Raport stiintific — Etapa 1

Denumire Etapa: Dezvoltarea unui nou sistem dual de micele polimerice inteligente incarcate cu
PTX-acid ursolic (PTX-UA PMs) si evaluarea efectelor citotoxice in vitro ale PTX-UA PMs

Rezultate Etapa: micele polimerice inteligente incarcate cu paclitaxel-acid ursolic
Activitati:
Act. 1.1. Pregatirea PMs-urilor incarcate cu PTX-UA

Tn acest studiu au fost utilizati doi copolimeri, sensibili la pH, de tipul poli(2 vinil piridina)-
b-poli(etilen oxid) (P2VP-PEOQ) (Schema 1) si anume : P2VP274-b-PEQ1406, denumit in continuare
JPL 7, si P2VPss5-b-PEO2g4, denumit JPL12. Indicii reprezinta gradele de polimerizare a celor doua
secvente polimerice. Se poate observa ca raportul molar dintre P2VP si PEO este identic, dar
gradul lor de polimerizare (masa moleculara) este diferita. De aceea, a fost interesant de studiat
influenta masei moleculare.

Pregatirea sistemelor nanomicelare s-a realizat printr-o metoda de dializa pornind de la 0
solutie de copolimer in dimetilsulfoxid (DMSO). Aceeasi metoda a fost folosita Si pentru
prepararea sistemelor micelare incarcate cu PTX si acid ursolic (UA) cu diferenta ca la solutia
copolimerului in DMSO s-au adaugat cantitati diferite de medicamente. Dupa solubilizarea totala
a copolimerului si a medicamentelor, solutia obtinuta s-a adaugat intr-o membrana de dializa (12
-14 kDa) care a fost imersata ntr-un pahar Berzelius de 1L plin cu apa distilata. Timp de 24 de
ore, s-au realizat 5 schimburi de apa distilata. Dupa 24 ore, solutia din membrana a fost liofilizata
timp de 24 ore iar pudra obtinuta a fost stocata la rece, 4°C. In Tabelul 1 este prezentat planul
experimental folosit.

Astfel a fost posibila obtinerea a unor serii de micele polimerice incarcate cu PTX, UA si
PTX+UA (50/50 masic).

Act. 1.2. Caracterizarea PTX-UA PMs

Dimensiunile micelelor dispersate in PBS (pH=7.4) au fost determinate prin masuratori de
difuzie dinamica a luminii (DLS) utilizand un Malvern Nano-ZS Zetasizer (Worcestershire, Marea
Britanie). Morfologia micelelor va fi determinata prin microscopie TEM. Interactiunea dintre
medicamente si copolimer a fost investigata prin FTIR.

Tabelele 2, 3 si 4 prezinta datele obtinute prin DLS pentru suspensii micelare la o
concentratie de 0.1% in functie de temperatura si de raportul copolimer/medicament. Probele au
fost analizate la 25° si 37°C, avand n vedere potentiala lor administrare prin injectie. Au fost
determinate mai multe valori, cum ar fi : Z-average, care este diametrul mediu al micelelor, Dv-
diametrul n volum si PDI-indicele de polidispersitate.



Din acest tabel se observa clar faptul ca diametrul mediu al micelelor polimerice este strans
legat de masa moleculara a celor doi copolimeri. Proba JPL7, avand un grad de polimerizare de
aproape 4 ori mai ridicat decat cel al probei JPL 12, are dimensiuni de aproape 4 ori mai mari decat
cele ale probei JPL 12. Se constata, de asemenea, o buna corelatie intre valorile Z-average si Dv
ceea ce indica un indice de polidispersitate relativ redus. Totusi, se observa ca valorile PDI sunt
inferioare valorii de 0.1 pentru proba JPL 7 ceea ce Tnseamna ca micelele polimerice sunt foarte
bine definite. O diferenta semnificativa se poate observa si in ceea ce priveste valorile de potential
zeta (ZP). Pentru proba JPL 7, lanturile de PEO fiind mult mai lungi decét cele ale probei JPL 12
asigura o protectie mai ridicata a miezului micelei format din secventele pH-sensibile P2VP.

Din Tabelul 3 se poate observa ca atét valorile pentru Z-average cét si pentru Dv cresc cu
cresterea cantitatii de PTX fincarcata in micelele obtinute pe baza copolimerului JPL12. De
remarcat este faptul ca indicele de polidispersitate nu urmeaza aceeasi tendinta ci ramane la valori
relativ mici. Totusi, Se observa ca la cel mai mic raport copolimer/PTX, care corespunde cantitatii
celei mai ridicate de medicament, curba de distributie a diametrelor devine bimodala. Acest
comportament se poate explica prin prezenta unor agregate micelare. Putem presupune ca
medicamentul nu mai este incarcat doar n interiorul hidrofob al micelelor ci se gaseste si in
coroana hidrofila pe baza de PEO ceea ce duce la scaderea stabilitatii micelelor. Avand in vedere
prezenta grupelor OH in structura PTX, se poate presupune ca se formeaza legaturi de hidrogen
intre gruparile hidroxil ale secventelor PEO si cele ale PTX. Acest fapt este confirmat si de
scaderea potentialului zeta. O crestere foarte mare a diametrului micelelor se poate nota pentru
proba JPL12/UA-10.1. Pentru aceasta proba, potentialul zeta este aproape neutru ceea ce inseamna
ca UA se regaseste imobilizat si Tn coroana hidrofila de PEO, probabil se formeaza de asemenea
legaturi de hidrogen.

