pud
dedurre che 1 fosfolipidi, come qualsiasi altro tensioattivo, sono presenti
generalmente in forma monomerica ed hanno un comportamento analogo a quello
degli elettroliti forti, sono cioe completamente dissociati e le loro proprieta

chimico-fisiche sono vicine all’idealita a diluizione infinita.

Man mano che la concentrazione dei monomeri aumenta si ha la formazione di
sistemi supramolecolari di differente complessita per la doppia natura idrofilica-
idrofobica della specie. Tale fenomeno ¢ noto come “effetto solvatofobico” e
deriva dall’associazione di molecole apolari in acqua tramite interazioni di natura

idrofobica.

La successiva organizzazione dei monomeri a dare dimeri 0 aggregati contenenti
un piccolo numero di molecole, determina zone di contatto e di interazione fra le
catene apolari, provocando cosi la distruzione del guscio di idratazione ed il
ripristino dell’originaria struttura meno ordinata del solvente. Tale processo
comporta un aumento dell’entropia del sistema e fa si che I’aggregazione avvenga

spontaneamente.

Continuando ad aumentare la concentrazione dei fosfolipidi, quando si oltrepassa
un valore limite detto concentrazione micellare critica (c.m.c.), si osserva la
formazione di aggregati micellari come possiamo vedere in figura 10, ovvero
supramolecole costituite da 50-200 unita, dalla forma approssimativamente sferica

e il cui raggio é circa uguale alla lunghezza della catena alchilica .
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Fig.10. Micella di fosfolipidi.

Se la concentrazione supera di gran lunga la concentrazione micellare critica &
possibile osservare la formazione di aggregati ellissoidali e poi cilindrici fino ad
arrivare a strutture di tipo multi-layer o liquido-cristallino, che derivano dalla
disposizione parallela, secondo un reticolo esagonale delle micelle cilindriche, con

I’acqua localizzata sulle superfici e nelle intercapedini.

Altri tipi di strutture supramolecolari formate dai tensioattivi sono i monolayer, o
bilayer. Se vengono eseguiti trattamenti particolari, come la sonicazione o
I’iniezione di una soluzione organica di tensioattivo in acqua, i bilayer subiscono
un riarrangiamento in strutture chiuse come possiamo vedere in figura 11,
caratterizzate dalla presenza di una cavita polare e chiamate vescicole o liposomi,

se costituite da lipidi.
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Fig.11. Possibili strutture di aggregati supramolecolari (A: bilayer; B: vescicole o

liposomi)

La forma degli aggregati, che puo essere sferica prima e cilindrica poi, oppure
lamellare, dipendera dalla geometria (conica, troncoconica, cilindrica) dei

fosfolipidi e dalla temperatura.

L’ingombro della testa polare dipende dalla sua carica, dal grado di idrofilia e
dalle repulsioni o attrazioni elettrostatiche con le teste delle molecole adiacenti.
Nel caso delle code, la lunghezza ed il grado di insaturazione delle catene
alifatiche determinano il volume occupato dalla parte idrofobica. La temperatura
ha un’influenza rilevantissima, poiché essa determina il grado di agitazione
termica delle catene alifatiche e, quindi, modifica fortemente il volume occupato
dalle code[62]. In questo senso il parametro di impaccamento tiene conto delle
caratteristiche geometriche dei fosfolipidi e grazie ad esso € possibile prevedere in

quale sistema complesso si organizzeranno i singoli fosfolipidi[63].

N=V/ocL

con V volume della catena idrocarburica, L lunghezza efficace ¢ o area efficace

della testa polare.
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11 termine “efficace” indica semplicemente che i vari termini dipendono, non solo
dalla geometria del fosfolipide, ma sono anche correlate all’ambiente in cui esso e
solubilizzato, per cui in una microemulsione fattori, quali la temperatura,
modificano il parametro di impaccamento, modulando di conseguenza la

dimensione e la forma delle micelle.

In accordo con questo semplice modello geometrico € possibile stabilire che una
particolare molecola anfifilica potra formare dei bilayer flessibili, curvi o planari o
delle vescicole se il valore del suo parametro di impaccamento & compreso tra 0.5
e 1. Se osserviamo piu da vicino il sistema micellare notiamo che i costituenti
delle micelle sono sottoposti ad un rapido equilibrio dinamico regolato dalla
diffusione. Tale equilibrio € il risultato di due processi paralleli: il primo e piu
rapido, dell’ordine dei microsecondi, consiste nell’associazione e dissociazione di
un monomero dall’aggregato, mentre il secondo e piu lento, dell’ordine dei
millisecondi, consiste nella formazione e disgregazione dell’intera struttura. La
formazione di micelle richiede che la molecola di tensioattivo che le costituisce
deve possedere:

e una catena idrocarburica costituita da un numero minimo di 8-10
gruppi metilenici (-CH»-), in modo tale da ridurre la solubilita in
acqua;

e un gruppo polare (gruppo fosfato) sufficientemente attivo da
promuovere la solubilita della molecola stessa, altrimenti lipofila.

La micellizzazione dipende dal bilancio di due tendenze opposte. Da un lato essa
¢ guidata dalla minimizzazione del contatto delle code idrocarburiche con le
molecole polari acquose; per questo motivo le catene lipofile dei monomeri si
“impaccano” mediante interazioni di tipo specifico (forze di Wan der Waals e

interazioni idrofobiche). Dall’altro lato, esiste una repulsione fra 1 gruppi di testa
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polari o ionici dei tensioattivi; tale effetto destabilizzante viene in parte attenuato

dall’associazione di controioni sulla superficie micellare.

| parametri necessari per caratterizzare una micella sono:

il numero di aggregazione n, ovvero il numero medio di molecole di
tensioattivo per aggregato il cui valore varia tra 50-200; tale valore é
influenzato da vari fattori, come la lunghezza della catena
idrocarburica, le caratteristiche del gruppo di testa, il tipo di controione
e la presenza di additivi;

la frazione di controioni associati alla micella (B), ovvero il grado di
neutralizzazione della micella stessa, il cui valore varia teoricamente
fra 0 ed 1, ma tali valori limite non vengono mai raggiunti. In realta,
sperimentalmente si misura il grado di ionizzazione micellare (a), cioe
la frazione di controioni fornita dalla fase micellare alla fase acquosa e
correlato al parametro B dalla relazione:

B=1-a

il raggio idrodinamico, ovvero il raggio dell’aggregato micellare
assimilato ad una sfera comprendente anche 1’idratazione secondaria.
Questo parametro si misura con la tecnica del Dynamic Light
Scattering;

la concentrazione micellare critica.

Micelle polimeriche sono state ampiamente utilizzate per migliorare 1’efficacia

della distribuzione del farmaco e ridurre la tossicita[64,65]. Le micelle

polimeriche possono essere concentrate nel tessuto tumorale grazie alla maggiore

permeabilita e all’effetto ritenzione che consentono una buona penetrazione nel

tessuto tumorale[66]. In particolare, I’'impiego di micelle a base di fosfolipidi

modificati con il polietilenglicole (PEG), utilizzate in questo lavoro di tesi, oltre a
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migliorare il profilo di sicurezza ed efficacia del sorafenib, riducendone la
tossicita, dovrebbero essere caratterizzate da un tempo di emivita piu elevato nella
circolazione sanguigna ed essere, quindi, disponibili il piu possibile per svolgere il

trasporto efficace del farmaco.

L’utilizzo del PEG, come rivestimento esterno, permetterebbe alle micelle di
eludere le proteine di plasma (opsine) presenti nel sangue ritardando cosi I’attacco
dei macrofagi (proprieta stealth) i quali porterebbero a una precoce degradazione

con una perdita sostanziale di concentrazione di farmaco nei tessuti tumorali.

Il PEG é un polimero neutro, biocompatibile, non biodegradabile, atossico, non
immunogenico. Solo lo 0.2% della popolazione sviluppa anticorpi anti-PEG, che
comunque non portano ad effetti collaterali tali da impedirne 1’impiego
farmaceutico. Sebbene non sia biodegradabile, esso puo essere eliminato per via
renale ed epatica senza subire sostanziali modifiche strutturali ma la cinetica di
eliminazione dipende dal suo peso molecolare che condiziona il volume
idrodinamico. In genere, il PEG fino ad un peso molecolare di 20000-Da puo
essere eliminato facilmente per via renale. Per queste caratteristiche e per la bassa
tossicita il PEG ¢ stato approvato dall’European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products (EMA) e dalla Food and Drug Administration (FDA) per
I’impiego nella preparazione di sistemi farmaceutici da somministrare per via

parenterale[67].
» Crescita di una shell di materiale biocompatibile

Un’altra procedura, riportata in letteratura, per trasferire nanoparticelle di
materiali differenti in soluzioni acquose, prevede I’utilizzo di un polimero
anfifilico[68]. Sfruttando le interazioni non-specifiche di tipo idrofobico tra le
catene alchiliche del polimero e quelle dell’agente coordinante alla superficie
della nanoparticella colloidale e promuovendo, successivamente, una reazione di

cross-linking del polimero, si viene a creare, attorno a ciascuna particella, una
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shell di polimero idrofilica. Shell inorganiche di silice [69] sono state utilizzate
per ricoprire nanoparticelle di metalli [70], semiconduttori luminescenti[71], e
magnetici [72] da applicare in campo biologico dove si sfruttano le proprieta della
silice quale materiale inerte e altamente biocompatibile. L’impiego della sintesi di
Stober, basata sull’idrolisi in etanolo di un ortosilicato (generalmente
tetraetilortosilicato: TEOS) in presenza di acqua e ammoniaca quale catalizzatore,
seguita da reazione di condensazione, non é adatta quando si vogliano inglobare
nella shell di silice NC di dimensione di pochi nanometri e la cui superficie ¢
coordinata da leganti non polari e, inoltre, pone alcuni limiti quando si voglia
restare in un regime dimensionale a livello submicrometrico. Un altro approccio
prevede I'uso di un primer, ad esempio ¢ riportato I’impiego di molecole di (3-
Amminopropil)trietossisilano (APS), in grado di coordinare la superficie di alcuni
nanoparticelle (Au) mediante i gruppi amminici, le cui funzionalita di
alcossisilani, esposte all’esterno, permettono la crescita di una shell di silice

secondo la strategia Stdber[73].

La sintesi descritta da Koole [71] utilizza sempre il TEOS quale precursore della
shell di silice. La reazione avviene in una microemulsione costituita da
cicloesano, in cui sono dispersi i NC, soluzione ammoniacale e tensioattivo. Il
meccanismo prevede la formazione di micella inversa che agisce da pool per la
crescita della particella: le molecole del precursore siliceo (TEOS) idrolizzato
(nell’ambiente basico) e il tensioattivo scalzano [’agente coordinante alla
superficie dei NC, favorendone 1’inclusione nel pool acquoso, dove avviene la
formazione della shell di silice[74]. Tale strategia permette di ricoprire con una
shell di silice NC e nanoparticelle colloidali stabili in solventi organici,

rendendole cosi disperdibili in solventi acquosi (Fig.12).
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Fig.12. Schema della crescita in microemulsione di shell di silice su nanocristalli

colloidali.

La stretta distribuzione dimensionale delle nanoparticelle (bead) preparate, le
dimensioni sub-micrometriche e le caratteristiche proprieta spettroscopiche dei
NC in esso trasferite, permettono di disporre di un materiale funzionale di

notevole interesse per studi in vitro o in vivo.

La shell di silice, inoltre, offre una superficie versatile, la cui chimica superficiale
puo essere facilmente modulata. Reazioni di funzionalizzazione rivestono un
ruolo importante non solo per introdurre specifici siti di ancoraggio utili alla
coniugazione di molecole di interesse biologico, ma anche alla comprensione e
identificazione di quei parametri, di natura elettrostatica, sterica e chimica, che
condizionano |’interazione fra le particelle e il loro destino in cellula. Lo stadio
iniziale di interazione fra le nanoparticelle e le cellule prevede 1’assorbimento
sulla membrana cellulare, seguito da uptake attraverso la membrana verso
I’interno della cellula. Studi riportati in letteratura mostrano che il trasporto risulta
fortemente influenzato dalla dimensione delle nanoparticelle e dalla
funzionalizzazione superficiale. Il basso regime dimensionale, a livello
submicrometrico, facilita una buona penetrazione della membrana cellulare ed ¢

noto che la presenza di gruppi amminici o amminoacidi sulla shell di silice
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conferisce alle nanoparticelle una carica superficiale positiva che consente

un’internalizzazione piu efficace [75].

E’ importante sottolineare che nel processo di trasferimento di strutture alla
nanoscala in sistemi biologici, le proprieta superficiali possono subire
cambiamenti significativi: la forza ionica di mezzi fisiologici e 1’insorgere di
reazioni chimiche con i componenti di colture cellulari riducono in molti casi la
stabilita colloidale dei sistemi, causando fenomeni di aggregazione [75]. Pertanto
nella progettazione e realizzazione di nuovi sistemi alla nanoscala risultera
fondamentale elaborare strategie che consentano di ottenere nano-oggetti
funzionali stabili dal punto di vista colloidale, in cui siano preservate le proprieta

chimico-fisiche che si intende trasferire e sfruttare per le analisi in vitro.
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1.2 Finalita della ricerca

Lo scopo del presente lavoro di tesi e stato quello di realizzare nuovi sistemi
nanoparticellari per il direzionamento di farmaci o di agenti per I’imaging,
potenzialmente utilizzabili per la terapia e/o per la diagnosi dell’epatocarcinoma
(HCC), in particolare per quelle forme caratterizzate dall’overespressione del
recettore di membrana degli epatociti ASGP-R o del recettore mitocondriale
TSPO.

In particolare, nel capitolo 2 sono state descritte la sintesi, la caratterizzazione
chimico fisica, la capacita di internalizzazione cellulare e 1’efficacia antitumorale
di un nuovo sistema nanoparticellare, costituito da un dendrimero a struttura poli-
amido-aminica (PAMAM) di quarta generazione, opportunamente funzionalizzato
con acido lactobionico per il riconoscimento selettivo del recettore ASGP-R e
marcato con fluoresceina isotiocianato, in grado di veicolare nel core idrofobico,
il farmaco attualmente piu utilizzato nella terapia dell”’ HCC, il Sorafenib. Come
evidenziato dai saggi di citotossicita, di recovery ed annexina V, condotti su due
linee cellulari di tumore epatico umane (HepG-2 ed HLE), il sorafenib incluso nel
dendrimero, non perde la sua efficacia, al contrario, & in grado di produrre un
effetto piu duraturo nel tempo rispetto al sorafenib somministrato tal quale. In
aggiunta, come prevedibile, si & registrato un aumento della solubilita del
sorafenib incluso nel dendrimero. Questi risultati consentono di considerare
questo nuovo dendrimero ASGP-R-direzionato, come un vettore adatto per il
rilascio selettivo di sorafenib nel citoplasma delle cellule di cancro al fegato

overesprimenti tale recettore.

Nel capitolo 3 sono state descritte delle nuove nanoformulazioni rappresentate da
micelle fosfolipidiche modificate con polietilenglicole e caricate con SPIONs e
sorafenib. Esse sono state accuratamente preparate e caratterizzate mediante

tecniche complementari, risultando dei nanovettori efficaci per il drug delivery,
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con una buona stabilita in ambiente acquoso ed un opportuno carico di farmaco. E
stata effettuata anche un’analisi magnetica delle strutture ottenute, che ha
permesso di determinare la giusta quantita di SPIONs da incorporare nelle
micelle. E stato specificamente progettato e realizzato un sistema in vitro per
dimostrare che le micelle inglobanti le SPIONs erano efficacemente trattenute dal
campo magnetico generato dal sistema nelle condizioni di flusso tipicamente
presenti nel fegato umano. Gli esperimenti condotti su linee cellulari di tumore
epatico (HepG-2) hanno dimostrato che questa nuova piattaforma di distribuzione
del farmaco, e in grado di migliorare I'efficacia antitumorale del farmaco quando
magneticamente direzionato. | suddetti nanovettori magnetici rappresentano
pertanto dei candidati promettenti per il direzionamento verso specifici siti di
tumore epatico, dove il rilascio selettivo di sorafenib risulta in grado di migliorare

il suo profilo di efficacia e sicurezza.

Nei capitoli 4 e 5 sono invece descritti due nuovi sistemi nanoparticellari, in grado
di legare selettivamente il recettore mitocondriale TSPO e potenzialmente
utilizzabili per ’imaging in vitro di tale recettore. | mitocondri rappresentano un
bersaglio subcellulare interessante date le innumerevoli funzioni svolte per
garantire la vitalita cellulare, quali ad esempio il metabolismo del calcio, controllo
dello stress ossidativo, e la regolazione dei processi apoptotici. Tuttavia, il
targeting mitocondriale € stato un settore trascurato finora. In particolare il
sistema descritto nel capitolo 4 é costituito da un dendrimero PAMAM di quarta
generazione, funzionalizzato con un ligando altamente affine e selettivo per il,
suddetto  recettore a struttura  2-fenil-imidazo[1,2-a]piridinacetammidica
sintetizzato nei nostri laboratori, e con fluoresceina isotiocianato (FITC) come
fluoroforo organico. Queste nuove nano-piattaforme hanno caratteristiche uniche,
infatti, vengono preparati con un livello di controllo non raggiungibile con la
maggior parte dei polimeri lineari, portando a macromolecole globulari quasi

monodisperse, con un gran numero di gruppi periferici. Di conseguenza,
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rappresentano un candidato ideale come vettore per il delivery, e per studiare gli
effetti di dimensioni del polimero, carica, composizione e architettura, sulle
proprieta biologicamente rilevanti quali le interazioni con il doppio strato lipidico,
citotossicita, internalizzazione cellulare e interazioni con gli scomparti e organelli
subcellulari. Gli studi di uptake cellulare condotti su cellule overesprimenti il
recettore TSPO (cellule C6 di glioma di ratto), anche sotto I’influenza di specifici
inibitori di endocitosi, mediante esperimenti di frazionamento cellulare e analisi di
co-localizzazione (mediante microscopia CAT(Confocale-AFM-TIRF)), hanno
evidenziato che questo nuovo nanosistema viene rapidamente internalizzato nelle
cellule e soprattutto & in grado di direzionarsi selettivamente sul target
mitocondriale. Inoltre, le limitazioni ascrivibili all’utilizzo di FITC come
fluoroforo organico, sono state superate con la realizzazione di una nuova
nanostruttura ibrida, descritta accuratamente nel capitolo 5, basata su QDs
fluorescenti opportunamente funzionalizzati per il riconoscimento del recettore
TSPO, con lo stesso ligando altamente affine e selettivo utilizzato per il
dendrimero descritto nel capitolo precedente. In particolare, la progettazione
razionale di nanoparticelle di QDs (QD@SiO, NPs) rivestite di silice ammino-
funzionalizzata, ha permesso lo sviluppo di una nanopiattafomra versatile per la
funzionalizzazione con il ligando del TSPO. La stabilita colloidale e le proprieta
ottiche di questo nuovo nanomateriale sono state accuratamente valutate. Gli
esperimenti di frazionamento cellulare e 1’analisi di microscopia confocale
condotti sulle cellule C6 overesprimenti il recettore TSPO, hanno confermato il
grande potenziale di questo nanosistema multifunzinale come agente selettivo per

I’imaging mitocondriale in vitro.
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Capitolo 2

Direzionamento a cellule umane di carcinoma epatico attraverso
un dendrimero G(4)-PAMAM-FITC funzionalizzato con acido

lattobionico e carico di sorafenib.

2.1 Introduzione

Il carcinoma epatocellulare (HCC) € la sesta causa piu comune di cancro e la
principale causa di morte nei pazienti con cirrosi, la cui incidenza € in aumento e

rappresenta un tumore resistente alle terapie disponibili[1].

Oggi il trattamento dell’HCC consiste in un intervento chirurgico (per HCC
monolocale inferiore a 5 cm), trapianto di fegato (dove possibile),
chemoembolizzazione, iniezione percutanea (PEI) e ablazione percutanea di
etanolo, che portano alla distruzione del tumore, rispettivamente, mediante
I’iniezione di alcol etilico o attraverso il calore (di limitata applicazione a causa
della difficolta di raggiungere le sedi anatomiche bersaglio in difficili posizioni) e,
infine, mediante 1’'uso della chemioterapia antitumorale e approcci terapeutici
combinati (quando il tumore € in uno stadio avanzato e una chirurgia radicale,
nella maggior parte dei casi, non é piu possibile). Un importante inconveniente
della terapia standard deriva dal fatto che il fegato ¢ 1’organo maggiormente
responsabile dei processi di assorbimento, disintossicazione, trasformazione
metabolica ed escrezione di xenobiotici nella bile, pertanto, anche se la maggior
parte dei farmaci raggiunge concentrazioni epatiche elevate, essi sono
rapidamente eliminati dal sangue e sottoposti ad un elevato metabolismo di primo

passaggio del fegato.
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Gli epatociti sono le cellule responsabili della maggior parte dell’assorbimento
epatico e le cellule Kupferr dell’assorbimento epatico di materiale in particelle,
per questo motivo i farmaci che riescono ad entrare nel fegato, non sono sempre
in grado di raggiungere I’effettiva cellula bersaglio. Inoltre, il tempo di
permanenza dei farmaci nel fegato dipende dall’interazione con i macrofagi e da

considerazioni di natura farmacocinetica.

Come gia detto, un’importante obiettivo da raggiungere sarebbe non solo
I’accumulo preferenziale di un farmaco in una specifica tipologia cellulare, ma
anche un aumento del suo tempo di permanenza all’interno delle stesse cellule[2].
Considerando che gli epatociti rappresentano I’unita funzionale designata per le
principali funzioni secretorie e metaboliche del fegato, possono essere considerati

un target interessante.

In particolare, il recettore per le asialoglicoproteine (recettore del galattosio o
ASGP-R), un recettore di superficie associato al fegato, € noto essere presente
solo sugli epatociti[3] con densita elevata (500,000 recettori per cellula)[4],
mantenuto e over-espresso in forme ben differenziate di carcinoma

epatocellulare[5,6].

L’ASGP-R ¢ fisiologicamente coinvolto nell’eliminazione di glicoproteine con
residui di galattosio o acetilgalattosamina mediante un meccanismo di endocitosi
mediata da recettore[2]. Inoltre, nel momento in cui il ligando si lega all’ASGP-R,
il complesso ligando-recettore viene rapidamente internalizzato, quindi il recettore
ritorna sulla superficie[7], il che permetterebbe una capacita di legame elevata ed
un efficiente assorbimento cellulare dei ligandi galattosilati. Quindi, la
progettazione di sistemi di somministrazione dei farmaci per endocitosi mediata
dal recettore del galattosio sarebbe utile per il raggiungimento del target degli
epatociti e, in particolare, del target delle cellule di epatocarcinoma da parte di
agenti chemioterapici.
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In realta il recettore ASGP-R ¢ gia stato utilizzato come target per il veicolo di
vari farmaci, tra cui farmaci antitumorali[8] o sistemi di imaging[9], attraverso
I’'uso di nanovettori opportunamente funzionalizzati con residui di galattosio,
lattosio o acido lattobionico[10]. La dimensione massima dei sistemi colloidali
per sfruttare I’internalizzazione mediata dal legame al recettore ASGP-R é stimata
essere 90 nm, quindi € necessario scegliere il sistema piu adeguato, considerando
anche che le vescicole endocitiche sono dirette ai lisosomi dove saranno
sottoposte ad un aumento delle condizioni acide e ossidative[2]. Inoltre, i
nanovettori devono essere realizzati con meccanismi tali da sfuggire alla rete
endo-lisosomiale al fine di veicolare un’ampia varieta di carico come peptidi,

farmaci e nanoparticelle dall’endosoma al citoplasma.

Il primo farmaco approvato per il trattamento dei pazienti con carcinoma
epatocellulare avanzato e che ha mostrato un aumento della sopravvivenza, € il

sorafenib, un inibitore multi-target delle tirosin chinasi.

Tuttavia, nella pratica clinica, la sopravvivenza nei pazienti trattati con il
sorafenib ¢ inferiore ad un anno, e, in alcuni casi, non vi & alcuna risposta al
trattamento a causa dell’insorgenza di meccanismi di resistenza non ancora ben

identificati[11,12].

Un’ulteriore limite all’uso del sorafenib é rappresentato dagli effetti collaterali che
possono ridurre la qualita della vita dei pazienti, quali la reazione cutanea mani-
piedi (hand-foot skin reaction) e la diarrea[13-15]. Inoltre il sorafenib ha un uso
limitato nel trattamento locale, a causa della sua scarsa solubilitd in ambiente

acquoso.

Negli ultimi anni sono stati studiati a fondo diversi sistemi polimerici di trasporto,
per cercare di superare tali problemi come riportato per altri farmaci antitumorali,
riuscendo a migliorare la biodisponibilita ed il profilo di efficacia e sicurezza dei

farmaci[16-19]. Attraverso questi sistemi innovativi, i farmaci possono
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accumularsi efficacemente nel sito del tumore, mediante un trasporto passivo
favorito dall’effetto EPR (enhanced permeability and retention effect)[20,21], o da

un trasporto attivo attraverso ligandi o anticorpi[22,23].

Un nuovo tipo di polimeri, i dendrimeri a struttura poliammidoamminica
(PAMAM), sono stati recentemente molto studiati per il trasporto di farmaci [24-
26] in quanto possono essere realizzati in differenti forme, dimensioni e superfici,
in modo da poter ottenere materiali funzionalizzati, nell’ordine dei nanometri. Le
strutture di tali dendrimeri consentono di presentare il ligando che trasportano in
modo da promuoverne un legame specifico ai recettori cellulari[24,27]. Rispetto a
molti altri nano-vettori, le piccole dimensioni dei dendrimeri (es. il diametro della
quarta generazione dei PAMAM e di 4,5 nm) consente loro di essere facilmente
eliminati dal sangue attraverso i reni e di eludere la fagocitosi mediata dal sistema
reticoloendoteliale (RES)[28]. | farmaci possono essere inclusi nei sistemi di
trasporto dei dendrimeri PAMAM attraverso due approcci: coniugazione
covalente e complessazione non covalente. In particolare, le ampie cavita interne
dei dendrimeri PAMAM permettono loro di formare complessi con farmaci

idrofobi, consentendo un aumento di solubilita in ambiente acquoso.

Lo scopo del progetto di ricerca descritto in questo capitolo, € stato la
realizzazione di dendrimeri PAMAM in grado di incapsulare 1’agente
antitumorale sorafenib, aventi una superficie modificata per via di un legame
chimico con I’acido lattobionico[29,30], la cui frazione galattosilica lega in

maniera specifica il recettore delle asialoglicoproteine degli epatociti.

In questo lavoro sono descritti la sintesi, la caratterizzazione, 1’internalizzazione
cellulare e I’efficacia antitumorale in vitro di un dendrimero di quarta generazione
[G(4)-PAMAM], avente come target il recettore ASGP-R, marcato con la
fluoresceina isotiocianato quale fluoroforo organico, acetilato con anidride acetica

e successivamente caricato con il sorafenib. In particolare la prima fase consta
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della coniugazione del FITC con il dendrimero G(4)-PAMAM. Successivamente
il G(4)-PAMAM-FITC ¢ stato ibridato con 1’acido lattobionico contenente un
gruppo carbossilico, al fine di realizzare un nuovo tipo di dendrimero direzionato
ASGP-R-G(4)-PAMAM-FITC, ed i gruppi amminici restanti sono stati coniugati
con anidride acetica, per ridurre le interazioni aspecifiche del dendrimero con le
membrane cellulari, favorendone cosi I’assorbimento selettivo da parte delle
cellule esprimenti I’ASGP-R. Pertanto e stato analizzato in vitro il legame e
I’internalizzazione di questo dendrimero Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC (Ac=
acetilato; La= acido lattobionico) in una linea cellulare che over-esprime lil
recettore ASGP-R, in particolare sulla linea cellulare umana HepG-2 di cancro
ben differenziato del fegato. La specificita di targeting del dendrimero Ac-La-
G(4)-PAMAM-FITC sulle cellule esprimenti ASGP-R, e stata ulteriormente
confermata confrontando i risultati ottenuti su una linea cellulare umana HLE di
cancro al fegato scarsamente differenziato, caratterizzata da un basso livello di
espressione dell’ASGP-R[31]. Per confermare la selettivita del sistema, € stato
anche sintetizzato per confronto un dendrimero non direzionato e non acetilato.
Considerando che la tossicita dei dendrimeri cationici & stata ampiamente
documentata[32], anche se 1’acetilazione ha ridotto notevolmente la carica
positiva di questi sistemi, la citotossicita dei dendrimeri e stata determinata in
primo luogo nelle cellule HepG-2 ed HLE utilizzando il saggio MTT, al fine di
garantire 1’'uso di concentrazioni non tossiche di tali dendrimeri in tutti gli studi
successivi di uptake. Infine il dendrimero Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC é stato
caricato con il sorafenib ed e stata valutata anche la cinetica di rilascio del
farmaco dal complesso Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC/sorafenib. Per valutare la
capacita di direzionamento e 1’efficacia di questo nuovo sistema come veicolo del
sorafenib, sono stati effettuati I’analisi citofluorimetrica, 1’osservazione al
microscopio confocale a scansione laser, il saggio MTT, il test di recovery e
quello dell’annessina, usando come composti di riferimento il dendrimero G(4)-

PAMAM-FITC ed il sorafenib libero.
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2.2 Materiali e metodi

2.2.1 Materiali

I reagenti chimici commerciali, Lactobionic acid (La), fluorescein isothiocyanate
isomer 1 (FITC), 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride
(EDC), N-Hydroxysuccinimide (NHS), triethylamine (TEA), Acetone, Acetic
anhydride, Methanol, Ethanol 96% (v/v) (EtOH), anhydrous N,N-
dimethylformamide (DMF), dimethylsulfoxide (DMSO), e i solventi sono stati
acquistati da Sigma-Aldrich (Milano, Italia) salvo diversamente specificato, e
utilizzati senza ulteriore purificazione. | dendrimeri G(4)-PAMAM sono stati
preparati secondo le procedure di sintesi riportate altrove[24]. Il sorafenib tosilato
¢ stato acquistato dalla ditta Selleck Chemicals LLC. Le fiasche di coltura
monouso e le piastre Petri da Corning, Glassworks (Corning, N.Y., USA). Il 3-
(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) e stato
comprato da Sigma-Aldrich (Milano, Italia). Il FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit Il € stato acquistato dalla BD Pharmigen, USA.

2.2.2 Sintesi dei dendrimeri G(4)-PAMAM-FITC e Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC

Il composto di partenza & rappresentato dal dendrimero PAMAM di quarta
generazione (32 gruppi aminici terminali), sintetizzato nei nostri laboratori[24],
modificando la procedura realizzata inizialmente da Tomalia et al.[33]. Il
dendrimero G(4)-PAMAM-FITC & stato sintetizzato aggiungendo ad una
soluzione di acqua deionizzata (5 mL) del dendrimero 1 (40 mg, 5.8 pumol), una
soluzione di FITC (9 mg, 16 pmol) in acetone (2mL) addizionata con TEA (8uL,
58 umol). La soluzione ¢ stata posta in agitazione per 24 h a temperatura ambiente
al buio e purificata in tubi per dialisi (Spectra/Por® 3500 MwCO, RC), attraverso
3-5 procedure consequenziali di dialisi contro acqua distillata per rimuovere gli
eccessi di FITC. Per determinare la quantita di FITC libera e legata sono stati

eseguiti analisi SEC e test di spettroscopia UV-vis e NMR. L’acido lattobionico
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(La) e stato legato ai gruppi amminici della superficie del dendrimero 2 secondo il
seguente schema di sintesi: La (30.4 pumol) e stato solubilizzato in 2 mL di acqua
deionizzata e attivata mediante la reazione con EDC (39.52 umol) e NHS (39.52
umol) per 15 min. L’acido Lattobionico attivato ¢ stato aggiunto in 2 mL di una
soluzione acquosa di G(4)-PAMAM-FITC (3.04 umol) e la reazione ¢ stata posta
in agitazione per 24 h a temperatura ambiente. La soluzione ottenuta é stata
purificata come descritto sopra. Il dendrimero 3 La-G(4)-PAMAM-FITC é stato
completamente caratterizzato come descritto per il dendrimero 2. Infine le restanti
ammine terminali del dendrimero 3 sono state acetilate secondo il protocollo
descritto da Fanfan Fu et al.[34]. In breve, ad una soluzione di dendrimero 3 (0.6
pumol) in acqua (5mL) sono stati aggiunti in sequenza, sotto agitazione magnetica,
trietilammina (24 umol) e dopo 30 min anidride acetica (2.5 pumol). La miscela é
stata lasciata in agitazione per 24 h e quindi purificata, come descritto sopra, per
ottenere il dendrimero 4 Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC. Questo dendrimero € stato
completamente caratterizzato come gli altri. Le vie di sintesi di questi dendrimeri

sono riportati nello Schema 1.
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EDC/NHS

NHAc NHAc

Sorafenib
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FITC Water FITC
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Schema 1. Schema di sintesi di G(4)-PAMAM-FITC 2, Ac-La-G(4)-PAMAM-
FITC 4 e Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC/Sorafenib 5
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2.2.3 Caricamento del dendrimero Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC con Sorafenib

Il caricamento del Sorafenib all’interno del dendrimero Ac-La-G(4)-PAMAM-
FITC e stato realizzato seguendo la procedura descritta da Wang et al.[35]. Ad un
soluzione acquosa di dendrimero (3 mL, 10 mg) sono stati aggiunti
sequenzialemente 3mL di soluzione di sorafenib in metanolo (10 mol equivalente
ripetto al dendrimero). La soluzione é stata sottoposta ad agitazione magnetica per
24 h a 30 °C e successivamente, per favorire la rimozione del solvente organico, &
stato utilizzato un evaporatore rotante. La miscela e stata poi centrifugata (10,000
rpm per 5 min) per rimuovere il sorafenib non inserito, e il surnatante é stato
congelato e liofilizzato per ottenere il dendrimero 5 Ac-La-G(4)-PAMAM-
FITC/sorafenib.

2.2.4 Drug loading ed efficienza di incapsulamento

La quantita di sorafenib caricata nel dendrimero 5, e stato determinata come drug
loading o come efficienza di incapsulamento mediante cromatografia liquida ad
alta pressione (HPLC) secondo quanto riportato da Yao et al.[36]. Lo strumento
utilizzato é stato un Agilent 1260 Infinity Quaternary LC System dotato di un
UV-VIS 1260 Infinity Multiple Wavelength Detector e un Rheodyne Manual
Sample Injector Valves 7725i. Come colonna & stata utilizzata una Zorbax
Eclipse Plus C18 (4.6 x 250 mm, 5 mm). La fase mobile costituita da una miscela
di acqua Milli-Q e metanolo con un rapporto di 20:80 V/V e pompato con una
portata di 1 mL/min a 25 °C. Il rilevatore UV é stato fissato a una lunghezza
d'onda di rilevamento di 264 nm. Il sistema e stato calibrato con soluzioni
standard di sorafenib in DMSO, in un range di concentrazioni 1-50 mg/mL.
L’efficienza di incapsulamento del sorafenib (encapsulation efficiency (EE)) ed il

drug loading (DL) sono stati calcolati mediante le seguenti formule:

EE = (Wt-W)/Wt x100%, (1)
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dove W e la massa del sorafenib nel precipitato raccolto ottenuto dopo
centrifugazione della miscela di sorafenib e dendrimero Ac-La-G(4)PAMAM-

FITC, e Wt é la quantita totale di sorafenib aggiunto,
DL = Wd/WO0 x100%, (2)

dove Wd e il peso di sorafenib incapsulato e WO ¢é il peso totale del sistema

essiccato (sorafenib + dendrimero).
2.2.5 Tecniche di caratterizzazione

Gli spettri *H NMR dei dendrimeri in soluzione di acqua deuterata (D,O) sono
stati registrati usando uno spettrometro di risonanza magnetica nucleare Agilent
500. Nel caso dei dendrimeri 2 e 3, il grado di coniugazione, che fa rifermento alla
molecola fluorescente FITC, é stato determinato anche da misurazioni a lunghezze
d'onda di eccitazione e di emissione fissate a 485 e 535nm con un PerkinElmer
2030 reader MULTILABEL Victor TM X3. Gli spettri di emissione e di
eccitazione dei dendrimeri 2 e 3, sono stati registrati, come descritto nel nostro
precedente lavoro[24], utilizzando uno spettrofluorimetro Fluorolog 3 (HORIBA
Jobin-Yvon), dotato di monocromatori di eccitazione e di emissione a
doppio reticolo. La spettroscopia a correlazione fotonica (PCS, Nanosizer Nano
ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) e stata utilizzata per
determinare il diametro idrodinamico e la distribuzione dimensionale dei
dendrimeri ad ogni fase della fabbricazione, con la tecnica del dynamic light
scattering (DLS) dopo dispersione in acqua demineralizzata. Le misurazioni dei
potenziali zeta sono state acquisite con lo stesso strumento, mediante velocimetria
laser doppler (LDV) dopo diluizione delle soluzioni dei dendrimeri in soluzione
acquosa di KCI (ImM). | pesi molecolari medi dei dendrimeri 2-4 sono stati
determinati mediante analisi SEC, eseguita con una pompa isocratica Waters
Associates (Milford, MA) Model 1515 HPLC, una colonna Ultrahydrogel 500

(Waters, 7,8 x 300 mm, 5 um), un UV-Vis detector Waters 2487 o RID detector
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Waters2414 (Breeze Software per analizzare i dati cromatografici). Il sistema e
stato calibrato con standard di destrani.

