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RIASSUNTO



La terapia fotodinamica (PDT) e una modalita teséipa minimamente invasiva
utilizzata prevalentemente in campo oncologicoibiattamento di vari tipi di tumori
solidi. La PDT € basata sulla somministrazionerdagente fotosensibilizzante (PS) in
grado di localizzarsi preferenzialmente nei tessigioplastici e di generare specie
altamente reattive dell’ossigeno (ROS) dopo attosaz con luce visibile di opportune
lunghezze d’onda. Tali specie, in particolare ligeso di singoletto’Q,), innescano
una cascata di reazioni portando a danno ossidativorte cellulare. Una limitazione
della PDT é dovuta alla natura idrofobica di mdRB che, favorendo la sua
aggregazione nel mezzo acquoso, ne diminuiscenierite I'efficacia terapeutica. Per
superare tale problema e migliorare I'efficaciaaesélettivita della PDT, limitando gli
effetti citotossici nei tessuti sani circostantipsio trarre vantaggio dalle potenzialita
fornite dalle emergenti nanotecnologie. In onca@gognfatti, le nanostrutture stanno
ricevendo particolare attenzione come nanovettorettabili per la veicolazione
selettiva di farmaci alle cellule tumorali e congeati per I'imaging e la diagnostica
delle neoplasie. Il mio progetto di Dottorato dic®ica € stato mirato sull’utilizzo di
nanosistemi idrofilici per la veicolazione defteetatetra(idrossifenil)clorina (MTHPC,
nome commerciale Foscinfornita dalla Biolitec), un PS idrofobico di sect
generazione con un’elevata attivita antitumorale agprovato in Europa per il
trattamento palliativo di tumori della testa e dello in stadio avanzato. In particolare,
nanoparticelle di silice organicamente modifica@RMOSIL NP, ORganically
MODified SlLica nanoparticles; sintetizzate presg#o Dipartimento di Scienze
Chimiche, Universita di Padova) e liposomi rivestt poli(etilene glicole) (PEG)
(Fospeg; forniti dalla Biolitec) sono stati studiabme sistemi di veicolazione della
MmTHPC. L'incorporazione della mTHPC in NP non madif le sue proprieta
fotofisiche e la sua efficienza di produzione dé€l dopo irradiamento. Sono stati
valutati gli effetti biologici indotti da questi naveicoli in cellule umane tumorali e
normali confrontando la citotossicita al buio, fiedcia fotodinamica,
l'internalizzazione e la distribuzione subcelluladella mTHPC incorporata in NP
rispetto alla mTHPC veicolata nel solvente standardstituito da etanolo/PEG
400/acqua (20:30:50, v/v/v). In primo luogo, sortatiscondotti studiin vitro con
cellule di carcinoma esofageo umano KYSE 510, dm® state esposte a ORMOSIL
NP nude, non caricate e caricate non covalentenwamda mTHPC. La citotossicita
indotta al buio dalla mTHPC e stata diminuita dadlbrporazione in NP nude. La
veicolazione della mTHPC in NP nude riduce l'accloncellulare del PS di circa |l
50% rispetto al veicolo standard, ma cio inaspattante non va ad influire sul grado di
foto citotossicita. Infatti, le curve dose-rispostdative alla fototossicita (0.12 J/eri
luce rossa) della mTHPC nella forma libera e inocapa in NP sono perfettamente
sovrapponibili. Inoltre, la mTHPC veicolata in emrbe le formulazioni viene
internalizzata rapidamente dalle cellule KYSE 51@idocalizza preferenzialmente
nell’apparato del Golgi e nel reticolo endoplaseati



Vista la similarita dei risultati ottenuti veicoldm la mTHPC in NP nude o nel solvente
standard, e stata indagata la possibilita cheR&lepotesse essere rilasciato dalle NP
mediante due metodi: a) esperimenti di FRET (Flsogace Resonance Energy
Transfer) condotti con NP caricate non covalentémean la mTHPC (donatore) e con
un derivato di una cianina (accettore) covalentemtyato alla matrice silanica della
NP, e b) esperimenti di ultracentrifugazione con bHiBciolte in diversi solventi.
Solventi con polarita piu bassa dell'acqua, conmshara presenza di proteine del siero,
provocano il rapido e quasi totale rilascio dellaH®C dalle NP nude. Studi sulle
cinetiche di monomerizzazione della mTHPC in tesreincoltura cellulare contenente
siero hanno dimostrato che la mTHPC aggrega quanttova nel veicolo standard, a
differenza di quanto avviene nelle NP. Questo diveromportamento potrebbe fornire
una spiegazione della simile efficienza di fotdiivaizione, nonostante il minore
accumulo della mTHPC veicolata in NP rispetto &eate standard. Una strategia che
e stata usata per cercare di evitare la fuoriugelia mTHPC dalle NP e il rivestimento
della superficie della NP con un appropriato stdit®EG. Queste “stealthy particles”
sono caratterizzate da un ridotto adsorbimentordieme sulla superficie, un lungo
tempo di circolazione nei vasi sanguigni ed unaimméncattura da parte dei macrofagi
del sistema reticolo-endoteliale. | risultati handionostrato che la PEGilazione di
ORMOSIL NP riduce fortemente, ma non inibisce cagtgohente, il rilascio della
MTHPC incorporata fisicamente. Per questo motivoosstate quindi preparate delle
ORMOSIL NP PEGilate caricate con la mTHPC legataatentemente alla matrice
silanica. La citotossicita al buio, 'accumulo edstribuzione intracellulare delle NP
PEGilate, non caricate e caricate fisicamente aleokemente con la mTHPC, sono
stati determinatin vitro nelle cellule A549, derivanti da un carcinoma paha®@
umano, e nei fibroblasti polmonari normali umanilz@4Lu. La linea cellulare A549 &
stata selezionata in quanto & negativa per la ssprassione del recettore del folato, e
potra essere utilizzata, in associazione con leileeKB, che invece sovraesprimono
tale recettore, in futuri esperimenti con nanoviittmzionalizzati con I'acido folico
come ligando per l'indirizzamento specifico alldlae tumorali. In entrambe le linee
cellulari la citotossicita, al buio e dopo irradiamto, della mTHPC veicolata in NP
PEGilate € in generale molto piu bassa rispettauella della mTHPC nel solvente
standard, in accordo col minore accumulo del faomakelle cellule tumorali, ma non
nei fibroblasti, la riduzione della vitalita causatiall’esposizione a dosi crescenti di
mTHPC incorporata in NP PEGilate & dovuta in paHi citotossicita del nanoveicolo
PEGilato non caricato. Questa differente rispostagbbe dipendere dalla presenza di
efficienti meccanismi di protezione dallo stressidativo nelle cellule CCD-34Lu,
come suggerito dall'elevata produzione endogen&@db in tale linea cellulare. In
questo progetto sono state studiate anche vawdogiie di formulazioni liposomiali
unilamellari PEGilate (Fospeg), come nanoveicotilpenTHPC, che viene incorporata
all'interno del doppio strato fosfolipidico. | ligomi utilizzati in questo lavoro
differiscono per densita (2-8 mol% dei lipidi tafad lunghezza (750, 2000, 5000) delle



catene di PEG. Sono state utilizzate le cellule A®4 CCD-34Lu per valutare la
tossicita al buio della mTHPC veicolata in Fospegnfrontandola con la sua
veicolazione nel solvente standard. E’ stata apaiézanche I'influenza della densita e
della lunghezza della catena di PEG sull'accumeltulare e sull’efficacia della PDT
nelle cellulein vitro. L’incorporazione della mTHPC in liposomi PEGildiminuisce la
citotossicita al buio del farmaco in entrambe laeé cellulari. L'efficienza di
fotosensibilizzazione della mTHPC sulle cellule araldi in vitro viene leggermente
ridotta veicolandola in Fospeg, rispetto al soleestandard, e cio & correlabile con
I'accumulo leggermente inferiore. La microscopiafldorescenza ha evidenziato una
rapida internalizzazione della mTHPC ed una lozalzione citoplasmatica, prevalente
nell'apparato del Golgi e nel reticolo endoplasemtin entrambe le linee cellulari, ed
indipendente dalla modalita di veicolazione utiitzz (Fospeg o solvente standard). Per
dimostrare se il PS venga rilasciato dai liposorimp dell'internalizzazione cellulare,
sono stati utilizzati dei liposomi PEGilati marcatn un lipide fluorescente. E’ stata
osservata una localizzazione lisosomiale per lad@oRodamina-lipide liposomiale
suggerendo che la mTHPC veniva rilasciata dai tpos

| risultati hanno dimostrato che le ORMOSIL NP ediposomi PEGilati possono
costituire degli utili nanosistemi per la veicolazé di farmaci idrofobici e che la
fuoriuscita del farmaco dai nanoveicoli puo essangata tramite il legame covalente
del farmaco. Studi futuri per migliorare I'accumuidracellulare del PS e la selettivita
della terapia saranno rivolti alla funzionalizzamosuperficiale di questi nanoveicoli
con ligandi specificamente riconosciuti da recedorraespressi dalle cellule tumorali.



1.b

ABSTRACT



Photodynamic therapy (PDT) is a minimally invasikerapeutic modality mainly used
in the oncological field for treating various typafssolid tumours. PDT is based on the
administration of a photosensitizing agent (PS)at tipreferentially localizes in
neoplastic tissues and generates highly reactiygesx species (ROS), after activation
with appropriate wavelengths of visible light. Taespecies, in particular singlet
oxygen {O,), trigger a cascade of reactions leading to okidalamage and cell death.
One limitation of PDT is represented by the hydaph nature of many PS that,
favouring aggregation in aqueous medium, strongbpresses the therapeutic
efficiency. To overcome this problem and to enhatiee efficacy and selectivity of
PDT, confining the cytotoxic effects to the surrdung healthy tissues, one can take
advantage of the potentialities offered by the gimgrnanotechnologies. In oncology,
in fact, nanostructures are receiving consideratikntion as injectable nanovectors for
the selective delivery of drugs to cancer cells asdumour diagnostic and imaging
agents. My PhD project was focused on the use dfdphilic nanosystems for the
delivery of metatetra(hydroxyphenyl)chlorin (nTHPC, trade name dzog, provided
by Biolitec), a hydrophobic second generation pbkeisitizer characterized by a high
antitumoral activity and approved in Europe for thedliative treatment of advanced
head and neck cancers. In particular, ORganicallydiied SiLica nanoparticles
(ORMOSIL NP; synthesised in the Department of CluainBciences, University of
Padova) and liposomes coated with poly(ethylened)(PEG) (Fospeg; provided by
Biolitec) were studied as mTHPC delivery systentse €ntrapment of mTHPC in NP
did not modify its photophysical properties and éfficiency of ‘O, production after
irradiation. We evaluated the biological effectstlodse nanovehicles in human cancer
and normal cells comparing dark cytotoxicity, pliyiwamic efficacy, internalization
and subcellular distribution of mMTHPC entrappedNR with respect to mTHPC
delivered in standard solvent ethanol/PEG 400/wg@r30:50, by vol.). At first, we
performedin vitro studies with human oesophageal carcinoma cells K§8E which
were exposed to naked ORMOSIL NP, empty or load®dcavalently with mTHPC.
The dark cytotoxicity of mTHPC was diminished by tentrapment in naked NP. The
MTHPC delivery in naked NP reduced the cellularakptof PS by about 50% in
comparison to standard solvent, while surprisingtlid not affect the efficiency of cell
photokilling. In fact, the dose-response curvestlier phototoxicity (0.12 J/chof red
light) of free and NP-entrapped mTHPC were perjestiperimposed. Furthermore,
MTHPC delivered by both formulations was rapidlyemalised by KYSE 510 cells
and localized preferentially in the Golgi apparadnsl endoplasmic reticulum. Because
of the very similar results obtained by deliverimyHPC by naked NP or standard
solvent, we investigated the possible release efRB from NP by two methods: a)
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) iexpais performed with NP
loaded not covalently with mTHPC (donor) and a a@yanderivative (acceptor)
covalently bound to the NP silanic matrix, and bjacentrifugation experiment of the
NP dissolved in different solvents. Solvents ofgoity lower than water, as well as the