In cazul incircarii simultane a PTX si UA in micelele polimerice pe baza copolimerului
JPL12, indiferent de raportul copolimer/medicamente, se observa prezenta a doua populatii de
micele: una care ar putea corespunde micelelor incarcate cu PTX si alta a caror diametre sunt
similare cu micelele Tncarcate cu UA. Pentru aceste probe, indicelele de polidispersitate este
ridicat, ceea ce confirma alura bimodala a curbelor de distributie a diametrelor. O tendinta similara
se poate observa si in cazul copolimerului JPL 7.

La 37°C se poate nota o scadere usoara a valorilor de Z-average si Dv ceea ce se explica
prin faptul ca apa devine un solvent mai neadecvat pentru secventele PEO. Tn general, tendinta
este similara experimentelor realizate la 25°C.

Morfologia micelelor a fost analizata prin microscopie electronica in transmisie (TEM) iar
cliseele obtinute sunt prezentate in Figura 1.

Dupa cum se poate observa in Figura 1, micelele polimerice au o forma sferica iar
dimensiunea lor este putin mai mica decat cea obtinute prin DLS, asa cum este si normal avand n
vedere faptul ca probele pentru microscopie electronica sunt in stare uscata si deci coroana de PEO
nu este umflata de apa, asa cum se intdmpla in cazul testelor de DLS.



Utilizand spectroscopia n infrarosu (FTIR) au fost determinate spectrele pentru probele
JPL12, PTX, UA, JPL12-PTX-10, JPL12-PTX-5, JPL12-PTX-2, JPL12-UA-10 si JPL12-
PTX/UA-10 (Figura 2).

Tn Figura 2 se observa picurile specifice pentru :
- UA : un pic caracteristic gruparii carbonil (HC=0) la aproximativ 1715 cm™
- Principalele picuri ale Paclitaxelului sunt urmatoarele: vibratii de intindere N-H la 3479-

3300 cm™, vibratii de intindere asimetrice si simetrice CH2 la 2976-2885 cm™. Varful

situat la 1733-1704 cm™ a atribuit vibratiei de intindere C=0 din grupurile de esteri. Amida

legati a fost situati in jurul a 1647 cm™. Vibratiile de intindere a legaturii estere si vibratiile
de intindere C-N sunt situate la 1241 cm™, respectiv 1178 cm™. Absorbtia la 1075, 965 si

703 au fost atribuite legaturilor aromatice.

Picurile caracteristice ale medicamentelor, situate intre 1700 si 1600 cm™, se observi si in
spectrele micelelor incarcate, JPL12-PTX, JPL12-UA, JPL12-PTX/UA confirménd astfel prezenta
medicamentelor.

Act. 1.3. Analiza eficientei de incapsulare a PTX-UA PMs

Pentru a determina eficienta de incapsulare a ambelor medicamente, S-au construit doua
curbe de calibrare, folosind diferite concentratii de medicamente, iar valorile absorbantei acestora
au fost Tnregistrate pe un spectrofotometru Nanodrop UV-Vis. Curbele de calibrare a PTX si UA
sunt prezentate Tn Figura 3 si 4.

In Tabelul 5 este prezentata eficienta de incarcare a micelelor in functie de raportul
copolimer/medicament pentru cei 2 copolimeri studiati.

Din acest tabel se poate constata ca eficienta de incarcare in cazul PTX scade cu cresterea
cantitatii initiale de medicament, asa cum este si de asteptat. Pentru raportul cel mai ridicat
copolimer/PTX, adica pentru cantitatea initiala de PTX cea mai mica, s-a obtinut o eficienta de
incircare de 94%. O eficienta similara este observata si in cazul UA. Tn schimb, eficienta scade in
cazul in care ambele medicamente, PTX si UA, sunt incarcate simultan.

Act. 1.4. Culturi celulare

Pentru experimentele in vitro si de asemenea in vivo folosim linia celulara de soarece de
carcinom mamar 4T1, cu proprietati foarte tumorigene si invazive.