2.2.6 Studi di rilascio in vitro

Il rilascio in vitro del sorafenib dal dendrimero 5, Ac-La-G(4)-PAMAM-
FITC/sorafenib, & stato monitorato con un metodo di dialisi leggermente
modificato e sviluppato da Yao et al.[36]. In breve, 1 mL della dispersione di Ac-
La-G(4)-PAMAM-FITC/sorafenib in tampone fosfato (PBS, pH 7.4;
concentrazione sorafenib: 20 pg/mL) ¢ stato aggiunto in un sacchetto di dialisi
(Spectra/Por® 3500 MWCO, RC) che é stato posto in 10 mL di PBS (pH 7,4)
contenente 1% (w/v) di Tween 80 come mezzo ricevente. Il sistema € stato
mantenuto in un oscillatore termostatato a 37 °C per 96 h. In determinati punti
temporali, € stato raccolto 1 mL di mezzo ricevente e sostituito con un volume
uguale di mezzo ricevente fresco. Quindi la concentrazione di sorafenib in ciascun
campione prelevato é stata analizzata mediante lo spettrofotometro UV-vis Perkin
Elmer Lambda Bio20 alla lunghezza d'onda di rilevamento di 264 nm. Lo stesso
esperimento € stato eseguito con il sorafenib libero, utilizzato come composto di

riferimento.
2.2.7 Colture cellulari

Le cellule umane tumorali di fegato, HepG-2 e HLE, provenienti da Cell Line
Collection (ICLC, Genova, ltaly), sono state fatte crescere, rispettivamente in
RPMI ad alte concentrazioni di glucosio e DMEM, integrati con il 10% di siero
fetale bovino inattivato al calore (FBS), 100 U/mL di penicillina, 100 ug/mL di
streptomicina e 2 mM L-glutammina in atmosfera umidificata di CO; al 5% a 37
°C. Tutti i materiali per la coltura delle cellule sono stati acquistati da EuroClone,

Italia.
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2.2.8 Saggi di citotossicita

Le cellule umane di cancro del fegato, HepG-2 e HLE, sono state seminate in
piastre da 96 pozzetti ad una densita di 5,000 cellule/pozzetto. Dopo 24 h, il
mezzo di coltura e stato sostituito con terreno fresco (100 uL) costituito da cinque
diverse concentrazioni dei dendrimeri 2 e 4, tra 0,0001-0,5 mg/mL, per valutare
sia la concentrazione appropriata per gli esperimenti di uptake cellularre, sia il
possibile contributo all'effetto antiproliferativo del complesso dendrimero/
sorafenib 5. La vitalita cellulare é stata valutata mediante il test MTT. Dopo 72 h,
il composto MTT 0,5% w/v (10 pL) é stato aggiunto a ciascun pozzetto e le
piastre sono state incubate per ulteriori 3 h a 37 °C. Infine, le cellule sono state
lisate con 100 mL di DMSO. E stato utilizzato un PerkinElmer 2030
MULTILABEL reader Victor TM X3 per registrare l'assorbanza a 570 nm. |
risultati sono stati espressi come ICso (la concentrazione inibente il 50% della
popolazione cellulare) o come percentuale di vitalita cellulare alla dose piu alta
testata, e sono stati calcolati dalle curve dose-risposta mediante il curve fitting del

programma GraphPad Prism 5.0 utilizzando una curva non lineare multiuso.
2.2.9 Studi di internalizzazione in vitro

Al fine di valutare quantitativamente I’uptake preferenziale del dendrimero
direzionato 4 dalle cellule overesprimenti il recettore ASGP-R, come ad esempio
le HepG-2, é stata condotta un’analisi citofluorimetrica per tracciare la
fluorescenza interna delle cellule, usando wun citoflurimetro FACScan
equipaggiato con laser ad argon 488 nm (Becton Dickinson). | dati sono stati
interpretati usando il CellQuest software fornito dal produttore, e comparati con
quelli ottenuti conducendo la stessa analisi sulle cellule HLE, caratterizzate invece
da bassi o nulli livelli di espressione di ASGP-R[31]. In particolare, seguendo un
protocollo precedentemente descritto da Denora et al.[24], le cellule umane di
tumore epatico HepG-2 ed HLE, sono state seminate in piastre da 60 mm ad una
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densita di 500,000/piastra. Per gli esperimenti di uptake le cellule sono state
incubate a 37 °C per tutto il tempo dell’esperimento, mentre, per determinare il
binding sulla membrana cellulare esterna, le cellule sono state mantenute a 4 °C
per 25 minuti prima di cominciare il trattamento con i composti. In entrambi i
casi, le cellule sono state trattate con 3 mL di mezzo di coltura completo (a 37 °C
0 4 °C) contenente 0,01 mg/mL dei dendrimeri PAMAM-G(4)-FITC 2 o0 Ac-La-
G(4)-PAMAM-FITC 4. Le cellule sono state successivamente incubate per tempi
differenti compresi nell’intervallo 15-180 min, ed in seguito mantenute a 4 °C per
il resto dell’esperimento. Quindi, le cellule sono state lavate due volte con PBS
freddo (3 mL), staccate dalla piastra con trypsin-EDTA (500uL), lavate
nuovamente con PBS freddo a 1400 rpm per 5 min ed infine il pellet di cellule
risultante e stato risospeso in PBS (300uL). Infine, la fluorescenza associata alle
cellule e stata misurata mediante citofluorimetria. Sono stati analizzati un totale di
10,000 eventi positivi alla flurescenza. | dati sono stati analizzati usando la media
geometrica della popolazione di cellule vitali esposte ai composti per valutare
I’uptake ed il binding extracellulare. Pertanto, € stata quantificata la fluorescenza
cellulare associata alla presenza dei composti all’interno della cellula o sulla
membrana, sottraendo [’autofluorescenza cellulare ai valori misurati dallo
strumento. Infine, la quantitd di dendrimero internalizzata e stata calcolata
sottraendo i valori di fluorescenza misurati a 4 °C da quelli misurati a 37 °C. | dati

sono presentati come media + SD, n=3.

Gli studi di competizione in vitro sono stati condotti per quantificare 1’interazione
dei dendrimeri 2 e 4 con il recettore ASGP-R in presenza ed assenza del ligando
agonista acido lattobionico (20 uM). Le cellule HepG-2 sono state seminate in
piastre da 60 mm a densita di 500,000/piastra. Dopo 24 h, le cellule sono state
pre-incubate con acido lattobionico per 45 min prima dell’aggiunta dei dendrimeri
2 e 4 (0,00mg/mL) per 15, 30 min e 1, 3 h a 37 °C. Trascorso il periodo di

incubazione, le cellule sono state poste in ghiaccio e mantenute a 4 °C per il resto
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dell’esperimento, che ¢ stato condotto come descritto sopra per gli esperimenti di
uptake/binding. Infine, la fluorescenza associata alle cellule é stata misurata
mediante citofluorimetria come descritto sopra. Inoltre, gli esperimenti di
internalizzazione, sono stati condotti anche con il dendrimero Ac-La-G(4)-
PAMAM-FITC/sorafenib 5 ed il sorafenib libero, sulle cellule HepG-2 ed HLE.
Le cellule sono state seminate in piastre da 60 mm ad una densita di
500,000/piastra e quindi incubate a 37 °C con il 5% di CO, per 30 mine 3 h con il
dendrimero 5 (10 uM, in termini di sorafenib) e sorafenib libero (10 uM) usato
come composto di riferimento. Dopo due lavaggi con PBS freddo, le cellule sono
state lisate con DMSO e quindi analizzate mediante uno spettrofotometro UV-vis
Perkin Elmer Lambda Bio20 ad una lunghezza d’onda di 264 nm per quantificare

la concentrazione di sorafenib interna alle cellule.
2.2.10 Microscopia confocale

La microscopia confocale a scansione laser € stata eseguita su un microscopio
confocale invertito Leica TCS SP5-II (Leica Microsystems, Germania) con una
x63, 1,40 di apertura numerica della lente ad immersione in olio per I'imaging.
Fasci laser con 359 nm, 488 nm e 542 nm come lunghezze d'onda di eccitazione
sono stati utilizzati per l'imaging di DAPI, FITC, e falloidina-TRITC,
rispettivamente[37]. Sono state acquisite immagini confocali delle cellule HepG-
2, che sono di spessore circa 10 pum, 15 z-pile di fette spesse tipicamente 0.5 um.
Le singole sezioni confocali, le immagini z-stack ed i rendering delle immagini
dei file dati del confocale, sono stati elaborati utilizzando il software LAS AF Lite
(Leica Microsystems, Germania). Le immagini sono state acquisite su cellule
fissate. Le cellule HepG-2 (3x10* cellule/pozzetto) sono state coltivate su camere
Lab-Tek Camera Slides (8 pozzetti) per 24 h e quindi esposte al dendrimero Ac-
La-G(4)-PAMAM-FITC 4 a concentrazione di 0,1 mg/mL. Dopo 15 min di
incubazione, le cellule sono state lavate due volte con HBSS 1X (Balanced Salt

Solution Hanks', gibco® life technologies) e poi fissate per 15 min con
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paraformaldeide al 4% w/v in tampone PBS. Dopo due lavaggi con PBS, le
cellule sono state permeabilizzate con 0.1% di Triton X-100 per 10 minuti, e in
seguito lavate due volte con PBS. Dopo una fase di blocco con BSA (albumina
sierica bovina, 5% (w/v) in PBS), le cellule sono state incubate per 1 h a 37 °C
con falloidina-TRITC (1 pM, Sigma-Aldrich), utilizzata come marcatore dell’ F-
actina. Dopo la colorazione, le cellule sono state lavate due volte con acqua
MilliQ. Infine, sul vetrino sono state poste due gocce del mezzo di montaggio per
fluorescenza con DAPI, Vectashield (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA
94010) ed un vetrino copri-oggetto, e quindi le cellule sono state visualizzate con

il microscopio confocale.

2.2.11 Valutazione dell efficacia antitumorale: esperimenti di recovery e saggio

dell’annessina V

Per valutare la capacita del complesso Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC/sorafenib 5 di
inibire la proliferazione delle cellule HepG-2 e confrontarla con quella del
farmaco libero sorafenib, sono stati determinati preliminamente i valori di ICs,
come descritto nel paragrafo 2.2.8, dopo 72 h di incubazione con il dendrimero 5
e sorafenib nel range di concentrazione 0,1-50 uM in termini di sorafenib, ed in

seguito sono stati condotti esperimenti di recovery ed il saggio dell” annessina V.

Per gli esperimenti di recovery, le cellule sono state seminate ad una densita di
5,000 cellule/pozzetto in una piastra con 96 pozzetti e dopo 24 h incubate a 37 °C
e con il 5% di CO, per 1 e 24 h con Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC/sorafenib (10
MM in termini di sorafenib), e sorafenib libero (10 uM). Dopo il rispettivo tempo
di incubazione, le cellule sono state lavate, e mantenute in coltura con mezzo
fresco per altre 72 h a 37 °C. Infine la vitalita cellulare é stata valutata con il test

MTT sopra descritto.

Il test per valutare 1’apoptosi mediante colorazione con ioduro di propidio e

annessina V[11], e stato eseguito per rilevare la capacita del complesso 5 di
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indurre apoptosi e confrontarla con quella indotta dal farmaco libero. Le cellule
sono state trattate secondo le istruzioni fornite dal produttore. Brevemente, dopo
incubazione per 24 h a 37 °C e con 5% di CO; con il dendrimero 5 (10 uM in
termini di sorafenib) e sorafenib (10 puM), le cellule sono state lavate con PBS,
sospese in tampone legante e quindi colorate con annexin-V FITC e ioduro di
propidio (PI) per 20 min. | campioni sono stati poi letti da un citofluorimetro
FACScan (Becton Dickinson). | dati presentati sono stati calcolati come frazioni
di cellule positive all’annessina V in 15,000 eventi totali per le cellule trattate con
il dendrimero 5 e confrontati con quelli ottenuti dalle cellule trattate con
sorafenib, ed espressi come variazione rispetto alle cellule non trattate.

2.2.12 Analisi statistica dei dati

La significativita statistica é stata calcolata usando 1’analisi di varianza two-way
(ANOVA) seguita dal Bonferroni post hoc tests (GraphPad Prism vers. 5). | dati

sono stati con ** p<0.01, e *** p<0.001.
2.3 Risultati e discussioni

2.3.1 Sintesi e caratterizzazione dei dendrimeri 2,3 e 4

Al fine di sintetizzare un nuovo dendrimero direzionato al recettore ASGP-R utile
per il targeting cellulare di agenti chemioterapici per il trattamento del carcinoma
epatocellulare, come ad esempio il sorafenib, il primo step di questo lavoro é stao
rappresentato dalla coniugazione del dendrimero di quarta generazione [G(4)-
PAMAM] con il marker fluorescente fluorescein isothiocyanate isomer 1 (FITC) e
successivamente con la molecola direzionante rappresentata dal ligando selettivo
per ’ASGPR, 1’acido lattobionico (La). Come composto di partenza, in questo
studio e stato utilizzato il dendrimero G(4)-PAMAM 1, caratterizzato da 32
gruppi amminici terminali, sintetizzato nei nostri laboratori e completamente

caratterizzato come descritto nel successivo capitolo 4. In particolare, il

67



dendrimero 1 & stato caratterizzato in termini di peso molecolare, indice di
polidispersione, e numero di gruppi ammino terminali (Tabella 1) ed i risultati
ottenuti sono stati in accordo con quelli teorici. Il dendrimero G(4)-PAMAM-
FITC 2, I’agente privo della molecola direzionante, € stato sintetizzato facendo
reagire il dendrimero 1 G(4)-PAMAM con il colorante organico FITC in una
miscela acetone/acqua per una notte, per dare una media di 12 unita di
fluoresceina per dendrimero 2 (Schema 1, Tabella 1). L’eccesso di FITC non
coniugata e stato rimosso mediante tubi da dialisi (MWCO membrane = 3,5 kDa)
contro acqua deionizzata. Il dendrimero 3, ASGP-R direzionato, La-G(4)-
PAMAM-FITC, ¢ stato sintetizzato mediante formazione di un legame ammidico,
tra il gruppo carbossilico libero dell’acido lattobionico ed i gruppi amminici liberi
superficiali del dendrimero. In particolare, La (Schema 1) é stato attivato con
EDC e NHS in acqua ed aggiunto ad una soluzione in acqua di G(4)-PAMAM-
FITC 2. Come riportato nella Tabella 1, una media di 12 unita di La si sono legate
facendo reagire il dendrimero 2 con l'acido carbossilico attivato in rapporto
molare 1:10. L’eccesso di La libero e degli agenti di accoppiamento, € stato
rimosso mediante dialisi contro acqua deionizzata (MWCO membrane = 3,5 kDa).
La purezza del coniugato 3 & stata confermata mediante spettrometria NMR e
analisi SEC. Infine, abbiamo coniugato i restanti gruppi amminici del dendrimero
3 con anidride acetica, in modo da ridurre le interazioni aspecifiche con le
membrane cellulari e promuovere il direzionamento selettivo solo verso le cellule
che esprimono il recettore ASGP-R. Gli spettri "H NMR del dendrimero acetilato
Ac-La-G (4)-PAMAM-FITC 4 ottenuto (Fig.1), ha mostrato segnali attribuibili ai
protoni metilenici del PAMAM (2-3,6 ppm), i segnali tipici dei composti FITC (6-
8 ppm) ed La (3,8-4,3 ppm), ed il picco a 1.87 ppm relativo ai protoni -CH3 dei
gruppi acetile: questo ha confermato il successo di tutte le reazioni di
coniugazione. Inoltre, come evidenziato nella Tabella 1, il numero delle molecole
di FITC sui dendrimeri 2 e 3 & paragonable, quindi il confronto in termini di

assorbimento cellulare tra dendrimero 2 e il dendrimero acetilato 4 derivante
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direttamente dal dendrimero 3, e dipendente solo dalla presenza o assenza del
ligando La e dall numero dei gruppi amminici non coniugati e potenzialmente
protonabili in ambiente fisiologico. L’analisi SEC é stata eseguita su dendrimeri
sintetizzati 1, 2, e 3 e i pesi molecolari medi ponderali (Mw) registrati sono stati
pari a 7025, 12130, 15483 Da, rispettivamente, con una dispersione stretta, come
indicato dai valori di indice di polidispersione (PDI, Mw/Mn) riportati in tabella
1, nel range 1,02-1,08.

Tabella 1.Caratterizzazione dei dendrimeri mediante analisi SEC.

Number of terminal groups ? Nominal Estimated °
NH, La FITC Mw* Mw* Mn¢ Mp® PDI
Dendrimers (g/mol) (g/mol) (g/mol) (g/mol) (Mw/Mn
)
32 - - 6900" 7025 + 100 6855 + 50 6780 + 50 1.02
20 - 12 - 12130 £ 290 | 11785+ 250 | 11880 + 300 1.03
9 12 11 - 15483 + 150 | 15765 + 100 | 15680 + 150 1.08

“Stimati usando la seguente equazione: [Mng —Mw1)]/FW ¢);dove Mng I’ Mw dei
dendrimeri 2 03, Mwg) I’ Mw del dendrimero 1, e FW( il peso formula dei
ligandi coniugati La o FITC, rispettivamente.”Stimati mediante SEC usando
destrani come standards. “Peso molecolare medio riferito al peso (Mw).’Peso
molecolare medio riferito al numero (Mn). *Massa molare al picco massimo
(Mp)."In accordo a [33].
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Fig.1. Spettro *H-NMR spectra del dendrimero Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC 4. Gli
inserti mostrano le strutture di 4 ed i picchi caratteristici dell’acido lattobionico e
di FITC.

La percentuale di gruppi amminici terminali sostituiti dalle unita di FITC sul
dendrimero 2 e 3 (il grado coniugazione), é stata anche valutata con misurazioni
UV a lunghezza d'onda di eccitazione ed emissione pari a 485 e 535nm,
confrontando i loro valori E* con quelli del composto di riferimento FITC. Il
grado di coniugazione cosi determinato, riferito alla sonda fluorescente, e stato di
0.037 e 0.034 per i dendrimeri 2 e 3 rispettivamente. Pertanto, i risultati ottenuti
con le due procedure analitiche (SEC e UV), sono stati in buon accordo e
comparabili. La massima lunghezza d'onda di eccitazione e di emissione registrate
per i dendrimeri 2 e 3 sono state di 462/523 nm e 467/518 nm, rispettivamente,
mostrando nessun sostanziale cambiamento rispetto alla molecola FITC non

coniugata.

Inoltre, la caratterizzazione morfologica dei dendrimeri 1-4 mediante analisi DLS,
ha mostrato una stretta distribuzione monomodale delle dimensioni con valori di
PDI nel range di 0.065-0.087 e, come previsto, un progressivo aumento del
diametro idrodinamico in seguito all'introduzione della FITC e/o La e/o gruppi

acetile, con valori di dimensione, espressi come dmean ("M, NUMero PSD), che si
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aggirano da 4.2+0.9 a 26.4+0.2, rispettivamente (Tabella 2, Fig.2). Le misurazioni
di potenziale zeta condotte sui dendrimeri hanno rivelato valori positivi per i
dendrimeri 1-3 (+16.5£0,1, +12.7+0,6 and +9.4+0,1 mV, rispettivamente) e come
auspicabile, una carica leggermente positiva per il dendrimero acetilato 4 (+
0.2+0,1) (Tabella 2, Fig.2). | valori positivi di potenziale zeta, hanno suggerito
che dendrimeri potevano assumere una carica positiva a pH fisiologico,
permettendo loro di essere trasportati nel citoplasma per adsorbimento per
endocitosi mediata da attrazioni elettrostatiche con le membrane cellulari
(notoriamente cariche negativamente) [37]. Per questo motivo abbiamo deciso di
neutralizzare la carica positiva con 1’acetilazione, promuovendo cosi
esclusivamente un uptake cellulare selettivo mediante riconoscimento del

recettore.

Tabella 2. Size Potenziale Zeta dei dendrimeri 1-5

Size dmean (NM)*
Dendrimers
Z-average | Number PSD PDIP ¢ (mV)°
1 33.9+£0.1 42+09 0.084 £0.001 +16.5+0.1
2 36.2+1.1 6.9+0.7 0.080 £ 0.003 +12.7+0.6
3 63.9+04 24.3+£0.3 0.087 £ 0.002 +94+0.1
4 52.7+0.2 26.4+£0.2 0.065 £ 0.001 +0.2+£0.1
5 62.7+1.2 343+1.2 0.083 £0.001 +0.2+£05

Sono riportati i valori come media + SD, con n=3.2 Diametro idrodinamico;® PDI indice di

polidispersione;* { Potenziale zeta.
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Fig.2. Rappresentazione grafica dei valori di Size e potenziale Zeta dei dendrimeri

1-5. | dati sono riportati come media £ SD (n=3).

2.3.2 Incorporazione di sorafenib nel dendrimero Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC 4, e

caratterizzazione

Il caricamento del sorafenib all'interno del dendrimero 4 é stato ottenuto seguendo
la procedura descritta da Wang et al.[35], e la quantita di farmaco incapsulato nel
nuovo dendrimero Ac-La-G (4) -PAMAM-FITC/sorafenib 5, e stata determinata
come efficienza di incapsulamento (EE) e come drug loading (DL) mediante
HPLC, come descritto da Yao et al.[36]. In particolare, i valori di EE e di DL, pari
a 43.8+2,6% e 17.2+0,1%, rispettivamente, hanno suggerito che quasi la meta
della guantita totale di sorafenib aggiunto e stata incorporata nel dendrimero, e
che questa era appropriata per il delivery del sorafenib. Come mostrato nella
Tabella 2 e nella figura 2, la dimensione media delle particelle di dendrimero 5
(34.3x1.2 nm) e leggermente superiore a quella del corrispondente dendrimero
privo del farmaco idrofobo sorafenib incapsulato (4), con uno stretto PDI di
0.043+ 0.001. Questi dati indicano la stabilita colloidale in soluzione acquosa del
complesso 5, parametro necessario per l'uptake cellulare. Inoltre, come previsto, le

misure di potenziale zeta, non hanno evidenziato alcuna modifica della carica
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superficiale (+ 0.2£0,5 mV), confermando che il sorafenib si trovi effettivamente
all'interno del nucleo idrofobico del dendrimero.

2.3.3 Studi di rilascio in vitro

Gli studi in vitro di rilascio di sorafenib dal dendrimero Ac-La-G(4)-PAMAM-
FITC/sorafenib 5, sono stati condotti con lievi modifiche di un metodo di dialisi
sviluppato da Yao et al.[36]. Il PBS-Tween 80 (1% w/v, pH 7.4) é stato
selezionato come mezzo ricevente. Come evidenziato in figura 3, si e verificato un
rilascio prolungato di sorafenib dal dendrimero 5, e nessun effetto di tipo burst &
stato registrato, a differenza di quanto accaduto con il farmaco libero. In
particolare, il 28.5+2.8 % del sorafenib & stato rilasciato dal complesso entro 96
ore, mentre gia dopo 6 h e stato gia velocemente rilasciato circa 1’87.5+3,2 % del

sorafenib libero.
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Fig.3. Profili di rilascio in vitro del sorafenib dal dendrimero Ac-La-G(4)-
PAMAM-FITC/sorafenib 5, in PBS, pH 7.4 a 37 °C. Per confronto € riportato il
profilo del sorafenib determinato nelle stesse condizioni sperimentali. | dati sono

riportati come media = SD (n=3).
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2.3.4 Saggi di citotossicita

Gli effetti dei dendrimeri G(4)-PAMAM-FITC 2 e Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC 4
sulla vitalita delle cellule di carcinoma del fegato umano, in particolare sulle
cellule HepG-2 con elevati livelli di espressione di ASGP-R e sulle cellule HLE,
senza alcuna espressione di ASGP-R, sono stati preliminarmente valutati
mediante il saggio MTT, per stabilire la concentrazione piu adatto e non tossica
per effettuare i successivi esperimenti di uptake cellulare, e anche per determinare
I'eventuale contributo all’attivita antiproliferativa registrata dopo il trattamento
delle cellule con il risultante complesso dendrimero5/sorafenib. Come evidenziato
dai profili dose-effetto riportati in figura 4a, il dendrimero 2 e stato il piu efficace
su entrambe le linee cellulari, con valori di 1Cs (la concentrazione necessaria per
il 50% di inibizione) di 0.2 £ 0.3 e 0.5 £ 0.4 mg/mL determinati sulle cellule
HepG-2 ed HLE rispettivamente. Questi dati possono essere giustificati dalla
maggiore carica positiva espressa dal dendrimero 2 rispetto al dendrimero 4, dato
che la tossicita dei dendrimeri cationici e stata ampiamente documented[32].
Inoltre, il dendrimero 4 determina un maggiore effetto citotossico sulle cellule
HepG-2 (valore ICsp: 0.5£0.2 mg/mL) rispetto alle cellule HLE (la % della vitalita
cellulare ottenuto dopo 72 h di incubazione a 0.5 mg/mL e stata: 72.9 + 2.3 %),
suggerendo cosi l'efficacia della frazione di acido lattobionico nel promuovere
I'uptake selettivo da parte delle cellule HepG-2. Sulla base di quesrti risultati, per
tutti gli esperimenti di uptake successivi, i dendrimeri 2 e 4 sono stati testati a

concentrazioni di 0.01 mg/mL.
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Fig.4. A) Vitalita cellulare determinata sulle cellule HepG-2 e HLE dopo 72 h di
incubazione con il dendrimero 2 e 4. B) Vitalita cellulare delle cellule HepG-2
trattate con il dendrimero 5 ed il sorafenib libero come composto di riferimento.
In rosso é riportata la curva del dendrimero 4, analizzato in un rnage di
concentrazioni equivalenti a quelle testate per il dendrimero 5. | dati sono espressi

come media £ SD (n=3).
2.3.5 Esperimenti di internalizzazione cellulare in vitro

Per valutare l'uptake preferenziale del dendrimero direzionato Ac-La-G(4)-
PAMAM-FITC 4 da parte delle cellule che overesprimono il recettoro ASGP-R,
le cellule HepG-2 sono state incubate con i dendrimeri 4 (direzionato) e 2 (non-
direzionato) per tempi compresi nel range 15-180 minuti, ed infine la fluorescenza
media associata alle porzioni FITC dei dendrimeri, € stata determinata come
descritto nella sezione sperimentale e confrontata con quella rilevata conducendo
gli stessi esperimenti sulle cellule HLE, caratterizzate da bassa 0 nessuna
espressione del recettore ASGP-R[31]. In figura 5a sono riportati i profili di
fluorescenza media registrati nel tempo, determinati a 37 °C (uptake per
endocitosi) e a 4 °C (binding extracellulare) per entrambi i dendrimeri in entrambe
le linee cellulari. In ogni grafico, la curva gialla, € stata ottenuta dalla differenza
delle altre due (37 °C e 4 °C) e rappresenta la quantita effettiva di dendrimero

internalizzato dalle cellule in ciascun momento indagato. E interessante notare che
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I'associazione cellulare di entrambi i dendrimeri marcati con FITC, é risultata
quasi lineare nei tempi di incubazione osservati ed in tutte le condizioni
sperimentali. Tuttavia, come illustrato nelle immagini di citometria a flusso
(Fig.5.E) e nell'istogramma (Fig.5.F) ottenuto plottando i dati relativi alla quantita
di dendrimeri internalizzata registrati al tempo selzionato di 30 min, il dendrimero
2 e stato maggiormente internalizzato in entrambi i modelli cellulari (valori di
fluorescenza media: 11.4+25 e 8.7+2 nelle cellule HepG-2 ed HLE
rispettivamente), come previsto in virtu delle interazioni aspecifiche con le
membrane cellulari; il dendrimero direzionato 4, invece, ha mostrato un uptake
preferenziale nelle cellule HepG-2 rispetto alle cellule HLE (valori medi di
fluorescenza: 7+2 e 2+1 nelle HepG-2 e HLE rispettivamente), postulando dunque

un internalizzazione recettore mediata.
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Fig.5. A-D) Uptake per endocitosi (37 °C) e binding extracellulare (4 °C) dei
dendrimeri marcati con FITC 2 e 4 su cellule di tumore epatico umane HepG-2 ed
HLE. La curva gialla, e stata ottenuta dalla differenza delle altre due (37°Ce 4 °
C) e rappresenta I’effetiva quantita di dendrimero internalizzata dalle cellule in
ogni tempo indagato. A - B) dendrimeri 2 e 4 su HepG-2; C-D) dendrimeri 2 e 4
su HLE; E) Analisi di citoflurimetria delle cellule HepG-2 ed HLE trattate con i
dendrimeri 2 e 4 a 37 °C per 15 min. La linea bianca a puntini indica
I’autoflurescenza delle cellule, le linee continue verde e fucsia indicano le
flurescenza di 2 e 4 rispettivamente; F) Quantita di dendrimero internalizzata
nelle cellule HepG-2 ed HLE dopo 30 min di incubazione. | dati rappresentano ts
la media + SD, (n=3) e sono indicati con ** p<0.01, and *** p<0.001.
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L'esperimento di competizione in vitro & stato eseguito per confermare la
specificita di targeting ed il meccanismo di uptake del dendrimero 4 da parte delle
cellule HepG-2, andando a valutare 1’ interazione di 4 con ASGP-R in presenza
ed assenza del ligando agonista acido lattobionico (La, 20 uM ). In figura 6 (A, B)
sono riportati I'istogramma dei valori di fluorescenza medi registrati dopo
incubazione per 15-180 min nelle condizioni sperimentali sopra descritte, e
I'analisi di citometria di flusso per il tempo rappresentativo di 30 min,
rispettivamente. Entrambi evidenziano una significativa riduzione dell'intensita di
fluorescenza media per il dendrimero 4 in presenza di acido lattobionico ad ogni
tempo di incubazione (valori di fluorescenza media dopo 30 min: 1.5+1 e 6.8+1
per 4 in presenza e assenza di La (20 uM) rispettivamente). Cio ha suggerito che
effettivamente il dendrimero 4 competa funzionalmente per la localizzazione nello
stesso sito del ligando ASGP-R La. Come prevedibile, nel caso del dendrimero 2,
I'intensita di fluorescenza media non & cambiata significativamente, indicando
I'assenza di concorrenza tra La e il dendrimero non direzionato 2 nei confronti
dell’ASGP-R (dati non mostrati).

Inoltre, gli studi di uptake sono stati eseguiti con il dendrimero Ac-La-G(4)-
PAMAM-FITC/sorafenib 5 sulle cellule HepG-2 ed HLE, al fine di valutare
I'internalizzazione selettiva dendrimero anche dopo l'inserimento del farmaco. Il
sorafenib libero e stato utilizzato come composto di riferimento. La
concentrazione di sorafenib all'interno delle cellule e stata quantificata mediante
uno spettrometro UV-vis e i valori di assorbanza registrati dopo incubazione di 30
e 180 min con 5 e sorafenib libero, sono riportati in figura 6 (C). Come
evidenziato nel istogramma, la quantita di sorafenib nelle cellule HepG-2 trattate
con il dendrimero 5, era significativamente piu alta rispetto a quella misurata
all'interno delle cellule HLE (valori di assorbanza: 2.4x10°+0.1 x 10® e 2,8x10°+
0.3x10, 9.1x10°+0.2x10® e 1.5x10°+0.1x10™ per HepG-2 dopo 30 e 180 min e
HLE dopo 30 e 180 min, rispettivamente) e leggermente superiore a quella
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rivelata nelle HepG-2 incubate con sorafenib libero (valori di assorbanza: 2.1x10”
+0.2x10° e 2.5x10°+0.3x10™ dopo 30 e 180 min, rispettivamente). Questi dati
hanno confermato la reale capacita del dendrimero direzionato di dirigersi
preferenzialmente alle cellule che esprimono I’ASGP-R, e che, I'inserimento di

sorafenib, non ha alterato questa abilita.
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Fig. 6. A) Competizione per I’ASGP-R del dendrimero direzionato 4 con I’acido
lattobionico. Le cellule HepG-2 sono state trattate con il composto La per 45 min
prima del trattamento con la mix dendrimero4/acido lattobionico per 15-180 min e
I’intensita di fluorescenza € stata quantificata mediante citofluorimetria, usando
un citofluorimetro equipaggiato con laser ad argon 488 nm (Becton Dickinson). |
dati sono stati interpretati usando il software CellQuest software, fornito dal
produttore. B) Analisi citofluorimetrica dell’esperimento di competizione
condotto sulle cellule HepG-2 per 30 min. La linea bianca a puntini indica
I’autofluorescenza delle cellule, la linea continua fucsia rappresenta la
fluorescenza di 4, la linea fucsia a puntini rappresenta la fluorescenza di 4 in co-
presenza di acido lattobionico.C) Valori di assorbanza registrati a A= 264 nm con
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lo spettrofotometroUV-vis Perkin Elmer Lambda Bio20 per quantificare la
concentrazione del sorafenib all’interno delle cellule HepG-2 ed HLE, dopo
incubazione con il dendrimero 5 ed il sorafenib libero per 30 e 180 min. | dati

sono presentati come media = SD, (n=3) e sono indicati con *** p<0.001.

Inoltre, € stata eseguita un’analisi di microscopia confocale a scansione laser sulle
HepG-2 incubate per 15 min con il dendrimero direzionato 4, e l'immagine
riportata in figura 7 mostra non solo I'efficace uptake del dendrimero a tempi
brevi, ma anche la sua capacita di evadere le membrane endo-lisosomiali ed
entrare nel citoplasma, come dimostrato dalla combinazione della fluorescenza

diffusa e puntiforme[26].

Fig.7. Singole immagini confocali rappresentative di cellule HepG-2 fissate e
marcate con a) DAPI; b) Phalloidin-TRITC; c); Ac-La-G(4)-PAMAM-FITC 4 d)

sovrapposizione dopo incubazione per un periodo di 15 min. Bar: 25 pm.
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2.3.6 Valutazione dell efficacia antitumorale

La fase preliminare della valutazione dell'efficacia antitumorale del sorafenib
incluso nel dendrimero, ha previsto lo studio di citotossicita del dendrimero 5
sulle cellule HepG-2 dopo 72 h di incubazione, utilizzando come composti di
riferimento il sorafenib libero ed il dendrimero precursore 4. | risultati, espressi
come ICsx (rispettivamente 12.8+2.3 e 11.4+2.7 per 5 e sorafenib,) e rappresentati
in figura 4 B, hanno mostrato una sovrapposizione quasi totale delle curve di
vitalita cellulare del composto 5 e del sorafenib, dimostrando che il farmaco aveva
preservato la sua attivita nonstante fosse stato incluso nel carrier. Inoltre, e
possibile osservare come il dendrimero 4, testato in un intervallo di concentrazioni
paragonabile a quello del dendrimero utilizzato per incapsulare il sorafenib, non é
risultato citotossico, suggerendo che I'efficacia terapeutica del complesso
dendrimero/sorafenib é stata determinata esclusivamente dal farmaco incorporato.
Tuttavia, dopo il trattamento delle cellule per 1 o 24 ore con il dendrimero 5 e
sorafenib libero, seguito da wash out e coltura in un mezzo fresco finoa 72 h, si &
riscontrata una notevole maggiore citotossicita nel caso delle cellule trattate con il
composto 5 rispetto a quelle trattate con sorafenib. Le percentuali di effetto
antiproliferativo calcolate rispetto alle cellule non trattate, sono riportate in figura
8, in particolare, dopo 1 h il dendrimero 5 e il sorafenib avevano determinato il
20t4 % e 74 % di morte cellulare, e dopo 24 h, 57+3 % e 10+3 %,
rispettivamente. Questo € probabilmente dovuto ad una maggiore ritenzione del
farmaco all'interno delle cellule, come anche evidenziato dal profilo di cinetica di

rilascio del farmaco riportato in figura 3.