presence of serum proteins, caused the rapid andsalcomplete release of mTHPC
from naked NPs. Studies on the monomerisation iksief mTHPC in the cell culture
medium containing serum demonstrated an aggregaifomTHPC dissolved in
standard vehicle, but not in NPs, that might expthie very similar efficiency of cell
photoinactivation in spite of the lower cellulartalke of mTHPC delivered in NP with
respect to the standard solvent. One strategy daldake leaking of the mTHPC from
NP could be the coating of the NP surface withitable layer of PEG. These “stealthy
particles” are characterized by a reduced protésogption on the surface, a long blood
circulation time and minimum capture by the maceaq@s of the reticulo-endothelial
system. The PEGylation of the ORMOSIL NPs strongiguces, but not inhibit
completely, the release of the physically entrappddHPC. For this reason PEGylated
ORMOSIL NP loaded with mTHPC covalently bound tee thilanic matrix were
prepared. The dark cytotoxicity, intracellular Wgaand distribution of PEGylated NP,
empty and physically or covalently loaded with mTERvere determinedh vitro in
A549 cells, derived from human lung carcinoma, andnal human lung fibroblasts
CCD-34Lu. The A549 cell line was selected becauses inegative for the over-
expression of folate receptor, and will be usetutore experiments with nanovehicles
functionalized with folic acid as ligand for specitargeting of tumour cells, together
with KB cell line, which over-expresses the folatceptor. In both cell lines, the
general lower dark and phototoxicity of mTHPC deted by PEGylated NP, in
comparison to the standard solvent, is very likedglained with the lower uptake of the
drug. In cancer cells, but not in normal fibrobéasteduction of viability caused by the
exposure to increasing doses of mMTHPC entrapp&Ef@ylated NP was partially due
to the cytotoxicity of the empty PEGylated nanoeshi This different response could
depend from the presence in CCD-34Lu cells of iffit protection mechanisms
against oxidative stress, as suggested from the dmglogenous production of ROS in
this cell line. In this project various types of ilamellar PEGylated liposomal
formulations (Fospeg) were also studied as nanecarof mTHPC, which can be
encapsulated in the phospholipidic bilayer. Theodgmes used in this work were
different for density (2-8 mol% of total lipids) @rdength (750, 2000, 5000) of PEG
chains. We have used A549 and CCD-34Lu cells tduate the dark toxicity of
MTHPC delivered by Fospeg in comparison to thevdgli by standard solvent. We
studied also how PEG chain density and length affedular uptake and PDT efficacy
in cellsin vitro. The encapsulation of mMTHPC in PEGylated liposomeekiced drug
cytotoxicity in the dark in both cell lines. Thegibsensitization efficiency of mTHPC
toward the tumour cells; vitro was slightly reduced with the delivery by Fospeg i
comparison to standard solvent and this correlatéd the slightly lower uptake.
Fluorescence microscopy revealed a rapid interatabiz of mTHPC and a cytoplasmic
localization, mainly in the Golgi apparatus andasldsmic reticulum, in both cell lines
and irrespective of the modality of delivery (Fogper standard vehicle). To
demonstrate if the PS was released from liposoreésd the cellular internalization,



we used the PEGylated liposomes labeled with ardkment lipid. A lysosomal

localization was observed for liposomal probe Rimoidalipid suggesting that mTHPC

was released from liposomes.

The results show that ORMOSIL NP and PEGylatedslypoes can be used as
nanosystems for the delivery of hydrophobic drugs that the leaking of the drug from
nanovehicles can be avoid by the covalent inclusibthe drug in the nanovehicles.
Future studies for improving the intracellular @aand the selectivity of cancer
therapy are direct to the functionalization of neamoier surface with ligands

specifically recognised by receptors over-expressedncer cells.
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2.1 LA TERAPIA FOTODINAMICA (PDT)

2.1.1 Applicazioni e meccanimo d’azione della PDT

La terapia fotodinamica o PDT (Photynamic Therapy), importante applicazione d
fotochemioterapiastudiata ormai da anr(Dougherty et al., 199, € una modalit
terapeuticautilizzata soprattutto in campo oncologico perdttemento di vari tipi d
tumori solidi, sia superficiali che profondi, a poocurativo o palliativo rispettivamer
per quelli in stadio precoce 0 avanzato. Paragaabgdradizionali terapie antitumor:
(chirurgia, radioterapia e chemioterapia), esshiede tecniche solo minimamer
invasive, puo essere ripetuta diverse volte, pde una distruzione piu selettiveel
tessuto neoplasti; risparmiando il tessuto sano circostante (Scharet al., 1999) e,
parte la prolungata fotosensibilita cutannon presenta effetti collaterali significat
(Schuitmaker et al1996). La PDT é stata approvata in diversi paesifmini tipi di
tumori, quali tumori di testa e collo, cervello, Imone, pancreas, cavi
intraperitoneale, seno, prostata e cute ([ans et al., 2003). Essa pgnesenta anct
una potenziale applicazione nella cura di condiziamologiche non neoplastic, come
la psoriasi, la degenerazione maculare della refissociata all’etale condizioni
autoimmuni, lartrite reumatoide e I'erosclerosi (Dolmans et a003; Levy, 1995

La PDT si basa sulla somministrazione topica cesigta di un cromoforo esoger
detto fotosensibilizzatore (PS), in grado di inm@sc dopo attivazione con luce
lunghezza d’onda compresa nel suo so di assorbimento, una serie di reazioni chu
presenza dell’ossigeno molecolare nel microintopwtano alla formazione di spe«
altamente reattive dell'ossigeno (ROS). Tali spedre particolare l'ossigeno ¢
singoletto ed i radicali liberi, soncortemente citotossiche, pertanto in gradc
provocare danno e morte cellulare nel tessuto @gitm in cui si € accumulato il F

(Fig. 1).
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Fig. 1 Meccanismo d’azione della PI

Quando un PS assorbe un fotone di specifica luzghefonda(Fig. 2) si ha la
promozione di undransizion: elettronica che lo porta dal suo stato fondamerda
singoletto a bassa energiag) ad uno stato eccitato di singoletto;)(% piu alto
contenuto energetico, caratterizzato da un brevepde di vita (dell’ordine de
nanosecondo). Nello statg §li elettroni, che si trovano nell’orbitale molecolare |
esterno, presentangpin antiparallel stato di spin che viene mantenuto durant
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transizione, anche se nello stato eccite gli elettroni occupano orbitali molecolari
piu alta energia. Da quesstato %, il PS puo tornare allo statg &ttraverso la via no
radiativa (conversione dell’energia luminosa inra) o la via radiativa (emissione

fluorescenza), oppure essere convertito nello sthittripletto (T,) via intersystem
crossing (ISC)che comporta l'inversione di spidell’elettrone eccitati Lo stato di
tripletto, caratterizzato quindi dalla presenzalai elettroni spaiati con spin elettror
paralleli, puo tornare allo stato fondamentale yaarnon radiativa o per via radiati
(emissione di fosforescenza). Esso possiede un tethpia pil lungo (circa 1° s)

rispetto al singoletto eccitato (Moan e Sommer,5)98oiché la transizione;— S

implica un’inversione dello spin elettronico ed #oipita sulla base di leggi del
meaanica quantistica. Proprio per questo motivoiplétto € la specie direttamer
coinvolta nei processi di fotosensibilizzene in quanto puo interagire conmolecole
presenti nel suo microintorno (Jori, 19¢
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Fig. 2 Diagramma di Jablonski semplificato: priradipeventi fotofisici conseguer
all’'eccitazione elettronica di una molecola. | simb¢, S, S, T, e T, rappresentano gli
stati elettronici di singoletto (S) e tripletto (B diversa energia con i rispett
sottolivelli vibrazionali
Le reazioni di fotosensibilizzeone possono essere innescate dallo stato di ta
secondo due diversi meccanismi, definiti di tipe tipo 1l (Foote, 1976). Essi possc
avvenire contemporaneamente, ma quello prevalepsnde dal tipo di PS usato, de
concentrazioni relative substrati ed ossigeno, come pure dall’affinitéegidme dePS
per il substrato (Dolmans et al., 2003). Il mecsar di tipo | prevede una reazic
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diretta del PS nello stato di tripletto con un drdie biologico ed il trasferimento di
protoni e/o di elettroni a formare specie radidadic anioniche e/o cationiche
rispettivamente, che possono reagire con l'ossigengrodurre ROS (Robertson et al.,
2009). Se il PS trasferisce elettroni all'ossigemolecolare si ha la formazione
dell'anione superossido,®, il quale puo dare origine ad altre specie reattome
H.O, e OHs. Il meccanismo di tipo Il prevede un trasfemto di energia dallo stato di
tripletto eccitato del PS allo stato fondamentaleipletto dell’ossigeno molecolare con
la formazione di ossigeno di singolettbOf). Quest'ultima specie, estremamente
reattiva e citotossica, € quella maggiormente ptadtai PS usati in PDT e possiede un
breve tempo di vita nei sistemi biologici (< 0.0€) @ quindi un piccolo raggio d’azione
(< 0.02 um) (Moan e Berg, 1991). Proprio a caudabdeve raggio d’azione i siti
cellulari e tissutali colpiti direttamente dalla PDe quindi danneggiati, sono
strettamente prossimali all’area di produzione’dsdigeno di singoletto e pertanto ai
siti di localizzazione del PS al momento dell’in@dento (Peng et al., 1996; Dougherty
et al., 1998). La PDT, di conseguenza, non puoressiizzata per trattare malattie
diffuse, non sufficientemente localizzate. Inoltdato che la fotoattivazione avviene
solamente quando il PS e esposto alla luce, i tumon superficiali non sono
facilmente accessibili, a meno che la luce utiliazzossa essere in grado di penetrare in
profondita (Palumbo, 2007). La luce infatti non @ea facilmente nei tessuti umani,
poiché puo venire deviata o assorbita in modo dipete dalla tipologia del tessuto e
dalla lunghezza d’'onda di luce utilizzata (Robertst al., 2009). L’assorbimento &
ampiamente dovuto alla presenza di cromofori tdsenhdogeni quali I'emoglobina, la
mioglobina ed i citocromi (Juzeniene e Moan, 2003). agenti fotosensibilizzanti
utilizzati preferenzialmente nella PDT possiedoramde spettrali nel rosso (600-800
nm) proprio perché la luce rossa presenta un pelferato di penetrazione tissutale e,
essendo assorbita debolmente dai cromofori endqgesenti (eccetto la melanina),
favorisce la selettivitd del processo terapeutiminimizzando gli effetti collaterali
indesiderati a livello dei tessuti sani. Tale regiodello spettro elettromagnetico é
definita “finestra terapeutica” proprio per la mass capacita che hanno tali lunghezze
d’onda di penetrare attraverso i tessuti (Svaasaatl, 1990).

Le sorgenti luminose normalmente utilizzate pettdra i tumori superficiali sono
sistemi laser accoppiati a fibre ottiche (Brancaie®m Moselen, 2002). | laser possono
offrire dei vantaggi in quanto emettono monocronatente e con un’elevata potenza
di luce, permettendo cosi di ridurre i tempi di asipione terapeutica. Nel caso di
tumori situati in organi cavi la luce pud essereege indirizzata al sito di interesse
attraverso l'uso di un endoscopio flessibile a dilottiche (Murrer et al., 1997).
L’efficienza della PDT, oltre ad essere determirdztha localizzazione tumorale del PS
(Dolmans, 2003), dipende anche dalla dose totalki@gh che viene indirizzata nel
tessuto bersaglio, dall'intervallo di tempo chest@re tra la somministrazione del PS e
I'irradiamento, dallo stato di ossigenazione dsektdo e dal tipo di cellule coinvolte.
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I meccanismi attraverso i quali la PDT puo caushséruzione del tumore sono tre e
possono influenzarsi I'un laltro. L'importanza ativa di ognuno per la risposta
tumorale complessiva deve essere ancora definita,camunque € chiaro che la
combinazione di tutti é richiesta per il contraidungo termine del tumore (Dolmans et
al., 2003). Il prevalere di un meccanismo rispeitbun altro dipende comunque da
molteplici fattori tra i quali il PS utilizzato, leondizioni di trattamento, il tipo di
tumore e la dose di luce utilizzata. Essi sono:

a. morte diretta delle cellule tumorali da parte dejpecie reattive dell’ossigeno che
si generano. Tale meccanismo da solo non permetéel@ completa eradicazione
del tumore, poiché la distribuzione del PS al su@rno non € omogenea e la
disponibilita di ossigeno nel tessuto bersaglitedeDT puo essere scarsa,

b. danno della vascolarizzazione associata alla ntassarale; infatti la vitalita delle
cellule neoplastiche dipende anche dalla quantitssigeno e nutrienti fornita dai
vasi sanguigni, la cui formazione e sviluppo dipmral da fattori di crescita
prodotti dalle cellule tumorali. Il trattamento dolinamico causa una risposta
bifasica costituita da una risposta acuta, chessemwa immediatamente dopo
I'irradiamento, caratterizzata da vasocostriziaea una risposta a lungo termine,
che si osserva a partire dalle 3 ore successitigatllamento, caratterizzata dalla
formazione del trombo (Dolmans et al., 2002). Lspa/anossia del tessuto, dovute
a collassi microvascolari, determinano degli effetardanti la crescita del tumore
(Chen et al., 1996);

c. attivazione di una risposta immunitaria controddude tumorali. Si verifica infatti
un’infiltrazione di linfociti, leucociti e macrofagel tessuto trattato con PDT, ma
soprattutto un accumulo di neutrofili, che rallemttala crescita tumorale. Il
processo inflammatorio € mediato da sostanze wasmatcomponenti del
complemento, proteine della fase acuta, proteinasiossidasi, ROS, citochine,
fattori di crescita e altri immunoregolatori.