Celulele 4T1 de carcinom mamar fac parte dintr-o linie celulara inoculabila care prezinta
proprietati inalt tumorigene si invazive, spre deosebire de alte tumori. Pot metastaza spontan din
tumora primara la distanta in multiple situsuri cum ar fi limfonoduri, sange, ficat, pulmon, creier
si oase. Celulele tumorale 4T1 au céteva caracteristici care le fac pretabile ca model experimental
animal pentru cancerul de san. In primul rand, celulele tumorale de acest tip pot fi usor inoculate
in glanda mamara astfel Tncat tumora primara se dezvolta in pozitiile caracteristice din punct de
vedere anatomic. A doua caracteristicd, la fel ca si Tn cazul cancerului de sdn uman, este
reprezentatd de dezvoltarea spontand a bolii metastatice din tumora primara in cazul acestor celule.



De asemenea raspandirea progresiva a metastazelor 4T1 in limfonoduluii limfatici de drenaj si in
alte organe este foarte asemanatoare cu a cancerului de sdn uman.

Celulele 4T1 (Figura 5.) au fost cultivate in flaskuri de 75 cm? la 37°C intr-o atmosfera de
5% COg, In mediu RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) (Sigma / R8755-1L)
suplimentat cu:

- 2,4 g/L HEPES (10mM) (Sigma / H0887-100ml)

- 1 mM piruvat de Na (Sodium pyruvate solution, 100mM — Sigma / S8636-100ml)

- 2,5 g/L glucoza

- 2 g/L NaHCO3 (Sigma /S5761-5009)

- 1% ABAM (Antibiotic Antimycotic Solution — Sigma / A5955)

- 10% ser fetal bovin (Lonza DE 14-802F)

Alicoturi din celulele cultivate au fost inghetate si depozitate la -80°C pentru a asigura o
rezerva de celule similare genetic pentru toate experimentele.

Mediu de inghetare pentru celule 4T1:

95% mediu de cultura complet (RPMI + 10% ser) + 5% DMSO (dimetil sulfoxid)

Act. 1.5. Testul MTT

Efectul citotoxic al micelelor polimerice incarcate cu paclitaxel si acid ursolic (PTX-UA
PMs) a fost masurat prin test MTT. Testul MTT este un test colorimetric pentru evaluarea
activitatii metabolice a celulelor.

Pentru testarea viabilitatii celulele au fost tratate timp de 24 de ore cu diferite concentratii
de paclitaxel (PTX) (0, 0.01, 0.1 si 1 uM) si acid ursolic (UA), ambele incapsulate Th micele
polimerice si in forma pura. Am ales sa testam doua tipuri de micele polimerice, unele preparate
cu copolimer JPL12 si altele cu JPL7. Astfel testul MTT s-a efectuat pe grupele experimentale din
Tabelul 6.

Fiecare grupa experimentala a fost testatd in trei concentratii diferite dupd cum este
prezentat in Tabelul 7.

Pentru fiecare test 4x10° celule 4T1/godeu au fost insimantate in placi cu 96-godeuri si
timp de 24 ore au fost expuse tratamentelor cu concentratii corespunzatoare Tabelului 7. dizolvate
in mediu complet RPMI. Dupa cei 24 ore mediul cu tratamente a fost indepartat, celulele au fost
spalate cu PBS si a fost pipetat in fiecare godeu 100 pl de mediu fara ser cu un continut de 1 mg/ml
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), cu care au fost incubate
timp de 4 ore la 37°C. La finalul perioadei de incubare a fost indepartat mediul cu MTT si cristalele
de formazan formate in timpul incubarii au fost dizolvate in 100 ul de MTT Solubilization Solution
pe baza de izopropanol (din kitul In Vitro Toxicology Assay Kit — MTT based, Sigma /Tox-1).
Masuram absorbantele la 570 nm cu ajutorul unui cititor de placi Tecan, din care scadem
absorbantele obtinute la 650nm, absorbanta de fundal a placilor multi-godeu.

La concentratia de 0,01 uM PTX s-a observat o scaderere semnificativa a viabilitatii
celulare pentru PTX, respectiv UA fatd de martor. Ambele tipuri de micele polimerice (JPL12 si
JPL7) incarcate cu PTX si UA au determinat o scadere semnificativd a viabilitatii celulare

4



comparativ PTX neincapsulat, sugerand o posibila actiune sinergica a celor doua componente
(Figura 6.).

La concentratiile de 0,1 pM si 1 pM PTX (Figura 7 si 8), se remarca o scadere a viabilitatii
celulare la expunerea la PTX, dar o crestere semnificativa a viabilitatii celulare la expunerea la UA
comparativ cu martorul. Tn schimb, PTX si UA incircate simultan in ambele tipuri de micele
polimerice (JPL12 si JPL7) au determinat o scadere semnificativa a viabilitatii celulare comparativ
PTX neincapsulat, sugerand o posibila actiune sinergica a celor doud componente.

Act. 1.6. Diseminare
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