Infine, per indagare la capacita del complesso 5 di indurre apoptosi, & stato
eseguito il test di apoptosi mediante colorazione con Annessina V-ioduro propidio
sulle cellule HepG-2 dopo 1 e 24 h di trattamento con 5 e sorafenib. Nella figura 8
B vengono presentate le frazioni di cellule positive all’annessina V su 15.000

cellule totali trattate con dendrimero 5 o sorafenib, espresse come variazione
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rispetto alle cellule non trattate. Entrambi i composti inducono apoptosi, e anche
se il dendrimero 5 e risultato poco attivo in questa direzione dopo 1 h di
incubazione, dopo 24 h e stato osservato un aumento significativo dell'attivita di
induzione apoptotica. D'altra parte, il sorafenib, dopo 1 h é risultato piu attivo di
5, ma dopo 24 h, ha subito una lieve diminuzione della sua attivita. Ancora una
volta, questo comportamento potrebbe essere giustificato proprio con la cinetica

di rilascio prolungato di sorafenib incorporato dal dendrimero (Fig.3).
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Fig.8. A) % di morte cellulare indotta dal dendrimero 5 e dal sorafenib libero
dopo incubazione per 1 e 24 h seguite da wash out and crescita in mezzo fresco
fino a 72 h. B) Cellule positive all” Annexin V della popolazione di cellule trattate
con il dendrimero 5 e con il sorafenib, espresse come rapporto rispetto alle cellule

non trattate. La differenza statistica e indicata con *** che indica che p< 0.001.
2.4 Conclusioni

In questo lavoro di ricerca & stato sintetizzato il dendrimero 4, Ac-La-G(4)-
PAMAM-FITC, ASGP-R direzionato, utile come sistema di rilascio di farmaci
per la terapia del cancro del fegato, mediante coniugazione con un ligando ad
elevata affinita per ’ASGP-R (acido lattobionico) ed un fluoroforo organico
(FITC) allo scheletro del dendrimero G(4)-PAMAM. L’acetilazione dei gruppi
amminici rimanenti ha permesso di migliorare il sistema, rendendolo selettivo
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verso le cellule che esprimono il suddetto recettore, evitando 1’internalizzazione
tramite endocitosi mediate da assorbimento, che sebbene possa essere considerate
un modo molto efficiente di ingresso nelle cellule, non permetterebbe una
somministrazione di farmaci selettiva verso uno specifico tipo di cellula. Il
sistema e stato completamente caratterizzato da un punto di vista chimico fisico e
morfologico, e gli studi di uptake effettuati sulle cellule HepG-2 e HLE di cancro
del fegato, hanno sottolineato la reale capacita del dendrimero 4, di essere
rapidamente interiorizzato e di discriminare tra i diversi tipi di cellule di
mammifero. Gli studi di microscopia confocale e di competizione in vitro, hanno
confermato questi risultati. 1l risultante complesso dendrimero 5/sorafenib e
risultato stabile e caratterizzato da una cinetica di rilascio sostenuto del farmaco.
Come evidenziato negli esperimenti condotti per valutare I'efficacia antitumorale,
il sorafenib incluso nel dendrimero, non perde efficacia, al contrario, per via della
cinetica di rilascio di tipo sostenuto, & in grado di produrre un effetto piu duraturo
nel tempo rispetto al sorafenib da solo. Questi risultati permettono di considerare
questo nuovo dendrimero, direzionato all’ ASGP-R, come un vettore adatto per il
delivery selettivo di sorafenib nel citoplasma delle cellule di cancro al fegato

overesprimenti questo recettore.
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Capitolo 3

Nanopiattaforme costituite da sorafenib e nanoparticelle
superparamegnetiche di ossido di ferro utilizzabili per la terapia

dell’epatocarcinoma con targeting magnetico

3.1 Introduzione

Come anticipato nei capitoli precedenti, il carcinoma epatocellulare (HCC) e la
sesta causa pitu comune di cancro e la principale causa di morte nei pazienti con
cirrosi, la cui incidenza € in aumento e rappresenta un tumore resistente alle
terapie disponibili. Diversi sono i tentativi per migliorare 1’attuale piano
terapeutico previsto per questa patologia ed in questo ambito si colloca il lavoro di
ricerca descritto in questo capitolo.

Le terapie basate sull’utilizzo di nanoparticelle (NP) offrono un nuovo approccio
per direzionare specificamente farmaci antitumorali alle cellule tumorali e per
penetrare in modo efficace le cellule tumorali resistenti, migliorando cosi
I'accumulo intracellulare di tali farmaci e riducendo gli effetti collaterali della
chemioterapia ad alte dosi[6-10]. In questa prospettiva, le NP magnetiche sono
molto attraenti per il delivery di farmaci, in quanto sono state ampiamente
dimostrate le loro caratteristiche di biocompatibilita, biodegradabilita e di
indirizzarsi a siti specifici del corpo attraverso I'applicazione di un campo
magnetico. Le NP magnetiche sono state ampiamente studiate per le loro diverse
applicazioni biomediche, come agenti di contrasto di risonanza magnetica (MRI),
nell’ipertermia, nel direzionamento selettivo di farmaci, come biosensori, e per la
separazione delle proteine. Finora, molti sistemi a base di NP di ossido di ferro

sono stati approvati per l'uso clinici[11-13]. In particolare, i sistemi di trasporto
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basati su NP magnetiche sono metodi interessanti per localizzare un farmaco nel
corpo meiante 1’utilizzo di forze magnetiche che agiscono relativamente a lunga
distanza, senza compromettere la maggior parte dei tessuti biologici[14,15]. Tra
questi, le nanoparticelle superparamagnetiche di ossido di ferro (SPIONs) sono
state ampiamente studiate per il loro uso nell’ipertermia fluido magnetica, ma
anche come sistemi di trasporto di farmaci, permettendo cosi un trattamento
multimodale dei tumori. Inoltre, le SPIONs sono state esplorate per il loro
potenziale teranostico, in quanto consentono miglioramenti di caratteristiche nella
MRI. Diversi studi clinici sono stati condotti per convalidare la sicurezza e
I'efficacia di queste NP. In questo contesto, esperimenti precedenti hanno mostrato
chiaramente la migliorata regressione del tumore utilizzando una terapia di

combinazione di SPIONs con doxorubicina[16].

Per progettare e ottimizzare sistemi di drug delivery basati su SPION, devono
essere considerate diverse caratteristiche: (a) le SPIONs devono avere dimensioni
opportune per consentire una sufficiente attrazione dal campo magnetico e la loro
penetrazione nel tumore o nel sistema vascolare che circonda il tumore; (B) il
campo magnetico dovrebbe essere sufficientemente intenso da attrarre le NP
magnetiche nella zona desiderata; (C) il vettore del farmaco deve trasportare e
rilasciare una quantita sufficiente di agente antitumorale; e (d) il metodo di
iniezione deve avere un buon accesso al sistema vascolare del tumore e dovrebbe

evitare una clearance veloce da parte del sistema reticolo-endoteliale.

La progettazione di un sistema di trasporto del farmaco richiede il raggiungimento
di caratteristiche chiave, tra cui le dimensioni, superficie e rivestimento delle
particelle, pertanto i sistemi di drug delivery basati su SPION necessitano di
raggiungere una prolungata emivita ematica, una migliorata stabilita negli
ambienti biologici e, quindi, una maggiore probabilita di raggiungere le cellule
bersaglio[17,18]. L’incorporazione di NP nel core idrofobico di micelle lipidiche

modificate con polimeri, rappresenta una strategia efficace per ottenere nano-
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formulazioni con buona biocompatibilita e flessibilita della chimica di superficie
delle NP[19]. Inoltre, I'approccio basato sull’ incapsulamento di NP in micelle
lipidiche consente l'ulteriore co-incorporazione, nel core idrofobico, di una vasta
gamma di farmaci scarsamente solubili in acqua. Diversi studi precedent,
attestano I'uso di micelle come nanosistema ospite per il simultaneo trasporto di
farmaci antitumorali e NP magnetiche come agenti di contrasto MRI1[20-24]. In
particolare, L. Zhang et al. hanno esplorato il targeting attivo di sorafenib a cellule
di carcinoma epatiche umane utilizzando micelle polimeriche funzionalizzate con
folato caricate con SPIONs e sorafenib, dimostrando in tal modo attraverso il
sistema di monitoraggio MRI il loro effetto di targeting tumorale in vitro [24]
targeting. Tuttavia, ci sono ancora pochi esempi di utilizzo di micelle come
nanovettori per il targeting magnetico attivo tramite SPIONs per il trasporto di

farmaci antitumorali[25].

Nel lavoro presentato in questo capitolo, micelle a base di poli (etilen-glicole)-
fosfoetanolammina (PEG-PE) e caricate sia con SPIONs che con sorafenib
(SPION/sorafenib/micelle) sono state progettate, realizzate e completamente
caratterizzate mediante tecniche complementari ottiche, strutturali e magnetiche.
Il PEG-PE e tra i polimeri piu promettenti, ampiamente utilizzato come supporto
per il delivery di farmaci antitumorali[26-28]. La terminazione di PEG, fornendo
uno strato protettivo idrofilo alla superficie delle micelle, si & dimostrata efficace
nel limitare il naturale processo opsonizzazione delle particelle nel sangue, in
qguanto impedisce il riconoscimento da parte dei macrofagi, aumentando cosi
I'emivita nel sangue. Qui, per la prima volta, sono presentate delle nuove
nanopiattaforme lipidiche, disperdibili in acqua e stabili a lungo termine, in grado
di attuare il targeting magnetico del sorafenib al sito del tumore per un efficace
trattamento dell’HCC. Per realizzare tale importante compito, un sistema in vitro
opportunamente progettato, in grado di simulare la portate del sangue nel fegato, €
stato realizzato e applicato per dimostrare che le micelle caricate con SPION
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possono essere attratte efficientemente utilizzando un campo magnetico
clinicamente accettabile[14]. Infine, I’efficacia di targeting tumorale del sistema
SPIONY/sorafenib/micelle, e stata valutata in vitro osservando il loro uptake nelle
cellule di carcinoma epatico umano (HepG2), con o senza esposizione al campo
magnetico, con una risultante migliorata efficacia antitumorale quando
magneticamente mirato. Il futuro uso in vivo delle micelle lipidiche modificate
con PEG, dovrebbe migliorare il profilo di sicurezza e di efficacia del sorafenib,
riducendo la tossicita e assicurando un lungo tempo di permanenza nel flusso

sanguigno.
3.2 Materiali e metodi

3.2.1 Materiali

Tutti i prodotti chimici utilizzati erano al massimo grado di purezza disponibile e
sono stati utilizzati come ricevuti senza ulteriore purificazione o distillazione.
Acido Oleico (C1gH33CO,H 0 OLEA, 90%), 1-octadecene (C1gH3s or ODE, 90%),
oleyl amine (C17H33NH, or OLAM, 70%), iron pentacarbonyl (Fe(CO)s, 98%), e
dodecan-1,2-diol (C12H24(OH), or DDIOL, 90%) e phosphotungstic acid
(99.995%) sono stati acquistati da Sigma-Aldrich. 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[methoxy (poly(ethylene glycol))-2000] (16:0 PEG-2-
PE) sono stati acquistati da Avanti Polar Lipids. Sorafenib tosylate & stato

acquistato da Selleck Chemicals LLC.

Tutti i solvent utilizzati erano di grado analitico ed acqusitati daAldrich. Tutte le
soluzioni acquose sono state preparate usando acqua ottenuta da un sistema Milli-

Q gradient A-10 (Millipore, 18.2 MQcm, organic carbon content > 4ug/L).

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), FBS (Fetal Bovine Serum),
penicillin (100 U/mL) e streptomycin (100 pg/mL) sono stati acquistati da
EuroClone. Le fiasche di coltura cellular e le piaster Petri sono state acquistate da
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Corning  (Glassworks).  3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) e stato acquistato da Sigma-Aldrich. | magneti sono stati

acquistati da HKCM Engineering.
3.2.2 Sintesi delle SPIONSs con rivestimento organico

Le SPIONSs sono state sintetizzate secondo procedure riportate in letteratura [29,
30]. Una miscela contenente ODE (20 mL), DDIOL (2.5 mmol), OLAM (3
mmol), e OLEA (3 mmol) é stata caricata in un pallone a tre colli collegato ad un
refrigerante a riflusso ed essiccata a 110 °C. E stata lasciata sotto agitazione per 1
h, quindi riscaldata sotto flusso di N, a 250 °C. Successivamente, 1 mL di una
soluzione di Fe(CO)s (1 M) in ODE precedentemente degassata € stato aggiunto
rapidamente alla miscela sotto agitazione vigorosa. La temperatura € stata poi
abbassata a 130 °C, e la miscela di reazione é stata infine raffreddata a
temperatura ambiente dopo esposizione all'aria per 60 min. Una soluzione
contenente 2-propanolo e acetone (1: 1 v/v) e stata aggiunta alla miscela, e un
materiale nero e stato precipitato e separato mediante centrifugazione (4 cicli). Il
prodotto nero e stato sciolto in cloroformio per ottenere una chiara, soluzione

colloidale stabile.
3.2.3 Preparazione di SPION/sorafenib/micelle

Quantita selezionate in modo opportuno di una stock solution di SPION (0.08 M)
e sorafenib sono state co-disciolte in cloroformio con 150 pL di 16: 0 PEG-2-PE
(3.5x10% M). Il solvente & stato allontanato rapidamente per evaporazione a 25 °C
con un evaporatore rotante. Lo strato essiccato di SPION /sorafenib / PEG-lipide &
stato quindi mantenuo sotto vuoto per 1 h. Successivamente, 2 mL di tampone
fosfato (PBS, 10 mM, pH 7.4) ¢é stato aggiunto al film. Le
SPION/sorafenib/micelle sono state ripetutamente riscaldate a 80 °C (con
miscelazione vigorosa periodica) e successivamente raffreddate a temperatura

ambiente (tre cicli). Dopo la formazione di micelle, una centrifuga (5000xg per 1
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min) é stata effettuata per rimuovere I'eccesso di SPIONs o sorafenib che non
erano stati incorporati nelle micelle. Successivamente, poiché questa sospensione
conteneva sia micelle vuote che SPION/sorafenib/micelle, le micelle vuote sono
state rimosse per ultracentrifugazione (200000xg) per 16 h. Le micelle vuote
quindi sono rimaste in sospensiome, mentre le SPION/sorafenib/micelle hanno
formato un pellet. Il surnatante e stato scartato e le SPION/sorafenib/micelle sono
staterisospese in acqua. La soluzione e stata filtrata utilizzando filtri 0.2 pum
(Anotop, Whatman) [7, 29, 31] e liofilizzata. | campioni essiccati sono stati
ricostituiti con acqua o PBS, prima della loro caratterizzazione o applicazione. Le
micelle PEG-lipidiche caricate solo con SPIONs (SPION/micelle) sono stati

ottenute seguendo lo stesso protocollo ma senza I'aggiunta del farmaco.
3.2.4 Sistema di flusso capillare in vitro

E stato appositamente progettato e realizzato un circuito dinamico utilizzato per
simulare il flusso di sangue nel fegato del corpo umano. Tale circuito &€ composto
da una conduttura formata da un tubo capillare di vetro con diametro interno di 4
mm e diametro esterno di 6 mm, un mini pompa peristaltica (VELP Scientific
SP311) operanti con una portata di 5-125 mL/min, un flussometro digitale (serie
Omega FLR1000) per misurare la portata corretta e un sensore di pressione
differenziale costruito ad hoc, per controllare la caduta di pressione alla fine del
sistema di accumulo. E stata creata una struttura magnetica formata da quattro
anelli magnetici NdFeB permanenti (flusso magnetico B = 1,27 Tesla), con il
diametro interno di 4 mm e il diametro esterno di 20 mm, separati da anelli
polimeriche non magnetici. La cattura delle micelle da parte della struttura di
magneti permanenti ¢ stata studiata monitorando la variazione del contenuto di Fe
(SPIONSs) nel fluido in funzione del tempo. A questo scopo, durante ogni
esperimento lungo 8 ore, una serie di campioni di fluido sono stati
sequenzialmente raccolti in momenti prefissati e analizzati mediante ICP-AES

(Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy).
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3.2.5 Colture cellulari

Le cellule di tumore epatocellulare umano HepG-2 sono state tenute in coltura in
DMEM medium addizionato con 10% di FBS, 100U/mL di penicillina, 100
pug/mL di streptomicina, in un incubatore a 37 °C con umidita controllata e con

atmosfera contenente 5% di CO,.
3.2.6 Saggi di citotossicita

La citotossicita della SPION/sorafenib/micelle e SPION/micelle e stata
determinata su linee di cellule di cancro epatico umano HepG-2 utilizzando il
saggio MTT, come descritto in Denora et al.[32]. Brevemente, le cellule sono
state seminate in piaster da 96 pozzetti ad una densita di 5,000 cellule/pozzetto;
dopo incubazione di 24 h, sono state trattate con le SPION/sorafenib/micelle e con
le SPION/micelle con sei diversi valori di concentrazione, nel range 0.06- 300
mg/mL nel mezzo di coltura. Per i camponi di SPION/sorafenib/micelle, la
concentrazione di sorafenib testata era nel range 0,01-50 pM. Dopo 72 h di
incubazione, una quantita di 10 pL di MTT 0.5% w/v é stata aggiunto a ciascun
pozzetto e le piastre sono state incubate per altre 3 h a 37 °C. Infine le cellule sono
state lisate mediante aggiunta di 100 uL di DMSO. L'assorbanza a 570 nm é stata
determinata utilizzando un lettore di piastre PerkinElmer 2030 MULTILABEL
Victor TM X3. La vitalita cellulare delle SPION/sorafenib/micelle é stata
confrontata con i dati dello stesso esperimento condotto con sorafenib libero,

sfruttando concentrazioni di sorafenib variabili nel range 0.01-50 uM.

L'effetto del campo magnetico sulla citotossicita delle SPION/micelle o delle
SPION/ sorafenib/micelle, é stato valutato come segue: le cellule HepG-2 sono
state seminate in piastre di coltura da 60 mm ad una densita di 500,000
cellule/piastra e incubate a 37 °C in incubatore umidificato con atmosfera al 5% di
CO,. Dopo 1 giorno, le cellule sono state esposte per 72 h alle SPION/micelle o

alle SPION/sorafenib/ micelle a concentrazioni di 60, 30, 6, 0.6 mg/mL in termini
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di concentrazione di SPION. Per le SPION/sorafenib/micelle, le concentrazioni di
sorafenib testate sono state di 10, 5, 1 e 0.1 uM. Le cellule sono state sottoposte
nel corso dell'incubazione all'azione di un campo magnetico esercitato da un
anello magnetico di NdFeB (diametro esterno di 40 mm ed diametro interno di 30
mm, B = 1.17 Tesla). Dopo 72 h di incubazione, una quantita di 250 mL di MTT
0.5% wl/v e stata aggiunta a ciascun pozzetto e le piastre sono state incubate per
ulteriori 2 h a 37 °C. Infine, le cellule sono state lisate mediante aggiunta di 3 mL
di DMSO. L'assorbanza a 570 nm e stata determinata come descritto sopra. Per
confronto, lo stesso esperimento é stato condotto sulle cellule HepG2 incubate con
SPION/sorafenib/micelle senza applicare alcun campo magnetico.

3.2.7 Studi di internalizzazione cellulare

Le cellule sono state seminate in piastre di coltura di 60 mm con una densita di
500,000 cellule/piastra ed incubate a 37 °C in atmosfera umidificata con il 5% di
CO,. Dopo 1 giorno, il mezzo di coltura e stato sostituito con 3 mL di terreno
contenente SPION/micelle a concentrazione pari alla loro ICsy (60 mg/mL a 72 h)
e incubate per 4 e 24 h con e senza applicazione del campo magnetico indotto da
un anello magnetico di NdFeB (diametro esterno di 40 mm e diametro interno di
30 mm, B = 1.17 Tesla) o da un magnete quadrato di NdFeB (lunghezza 60 mm e
larghezza di 50 mm, B = 1.17 Tesla).

Dopo l'incubazione, il monostrato di cellule é stato lavato due volte con PBS
freddo e poi digerito con 2 mL di una soluzione di HNO3 (67%)/H,0, (30%), 1:1
(VIV), per 4 ore a 60 °C in stufa. 1l contenuto di ferro é stato determinato
mediante ICP-MS con uno spettrometro di massa Varian 820-MS ICP.

E stato anche qualitativamente rilevato l'uptake delle SPION/micelle da parte
delle cellule utilizzando la colorazione con blu di Prussia. Dopo 4 h di
incubazione con le SPION/micelle a concentrazioni 60 mg/mL in termini di

concentrazione di SPION, in assenza e in presenza del campo magnetico indotto
93



dal magnete ad anello di NdFeB, le cellule HepG-2 sono state lavate tre volte con
PBS e fissate con 2 mL di paraformaldeide 4% per 20 minuti. Dopo ripetuti
lavaggi con PBS, le cellule fissate sono state incubate con 2 mL di una soluzione
di blu di Prussia contenente una miscela 1:1 (v/v) di ferrocianuro di potassio (I1)
triidrato 10% e di soluzione acquosa di acido cloridrico 10%, a 37 °C per 30 min,
e poi lavato per tre volte con una soluzione di PBS. La colorazione del Ferro delle

cellule ¢ stata osservata al microscopio Olympus CKX41.
3.2.8 Esperimenti cellulari di recovery

Il saggio di proliferazione cellulare e stato condotto sulle cellule HepG-2 trattate
con SPION/sorafenib/micelle (10 uM) ed esposte al campo magnetico per 4 h (o
24 h) e successivo lavaggio del mezzo contenente il complesso che & stato
sostituito con 3 mL di terreno fresco. In seguito, la vitalita cellulare & stata
valutata dopo 4, 24, 48 e 72 h e confrontata con i dati dello stesso esperimento
condotto con sorafenib (10 uM) e SPION/sorafenib/micelle (10 uM in termini di
Sorafenib o 60 mg/mL in termini di concentrazione di SPION) senza

I'applicazione del campo magnetico.
3.2.9 Dimensione delle particelle, distribuzione dimensionale e arica superficiale

Il Diametro idrodinamico (size), la distribuzione delle dimensioni e la stabilita
colloidale delle SPION/micelle e delle SPION/sorafenib/micelle sono stati rilevati
utilizzando un Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire,
Regno Unito (DTS 5,00).

In particolare, la dimensione e la distribuzione dimensionale sono state
determinate mediante dynamic light scattering (DLS) dopo diluizione del
campione in acqua demineralizzata. La distribuzione delle dimensioni e descritta
in termini di indice di polidispersita (PDI). Le misurazioni di potenziale-zeta, e

quindi di carica superficiale, sono state effettuate utilizzando la velocimetria laser
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doppler (LDV) dopo diluizione del campione in soluzione acquosa di KCI (1
mM). Tutti i dati riportati sono presentati come media + deviazione standard di tre

replicati.
2.9.10 Microscopia a Trasmissione Elettronica (TEM)

L’analisi di microscopia elettronica a trasmissione (TEM) ¢ stata eseguita
utilizzando un microscopio Jeol JEM-1011, funzionante ad una tensione di
accelerazione di 100 kV. Le immagini TEM sono state acquisite da una
fotocamera Olympus Quemesa (11 Mpx). | campioni sono stati preparati facendo
cadere su una griglia di rame di 400 mesh rivestita di carbonio amorfo, una
dispersione di SPION in cloroformio o, in alternativa, una sospensione acquosa di
micelle, e lasciando evaporare il solvente. L’analisi statistica dei size (dimensione
media SPION e la distribuzione delle dimensioni) dei campioni & stata eseguita

mediante il programma di analisi Image J.

In particolare, la dimensione media dei NC e la deviazione standard relativa
percentuale (c%) sono state calcolate per definire la distribuzione delle
dimensioni delle SPION. Per I’osservazione della colorazione TEM positiva, dopo
la deposizione del campione, la griglia é stato immersa in una solzuione 2% (w/v)
di acido fosfotungstico per 30 secondi. L’agente di colorazione in eccesso € stato
rimosso dalla griglia risciacquando con acqua ultrapura (immergendo la griglia in
acqua ultrapura tre volte per 10 secondi). Il campione sulla griglia € stata lasciato
asciugare per una notte e infine conservato in una camera a vuoto fino all'analisi.
Per le indagini di colorazione TEM negativa, 30 mL della soluzione 2% (w/v) di
acido fosfotungstico sono stati gettati sulla griglia in cui il campione era stato
precedentemente depositato. L’agente colorante in eccesso € stato rimosso
tamponando, al bordo della griglia, con carta da filtro bagnata con acqua
ultrapura. Dopo la completa essiccazione del campione, la griglia & stata

conservata in una camera sotto vuoto fino all'analisi.
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3.2.11 Misure magnetiche

Le misure di suscettivita magnetica AC a corrente alternata sono state eseguite
utilizzando un sistema OXFORD Maglab2000 operante nella banda di frequenza
1-104 Hz con un campo magnetico AC di 10 Oe. La risoluzione del segnale AC e
stata superiore 107 emu. Le misure di magnetizzazione in corrente continua DC a
temperatura ambiente, sono state effettuate per mezzo di un magnetometro
commerciale DC-SQUID (MPMS Quantum Design) con una risoluzione
maggiore di 10® emu (RSO option).

3.2.12 Analisi HPLC ed UV

Le indagini HPLC-UV sono state effettuateutilizzando un sistema Agilent 1260
Infinity Quaternary LC, dotato di un detector UV-VIS 1260 Infinity Multiple
Wavelength Detector e di un iniettore manuale Rheodyne Manual Sample Injector
Valves 7725i. 1l sorafenib é stato separato su una colonna Zorbax Eclipse Plus
C18 (4.6 x 250 mm, 5 mm). Il sistema ha operato isocraticamente usando una fase
mobile costituita da una miscela di acqua Milli-Q e metanolo con un rapporto di
20:80 V/V e pompata ad una portata di 1 mL/min a 25 °C. Il rilevatore UV & stato

fissato ad una lunghezza d'onda di rilevamento di 250 nm.
3.3 Risultati e discussioni

In questo lavoro, sono descritti nuovi nanovettori basati su micelle di fosfolipidi
PEG-modificati cariche di SPIONs e sorafenib, potenzialmente in grado di
trasportate in modo efficiente e selettivo ai siti tumorali il chemioterapico per il
trattamento dell’HCC, utilizzando impianti magnetizzabili. Al fine di poter
svolegere questa rilevante funzione, € necessario monitorare le dimensioni e la
stabilita della carica superficiale della nanostruttura, cosi come il carico di SPION
e di farmaco antitumorale, per ottenere un nanoformulazione con elevata stabilita

colloidale in ambiente fisiologico e capacita di essere attratto dal campo
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magnetico e penetrare nel tumore o nel sistema vascolare che circonda il tumore,
in cui il carico di farmaco deve essere rilasciato. Partendo da questi presupposti,
sono state realizzate le SPION/sorafenib/micelle, sfruttando la natura idrofoba
della superficie delle SPIONs e, allo stesso tempo, la solubilita in acqua molto
scarsa (~ 10-20 pM) del farmaco antitumorale. La tabella 1 riporta lo schema di
realizzazione della nanoformulazione magnetica e terapeutica per potenziali

applicazioni.

) b x"' f b Liver Tumoral-——
g Co-Encapsulation in , ,% Magnetic Tissues

Synthesis PEG-Modified Tireating
’ _ Phosphollpld Micelles £ :ﬁ U :

. .
SPIONs - E‘r:: Sorafenib- Loaded
Magnetic Micelles

Tabella 1. Schema di preparazione delle micelle fosfolipidiche PEG-modificate
caricate con sorafenib e SPIONs e loro possibile applicazione per il targeting
magnetico dei tessuti tumorali .Depalo et al. NanoResearch, accepted January
2017.

3.3.1 Sintesi e caratterizzazione delle SPION con rivestimento organico

Le SPIONs, sintetizzate seguendo la procedura sperimentale riportata da
Buonsanti et al., sono state caratterizzate mediante misure TEM, nonché, analisi
SQUIDI[30]. La micrografia TEM riportata in figura 1A mostra chiaramente
SPIONs presentanti una forma sferica o triangolare abbastanza regolare, con un
diametro medio di (8.8+0.9) nm. Il pattern di diffrazione a raggi X della polvere di

SPIONSs riportato da Buonsanti et al. puo essere attribuito alla struttura a spinello
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cubico sia di y-Fe;,O; (maghemite) sia di FesO4 (magnetite), nonché ad una
miscela di entrambe le fasi, impedendo cosi la loro discriminazione dovuta, anche,
all’ allargamento di linea significativo[30]. Infatti, il modello di interferenza a
frangia delle SPIONSs rivelate da immagini TEM ad alta risoluzione & compatibile

sia con le fasi di maghemite che con quelle di magnetite[29].

Le proprieta magnetiche delle SPIONs sono state valutate con un magnetometro
SQUID. In particolare, le misurazioni SQUID, effettuate a temperatura ambiente,
hanno confermato il completo carattere superparamagnetico delle SPIONs
sintetizzat. | dati indicano che le proprieta magnetiche delle SPIONs sono
appropriate per il loro uso in applicazioni biomediche, soprattutto perche tali
SPIONs hanno dimostrato un comportamento magnetico solo in presenza di un

campo magnetico esterno applicato.

E stato osservato per queste SPIONs con rivestimento organico un valore di
magnetizzazione ad alta saturazione (Ms= 56,5 emu/g). | valori RT di
magnetizzazione in massa di SPIONs sono 90 emu/g e 74 emu/g per Fe304 € v-
Fe O3, rispettivamente. Tuttavia, valori di magnetizzazione ridotti sono
comunemente osservati in NP di magnetite e maghemite, a causa della curvatura
dei momenti magnetici alla superficie delle NP[33]. Inoltre, i valori RT di
saturazione di magnetizzazione sono influenzati anche dalle dimensioni delle NP
[34]. Poiché i valori sperimentali vanno da 60.5 [35] a 70 emu/g [36] per le Np di
magnetite e da 32 [37] fino a 53 emu/g [38] per le NP di maghemite,
rispettivamente, il valore di magnetizzazione sperimentale trovato qui, 56.5
emu/g, non permette di discriminare tra le due strutture cristalline di NP

magnetiche di ossido di ferro.
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Fig.1. Micrografie TEM (A) e cicli di isteresi RT (B) di SPIONSs con rivestimento

organico.
3.3.2 Preparazione e caratterizzazione di SPION/micelle

Sono stati condotti degli studi preliminari SPION/micelle ad aumentato contenuto
di SPION, al fine di valutare I'effetto del carico magnetico sulla dimensione
idrodinamica e sulla distribuzione delle dimensioni delle micelle. Inoltre, sono
stati approfonditi la stabilita colloidale in mezzi fisiologici dei nanovettori basati
su SPION, cosi come il loro effettivo comportamento magnetico richiesto in
seguito all’applicazione di un adeguato magnete extracorporeo. Le SPION/micelle
sono state preparate ad un valore di concentrazione di PEG-PE fisso e variando la
percentuale in peso di SPION. Vale a dire, quattro campioni sono stati preparati in
una percentuale in peso di SPION di partenza di 16 (a), 20 (b), 24 (c) e 28 % (d),
rispettivamente. Uno studio morfologico e strutturale delel SPION / micelle e
stata eseguito mediante analisi DLS e TEM. L’analisi DLS ha rivelato una
distribuzione monomodale delle dimensioni per i campioni a, b e ¢, fornendo un
diametro idrodinamico di 48 (PDI = 0.193 + 0.015), 50 (PDI = 0.181 + 0.007), e
63 nm (PDI = 0.217 £ 0.016), rispettivamente (Fig.2A, linee, rossa, blu e verde,
rispettivamente). Viceversa, 1’analisi DLS eseguita sul campione d ha portato ad

una distribuzione bimodale delle dimensioni, indicando una coesistenza di
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aggregati piccoli con aggregati piu grandi (Figura 2A, linea viola). In particolare,
diametri medi idrodinamici di 51 e 212 nm sono stati registrati per gli aggregati
piu piccoli e piu grandi, rispettivamente (PDI = 0.379 £ 0.049). Pertanto, sono
state osservate per il campione a, b, c, alte monodispersitivita e omogeneita
mentre per il campione d si € registrata la formazione di aggregati piu grandi in
seguito all’elevata concentrazione di partenza delle SPIONs. | valori medi di
diametro idrodinamico registrati per tutti i campioni indicano la formazione di
aggregati micellari contenenti un numero variabile di SPIONs raggruppati in
unica micella. Tale ipotesi é stata confermata definitivamente dalle indagini TEM.
Le micrografie TEM, con colorazione positiva e negativa, del campione b, che,
dall'analisi DLS, é risultato essere il campioni piu monodisperso tra quelli
esaminati, hanno evidenziato la formazione di micelle PEG-PE contenenti
ciascuna non solo uno SPION, bensi aggregati formati da piu SPIONs, da 30 a
100 nm (Fig. 2 B e C).

I risultati delle misurazioni di potenziale-zeta hanno indicato una complessiva alta
stabilita colloidale dei campioni, risultando in un valore di { potenziale di (-25+1)
mV (Fig. 2 D). Inoltre, & prevedibile che le catene idrofile di PEG esposte alla
superficie delle micelle determino una stabilizzazione sterica delle micelle in
aggiunta a quella elettrostatica, portando quindi a proprieta di stealth per il

sistema.
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Fig.2. Distribuzione delle dimensioni (Size) ottenuta mediante DLS dei campioni
di SPION/Micelle preparati a partire da % in peso di SPION di 16% (a), 20% (b),
24% (c) e 28% (d) (A). Micrografie TEM ottenute con colorazione positiva (B) e
negativa (C), rispettivamente, per il campione con il 20% in peso di SPION (b)
disperso in PBS con i correspondenti sketches delle SPIONs incapsulate nel core
idrofobico delle micelle PEG-PE. Misure di (-potentiale delgi stessi campioni
dispersi in PBS (D).

Le misurazioni SQUID, effettuate a temperatura ambiente, hanno confermato il
completo carattere superparamagnetico delle SPIONs dopo la loro incorporazione
nelle micelle, dimostrando cosi che il loro incapsulamento permette di conservare
le loro proprieta superparamagnetiche. Questo risultato & particolarmente
importante per future applicazioni in vivo, poiché le micelle cariche di SPIONs
possono essere magneticamente direzionate, senza tuttavia presentare alcuna
interazione magnetica residua alla temperatura corporea, e in ultimo
prevenenendo o comunque limitando sensibilmente la loro agglomerazione.

Infatti, tale caratteristica permette, in linea di principio, alle SPION/micelle
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sintetizzate, di rimanere in circolo dopo l'iniezione e di attraversare i sistemi
capillari di organi e tessuti evitando embolia vasale e trombosi. E interessante
notare, che le misure magnetiche RT dinamiche in funzione della frequenza (dati
non riportati), hanno confermato i risultati ottenuti mediante analisi TEM e DLS.
Una formula numerica, basata sul modello magnetico precedentemente riportato
[39], ha portato infatti, ad un diametro medio delle SPION/micelle in soluzione di
circa 80 nm. Inoltre, i cicli RT di isteresi magnetica, mostrati nella Figura 3 A,
eseguiti sui quattro diversi campioni (a, b, c, d), sono stati confrontati con i
risultati ottenuti per le SPIONs da sole (Figura 1 B) e cio ha permesso di calcolare
I’effettiva quantita di SPIONSs incorporata nei diversi campioni di PEG-micelle. |
risultati di tali calcoli basatu sulle misurazioni SQUID dei differenti campioni di
SPION/micelle sono riassunti nella figura 3 B. | valori di contenuto di SPION
espressi come % in peso, ottenuti dalle misure magnetiche e riportati in Tabella B
(figura 3) appaiono in effetti superiori a quelli calcolati teoricamente come
rapporto tra il peso iniziale di SPION ed il peso totale del campione (16, 20, 24 e
28 %). Tale risultato puo essere ragionevolmente spiegato tenendo conto che i
cicli di ultracentrifugazione eseguiti sui campioni dopo la formazione delle
micelle, portano all’ eliminazione delle micelle vuote che rimangono disperse nel
supernatante (vedere Sezione Sperimentale). Pertanto, il contenuto lipidico
generale, e di conseguenza il peso totale dei campioni diminuisce, determinando
un effettivo peso% di SPION superiore a quello teoricamente previsto nei
campioni di partenza. E interessante notare che I’analisi magnetica si & rivelata
uno strumento estremamente efficace e non distruttivo per valutare rapidamente e
con accuratezza la quantita effettiva di SPIONs nelle nanoformulazioni a base di

lipidi.
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Fig.3. Cicli di isteresi RT delle SPION/micelle con carico crescente di SPION. In
particolare, il contentuo di partenza di SPION é 16 (a), 20 (b), 24 (c) e 28 (d) % in
peso, rispettivamente (A). Contenuto effettivo di SPION in % in peso nei quattro
differenti campioni di SPION/micelle come calcolato dai valori di

magnetizzazione di saturazione RT (Ms) (B).
3.3.3 Simulazioni di targeting magnetico in un sistema a flusso capillare in vitro

Un problema fondamentale nel delivery magnetico é rappresentato dalla capacita
delle SPIONs di rimanere effettivamente confinate in regioni target del corpo
contrastando il flusso di sangue che tende a portarle via. Pertanto, il
comportamento delle SPION/micelle € stato studiato utilizzando un sistema in
vitro, appositamente progettato per simulare la portata del flusso sangugno nel
fegato. In particolare, e stato specificamente sviluppato un circuito dinamico
composto da un vaso di accumulo, una pompa peristaltica, un flussometro
digitale,un sensore di pressione differenziale, un sistema di accumulo magnetico e
un supporto per i campioni (Fig.4). In un tale sistema di accumulo, una NP
magnetica, in un fluido dinamico, sottoposta ad velocita fissa di flusso e ad un

campo magnetico statico, prova una forza magnetica attraente definita come :
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Fy =V H oH
M = Vnp " Xnp X 0z

dove Ve € il volume delle NP, ynp € la suscettibilita magnetica (correlata con la

magnetizzazione) delle NP, H (x) € il campo magnetico a distanza x dal magnete e

(CH / 0z)x ¢ il gradiente del campo magnetico nella direzione del flusso.

E, quindi, evidente che per una grande forza magnetica che agisce su una NP, &
necessario un grande valore del prodotto H(x)-(6z/0H)x. Poiché il flusso é
perpendicolare alla forza magnetica, la velocita di flusso interferira con la forza di
attrazione del magnete, ad esempio portate maggiori corrisponderanno ad un

ridotto numero di nanovettori magnetici catturati dal campo magnetico.

Quindi, e stata progettata ed utilizzata una configurazione magnetica formata da
quattro anelli magnetici permanenti di NdFeB con diametro interno di 4 mm e
diametro esterno di 20 mm separati da anelli polimerici non magnetici. Tale
configurazione permette di aumentare il numero delle zone di cattura all'interno
del capillare di vetro (Figura 5B) introdotto negli anelli, cioe il numero di zone

dove il prodotto H (x) -(6H / 6z)x € massimo.