2.1.2 Bersagli cellulari della PDT

| fattori che influiscono sullaccumulo e sulla glibuzione subcellulare del PS,
determinando i siti primari del fotodanno, sono teplici e comprendono la struttura
chimica, lo stato di aggregazione, la carica atetfil grado di idro/lipofilicita, il tempo
di incubazione e la concentrazione del PS (Kessal.e1995; Gomer et al., 1990;
Moor, 2000), come anche le condizioni sperimeradiottate, la tipologia di cellule
bersaglio e la modalita di veicolazione del PSiazilta (Palumbo, 2007). Gli agenti
fotosensibilizzanti possono localizzarsi in diveosganelli e compartimenti cellulari
qguali i mitocondri, i lisosomi, il reticolo endopliaatico, I'apparato del Golgi e la
membrana plasmatica (Peng et al., 1996; Pass, Fa9Ris e Nader, 2007). Poiché la
maggior parte di essi non si accumula a livelloleare, il trattamento fotodinamico ha
generalmente basse probabilita di causare daribblAle mutazioni (Moan, 1986). Tra
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le basi azotate del DNA, solamente la guanina ptasen’apprezzabile fotosensibilita
per il trattamento con PDT ed e quindi un possibédesaglio. In alcuni studin vitro
stata tuttavia osservata una potenziale mutaganiipendente dalla presenza di
meccanismi cellulari di riparazione del danno. Lienwolecole presenti a livello
cellulare sono sensibili alla fotoossidazione imedéa misura: i carboidrati sono poco
sensibili, mentre alcuni aminoacidi, il colesterajb acidi grassi insaturi ed i nucleotidi
(in particolare quelli con base purinica) sono maknsibili.

La morte cellulare mediata dalla PDT pud essergattmediante necrosi o apoptosi
(Dougherty et al.,1998; Pass, 1993). Il fatto cheéP$ induca prevalentemente I'uno o
I'altro tipo di morte cellulare dipende da una sedi fattori: il bersaglio subcellulare
primario, il tipo di cellule trattate, il protocolldi incubazione applicato e la dose di luce
applicata (McBride, 2002). Il fotodanno a livellolidosomi e soprattutto di mitocondri
produce una rapida risposta apoptotica, mentrelajaelivello di membrana sembra
ritardare o impedire una risposta apoptotica alld PKessel et al., 1997). In genere si
pensava che basse dosi di PDT provocassero la roelitdare mediante apoptosi,
mentre alte dosi la causassero attraverso nedfetalfchi et al., 1998). Alcuni recenti
studi hanno indicato che anche l'autofagia potrelelssere coinvolta nella morte
cellulare indotta dalla PDT (Kessel e Oleinick, 200

| fotosensibilizzatori idrofobici si localizzano gferenzialmente nella membrana
plasmatica, i cui costituenti (lipidi e proteinepn® un bersaglio dell’azione
fotodinamica. Sulla membrana il fotodanno puo esseservato pochi minuti dopo
I'irradiamento e possono essere innescate varidiviiasduzione di segnali il cui ruolo
non & completamente chiarito (Moor, 2000). Dal putitvista chimico il danno indotto
dalla PDT alla membrana plasmatica si traduce ssidazione di amminoacidi
(metionina, triptofano, istidina, tirosina, cistejrdelle proteine di membrana ed enzimi
specifici di membrana, tra cui ATPasi, e perossate lipidica, che puo causare danni
alle proteine di membrana attraverso la formazidnéegami crociati lipide-proteina
(Thomas e Girotti, 1989). Dal punto di vista moofgico e funzionale le alterazioni
della membrana plasmatica si manifestano comenfigoento cellulare ed aumento
della permeabilita al cromato (Moan et al.,1983)deenzimi citosolici, come la lattato
deidrogenasi; depolarizzazione del potenziale dnbrana (Specht e Rodgers, 1990);
aumento dell’'accumulo intracellulare di PS (Moa@leistensen, 1981); alterazione del
trasporto ionico attraverso la membrana, causaiaidaione dell’attivita delle pompe
Na'/K* e Md¢f* (Gibson et al., 1988) e danno a trasportatoriadie’molecole; aumento
di C&* intracellulare (Joshi et al., 1994).

Anche i mitocondri rappresentano dei bersagli irtgu@r del trattamento fotodinamico.
Alcune porfirine, ad esempio, possiedono un’elewadtiaita per i recettori periferici per
le benzodiazepine della membrana mitocondrialerest@/erma et al., 1995). Stui
vitro hanno dimostrato che i danni a livello mitoconldriaguardano: rigonfiamento e
cambiamenti ultrastrutturali dei mitocondri (Coppod Rasile, 1981); diminuzione
dell’attivita degli enzimi mitocondriali (Hilf etlg 1984) ed inibizione dei trasportatori
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di C&* (Salet et al., 1983), di elettroni (Salet e Moreh®95), di ATP/ADP (Atlante et
al., 1989). Gli effetti indotti dall'irradiamentaismitocondri comprendono il rilascio di
citocromo c dallo spazio intermembrana al citosdledcellule ed una rapida perdita del
potenziale di membrana, a causa dell'apertura ded gdi transizione di permeabilita
mitocondriale (Kessel e Luo, 1999). L’apertura desto poro causa il rilascio di ioni
Cd* e molto probabilmente di citocromo ¢ (Moor, 2000)ilascio di citocromo ¢ ed
altri fattori mitocondriali puo scatenare una rapidisposta apoptotica caspasi-
dipendente (Dougherty et al., 1998). Il rilasciacdocromo ¢ puo essere inibito da Bcl-
2, una proteina localizzata nelle membrane mitodahdon funzione anti-apoptotica
(Yang et al., 1997); infatti linee cellulari conlBtsovraespressa manifestano resistenza
alla PDT. Il fotodanno ai mitocondri, come anchereticolo endoplasmatico, puo
inoltre determinare una perdita di funzionalita deembri della famiglia Bcl-2,
causando in genere il rilascio di proteine pro-apiighe, quali Bax e Bad che,
legandosi alla membrana mitocondriale, determin@apertura dei pori ed il rilascio di
citocromo c. Alcuni fotosensibilizzatori inibisconenzimi coinvolti nella catena
respiratoria, bloccando per esempio il trasporteléitroni e I'attivita del complesso I.
La deplezione di ATP dopo fotodanno mitocondrial@bisce I'attuazione del
programma apoptotico e favorisce il processo nacrot

| lisosomi e gli endosomi rappresentano un altto €i localizzazione preferenziale di
molti fotosensibilizzatori, in particolare di quetiggregati e/o idrofilici, che vengono
accumulati mediante processi di endocitosi e/o @iosi. In seguito a fotoattivazione,
tali fotosensibilizzatori possono causare mortéutle attraverso il rilascio nel citosol
di enzimi idrolitici lisosomiali in grado di degrack vari costituenti cellulari, oppure
mediante rilocalizzazione, durante la fotoattivagio in siti non lisosomiali che
vengono quindi inattivati (Berg e Moan, 1997). licumi casi e stata descritta
I'induzione di apoptosi mediata da fotosensibiliozia localizzati nei lisosomi, ma
guesto risulta essere comunque un processo maltiemtio rispetto a quello indotto dai
fotosensibilizzatori mitocondriali. Il rilascio del proteasi lisosomiali nel citosol
provoca taglio proteolitico di alcune piccole proge(Bid) fornendo una forma troncata
(tBid), che & in grado di indurre apertura dei pdella membrana mitocondriale
causando apoptosi. | lisosomi sono implicati in meccanismo di morte cellulare
mediato dalla produzione fotoindotta di ceramidaw& e Hannun, 1999).

Solamente pochi studi hanno dimostrato I'importadebdanno fotochimico a livello
dellapparato del Golgi e del reticolo endoplase@tiER), dove si accumulano
fotosensibilizzatori idrofobici e privi di caricdl danno al ER é stato proposto per
spiegare l'eccezionale efficacia di un PS, la tfilma, rispetto ad altri agenti
fotosensibilizzanti (Morliere et al., 1998).

Anche alcune componenti del citoscheletro poss@sere danneggiate dalla PDT; é
stato dimostrato infatti che certi fotosensibilittza si legano alla tubulina e ne
inibiscono la polimerizzazione, con conseguentanacdo di cellule in mitosi (Berg et
al., 1992).
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Il trattamento fotodinamico pud innescare varie digrasduzione del segnale, alcune
delle quali sono delle risposte allo stress midte protezione cellulare (Oleinick e
Evans, 1998). Un effetto della PDT utile per prgmg le cellule dagli effetti del
fotodanno e 'aumentata fosforilazione dei residiuirosina di proteine coinvolte nelle
vie di trasduzione del segnale apoptotico (Xuel.etl897). In cellule trattate, lo stress
ossidativo mediato dalla PDT pu0 essere un induti@scrizionale di geni a risposta
rapida, compresi quelli codificanti per proteindlaestress, agendo attraverso vie di
trasduzione del segnale mediate da protein-ch({hasia et al., 1994; Luna et al., 2000).
Le heat shock proteins (HSPs), una famiglia di g@inat dello stress coinvolta nella
risposta di riparo delle cellule al fotodanno, @wss pertanto essere sovraespresse in
seguito al trattamento fotodinamico. Per quantoaida l'induzione di HSP-70 dopo
stress ossidativo sono determinanti i bersagli ellidari specifici della PDT, in
particolare essa € piu efficace utilizzando foteg®lizzatori che si localizzano
preferenzialmente nei lisosomi (Gomer et al., 1996)

La PDT induce anche un’aumentata espressione deipeo glucosio-regolate, che
svolgono la loro funzione nel ER e la cui traduBembra giocare un ruolo nella
modulazione di effetti citotossici dello stressidasvo.

Molti studi in linee cellulari neoplastiche hannaidenziato che la PDT puo indurre
completa perdita di EGFR (epidermal growth factmreptor) nella membrana cellulare,
inducendo cosi risposte anti-proliferative (Santotwo et al., 2005), come anche
aumentarne la sovraespressione e la fosforilazieméycendo apoptosi e quindi
regressione della metastasi. La PDT pu0 causateeaaterazioni nell’adesione delle
cellule al loro substrato e ad altre cellule (Beyteet al., 2007) in quanto possono
venire danneggiate le molecole di adesione presealie membrane. E’ stato
dimostrato da alcuni studi che una diminuzione 'agdisione cellulare pud essere
direttamente correlata ad una diminuzione del iéd® metastatico delle cellule
neoplastiche. In molti casi dopo PDT si € notata sovra- 0 sottoespressione di
citochine, che spesso sono correlabili alla regpassumorale (Roland et al., 2007).

2.1.3 | fotosensibilizzatori utilizzati nella PDT

Esistono numerose molecole, di natura sia idrofolibe idrofilica, che possono
funzionare come fotosensibilizzatori. Alcuni sonoodgine naturale estratti da piante
ed altri ottenuti per sintesi chimica, e possiedana struttura pit 0 meno complessa
(Sharman et al., 1999). Dal punto di vista chinsctratta solitamente di composti con
struttura policiclica in cui una nuvola di elettran piu 0 meno delocalizzata, favorisce
I'assorbimento di luce di lunghezze d’onda chesserdono fino alla regione del rosso
0 vicino infrarosso.

Le molecole di PS tendono ad accumularsi seletivdene ad essere trattenute da
cellule anormali ed iperproliferanti, in particatarse irrorate da una fitta
neovascolarizzazione, come avviene nei tessutilastop (Levy, 1995). Tale accumulo
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preferenziale dipende dalle caratteristiche chidfisiche del PS e dalle caratteristiche
fisiologiche del tessuto tumorale bersaglio, comeesempio I'assenza di vasi linfatici
drenanti; tuttavia i meccanismi con cui avviene ttcumulo selettivo non sono ancora
completamente definiti. Studi condotti con fotoskitigzatori aventi diverso grado di
idrofobicita hanno dimostrato che la loro affinigger i tessuti neoplastici cresce
allaumentare dell'idrofobicita (Dougherty et all1998). E’ noto, infatti, che
fotosensibilizzatori eccessivamente idrofilici, a@m’uroporfirina, non penetrano
allinterno delle cellule.

| PS idrofobici, quando vengono somministrati pe&x @ndovenosa, si associano con
lipoproteine plasmatiche, in particolare con lipmpime a bassa densita (LDL). Molti
tipi di cellule tumorali esprimono un numero maggiadi recettori di membrana
specifici per le LDL rispetto alle cellule norm#Allison et al., 1994) e tali recettori
promuovono linternalizzazione per vie endocitoictlei fotosensibilizzatori veicolati
dalle LDL. Questi, in seguito a fotoattivazionejuicono quindi un rapido danno diretto
alle cellule tumorali, innescando processi sia &uap che necrotici (Zaidi et al.,
1993).

| fotosensibilizzatori meno idrofobici, invece, wgmo trasportati nel sangue
preferenzialmente dall'alboumina o da altre protesmeriche e vanno ad accumularsi
soprattutto negli spazi interstiziali e nello sterascolare del tessuto neoplastico, non
diffondendo facilmente attraverso la membrana péas@. Una volta attivati dalla luce
essi provocano un esteso danno al sistema vas@laraiovendo ischemia ed ipossia
del tumore a causa di costrizione arteriolare,usiche trombotica delle vene e stasi del
flusso sanguigno al tumore.