Le SPION / micelle (campione b) sono state disperse in una soluzione fisiologica
a pH 7.4 ad una concentrazione di 80 mg/L. La velocita di cattura degli anelli
magnetici NdFeB (B =1.27 Tesla) della definita configurazione, é stata testata con
due diverse velocita di flusso, ovvero 100 e 50 mL/min, per la circolazione della
soluzione nel modello di sistema di flusso capillare. Dopo otto ore, e stato
riscontrato che una quantita corrispondente al 28% delle micelle magnetiche
iniziali era stata catturata sotto un flusso di 50 mL/min, come valutato mediante
analisi ICP-AES (Figura 5B). Tale valore e stato osservato diminuire leggermente
fino al 23% al massimo flusso investigato di 100 mL/ min, come ragionevolmente
atteso (dati non riportati). 1l proposto modello in vitro e stato chiaramente
progettato solo per imitare le caratteristiche di base dei vasi sanguigni poiché vi
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sono numerosi altri fattori che possono influenzare il targeting magnetico, incluse
le proprieta meccaniche e di superficie della parete del vaso sanguigno. Pertanto,
poiché il flusso in vivo delle micelle nel fegato, potrebbe essere sicuramente
influenzato da molti ostacoli in forma di cellule e componenti della matrice
extracellulare, e stato proposti ed utilizzato per simulare un tessuto organico un
secondo modello di sistema comprendente invece, un tubo di vetro piu grande (8
mm di diametro interno) completamente riempito di sfere di vetro con diametro da
0.8 a 1 mm (frazione vuota di circa 0.5 (Fig.4 C). Una velocita di flusso di 50
mL/min, e stata identificata come ottimale per la configurazione dinamica
indagata sotto condizioni specifiche. Una simile configurazione dei quattro anelli
magnetici permanenti di NdFeB é servita per la circolazione dinamica delle
micelle. In questo caso (Fig.5A), dopo ore si € registrato un accumulo del 32% di
micelle catturate, calcolato sulla base dei risultati della analisi elementare ICP-
AES. Il registrato miglioramento nel tasso di cattura puo essere ragionevolmente
correlato alla maggiore resistenza delle SPION/micelle dovute all'attrito con la
superficie delle sfere di vetro nel canale, che, influenzando la velocita di flusso
all'interno del serbatoio di accumulo, promuove ulteriormente la cattura
magnetica. Questi esperimenti hanno evidenziato, in primo luogo l'effetto della
velocita di flusso sul grado di cattura delle SPION/micelle e, in aggiunta

I’aumento della cattura nel piu realistico tessuto biologico "simulato".
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Fig.4 Figura del circuito dinamico con (1) vaso di accumulo, (2) pompa
peristaltica, (3) flussimetro digitale, (4,6) sensori di pressione differenziale, (5)
sistema di accumulo magnetico, (7) alloggiamneto dei campioni (A). Gradiente
del campo magnetico con la direzione del flusso (X Direction) (B). Simulazione
del tessuto organico prima della circolazione del fluido magnetico (C). Depalo et

al. NanoResearch, accepted January 2017.
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Fig. 5. Quantita (espressa come percentuale del contenuto iniziale) di
SPION/micelle catturate in una simulazione di tessuto organico (A) e nel modello

di sistema di flusso capillare (B), rispettivamente. Immagine del capillare di vetro

riempito con sfere di vetro (C) e del capillare di vetro vuoto (D) con il loro
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corrispondente disegno schematico dopo la circolazione della soluzione
contenente SPION/micelle e rimozione dei magneti ad anello di NdFeB.

3.3.4 Preparazione e caratterizzazione di SPION/sorafenib/micelle

La successiva fase del lavoro é stata rappresentata dal co-incapsulamento sia delle
SPIONSs chesorafenib nel core micellare idrofobico.

In particolare, é stata studiato l'effetto di carico del farmaco sulla efficienza di
incapsulamento, essendo tale parametro definito come la quantita (w/w %) di
sorafenib incapsulato rispetto alla quantita iniziale utilizzata nella preparazione
della nanoformulazione. La quantita di farmaco catturata nelle micelle é stata

quantificata mediante analisi HPLC.
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Fig.6. Efficacia di incapsulamento del farmaco nelle micelle PEG-PE come
funzione del carico di sorafenib calcolata mediante analisi HPLC (A).
Cromatogramma HPLC ottenuto dal sorafenib puro mediante assorbimento UV a
250 nm (Riquadro A). Distribuzione delle dimensioni ottenute mediante DLS
delle SPION/sorafenib/micelle preparate a partire da un 20% in peso iniziale di
SPION e 1 mg di sorafenib (B).

Inizialmente, nella preparazione micelle un aumento della quantita iniziale di
sorafenib ad una prefissata quantita in peso di SPION (20%), ha comportato un
incremento della quantita di farmaco incapsulato, come valutato dai valori di

efficienza di incapsulamento (Fig.6). | risultati ottenuti hanno suggerito che,
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sebbene I'efficienza di incapsulamento raggiunga il valore massimo (40%) quando
il farmaco utilizzato € di 500 mg, con un carico effettivo di 150 uM, in realta il
piu alto carico (235 uM) nella nanoformulazione risultante e stato osservato con

un caricamento di sorafenib iniziale di 1 mg.

Tuttavia, quando la quantita iniziale di farmaco aggiunta é stata superiore a 1 mg,
anche la quantita della precipitazione macroscopica che si verifica durante la
preparazione delle micelle & aumentata. Di conseguenza, questa precipitazione
macroscopica ha contribuito a diminuire il carico. L’analisi DLS ha rivelato una
distribuzione  omogenea e monomodale delle  dimensioni  delle
SPION/sorafenib/micelle, con un diametro idrodinamico medio di 125 nm (PDI =
0.370 £ 0.025).

Inoltre, il valore di potenziale ¢ di (-25 £ 2) mV é risultato in accordo con il valore
ottenuto per le SPION/micelle, dimostrando quindi un’efficace incorporazione del
sorafenib e delle SPIONs nel core idrofobico delle micelle ed evidenziando
nuovamente l'elevata stabilita colloidale delle micelle in soluzione acquosa,

requisito essenziale per eseguire in vitro e in vivo.
3.3.5 Esperimenti di citotossicita in vitro

Gli effetti citotossici delle SPION/sorafenib/micelle sulla linea di cellule di
carcinoma epatico umano, vale a dire HepG-2, sono stati valutati eseguendo il
saggio MTT di tossicita in vitro dopo una esposizione a lungo termine delle

cellule, ed e stata infine valutata con il saggio MTT.
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58.8+0.2

3.20+£0.06

2.63+0.03

Fig.7. Risultati di vitalita cellulare delle HepG-2 dopo incubazione per 72h con
SPION/micelle (A) o SPION/sorafenib/micelle, (B, linea blu) o sorafenib puro (B,
linea rossa), rispettivamente. | valori di 1Cso, risultanti dagli stessi saggi di vitalita,
espressi come concentrazione di SPION per le SPION/micelle e come
concentrazione di sorafenib per le SPION/sorafenib/micelle e per il sorafenib
puro. | dati sono presentati come mediaterrore standard di tre distinti esperimenti

eseqguiti in triplicato (Tabella C).

La capacita del sorafenib libero di interferire con la vitalita cellulare e stata
stimata utilizzando cellule non trattate come controllo. Inoltre, I'effetto delle
SPION/micelle sulla vitalita cellulare e stato preliminarmente valutato, al fine di
escludere il contributo alla citotossicita delle SPION/micelle, e quindi
considerarlo specificamente riconducibile al farmaco antitumorale caricato nelle
SPION/sorafenib/micelle (Fig.7). In particolare, le cellule HepG-2 sono state
incubate per 72 h con le SPION/micelle a valori di concentrazione di SPION da
300 a 0.06 mg/mL (Fig.7A). Il valore ICs registrato é stato di 58.8+0.2) mg/mL
in termini di concentrazione di SPION (Fig.7, Tabella C). Lo studio di
citotossicita ha indicato che la vitalita delle cellule HepG-2 e stata solo
minimamente influenzata dopo 72 h di incubazione dalle micelle senza sorafenib.
Viceversa, lo studio di citotossicita eseguito con le SPION/sorafenib/micelle nelle
stesse condizioni sperimentali testate per le SPION/micelle (72 h, con una

concentrazione di SPION da 300 a 0.06 mg/mL) e valori di concentrazione di
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sorafenib da 50 a 0.01 puM, ha rivelato maggiori effetti citotossici, concentrazione
del farmaco dipendenti, sulle cellule HepG-2 (Fig.7 B, linea blu). In particolare, i
valori di 1Csp, espressi in funzione della concentrazionedi sorafenib, e stato di
(3.20+0.06) UM ad una concentrazione di SPION di 22.38 mg/mL (Fig.7, Tabella
C). Pertanto, I'effetto tossico delle SPION/sorafenib/micelle sulla vitalita cellulare
e imputabile principalmente alla presenza dell’agente chemioterapico nella
nanoformulazione, poiché lo studio di citotossicita eseguito sulle SPION/micelle
aveva indicato che la concentrazione di SPION di 22.38 mg /mL non influenzava
la vitalita delle HepG-2. Coerentemente, i valori di ICsy registrati per le
SPION/sorafenib/micelle ha portato a valori abbastanza paragonabili a quelli
ottenuti con l'incubazione delle cellule HepG-2 con sorafenib puro per 72 h, vale a
dire (2.63£0.03) uM (Fig.7B, linea rossa e tabella C). Questa prima serie di
risultati sperimentali ha quindi evidenziato che I'attivita antitumorale del sorafenib
e ancora completamente conservata una volta inserito nei core idrofobici

micellari.
3.3.6 Effetto del targeting magnetico sull’uptake cellulare delle SPION/micelle

Preliminarmente alla valutazione dell'effetto della esposizione delle cellule al
campo magnetico sulla vitalita delle stesse e sull’'uptake cellulare delle
SPION/sorafenib/micelle, due distinti magneti di NdFeB con lo stesso valore di
induzione magnetica (B = 1.17 Tesla), ma con una forma diversa, sono stati testati
al fine di identificare la geometria del magnete piu adatta per garantire il massimo
uptake cellulare. In particolare, un magnete ad anello ed uno a forma quadrata,
rispettivamente, le cui mappe di campo magnetico sono illustrate nella figura 8 A
e B, sono stati, alternativamente, posizionati esternamente sul fondo della piastra
Petri. Le cellule HepG-2 trattate nelle stesse condizioni sperimentali, incubate con
le SPION/micelle, alla concentrazione in SPION di 60 mg/mL, per 4 e 24 h, senza
esposizione al campo magnetico, sono state utilizzate come riferimento, mentre il

controllo e stato rappresentato da cellule non trattate. L'uptake cellulare delle
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SPION/micelle, verificatosi con e senza esposizione delle cellule al campo dei due
differenti magneti, e stato determinato in termini di contenuto di ferro, mediante
analisi ICP-MS. | dati riportati nella Tabella C della figura 8 mostrano
chiaramente che l'esposizione al campo magnetico ha fortemente aumentato
I’internalizzazione delle SPION/micelle nelle cellule HepG-2 in entrambi i tempi
di incubazione esplorati. Inoltre, & stato riscontrato che il magnete ad anello e
quello che possiede la geometria piu idonea per promuovere un internalizzazione
piu efficiente di SPION/micelle nelle cellule HepG-2, gia dopo 4 h di

incubazione.
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Fig.8. Rappresentazione grafica delle mappe di flusso magnetico dei magneti
utilizzati per la valutazione dell’ uptake da parte delle cellule HepG-2 delle
SPION/micelle, generate utilizzando un magnete ad anello (A) e un magnete
quadrato (B). Contenuto di ferro determinato mediante analisi ICP-MS in cellule
di cancro al fegato HepG-2 dopo la loro incubazione per 4 h e 24 h, con
SPION/micelle senza applicazione del campo magnetico e sotto I'esposizione ad

un magnete ad anello o un magnete quadrato (Tabella C).

Da un putno di vista qualitatito, la conferma dell’effettiva internalizzazione
cellulare delle SPION/micelle da parte delle cellule HepG-2 é stata ottenuta
utilizzando la colorazione con blu di Prussia colorazione blu e la microscopia

ottica. Lo studio in vitro é stato effettuato incubando le cellule HepG-2 con le
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SPION/micelle a concentrazione di SPION di 60 mg/mL per 4 h, esponendole o
meno al campo magnetico generato dal magnete a forma di anello, (che é stato
dimostrato piu efficace nell” indurre un maggiore uptake cellulare che rispetto al

magnete quadrato).

L’esperimento di colorazione con blu di Prussia mostrato in figura 9, ha
sottolineato che il grado di internalizzazione cellulare delle SPION/micelle ¢
fortemente dipendente dalla presenza del campo magnetico. In particolare, le
cellule mostrano una piu intensa colorazione blu quando incubate con le
SPION/micelle ed esposte al campo magnetico (Fig. 9 B), mentre le macchie blu
nelle cellule trattate con le SPION/micelle nelle stesse condizioni ma in assenza di

campo magnetico, sono state trovate significativamente meno intenso (Fig. 9).

Fig.9.Immagini di colorazione con blu di Prussia delle cellule HepG-2 dopo 4 h di
incubazione con SPION/micelle (concentrazione SPION di 60ug/mL) senza (A) e

con (B) esposizione al magnete con geometria ad anello.

Tale test & stato in grado di dimostrare ulteriormente, da un punto di vista
qualitativo, come il targeting magnetico sia in grado di promuovere un maggiore
uptake cellulare, confermando i risultati quantitativi ottenuti mediante analisi ICP
(Fig.8, Tabella C). Tuttavia e stato osservato un calo nella concentrazione di ferro
intracellulare in seguito a trattamento per 24 h (Fig.8, Tabella C). Tale
diminuzione pud essere ragionevolmente attribuita al fatto che, dopo 24 ore di
incubazione delle cellule con SPION/micelle, si pud verificare in una certa misura
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la morte cellulare, suggerendo un effetto citotossico intrinseco della formulazione
testata. In effetti, lo studio di uptake e stato effettuato ad una concentrazione in
termini di SPION di 60 mg/mL, che ¢ il valore di IC50 ottenuto per le cellule
trattate con le SPION/micelle per 72 h. Inoltre, lo studio di citotossicita, effettuato
su cellule HepG-2 trattate con SPION/micelle, a concentrazioni di SPION nel
rangen 0.6-60 mg/mL per 72 h, con e senza esposizione delle cellule al campo
magnetico, ha indicato che la presenza del campo magnetico non induce un
aumento nella tossicita delle cellule trattate con le SPION/micelle (Fig.10a),
essendo i valori di vitalita cellulare registrati per le cellule esposte al campo
magnetico, paragonabili a quelli delle cellule non esposte. Pertanto, la presenza di
un campo magnetico promuove una maggiore internalizzazione di SPION/micelle
da parte delle cellule, ma non produce alterazioni nella vitalita cellulare. La
diminuzione della vitalita cellulare osservata dopo 72 h a concentrazione di
SPION di 60 mg/mL (Figura 10 A) ha suggerito che la vitalita cellulare possa
ridursi gia dopo 24 h, causando una perdita parziale delle SPIONs accumulate
nelle cellule morte, traducendosi cosi in un contenuto di ferro finale inferiore a

quello riscontrato dopo 4 h (Fig. 8).
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Fig.10. La vitalita cellulare delle cellule HepG-2 dopo 72 h di incubazione con
SPION- Micelle direzionate o non direzionate da un campo magnetico. (A) % di
vitalita  cellulare  delle  cellule HepG-2 dopo incubazione con

SPION/sorafenib/micelle (0.1-10 uM in termini di concentrazione di sorafenib e
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0.06 al 60 mg/mL in termini di SPION) in presenza e in assenza di un campo
magnetico. Ciascun composto € stato testato in triplicato, e gli esperimenti sono
stati ripetuti tre volte. La significativita statistica é stata calcolata usando I'analisi
a due vie della varianza (ANOVA) seguita dal post hoc test di Bonferroni
(GraphPad Prism vers. 5). * = P <0.05, ** p <0.01, *** p <0,001 (B).

Il calo della vitalita cellulare osservato, concentrazione di SPION dipendente, puo
essere ragionevolmente spiegato ipotizzando che, dopo la loro internalizzazione
cellulare, le SPION/micelle possono rilasciare il loro contenuto originario di
SPIONSs in esse contenute. Queste, perdendo ioni ferro, possono indurre stress
ossidativo tramite generazione di specie reattive dell'ossigeno (ROS), attraverso
trasferimento di energia o di elettroni all'ossigeno molecolare [27,40].
Chiaramente, I'effetto sulla vitalita cellulare e stato maggiore alle concentrazioni
di SPION piu alte testate.

3.3.7 Targeting magnetico ed efficacia antitumorale di SPION/sorafenib/Micelle

L'efficienza antitumorale del sorafenib, quando rilasciato per mezzo di targeting
magnetico e incorporato nel sistema micellare, e stato studiato valutando la
vitalita cellulare dopo incubazione delle cellule HepG-2 per 72 h con le
SPION/sorafenib/micelle in presenza del campo magnetico. Il sorafenib e stato
testato in un range di concentrazioni comprese da 0.1 a 10 pM, corrispondenti a
concentrazioni di SPION variabili da 0.06 a 60 mg/mL.
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Fig.11. La vitalita cellulare delle cellule HepG-2 misurata dopo incubazione per 4
h con diverse formulazioni 10 uM in sorafenib e 60 mg /mL in SPIONSs, esposte o

non esposte al campo magnetico (MF).

Come controllo, sono state utilizzate cellule non trattate. | risultati riportati in
figura 10 B mostrano che le SPION/sorafenib/micelle hanno influenzato la vitalita
cellulare in modo concentrazione dipendente, ed i valori di vitalita ottenuti per le
cellule esposte al campo magnetico sono stati leggermente inferiori a quelli
registrati per le cellule trattate con SPION/sorafenib/micelle, ma non esposte al
campo magnetico. Come gia dimostrato, la vitalita cellulare nelle cellule trattate
con le SPION/micelle, testate nelle stesse condizioni sperimentali, & paragonabile
sia che sia registrata in presenza che in assenza del campo magnetico, sebbene

I'esposizione al campo magnetico induca un maggior uptake intracellulare.

Pertanto, il farmaco co-incapsulato con le SPIONs nelle micelle pud essere
considerato responsabile della citotossicita, registrata nelle stesse condizioni
sperimentali delle cellule trattate con SPION/sorafenib/micelle ed esposte al
campo magnetico, che € stata trovata superiore a quella osservata per le cellule

incubate ma non esposte al campo magnetico.

L’elevata internalizzazione cellulare delle SPION/sorafenib/micelle, dovuta
all’esposizione delle cellule al campo magnetico, ha un impatto significativo, in
guanto permette I'accumulo di una dose di sorafenib maggiore nelle cellule,
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favorendo cosi un migliorato effetto antitumorale del farmaco quando
magneticamente direzionato e rilasciato dai nanovettori lipidi magnetici qui

esplorati.

Infine, e stata studiata la maggiore efficacia antitumorale delle
SPIONY/sorafenib/micelle magneticamente direzionate rispetto al farmaco libero
da solo, incubando le cellule HepG-2 con le SPION/sorafenib/micelle ad una
concentrazione in sorafenib di 10 uM (concentrazione in SPION 60 mg/mL) per 4
h esposte 0 non esposte al campo magnetico indotto dal magnete ad anello.
Successivamente, il terreno di coltura contenente le micelle é stato sostituito con
un terreno fresco. Nel caso delle cellule trattate ed esposte al campo magnetico,
I'anello magnetico & stato rimosso dopo l'incubazione di 4 h con le
SPIONY/sorafenib/micelle. Dopo la rimozione del terreno contenente le micelle, le
cellule sono state lasciate in coltura per ulteriori 24, 48 e 72 h, rispettivamente,
prima di testare i possibili effetti del farmaco e valutare la vitalita cellulare. Le
cellule trattate nelle stesse condizioni sperimentali con il sorafenib da solo, sono
state utilizzate come riferimento (Fig.11). Subito dopo I'incubazione delle cellule
con le SPION/sorafenib/micelle (esposte o non esposte al campo magnetico) o il
sorafenib da solo, per 4 h, i valori della vitalita cellulare sono stati trovati
paragonabili a quelli registrati al tempo 0. Questa prova, della mancanza di
qualsiasi differenza rilevabile nella morte cellulare indotta da farmaci incapsulati
essere ragionevolmente giustificata da una lenta cinetica di rilascio del farmaco
dalle SPION/sorafenib/micelle, come riscontrato anche da Fang et al. per le
cellule C6-ADR trattate con SPIONs caricate con doxorubicina [41]. E
interessante notare che, una volta che il farmaco libero € stato rimosso e le cellule
sono state incubate con mezzo fresco per 24 h, le cellule hanno ripreso a crescere
come prima dell’esposizione al farmaco. Al contrario, le cellule trattate con le

SPION/sorafenib/micelle hanno mostrato valori divitalita cellulare, registrati dopo
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rimozione delle SPION/sorafenib/ micelle e 24 h di ulteriore incubazione delle
cellule con terreno di coltura fresco, di (83.5+0.8)% e (87.1+£2.2)%, per le cellule

esposte e non esposte al campo magnetico.

La vitalita cellulare inferiore osservata per le cellule trattate con le
SPION/sorafenib/micelle esposte al campo magnetico rispetto a quelle non
esposte al campo magnetico, pud essere attribuita sicuramente alla maggiore
diffusione intracellulare delle micelle contenenti SPIONs quando magneticamente
direzionate nelle cellule (Fig.11). Dopo 48 h di incubazione con terreno di coltura
fresco, le cellule trattate con le SPION/sorafenib/micelle hanno cominciato a
recuperare e crescere. Il processo di recupero delle cellule é risultato evidente
dopo 72 h. Questo comportamento suggerisce che il profilo di rilascio di sorafenib
dalle SPION/sorafenib/micelle &€ in grado di mantenere la concentrazione di
farmaco intracellulare piu a lungo termine rispetto al trattamento con il sorafenib
da solo e che il loro uptake magneticamente direzionato permette una
internalizzazione piu efficiente delle SPION/sorafenib/micelle nelle cellule,
determinando cosi un maggior effetto citotossico ed infine ottenendo un'efficienza
antitumorale significativamente superiore a quella presentata dal farmaco da solo.
Quest'ultima osservazione e stata confermata da un ulteriore esperimento di
recovery, effettuato incubando le cellule HepG-2 con le SPION/sorafenib/micelle
a concentrazione in sorafenib di 10 pM per 24 h, esposte o meno al campo
magnetico, e valutando la vitalita cellulare dopo 72 h dalla rimozione delle
micelle. Come atteso, i valori della vitalita cellulare sono stati trovati inferiori per
le cellule trattate con le SPION/sorafenib/micelle esposte al campo magnetico
rispetto a quelle non esposte, cioé di (72.5+2,1)% vs (80.2 £1.5)%, evidenziando
cosi ulteriormente una maggiore attivita antitumorale delle nanoformulazioni

preparate per il direzionamento magnetico.
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3.4 Conclusioni

Nanoformulazioni basate su micelle lipidiche PEG-modificate cariche di SPIONs
e sorafenib sono state progettate e realizzate sfruttando una strategia semplice e
riproducibile che ha permesso di ottenere nanovettori magnetici caratterizzati da
una significativa elevata stabilita in ambiente acquoso e un controllo accurato sul
caricamento del farmaco. La caratterizzazione magnetica non solo ha confermato
il successo dell’incapsulamento delle SPIONs nel core delle micelle, ma
decisamente, si € anche dimostrata uno strumento estremamente efficace per
determinare la quantita effettiva di NP magnetiche nella formulazione. La
progettazione e I'applicazione del circuito dinamico in vitro simulante la velocita
del flusso ematico nel fegato, ha sicuramente dimostrato che le SPION/micelle
erano trattenute efficientemente utilizzando un campo magnetico, risultando
quindi potenzialmente in grado di essere magneticamente direzionate ai Siti

tumorali sotto le condizioni di flusso tipicamente presenti nel fegato umano.

Uno studio sistematico sulla risposta in vitro delle cellule HepG-2 trattate con
SPION/ sorafenib/micelle, sia esposte che non esposte al campo magnetico, ha
fornito informazioni rilevanti sulla loro tossicita. Sono state valutate anche gli
effetti citotossici del sorafenib libero e delle SPION/micelle per indagare i
possibili fattori che influenzano specificamente la vitalita cellulare. | risultati
sperimentali hanno dimostrato che l'attivita antitumorale del sorafenib € ancora
completamente conservata in seguito ad incapsulamento nei core micellari
idrofobici, e che la presenza del campo magnetico promuove un’internalizzazione
cellulare maggiore di SPION/micelle, senza tuttavia pregiudicare la vitalita
cellulare. Infine, gli esperimenti di recovery hanno messo in evidenza la presenza
nelle cellule, di una cinetica di rilascio di sorafenib piu lenta nel caso di quelle
trattate con SPION/sorafenib/micelle rispetto a quelle trattate con sorafenib libero.
E’ stata trovata un'efficacia antitumorale decisamente superiore delle

SPION/sorafenib/micelle magneticamente direzionate. Le micelle PEG-PE
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ottenute hanno permesso una valida combinazione del farmaco con nanovettori
magnetici a base di NP in un nanoformulatione versatile che puo essere
opportunamente guidata verso i tessuti tumorali, e che potrebbe avere un forte

impatto sulla terapia dell” HCC con direzionamento magnetico.
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Capitolo 4

Sintesi e caratterizzazione di un dendrimero fluorescente
PAMAM di quarta generazione opportunamente funzionalizzato

per ’imaging ed il targeting mitocondriale.

4.1 Introduzione

Attualmente lo studio e la terapia del cancro si basano su una paradossale miscela
di vecchio e nuovo. La chirurgia, infatti, che rappresenta “il vecchio”, ¢ ancora
oggi il trattamento di elezione per la maggior parte dei tumori solidi, mai
definitivamente sostituita dalla radioterapia. C’¢ da precisare che qualsiasi
trattamento tende a far regredire o correggere gli effetti della malattia ma non ad
eliminarne le cause. Piu precisamente tutte le terapie mirano a ridurre la massa
tumorale e quindi il numero di cellule maligne, piuttosto che a ricondurre alla
normalita una cellula in fase degenerativa. Inoltre nessun farmaco o tecnica

terapeutica si e dimostrato ad oggi in grado di prevenire lo sviluppo della malattia.

La “novita” nella terapia antitumorale &, invece, rappresentata dall'ampia scelta di
farmaci oggi disponibili e di numerose molecole in fase di sperimentazione in
grado di aumentare I’efficacia e ridurre la tossicita. Tuttavia ci sono diversi
svantaggi legati all’uso dei farmaci chemioterapici antitumorali tradizionali e tra
questi il basso indice terapeutico, la scarsa selettivita d’azione nei confronti delle
cellule tumorali con conseguente danneggiamento dei tessuti sani ed una
riduzione di efficacia legata a fenomeni di farmaco resistenza. Negli ultimi anni
sono stati compiuti grandi progressi nella cura del cancro sia perché studi di
farmacocinetica piu approfonditi hanno indicato un impiego piu efficace e sicuro

dei prodotti gia in uso, sia perché sono emerse maggiori indicazioni sulle cause
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del cancro grazie ad approfondite ricerche sulle strutture e funzioni cellulari [1].
In particolare tra le strategie innovative di intervento emergono terapie mirate a
target non solo cellulari, ma anche intracellulari e molecolari della cellula
tumorale, localizzati ad esempio nel citosol, su endosomi, mitocondri o nucleo
[2]. Diversi studi, infatti, hanno dimostrato che anche i target a livello subcellulare
possono essere utili sia per il rilascio di farmaci antitumorali che di agenti
diagnostici [3]. Nell’ultimo decennio le nanotecnologie hanno avuto un notevole
sviluppo in campo biomedico, cio nonostante, la loro attuale applicazione si
limita, nella maggior parte dei casi, ad un’interazione con la cellula bersaglio e gli

studi terminano con ’internalizzazione del nanovettore ed il suo “carico”.

Notevoli potenzialita risiedono nell’esplorazione del destino subcellulare dei
sistemi nanoparticellari, la cui azione programmata potrebbe migliorare non solo
il profilo terapeutico/diagnostico, ma consentirebbe anche la valutazione di
specifiche interazioni vettore/target subcellulare. La progettazione di nuovi
sistemi nanoparticellari di rilascio di farmaci o agenti diagnostici, non puo dunque
prescindere dalla conoscenza dei meccanismi intracellulari di apoptosi,

trasduzione dei segnali, dei tipi di interazione subcellulari[4].

Tra gli organuli cellulari, i mitocondri rappresentano un interessante target
subcellulare in quanto coinvolti nel metabolismo del calcio, nel processo di
apoptosi e nel danno ossidativo. Non sorprende che le disfunzioni mitocondriali
siano coinvolte nell’eziopatogenesi di una grande varieta di patologie umane, a
partire da quelle di tipo neurodegenerativo fino al cancro[5]. Tuttavia, per diverse
ragioni, inclusa I’identificazione di idonei biomarkers sulla membrana
mitocondriale esterna (OMM), fino ad oggi il targeting mitocondriale & stato
poco esplorato. | pochi esempi di nanosistemi direzionati al mitocondrio
riguardano bioconiugati polimerici o carrier nanoparticellari che usano cationi

lipofili come agenti direzionanti sito-specifico[4,5].
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La proteina di traslocazione mitocondriale (TSPO) é stata scoperta nel 1977 quale
sito di legame periferico a livello renale della molecola a struttura
benzodiazepinica Diazepam e per questa ragione in passato nota come recettore
periferico delle benzodiazepine (PBR). Si tratta di una proteina di 18-kDa in
grado di legare con elevata affinita colesterolo e diversi farmaci, localizzata
principalmente nella OMM come componente del complesso di trasporto
mitocondriale del colesterolo[6-9]. In condizioni normali il TSPO e minimamente
espresso a livello del cervello e del fegato umani[9-11] ed altamente espresso nei
tessuti ad alta proliferazione e steroidogenetici, pertanto risulta coinvolto nei
processi mitocondriali di steroidogenesi e proliferazione cellulare/apoptosi
[12,13]. Ulteriori studi hanno dimostrato come I’espressione del TSPO aumenti
selettivamente in diverse patologie, quali cancro, disfunzioni endocrine, danni
cerebrali, stati neurodegenerativi, danno da ischemia-riperfusione e stati
inflammatori[14-17]. In particolare, é stata riscontrata una sovraespressione del
TSPO nel tumore cerebrale, nel carcinoma colon-rettale, nell’epatocarcinoma
[18,19]. Per tutte le ragioni menzionate, il TSPO rappresenta un interessante target
subcellulare non solo per I’imaging di stati patologici in cui tale proteina &
sovraespressa, ma anche per il direzionamento selettivo di farmaci a livello
mitocondriale[20-23].

Diversi sono i ligandi altamente affini e selettivi per il TSPO utilizzati per studiare
le funzioni di questa proteina in vitro ed in vivo, tra questi, composti a struttura
isochinolin carbossamidica (PK11195)[24], derivati benzodiazepinici (Ro-5-4864)
[25], indoloacetammidi (FGIN-1)[26], fenossiarilacetammidi (DAA1106) [27,28],
imidazo[1,2-a]piridine (CLINME)[27,29], e pirazolopirimidine (DPA-713)
[27,28]. In realta, nessuno dei ligandi TSPO sopra citati contiene gruppi organici,
come ad esempio amminici, ossidrilici o carbossilici, potenzialmente utili per
reazioni di coniugazione con ulteriori agenti terapeutici, diagnostici 0 con

nanovettori impiegabili per imaging. Sebbene siano stati individuati diversi
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promettenti ligandi per il TSPO, ad oggi esiste solo un esempio di nanocarrier in
grado di direzionare agenti per imaging al TSPO[30].

Tra i nanovettori, i dendrimeri rappresentano una categoria emergente di
nanomateriali, che in condizioni non tossiche, potrebbero essere utilizzati per
scopi biomedici[31,32]. Si tratta di macromolecole polimeriche iper-ramificate
che si irradiano da un “core” centrale con una struttura simmetrica. Diversamente
da molti polimeri lineari, i dendrimeri rappresentano una classe di macromolecole
la cui sintesi raggiunge elevati livelli di controllo.Tali sistemi possono
considerarsi monodispersi, di forma globulare e con un gran numero di gruppi
funzionali in periferia potenzialmente utili per successive coniugazioni.
Rappresentano, pertanto, uno strumento ideale per studiare I’influenza di alcuni
parametri chimico fisici come dimensioni del polimero, carica superficiale, natura
chimica, sulla citotossicita, sul processo di internalizzazione recettoriale e sulle

interazioni cellulari e subcellulari[33,34].

La maggior parte degli studi condotti con finalita terapeutiche e diagnostiche sono
stati sviluppati con dendrimeri a struttura poli amidoamminica, noti anche come
PAMAM, in quanto sono relativamente facili da sintetizzare a partire dalla prima
generazione sino alla generazione 10 (G1-G10) o sono disponibili
commercialmente, inoltre, hanno un numero elevato di gruppi funzionali periferici
(da 4 a 4096), di diversa natura (es. ammine, acidi carbossilici, ossidrili) e pesi
molecolari (da 657 a 935.000 g/mol) con indice di polidispersivita prossimo a
1[35,36].

In questo capitolo vengono presentate la sintesi, la caratterizzazione, gli studi di
internalizzazione cellulare e la marcatura mitocondriale di una nanoparticella
dendrimerica a struttura poli-ammidoamminica di quarta generazione [G(4)-

PAMAM] marcata con il fluoroforo fluoresceina.

127



Il primo step e consistito nella sintesi di un nuovo potenziale ligando del TSPO ad
elevata affinita e selettivita, caratterizzato da una struttura 2-fenil-imidazo[1,2-
a]piridin acetammidica e contenente un gruppo carbossilico utile per la successiva
coniugazione con il dendrimero G(4)-PAMAM. Il secondo step e sua successiva
marcatura con la fluoresceina isotiocianato (FITC) dando origine ad un nuovo
dendrimero direzionabile al TSPO, il G(4)-PAMAM-FITC. Successivamente sono
stati effettuati studi di binding e di internalizzazione endocitotica dei dendrimeri
cationici G(4)-PAMAM in linee cellulari C6 di glioma di ratto che
sovraesprimono il TSPO][37]. Dal momento che la tossicita dei dendrimeri
cationici é stata ampiamente documentata[32], é stata in primo luogo determinata
la citotossicita di tutti i dendrimeri preparati sulle cellule C6 attraverso il saggio
MTT (bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) in modo che in
tutti gli studi di endocitosi potessero essere utilizzate dosi non tossiche.
Successivamente € stato valutato il meccanismo di uptake cellulare di questi
dendrimeri nelle linee cellulari su menzionate, sotto I’influenza di vari inibitori di
endocitosi. E stato dunque riscontrato che il dendrimero TSPO direzionato G(4)-
PAMAM-FITC viene captato rapidamente nelle cellule mediante la via
endocitotica, inoltre, esso si dirige al mitocondrio come é evidenziato dagli
esperimenti di frazionamento subcellulare e dagli studi di co-localizzazione

effettuati con la tecnica microscopica CAT (Confocal-AFM-TIRF).
4.2 Materiali e metodi

4.2.1 Materiali

I reagenti chimici di grado commerciale, incluso methyl acrylate,
ethylenediamine, ethyl 2-bromoacetate, fluorescein isothiocyanate isomer 1
(FITC), 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC),
triethylamine (TEA), anhydrous tetrahydrofurane (THF), Ethanol 96% (v/v)
(EtOH), anhydrous N,N-dimethylformamide (DMF), dimethylsulfoxide (DMSO),
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e i solventi sono stati acquistati da Sigma-Aldrich (Milan, Italy),e usati senza
ulteriori  modifichee purificazioni. 1l ligando TSPO 2-(6,8-dichloro-2-(4-
hydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)-N,N-dipropylacetamide (3) & stato
preparato in accord ad una procedura gia descritta altrove[38]. Le cellule C6 di
glioma di ratto, acquistate da Interlab Cell Line Collection (ICLC, Genova, Italy),
sono state coltivate in DMEM addizionato con 10% di FBS, 100 U/mL di
penicillina, 100 pg/mL di streptomicina e 2 mM di L-glutammina (Lonza, Italy) in
atmosfera umidificata al 5% CO, a 37 °C. Piastre Petri di coltura sono state
acquista da Corning, Glassworks (Corning, N.Y., USA). | radioligandi [*H]-
Flunitrazepam e [°H]-PK 11195 sono stati acquistati da PerkinElmer Life
Sciences. PK 11195, Flunitrazepam e 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) sono stati acquistati da Sigma-Aldrich
(Milan, Italy).

4.2.2 Sintesi dei ligandi TSPO 1e 2

Il nuovo ligando TSPO acido 2-(4-(6,8-dichloro-3-(2-(dipropylamino)-2-
oxoethyl)imidazo[1,2-a]pyridin-2-yl)phenoxy)acetico(1) € stato preparato secondo
la procedura sintetica descritta nello schema 1A a partire dal ligando TSPO 3 che,
a sua volta é stato sintetizzato in accordo ad una procedura precedentemente
messa a punto nei nostri laboratori[39]. Ad una soluzione in agitazione di 3 (0.30
g, 0.71 mmol) in THF anidro sono stati aggiunti, nell’ordine, etil 2-bromoacetato
(1.57 mL, 14.2 mmol) e K;CO3; (0.49 g, 3.5 mmol). L’agitazione ¢ stata
mantenuta per altre 24 h a 40 °C, poi é stato fatto evaporare il solvente sotto vuoto
ed il residuo solido disciolto in 25 mL di1l0 % NaHCO;, estratto con etil acetato
(3x20 mL) ed anidrificato (Na;SO,). L’evaporazione del solvente ha prodotto un
residuo che e stato purificato per cromatografia su gel di silice [etere di
petrolio/etil acetato 6/4 (v/v) come eluente] dando origine al composto puro etil 2-
(4-(6,8-dicloro-3-(2-(dipropilamino)-2-ossoetil)imidazo[1,2-a]piridin-2-
il)fenossi)acetato(2). Alla soluzione dell’etil estere 2 (0.10 g, 0.20 mmol) in EtOH
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(5 mL), é stata aggiunto NaOH (1M, 5 mL) goccia a goccia. La miscela e stata
tenuta in agitazione a temperatura ambiente per 2 h. Successivamente é stato fatto
evaporare il solvente a pressione ridotta ed il residuo disciolto in 20 mL di acqua
ed estratto con etil acetato (3x20 mL). La fase acquosa raffreddata € stata
acidificata a pH 4 con 0.1 M HCI ed il risultante precipitato dell’acido puro 1 €
stato raccolto per filtrazione ed essiccato sotto vuoto. | composti 1-3 sono stati
ottenuti con buone rese e caratterizzati completamente mediante analisi
elementare, spettrometria di massa, spettroscopie infrarossa in trasformata di
Fourier (FT-IR), *H NMR ed UV-Vis. In particolare, le analisi elementari sono
state condotte con un Eurovector (Milano, Italia) modello EA 3000 CHN.
Spettrometria di massa: la spettrometria con ionizzazione elettrospray (ESI-MS) e
stata effettuata con un’interfaccia elettrospray ed uno spettrometro a trappola
ionica (1100 Series LC/MSD Trap system Agilent, Palo Alto, CA). Gli spettri FT-
IR sono stati ottenuti con uno spettrometro Perkin-Elmer 1600 FT-IR (Spectrum
One). Per ogni spettro sono state effettuate 40 scansioni da 4000 to 400 cm™. Gli
spettri *H NMR sono stati registrati su uno strumento Varian Mercury 300 MHz. |
valori di chemical shifts sono riportati in ppm. *H chemical shifts sono riferiti al
picco del solvente protico residuo usato come riferimento interno (2.50 ppm per il
Dimetil Solfossido-dgs, 4.80 ppm per Acqua-d,, 7.24 ppm per Cloroformio-d). Gli
spettri  UV/Vis sono stati realizzati su uno spettrometro Perkin-Elmer

Spectrometer Lamba Bi020 s.

Acido-2-(4-(6,8-dicloro-3-(2-(dipropilammino)-2-ossoetil)imidazo[1,2-a]piridin-
2-il)fenossi)acetico 1: (85% resa). IR (KBr): 3436, 1632, 1613 cm™; 'H NMR
(DMSO-ds) 6: 0.6-0.9 (m, 6H, CH3), 1.4-1.6 (m, 4H, CH,), 3.0-3.3 (m, 4H,
CH,;NCO), 4.22 (s, 2H, CH,CQ), 4.70 (s, 2H, OCH,CO), 6.99 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
Ar), 7.52 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar), 7.62 (s, 1H, Ar), 8.29 (s, 1H, Ar); ESI-MS:
calcolata per [M-H] = 476.1 Trovata: m/z (% relativa al picco base) = 476.0 (100)
[M-H].

130



Etill-2-(4-(6,8-dicloro-3-(2-(dipropilammino)-2-ossoetil)imidazo[1,2-a]piridin-2-
il)fenossi)acetato 2: (60 % resa). IR (KBr): 1765, 1639 cm™; *H NMR (CDCls) &:
0.70 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CH3), 0.82 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CH3), 1.28 (t, 3H, J = 7.1
Hz, CH3), 1.4-1.6 (m, 4H, CH,), 3.06 (t, 2H, J = 7.7 Hz, CH,NCO), 3.25 (t, J =
7.7 Hz, 2H, CH,NCO), 4.01 (s, 2H, CH,CON), 4.25 (q, 2H, J = 7.4 Hz,
CH,0CO0), 4.63 (s, 2H, OCH,CO), 6.96 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar), 7.24 (d, J = 1.4
Hz, 1H, Ar), 7.54 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar), 8.22 (d, J = 1.4 Hz, 1H, Ar); ESI-MS:
calcolato per [M+Na]* = 528.1 Trovato: m/z (% relativa al picco base) = 528.0
(100) [M+Na]".

4.2.3 Sintesi dei dendrimeri 4-7

| dendrimeri PAMAM sono stati sintetizzati, attraverso modifiche della procedura
sintetica messa a punto per la prima volta da Tomalia et al.[35,36]. Questi
dendrimeri sono stati preparati mdiante sintesi divergente utilizzando come
solvente il metanolo. In particolare, sono stati realizzati un core di etilendiammina
e delle unita ramificate, a partire da metilacrilato ed etilendiammina. Ogni strato e
stato ottenuto in due step sintetici: la reazione esaustiva di addizione di Michael e
la reazione esaustiva di ammidazione. In primis, i gruppi amminici reagiscono con
i monomeri di metilacrilato e solo successivamente viene addizionata
I’etilendiammina. Le generazioni intermedie dei dendrimeri PAMAM possiedono
in superficie dei gruppi esterei, mentre le generazioni piene dei gruppi amminici.
In particolare, il dendrimero di piena generazione G(4)-PAMAM 4 ¢
caratterizzato da 32 unita di gruppi amminici terminali. Il progresso delle reazioni
di alchilazione e di ammidazione richieste per sintetizzare il dendrimero G(4)-
PAMAM (4), & stato monitorato mediante spettroscopie FT-IR, 'H e °C NMR e

spettroscopia di massa.

Come sottolineato nello Schema 1B, il ligandoTSPO 1 e stato coniugato ai gruppi

amminici di superficie del dendrimero 4 attraverso una reazione con carbodiimide.
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In particolare, il composto 1 (32 mmol) é stato solubilizzato in 2 mL di acqua
deionizzata in presenza di TEA (2 mmol) e fatto reagire con EDC (38 mmol) per
15 min. Il ligando TSPO attivato € stato aggiunto a 2 mL di una soluzione acquosa
del dendrimero G(4)-PAMAM 4 (1 mmol) in presenza di TEA (32 mmol) e la
reazione € stata lasciata in agitazione overnight a temperatura ambiente. La
miscela risultante & stata trasferita in tubi di membrana da dialisi (Spectra/Por®
3500 MwCO, RC) e purificata mediante tre-cinque successive procedure
dializzanti contro acqua deionizzata per rimuovere 1’eccesso del composto 1 e
dell’agente di accoppiamento. La sospensione purificata & stata analizzata
mediante size exclusion chromatography (SEC) per confermarne la purezza e
successivamente liofilizzata per dare il dendrimero TSPO direzionato-G(4)-
PAMAM (5) il quale e stato conservato a 4 °C fino ad ulteriore utilizzo.ll
dendrimero 5 & stato completamente caratterizzato come descritto per il
dendrimero 4. 1l numero di molecole di ligando TSPO 1 coniugate per mole di

dendrimero & stato stimato usando sia la spettroscopia *H NMR che UV-Vis.

Il dendrimeroTSPO direzionato-G(4)-PAMAM-FITC (6) e stato sintetizzato per
aggiunta alla soluzione del dendrimero 5 (50 mg, 3.2 umol) in acqua deionizzata,
una soluzione di FITC (6.1 mg, 16 umol) in DMF (4 mL). La soluzione é stata
mantenuta in agitazione tutta la notte a temperatura ambiente sotto corrente di N,
al buio, seguita dalla purificazione in tubi da dialisi come sopra descritto e dalla
liofilizzazione per dare una polvere arancione. La coniugazione del FITC al
dendrimero 4 é stata effettuata come descritto sopra dando origine al noto
dendrimero FITC-G(4)-PAMAM (7, Schema 1B). Per stimare la quantita di FITC
legata e libera, i dendrimeri 6 e 7 sono stati analizzati mediante SEC. La presenza
del fluoroforo coniugato € stata inoltre confermata con le spettroscopie UV-Vis, di

fluorescenza ed NMR.

Dendrimero TSPO direzionato-G(4)-PAMAM 5: *H NMR (DMSO-dg) 8: 0.7-0.9

(m, 6H, CHa), 1.4-1.6 (M, 4H, CH,), 2.0-2.8 (br m, 364H, CH,), 3.0-3.6 (br m,
132



4H, CH,NCO + 120H, CH,), 4.19 (s, 2H, CH,CO), 4.32 (s, 2H, OCH,CO), 6.89
(d, J=8.5Hz, 2H, Ar), 7.45 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar), 7.58 (s, 1H, Ar), 8.52 (s, 1H,
Ar).

Dendrimero TSPO direzionato-G(4)-PAMAM-FITC 6: *H NMR (DMSO-dg) &:
0.8-0.9 (m, 6H, CHg), 1.4-1.6 (m, 4H, CH,), 2.0-2.8 (br m, 364H, CH,), 3.0-3.6
(br m, 4H, CH,NCO + 120H, CH,), 4.21 (s, 2H, CH,CO), 4.52 (s, 2H, OCH,CO),
6.4-6.6 (M, 4H, Ar), 6.95 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar), 7.0-7.2 (m, 5H, Ar), 7.49 (d, J =
8.5 Hz, 2H, Ar), 7.61 (d, J = 1.6 Hz, 2H, Ar), 8.55 (d, J = 1.6 Hz, 2H, Ar).

4.2.4 Determinazione del contenuto di ligando TSPO 1 e di FITC nei dendrimeri
5-7

La percentuale di ligando TSPO 1 legato covalentemente alla superficie del
dendrimero 5 (grado di coniugazione) e stata determinata mediante spettroscopia
"H NMR ed UV. L’analisi '"H NMR & stata condotta mediante comparazione dei
valori degli integrali dei picchi di interesse della porzione di ligando, con quelli
della porzione di dendrimero. L’analisi UV del dendrimero 5 € stata effettuata nel
range 250-350 nm, in cui il carrier non assorbe e come solvente e stata usata una
soluzione di DMSO/metanolo in quanto essa consente la solubilizzazione sia del
ligando TSPO 1 libero che dei coniugati macromolecolari. Per il dendrimero 5 le
misurazioni UV sono state compiute comparando il suo valore di E** con quello
del ligando TSPO puro allo stesso massimo di assorbimento di quest’ultimo (A =
256 nm). Nel caso dei dendrimeri 6 e 7, il grado di coniugazione si riferisce al
fluoroforo FITC ed ¢ stato determinato attraverso misurazioni a lunghezza d’onda
di 464 nm corrispondente al massimo di assorbimento a cui il ligando TSPO 1 non
assorbe. Per i dendrimeri 6 e 7, gli spettri di emissione e di eccitazione sono stati
registrati mediante utilizzo di uno spettrofluorimetro Fluorolog 3 (HORIBA
Jobin-Yvon).
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4.2.5 Caratterizzazione morfologica dei dendrimeri 4-7

La dimensione molecolare e I’indice di polidispersivita (PDI) dei dendrimeri 4-7
sono stati misurati usando la spettroscopia a correlazione fotonica (PCS,
Nanosizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) dopo
diluizione in acqua demineralizzata o PBS. Lo stesso strumento e stato utilizzato
per misurare il potenziale zeta mediante velocimetria laser doppler dopo
diluizione della sospensione dei dendrimeri con una soluzione 1 mM di KCI. |
pesi molecolari medi dei dendrimeri 4-7 sono stati determinati mediante analisi
SEC, performati con Waters Associates (Milford, MA) Model 1515 HPLC pompa
isocratica, una colonna ultrahydrogel 500 (Waters, 7.8 x 300 mm, 5 um), un
detector UV-Vis Waters 2487 o RID detector Waters2414 (Breeze Software per
analizzare i dati cromatografici). Il sistema é stato calibrato con standard di
destrani. L’esame morfologico dei dendrimeri 4-6 € stato valutato mediante
atomic force microscopy (AFM). Le immagini AFM sono state ottenute mediante
XE-100 (Park Systems, Suwon, Korea).

4.2.6 Saggi di binding recettoriale

La capacita dei composti 1 e 2 di legare con alta affinita e selettivita la proteina di
translocazione ¢ stata valutata mediante saggi di binding recettoriale in vitro.
Questi esperimenti sono stati condotti come precedentemente riportato da Denora
et al.[40], per il recettore Centrale delle Benzodiazepine (CBR) ed il recettore
Translocator protein 18-kDa (TSPO).

4.2.7 Valutazione della citotossicita e stabilita dei dendrimeri 4-7

L’attivita di inibizione della crescita di tutti i dendrimeri sintetizzati (4-7) € stata
valutata come precedentemente descritto, in accordo alla procedura leggermente
modificata del National Cancer Institute, Developmental Therapeutics Program

[22,41]. Le cellule C6 di glioma sono state seminate in una piastra a 96-pozzetti
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dal giorno 0 a densita di 5x10° cellule/pozzetto in 200 pL di mezzo. La
concentrazione cellulare é stata stabilita in base al tempo di raddoppiamento della
popolazione cellulare. Gli agenti da testare sono stati aggiunti al giorno 1 in sette
diluizioni comprese nel range 0.001-1 mg/mL. Il numero delle cellule vitali é stato
misurato mediante il saggio quantitativo colorimetrico MTT dopo 72 h di
incubazione a 37 °C in atmosfera umidificata ed in presenza del 5% di CO,. Le
cellule non trattate sono state usate come controllo positivo e le cellule incubate
con una soluzione al 2% (w/v) SDS sono state usate come controllo negativo.
L’assorbanza di ogni singolo pozzetto ¢ stata misurata mediante un microplate
reader a 570 nm (Wallac Victor3, 1420 Multilabel Counter, Perkin-Elmer). Ogni
test e stato ripetuto in triplicato in tre esperimenti separati. | risultati sono espressi
come ICsy che rappresenta la concentrazione necessaria per avere il 50% di
inibizione. | valori di ICsp per ogni dendrimero testato sono stati calcolati dalle

curve dose-risposta usando il programma curve-fitting SigmaPlot 9.0 non-lineare.

Per determinare la stabilita dei coniugati in presenza del mezzo di coltura cellulare
e delle cellule, & stata usata una procedura precedentemente riportata [42].
Brevemente, i dendrimeri 5-7 (0.01 mg/mL) sono stati incubati in terreno di
coltura completo per 4 h a 37 °C. Successivamente, 1 mL del mezzo é stato
aspirato ed essiccato sotto vuoto. Il residuo € stato ridisciolto in 1 mL di PBS ed

analizzato mediante SEC come descritto sopra.

4.2.8 Uptake cellulare in presenza ed assenza di inibitori di endocitosi, studi di

binding extracellulare, di esocitosi e di competizione dei dendrimeri 6 e 7

Le cellule sono state seminate al giorno 0 in piastre da 6 pozzetti a densita di
1x10° cellule/pozzetto in 1 mL di mezzo. L’uptake cellulare dei dendrimeri 6 e 7 &
stato determinato in presenza ed assenza di inibitori di endocitosi. In particolare,
sono stati selezionati vari composti ben caratterizzati come inibitori (Sigma-

Aldrich) ed il tampone privo di potassio per la loro capacita di inibire specifici
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step del processo di endocitosi e sono stati addizionati alle concentrazioni indicate
45 min prima dell’aggiunta dei dendrimeri. Dopo aver consultato la letteratura, e
stato scelto un range opportuno per ogni inibitore e ne e stata testata I’efficacia e
la citotossicita[43]. Infatti, € stata stabilita la citotossicita potenziale a breve
termine (24 h) degli inibitori di endocitosi nelle cellule C6 (piastre a 96 pozzetti,
5,000 cellule/pozzetto) per assicurare la vitalita cellulare durante i saggi di uptake
(2 h). Gli inibitori chimici sono stati preparati in un range di concentrazione noto
per ridurre 1’endocitosi [genisteina (20-400 uM), fenilarsina ossido (PAO, 0.1-50
puM), metil-p-ciclodestrina (MBCD, 5-100 mM), dynasore (5-100 pM), e
wortmannina (50 nM)][43,49]. Per la deplezione di potassio, le cellule sono state
lavate due volte con il tampone privo di potassio (140 mmol/LNaCl, 20 mmol/L
HEPES, 1 mmol/L CaCl,;, 1 mmol/L MgCl,, 1 mg/mL D-glucose, pH 7.4),
successivamente incubate per 15 min con un tampone ipotonico (1:1 tampone
privo di potassio e acqua distillata) a 37 °C, e infine lavate nuovamente per tre
volte con il tampone senza potassio. La citotossicita degli inibitori e stata valutata
mediante il saggio colorimetrico MTT come descritto sopra. Pertanto, gli inibitori
sono stati usati a concentrazioni che mostravano un minimo di 85% di vitalita
cellulare durante le 24 h del periodo del saggio (Tabella 5). In particolare, come
inibitori di endocitosi la genisteina ¢ stata usata a concentrazione 100 uM, PAO a
1 uM, MBCD a 10 mM, dynasore a 50 uM, wortmannina a 50 nM, ed il tampone

privo di potassio con la composizione sopra descritta.

I dendrimeri 6 (0.015 mg/mL, 1 uM in termini di FITC) o 7 (0.010 mg/mL, 1 uM
in termini di FITC) sono stati aggiunti al giorno 1 nei pozzetti in presenza ed
assenza degli inibitori di endocitosi ed incubati ulteriormente per 2 h a 37 °C in
atmofera umidificata con il 5% CO,. A determinati intervalli di tempo il mezzo é
stato prelevato e le cellule lavate per tre volte con PBS feddo e lisate per aggiunta
di 1 mL/pozzetto di una soluzione 50 % DMSO/50 % Etanolo. Successivamente,

200 pL della risultante soluzione sono stati analizzati con il microplate reader
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(Wallac Victor3, 1420 Multilabel Counter, Perkin-Elmer) con lunghezze d’onda
di eccitazione e di emissione pari a 485 e 535 nm, rispettivamente.

Al fine di determinare il binding extracellulare dei dendrimeri 6 e 7 & stata usata
una procedura riportata in precedenza e leggermente modificata[42]. Brevemente,
prima le cellule in esame sono state incubate a 4 °C per 25 min ed i dendrimeri
testati sono stati disciolti in terreno completo e termostati a 4 °C. L’esperimento ¢
partito con l’aggiunta in ciascun pozzetto del terreno completo contenente i
dendrimeri 6 (0.015 mg/mL, 1 uM in termini di FITC) o 7 (0.010 mg/mL, 1 uM
in termini of FITC). Le cellule sono state incubate per intervalli compresi tra O-
120 min a 4 °C, e dopo il periodo di incubazione, analizzate come sopra descritto

per gli studi di uptake.

Negli esperimenti di esocitosi, le cellule sono state incubate per 2 h con i
dendrimeri 6 o 7 a 37 °C come descritto sopra. Trascorse le 2 h del periodo di
“carico”, le cellule sono state lavate con PBS ed immediatamente incubate per 0—
60 min (fase di esocitosi) solo con terreno. Ulteriori dettagli sperimentali sono

stati descritti altrove [42].

Inoltre, per indagare la competizione del dendrimero 6 con il composto parente 1,
le cellule C6 sono state trattate con il ligando TSPO 1 a concentrazioni crescenti
(10, 20 e 30 uM) per 45 min prima della sostituzione con il dendrimero 6 (0.015
mg/mL, 1 uM in termini di FITC) per 2 h a 37 °C. Il dendrimero 7 (0.010 mg/mL,
1 uM in termini di FITC) é stato usato come riferimento dal momento che non e

un dendrimero direzionato al TSPO.
4.2.9 Frazionamento cellulare

Le cellule C6 di glioma sono state frazionate in nuclei (N), mitocondri (M),
lisosomi (L), frazione microsomiale (Mic) e solubile (S) per mezzo di

centrifugazione differenziale usando un protocollo adattato da Seib et al.[45].
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Brevemente, le cellule C6 sono state esposte ai dendrimeri 6 e 7 (0.015 e 0.010
mg/ml, rispettivamente; 1 uM in termini di FITC) per 24 h prima che il contenuto
extracellulare fosse lavato via con PBS freddo. Cio & stato seguito da un doppio
lavaggio con PBS ed un lavaggio con il tampone di omogeneizzazione [250 mM
saccarosio, 10 mM HEPES, 1 mM EDTA pH 7.4 ed un cocktail di proteasi
contenente protinina (2 pg/mL), leupeptina (2 ng/mL), pepstatina A (1 mg/mL) e
PMSF (1 mM)]. Le cellule C6 sono state raccolte, risospese nel tampone di
omogeneizzazione in quantitd pari a 2.5 volte il peso della cellula umida ed
omogeneizzate mediante 7 passaggi in un cracker cellulare (clearance 6 um).
Successivamente, 1’omogeneizzato diluito ¢ stato centrifugato a 1500 x g per 2
min a4 °C ed il pellet risultante é stato lavato con il buffer di omogeneizzazione e
centrifugato nuovamente per ottenere la frazione nucleare. Il sovranatante della
centrifugazione e stato centrifugato a 3000xg per 15 min a 4 °C. 1l pellet e stato
lavato con il buffer di omogeneizzazione e sottoposto ad ulteriori 15 minuti di
rotazione a 3000xg. Il pellet risultante & stato indicato come frazione
mitocondriale. Il sovranatante corrispondente é stato ulteriormente centrifugato in
sequenza, prima a 22000xg per 10 min per ottenere il pellet lisosomiale, poi a
100000xg per 30 min per ottenere il pellet microsomiale e la frazione solubile.
Ogni frazione é stata diluita con PBS e la fluorescenza del FITC e stata misurata
con un lettore di piastre (Wallac Victor3, 1420 Multilabel Counter, Perkin-Elmer)
con lunghezze d’onda di eccitazione e di emissione impostate a 485 e 535 nm,

rispettivamente.
4.2.10 Microscopia in fluorescenza di cellule vitali

Questi esperimenti sono stati condotti come precedentemente riportato da
Laquintana et al. [22]. In particolare, I’'uptake dei dendrimeri FITC-coniugati 6 e 7
(0.015 e 0.010 mg/mL, rispettivamente; 1 uM in termini di FITC) in cellule C6 di

glioma di ratto e stato visualizzato 24-30 h dopo il trattamento, laddove é stata
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anche valutata la morfologia mitocondriale delle cellule di controllo ai tempi
designati dopo un’incubazione di 15-30 min a 37 °C in atmosfera al 5% di CO,
con 25 nM MitoTracker Red CMXRos (Probes Molecolare) usato come marker

mitocondriale.
4.2.11 Microscopia Confocale-AFM-TIRF(CAT)

La microscopia CAT € una combinazione di un avanzato microscopio a scansione
di sonda (Bioscope Catalyst, Bruker Inc. USA), di un microscopio confocale
(LSM 700, Zeiss GERMANY), e di un microscopio a riflessione interna totale di
fluorescenza (Laser TIRF 3, Zeiss GERMANY; TIRF= total internal reflection
fluorescence microscope). In particolare, in questo lavoro é stata utilizzata solo la

microscopia confocale per I’indagine di cellule vitali e fissate.
4.2.12 Imaging confocale

La microscopia confocale a scansione laser € stata eseguita su un microscopio
confocale Zeiss LSM700 (Zeiss, Germany) equipaggiato con un microscopio
invertito Axio Observer Z1 (Zeiss, Germany) usando una lente ad immersione in
olio x100, 1.46 apertura numerica. | raggi laser con 359 nm, 488 nm, e 542 nm
come lunghezza d’onda di eccitazione sono stati usati per I’imaging con DAPI,

FITC, e Falloidina-TRITC, rispettivamente.

Nel caso delle cellule fissate, le cellule (10° cellule/pozzetto) sono state fatte
crescere su piastre di vetro (WillCo-Dish®) per 24 h e successivamente esposte al
dendrimero 6 0 7 a concentrazione di 0.015 e 0.010 mg/mL, rispettivamente (1
puM in termini di FITC). Dopo un periodo di incubazione di 12 h, le cellule sono
state poste in ghiaccio e lavate per tre volte con PBS freddo. Le cellule sono state
poi fissate per 20 min in freezer con il 3% wi/v di paraformaldeide in PBS. Dopo
tre lavaggi successivi con PBS, le cellule sono state incubate per 30 min a 37 °C
con 25 nM MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes), 1 ug/mL di DAPI
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(Molecular Probes), o con 1 pg/mL di Falloidin-TRIC (Sigma) usati come
markers mitocondriale, nucleare e di F-actina, rispettivamente. Dopo la

colorazione con il marker appropriato, le cellule sono state visualizzate.

Per quanto riguarda I’imaging delle cellule vitali, sono state seminate a densita
100,000 cells/well su piastre di vetro fondi (WillCo-Dish®) e trattate come sopra
descritto, tralasciando gli step di fissazione. In particolare, le cellule sono state
incubate per 30 min a 37 °C con 25 nM MitoTracker Red CMXRos, 1 pug/mL di
DAPI (Molecular Probes), o con 25 nM LysoTracker Red (Molecular Probes)
usati come markers mitocondriali, nucleari e lisosomiali, rispettivamente. Tutti gli
step di lavaggio sono stati condotti a 25 °C. Infine, il PBS e stato aggiunto alla

piastra e le cellule successivamente visualizzate per un massimo di 30 min.
4.2.13 Analisi di co-localizzazione

E’ stata stimata la differente localizzazione intracellulare dei dendrimeri 6 e 7
nella struttura dei lisosomi e dei mitocondri attraverso analisi di co-localizzazione.
Questo e uno strumento potente per la dimostrazione della sovrapposizione
spaziale e temporale nei modelli di distribuzione dei probes fluorescenti.

4.3 Risultati e discussioni

4.3.1 Sintesi dei ligandi TSPO 1e 2

Al fine di sintetizzare un nuovo dendrimero direzionabile al TSPO in grado di
visualizzare la proteina di tanslocazione mitocondriale 18-kDa nelle cellule
viventi, il primo stadio del lavoro di ricerca ha riguardato la sintesi di un nuovo
ligando 1 altamente affine e selettivo per il TSPO caratterizzato, in particolare, da
un gruppo carbossilico idoneo a legare i gruppi amminici del dendrimero. Il

gruppo di ricerca presso il quale svolgo il dottorato, ha recentemente individuato
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nuovi ligandi del TSPO potenti e selettivi, caratterizzati da una struttura 2-fenil-
Imidazo[1,2-a]piridinacetamidica e contenenti gruppi funzionali derivatizzabili
[38,47,48]. Sulla base di questi risultati, attraverso una ben nota procedura
sintetica riportata nello Schema 1, e stato introdotto un gruppo carbossilico sul
potente e selettivo ligando 3, che a sua volta e stato sintetizzato secondo una
procedura sintetica precedentemente sviluppata nel nostro laboratorio [38].

In particolare, il nuovo ligando 1 acido-2-(4-(6,8-dicloro-3-(2-(dipropilamino)-2-
oxoetil)imidazo[1,2-a]piridin-2-il)fenossi)acetico é stato preparato per idrolisi del
corrispondente  etil  estere 2  [2-(4-(6,8-dicloro-3-(2-(dipropilamino)-2-
oxoetil)imidazo[1,2-a]piridin-2-il)fenossi)acetato], in soluzione
NaOH(1M)/etanolo (1:1, v:v). A sua volta il composto 2 e stato sintetizzato per
reazione del ligando 3 con etil 2-bromoacetato in condizioni anidre. | composti 1-
3 sono stati ottenuti con buone rese e appropriatamente caratterizzati mediante
analisi elementare, spettrometria di massa, spettroscopia infrarossa in trasformata
di fourier (FT-IR), 'H NMR e spettroscopia UV-Vis come riportato nella parte

sperimentale.
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A) Schema di sintesi dei nuovi ligandi per il TSPO 2 e 1; a) etil 2-bromocetato,
THF, K;COg, 24h, 40 °C; b) 1M NaOH/EtOH, 2h, rt. B) Schema di sintesi dei
dendrimeri 4-7; ¢) EDC, TEA; acqua, 12 h, rt d) FITC, DMF, 12 h, rt, al buio. |
simboli m ed f rappresentano rispettivamente i gruppi amminici sostituiti dal
ligando 1 e dal FITC. 5m=16; 6m= 11, f=6; 7f= 12.
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4.3.2 Affinita e selettivita dei composti 1 e 2 verso il TSPO

Una volta sintetizzati i potenziali ligandi 1 e 2, lo step successivo € consistito nel
valutarne 1’affinitd e la selettivitd nei confronti del TSPO. In particolare, la
selettivita dei composti 1 e 2 verso il TSPO é stata determinata misurando le
rispettive affinita dei composti per il recettore centrale delle benzodiazepine
(CBR). Infatti, i TSPO sono stati scoperti come siti di legame di tipo periferico
per la benzodiazepina Diazepam, la quale rappresenta un ligando per il CBR. Un
gran numero di ligandi dei TSPO e spesso caratterizzato da alta affinita non solo
per i TSPO, ma anche per il CBR e pertanto non possono essere considerati
ligandi selettivi per il TSPO. E stato valutato, pertanto, il binding dei composti 1 e
2 per i recettori TSPO e CBR attraverso prove di spiazzamento consistenti nella
valutazione della loro capacita di inibire il legame del [*H]-flunitrazepam o del
[*H]-PK 11195 in omogenati di corteccia cerebrale di ratto. In questi studi, il
flunitrazepam é stato scelto per le sue caratteristiche di ligando selettivo per il
CBR, mentre il PK 11195 é stato selezionato in quanto ligando selettivo per il
TSPO. | valori di concentrazione inibitoria (1Csp) misurati, sono elencati in
Tabella 1 insieme a quelli relativi al ligando di partenza 3, PK 11195 e
flunitrazepam. Come e possibile osservare, i composti 1, 2 e 3 manifestano alta
affinita per il TSPO (2.12, 3.47, 2.74 nM, rispettivamente), dello stesso ordine di
grandezza del PK 11195 (4.27 nM), che & stato usato come paragone. Inoltre,
nessuno dei ligandi TSPO 1-3 testati ha mostrato affinita nei confronti del CBR
come suggerito dai valori di 1Cs (>10° nM). Questi risultati di binding indicano
dungue che i composti 1 e 2 possono essere considerati nuovi ligandi del TSPO
altamente affini e selettivi. In aggiunta, il composto 1 € uno dei pochi esempi noti
in letteratura di ligandi del TSPO, il cui gruppo carbossilico consente una
possibile successiva reazione di coniugazione, sulla superficie di nanovettori

caratterizzati da adatti gruppi funzionali.
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Tabella 1. Affinita dei composti 1-3 per il CBR ed il TSPO eseguita su corteccia

cerebrale di ratto.

Compound ICso (NM)*
TSPO” CBR°®
1 212 >10°
2 347  >10°
3 2.74  >10°
PK11195 427  >10°
Flunitrazepam - 5

%1 dati sono il risultato della media di tre esperimenti separati effettuati in
duplicato che differiscono meno del 10%. ¢ PK 11195, ligando selettivo per il
TSPO, Flunitrazepam, ligando selettivo per il CBR; sono stati usati come

confronto.
4.3.3 Sintesi e caratterizzazione strutturale dei dendrimeri 4,5,6e 7

L’identificazione dell’acido carbossilico 1 quale potente e selettivo ligando del
TSPO, ha suggerito la possibilita di realizzare nuovi dendrimeri direzionabili al
TSPO capaci di marcare in vitro la proteina di trasporto mitocondriale. La scelta
su detti nanovettori & scaturita dalla curiosita di testare tali nuovi nanomateriali,
che in concentrazioni non tossiche, potrebbero rappresentare un emergente

strumento utilizzabile per scopi biomedici[31,32].

I dendrimeri, inoltre, sono sintetizzabili attraverso un controllo delle reazioni non
facilmente raggiungibile per la maggior parte dei polimeri lineari, dando origine a

macromolecole globulari quasi monodisperse, con un gran numero di gruppi
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funzionali periferici. In seguito ai numerosi studi riportati in letteratura su
dendrimeri poli(ammidoamminici) modificati, si & scelto di usare il dendrimero di
quarta generazione G(4)-PAMAM (4). Tali dendrimeri, a partire dalla generazione
1 fino alla 4, sono stati sintetizzati nel nostro laboratorio, attraverso modifiche
della procedura sintetica messa a punto per la prima volta da Tomalia ed
altri[35,36]. In breve, sono stati realizzati il core di etilendiammina e le unita
ramificate, a partire da metilacrilato ed etilendiammina. Ogni strato e stato
ottenuto in due step sintetici: la reazione esaustiva di addizione di Michael e la
successiva reazione esaustiva di ammidificazione. In primis, i gruppi amminici
reagiscono con i monomeri di metilacrilato e solo successivamente viene
addizionata I’etilendiammina. Le generazioni intermedie dei dendrimeri PAMAM
possiedono in superficie gruppi esterei, mentre le generazioni successive
denominate piene, gruppi amminici. In particolare, il dendrimero di piena
generazione G(4)-PAMAM 4 ¢é caratterizzato da 32 gruppi amminici terminali.
Tutti i dendrimeri, di generazione piena ed intermedia, sono stati caratterizzati
come descritto nella parte sperimentale. Il dendrimero 4 ¢ stato caratterizzato in
termini di peso molecolare, polidispersivita e numero di gruppi amminici
terminali (Tabella 2). I valori ottenuti erano in accordo con quelli teorici. Il
dendrimero G(4)-PAMAM direzionabile al TSPO (5) é stato sintetizzato usando il
ligando 1. In particolare, il ligando 1 (Schema 1) e stato attivato con EDC (1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimide cloridrato) in acqua in presenza di TEA
(trietilammina), ed aggiunto ad una soluzione del G(4)-PAMAM 4 sempre in
presenza di TEA. Come riportato in Tabella 2, una media di 16 unita di ligando 1
sono state legate per reazione tra una mole di dendrimero 4 e 32 moli di acido
carbossilico attivato 1. Gli eccessi di ligando 1 libero e dell’agente condensante
sono stati rimossi attraverso dialisi condotta in acqua deionizzata usando
membrane con cut off (MwCO) pari a 3.5 kDa. La risultante sospensione
purificata e stata successivamente liofilizzata e la purezza del coniugato € stata

stimata attraverso cromatografia di esclusione (SEC) e spettroscopia *H-NMR.
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Dopo aver caratterizzato il dendrimero G(4)-PAMAM direzionabile al TSPO 5
attraverso classiche metodiche analitiche FT-IR, UV, 'H-NMR e SEC, il
dendrimero € stato ulteriormente funzionalizzato per reazione con il ben noto
fluoroforo organico fluoresceina isotiocianato, FITC, in N,N-dimetilformamide
(DMF). La DMF é stata, successivamente rimossa per distillazione a pressione
ridotta, mentre la fluoresceina in eccesso e stata allontanata mediante dialisi in
acqua (MwCO= 3.5 kDa). Il prodotto finale 6 ottenuto presenta un contenuto
medio di 6 unita di fluoresceina (Schema 1, Tabella 2). Per caratterizzarlo, sono
state utilizzate le tecniche analitiche UV-VIS e di fluorescenza. Come riportato in
Tabella 3, I’inserimento del fluorocromo FITC da origine ad un composto con un
massimo di assorbanza a 467 nm (contro i 494 nm per il fluorocromo libero), ed
una minima emissione nel verde a 518 nm (contro i 521 nm per il fluorocromo
libero). E stato, inoltre, sintetizzato il dendrimero di controllo FITC-G(4)-
PAMAM 7, privo della porzione direzionante, seguendo una procedura simile a
quella precedentemente descritta per 1’agente 6, facendo reagire il dendrimero
G(4)-PAMAM 4 con FITC (Schema 1). Il dendrimero FITC-G(4)-PAMAM 7 ¢
stato purificato mediante dialisi in acqua deionizzata per rimuovere 1’eccesso di
FITC non reagita, e caratterizzato, come il dendrimero 6, mediante tecniche di
spettroscopia UV-VIS e di fluorescenza. Come riportato in Tabella 3, esso ha
un’assorbanza massima a 462 nm ed un’emissione a 523 nm. Le strutture
chimiche di tutti i dendrimeri sono state determinate mediante spettri FT-IR, UV e
'H-NMR. In particolare gli spettri FT-IR dei dendrimeri 4, 5, 6, e 7 mostrano le
tipiche bande della struttura poli(ammidoamminica) tra 3400-3200 e 1650 cm™
attribuibili ai gruppi amminici e carbonilici dell’ammide rispettivamente. Lo
spettro *H-NMR dei coniugati 5 e 6 evidenzia, tra gli altri, segnali chiaramente
attribuibili ai protoni metilenici del PAMAM insieme ai segnali relativi alla
catena alchilammidica del ligando 1 ed ai suoi protoni aromatici. | pesi molecolari
medi dei dendrimeri sintetizzati 4, 5, 6, e 7 sono stati determinati mediante analisi

SEC e sono rispettivamente: (Mw) 7,025, 15,600, 15,530, e 12,130 Da, come
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riassunto in Tabella 2. L’indice di polidispersione (PDI) Mw/Mn valutato
relativamente ai pesi molecolari riferiti, rispettivamente, alla massa e al numero,
per tutti i coniugati € compreso nel range tra 1.02 e 1.08, indicando una minima
dispersione dei pesi molecolari. In fiigural e riportato un tipico profilo SEC del
dendrimero G(4)-PAMAM direzionabile al TSPO. Tutti i profili SEC mostrano
un’ampia distribuzione unimodale di pesi molecolari e si ¢ osservato che i
coniugati eluiscono leggermente prima del ligando 1. I profili SEC monitorati con
un detector ad indice di rifrazione ed a due lunghezze d’onda di 230 e 260 nm, per
il G(4)-PAMAM 4 e per i dendrimeri 5, 6 e 7, sono quasi sovrapponibili. Deve
essere anche precisato che il ligando 1 eluisce a 18.2 min con un picco molto
stretto e che esso non é presente come impurezza nei dendrimeri, 5 e 6 cosi come
¢ stato evidenziato dall’analisi SEC, pertanto tale considerazione ¢ un’ulteriore
evidenza che il ligando 1 nei dendrimeri 5 e 6 € presente solo in forma

covalentemente legata.
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Fig.1 Profili SEC di eluizione dei dendrimeri 4,5, 6 e 7.