Un altro fattore importante per 'accumulo di fatasibilizzatori di tipo porfirinico € il
pH. Rispetto ai tessuti normali, nei tessuti turidkgopH del fluido interstiziale e piu
basso ed il contenuto di acido lattico piu eled@@nnock e Rotin, 1989). In genere, col
diminuire del pH, aumenta la lipofilicitd e quin@iccumulo cellulare di porfirine.

Finora i fotosensibilizzatori piu estesamente sttidied utilizzati nella PDT
sperimentale e clinica sonofotosensibilizzatori di prima generazione ossia le
porfirine. Tali composti, che comprendono I'ematdpma (Hp), il derivato dell’Hp
(HpD) ed il Photofrin, possiedono una strutturafipara, costituita da quattro anelli
pirrolici legati da ponti metinici in una configwiane ciclica (Dolmans et al., 2003).
L'HpD e una complessa miscela di monomeri, dimedligomeri di porfirine legate
mediante legami esterei ed eterei, sintetizzatgir@mriamente mediante trattamento
dell’ematoporfirina grezza. Il Photofrin, PS piunmanemente utilizzato oggi in clinica
come utile strumento contro il cancro ed altre ¢@odi patologiche, € un HpD
parzialmente purificato ottenuto attraverso la zioae dei monomeri di porfirine meno
attivi dal punto di vista fotodinamico (Doughertyad., 1998). La prima approvazione
per la PDT clinica con Photofrin e stata ottenuiga 1993 in Canada per il trattamento
del cancro alla vescica e, successivamente, eapatovato in diversi paesi Europei ed
Americani per il trattamento di diversi tipi di teme in stadio precoce o avanzato

17



(Dolmans et al., 2003). Il Photofrin, disponibilente preparazione acquosa iniettabile,
possiede vari picchi di assorbimento tra 400 e 880 Nonostante la sua banda di
assorbimento a 630 nm sia debole, e quella uttbzgar attivarlo nei trattamenti clinici,
in quanto tale lunghezza d’'onda ha un maggior potrpenetrazione nei tessuti
rispetto alle lunghezze d’onda assorbite con maggfiecienza dal Photofrin (Sharman
et al., 1999). Tuttavia la luce a 630 nm e in grddpenetrare efficacemente i tessuti
solo fino a 3-10 mm di profondita, limitando pettaia dimensione e la profondita dei
tumori che possono essere irradiati (Levy, 19959jreCa cio, questo PS presenta
svariate altre limitazioni: risulta difficile ripdurne la composizione chimica in quanto
si tratta di una complessa miscela costituita deacsessanta componenti; deve essere
somministrato ad elevate dosi (2 mg/Kg di peso @@p) e per la sua attivazione
devono essere impiegate elevate dosi di luce, paickuo coefficiente di estinzione
molare alla lunghezza d’onda di 630 nm & basso7QLNI™* cm™); viene eliminato
dall’'organismo in modo relativamente lento e nomelto selettivo per il tessuto
tumorale; causa fotosensibilita cutanea prolungatpanto si localizza nella cute dove
viene trattenuto. Proprio per quest'ultima ragianeazienti trattati con Photofrin
devono evitare I'esposizione a sorgenti luminosenise per le 4-6 settimane successive
al trattamento (Sibata et al., 2001).

Per superare queste limitazioni sono in fase dliste di sviluppo una serie di nuove
molecole, definite nell'insiemédotosensibilizzatori di seconda generazioneche
presentano alcune proprieta migliorate rispett@tabtofrin, quali: la purezza chimica,
un piu alto coefficiente di estinzione molare netgione rossa dello spettro, la
presenza di picchi di assorbimento della luce gheaze d’onda superiori di 630 nm
per permettere una penetrazione maggiore nel tesanthe fino a 1 cm (Palumbo,
2007), ed una diminuita e meno persistente fotalsiites cutanea (Gomer, 1991).

Ai fotosensibilizzatori di seconda generazione aigmayono: la stagno etileziopurpurina
(SNET2) e la n—aspartil clorin e6 (Npe6), attivats luce di 664 nm; ftalocianine e
naftalocianine, attivate rispettivamente con luregieed’'onda di 670—-680 nm e 750-780
nm; lipericina, una sostanza che si trova natuesite nelle piante e che e un
promettente agente fotodiagnostico ed antitumorala PDT soprattutto per la sua alta
resa di ossigeno di singoletto (Pytel e SchmeR@02); il derivato monoacido della
benzoporfirina (BPD-MA) che, attivato da luce di96®m, e stato associato a
lipocomplessi per ridurne la dose da utilizzareigliorarne I'assorbimento e specificita
nel tumore (Palumbo, 2007); I'acido aminolevulini@dA), che ha suscitato notevole
interesse in particolare per il potenziale utilizzel trattamento e/o diagnosi di varie
lesioni superficiali tumorali e non (Kennedy et, d996; Peng et al.,, 1997). La
somministrazione di ALA, precursore naturale defia biosintetica della produzione
dell’eme, induce nelle cellule, soprattutto quellenorali, la sintesi di porfirine, in
particolare protoporfirina IX che e un efficace @&nnedy et al., 1990). La PDT con
5-ALA e 5-ALA metilestere, effettuata mediante apaktione topica seguita da
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irradiamento rispettivamente con luce blu o rossatata approvata per il trattamento
della cheratosi actinica e di carcinomi basocefiulalla pelle (Dolmans et al., 2003).

Un altro PS di seconda generazione méta-tetra(idrossifenil)clorina o Temoporfin
(mMTHPC, nome commerciale Foscaf), PS utilizzato in questo lavoro di Dottorato di
Ricerca. Si tratta di un composto con purezza &b 98 con un coefficiente di
assorbimento elevato alla lunghezza d’onda alldequiene attivato, ossia 650 nm.
Esso induce fotosensibilita cutanea piu breve tispai fotosensibilizzanti di prima
generazione ed € quello che possiede maggiore itattifototossica tra i
fotosensibilizzatori finora studiati. Per il proto standard di trattamento delle
neoplasie con mTHPC sono sufficienti infatti dosiltm basse (0.1-0.3 mg/kg di peso
corporeo) combinate con basse dosi di luce ros42 @cni) (Sharman et al., 1999).
Tale PS risulta circa 100-200 volte piu fotoattriapetto al Photofrin (Hopkinson et al.,
1999), il quale viene invece iniettato a dosi & #ig/Kg di peso corporeo ed irradiato
con una dose di luce pari a 100-200 J/¢Bougherty et al., 1998). Le ragioni di questa
attivita eccezionalmente elevata a dosi relativdamebasse non sono ancora
completamente chiarite (Yow et al., 2000). SebbEng@roprieta ottiche e la resa
quantica di ossigeno di singoletto possano in psriegare tale aumentata fototossicita,
pare che il meccanismo di accumulo e localizzaziotratumorale e subcellulare del
PS possa essere un fattore determinante. E’ spattizzato che dopo iniezione
intravenosa la mTHPC possa complessarsi con ungeimaoplasmatica non nota,
differente dall'alboumina o dalle lipoproteine, e egta associazione potrebbe
determinare le diverse localizzazioni subcellukarfornire una spiegazione alla sua
specifica farmacocinetica. La mTHPC, comunque, datasua natura idrofobica
possiede piu alta affinita per le lipoproteine etp all’alboumina (Hopkinson et al.,
1999).

Nel 2001 la mTHPC é stata approvata dallEMEA (fpean Medicines Evaluation
Agency) per il trattamento palliativo di pazienonrctumori della testa e del collo in
stadio avanzato, non responsivi alle tradizionafapie antitumorali (Leung et al.,
2002). In diversi studi clinici sono stati trattainche tumori dell’esofago, carcinomi
della prostata e del pancreas, tumori gastroim@&stidisplasie della cervice e risultati
molto incoraggianti sono stati ottenuti anche retdamento di tumori della cute.

La struttura chimica dellmTHPC e analoga a quealila rispettiva porfirina, ma
diversamente da questa possiede una parziale mapgae di uno degli anelli pirrolici.
E’ costituita pertanto da un insieme di quattro llar@rrolici, di cui uno in forma
ridotta, legati fra loro da quattro atomi di carlmnai quali si legano quattro fenili
idrossilati in posizioneneta (Fig. 3). Per le sue proprieta fisico-chimichevdicolo
standard utilizzato per la sua somministrazionggiga € costituito da una miscela di
poli(etilene glicole) (PEG) ed etanolo assoluto,ilettattamento fotodinamico viene
eseguito 24-48 ore dopo liniezione (Sharman et E)99). In solventi organici la
MTHPC si trova in forma monomerica ed ha un tipgmgettro di assorbimento
caratterizzato da un picco massimo a 416 nm, dettwla di Soret, e da una serie di
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picchi minori compresi tra 500 e 700 (520, 540, 600 e 650 nidetti nell’insieme
bande Q, tra i quali si ritrova un elevato picog@58 nm sfruttato per Iirradiamento ¢
luce rossa (Fig. 4)In ambiente acquoso, invece, questorina forma dimeri ec
aggregatie di conseguenza subisce delle modificazioni spsttipiche, che riguardal
soprattutto una diminuzione di intensita dei picgdhassorbimento ed uno spostame
della banda di Soret a lunghezza d’onda mag¢ Tali aggrgati sono inefficienti nell:
produzione di ossigeno di singoletto (Tanieliaalet2001)

Fig. 3 Struttura chimica della mTHF
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Fig. 4 Spettro assorbimento della mTHPC in etanolo assoluto.

Studi spettroscopici hanno dimostrato che la mTH#€&xiolta in una soluzion
contenente proteine risulta essere una miscelaodomeri ed aggregati (Shouski et
al., 2005).La mTHPC, avendo vari siti di protonazione e depmarzione, € molt
sensibile a variazioni del pH, per cui modificaziaello spettro d’assorbimento
possono verificare anche in seguito a protonazdmeita a una diminuzione dpH.
Anche lintensita della fluorescenza emessa dadlema diminuisce significativamen
per valori di pH inferiori a 6, mentreell'intervallo di valori di pH fisiologici (6.-7.2)
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la fluorescenza emessa dalla mTHPC in etanolo engidendente (Zimmermann et al.,
2002).

Come menzionato da Leung et al. (2002), la locatimme intracellulare del’'mTHPC
sembra dipendere dal modello cellulare consideratdai parametri utilizzati nel
protocollo di incubazione. Due studi recenti hamimostrato che nelle linee cellulari
HT29 e MCF-7 la mTHPC ha una distribuzione intradate diffusa nel citoplasma
con un’intensa fluorescenza nella regione periraxrelelove sono localizzati I'apparato
del Golgi ed il reticolo endoplasmatico (Melnikoea al., 1999; Teiten et al., 2001).
Anche altri studi su linee cellulari diverse hanmwidenziato una medesima
localizzazione subcellulare (Yow et al.,, 2000; Horg et al., 1997). Il reticolo
endoplasmatico e l'apparato del Golgi sono stregtam legati non solo per la loro
localizzazione nella zona perinucleare del citapisma anche per la loro interazione
nel processo di sintesi di proteine. Il reticoladeplasmatico € noto giocare un ruolo
essenziale nella biosintesi, segregazione e trasgdoproteine e lipidi, come anche nel
rilascio di riserve di calcio intracellulare (Tea&s et al., 1984). L’apparato del Golgi
riceve le proteine neosintetizzate dal reticole enlodifica chimicamente, per esempio,
mediante glicosilazione (Short e Barr, 2000). Alsiudi hanno mostrato una
localizzazione lisosomiale in cellule umane di ammmcinoma del colon Colo201
(Leung et al., 2002) o mitocondriale in cellulecdrcinoma nasofaringeo (Yow et al.,
2000).

Savary et al. (1997) hanno condotto molti studaicliper ottimizzare i protocolli di
PDT con la mTHPC per il trattamento di carcinomiuaapocellulari dell’esofago, dei
bronchi e della bocca in stadio precoce. Delle é3ohi trattate in pazienti, 28 non
hanno mostrato recidiva nei 14 mesi successivi.oStamte questo risultato promettente
ed i vantaggi che si hanno rispetto agli agentdensibilizzanti di prima generazione,
la mTHPC, come molti altri fotosensibilizzatori,egenta ancora alcune limitazioni, in
particolare la scarsa selettivita tumorale che gidte provocare fotodanno anche ai
tessuti sani circostanti, la scarsa solubilita iezm acquosi, che ne limita la
somministrazione sistemica in pazienti (Yan e Kopel, 2003; Palumbo, 2007), e la
tossicita al buio.