La percentuale dei gruppi amminici terminali dei dendrimeri sostituiti dalle unita
di ligando 1 e/o di FITC (grado di coniugazione), e stata stimata mediante

spettroscopia 'H-NMR ed UV. Dai relativi spettri NMR protonici del G(4)-
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PAMAM 4 e del ligando 1, si evince che i segnali dei protoni aromatici sono
attribuibili esclusivamente agli acidi carbossilici legati al dendrimero (6.5-8.5
ppm), mentre i gruppi metilenici del PAMAM corrispondono agli unici segnali
osservati tra 2 e 3.6 ppm mentre i gruppi ammidici risuonano tra 7.8-8.5 ppm
(Fig.2). Dai calcoli effettuati & risultato che ci sono approssimativamente 484
protoni metilenici nel dendrimero G(4)-PAMAM 4 e 6 protoni aromatici
attribuibili alla molecola del ligando 1. Per determinare il numero medio di
molecole di ligando 1 per dendrimero, sono stati considerati come riferimento
I’integrale tra 6.5-8.5 ppm corrispondente a 6 protoni aromatici e 1’integrale tra
2.0-3.6 corrispondente a 484 protoni metilenici. Come mostrato in Tabella 3, per
il dendrimero 5 é stato riscontrato un grado di sostituzione (dei gruppi amminici
con molecole di ligando 1) pari al 23.7%. Considerato che ogni dendrimero G(4)-
PAMAM 4 presenta 32 gruppi amminici, per il dendrimero 5 e risultato che il
numero di molecole di ligando 1 legate ¢ pari a 7.6 (Tabella 2). L’analisi UV dei
coniugati é stata condotta nel range tra 250-350 nm, poicheé il carrier non assorbe
utilizzando come solvente il THF (tetraidrofurano), che consente la
solubilizzazione sia del ligando 1 libero sia dei coniugati macromolecolari. Per i
coniugati 5, 6 e 7 le misurazioni UV sono state effettuate comparando i loro valori
di estinzione molare (E**) con quello del ligando 1 alla lunghezza d’onda di
massimo assorbimento di quest’ultimo (A=260 nm). Nel caso dei composti 6 e 7,
il grado di coniugazione riferito al probe fluorescente e stato valutato mediante
misurazioni a lunghezza d’onda di 464 nm, corrispondente al massimo di
assorbimento in cui il ligando 1 non assorbe. In Tabella 3 sono inoltre riportati i
valori di lunghezza d’onda massima di eccitazione e di emissione dei dendrimeri 6
e 7. In ogni caso, i risultati ottenuti con le tre procedure analitiche e riportati in

Tabella 3 sono in discreto accordo e comparabili.
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Tabella 2. Caratteristiche dei dendrimeri

Numero stimato di

S Teorico Stimato”
gruppi/porzioni terminali ®
Dendrimero  Gruppi ] Mw © Mw® Mn° Mp® PDI
- Ligando FITC
amminici (g/mol)
0 1 (m) )] (g/mol) (g/mol) (g9/mol) (Mw/Mn)
n
4 32 - - 6900 ' 7025100  6855%50 6780£50 1.02
5 16 16 - - 15600+100 14500+100 16200+50 1.07
6 15 11 6 - 155304150 14390+100 145004150 1.08
7 20 - 12 - 121304290 11785+250 118804300 1.03

“Stimati usando la seguente equazione [Mng -Mwg]/FW( dove Mng
rappresenta la M, dei dendrimeri 5 0 7, Mwg) la M, del dendrimero 4, ed FW() il
peso formula rispettivamente del ligando 1 coniugato o delle unita di FITC. Per il
dendrimero 6, il numero dei gruppi amminici sostituiti dal FITC é stato stimato
mediante *H-NMR (Tabella 3 per dettagli). "Valutati mediante SEC usando il
destrano come standard. “Peso molecolare medio riferito al peso (M.). “Peso
molecolare medio riferito al numero (M,). *Massa molare al picco massimo (Mp).

fIn accordo con la nota [35].PDI: indice di polidispersione.
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Tabella 3. Grado di coniugazione dei dendrimeri 5, 6, e 7.

o SD(g/g) SD (mol/mol) SD %  Amax EX Amax EM
Sample E'?

(UV) (NMR) (NMR)  (nm) (nm)
1 897.0 - - ; _ )
5 401.8 0.38+0.1° 7.58" 23.7° - -
6 135  0.026° 5.70° 17.8° 467 518
7 216  0.037° 4.81° 15.0° 462 523

*Determinato mediante analisi UV in acqua ad una lunghezza d’onda di 256 nm

(5) o di 464 nm (6,7). °Si riferisce al grado di sostituzione del ligando TSPO 1. Si
riferisce al grado di sostituzione del probe FITC. %Percentuale dei gruppi
amminici terminali sostituiti con il ligando TSPO 1. °Percentuale dei gruppi

amminici terminali sostituiti da FITC.
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JFig.2 'H-NMR del dendrimero direzionato al TSPO G(4)-PAMAM 5.
4.3.4 Caretterizzazione chimico-fisica e morfologica dei dendrimeri 4-7

La tabella 4 riassume le proprieta chimico-fisiche dei diversi dendrimeri
sintetizzati 4, 5, 6 e 7. Per il dendrimero di partenza G(4)-PAMAM 4, ¢ stata
riscontrata una dimensione media di 4.28+0.99 nm [dmean (NM), Nnumero PSD
(distribuzione dimensionale di particelle in dispersione) in base al numero], che é
in accordo con quella precedentemente riportata [36]. Come era prevedibile, si e
osservato un incremento del diametro idrodinamico nel caso dei dendrimeri

funzionalizzati con il ligando 1 o con il colorante FITC o con entrambi (Fig. 3A).
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Per i dendrimeri 5, 6 e 7 sono state rilevate dimensioni medie delle particelle
rispettivamente pari a 17.14+0.31, 23.97+4.15 e 62.53+1.57nm. In particolare, per
i dendrimeri 6 e 7 dispersi in acqua deionizzata é stato osservato un incremento
dimensionale che molto probabilmente ¢ attribuibile alla presenza sulla superficie
del dendrimero, della molecola lipofila 1 ligando del TSPO o del FITC o di
entrambi, che alterano le proprieta chimico-fisiche del nanovettore. Infatti come
riportato in Tabella 2, il dendrimero 6 ha un numero di unita di FITC inferiore
rispetto al dendrimero 7, inoltre possiede sulla sua superficie anche porzioni
lipofile del ligando 1, che non sono presenti sul dendrimero 7. L’unita FITC ¢
caratterizzata da un gruppo carbossilico che determina una variazione del
potenziale zeta del sistema (Tabella 4) e potrebbe influenzare anche il diametro
idrodinamico. Il diametro idrodinamico dei dendrimeri 6 e 7 € stato valutato anche
in soluzione tampone fosfato (PBS), ed il risultato riportato in Tabella 4, ha
evidenziato che non vi é nessuna differenza significativa con i dati ottenuti in
acqua deionizzata per il dendrimero 6 (27.60+1.30 nm). Mentre, per quanto
riguarda il dendrimero 7, e stato riscontrato un decremento dimensionale medio
della particella quando dispersa in PBS (18.62+0.44nm). Inoltre, i dendrimeri 4, 5,
6, e 7 risultano monodispersi come confermato dai valori di indice di
polidispersivita (PDI) compresi nel range tra 0.030 e 0.084. Questi risultati sono
in accordo con una delle peculiari caratteristiche dei dendrimeri, ovvero la
monodispersivita del sistema, che li rende delle nanopiattaforme interessanti per
la progettazione di biosensori. Infine € stato misurato il potenziale zeta di tutti i
sistemi, il cui valore positivo ha suggerito che i gruppi amminici terminali dei
dendrimeri PAMAM sono protonati e carichi positivamente a pH fisiologico (Fig.
3B). Questa caratteristica consente ai dendrimeri in primis di aderire alla
membrana cellulare carica negativamente mediante interazioni elettrostatiche, e
successivamente di essere assorbiti all’interno del citosol per endocitosi[4].
Inoltre, recenti studi hanno ampiamente dimostrato che polimeri carichi

positivamente, come appunto i dendrimeri PAMAM, potrebbero determinare
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I’escape endosomiale attraverso diversi meccanismi, il pit comune dei quali ¢
I’effetto osmotico detto anche effetto “proton-sponge”[4]. E interessante notare
che il dendrimero 4, preso come riferimento, ha il piu alto valore in assoluto di
potenziale zeta pari a +16.5mV (Tab. 4), mentre, quando funzionalizzato presenta
valori di potenziale zeta piu bassi rispettivamente di 13.8 e 11.4 mV (dendrimeri 5
e 6). Quando sulla superficie del dendrimero G(4)-PAMAM e introdotto solo il
FITC, come per il dendrimero 7, il valore di potenziale zeta misurato e pari a 12.7
mV. L’aspetto morfologico dei dendrimeri 4, 5, 6 e 7 e stato valutato mediante la
tecnica di microscopia a forza atomica (Atomic Force Microscopy AFM), in cui il
campione da esaminare, costituito da una goccia della sospensione del dendrimero
in DMSO (1mg/mL), é fissato per diffusione su mica con la procedura dello spin-
coating (rivestimento per rotazione). Le immagini AFM dei dendrimeri 4-7 hanno
mostrato una superficie piatta ed uniforme; in alcuni casi € stato riscontrato un
incremento di dimensione, specialmente per i dendrimeri 6 e 7, il che
probabilmente ¢ legato ad un’auto aggregazione dei dendrimeri dovuta
all’introduzione del composto 1 e/o del FITC, o piu probabilmente ad un artefatto
tecnico legato alla lenta evaporazione del solvente (DMSO) forza i monomeri del
dendrimero ad aggregarsi sulla superficie della mica.

In particolare, le immagini di Fig. 4a e b mostrano rispettivamente le forme di fase
e topografiche (1pmx1pm) del dendrimero 4. E possibile riconoscere alcuni
dendrimeri G(4)-PAMAM ben separati, di diametro pari a 20 nm. Le foto 4c e d
mostrano rispettivamente, le immagini 500 nmx500 nm di fase e topografiche del
dendrimero 5. E singolare il comportamento del dendrimero 5 quando disperso in
acqua deionizzata e depositato su mica; le immagini AFM relative (Fig.5) hanno
infatti evidenziato aggregati frattali piu larghi e strutturati. La loro origine
potrebbe essere correlata all’utilizzo di un solvente piu polare (Costante dielettrica
a 25 °C: acqua=78.5u; DMS0=46.7 p) il quale potrebbe indurre la formazione di

aggregati frattali ben organizzati, come appunto accade in acqua. Questi aggregati
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hanno mostrato una stabilita meccanica elevata tale da consentirne la
visualizzazione sulla superficie di mica dopo I’evaporazione del solvente. Le Fig.
4e ed f mostrano rispettivamente le immagini di fase e topografiche 20 umx=20 um
del dendrimero 6. Le immagini AFM del dendrimero 7 (dati non riportati) hanno
evidenziato la propensione all’aggregazione di questo dendrimero su mica dove ¢
possibile riscontrare la presenza di dense isole di nanoparticelle. Questo
probabilmente e dovuto alla coniugazione con FITC, la quale riduce, come
evidenziato dalle misure di potenziale zeta, la densita di carica superficiale del
dendrimero PAMAM e quindi anche I’attrazione elettrica tra il dendrimero
PAMAM (carico positivamente) e la superficie di mica (carica negativamente). In
definitiva, le misurazioni AFM risultano in accordo con i dati di spettroscopia a
correlazione fotonica (PCS), indicando che i dendrimeri mantengono inalterata la
loro morfologia sferica e dimensione sul vetro, anche se sono stati osservati alcuni

aggregati.
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Tabella 4. Proprieta chimico-fisiche dei dendrimeri 4, 5, 6, e 7.

Dendrimeri PDI® ¢ (mV)°
Z-average number PSD
A 33.90 £ 0.10 4.28 £0.99 0.084 + 0.001 +165 +
0.1
. 74.39 = 0.65 17.14 £0.31 0.044 + 0.008 +138 +
0.9
63.92 £ 0.42 23.97 £4.15 0.047 £ 0.002 +11.4 %
6
d d g 05
(70.40 £ 2.30)"  (27.60 + 1.30)¢ (0.087 + 0.002)
94.24 + 1.06 62.53 £ 1.57 0.030 £ 0.002 +12.7 %
.

(41.46 +0.42)¢  (18.62 +0.44)" (0.041 + 0.002)"

® Diametro idrodinamico; ® PDI indice di polidispersivita; © ¢ potenziale zeta; °

misurato in PBS. | dati sono riportati come media £ SD, n=3.
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Fig.3. (A) Size Distribution per Intensita. Dendrimero G(4)-PAMAM 4 (a);
Dendrimero direzionato al TSPO G(4)-PAMAM 5 (b); Dendrimero direzionato al
TSPO G(4)-PAMAM-FITC 6 (c) e dendrimero G(4)-PAMAM-FITC 7 (d). (B)
Distribuzione dei Potenziali. Dendrimero G(4)-PAMAM 4 (a); Dendrimero
direzionato al TSPO G(4)-PAMAM 5 (b); Dendrimero direzionato al TSPO G(4)-
PAMAM-FITC 6 (c) e dendrimero G(4)-PAMAM-FITC 7 (d).
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Fig. 4. Immagini AFM dei dendrimeri 4, 5 e 6. (@) Immagini di fase del
dendrimero 4 di 1 pmx1 um e; (b) Topografia 1 umx1 um della stessa regione in
(@); (c) Immagini di fase del dendrimero 5 500 nmx500 nm; (d) Topografia 500
nmx500 nm della stessa regione in (c); (¢;) Immagini di fase 125 nm x 125 nm
della stessa regione in (c); (d;) topografia 125 nmx125 nm della stessa regione in
(d); (e) Immagini di fase del dendrimero 6 20 umx20 um ; (f) Topografia 20 pm
x 20 um della stessa regione in (e); (e;) Immagini di fase del dendrimero 6 1.25
pumx1.25 pum; (f;) topografia 1.25 umx1.25 um. Denora et al. J. Control. Release.
2013, 172, 1111-1125.
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Fig.5. Immagini AFM degli aggregati frattali dei dendrimeri 5 su mica. (i)
Topografia 25 umx25 um,; (ii) Topografia 10 umx10 pm; (iii) Immagini di fase

600 nmx600 nm; (iv) topografia 600 nmx600 nm della stessa regione in (iii).
4.3.5 Citotossicita e stabilita dei dendrimeri sulle cellule C6 di glioma

Sono stati esaminati gli effetti dei dendrimeri 4, 5, 6 e 7 sulla vitalita delle cellule
C6 di glioma. Come mostrato in Fig.6 , tutti i dendrimeri testati hanno evidenziato
una citotossicita concentrazione dipendente, dopo 72 h di incubazione. In
particolare, il dendrimero 4 é risultato il piu attivo, come confermato dal suo
valore di ICsp pari a 0.0065 mg/mL. E’interessante osservare che i dendrimeri 5, 6
e 7 (valori ICs di 0.15, 0.39 e 0.011 mg/mL, rispettivamente), risultano meno
citotossici del dendrimero 4, suggerendo che la citotossicita sia proporzionale alla
carica positiva espressa dalle nanoparticella. Questi risultati sono in accordo con
quelli osservati da F.P. Seib et al.[47]. Pertanto, per tutti gli esperimenti successivi
i dendrimeri 6 e 7 sono stati usati a concentrazioni di 0.015 and 0.010 mg/mL
rispettivamente, e la microscopia in campo chiaro ha confermato 1’assenza di
evidenti segni di tossicita cellulare a queste concentrazioni. La stabilita dei
dendrimeri 5, 6 e 7 é stata valutata in terreno di coltura completo ed in presenza di
cellule, al fine di evitare durante le misurazioni di uptake cellulare, potenziali

artefatti dovuti al fluoroforo libero, ed inoltre per quantificare I’aliquota di ligando
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TSPO 1 originatosi per idrolisi del legame ammidico tra il gruppo ammino
terminale del dendrimero ed il gruppo carbossilico di 1. Dopo 4h di incubazione
con le cellule in terreno di coltura, la quantita di FITC libera misurata per il
dendrimero 6 e 7 é stata rispettivamente dello 0.6 e 1.2 % del totale. Inoltre, dopo
lo stesso periodo di incubazione, la quantita di ligando TSPO 1 libero misurata per
i dendrimeri 5 e 6 e stata dello 0.2 e 0.3 % del totale. La presenza di alcuni

contaminanti non ha interferito con i successivi esperimenti di uptake.
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Fig.6. Citotossicita dei dendrimeri 4, 5, 6, e 7 su cellule C6 di glioma. 1l periodo
di incubazione & stato di 72 h e le cellule seminate con una densita di 5,000

cellule/pozzetto. | dati sono presentati come media £ SEM, n=3.

4.3.6 Uptake per endocitosi, binding extracellulare ed esocitosi dei dendrimeri 6 e
7 in cellule C6 di glioma.

Al fine di valutare i meccanismi di interazione dei dendrimeri coniugati con le
cellule C6 di glioma, sono stati effettuati studi di binding extracellulare, di uptake
e di esocitosi. L’associazione cellulare di entrambi i dendrimeri marcati con FITC,
6 e 7,a37 °C e risultata lineare durante il tempo di incubazione come mostrato in

Fig. 7a e 7c, rispettivamente. Quando gli esperimenti sono stati condotti a 4 °C,
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non é stato osservato alcun significativo binding extracellulare per i dendrimeri 6
e 7. In particolare, nel caso dei dendrimeri 6 e 7, & stata misurata rispettivamente
una fluorescenza di binding extracellulare di circa 14 and 15 % del totale. Non
sorprende che il profilo di associazione cellulare dei dendrimeri testati, ricalchi
quello osservato in precedenza per il dendrimero G(4)-PAMAM funzionalizzato
con il colorante organico Oregon Green [42]. Inoltre, non e stata osservata nel
tempo, alcuna discernibile esocitosi dei dendrimeri 6 e 7 (Fig.7 b e d,

rispettivamente).
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Fig. 7. Uptake per endocitosi, binding extracellulare, ed esocitosi dei dendrimeri
FITC marcati 6 e 7 in cellule C6 di glioma. Pannello (a) endocitosi e pannello (b)
esocitosi del dendrimero direzionato al TSPO G(4)-PAMAM-FITC 6. Pannello
(c) endocitosi e panello (d) esocitosi del dendrimero G(4)-PAMAM-FITC 7.
Simboli plot per il pannello (a, ¢): aliquota del dendrimero internalizzato (e)
stimata sottraendo i valori di uptake ottenuti a 4 °C da quelli ottenuti a 37 °C. |

dati sono presentati come media £ SEM, n=3.
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4.3.7 Uptake cellulare in presenza di inbitori di endocitosi e studi di competizione
dei dendrimeri 6 e 7

L’endocitosi puo essere classificata in due ampie categorie: fagocitosi e
pinocitosi. La fagocitosi e tipicamente ascrivibile a cellule specializzate, come ad
esempio i macrofagi, mentre la pinocitosi si verifica in tutti gli altri tipi cellulari.
Lo studio dei diversi meccanismi di pinocitosi & ancora un campo in evoluzione e
nessun sistema corrente di classificazione risulta pienamente soddisfacente.
Correntemente, la pinocitosi viene suddivisa in macropinocitosi, endocitosi
clatrina-dipendente (CDE) e clatrina-indipendente (CIE). La macropinocitosi & un
meccanismo endocitotico non selettivo di internalizzazione di macromolecole in
sospensione mentre, CDE e la ben nota via endocitotica che rappresenta il
meccanismo preferenziale per I’internalizzazione di nanoparticelle di dimensioni
non superiori a 200nm [43]. Al contrario, il meccanismo CIE non e stato ancora
ben chiarito[43]. E’ stato dimostrato che nel processo di uptake di sistemi
nanoparticellari sia coinvolto un certo numero di meccanismi di endocitosi e che
questo sia strettamente dipendente dal tipo cellulare, dalla natura delle
nanoparticelle e dalla loro dimensione[42,43,44]. La maggior parte dei dati
relativi all’uptake cellulare dei sistemi nanoparticellari deriva da studi effettuati
utilizzando inibitori chimici di endocitosi. Dal momento che gli specifici
meccanismi di internalizzazione dei dendrimeri PAMAM non sono stati ancora
ben chiariti, ¢ stato analizzato I’uptake dei dendrimeri 6 e 7 in presenza di ben noti
inibitori di endocitosi a concentrazioni testate per I’efficacia come per la
citotossicita. Infatti e stata innanzitutto valutata la potenziale citotossicita a breve
termine (24 h) degli inibitori di endocitosi sulle cellule C6 di glioma, per
assicurare una certa vitalita cellulare durante i saggi di uptake (2 h). In particolare,
gli inibitori sono stati utilizzati alle concentrazioni che mostravano un minimo di
85% di vitalita cellulare durante il periodo del saggio a 24 h (Tabella 5). In questo

studio, come inbitori di endocitosi sono stati usati la genisteina (100 pM), 1’ossido
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di fenilarsina (PAO; 1 uM), metilp—ciclodestrina (MBCD; 10 mM), dynasore (50
uM), wortmannina (50 nM), ed il tampone privo di potassio (per la composizione
vedere la parte sperimentale). In particolare, il PAO ed il tampone privo di
potassio sono considerati degli inibitori del CDE; MBCD e genisteina come
inibitori di CIE, mentre, dynasore e wortmannina come inibitori dell’endocitosi
dinamina-dipendente e della macropinocitosi, rispettivamente. Come mostrato in
Fig.8, il confronto tra le cellule C6 trattate con PAO e MBCD e non trattate,
incubate con il dendrimero 6 per 2 h a 37 °C, ha evidenziato una significativa
riduzione della fluorescenza associata alle cellule del 42 e 24 %, rispettivamente.
E’ stata osservata una riduzione marginale della fluorescenza associata alle cellule
utilizzando il tampone privo di potassio, genisteina, e wortmannina. Mentre, non &
stato riscontrato alcun significativo cambiamento nelle cellule trattate con
dynasore. | risultati ottenuti per il dendrimero 6 sono paragonabili a quelli
osservati per il 7 (dati non mostrati). Come riportato in precedenza e sulla base dei

risultati appena enunciati, I’internalizzazione dei dendrimeri PAMAM 6 e 7

[42].
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Fig.8. Effetto degli inibitori dl endocitosi sull’accumulo del dendrimero 6 (37 °C;

2 h). I risultati sono espressi in relazione alla fluorescenza cellula-associata del
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dendrimero 6, usato come controllo, in assenza di inibitori. | dati rappresentano la
media + SEM, n=3.

Tabella 5. Concentrazione degli inibitori di endocitosi e % di vitalita cellulare in

cellule C6. I risultati sono riportati come media *+ deviazione standard, n= 3.

Meccanismi di endocitosi Inibitori specifici Concentrazione % vitalita
cellulare
Endocitosi Clatrina-dipendente  ossido di fenilarsina 1uM 90.8+23
tampone privo di potassio  isotonic ® 103.5+3.1

Endocitosi Clatrina-indipendente  metil-p-ciclodestrina 10 mM 86.4 5.2
Caveole mediato Genisteina 100 uM 101.5+8.6
Dynamina dipendente Dynasore 50 uM 91.9+27
Macropinocitosi wortmannina 50 nM 105.4 £ 6.8

® 1l tampone privo di potassio & stato usato con la seguente composizione : NaCl 140
mmol/l, HEPES 20 mmol/L, CaCl,1 mmol/L, MgCl,1 mmol/L, D-glucosio 1 mg/mL, pH
7.4.

Gli studi in vitro di competizione sono stati effettuati al fine di quantificare
I’interazione dei dendrimeri 6 e 7 con il recettore TSPO in presenza ed assenza di
concentrazioni crescenti (10, 20 e 30 puM) del ligando, agonista TSPO, 1. Il
pretrattamento con 1 per 45 min prima del’aggiunta del dendrimero 6 (0.015
mg/ml, 1 uM in termini di FITC) per 2 h a 37 °C, ha determinato una significativa
riduzione dell’intensita di fluorescenza media di 6 con concentrazioni crescenti di
agonista TSPO 1 (Fig.9). Questo suggerisce che il dendrimero direzionato al
TSPO G(4)-PAMAM-FITC 6 competa per la localizzazione per lo stesso sito del

ligando TSPO 1. Come era prevedibile, nel caso del dendrimero 7, I’intensita di
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fluorescenza media non € variata a concentrazioni crescenti di ligando TSPO 1
(Fig.9) indicando I’assenza di competizione tra il ligando TSPO 1 ed il

dendrimero non-TSPO direzionato 7.
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Fig.9. Competizione del dendrimero direzionato TSPO G(4)-PAMAM-FITC 6
con I’agonista TSPO 1. Il nero corrisponde alla fluorescenza media di
internalizzazione del dendrimero 6 ed il bianco rappresenta la fluorescenza media
di internalizzazione del dendrimero 7. Le cellule C6 di glioma sono state trattate
con concentrazioni crescenti del composto 1 per 45 minuti prima della
sostituzione con il dendrimero 6 (0.015 mg/mL) o 7 (0.010 mg/mL) per 120
minuti e I’intensita di fluorescenza quantificata mediante spettrofluorimetro
(Wallac Victor3, 1420 Multilabel Counter, Perkin-Elmer). | dati rappresentano la
media + SEM, n=3.

4.3.8 Destino intracellulare e studi di co-localizzazione dei dendrimeri 6 e 7 in

cellule C6 di glioma.

Frequentemente vengono utilizzate due procedure per quantificare il trafficking
dei polimeri terapeutici o diagnostici, nello specifico il frazionamento subcellulare
e la microscopia confocale. Ad oggi, la maggior parte degli studi investiganti il
trafficking intracellulare dei polimeri si € avvalsa della microscopia confocale.
Alcune tecniche microscopiche basate sulla fluorescenza hanno maggiori limiti,

tra questi: la risoluzione ottica del microscopio, capacita di analizzare un limitato
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numero di cellule della popolazione e non meno importante, le proprieta del probe
fluorescente. Quest’ultimo puo essere soggetto a fotobleaching, quenching della
fluorescenza concentrazione e pH-dipendente ed inoltre, il probe stesso potrebbe
influenzare i meccanismi di uptake cellulare ed il successivo trafficking del
coniugato. Mentre, il frazionamento subcellulare &€ impegnativo (molto laborioso,
richiede un gran numero di cellule, richiede molti esperimenti di controllo per
verificare ’integrita degli organuli) e I’uso della centrifugazione differenziale per
monitorare il trasporto intracellulare dei polimeri terapeutici & ancora uno
strumento molto importante. Pertanto, in questo studio, al fine di ottenere
maggiori e piu accurate informazioni circa il trasporto cellulare e la co-
localizzazione dei dendrimeri 6 e 7, sono stati usati sia il frazionamento
mitocondriale che la microscopia confocale. In particolare, nel caso del
frazionamento cellulare, le cellule C6 di glioma sono state frazionate in nuclei
(N), mitocondri (M), lisosomi (L), frazione microsomiale (Mic) e solubile (S) per
mezzo di centrifugazione differenziale usando un protocollo adattato da Seib et al.
[45]. Le cellule C6 sono state esposte ai dendrimeri 6 e 7 (0.015 e 0.010 mg/mL,
rispettivamente; 1 uM in termini di FITC) per 24 h prima della procedura di
frazionamento. Successivamente, e stata quantificata la quantita di FITC che si era
legata alla membrana cellulare, e successivamente internalizzata nel citoplasma o
translocata nei mitocondri, usando la procedura standard sopra menzionata. Come
mostrato in Fig. 10, quando le cellule C6 sono state esposte per 24 h al
dendrimero TSPO-direzionato G(4)-PAMAM-FITC 6, la fluorescenza media
rilevata nella frazione mitocondriale é stata del 39%. La fluorescenza é stata anche
individuata nella frazione lisosomiale (31%) ed in misura minore nella frazione
nucleare (4%), microsomiale (7%) e solubile (2%). In contrasto, il dendrimero
G(4)-PAMAM-FITC 7, il quale non € un sistema direzionato al TSPO, ha
mostrato una distribuzione differente (Fig.10). Infatti, dopo il periodo di
incubazione, la FITC rilevata nella frazione mitocondriale (21%) & stata

significativamente piu bassa rispetto a quella riscontrata per il dendrimero 6.
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Questa evidenza conferma che la porzione di legame al TSPO é capace di
riconoscere la proteina di translocazione mitocondriale. | recuperi complessivi per

i dendrimeri 6 e 7 sono stati 83 e 72% del totale, rispettivamente.
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Fig.10. Frazionamento subcellulare delle cellule C6 dopo incubazione con i
dendrimeri 6 e 7. Abbreviazioni: frazioni microsomiale (Mic), solubile (S),

lisosomiale (L), mitocondriale (M) e nucleare (N). I dati rappresentano la media +
SEM, n=3.

Al fine di confermare le evidenze ottenute mediante frazionamento cellulare, gli
studi di co-localizzazione cellulare dei dendrimeri fluorescenti 6 e 7 sono stati
inizialmente condotti mediante microscopia ad epifluorescenza su cellule vitali. In
particolare, le cellule C6 di glioma sono state incubate con i dendrimeri FITC-
marcati 6 e 7 (0.015 e 0.010 mg/mL, rispettivamente; 1 uM in termini di FITC) e
visualizzate 24-30 h dopo il trattamento. Prima dell’acquisizione delle immagini,
le cellule sono state incubate per 15-30 min a 37 °C in atmosfera di 5% CO, con
MitoTracker Red CMXRos 25 nM usato come marker mitocondriale. Come
mostrato in Fig.11 il dendrimero 6 entra in cellula e lega i mitocondri. Infatti la

sovrapposizione del rosso (MitoTracker Red) e della fluorescenza verde (porzione
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FITC di 6) converge al giallo, indicando che la maggior parte del dendrimero
TSPO direzionato G(4)-PAMAM-FITC 6 si co-localizza nei mitocondri. In
contrasto, nel caso del dendrimero 7 la co-localizzazione non € stata cosi evidente
come nel caso del dendrimero TSPO direzionato G(4)-PAMAM-FITC 6 (Fig. 11).

Questi risultati supportano quelli ottenuti con il frazionamento cellulare.

FITC-labeled
dendrimer Mitotracker Overlay

Fig.11. Analisi morfologica della struttura della rete mitocondriale in cellule C6
di glioma visualizzate con il dendrimero TSPO direzionato G(4)-PAMAM-FITC
6 o con il dendrimero G(4)-PAMAM-FITC 7 (verde) ed il MitoTracker Red

(rosso), dopo un periodo di incubazione di 24 h. Overlay: quando il rosso ed il

Cells treated with
dendrimer 7

Cells treated with
dendrimer 6

verde fluorescente convergono al giallo si ha evidenza di co-localizzazione.

Per quello che concerne la microscopia confocale, é stato utilizzato un innovativo
microscopio Confocale-AFM-TIRF (CAT). In particolare, la microscopia CAT e
una combinazione di un microscopio confocale, di una tecnica di microscopia a
forza atomica e di un microscopio a riflessione interna totale di fluorescenza
(TIRF=total internal reflection fluorescence microscope). Tuttavia, in questo
lavoro é stato utilizzata solo la microscopia confocale su cellule fissate e vitali. La

microscopia in fluorescenza delle cellule C6 incubate con i dendrimeri 6 e 7 ha
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dimostrato chiaramente che la fissazione delle cellule alterava la distribuzione
subcellulare di entrambi i dendrimeri FITC-marcati (dati non riportati). Sebbene
siano state sviluppate in precedenza alcune metodologie per studiare il trafficking
intracellulare di nanoparticelle, la loro utilita € limitata[45]. Pertanto, in questo
studio sono state usate cellule fissate, colorate con DAPI e Falloidina, al fine di
ottenere informazioni preliminari circa la distribuzione intracellulare dei
dendrimeri 6 e 7. Come mostrato in Fig.12, entrambi i dendrimeri FITC-marcati
sono in grado di entrare nelle cellule C6 apparentemente senza alcun legame sulla
superficie della membrana cellulare. Solo la visualizzazione delle cellule vitali
fornisce un’immagine accurata della localizzazione intracellulare dei dendrimeri 6
e 7. Pertanto, per poter ulteriormente capire se il dendrimero 6 fosse direzionato ai
mitocondri, & stato condotto un esperimento di co-incubazione. Questo é stato
realizzato incubando inizialmente le cellule C6 con i dendrimeri 6 0 7 come sopra
descritto, e successivamente con il MitoTracker Red o il LysoTracker Red, per 30
min a 37 °C, al fine di marcare i mitocondri o i lisosomi, rispettivamente. La Fig.
13 panello A, evidenzia la co-registrazione del dendrimero TSPO marcato-G(4)-
PAMAM-FITC 6 e del MitoTracker Red con il giallo (frecce) indicanti le aree di
sovrapposizione, mentre il rosso ed il verde indicano le aeree in cui il dendrimero
6 (verde) ed il marker mitocondriale (rosso) non sono coincidenti. E’
incoraggiante osservare che la maggior parte del verde converge al giallo,
indicando che la maggioranza del dendrimero 6 abbia la stessa localizzazione
cellulare del MitoTracker Red. Inoltre, il dendrimero 6 € co-localizzato e
nessun’altra parte della cellula risulta marcata, neanche il nucleo. In contrasto,
come visibile in Fig.13 panello A, la fluorescenza del dendrimero G(4)-PAMAM-
FITC 7 non si sovrappone con quella del marker mitocondriale. Questa evidenza,
in accordo con i risultati acquisiti mediante microscopia ad epifluorescenza
(Fig.11), conferma I’ipotesi che il dendrimero coniugato con il ligando TSPO 1
produce una chiara fluorescenza localizzata in cellula dovuta alla sua capacita di

passare attraverso la membrana cellulare e legare la proteina target TSPO. Lo
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stesso studio di co-localizzazione & stato condotto in presenza del marker
lisosomiale LysoTracker. La Fig.13 panello B, mostra la co-registrazione dei
dendrimeri 6 o 7 e del LysoTracker Red con il giallo indicante le aree di
sovrapposizione, mentre il rosso ed il verde indicano le aeree dove i dendrimeri
(verde) ed il marker lisosomiale (rosso) non sono coincidenti. Come era
prevedibile, entrambi i dendrimeri risultano in qualche misura co-localizzati nei
lisosomi. Inoltre, per quantificare la percentuale di co-localizzazione dei
dendrimeri 6 e 7, é stato usato un metodo computazionale. In particolare, tutti i
pixel dell’immagine sono stati distribuiti in uno scatterogramma, in cui i due
canali dell’immagine sono stati comparati tra di loro. | pixels di entrambi i canali
aventi posizione identiche nell” immagine possono essere considerati una coppia.
In accordo, ogni coppia di pixel presenta due intensita, una per ciascun canale
(Fig.14). Le intensitda dei due canali sono rappresentate dagli assi dello
scatterogramma. Nella regione 3 dello scatterogramma sono presentati i pixel di
co-localizzazione. 1 risultati hanno evidenziato che per il dendrimero TSPO
direzionato-G(4)-PAMAM 6 e per il dendrimero G(4)-PAMAM 7 i pixel di co-
localizzazione sono pari al 47 e 20 % del totale, rispettivamente. E’ interessante
notare che i risultati ottenuti usando il frazionamento cellulare e la microscopia

confocale sono completamente in accordo tra di loro.
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Fig.12. Singole sezioni confocali rappresentative di cellule C6 fissate e
visualizzate con (A) i) DAPI; ii) Falloidina; iii) dendrimero TSPO direzionato-
G(4)-PAMAM-FITC 6 (1 uM in FITC); iv) sovrapposizione; (B) i) DAPI; ii)
Falloidina; iii) G(4)-PAMAM-FITC 7 (1 uM in FITC); iv) sovrapposizione, dopo

un periodo di incubazione di 12 h. Barra: 10 um.
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A FITC-labeled ]
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Fig.13. Singole porzioni confocali rappresentative di cellule C6 vitali e
visualizzate con (A) dendrimero TSPO direzionato-G(4)-PAMAM-FITC 6 o
G(4)-PAMAM-FITC 7 (1 uM in FITC) e MitoTracker Red (B) dendrimero TSPO
direzionato-G(4)-PAMAM-FITC 6 0 G(4)-PAMAM-FITC 7 (1 uM in FITC) e
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LysoTracker Red, dopo un periodo di incubazione di 12 h. Overlay: quando il
rosso e la fluorescenza verde convergono al giallo, é indice di co-localizzazione

(frecce gialle). Barra: 10 um.