Per superare tali limitazioni sono stati e si stanmttora sintetizzando nuovi
fotosensibilizzanti con proprieta che migliorinefficacia e la selettivita della terapia.
Allo scopo di migliorare I'efficacia terapeuticaséato proposto I'utilizzo della PDT in
combinazione con altri tipi di terapie (chirurgiaadioterapia, immuno- e
chemioterapia), e di tecnologie innovative di vi&aemne ed indirizzamento degli
agenti fotosensibilizzanti (Palumbo, 2007). Finsomo stati saggiati in studi preclinici
diversi sistemi di trasporto per aumentare la Beigt e la specificita della
localizzazione del PS nel tessuto tumorale. Ungfresti € il fotoimmunotargeting, in
cui si fa uso di coniugati PS-anticorpi monoclonaili grado di riconoscere specifici
antigeni di superficie delle cellule tumorali (Pa%$993). Ad esempio, la clorina e6-
monoetilenediamina monoamide (CMA) o la mTHPC possessere legati a specifici
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anticorpi monoclonali (Goff et al., 1991; Vrouensaet al., 1999). Questo approccio ha
tuttavia mostrato diverse problematiche che congwea la difficolta di sintesi
chimica, la stabilita dellimmunoconiugato, le bare fisiologiche che si incontrano
nella veicolazione (Friedrich et al., 2002) e lategpziale tossicita. Un approccio
alternativo di veicolazione e I'utilizzo di ligandhe vengono riconosciuti da recettori
sovraespressi nelle cellule tumorali. Ad esempistado dimostrato che PS coniugati
con LDL vengono internalizzati da cellule neoplesti esprimenti specifici recettori per
le LDL. Un’altra strategia € quella di indirizzailePS ai recettori periferici per la
benzodiazepina (PBR) (Dougherty et al., 2002) o lgstrogeno in tumori ormone-
dipendenti (Swamy et al., 2002). Di recente simbafacendo molti sforzi per produrre
nanostrutture, tra cui liposomi ed immunoliposominanoparticelle, ossia sistemi
colloidali submicrometrici in genere costituiti galimeri, come vettori per trasportare
farmaci selettivamente e specificamente a sitidggis, aumentandone il tempo di vita
plasmatica e la solubilita (Henderson e Doughdr®@2; Richter et al., 1993; Leroux et
al., 1996; Konan et al., 2002).

2.2 LE NANOTECNOLOGIE

2.2.1 Definizione ed applicazioni della nanotecnologia

Con il termine nanotecnologia si intendono il coldr, la manipolazione, lo studio, la
realizzazione e la caratterizzazione di struttudéspositivi su scala nanometrica, ossia
con dimensioni inferiori ad 1 um; talvolta perorsstringe tale scala dimensionale a
valori compresi tra 1 e 100 nm. | recenti progrekdie nanotecnologie hanno portato a
promettenti applicazioni in diversi campi; per suariati nanomateriali sono presenti in
prodotti commerciali anche di larga diffusione, lgquimenti, cosmetici, detergenti,
tessuti per I'abbigliamento, sistemi informatici@dttronici (Medina et al., 2007).

Le notevoli applicazioni che le nanotecnologie &ow in ambito biomedico vengono
nell'insieme definite comeianomedicina, termine coniato dal National Institute of
Health (USA), e riguardano drug delivery gene deliverynon virale, limaging la
diagnostica e la rigenerazione tissutale. Utilidannanosistemi opportunamente
ingegnerizzati, in particolare nanoparticelle con core idrofobico, si potrebbe:
ottenere una diagnosi precoce rilevando poche mi@edi un marcatore tumorale
prodotte da un esiguo numero di cellule anormetjuenze di DNA alterate in specifici
tumori; migliorare la farmacocinetica e la farmaicadnica di sostanze scarsamente
solubili in acqua; indirizzare i farmaci in una loéd o tessuto in maniera specifica,
aumentandone [l'efficacia e riducendone la tossiciéle cellule sane circostanti;
minimizzare la degradazione enzimatica dei farm@asportati e permetterne la
transcitosi attraverso le barriere epiteliali edapliali; co-veicolare due o piu farmaci
contemporaneamente per effettuare una terapia oamabi visualizzare i siti
d’accumulo del farmaco veicolato combinando glirdgéerapeutici con molecole per

22



I"'imaging (Liong et al., 2008) e poter monitorare in temmale I'efficacia di un
farmacoin vivo (Ferrari, 2005).

Le nanoparticelle sono costrutti che possiedongneta fisico-chimiche innovative
uniche, dipendenti dalle loro dimensioni nanomébgice soprattutto dall’elevato
rapporto area superficiale/volume, che conferiscana nuova reattivita chimica e
nuove proprieta ottiche, magnetiche, catalitichelettrochimiche.

Le caratteristiche ideali di un nanosistema pdrulg deliverysono: la lunga emivita nel
circolo sanguigno, la bassa immunogenicita, la bBubimcompatibilita e I'efficiente
passaggio attraverso le barriere fisiologiche (Royrte Ozkan, 2006). Per sviluppare e
creare tali nanoveicoli € necessario considerat@a tuna serie di parametri, che
comprendono: l'utilizzo di materiali biocompatibthe possono essere assemblati con
processi semplici, la possibilita di ottimizzareeqparametri biofisicochimici dei
nanoveicoli che possono influire sulle proprietanfacocinetiche e sull’accumulo
cellulare del farmaco veicolato, la produzione dingli quantita di nanosistemi da poter
utilizzare in clinica (Farokhzad e Langer, 2009¢r Rina veicolazione efficace del
farmaco e molto importante che il nanoveicolo ahlniéappropriata dimensione. In
genere, si considera che la dimensione ottimalegpessere quella compresa tra 10 e
100 nm. Se essa risulta invece inferiore ai 10inmanosistemi possono essere eliminati
rapidamente attraverso escrezione renale; mentreipeensioni superiori ai 100 nm
aumenta la probabilita che vengano catturati dstesia reticolo-endoteliale (RES)
(Davis et al., 2008).

La biodistribuzione dei convenzionalanocarriers oltre a dipendere dalle proprieta
fisicochimiche dei nanoveicoli (dimensione, carigaidrofilicita superficiale) e dal
grado di angiogenesi del tumore bersaglio (Decetzal. 2009; Allen e Cullis, 2004), e
fortemente influenzata da interazioni indesideratmin proteine plasmatiche, tramite
opsonizzazione, oppure col sistema fagocitico mooleare (MPS), costituito da
monociti e macrofagi che catturano ed eliminanoidapente dalla circolazione
sanguigna i nanoveicoli riconoscendoli come estréfenan et al., 2002). Per questi
motivi, per migliorare la veicolazione e permettefaccumulo di un’adeguata
concentrazione di farmaco nel tessuto bersagli@nioveicoli possono essere rivestiti
superficialmente con catene di poli(etilene gli¢golEEG), un polimero idrofilico e
flessibile che ne aumenta I'emivita nel circolo gaigno (Gref et al., 1994; Lewanski e
Stewart, 1999; Owens e Peppas, 2006).

Le nanostrutture sfruttano strategie di veicolagisim attiva che passiva (Fig. 5) ed
offrono la possibilita di superare il problema ddtirmacoresistenza, evitando la pompa
di efflusso (P-glicoproteina) coinvolta in questecoanismo (Wang et al., 2009).

I nanosistemi si accumulano nel tessuto tumoraldiané un processo passivo detto
EPR (Enhanced Permeability and Retention effeatierdhinato dalla presenza di
caratteristiche fenestrazioni endoteliali nei vasanguigni costituenti la
microvascolarizzazione tumorale (Jain, 1987; Cuezica., 2006). Quando i tumori Si
sviluppano e crescono, si ha rilascio di citocheek altre molecole segnale che
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determinano la formazione di nuovi vasi sanguigmn cun processo definito
angiogenesi. Tali vasi sono caratterizzati da delleestrazioni larghe 600-700 nm tra
cellule endoteliali adiacenti, attraverso le qualhanoveicoli possono uscire dalla
circolazione per andare a localizzarsi nel tumbeescarso drenaggio linfatico a livello
neoplastico favorisce il processo EPR.

Quando i nanoveicoli escono dai vasi sanguignccbianulo nelle cellule tumorali puo
essere favorito da un processo di indirizzamentecatbasato sulla funzionalizzazione
superficiale del nanoveicolo, ossia sull’aggiuntdlas sua superficie di ligandi
anticorpi specifici riconosciuti da recettori sossaressi sulle cellule bersaglio ed
assenti nelle cellule sane. Tramite un’endocitosdiata da specifici recettori si puo
pertanto aumentare l'efficacia terapeutica e lzifipga del farmaco veicolato. | ligandi
utilizzati possono essere anticorpi, peptidi, fatth crescita ed aptameri (Dhar et al.,
2008); esempi sono la vitamina acido folico e I'E( pidermal Growth Factor), i cui
specifici recettori sono sovraespressi in diversi di carcinomi (Hilgenbrink e Low,
2005; Khalil et al., 2003).

I nanoveicoli possono anche essere ingegnerizpatiligandi specifici per recettori
sovraespressi sulla superficie delle cellule eni@ddite permettendo cosi un
indirizzamento attivo alla vascolarizzazione tunh@ra
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Fig. 5 Meccanismi di indirizzamento passivo edvattiei nanoveicoli nel tessuto tumorale
(Farokhzad e Langer, 2009).

Recenti studi preclinici hanno dimostrato che namtiqelle funzionalizzate possiedono
attivita antitumorale migliore rispetto a quellennfunzionalizzate (Farokhzar et al.,
2006; Gu et al., 2008), soprattutto per tumoriaaef precoce di sviluppo. Attualmente
comunqgue solo poche nanoparticelle funzionalizzateo in fase di sperimentazione
clinica, come ad esempio le MCC-465, formulazioneindmunoliposomi con la
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doxorubicina incorporata (Matsumura et al., 200MBP-426, liposomi contenenti
oxaliplatin (MedBiopharm, 2008), SGT-53, liposorontenenti plasmidi codificanti per
il soppressore tumorale p53 (SynerGene Therapet@s).

Un esempio di nanoparticelle multifunzionalizzateer p 'imaging in vivo
contemporaneamente alla veicolazione di farmaadraitb dal lavoro di Jang et al.
(2007), che hanno sviluppato nanosistemi contendlijente chemioterapico
doxorubicina, combinati con nanocristalli magneticicon anticorpi. Un approccio
simile e stato sfruttato per sviluppare nanopdiicebiocompatibili veicolanti
specificamente docetaxel a tumori localizzati, feteuso di aptameri che riconoscono
antigeni di membrana prostata-specifici (Farokretaal., 2006).

2.2.2 Le nanostrutture

Le nanostrutture possono essere sintetizzate cdimgyo organici (nanoparticelle

organiche) e/o con elementi inorganici (nanopditceinorganiche). Quelle

maggiormente utilizzate perdrug deliverysono i liposomi, le nanoparticelle e micelle
polimeriche, i dendrimeri e le nanoparticelle ceidma. Nanoparticelle magnetiche e
metalliche, quantum dots e nanotubi di carbonitteothe per la veicolazione di
farmaci, vengono soprattutto proposti per scopgmistici. Attualmente quasi tutti i

nanosistemi per dirug deliveryapprovati dalla FDA (Food and Drug Administratian)

in sperimentazione clinica sono quelli polimeridipmsomiali (Qiu e Bae, 2006).

I liposomi, primi nanosistemi studiati ed utilizzati perdilug delivery sono vescicole
sferiche delimitate da una membrana costituita dadappio strato fosfolipidico,
introdotte intorno al 1960 da Bangham (Banghamletl865). Le loro dimensioni
possono variare da 25 nm a 0.5 pum di diametro @siecdel metodo di preparazione. |
liposomi vengono classificati in base alle loro dimsioni e al numero di doppi strati
fosfolipidici costituenti in multi-, oligo- o unitamellari. Per la loro natura anfifilica
sono in grado di trasportare sia sostanze idrb8licel loro spazio interno acquoso, che
sostanze idrofobiche, intrappolate all'interno dethembrana lipidica (Konan et al.,
2002). Dopo somministrazione sistemica i liposoomwenzionali hanno un tempo di
circolazione sanguigna limitato, soprattutto a eadeslla loro cattura ed eliminazione da
parte dei macrofagi del sistema fagocitario monteare o sistema reticolo-endoteliale
(RES) (Frank, 1993; Gabizon, 2001); per questovoatliposomi rivestiti con polimeri
possono aumentare il tempo di circolazione da mmitiuti fino a 3 giorni. | primi
liposomi con lunga emivita nel circolo sanguignendminati‘stealth liposomes”sono
stati descritti nel 1987 (Allen e Chonn, 1987). duperficie dei liposomi pud anche
essere facilmente modificata con ligandi per auarenta specificita di veicolazione
(Torchilin, 2005) (Fig. 6). Varie formulazioni ligomiali di farmaci antitumorali sono
state approvate per I'uso clinico e molte sonaawli® avanzato di studi clinici (Park et
al., 2004). Ad esempio, sono stati approvati liposoudi (Myocet) e PEGilati (Doxil)
per la veicolazione della doxorubicina e del cigpta (Lipoplatin). Formulazioni
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liposomiali di antraaline vengono utilizzate per il trattamento di tumdell’ovario e
del seno e delacoma di Kaposiin pazienti affetti da HIV.Di recene, una
formulazione di liposomi PEGilati ctenenti la mTHPC (Fospeg) e statggiat in un
carcinoma squamocellulare felino, mostrando prégriearmacocintiche migliori
rispetto alla mTHPC disciolta nefformulazione standard (Buchhait al., 2005