Fig.14. Analisi rappresentativa di co-localizzazione in una cellula C6
doppiamente marcata (panello sinistro dell’immagine di microscopia confocale;
verde: dendrimero TSPO direzionato-G(4)-PAMAM 6 marcato con FITC 1 uM;
rosso: mitocondrio marcato con MitoTracker Red). Tutti i pixels in cui é stata
scomposta I’immagine sono distribuiti in uno scatterogramma (pannello destro),
in cui ciascuno dei due canali dell’immagine ¢ correlato all’altro. I pixels di
entrambi i canali aventi posizioni identiche possono essere considerati una coppia.
In accordo, ogni coppia di pixel presenta due intensita, una per ciascun canale). Le
intensita dei due canali sono rappresentate dagli assi dello scatterogramma. Nella
regione 3 dello scatterogramma sono presentati i pixel di co-localizzazione.

4.4 Conclusioni

In questa prima fase del progetto di dottorato €& stato realizzato un nuovo
nanosistema per I’imaging direzionato al TSPO, in particolare il dendrimero 6,
che e stato sintetizzato usando il dendrimero G(4)-PAMAM come struttura di
base, il composto acido 2-(4-(6,8-dicloro-3-(2-(dipropilamino)-2-
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ossoetil)imidazo[1,2-a]piridin-2-il)fenossi)acetico come ligando altamente affine
per il TSPO e coniugabile (composto 1), ed il FITC come fluoroforo organico.
Dopo una globale caratterizzazione chimico-fisica e morfologica, che ha
sottolineato la monodispersivita e la forma globulare del dendrimero sintetizzato
con un diametro idrodinamico medio di circa 24 nm, & stata valutata la capacita di
tale dendrimero TSPO direzionato-G(4)-PAMAM, agente per imaging, di essere
internalizzato nelle cellule C6 di glioma e di direzionarsi verso una specifica
proteina mitocondriale. In particolare, gli esperimenti di endocitosi hanno
evidenziato che i dendrimeri analizzati vengono rapidamente internalizzati per
pinocitosi mentre non € osservabile alcun significativo fenomeno di esocitosi.
Inoltre € stata studiata la capacita del dendrimero direzionato al TSPO di mirare
specificamente al mitocondrio attraverso due procedure frequentemente utilizzate
per quantificare il trafficking intracellulare di polimeri terapeutici o diganostici,
nello specifico il frazionamento cellulare e la microscopia confocale e attraverso
studi di competizione. Infatti quando il dendrimero 6 é stato incubato in presenza
del ligandoTSPO 1, la fluorescenza media misurata diminuiva di circa il 20%
sottolineando la competizione nei confronti della proteina mitocondriale. E’
interessante notare che i risultati ottenuti usando il frazionamento cellulare e la
microscopia confocale sono completamente in accordo tra loro nell’evidenziare
che il dendrimero TSPO direzionato-G(4)-PAMAM-FITC si co-localizza nella

frazione mitocondriale e nei mitocondri rispettivamente.

La fase successiva di questo studio consistera nella realizzazione di una nuova
nanopiattafroma per 1’imaging, in cui il probe fluorescente FITC sara sostituito da
un nucleo di nanocristalli luminescenti di CdSe@2ZnS, quantum dots, emettitori di
luce gialla, incorporati in nanoparticelle di silice amino funzionalizzata

(QDs@SiO,).
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Capitolo 5

Nanostrutture luminiscenti altamente selettive per I’imaging ed il

targeting mitocondriale

5.1 Introduzione

Le formulazioni basate su sistemi nanoparticellari colloidali (NP) stanno
emergendo come rivoluzionari strumenti clinici, utili per realizzare
nanosistemi che possano fungere da agenti di contrasto o da carrier per il
delivery di farmaci, a livello cellulare ma soprattutto subcellulare [1,2]. Le
strategie di targeting e delivery a livello subcellulare infatti, sono state
molto esplorate negli ultimi tempi, in quanto fondamentali per
comprendere i meccanismi intracellulari che caratterizzano i diversi
processi fisiologici o patologici, e quindi per poter progettare terapie
opportune per il trattamento di specifiche patologie[3]. Tra gli organuli
cellulari, i mitocondri rappresentano sicuramente uno dei piu importanti
bersagli, non solo per le funzioni estremamente rilevanti svolte atte a
garantire la vitalita cellulare, ma anche perché disfunzioni o danni a questo
livello, possono contribuire all’insorgenza di varie patologie umane, come
ad esempio, patologie neurodegenerative, neuromuscolari, patologie
cardiache, invecchiamento, diabete, obesita e cancro[4]. Sebbene siano
stati gia realizzati sistemi diagnostici e/o terapeutici basati su
nanoparticelle colloidali, rispettivamente per 1’imaging e la terapia di
patologie non a carico dei mitocondri[1,5], di fatto, sono stati raggiunti
solo piccoli progressi nello sviluppo di nanoparticelle colloidali
multifunzionali, utili per la diagnosi ed il trattamento di patologie
associate a disfunzioni mitocondriali[2,6]. Attualmente, per I’imaging

mitocondriale sono disponibili sonde rappresentate da coloranti
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prevalentemente organici, come ad esempio JC1 e MitoTracker, con una
struttura chimica opportunamente progettata per legarsi alla membrana
mitocondriale esterna (OMM), notoriamente caratterizzata da una carica
negativa, e conseguentemente produrre un segnale fluorescente.[7,8]
Purtroppo, tali fluorofori organici presentano alcuni limiti, quali la
suscettibilita al photobleaching in seguito ad esposizione a luce continua, e
una breve vita di fluorescenza (PL), impedendo cosi la fattibilita di
rivelazioni tempo-dipendenti[7,8]. Le limitazioni suddette rendono questi
probes meno interessanti per lo sviluppo di tecniche di imaging sensibili e
di lunga durata, pertanto attualmente si stanno sviluppando nuovi probes
molecolari fotostabili[9]. A tal proposito, un notevole vantaggio deriva
dall’utilizzo di nanocristalli luminescenti semiconduttori, in particolare di
quantum dots (QDs), come mezzi di contrasto fluorescenti caratterizzati da
una fotostabilita superiore[10]. Rispetto ai coloranti organici, i QD sono
caratterizzati da un ampio spettro di assorbimento, una banda di emissione
stretta e soprattutto simmetrica, e lunghi tempi di vita di fluorescenza
(PL), e cio permette di realizzare un bio-imaging a lungo termine ed
estremamente sensibile, perfino a livello di singole molecole[9]. Finora,
solo pochissimi esempi di nanostrutture basate sull’utilizzo di Qds sono
stati realizzati e proposti come nanoprobes fluorescenti per il targeting
selettivo a livello mitocondriale. Tra questi compaiono Qds funzionalizzati
con peptidi o piccole molecole per la marcatura specifica dei mitocondri.
Ad esempio, un oligopeptide derivato dall’enzima citocromo-C ossidasi,
ha dimostrato di essere in grado di penetrare attraverso le membrane
cellulari e di trasportare i QDs all’interno delle cellule, specificamente a
livello mitocondriale[11]. Recentemente é stato realizzato un altro
esempio di Qds funzionalizzati per il targeting mitocondriale, ottenuto per
coniugazione del trifenilfosfonio (TPP), una molecola lipofila cationica

ampiamente usata a tale scopo, sulla superficie di QDs rivestiti di
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poliacrilato e funzionalizzati con gruppi solfonato ed amminici,
responsabili dell’escape endosomiale[12]. Allo stesso modo, Qds
luminescenti a base di acido poli (lattico-co-glicolico) sono stati
funzionalizzati con molecole di TPP ed utilizzati per il delivery di farmaci
attivi a livello mitocondriale. In questi ultimi esempi, l'assorbimento
preferenziale di tali Qds cationici funzionalizzati all'interno dei
mitocondri, é stato guidato dal potenziale di membrana molto negativo
attraverso la membrana mitocondriale interna.

Nel presente lavoro di tesi, € stata seguita una strategia originale ed
innovativa per realizzare il targeting mitocondriale, basata
sull'identificazione di un interessante biomarker localizzato sulla OMM. In
particolare nanostrutture cariche positivamente di QDs luminescenti, a
struttura core-shell di (CdSe)ZnS funzionalizzata con gruppi amminici
superficiali, sono stati coniugati con un ligando di sintesi opportunamente
progettato per legare selettivamente la proteina di taslocazione
mitocondriale 18 kDa (TSPO). Il TSPO, prima noto come recettore
periferico delle benzodiazepine, e una proteina con cinque domini
transmembrana principalmente localizzata nella OMM, il cui ruolo
biologico & associato con le funzioni mitocondriali di steroidogenesi,
proliferazione cellulare ed apoptosi[13-17]. E interessante notare che
livelli aberranti di TSPO sono stati osservati in diverse malattie, compresi
cancro e malattie neurodegenerative. Per tutte queste ragioni il TSPO e
considerato un bersaglio subcellulare estremamente attraente, utile per
tracciare la sua distribuzione negli stati patologici over esprimenti tale
proteina e per la realizzazione di un targeting selettivo di farmaci a livello
mitocondriale[18-21]. Molte molecole altamente affini e selettive per il
TSPO sono state sviluppate come ligandi di questo recettore e come tali
studiate per il possibile impiego nella tomografia ad emissione di positroni

(PET)[22], nella risonanza magnetica (MR) e nell’imaging ottico[13,23].
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Nell’ambito di queste tecniche, 1’imaging per fluorescenza emerge come
uno strumento diagnostico versatile, ad alta sensibilita e selettivita[24,25].
Di conseguenza, negli ultimi anni é stato attivamente perseguito lo studio e
lo sviluppo di nuovi ligandi fluorescenti del TSPO che possano sositutire
quelli attualmente in uso come radioligandi di questo recettore[25].
Sebbene sino ad oggi siano stati sintetizzati diversi ligandi TSPO-selettivi,
il concetto di imaging mitocondriale attraverso NP mirate al TSPO, e stato
poco esplorato a causa di vari motivi, tra cui I’identificazione di ligandi
TSPO potenti e selettivi, contenenti funzioni organiche che permettano la
loro ulteriore coniugazione sulla superficie delle NP senza d’altra parte
comprometterne la capacita di riconoscere la proteina mitocondriale. In
questa prospettiva, tra i pochissimi esempi di agenti di imaging basati su
NP e TSPO direzionati, possiamo annoverare un sistema sintetizzato
recentemente dal nostro gruppo di ricerca, basato su un dendrimero
luminiscente a struttura poli-amido-amminica di quarta generazione,
[G(4)-PAMAM], opportunamente direzionato al mitocondrio mediante
riconoscimento del recettore TSPO[26,27]. In questo caso, i molteplici
gruppi amminici supeficiali disponibili sul dendrimero, sono stati sfruttati
per il legame sia con un probe fluorescente organico, ossia la fluoresceina
isotiocianato (FITC) sia con un dominio molecolare di riconoscimento
specifico del TSPO, caratterizzato da una struttura 2-fenil-imidazo-[1,2-a]
piridin-acetammidica e da un gruppo carbossilico facilmente coniugabile.
Il targeting mitocondriale selettivo ottenuto con il dendrimero [G(4)-
PAMAM]-FITC]-TSPO direzionato, ha confermato 1’effetiva capacita di
riconoscimento del TSPO da parte del ligando utilizzato[27]. Tuttavia,
questi nanocarriers luminescenti TSPO direzionati, sebbene selettivi per i
mitocondri, soffrono delle principali limitazioni derivanti dall’uso del
fluoroforo organico FITC. Per questo motivo e nato il progetto di

sviluppare una nuova nanostruttura nanoparticellare, direzionata al TSPO,
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in cui il dendrimero G(4)-PAMAM-FITC é stato sostituito, come probe
fluorescente, dai QDs acquisendo i vantaggi legati alle loro superiori
proprieta fotofisiche[28] e versatilita di chimica superficiale. In
particolare, (CdSe)ZnSQDs Iluminiscenti, rivestiti di silice ammino
funzionalizzata (NH,-QD@SIiO,NPS) sono stati coniugati con successo
con lo stesso ligando TSPO di sintesi, precedentemente utilizzato nella
realizzazione del dendrimeroTSPO direzionato, riportato da Denora et al.
[27]. Il nuovo nanosistema che ne é risultato ha visto convogliate in
un'unica nanostruttura, la selettivita del ligando scelto verso il TSPO, e le
proprieta di fotostabilita e di elevata luminescenza dei Qds inorganici. A
tale scopo, in questo studio i QDs luminescenti, di natura idrofoba, sono
stati opportunamente progettati, controllandone dimensione, forma e
carica superficiale, al fine di assicurare la disperdibilita in acqua, favorire
I’internalizzazione cellulare ed il raggiungimento dei mitocondri,
preservando la stabilita colloidale e le proprieta ottiche. Il rivestimento dei
Qds in gusci di silice, ha consentito di migliorare in modo significativo la
loro stabilita in fase acquosa, [29-31] dal momento che la silice & un
materiale inerte, biocompatibile e trasparente, e pertanto in grado di
ridurre il rilascio di ioni citotossici e di prevenire la foto-ossidazione dei
QDs[32]. | QDs rivestiti di silice rappresentano un solido sistema
inorganico, caratterizzato da una elevata stabilita chimica, un’idrofilia
intrinseca ed una superficie altamente versatile, adatta ad essere
funzionalizzata con molecole direzionanti al TSPO. La nanostruttura
proposta in questo lavoro, offre in linea di principio, un grande vantaggio
rispetto a quelli precedentemente descritti. Infatti essa combina
ingegnosamente la stabilita fotofisica dei QDs, la versatilita del circostante
guscio di silice, che rappresenta peraltro uno scheletro funzionale per
reazioni ulteriori di coniugazione con entita di bio-riconoscimento e/o con

agenti terapeutici, con le proprieta di riconoscimento del recettore TSPO
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del ligando altamente affine e selettivo selezionato, in grado quindi di
direzionare il nanosistema a livello mitocondriale[28]. Le caratteristiche
fisiche e chimiche di questo nuovo nanomateriale sono state ampiamente
indagate per mezzo di indagini morfologiche, strutturali ed ottiche, mentre
gli studi in vitro di frazionamento subcellulare e le analisi di microscopia
confocale a scansione laser e di colocalizzazione hanno infine dimostrato
il successo di questa nuova nanostruttura di direzionarsi al mitocondrio

mediante il riconoscimento molecolare del TSPO.
5.2 Materiali e metodi

5.2.1 Materiali

La sintesi dei CdSe@znS QD e le trasformazioni di superficie sono state
ottenute utilizzando i seguenti reagenti: ossido di cadmio (99,5% in
polvere, CdO), ossido di triottilfosfina (99%, TOPOQO), acido t-
butilfosfonico (98%, tBuPOH), esadecilammina (grado tecnico 90%,
HDA, Fluka), tributilfosfina (97%, TBP), selenio (99,99% polvere, Se),
zolfo (99,9999 % polvere, S), triottilfosfina (90%, TOP), soluzione
dietilzinco (1 M in EPTANI, Et,Zn), e esametildisilatiano (HMST). La
crescita della shell di silice ¢ stata effettuata con tetraetilortosilicato (98%
d = 0,934 g/mL, TEOS), soluzione ammoniacale acquosa (d = 0,900 g/mL,
NH4OH), 5 poliossietilene nonilfeniletere (IGEPAL CO-520, Mn = 441), e
la funzionalizzazione superficiale con (3-amminopropil) trietossisilano
(97%, APS). Per il saggio della ninidrina sono stati utilizzate ninidrina e
2,6-lutidina (98%, Alfa Aesar). Per la reazione di coniugazione sono stati
utilizzati (benzotriazol-1-ilossi)tris(dimetilammino) fosfonio
esafluorofosfato (97%, BOP) e N, N-diisopropiletilammina (99,5%
DIPEA). Tutte le sostanze chimiche, sono state acquistate da Sigma

Aldrich e se non diversamente specificato, sono state utilizzate senza
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purificazione. Il ligando TSPO 2- (6,8-dicloro-2- (4-idrossifenil) imidazo
[1,2-a] piridin-3-il) -N,N-dipropilacetamide (MW=477 g/mol) e stato
preparato secondo le procedure di sintesi riportate altrove.”’ Le cellule C6
di glioma di ratto sono state acquistate da Interlab Cell Line Collection
(ICLC, Genova, lItalia), sono state coltivate in DMEM high glucose
supplementato con il 10% di siero fetale bovino inattivato al calore (FBS),
100 U per mL di penicillina, 100 ug per ml di streptomicina e 2 mM L-
glutammina (EuroClone, Italia) in atmosfera umidificata al 5% di CO, a
37 °C. Le fiasche di coltura monouso e le piastre di Petri sono state
acquistate da Corning, Glassworks (Corning, NY, USA). 3-(4,5-
Dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT) & stato acquistato
da Sigma-Aldrich (Milano, Italia).

5.2.2 Sintesi di QD@SIiO, NPs e funzionalizzazione con il ligando TSPO

La shell di silice & stata realizzata sul nucleo dei CdSe@ZnSQD
precedentemente sintetizzati (d =4 nm e relativa deviazione standard 6% =
20%, vedere paragrafo 4.3 per maggiori informazioni e Fig.1A) ed in
grado di emettere a 567 nm, utilizzando 1’approccio della microemulsione
acqua-in-olio [31,33-35] E’ stata inizialmente preparata una soluzione di
QD in cicloesano (1,5%x10° M) e successivamente sono stati aggiunti in
successione 350 mL di IGEPAL CO-520, 200 mL di NH4;OH e 30 mL di
TEOS. La soluzione é stata quindi mantenuta sotto vigorosa agitazione ed
a temperatura controllata di 28 °C per 18 h. La raccolta e la purificazione
di QD@SIO, NPs (d =26 nm e deviazione percentuale relativa standard
6% = 15%, vedere paragrafo 4.3 per ulteriori informazioni e Fig.1B) sono
avvenute mediante centrifugazione ed infine le NPs sono state disperse in
2 mL di etanolo. Il campione é stato liofilizzato e sono stati recuperati 2.4
mg/mL di QD@SiO, (concentrazione di QD 1,1 mg/mL con una

concentrazione di NPs 10/mL). La funzionalizzazione superficiale di
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QD@SiO, NPs con i gruppi amminici € stata eseguita utilizzando APS: 80
mL di APS (6,8x10™ mol) sono stati aggiunti ad una sospensione diluita di
QD@SIiO, NP (400 mL di QD@SiO, NP diluiti con 2 mL di etanolo) in
condizioni di pH basiche (80 mL di soluzione di ammoniaca) e la
sospensione finale & stata agitata per tutta la notte a 28 °C [33]. Le
nanoparticelle NH,-QD@SiO, sono state recuperate per centrifugazione e
purificate dai reagenti che non hanno reagito mediante ripetuti cicli di
centrifugazione/ridispersione in etanolo ed infine disperse in 1,5 mL di
etanolo (0,6 mg/mL di NH,-QD@SIiO, NP). La titolazione dei gruppi
amminici della sospensione di NP ¢ stata effettuata utilizzando il saggio
della ninidrina[36,37]. La soluzione di ninidrina € stata preparata
sciogliendo 110 mg di ninidrina in 16 mL di etanolo (0,68% wi/v) e 4 mL
di 2,6-lutidina. 950 pL della soluzione di ninidrina sono stati aggiunti a 50
mL di NH,-QD@SiO, NP, e la risultante sospensione ¢ stata riscaldata a
80 °C per 10 min. In seguito a questo si e osservato un cambiamento di
colore della sospensione da gialla a blu a causa della formazione, come
sottoprodotto, del Blue di Ruhemann, il quale evidenzia la presenza di
gruppi amminici e presenta uno spettro di assorbimento UV-Vis centrato
con una banda a 570 nm. Dall’intensita di assorbimento alla lunghezza
d'onda di massima assorbanza (570 nm) del sottoprodotto, dopo aver
tracciato una curva di calibrazione (¢ =2020 + 90 L/mol cm™), attraverso
la legge di Lambert-Beer é stato stimato che la concentrazione di gruppi
amminici primari era quasi 5.4+0.1 mM (0,60 mg /mL di NH,-QD@SIiO,
NP raccolti dal campione liofilizzato, con una concentrazione di QD pari a
0.28 mg/mL). La reazione di coniugazione del ligando TSPO su NH,-
QD@SIO, NP ¢é stata eseguita mescolando opportune quantita di NH,.
QD@SIO, NP (400 pL) e di ligando TSPO in etanolo (1.5 mL) in
presenza di BOP e DIPEA quali agenti promotori della coniugazione. |

reagenti sono stati miscelati mantenendo costante, a 5, il rapporto molare
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tra i gruppi NH; ed il ligando TSPO (2.2 umol di gruppi NH; e 0.44 pmol
di ligando TSPO) ed usando gli agenti reticolanti in quantita riferite al
ligando TSPO con i seguenti rapporti molari: DIPEA:ligando TSPO 3:1 e
BOP:ligando TSPO 1.2:1 rispettivamente. La sospensione & stata
mantenuta in agitazione e a temperatura ambiente per 48 h trascorse le
quali, le nanoparticelle TSPO-QD@SIO, sono state raccolte mediante
centrifugazione a 78009 per 10 min (Beckman J2-21), purificate mediante
tre cicli di ridispersione in etanolo/centrifugazione e disperse in 1 mL di
etanolo per un'ulteriore caratterizzazione spettroscopica (0.30 mg/mL di
TSPO-QD@SiO, NP con una concentrazione di QD 0.1 mg/mL). Il
contenuto di ligando TSPO nel campione TSPO- QD@SiO, NP é stato
determinato mediante la creazione preliminare di una curva di calibrazione
(Fig.5A). In particolare, gli spettri di assorbanza UV-Vis sono stati
registrati in funzione della concentrazione di soluzioni di ligando TSPO in
etanolo e la curva di calibrazione ¢ stata ottenuta interpolando I’intensita
di assorbanza a 254 nm contro la concentrazione del ligando TSPO.
L’andamento lineare del diagramma a dispersione ottenuto, ha consentito
la determinazione del coefficiente di estinzione, pari a €4 M=
35945+710 L mol™ cm™. In seguito & stato possibile determinare la
quantita di ligando TSPO coniugata su TSPO-QD@SiO; Nps sfruttando la
legge di Lambert-Beer, attraverso la misura dell’assorbanza a 254 nm del
campione. Al fine di rimuovere il contributo all’assorbanza da parte dei
Qds e dei fenomeni di scattering, la soluzione di NH,-QD@SiO, NP é
stata utilizzata come linea di base.

5.2.3 Microscopia a scansione elettronica
L’analisi di microscopia a trasmissione elettronica (TEM) e stata effettuata
utilizzando un JEOL100, operante a 100 kV. Le immagini TEM sono state

acquisite utilizzando una fotocamera Olympus Quemesa CCD 11 Mp. |
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campioni sono stati preparati immergendo la griglia a 300 maglie di
carbonio amorfo rivestita di Cu, nella sospensione di nanoparticelle in
etanolo, e lasciando evaporare il solvente. L’analisi statistica delle
dimensioni (dimensione media delle NP e deviazione standard relativa
(6%) di ciascun campione di NP) e stata effettuata per mezzo di un

programma di analisi ImageJ.

5.2.4 Caratterizzazione spettroscopica

Uno spettrofotometro Cary Varian 5000 UV-visibile-NIR é stato utilizzato
per registrare gli spettri di assorbimento UV-Vis. Gli spettri di
fotoluminescenza sono stati registrati usando un spettrofluorimetro
Fluorolog 3 (HORIBA Jobin-Yvon) dotato di doppi reticoli cromatori di
eccitazione e di emissione. Tutte le misurazioni ottiche sono state
effettuate a temperatura ambiente. La relativa resa quantica di PL é stata
misurata disperdendo i campioni in dimetilsolfossido (DMSO) ed usando
cumarina 153 in DMSO come standard (QY assoluta in DMSO 75%) date
le sue proprieta spettroscopiche (emissione centrata a 530 nm e spettri di
eccitazione nell'intervallo di 370-450 nm, opportunamente corrispondenti
quindi al range di spettro di emissione dei QD). La lunghezza d'onda di
eccitazione utilizzata per le misure di QY di PL ¢ stata di 395 nm. Gli
spettri FTIR sono stati registrati con uno spettrofotometro Perkin-Elmer
Spectrum One Fourier Transform Infrared equipaggiato con un rivelatore
DTGS (triglicina solfato deuterata). La risoluzione spettrale utilizzata per
tutti gli esperimenti & stata di 4 cm™. Per le misure ATR (a riflessione
totale attenuata), l'elemento di riflessione interna (IRE) e stato un
microprism di diamante di 4 mm di diametro. | campioni sono stati
direttamente depositati come film sottile, sull'elemento di riflessione
interna depositando la soluzione di interesse (10 pL) sulla faccia superiore

del cristallo di diamante e al solvente di evaporare completamente.
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5.2.5 Dimensione delle particelle, distribuzione dei size e carica
superficiale

Il diametro idrodinamico (dimensione), la distribuzione delle dimensioni e
la stabilita colloidale delle nanoparticelle, prima e dopo la reazione bio-
coniugazione con il ligando TSPO, sono stati rilevati utilizzando uno
Zetasizer Nano ZS, della Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Regno
Unito (DTS 5,00). In particolare, la dimensione e la distribuzione
dimensionale sono state determinate mediante dynamic light scattering
(DLS) dopo diluizione delle NP in soluzione acquosa di (tampone borato,
50 mM, pH 8.5) con acqua demineralizzata. 1l diametro idrodinamico é
riportato in base al numero e la distribuzione dei size e raprresentata come
indice di polidispersita (PDI). Le misurazioni di potenziale-zeta, cioe delle
cariche superficiali, sono state effettuate utilizzando un velocimetro laser
Doppler (LDV) dopo diluizione della soluzione acquosa di NP (tampone
borato, 50 mM, pH 8.5) con una soluzione acquosa di KCI (1 mM). Tultti i
dati riportati sono presentati come media + deviazione standard per tre

replicati.

5.2.6 Colture cellulari e saggi di citotossicita

Le cellule C6 di glioma di ratto sono state mantenute a 37 °C in un
incubatore umidificato in presenza di 5% CO, in terreno DMEM
supplementato con 10% di FBS inattivato al calore, L-glutammina 2 mM,
100 U/mL di penicillina e 100 mg/mL di streptomicina. | valori di
citotossicita (espressi come ICsq, cioe la concentrazione della sostanza
esaminata a cui la popolazione di cellule si riduce del 50%) di NH,-
QD@SiO; NP e TSPO-QD@SiO, NP sono stati determinati utilizzando il
saggio MTT [(4,5-dimethylthiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio bromuro]. Le

cellule sono state seminate ad una densita di 5000 cellule per pozzetto in
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piastre da 96 pozzetti, e dopo incubazione di 24 h i DMEM, sono state
trattate con concentrazioni dei campioni comprese tra 0.0001 e 0.1 mg/mL
a 37 °C per ulteriori 72 h. Successivamente, sono stati aggiunti alle cellule
10 pL di MTT 0.5% e dopo un’ulteriore incubazione di 3 h a 37 °C, le
cellule sono state lisate aggiungendo 100 pL di una soluzione di DMSO in
ciascun pozzetto. L'assorbanza a 570 nm é stata registrata usando un
Wallac Victor3 1420 Multilabel Reader della Perkin-Elmer, e il grado di
vitalita cellulare e stato calcolato dalla seguente equazione, utilizzando il

valore medio di assorbanza di tre replicati:

% Cell viability = [As7o nm;SampIe/A57O nm;Control]

dove Aszo nmsample € l'assorbanza media a 570 nm registrata per ogni
campione e As7o nm,control € 1'assorbanza a 570 nm registrata per le cellule di

controllo (cellule non trattate).

5.2.7 Esperimenti di frazionamento cellulare

Il frazionamento cellulare € stato ottenuto per mezzo di una
centrifugazione differenziale secondo un metodo riportato in letteratura.”®
In particolare, le cellule C6 di glioma sono state frazionate in frazioni,
rispettivamente: nucleare (N), mitocondriale (M), lisosomiale (L),
microsomiale (MIC) e solubile (S). Prima di tutto, le cellule C6 sono state
incubate per 12 h con NH,-QD@SiO, NP o alternativamente con TSPO-
QD@SIiO, NP ad una concentrazione di 0.010 mg/mL. Successivamente il
contenuto extracellulare é stato lavato via con PBS freddo e poi il pellet &
stato lavato una volta con il buffer di omogeneizzazione (250 mM di
saccarosio, 10 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7.4) ed il cocktail aprotinina
proteasi contenenti (2 ug/mL), leupeptina (2 pg/mL), pepstatina A (1

mg/mL) e PMSF (1 mM). Successivamente, & stata condotta la
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centrifugazione differenziale per raccogliere le diverse frazioni cellulari
delle cellule C6. Ciascuna frazione e stata diluita con PBS e l'intensita di
fluorescenza a 570 nm (lunghezza d'onda di eccitazione a 400 nm),
derivante dal nucleo di QD luminescenti delle NP sintetizzati, ¢ stata
misurata in un lettore per micropiastre (Wallac Victor3, 1420 Multilabel
Counter, Perkin-Elmer).

5.2.8 Imaging confocale in cellule vitali

Questi esperimenti sono stati condotti come riportato precedentemente.”®
Per Iimaging di cellule vitali e non fissate, 10° cellule C6 di glioma per
pozzetto sono state seminate in piastre con fondo di vetro (WillCo-Dish®)
per 24 h e poi incubate per 6 h con NH,-QD@SIO, NP o,
alternativamente, con TSPO-QD@SIiO, NP ad una concentrazione di
0.010 mg/mL. La corrispondente concentrazione di QD utilizzata e stata
pertanto di circa 0.0045 mg/mL e 0.0033 mg/mL rispettivamente per NH,-
QD@SIiO, e TSPO-QD@SiO, NP. La concentrazione di ligando TSPO nel
campione TSPO-QD@SiO, NP & stata di 8x10* mg/mL.
Successivamente, le cellule sono state trattate con una soluzione 100 nM
di MitoTracker FM verde, utilizzato come marcatore mitocondriale, o con
una soluzione 25 nM di LysoTracker verde (Molecular Probes), usato per
marcare i lisosomi, per 30 min a 37 °C e successivamente lavate con PBS
privo di fenolo a 25 °C. Le immagini delle cellule sono state acquisite nei
successivi 30 min, utilizzando un microscopio confocale a scansione laser
invertito Leica TCS SP5-11 (Leica Microsystems, Germania) dotato di lenti
ad immersione in olio di x63, 1.40 come apertura numerica. Raggi laser
con lunghezze d'onda di 405 nm e 488 nm di eccitazione sono stati
utilizzati per le immagini delle NP (la cui emissione rossa proviene da
nuclei di QD) e di MitoTracker verde FM o LysoTracker verde (emissione

verde), rispettivamente, e le immagini di microscopia a scansione
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confocale di cellule di ratto glioma C6, di 10 um di spessore, sono state
acquisite nel campo chiaro e nei canali di rilevamento rosso e verde. Tultti i
dati sono stati successivamente processati con i software Leica LAS AF

LITE (Leica Microsystems, Germania) ed ImageJ.

5.2.9 Analisi di co-localizzazione

La localizzazione intracellulare di NH,-QD@SiO, NP o, di TSPO-
QD@SIO, NP é stata studiata attraverso I'analisi di co-localizzazione[27],
che valuta la sovrapposizione spaziale e temporale delle due sonde
fluorescenti nei modelli di distribuzione, vale a dire del MitoTracker
Verde FM, usato permarcare i mitocondri, e dei QD emettitori nella
regione del rosso, indicanti la distribuzione delle NPs. Per quanto riguarda
I'imaging digitale, la fluorescenza emessa da sonde fluorescenti differenti
che occupano gli stessi pixel nell'immagine, sono intese come co-
localizzate. Dopo la creazione dello scatterplot, & stato possibile valutare
guantitativamente la presenza e l'entita di co-localizzazione. In questo
processo, lo scatterplot e stata utilizzatto in combinazione con le immagini
di fluorescenza per definire la posizione dei fluorofori co-localizzati. |
coefficineti di co-localizzazione, che dipendono enormemente dalla
corretta stima e risoluzione dello sfondo dell'immagine, sono stati calcolati
e, a questo scopo, € stata eseguita la preliminare deconvoluzione
dell’immagine. E riportato che i coefficienti possano essere utilizzati per
stimare la co-localizzazione; nel nostro studio il coefficiente di

sovrapposizione e stato determinato in accordo a Manders come segue:

192



Dove S;;j e Sy rappresentano le intensita dei pixel nel canale 1 e nel canale
2. Un importante vantaggio di questo coefficiente e che non e sensibile a
differenze di intensita tra i componenti di unimmagine causata da
marcature con fluorocromi differenti, e quindi non e sensibile al photo-
bleaching o a differenti impostazioni degli amplificatori. L’analisi di co-

localizzazione e stata eseguita utilizzando il software ImageJ.

5.2.10 Analisi statistica dei dati

La significativita statistica e stata assegnata a p <0.001 (***) e calcolata
utilizzando una I’analisi della varianza one-way ANOVA seguita dal post
hoc test Bonferroni (GraphPad Prism versione 5 per Windows, GraphPad
Software, San Diego, CA). Dove indicato, € stata calcolata la deviazione
standard della media (SD) ed é stato indicato il numero di esperimenti (n).

5.3 Risultati e discussione

5.3.1 Sintesi di QD@SIiO, NPs e funzionalizzazione con il ligando TSPO

In questo lavoro, QDs luminescenti sono stati proposti come fluorofori
inorganici per il targeting selettivo ed il bio-imaging dei mitocondri. Nello
schema 1 (pannelli A e C) é riportato il percorso sintetico per ottenere il
nanosistema direzionato. Il concetto generale & quello di coniugare le
nanoparticelle di QD@SiO, con un composto sintetico caratterizzato da
una struttura 2-fenil-imidazo[1,2-a] piridin-acetammidica, con proprieta di
riconoscimento del recettore TSPO (Schema 1B e C). Nel design di queste
nanoparticlle direzionate al TSPO (TSPO-QD@SiO, NPS) é stato

necessario considerare alcuni punti fondamentali. Infatti, la dimensione, la
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carica e la chimica superficiale, devono essere attentamente monitorati in
fase di fabbricazione, perché da queste proprieta dipendono
I’internalizzazione cellulare e la successiva capacita di attraversamento
della membrana endosomiale, eventi questi ultimi, strettamente necessari
per realizzare un targeting subcellulare. Allo stesso tempo, il processo di
uptake cellulare non dovrebbe alterare radicalmente le proprieta
fotofisiche dei QDs, in modo da limitare i fenomeni di quenching e quindi
consentire alle nanoparticelle (Nps) TSPO-QD@SiO, di essere
effettivamente localizzate all’interno dei mitocondri attraverso i mezzi di
rilevamento ottico del segnale fluorescente. Infine, la selettivita per i
mitocondri richiede che ci sia un effettivo legame tra ['unita di
riconoscimento ed il recettore TSPO, pertanto il ligando dovrebbe
conservare la sua funzione biologica anche dopo essere stato coniugato
alle NPs. In questa prospettiva, di recente nel nostro laboratorio é stato
progettato e sintetizzato un nuovo ligando del TSPO caratterizzato da una
struttura 2-fenilimmidazo [1,2-a] piridin acetammidica, caratterizzato in
particolare da un gruppo carbossilico potenzialmente derivatizzabile[27].
Questo stesso ligando é stato ultilizzato per la coniugazione con i gruppi
ammino terminali di superficie del dendrimero fluorescente G(4)-
PAMAM, mantenendo la sua, ampiamente dimostrata affinita e selettivita
di legame nei confronti del TSPO. Sulla base di questi risultati, nel
presente lavoro € stata progettata e realizzata una nuova nanostruttura
basata sulla coniugazione dello stesso ligando TSPO con le nanoparticelle
Qd@SiO;, NPs. Inoltre, il sistema é stato ampiamente analizzato attraverso
la combinazione di tecniche di caratterizzazione opportunamente scelte per

indagare la sua effettiva capacita di visualizzazione in vitro dei mitocondri.
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Scheme 1. A) Schema sintetico delle nanoparticelle TSPO-QD@SiO;

NPS mediante rivestimento dei QDs (step 1) con una shell di silice, che e
stata funzionalizzata con gruppi amminici per reazione con 3-
(aminopropil)trimetossisilano (step 2) e successivamente coniugata con il
ligando TSPO (step 3). B) Schema illustrativo del processo di
riconoscimento molecolare tra TSPO-QD@SiO, NPS ed il recettore
TSPO, principalmente localizzato nella membrana mitoconriale esterna.
C): legenda dei simboli utilizzati nei pannelli A e B. Fanizza et al.
Nanoscale, 2016, 8, 3350-3361.