Protective layer
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Lipid bilayer

Fig. 6 Struttura schematica di un liposoma unildane

Le nanoparticelle polimeriche sono particelle colloidali solide chgossono esse
preparate con polimeri naturali (eparina, destrarwlagene, chitosano) o polime
sintetici (poli(etilene glicole)acido poliglutamico, acido polilattici In base al metod
di sintesi possono em® disinte in nanoapsule, sistemi vescicolari nei quali
farmaco é confinato nella cavita circondata dallmirana polimerica, e nanosfe
sistemi nei quali il farmaco e fisicamente ed umfemente disperso nella matr
(Singh e Lillard, 2009) (Fig7). Le nanopatrticelle polimericheahno ricevuto notevo
attenzioni per la loro stabilita, lbiocompatibilita, la biodegradabilita la facilita di
funzionalizzazione(Tong e Cheng, 2007)Il farmaco pu0 trovar incorporato
fisicamente oppure legato clicamentealla matrice della nanopartice, ad esempio
mediante unlegame covalente polime-farmaco. Tale coniugato polimefarmaco
deve essere molto stabile, altrimenti c’e il riscbhe il farmaco venga rilasciato prit
che la nanoparticella arrivi nel tiore. Sono stati sviluppati una serie di coniugéi-
sensibili, che sono stabili nella circolazione sagga a pH pari a 7, mentre
degradano, rilasciando il farmaco nel tumore dbpélie tipicamente acid

nanocapsule

nannsiere

Fig. 7 Differenza strutturale tra nanocapsule e nano

Le micelle polimeriche sono composte den core idrofobico, che serve a contener:
farmaco, ed un guscioslfel) idrofilico, costituito da catene polimeriche n
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biodegradabili stabilizzanti la micella in ambieatuos (Fig. 8) Il coreé formato da
polimeri biodegradabili o solubili resi rofobici per coniugazione con sostal
idrofobiche oppure da piccole catene idrofobichiee possono essere attaccate
un’estremita del polimero centralBlock Copolymer o distribuite casualmente ne
struttura polimerica Random Copolymgr Tali micele sono piu stabi
termadinamicamente in soluzioni fisiologiche rispettan&elle surfattan; pertanto si
dissociano meno facilmenin vivo. Un problema nel loro utilizzo rimane il possik
rilascio del farmaco da veicolare prima del raggiarentc del sito bersaglio (Jones
Leroux, 1999).

Fig. 8 Struttura di una micella (Orive et al., 2D

| dendrimeri sono polimeri sintetici altamente ramific, simmetrici e
geometricamente ordine costituiti da un core centrale e numerosi gruppnieali che
ne determinano le particolari caratteristi (Fig. 9) Essi sono molto importanti ne
appgicazioni biologiche per preciso controllo delle lordimensioni e forma, per
proprieta fisiche non comuni e pla possibilita di funzionalizzazionNe esistono piu
di 50 tipi Klajnert e Bryszewska, 20).

4/] J\ A bv © Farmaco

Fig. 9 Struttura di un dendrimero (Orive et al.02f

Le nanoparticelle magnetiche e metallict in genere sono costituite da icore di
materiale inorganicorivestito da polimeri, comeil destrano.Le nanoparticelle
paramagnetiche di ossido di ferro vengono utiliezsr limagingin combinazioe con
le tecniche diMRI (Magnetic Resonance Imagin Sono gia usatin vivo in modelli
murini per diagnosticare metastasi di linfonoditumori prostatici e per visualizza
placche aterosclerotiche (Weissleder et al., 19Tali nanoparticelle posso essere
trasportate al sito diteresse applicando un campo magnetico esterne Sun, 200).
E’ stato anche dimostrato in sttin vitro che le nanoparticelle d’oro, stabilizzate «
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un rivestimento di citrato di sodio, sonuoni veicolanti di farmacantitumorali (Cheng
et al.,, 2008).Nonostante sembri che l'oro sia inerte negli amibidésiologici, la
tossicita a lugo termine delle particelle d’oro rimane una quesdi irrisota. Le
nanostrutture d’'oro son@anche promettenti come poteiati agenti jer la terapia
fototermica, che si basa sulla distruzione selettiMatwi@ore indotta da u aumento
locale della temperatura dopo irradiamento corriche emette nelhfrarossc

I nanotubi di carbonio sono formati da fogli di grafite arrotolati a forre una struttur:
cilindrica. Essi possono essere costituiti da un singolo foglieolto su sé steswdel
diametro variabile da 0.7 a 1.5 r(SWCNT, Single Walled Carbon Nanotub o da
piu fogli concentrici coassiadel diametro da 2 a 50 nnfM(WCNT, Multi Walled
Carbon Nanotubes) (Pagona e Tagmatarchis, (Fig. 10) Essi presental ottime
proprieta meccaniche ed elettriche e sono efficieahduttori di calore; per ques
vengono utilizzati nei campi dell’elettronica, conmanche in medicina per
veicolazione di farmaci e come biosensori (Polizu.e2806)

{0,10) nonctube
[zig-zogl

Fig. 10Struttura di nanotubi di carbonio a parete sing8MCNT, a sinistra)

multipla MWCNT, a destra
I quantum dots sono nanocristallisemiconduttori colloidalijn genere costituiti d
selenuro di cadmiajsati prevlentemente in campo diagnostico. Possiedono diroer
molto ridotte (2-10nm) e son in grado di emettere fluorescenza quasi monocraa
intensa e modulabile (Fig. L%e colpiti dalla luce. Sono resistentipdbtobleachin( e
hanno un’eccezionale resistenza alla degradazidwm®ica. Sono ottimi agenti «
contrasto per imaginge fluorofori ad elevata sensibilita per saggi bidtd (Medintz et
al., 2005).

2.3nm > 5.5nm

Fig. 11 Modulabilita del’emissione di fluorescenza daantun
dots in relazione alla dimensione (Sanvincens ecM&008"
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Le nanoparticelle ceramich¢ sono strutturenorganiche porose solitamenti silice,
alluminio o titanio(Fig. 12). Resentano una serie di vantaggi rispetto alleicelle
polimeriche organiche tra cui la semplice sintl'estrema stabilita eil poter essere
preparate cordimensione, forma e porosita desiderate (Roy et 24103). Quest
nanoparticelle proteggono efficacemente il farmawmorporato dalla denaturione
indotta dal pH e dalla temperaturaa loro superficie pud essere facilmente modifit
con diversi gruppi funzionali ed anticorpi monoadiro altri ligandi per indirizzarle ¢
sito desiderato.

Le nanoparticelle di silic e le nanoparticelle di sié organicamente modifica
ORMOSIL (ORganically MOdified SlLici, prodotte per condensazione di silica
tetralcossisilani,nhanno straordinarie proprieta comprendenti la itacidi sintesi, I
trasparenza, il costo di produzione relativamemigsb, lelevata idrofilicita e la faciliti
di modificazione superficial Esse vengono ampiamente studiate per il ampio
spettro di applicazione in ambito biomedico e liantdogico, tra cui I'utilizzo com
biosensori peiil DNA ed il pH endocellular, come fomulazioni iniettabili per I
veicolazione digeni e farmac e, in ambito industrialecome additivi per polimer
rivestimenti, detergenti, vernici per la loro capacita di migliorare le prigpa di
resistenza, brillantezza ed adesione. Sono presm&he in alcuni prodoticosmetici gia
disponibili in commercio ed ialcuni prodotti alimentar(Lin et al., 200€. Analizzando
la biodistribuzione e I'escrezione urinarin topi in vivo di varie tipologie d
nanoparticelle di silice modificate sulla sujicie, si € notato come il tempo
eliminazione ed il conseguente depositogli organi dipendano dal tipo
modificazione. Ad esempicrispetto a nanoparticelle modificate con gruppi @l
COOH, nanoparticelle rivestite con PEG hanno un tempardolazone nel sangue piu
lungo ed uréscrezione inferior(He et al., 2008).

Fig. 12 Immagini al microscopio elettronico a tréssione di sospensio
di nanoparticelle di silice del dizetro di 20 (sinistra) e 70 (destra) |

In questo lavoro di Dottorato di Riceré stato condotto uno studio con cellin vitro
per valutare le potenzialita e le eventuali limitaziomitossicita di nanoparticel
ORMOA4L, nude e PEGilate, e di formulazioliposomali, PEGilate con catene
diversa lunghezza e densita, per la veicolazione di unl®@®THPC, per la terap
fotodinamica.Per la veicolazione di un PS si possono utilizzhre diverse strategi
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nanoparticelle biodegradabili, costituite da polimelalle quali il PS puo essere
rilasciato per produrre ROS dopo irradiamento, oppwanoparticelle non
biodegradabili, dalle quali il PS non deve essaeeasariamente rilasciato in quanto e
sufficiente che I'ossigeno di singoletto ed altpede citotossiche possano diffondere
liberamente fuori dal nanoveicolo attraverso larioatporosa per produrre un effetto
terapeutico (Bechet et al., 2008).

In letteratura sono gia presenti alcuni stadvitro sull’'utilizzo di nanoparticelle PLGA
(poly(lactic-co-glycolic) acid copolymer) biodegedli per la veicolazione di agenti
fotosensibilizzanti, tra cui ad esempio PLGA caecaon la meso-tetra(p-idrossil-
fenil)porfirina (p-THPP) (Konan et al., 2003), cona@che studi su nanoparticelle
ORMOSIL per la veicolazione del blu di metilene fgaet al., 2005) e di un
pirofeoforbide (HPPD) (Roy et al., 2003). Un altexente esempio € quello proposto
dal gruppo di Kopelman che ha studiato la mTHP@riparata in particelle idrogel di
2-3 nm, dimostrando che l'attivita fotodinamicanmeane inalterata (Gao et al., 2007).
E’ stato dimostrato che certi agenti fotosensibdizti, se incorporati in nanoparticelle
di silice, possiedono una maggiore efficienza aidpzione di ossigeno di singoletto
(Yan e Kopelman, 2003).

2.3LA NANOTOSSICOLOGIA

Le proprieta innovative uniche che rendono le naotisre cosi interessanti per
l'industria e la biomedicina, come la loro piccdliaensione, I'estesa area superficiale,
la composizione chimica, la solubilita e la geometpossono contribuire al loro
potenziale profilo tossicologico verso i sistemiolbgici, I'organismo umano
(consumatori, pazienti e lavoratori) e I'ambient®leflina et al.,, 2007). Molto
importante quindi € lo studio e I'analisi dell’eveale pericolosita dei nanoveicoli per
I'organismo umano, valutandone il rapporto rischnefici.

Dato che per le nanostrutture non sono piu applidabonvenzionali parametri della
tossicologia tradizionale, € sorta una nuova dis@p denominatananotossicologia
che si occupa dello studio della sicurezza delleotexnologie ed ha lo scopo di
determinare i rischi associati all’esposizione aamateriali, esplorare le vie di entrata
delle nanostrutture nell'organismo umano ed indaganeccanismi molecolari relativi
alla tossicita.

Il corpo umano puo venire a contatto con i hanoraieli origine sintetica soprattutto
mediante tre vie principali: l'inalazione attraver$e vie respiratorie, l'ingestione
attraverso il tratto gastrointestinale e l'assodmo attraverso la via cutanea
(Oberdoster et al., 2005). Inoltre, nel caso diosamutture utilizzate per drug delivery
un’altra via coinvolta € I'iniezione diretta nefk@bdlo sanguigno. Le nanostrutture, una
volta inalate, ingerite o somministrate topicamemessono giungere fino alla
circolazione sanguigna ed essere quindi traspoddt@accumulate a livello di vari
organi. Studi condottin vivo su animali hanno messo in rilievo che le nanopatt
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possono localizzarsi a livello della circolazionanguigna e del sistema nervoso
centrale (SNC), inducendo reazioni inflammatoriéivallo polmonare e problemi a
livello cardiocircolatorio (Dailey et al., 2006)ltr@ ad accumularsi in vari organi quali
fegato, milza, linfonodi e midollo osseo.

In previsione delle potenziali applicaziom vivo di nanoparticelle, sara molto
importante chiarirne le farmacocinetiche, il temglioemivita nel circolo sanguigno,
I'escrezione, la biodistribuzione e l'accumulo negari organi dopo la loro
somministrazione sistemica. Una volta che le narimedle hanno espletato la loro
funzione nel sito bersaglio, € desiderabile che @smgano escrete o degradate senza
alcun effetto tossico. Un approccio per favoriré éi che le nanoparticelle vengano
preparate con materiali polimerici biodegradahbigi iy uso in biomedicina (Choi et al.,
2007) o di creare nuovi nanosistemi con polimevdegradabili. Anche se molti gruppi
hanno iniziato a studiare l'interazione delle naartipelle di silice con biomolecole e
cellule e a valutarne la potenziale tossicita, atato ancora chiaramente definito se
esse siano 0 non siano potenzialmente pericoloskevé8ova et al., 2003; Kipen e
Laskin, 2005; Sanvicens e Marco, 2008). | risultdtenuti sono ancora controversi e
non definitivi, poiché mentre alcuni autori suggeano che le nanoparticelle agiscono
a livello cellulare e subcellulare causando evidantotossicita (McAteer et al., 2007,
Akerman et al., 2002), altri affermano che esseoswmiateriali biologicamente inerti
(Xue et al., 2006). Le nanoparticelle di silice nebbero determinare degli effetti
biologici in vivo leggermente differenti rispetto alle analoghe ipalle di dimensioni
micrometriche. Studi precedenti avevano evidenzihtl'inalazione di microparticelle
di silice da parte delluomo provoca una pneumoasinideterminante fibrosi
polmonare, detta silicosi (Castranova et al., 20803he I'inalazione cronica di silice
cristallina in ratti induce fibrosi polmonare e cam (Saffiotti, 1992). Di recente alcuni
gruppi hanno riportato che nanoparticelle di silhom sono tossiche alle cellule a basse
dosi (Chang et al., 2007; Jin et al.,, 2007; He lgt2006). Altri, viceversa, hanno
riportato che I'esposizione a nanoparticelle dcsildi 15 e 46 nm causa una tossicita
dose-dipendente, strettamente correlata allo stesigativo, in cellule derivanti da un
carcinoma broncoalveolaiia vitro (Lin et al., 2006). Svariati studi riportano che c
una relazione inversa tra dimensione di quantura ddti loro effetti tossici, in quanto
al diminuire della dimensione diventano piu citsios (Zhang et al., 2007).
Nanomateriali di carbonio con diversa geometria ifeatano una diversa citotossicita
in vitro; i nanotubi SWCNT sono i piu tossici, mentre iéuéni sono i meno tossici (Jia
et al., 2005). E’ stato scoperto che nanotubi do@aio SWCNT possono indurre stress
ossidativo e risposta pro-inflammatoria in chem@iti umaniin vitro (Schedova et al.,
2003) e che sono in grado di causare aggregaziasgipicain vitro (Radomski et al.,
2005). Nanoparticelle di diossido di titanio e niautd di carbonio mostrano effetti pro-
inflammatori su cellule epiteliain vitro (Monteiller et al., 2007). In cellule epiteliali
bronchiali di ratto esposte a nanoparticelle dicsilé stata riscontrata necrosi ed
un’acuta inflammazione polmonare (Kaewamataworaj.e2006).
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In letteratura si trovano numerosi studi sperimientavitro relativi ai meccanismi di
internalizzazione cellulare delle diverse nanosiret mentre sono ancora scarsi gli
studi in vivo. Quello che emerge in generale € che non esistenegcanismo di
internalizzazione specifico per le nanoparticelaftied et al., 2007), bensi esso risulta
dipendere da svariati fattori, quali le proprieténtico-fisiche del nanosistema, dalle
condizioni sperimentali adottate e dalle carattiehie della linea cellulare considerata.
La cellula talvolta pud usare anche differenti naedemi di internalizzazione
contemporaneamente; ad esempio Lesniak et al. J188to dimostrato che sistemi
dendrimerici d’argento possono essere accumulai rsiediante fagocitosi che
diffusione semplice.

Analizzando le basi molecolari della tossicita si wsto che, in seguito
all'internalizzazione cellulare di nanoparticel,innescano meccanismi di produzione
di specie altamente reattive dell’ossigeno non emammpletamente chiariti, che
giocano un ruolo chiave nel determinare la citatiiss (Nel et al., 2006). Nel caso
dell'utilizzo di nanosistemi non biodegradabili pér drug delivery sara pertanto
estremamente importante valutare I'eventuale tiasiel nanoveicolo “vuoto”, ossia
non caricato col farmaco (Jong e Borm, 2008).

2.4LINEE CELLULARI SELEZIONATE

La linea cellulare utilizzata nella prima partegdiesto lavoro di Dottorato di Ricerca e
la linea cellulare KYSE 510, derivante da un caymia squamocellulare esofageo
umano. Essa presenta alterazioni genetiche assaaliat sviluppo di questo tipo di
tumore, quali mutazioni del gene p53 e amplificagi@lei geni c-myc, hst-1 e ciclina
D1. La proteina codificata dal gene p53 gioca uslaumportante nel controllo della
crescita cellulare, nella riparazione del DNA daggiato e nell’apoptosi (Hollstein et
al., 1991). Mutazioni del gene p53 possono detearrirun’espansione clonale delle
cellule neoplastiche. L’amplificazione del gene gemsvolge un ruolo critico nella
normale proliferazione cellulare e, se sovraespregsio causare proliferazione
incontrollata. Vi € inoltre una mutazione nella etanasi-ciclina dipendente (CdK)-Rb
che controlla il passaggio dalla fase @la fase S del ciclo cellulare, portando ad
iperproliferazione cellulare (Kuwano et al., 2005 attivazione della Rb o proteina del
retinoblastoma pud essere causata da una sovrssspee della ciclina D1 che
complessa con alcune Cdk.

Il tumore all’esofago, una delle neoplasie piullesolitamente viene diagnosticato ad
uno stadio avanzato incurabile vista la sua nodese sintomatologia (Marcon, 1994).
Le terapia piu utilizzata per questo tipo di tumérk rimozione chirurgica del tratto di
organo interessato da neoplasia, associata a eofteradioterapia e/o chemioterapia
(Radu et al., 2000). E’ stata selezionata talealiogllulare poiché, quando la neoplasia
viene diagnosticata ad uno stadio precoce, la PD® pssere un’alternativa a
trattamenti piu aggressivi, pud essere ripetuta yilte senza provocare effetti
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collaterali significativi e puo essere effettuatacifmente vista ['accessibilita
all'irradiamento di tale sito; inoltre puo essetdizzata come trattamento palliativo in
pazienti con patologia metastatica.

Nella seconda parte del lavoro invece sono stétezate due diverse linee cellulari: le
A549, derivanti da un carcinoma polmonare, edrofitasti polmonari normali CCD34-
Lu. E’ stata selezionata proprio la linea cellulag&19 in quanto, in previsione di futuri
esperimenti con nanoveicoli funzionalizzati supéafimente con I'acido folico, essa
risulta negativa per la sovraespressione del weetlel folato. | fibroblasti normali
sono stati utilizzati per poter creare un confroditoisultati fra cellule tumorali e non,
soprattutto per quanto concerne lo studio dell&nqmale citotossicita dei hanoveicoli
“vuoti”, ossia non caricati con I'agente fotoserlsizante.
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SCOPO
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Lo scopo di questo progetto di Dottorato di Riceecastato di valutare gli effetti
biologici indotti in vitro da nanosistemi veicolanti un agente fotosensgalhite (PS),
utilizzato nella terapia fotodinamica (PDT), e éri¥icare se l'incorporazione del PS in
sistemi di dimensioni nanometriche ne incremerg#itacia terapeutica. Recentemente
molta attenzione é stata rivolta al miglioramentlad selettivita e specificita di
accumulo dei PS nel tumore, in modo tale che la pB3sa risultare piu efficace con
basse dosi di farmaco e minori effetti collatera&i tessuti sani circostanti. Le
emergenti nanotecnologie rappresentano un approcggiomettente per |l
raggiungimento di questo obiettivo; infatti le natratture presentano potenziali
applicazioni nella veicolazione di farmaci e/o gemiire che nel bioimaging e nella
diagnostica. L'utilizzo di nanostrutture idrofilierper ildrug delivery inoltre, potrebbe
migliorare la somministrazioni& vivo di molti PS idrofobici tramite I'incorporazione
nel loro ambiente idrofobico interno.

Nel corso di questo lavoro sono state studiatprimo luogo, nanoparticelle idrofiliche
di silice organicamente modificata (ORMOSIL NP, Q@Rigally MOdified SlLica
NanoParticles) per veicolare lmetatetra(idrossifenil)clorina (MTHPC), un PS
idrofobico di seconda generazione caratterizzataumialevata attivita antitumorale.
Sono stati condotti studn vitro sulla linea cellulare KYSE 510, derivante da un
carcinoma squamocellulare esofageo umano, peravalgti effetti citotossici indotti, al
buio e dopo irradiamento con luce rossa, da ORMQ#PLnude, vuote o caricate con
la mTHPC, per determinare I'accumulo e la localzzaae intracellulare della mTHPC,
rispetto a quella veicolata nel solvente standatdnplo/PEG 400/acqua; 20:30:50,
viv/v). Una tappa successiva ha riguardato il tinvesnto superficiale delle ORMOSIL
NP con uno strato di catene di poli(etilene gligofPEG), allo scopo di evitare
I'adsorbimento di proteine sulla superficie e I'etteale fuoriuscita della mTHPC dalle
NP, di aumentare il tempo di circolazione delle N vasi sanguigni e di evitarne la
cattura da parte dei macrofagi del sistema retiealdoteliale. Un ulteriore obiettivo e
stato la preparazione di ORMOSIL NP PEGilate comTeHPC legata covalentemente
alla matrice silanica per eliminare completameatpdssibilita di fuoriuscita del PS dal
nanosistema, precedentemente all'internalizzazi@haito di interesse. La citotossicita
al buio, I'accumulo e la localizzazione subcellalali NP PEGilate, vuote e caricate
fisicamente o covalentemente con la mTHPC, sorte stutaten vitro nelle cellule
umane di carcinoma polmonare A549 e nei fibroblpsimonari normali umani CCD-
34Lu, in modo da poter effettuare dei confrontidedlule neoplastiche e non. La linea
A549 e stata scelta poiché, in previsione di futesiperimenti con nanoveicoli
funzionalizzati superficialmente con l'acido foliemme ligando per l'indirizzamento
selettivo alle cellule tumorali, essa non sovraespiil recettore del folato, a differenza
delle cellule KB che saranno utilizzate successesater La citotossicita delle
ORMOSIL NP nude e PEGilate vuote, non irradiate sposte alla luce, & stata
determinata per saggiare la tossicita del mater@dé che attualmente sono ancora
scarse le informazioni sulla sua biocompatibiltame anche per controllare che gli
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effetti osservati dopo il trattamento fossero doestlusivamente al PS veicolato. Oltre
alle ORMOSIL NP sono state prese in analisi ancieevformulazioni liposomiali
unilamellari PEGilate (Fospeg) contenenti la mTHRI@erse tra loro per densita e
lunghezza delle catene di PEG, con lo scopo ditasde gli effetti biologicin vitro in
termini di tossicita, efficienza di fotoinattivanie, internalizzazione ed accumulo
intracellulare, effettuando dei confronti tra levelise formulazioni, e tra queste e la
mTHPC sciolta nel solvente standard.
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4

MATERIALI E METODI
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4.1 MATERIALI

mTHPC (metatetra(idrossifenil)clorina, Fosc&he Fospeg (formulazioni liposomiali
PEGilate contenenti mTHPC): fornite dalla Biolit®G (Jena, Germania).

PBS (Phosphate Buffered Saline): soluzione acqdosali inorganici quali NaCl, KCl,
KH,POy, NgoHPO, 7 HO.

PBS con C& e Md¢**: PBS con aggiunta di Ca MgCb.

Versene: soluzione costituita da PBS contenent®.28%6 di EDTA (acido etilen-
diammonio-tetracetico).

FBS (Foetal Bovine Serum): prodotto commercialenitor dalla Gibco (Invitrogen,
Milano, Italia).

RPMI 1640 1X (Roswell Park Memorial Institute 164@rreno per colture cellulari in
forma liquida, fornito dalla Gibco. E’ costituitadsali inorganici, vitamine, aminoacidi
ed altre sostanze, quali D-glucosio, glutationettm e rosso fenolo, ed e addizionato
con GlutaMAX® 0.2 M, che & il dipeptide L-Alanil-L-Glutamminaegmursore della L-
Glutammina.

F-12K 1X (Nutrient Mixture Kaighn’s modificationXerreno per colture cellulari in
forma liquida contenente L-Glutammina, fornito daBibco.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): terrenayliido per colture cellulari
contenente GlutaMAX e 4.5 g/l di glucosio, fornito dalla Gibco.

Tripsine: tripsina liquida allo 0.25% con EDTA 1 miipsina liquida allo 0.05% con
EDTA 0.53 mM, tripsina allo 0.25%; fornite dallalsgn.

CellTiter 96° AQueous One Solution Proliferation AssayKit per test 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carbossimetossifenil)-2-&ulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS),
prodotto commerciale fornito dalla ditta Promegdiazato per valutare la vitalita
cellulare.

ADPA (acido disodico 9,10-antracenedipropionicaynda utilizzata per valutare la
produzione di ossigeno di singoletto, fornita dMialecular Probegéinvitrogen).

Image-iT" LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection Kit fornito dalla
Molecular Probes, utilizzato per valutare la pradoe cellulare di ROS.

R123 (Rodamina 123), NBD g&eramide (6-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
ilamino esanoil]sfingosina), LysoTracker Green DR® e ER-Tracker Green
(glibenclamide BODIPY FL): sonde per microscopia di fluorescenza preddlla
Molecular Probes.