5.3.2 Caratterizzazione morfologica ed ottica delle nanoparticelle TSPO-
QD@SIiO; NPS
In questo lavoro sono state sfruttate le eccezionali proprieta fotofisiche dei
QDs idrofobici, per lo sviluppo di una sonda fluorescente altamente
selettiva per il targeting mitocondriale. Il rivestimento con silice dei Qds é
stato realizzato mediante un approccio in microemulsione acqua-in-olio
[30,31,33] (Schema 1A, step 1 e Fig.1), con diverse finalita, quali ad
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esempio, ottenere NPs dispersibili in un mezzo acquoso, proteggere i QDs
evitando fenomeni di quenching del segnale, limitare il rilascio di ioni di
metalli pesanti citotossici dai QD all’ambiente circostante. Questa
strategia sintetica, consente di controllare la sintesi delle nanoparticelle
core-shell QD@SIO, in un range di dimensioni di poche decine di
nanometri di diametro, che & considerata, in linea di principio,
ladimensione ideale per le NPs affinché possano penetrare in modo
efficiente le membrane cellulari[36]. Inoltre, come riportato in precedenza,
[30,31,33] la distribuzione dimensionale dei size delle nanostrutture core-
shell, la molteplicita del core, lo spessore della shell di silice, tutti fattori
determinanti per l'applicazione di tali nanostrutture come sonde ottiche in
vitro, possono essere efficacemente controllati modulando la
composizione della microemulsione acqua-in-olio, la concentrazione dei
Qds e del precursore della shell di silice (TEOS). Mentre le dimensioni e
la distribuzione dimensionale influenzano 1’uptake cellulare, lo spessore
del guscio di silice e la sua uniformita, hanno un impatto sulla fotostabilita
della nanostruttura in vitro. Per tale ragione, sono stati selezionati
opportuni rapporti molari tra QD e TEOS

Al fine di raggiungere nanostrutture colloidali QD@SiO, abbastanza
piccole di dimensioni (26 nm), con una buona monodispersivita
(6%=15%) e con un guscio di silice di spessore 10 nm (% =17%) (Fig.
1B), che riveste omogeneamente i QDs. Un tale valore di spessore della
shell, ¢ idoneo per isolare i QDs dall'ambiente, limitarne i fenomeni di
guenching, e conseguentemente renderlo un probe ottico valido per
I’imaging in vitro (Fig.2). Infatti una shell di silice non omogenea e troppo
sottile (<10 nm) non sarebbe in grado di impedire efficacemente le
interazioni dei QD con i mezzi fisiologici, inducendo in tal modo
guenching in emissione. La superficie delle NPs é stata funzionalizzata

con gruppi NH, mediante una reazione con 3-
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(amminopropil)trimetossisilano (NH,-QD@ SiO,NP, Schema 1, step 2) al
fine di fornire dei siti di ancoraggio per il successivo legame con il ligando
del TSPO, sfruttando la reattivita del gruppo carbossilico di quest’ultimo,
appositiamente introdotto nella struttura. Tra i diversi protocolli riportati in
letteratura per le reazioni di coniugaione, é stato scelto quello che ha
previsto la dispersione in etanolo delle nanoparticelle NH,-QD@SiO; e
del ligando TSPO, e I’aggiunta di BOP, come agente di accoppiamento, €
DIPEA come ammina organica per regolare il pH, promuovere
I'attivazione dei gruppi carbossilici dei ligandi ed indurre una rapida
reazione di amminolisi. Il rapporto molare dei gruppi NH;, calcololati
secondo il noto saggio della ninidrina (descritto dettagliatamente nella
sezione materiali e metodi, paragrafo 4.2), ed il ligando TSPO, € stato
fissato a circa 5. In particolare, NH,-QD@SiO,NPs contenenti 2,2 pmol di
gruppi NH, hanno reagito con 0.4 pumol di ligando TSPO, in presenza di
agenti reticolanti, come riportato nella sezione materiali e metodi. Queste
condizioni di reazione, caratterizzate dall'uso di un grande eccesso di
gruppi  NH, rispetto alla quantita di ligando TSPO, sono state
appositamente selezionate per ottenere solo una parziale neutralizzazione
dei gruppi NH; in seguito alla coniugazione. In effetti, I'elevata capacita di
binding del ligando TSPO, dimostrata in studi precedenti, ha suggerito che
la frazione di ligando efettivamente esposta sulla superficie del TSPO-
QD@SIO, NPs potrebbe effettivamente essere in grado di riconoscere i
mitocondri anche a bassa concentrazione[27]. Invece, la presenza di gruppi
NH, residui liberi sulla superficie di TSPO-QD@SiO, NPs potrebbe
migliorare la loro stabilita colloidale in mezzo fisiologico e fornire una
carica positiva di superficie, utile per I’internalizzazione delle Nps ed il
successivo direzionamento ai mitocondri. Inoltre, ulteriore gruppi NH,
liberi, potrebbero rimanere a disposizione per eventuali reazioni di

coniugazione con agenti terapeutici e/o diagnostici.
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Fig.1. Immagini TEM (A, B) e relative distribuzione dimensionale (size)
(C, D) di CdSe@ZnS QDs (A,C) e QD@SIiO; (B, D), rispettivamente.
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Fig.2. Intensita di fluorescenza dei QD (linea arancione) e QD@SIO,
(linea blu).

Nelle figure 3 e 4 sono riportate le analisi ottiche e morfologiche delle
nanoparticelle TSPO-QD@SiO, NPs. Lo spettro di assorbimento UV-Vis
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(Fig.3B) combina le caratteristiche di assorbimento caratteristiche del
ligando TSPO (le due bande centrate rispettivamente, a 254 e 333 nm,
fig.3A, linea verde), con il profilo di assorbimento UV-Vis delle NH,-
QD@SIiO, NPs (Fig.3A, linea blu), evidenziando cosi il successo della
reazione di coniugazione nelle condizioni sperimentali specifiche, vale a
dire, il tipo di reazione di coniugazione, rapporto molare del reagente,
mezzo di reazione, temperatura e tempo. Lo spettro di assorbimento UV-
Vis della sospensione TSPO-QD@SIO, Nps (Fig.3B) permette di stimare
la concentrazione di ligando TSPO legata, in tutto il campione, come
descritto nella sezione materiali e metodi. A partire da una sospensione 0,3
mg/mL di NH,-QD@SiO, NPs contenente 2,2 umol/mL di gruppi NH, la
concentrazione di ligando TSPO che é stata riscontrata e stata: 24 pg/mL
(0.05 pmol di TSPO in 1 mL di sospensione TSPO-QD@SiO, NPs,
quindi poche centinaia di molecole di ligando per nanoparticella) pertanto

e plausibile che sia rimaso un grande numero di NH liberi.
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Fig.3 Spettri di assorbimento UV-Vis e fluorescenza (PL) di sospensioni
di NH,-QD@SiO, NPs diluite 1:20 (A, linea blu), di TSPO-QD@SIO;
NPs (B, linea viola) e di una soluzione in etanolo del ligando TSPO (10
uM) (A, linea verde). Immagine TEM di TSPO-QD@SiO, NPs (C, scala:
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10 nm), sketch della nanostruttura e foto del campione illuminato sotto una

lampada UV (D). Nanoscale, 2016, 8, 3350-3361.
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Fig.4 Spettri FTIR del ligandoTSPO (A, B), TSPO-QD@SIiO, NPs (C,D)
e di NH,-QD@SiO, NPs (E,F) insieme agli sketches della molecola di
ligando e delle nanostrutture. Nanoscale, 2016, 8, 3350-3361.

E’ da sottolineare il fatto che il campione conserva le proprieta di
emissione dei QDs incontaminate, rappresentate da una banda stretta
centrata a PL 575 nm [Aex = 400 nm, leggermente spostato verso il rosso
rispetto alla banda di emissione del core dei QD (Fig.2)[33],
corrispondente alla regione arancio dello spettro visibile, come rivelato
anche dalla foto del campione illuminato sotto la lampada UV (Fig.3D).

Inoltre, puo essere osservato un leggero spostamento della PL verso il blu
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nello spettro di TSPO-QD@SIiO, NPs (Fig. 1B, linea viola) rispetto a
NH,-QD@SiO, NPs (Fig.3A, linea blu), e cio puo essere ragionevolmente
attribuito all’ ulteriore step di coniugazione con il ligando TSPO, che
potrebbe aver rimosso una frazione delle NPS, probabilmente quelle a piu
alta molteplicita di nucleo[33]. La resa quantica relativa (quantum yeld) di
TSPO-QD@SiO; NPs (QYrtspo-opasio-=11%) € leggermente diminuito
rispetto a NH»-QD@SiO, NPs (QYnh.-opasio: =15%), a conferma del
mantenimento delle peculiari proprieta ottiche dei Qds luminescenti. Al
fine di escludere qualsiasi contributo legato all’assorbimento non specifico
del ligando TSPO sulla superficie di NH,-QD@SiO, NPs, & stata
preparata, in parallelo, una miscela fisica contenente NH,-QD@SiO, NPS
e ligando TSPO libero, nelle stesse condizioni sperimentali ottimizzate per
la preparazione dei TSPO-QD@SiO, NPs ma senza I’aggiunta degli agenti
promotori della coniugazione. Dopo la purificazione, sono state eseguite
misure di assorbimento UV-Vis sulle NPs recuperate (Fig.5). Nello spettro
di assorbimento UV-Vis della miscela purificata (Fig.5 B), non € stato
rilevato il caratteristico assorbimento del legante TSPO, si deduce cosi che
la formazione di un legame covalente avviene solo quando la reazione di
coniugazione avviene in presenza di agenti di reticolazione, come descritto

in precedenza.
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Fig.5. A) Spettri di assorbimento UV-Vis del ligando TSPO al variare
della sua concentrazione nel range 0.1-20 uM, e curva di calibrazione

(inserto) del ligando TSPO espressa come assorbanza a 254 nm in
funzione della concentrazione di ligando (€254 nm=35945+710 L cm-‘/mol);

B) Spettro di assorbimento UV-Vis di NPs dopo adsorbimento fisico del
ligando TSPO sulla superficie di NH,-QD@SiO,.

In Fig.4 sono mostrate I’analisi FTIR di QD@SiO, NPs prima e dopo la
coniugazione con il ligando TSPO e quella del solo ligando TSPO (Fig.4
A e B). Lo spettro FTIR di TSPO-QD@SiO, NPs (Fig.4 C e D) mostra
chiaramente due picchi a 1739 e 1475 cm™ ascrivibili allo stretching del
gruppo ammidico ed allo stretching simmetrico del C=C dell’anello
aromatico del ligando TSPO, rispettivamente. Inoltre, e visibile una banda
intensa da 1200 a 1000 cm™, attribuibile allo stretching simmetrico ed
asimmetrico della rete silossanica Si-O-Si del guscio di silice.

Il nanosistema TSPO-QD@SIiO; é stato ulteriormente caratterizzato dal
punto di vista strutturale mediante indagini TEM, analisi DLS e
misurazioni di potenziale zeta, poiché I’impiego di tale nanostruttura
ibrida come sonda di imaging a livello subcellulare, necessita I'accurato
controllo di dimensioni, morfologia e di carica superficiale. Infatti, questi

parametri chimici e fisici influenzano significativamente i processi di
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uptake cellulare, adsorbimento di membrana, trasporto di membrana, cosi
come il destino intracellulare delle NPs all’interno della cellula ed il
delivery verso I’organulo bersaglio. La morfologia dei TSPO-QD@SIO,
indagata mediante analisi TEM (Fig.3 C), rivela che le nanoparticelle
hanno una dimensione di circa 29 nm, sono piuttosto monodisperse
(6%=7%), e con una struttura core-shell caratterizzata da un core di QDs
sia multipli che singoli racchiuso in una shell di silice. L'indagine TEM
evidenzia inoltre che in seguito alla funzionalizzazione dei QD@SiO;, non
si € verificata nessuna significativa aggregazione o modifica della
geometria della nanostruttura (Fig.1B) e che le QD@SiO, NPs preservano
la loro inziale dimensione e distribuzione dimensionale. Il diametro
idrodinamico, la stabilita colloidale e la densita di carica di superficie delle
nanoparticelle luminescenti QD@SiO,, sono stati determinati mediante
analisi DLS e misurazioni di potenziale zeta, in ogni fase di
funzionalizzazione, e quindi per i QD@SIiO, NP, NH,-QD@SiO, NP, ed
infine per i TSPO-QD@SIiO, NPs (Fig.6). L’analisi DLS indica
chiaramente una distribuzione dimensionale monomodale, per ogni
composto, suggerendo cosi che non si sia verificata aggregazione delle
NPs in mezzo acquoso, ed un aumento del diametro medio passando dai
QD@SIiO, NP ai TSPO-QD@SiO, NP, come prevedibile a causa della
coniugazione con il ligando TSPO (Fig. 6A). In particolare, & stato
registrato un diametro medio di 37 (PDI 0,175+0,020), 39 (PDI
0,188+0,017) e 50 nm (PDI 0,190+0,025) per le diverse nanostrutture,
rispettivamente. Le dimensioni del sistema TSPO-QD@SiO, NP valutate
con la TEM (~29 nm) risultano differenti rispetto a quelle ottenute con la
DLS. La ragione e riconducibile alla semplice considerazione che
I'osservazione TEM é in grado di rilevare solo la frazione inorganica della
nanostruttura ibrida. Viceversa, il valore di diametro idrodinamico piu alto

(50 nm) risultante dalle indagini DLS, considera la presenza oltre che della
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componente inorganica, anche del ligando TSPO, della funzionalizzazione
della superficie delle NPs, del guscio di idratazione, e anche dei controioni
in eccesso. Infine, le misure di potenziale zeta, hanno chiarito I'effetto
sulla carica superficiale delle NPs luminescenti, in ogni fase del processo
di funzionalizzazione. In seguito all’inserimento di gruppi amminici, le
nanoparticelle QD@SIO, cariche negativamente (-32,0+2,0 mV, Fig. 6B,
linea rossa) diventano cariche positivamente (14,6+0,3 mV, Fig. 6B, linea
blu), in accordo con i valori riportati in letteratura.[30] L’ ulteriore
coniugazione con il ligando TSPO risulta in un valore medio di
potenziale di 11,7+0,7 mV (Fig.6B, linea viola). Il valore leggermente
meno positivo di TSPO-QD@SiO, NP rispetto a quello del campione
ammino funzionalizzato € ascrivibile alla diminuzione dei gruppi
amminici liberi presenti sulla superficie del TSPO-QD@SiO, NP, a causa
della loro neutralizzazione parziale per formazione di un legame covalente
con il gruppo carbossilico della porzione direzionante. Questa evidenza
rappresenta un’ulteriore conferma del successo della reazione di
coniugazione. Inoltre, il valore positivo di { potenziale osservato per NH,-
QD@SIO, e TSPO-QD@SiO, NP suggerisce che le nanostrutture sono
protonate e portano una carica positiva a pH fisiologico. Questa
caratteristica e auspicabile per promuovere in una prima fase, l'adesione
delle NP sulle membrane cellulari cariche negativamente per mezzo di
attrazioni elettrostatiche, e poi in una seconda fase, il trasporto delle NP
nel citoplasma mediante endocitosi per adsorbimento[1,2]. Inoltre, studi
precedenti hanno ampiamente dimostrato che le nanostrutture cariche
positivamente potrebbero anche indurre la fuga endosomiale, attraverso
diversi meccanismi, il modello piu popolare dei quali & I’effetto osmotico
0 detto anche effetto "proton sponge”[1,2]. In realtd, come riportato in
precedenzal[2], la dimensione di TSPO-QD@SiO, NP, nel range

submicrometrico, dovrebbe garantire un uptake cellulare per endocitosi
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energia dipendente, che e di solito limitato a particelle <100 nm o al
massimo di alcune centinaia di nm di diametro. A questo proposito,
Marrache et al. [2], hanno riportato un'indagine sistematica sull’effetto
della dimensione e della carica di superficie di QDs funzionalizzati con
TPP in cellule di cancro ovarico HelLa. Questi ricercatori hanno dimostrato
che le particelle piu piccole (80-100 nm) venivano maggiormente
internalizzate, e che, a parita di diametro idrodinamico delle
nanoparticelle, 'uptake aumentava per 1 QDS funzionalizzati con TPP con
carica superficiale postiva pari a 1.3 mV, rimanendo costante fino ad una
carica superficiale di 22 mV, e con un parallelo aumento dell’uptake

mitocondriale.
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Fig.6 Distribuzione dei size di ottenuti mediante DLS (A) e potenziale zeta
(B) di QD@SiO, NPs (linea rossa), NH,-QD@SiO,NPs (linea blu) e di
TSPO-QD@SiO, NPs (linea viola), e sketch della relativa superficie di

silice.
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5.3.3 Studi in vitro di citotossicita, destino intracellulare e
colocalizzazione di NH,-QD@SIiO, e TSPO-QD@SiO;, NPs in cellule C6

di glioma di ratto.

Le cellule C6 glioma di ratto sono state selezionate quale modello
cellulare adeguato per effettuare esperimenti di citotossicita, di destino
intracellulare e studi di co-localizzazione, dal momento che over-
esprimono il recettore mitocondriale TSPO. Al fine di selezionare una
concentrazione di Nps adatta e non tossica da utilizzare per gli esperimenti
di internalizzazione cellulare, e stata valutata la sopravvivenza cellulare
delle cellule C6, dopo esposizione per 72 h a NH,-QD@SiO, NP, prima e
dopo coniugazione con il ligando TSPO.

La figura 7A presenta il profilo di vitalita cellulare ottenuto mediante il
saggio MTT, variando la concentrazione delle NPs nell'intervallo 0,0001-
0.1 mg/mL; si evince che NH,-QD@SIiO, NP e TSPO-QD@SiO, NP
hanno determinato una citotossicita concentrazione-dipendente, ed i valori
di 1Csy stimati sono stati 0.040+0.003 e 0.030+0.002 mg/mL,
rispettivamente e paragonabili tra di loro. Pertanto, per gli esperimenti
successivi e stata utilizzata la concentrazione di 0.010 mg/mL per
entrambi i campioni, corrispondente ad una concentrazione di QDs di circa
0.0045 mg/mL e 0.0033 mg/mL per NH,-QD@SiO; e TSPO-QD@SIiO,
NP, rispettivamente. Gli esperimenti in vitro di destino intracellulare e gli
studi di co-localizzazione sono stati eseguiti con TSPO-QD@SiO, NP, per
esplorarne la capacita di entrare nelle cellule bersaglio e quindi dirigersi
verso i mitocondri. La valutazione quantitativa dell’effettivo targeting
subcellulare di TSPO-QD@SiO, NP ¢é stata ottenuta utilizzando due
tecniche complementari: il frazionamento subcellulare e la microscopia
confocale a scansione laser. In particolare, per la prima tecnica, le cellule

di glioma C6 sono state esposte a ciascuno dei due tipi di campioni di NP
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(0.010 mg/mL) per 12 h e poi frazionate nelle varie componenti nucleare
(N), mitocondriale (M), lisosomiale (L), microsomiale (Mic) e frazione
solubile (S), per mezzo di una centrifugazione differenziale[27]. La
caratteristica PL dei QDs é stata sfruttata per sondare e quantificare la
quantita di NP legate alla membrana cellulare, e successivamente
internalizzata nel citoplasma o traslocata ai mitocondri. La figura 7B
mostra il confronto tra i valori di PL media (eccitazione fissata a 400 nm
ed emissione a 570 nm di lunghezza d'onda) registrati nella frazione
lisosomiale (L), nucleare (N), microsomiale (Mic), solubile (S) e
mitocondriale (M) dopo esposizione delle cellule C6 alle NPs amino
funzionalizzate o TSPO-direzionate. Quando le cellule C6 sono state
trattate con TSPO-QD@SiO, NP, la fluorescenza media ottenuta nella
frazione mitocondriale recuperata € stata di circa il 40%. Un valore di
intensita PL significativo e stato rilevato anche nella frazione lisosomiale
(27%), mentre valori medi PL meno intensi sono stati recuperati nelle
frazioni nucleari (4%), microsomiale (5%) e solubile (10%). Al contrario,
le Np luminescenti amino funzionalizzate e non direzionate, hanno fornito
una diversa distribuzione intracellulare del segnali di PL. Infatti, il valore
medio di PL rilevato nella frazione mitocondriale (8%) era
significativamente inferiore rispetto a quello osservato per le TSPO-
QD@SIiO, NPs. In questo caso, il valore di intensita PL superiore ¢ stato
registrato nella frazione lisosomiale (33%), ed un segnale di PL non
trascurabile é stato rilevato anche nella frazione solubile (15%). Infine, i
valori di PL nel mezzo microsomiale e nella frazione nucleare sono stati 5
e 6%, rispettivamente (Fig.7B). | risultati ottenuti dallo studio di
frazionamento subcellulare, hanno chiaramente dimostrato il verificarsi
della internalizzazione cellulare sia delle Np ammino funzionalizzate che
di quelle TSPO direzionate, per mezzo di un meccanismo di

endocitosi[37-39]. In effetti, € ben documentato che nanoparticelle con
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dimensioni < 50 nm e carica superficiale >10 mV, possono subire una
elevata internalizzazione cellulare attraverso un processo di uptake non
specifico, ossia di endocitosi per adsorbimento. Pertanto, in questo caso,
e ragionevole assumere che, le cariche positive sulla superficie delle NP
ammino funzionalizzate, (con dimensioni <50 nm e carica superficiale
>10 mV) possono promuovere interazioni ioniche con le componenti
anioniche della membrana cellulare (quali glicoproteine, proteoglicani)
avviando cosi la loro rapida diffusione attraverso la membrana,
principalmente attraverso un meccanismo di endocitosi clatrina mediato,
ed il trafficking delle Nps wverso il compartimento acido
endosoma/lisosoma. Infatti, i valori medi di PL registrati per entrambi i
campioni nella frazione lisosomiale, suggeriscono che le nanoparticelle
sono inglobate in vescicole in seguito all’endocitosi clatrina dipendente, e
che, quando sono in grado di uscirne, vengono intrappolate dai lisosomi.
D’altra parte, la localizzazione delle NP nei compartimenti subcellulari
diversi dai lisosomi, ha anche definitivamente confermato la capacita di
una frazione significativa di NP di distrurre gli organuli endosomiali e
quindi diffondere nel citoplasma delle cellule viventi. La fuga dal
compartimendo endo-lisosomiale osservata per entrambi i sistemi di NP,
direzionate e non direzionate, potrebbe essere attribuita principalmente all’
effetto osmolitico o anche noto come effetto "proton sponge"” che é stato
ampiamente riportato in letteratura come il piu popolare modello di
meccanismo atto a giustificare la capacita di fuga di NP cationiche dai
compartimenti endo-lisosomiali[40]. Tale effetto si basa sull'assorbimento
di protoni nel compartimento endosomiale, grazie alla capacita
tamponante dei gruppi amminici liberi in eccesso presenti sulle NP, che
comporta una riduzione dell’acidita locale, con conseguente attivazione
della pompa protonica ATPasi dipendente transmembrana, verso il

trasporto addizionale di protoni e controioni all’interno dell’endosoma, al
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fine di raggiungere il pH richiesto nell’ultimo stadio della maturazione
delle vescicole (late endolysosome). Questo differenziale di forza ionica é
plausibilmente responsabile dell’induzione del rigonfiamento osmotico ed
in ultima analisi dell’eventuale rottura della membrana endosomiale,
causando cosi il rilascio delle NP luminescenti nel citosol, con
conseguente possibilita di direzionamento delle stesse a livello
mitocondriale[41].

Inoltre, la rottura della membrana degli organelli, quali endosomi e
lisosomi, potrebbe avvenire anche con un meccanismo diverso, ossia
grazie all’attrazione elettrostatica tra la superficie carica positivamente
delle NP e la membrana degli organuli carica negativamente[42]. E
interessante notare che il valore di intensita PL (40%) registrato nella
frazione mitocondriale dopo incubazione delle cellule con TSPO-
QD@SiO,NP, dimostra univocamente I'elevata selettivita di questo verso
il recettore mitocondriale. Al contrario, le Np non direzionate, NH,-
QD@SIO,, come prevedibile, si localizzano principalmente nelle frazioni
lisosomiali e solubili (Fig.7B). Questi risultati indicano che solo il sistema
TSPO-QD@SiO, NP ¢ in grado di dirigersi selettivamente al mitocondrio,
confermando l'efficienza di riconoscimento molecolare del ligando TSPO
verso lo specifico recettore di membrana mitocondriale, anche in seguito
al suo ancoraggio sulla superficie di silice. Inoltre, lo studio di
localizzazione subcellulare ha dimostrato che il valore di intensita media
PL registrato nella frazione mitocondriale & stato del 40% per il
nanosistema TSPO-QD@SiO, NP (contro I' 8% per le NP non
direzionate), mentre per la nanostruttura precedentemente riportata basata
su dendrimeri G(4)-PAMAM-FITC, il valore di intensita media PL
recuperato nella frazione mitocondriale é stato del 39% per il dendrimero
direzionato al TSPO, contro il 21% per il non direzionato G(4)-PAMAM-

FITC[27]. Tale confronto indica chiaramente una maggiore specificita di
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localizzazione nel compartimento subcellulare mitocondriale dei QD
luminescenti colloidali rispetto ai dendrimeri G(4)-PAMAM-FITC,
dimostrando cosi anche la loro superiore selettivita di targeting

mitocondriale.
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Fig.7. A) Profili di vitalita cellulare-concentrazione ottenuti incubando le
cellule C6 di glioma di ratto cells per 72 h con QD@SiO, NPs (curva blu)
e TSPO-QD@SIiO, NPs (curva viola). Ogni punto rappresenta il valore
medio di tre esperimenti indipendenti. B) Frazioni subcellulari di cellule
C6 dopo incubazione con QD@SiO, NPs (barre blu) e TSPO-QD@SIO;
NPs (barre viola). Sigle: microsomiale (Mic), solubile (S), lisosomiale (L),
mitocondriale (M) e nucleare (N). Valori statistici: p < 0.001 (***) sono
stati stimati usando il two-way ANOVAtest ed il Bonferroni post hoc test.
| dati rappresentano media £ SD, n=3.

Le abilita di internalizzazione cellulare e di targeting mitocondriale sono
state dimostrate anche mediante studi di co-localizzazione cellulare. Le
immagini in Figura 8 mostrano le cellule C6 di glioma di ratto incubate
con il composto fluorescente NH,-QD@SiIO, NP (Fig.8, pannello
superiore) 0 TSPO-QD@SiO; (Fig.8, pannello inferiore) e visualizzate in
microscopia confocale a scansione laser in cellule non fissate ma vitali, per
evitare gli artefatti derivanti dalla fissazione delle cellule[27]. L’indagine
di microscopia confocale a scansione laser ha confermato I'alta qualita e la
robustezza del nanosistema QD@SIiO, NP, anche alle molto basse

esplorate concentrazioni di QD, nell’ordine dei nanogrammi. Un'alta
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sensibilita di PL & stata raggiunta senza [I’innestarsi di alcun
photobleaching, anche in seguito a continua esposizione alla luce, non solo
durante l'acquisizione dell'immagine, ma anche nel set di esperimenti
successivamente ripetuti e per periodi molto piu lunghi. Per gli studi
cellulari di co-localizzazione, la caratteristica PL rossa del nucleo dei QD
consente la localizzazione di QD@SiO, NP, mentre il MitoTracker verde,
usato come marcatore specifico dei mitocondri, permette la localizzazione
dei mitocondri. La sovrapposizione dei segnali di PL risulta in
un’immagine di fluorescenza multicanale, che fonde il contributo di
entrambi i probes e rappresenta un metodo efficace per valutare la co-

localizzazione.

Fig.8. Immagini confocali rappresentative di cellule C6 incubate con
QD@SIO, NPs (A, Al, A2, A3, A4) eTSPO-QD@SiO, NPs (B, B1, B2,
B3, B4). Campo chiaro (A, B), verde (Al, B1), rosso (A2, B2), overlay
(A3, A4, B3, B4). Scala= 10 pum.

Le immagini in campo chiaro (Fig.8, pannelli A e B), e dei canali verde
(Fig.8, pannelli Al e B1) e rosso (Fig.8, pannelli A2 e B2) sono mostrate
in figura 8 insieme alle immagini di sovrapposizione (Fig.8, pannelli A3,
B3 e A4, B4). In particolare, I’'immagine di micrcoscopia confocale delle
cellule incubate con le nanoparticelle TSPO-direzionate rivela che la
maggior parte delle zone rosse (Fig.8, pannello B2) converge al giallo
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nell'immagine di sovrapposizione (Fig.8, pannello B3) come risultato della
sovrapposizione della PL rossa dei QD con quella verde specifica del
marcatore mitocondriale (Fig.8, pannello B1). Questa prova ottica e la
concomitante mancanza di sovrapposizione del rosso della PL dei QDs e
del verde del marcatore mitocondriale, nel pannello di sovrapposizione
relativo al campione NH2-QD@SiO, NP (Fig.8, pannello A3), sono in
grado di supportare in modo efficace i risultati ottenuti dall’esperimento di
frazionamento subcellulare. Queste evidenze, considerate insieme,
confermano D’effettiva capacita di direzionamento selettivo del sistema
TSPO-QD@SiO,; NP ai mitocondri. Inoltre, un’esperimento di co-
localizzazione & stato eseguito, nelle stesse condizioni sperimentali, in
presenza di un marcatore lisosomiale, LysoTracker verde. Entrambi i
sistemi, TSPO-direzionato e non direzionato, hanno mostrato una co-
localizzazione a livello lisosomiale, in accordo con il proposto

meccanismo di uptake cellulare per endocitosi (Fig.9).

Fig.9. Immagini rappresentative di cellule vitali C6, marcate con
LysoTracker verde (A1, B1) NH,QD@SiO, NPs (A2) e TSPO-QD@SIO,
NPs (B2). Sovrapposizione (A3, B3), la co-localizzazione é evidenziata
dalla convergenza al giallo delle fluorescenze rossa e verde. Scala = 10

um.
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| risultati di fluorescenza degli studi co-localizzazione sono rappresentati
graficamente in uno scatterogramma, in cui I’intensita di un canale e
rappresentato contro I’intensita del secondo canale per ciascun pixel (Fig.
10). I pixel di entrambi i canali aventi identica posizione nell’immagine,
possono essere considerati come una coppia. Nella regione 3 di
dispersione sono presentati i pixel co-localizzazione. | pixel di co-
localizzazione misurati per NH,-QD@SiO, NP e TSPO-QD@SiO, NP
sono stati rispettivamente il 7% e il 58% del totale, evidenziandoun buon
accordo tra i risultati ottenuti dagli esperimenti di frazionamento
subcellulare e quelli di microscopia confocale. Inoltre, i corrispondenti
coefficienti di sovrapposizione di Manders[43] calcolati per i nanosistemi
non mirati e mirati, come media di tre diverse immagini indipendenti, sono
0.09 e 0.49 rispettivamente. 1l valore del coefficiente di Manders’
superiore misurato per il sistema TSPO-QD@SIiO, NP conferma la co-
localizzazione dei canali verde e rosso, rappresentanti, rispettivamente, la
PL del marker mitocondriale e quella rossa dei QDS. Questa evidenza
conferma indubbiamente che solo le nanoparticelle TSPO-QD@SiO, sono
state selettivamente convogliate al mitocondrio, dal momento che ¢ stata
ottenuta una trascurabile localizzazione mitocondriale con il nanosistema
ammino funzionalizzato NH,-QD@SiO, NP.
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Fig.10. Analisi di co-localizzazione in cellule C6 di glioma di ratto

marcate con due markers. Tutti i pixels delle immagini A3 e B3, riferite a
cellule C6 trattate con QD@SiO, NPs e con TSPO-QD@SiO, NPs,
rispettivamente e riportate in Fig.8, sono visualizzati negli scatterogrammi
A e B in cui vengono confrontati i due canali delle immagini. | pixel di
entrambi i canali che hanno posizioni identiche nell’immagine, possono
essere considerati come una coppia. Di conseguenza, ogni coppia di pixel
ha due intensita, una per ogni canale. Le intensita dei due canali sono
riportate sugli assi dei grafici di dispersione. Nella regione 3, sono

visualizzati i pixel di co-localizzazione.

5.4 Conclusioni

In questo lavoro € stato riportato lo sviluppo di nanomateriali
multifunzionali ibridi basati su QD luminescenti come agenti di bio-
imaging, in grado di riconoscere la proteina di traslocazione
mitocondriale. In particolare, e stato efficacemente sintetizzato un
nanosistema per I’imaging direzionato al TSPO, utilizzando NH,-
QD@SIO;, come piattaforma di base per 1’ulteriore legame covalente con

il ligando altamente affine e selettivo per il TSPO caratterizzato da un
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gruppo carbossilico derivatizzabile. Le nanoparticelle QD@SiO, NP si
sono dimostrate un sito di ancoraggio del ligando TSPO ottimale,
preservandone inalterata la sua capacita di riconoscere la proteina
mitocondriale. Il nanomateriale luminescente TSPO direzionato basato su
QD, ha acquisito la fluorescenza caratteristica dei QD ed uno spettro di
assorbimento che combina le caratteristiche dei QD e del ligando TSPO. Il
nanosistema € caratterizzato da una superficie carica positivamente, una
dimensione nel range submicrometrico, con un diametro idrodinamico di
circa 49 nm e una ristretta distribuzione dimensionale. La capacita
dell’agente di imaging TSPO-QD@SiO, di essere internalizzata in cellule
C6 di glioma di ratto e direzionarsi allo specifico bersaglio mitocondriale
TSPO, e stata valutata mediante tecniche di frazionamento subcellulare e
microscopia confocale. | risultati complessivi hanno dimostrato,
univocamente, la capacita del nanosistema TSPO-QD@SiO, NP di
riconoscere lo specifico bersaglio mitocondriale, mentre € stato rilevata
solo una quasi trascurabile localizzazione ai mitocondri del sistema NH,-
QD@SiO, NP. Inoltre, questi nanosistemi direzionati al TSPO, sono
altamente luminescenti e stabili, e combinano in un'unica struttura una
straordinaria resistenza al photobleaching sotto continua esposizione alla
luce durante ’acquisizione delle immagini di microscopia confocale, e
I’elevata selettivita del ligando verso il TSPO. Il nanosistema luminescente
mutlifunzionale risultante, possiede una selettivita unica come agente di
imaging mitocondriale e di conseguenza un significativo potenziale
impatto per future applicazioni in campo biomedico, sia per la diagnosi

che per la terapia.
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Capitolo 6

OSSERVAZIONI CONCLUSIVE GENERALI

In questo lavoro di tesi, sono state realizzate e descritte nuove strategie di
direzionamento all’epatocarcinoma di farmaci antitumorali mediante sistemi
nanoparticellari e di visualizzazione in cellule tumorali della proteina di

traslocazione mitocondriale TSPO.

In particolare, e stato progettato e realizzato un nanocarrier in grado di attuare un
targeting attivo del recettore per le asialoglicoproteine, ASGP-R, notoriamente
over espresso sulla superficie degli epatociti in presenza di epatocarcinoma
(HCC), rappresentato da un dendrimero PAMAM funzionalizzato con acido
lactobionico come molecola di riconoscimento del recettore, ed in grado di
veicolare il sorafenib quale farmaco antitumorale, direttamente al sito d’azione. Il
sistema si € dimostrato in grado di essere rapidamente internalizzato dalle cellule
di epatocarcinoma, di rilasciare il farmaco con una cinetica di rilascio di tipo
sostenuto, di preservare 1’efficacia farmacologica del sorafenib, ottenendo un
effetto piu duraturo nel tempo rispetto alla somministrazione del farmaco da solo.
In aggiunta, I’incorporazione del sorafenib nel dendrimero, ha permesso di
aumentare la solubilita del farmaco in ambiente acquoso. Per queste ragioni,
questo nuovo dendrimero direzionato all’ASGP-R, pud essere considerato come
un vettore adatto per la delivery selettivo di sorafenib nel citoplasma delle cellule

di cancro al fegato overesprimenti questo recettore.

Inoltre é stata esplorata una strategia di targeting epatico di tipo fisico, mediante la
realizzazione di nanovettori magnetici caratterizzati da micelle fosfolipidiche
peghilate, veicolanti all’interno SPIONSs in grado di direzionarsi sotto 1’azione di
un campo magnetico applicato dall’esterno, ed il sorafenib come agente

antitumorale. I risultati sperimentali hanno dimostrato che 1’attivita del sorafenib
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rimane invariata anche in seguito ad incapsulazione nelle micelle, che la presenza
di un campo magnetico applicato dall’esterno, promuove un’elevata
internalizzazione cellulare del sistema SPION/micelle e che il sistema
SPION/sorafenib/micelle, magneticamente direzionato, risulta in una piu efficace
attivita antitumorale. Le PEG-PE micelle hanno consentito quindi la
combinazione del farmaco con nanoparticelle magnetiche, realizzando cosi una
nanoformulazione versatile in grado di essere guidata, mediante campo
magnetico, verso specifici tessuti tumorali e che pertanto potrebbe avere un

elevato impatto nella terapia dell’HCC.

Infine, sono stati realizzati due diversi sistemi nanoparticellari in grado di
direzionarsi selettivamente a livello mitocondriale, riconoscendo la proteina di
Traslocazione mitocondriale (TSPO), attuando cosi un targeting di tipo
subcellulare. In particolare, il primo sistema e rappresentato da un dendrimero
PAMAM di quarta generazione, opportunamente funzionalizzato per il
riconoscimento selettivo del recettore TSPO con un ligando a struttura
imidazopiridinacetammidica e con FITC come fluoroforo organico per
consentirne la visualizzazione. In una fase successiva, per ovviare ai limiti legati
all’utilizzo della FITC come fluoroforo organico, ¢ stato realizzato un secondo
nanosistema in grado di direzionarsi selettivamente al TSPO, rappresentato da una
nanostruttura ibrida basata su QDs fluorescenti opportunamente funzionalizzati
per il riconoscimento del recettore TSPO, con lo stesso ligando altamente affine e
selettivo utilizzato per il dendrimero. In entrambi i casi, i risultati sperimentali
hanno confermato il grande potenziale di questi nanosistemi multifunzionali di
riconoscere lo specifico bersaglio mitocondriale e quindi di poter essere utilizzati

come agenti per I’imaging mitocondriale in vitro.
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