Trypan bluexcolorante ad esclusione vitale in soluzione alt9&.fornito dalla Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO).
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Penicillina G, Streptomicina, AOT (dioctil-sodiofguccinato), n-butanolo, VTES
(viniltrietossisilano), APTES (3-aminopropiltriesisilano), IR775 cloride (2-[2-[2-
cloro-3-[2-(1,3-diidro-1,3,3-trimetil-2H-indol-24idlene)-etilidene]-1-cicloesene-1-il]-
etenil]-1,3,3-trimetil-3H-indolio cloride), HEPESagido 4-2-idrossietil-1-piperazinil-
etansolfonico), Triton X-100: forniti dalla dittaggna-Aldrich.

SDS (sodio dodecil solfato): soluzione acquos&@@allizzata per la lisi cellulare.

Kit per il saggio BCA: kit fornito dalla ditta Piee (Rockford, IL) e costituito da un
reagente A (acido bicinconinico, carbonato di spticarbonato di sodio, tartrato di
sodio in NaOH 0.2 M) e da un reagente B (solfatoraine al 4%). Usato per
determinare la concentrazione di proteine.

Tioridazina cloridrato:farmaco appartenente alla famiglia delle fenotiezifornito
dalla Sandoz Pharma Ltd (Basilea, Svizzera); lokséosciolto in etanolo assoluto.

Acqua milliQ: preparata a partire da acqua deia@tzZR > 18 M) filtrata con sistema
di purificazione Milli-Q della Millipore.

Materiale plastico: le plastiche utilizzate pectéture cellulari sono prodotti FalcBn

4.2 mTHPC

La soluzione di mTHPC utilizzata in questo lavoqmesmentale e stata preparata
sciogliendo la polvere nel solvente standard, dssima soluzione costituita da etanolo
assoluto, poli(etilene glicole) (PEG 400) ed acqudliQ (20:30:50, v/viv). La
concentrazione della mTHPC in questa soluzionekstogtata controllata misurando lo
spettro di assorbimento di una piccola aliquotaitdilin un eccessso di etanolo assoluto
ed utilizzando i valori dei coefficienti di estimrie molare a 420 e 650 N@ 460 nm=
199700 M'cm™; € 50 nm= 43252 M'cm?).

4.3 FOSPEG

Nel corso di questo lavoro sono state utilizzateeviormulazioni liposomiali PEGilate
(Fospeg) contenenti la mTHPC, tra loro diversedmarsita e lunghezza delle catene di
PEG: Fospeg 2 mol%-2000, 8 mol%-750, 8 mol%-2000o08%-5000 (Fig. 13). Sono
state preparate nei laboratori della ditta Bioliteediante il metodo convenzionale del
film lipidico seguito da estrusione. Una soluziode mTHPC e fosfolipidi DPPC
(dipalmitoilfosfatidilcolina), DPPG (dipalmitoilfdatidilglicerolo) e mPEG-DSPE (N-
(carbonil-metossipolietileneglicole)-1,2-disteafodfatidiletanolamina) in cloroformio
e stata fatta evaporare. Il film lipidico risultané stato reidratato aggiungendo un
tampone di istidina 10 mM con 5% (v/v) di glucosieantenedolo in rotazione a 50°C.
La miscela & stata quindi estrusa attraverso merabda policarbonato con pori di
dimensioni comprese tra 100 e 400 nm utilizzand&mmulsiFlex-C5 o un LiposoFast-
extrudef (entrambi Avestin, Canada). La soluzione colladalsultante & stata
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caratterizzata mediante spettroscopia a correlazioim fotoni (Nan-Zetasizer,
Malvern), calorimetria differenziale a scansi (Pyris 1, Perkin Elmer) e microscof
elettronica crya trasmissione (Philips CM 1.

PEG-DSPE
Formulazioni: 750 2000 5000
'm,«n‘ _
2 mol% s ® «_‘vﬂﬁ
Oy ga’

R ;f"c C%ﬂr’ QE":'. '\SS'

W N
8mol% 1= © @ &n- ; f'ifb’ im?‘

Fig. 13 Rappresentazione schematica delle divgrsiogie di Fospeg utilizzal

In alcuni esperimenti & stata utilizzata una formidne i liposomi PEGilati 8 mol¢-

2000 non contenenti la mTHPCbensi marcati con un&odamin-DPPE (1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3fosfoetanolamin-N-(lissamina rodamina B sulfonil) (sale

ammonio).

4.4 NANOPARTICELLE ORMOSIL

Le nanoparticelle ORMOSIL (ORganically MOdified $th) utilizzate in quest
progetto di Dottorato di Ricercsono state sintetizzate e caraeste presso
Dipartimento di Scienze Chimiche dell’'UniversitaRiAdove

In generale,sono state sintetizze per polimerizzazione di un precursore VT
(viniltrietossisilano) all'interno di micelle di tesioattivo, utilizzando come -
tensioattivo Ih-butanolo e come catalizzatore basico 13, seguendo il metoc
proposto da Roy et al. (2003).

Per quanto riguarda la preparazionenanoparticelle ORMOSIL nude, ossia non
PEGilate superficialmente, é st seguito il seguente protocollo sperimer (Fig. 14).
All'interno di un reattore incamiciato termostatd&9°C), contenente una soluzione
AOT (dioctil-sodiosulfosuccinato, 0.44 g, 1.0 mmol) n-butanolo (0.8 ml, 7.6 mmo
in acqua (20 ml), sono stati aggiunti 100 pl di weduzione 8.8 mM di mHPC in
DMSO (dimetilsolfossidoper sintetizzare nanoparticelle con la mTHPC incmata,
oppure 200 pl di una soluzione 8.8 1 di IR775-Sil in DMSO per sintetizzar:
nanoparticelle contenentina cianina legata covalentemente alla matrice sila,
oppure atrambe queste quantita in modo da ottenere naticglbe con incorporatsia
la mTHPC cle la cianina. Successivamente sono stati addizianelhe 200 pl di VTE:!
(0.96 mmol) e la miscela di reazione €& stata maméenotto vigorosa agitazione {
circa D minuti fino a limpidezza. La polimerizzazionetata innescata per aggiunta
APTES (40 ul, 0.17 mmol) o di una soluzione acqudisanmoniaca (28%, 10 pul, 0.,
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mmol), che fungono solo da catalizzatori. La miaaklreazione e stata mantenuta s
agtazione per 16 ore a 20°C; e stata poi filtrateaserso una membrana PVDF ave
pori di 0.45 um, trasferita in una cella da ulltedzione Amicon da 75 ml (Millipore
munita di una membrana di cellulosa rigenerataGdkDa (cu-off di circa 3 nm) e
ultrafiltrata con acqua milliQ sotto azoto ad umassione di 4 bar per eliminare de
soluzione I'AOT, In-butanolo, i monomeri che non hanno reagito e leecwé di
MmTHPCnon incorporate nelle nanoparticelle. La cellaiz#dta per l'ultrafiltrazioe é
munita di un serbatoio da 1 litro per mantenereacts il volume all'interno della cel

ed impedire un’eventuale andata a secco del campidaltrafiltrazione e stata fatf
proseguire fino al raggiungimento della concentmagi di AOT non tossiciper le
colture cellulari da utilizzarsi negli esperimerin vitro, determitata mediante
esperimenti di vitalita cellulare. La soluzionedia di nanoparticelle & stata filtre
attraverso una membrana PVDF con pori di 0.22 pmfind la sospensione

nanoparticelle e stata portata ad un pH compreso/2ae 7.3, per permetterne
successivo utilizzo negli esperimerin vitro nelle colture cellulari, conservata
temperatura ambiente ed utilizzata entro breve tempguanto e stata riscontrata

tencenza delle nanoparticelle ad aggre¢

HO.

0 y
i’ AOT/ / o o
. s 2 n-BUOH/H,0
/0 \c|> R )C”* g} x=(DH NH,,20°C,16 h i 55:3"« v@-“ Uhrafiltration
/Ty o I N / °
(Jj = = S*-N HN’\ZJ \Lf “gﬁf &
- HO QAL
ViES )
L
= 0OH
mTHPC

Fig. 14 Schema semplificatoi sintesi di nanoparticelle ORMOSIhude caricate
non covalentemenicon la mTHPC.

Le nanoparticelle ORMOSIL PEGilate, cioe rivestite con uno strato di polilene
glicole) (PEG2000), sono state preparisecondo la proceduappena descritta ple
nanoparticelle nude, aggiungendo pero trimetossisililderivatodel PEC 2000 alla
miscela di reazione ed utilizzando come tensioaitiBrij35 (Fig. 15.

Brij35/n-BuOH/
>N N _{OH H.0/
o > ~ PEG-(SiOMe)s
§ = Q_\\/w HN
- HO > /'
VTES ”J‘T

Fig. 15 Schema seplificato di sintesi di nanoparticell ©ORMOSIL PEGilate
caricatenon covalentemenicon la mTHPC.
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Le nanoparticelle ORMOSIL, nude ¢ PEGilate, ma vuote sono state sintetizze
secondo la procedura sopra descritta per quelleatarcol otosensibilizzante e/o cc
la cianina, eutilizzando 200 pl di DMSO puro al posto del voluchala soluzione ¢
MTHPC e/o IR7755il in DMSO

Le nanoparticelle ORMOSIL sono state preparate anche legacolalentemente le
MmTHPC alla loro matrice silanica. no state sintetizzate sesndo la medesim
proceduradescritta per quelle con la mTHPC incorporata navatentemente
utilizzando 5-(meta-(3-tetossisililpropil)carbamoilosfenil)-10,15,20tris(met&idrossi
fenil)clorina, ossia un derivato mTHI-Silano al posto della sola mTHREIg. 16).

Brij3s/

Os N0 n-BuOH/ e

5 7 ° PEG-I("SZ%M 3 AR Uhrafil

o] iOMe / Y rrafiltration
g s TR B R

0.
A g \\ Eed o & ’, g
VIES O \\‘“
HO' o Feo—__

mTHPC-Sil

Fig. 16 Schema semplificatoi sintesi di nanoparticelle ORMOSIBEGilate
caricatecovalentementcon la mTHPC.

Una volta sintetizzate, le soluzioni di nanopailicesono state accuratamel
caratterizzate. La conceazione di AOT o Brij35 residt nei campioni d
nanoparticelle ultrafiltrate e stadeterminata misuranda ltensione superficiale de
soluzione di nanoparticelle con tensiometro Kruss dd utilizzando una retta ¢
calibrazione precedentemente allestita col medesstnomento. Un’aliquota dell
soluzione di nanoparticelle risultante dalla sinkesstata tiata a secco e pesata

determinarne la concentrazione in peso di nanoparticelle/mdi soluzioni), mentre
la quantita di sostanza incorporata nelle nanageiti € stata determinata registrand
gli spettri di assorbimento L-Vis con spettrofotomedr Perkin Elmer Lambda 4
fornito di cella termostata, ed utilizzando i cogéinti di estinzione molare di 16501
M™cm® a 420 nm e 45800 ‘cm™ a 627 nm, rispettivamente per la mTHPC ¢
cianina IR775Sil. Sono stati registrati gli spettri di fluocenza della sostan
incorporata nelle nanoparticelle con spdluorimetro Perkin Elmer LS5 munito di
cella termostata. E’ stata effettuata un’analisaehsionale delle nanoparticelle tran
microscopia elettronica trasmissione (TEM) con microsco Fei Tecnai 12 (10
KeV) e programmamage . e mediante determinazione déhmetro idrodinamici
medio conmisurazioni di Dynamic Light Scattering (DLS) cofrusnento Particle
Sizing Systems Nicomp Model 370 equipaggiato cdia termostatata e lasei488 nm
(Spectra Physics Series 201¢).

La stabilita della preparazione di nanoparticee stata controllata tramite |
registrazione di un ulteriorspettro di assorbimento prindell’'uso con le cellul in
vitro. La concentrazione de mTHPC incorporata nelle nanoparticetlestata calcolat
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utilizzando i valori dei coefficienti di estinzionmolare §) calcolati sciogliendo la
mMTHPC in tolueneg(s2o nm= 165977 M' cmi™; & 650 nm= 38315 M" cmi). Un’eventuale
aggregazione delle nanoparticelle risulta in umaimlizione della concentrazione del
fotosensibilizzante e in un allargamento della lsaad20 nm.

4.5 LINEE CELLULARI

La linea cellulareKYSE 510, derivante da un carcinoma squamocellulare esofage
umano di una donna giapponese di 67 anni, e staatd dalla DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GnBtaunschweig, Germania) e
presenta una mutazione nel gene p53 ed amplificazi@i geni c-myc, hst-1 e ciclina
D1. Le cellule KYSE 510 sono state coltivate in mstmato in fiasche da 75 ém
utilizzando il mezzo RPMI 1640 1X contenente il 1@fesiero fetale bovino (FBS)
inattivato con il calore, 38 unita/ml (30 mg/ml) slireptomicina e 100 unita/ml (25
mg/ml) di penicillina G. Per la subcoltura le ct@lisono state lavate con PBS ed
incubate per 4 minuti a 37°C con una soluzione%.&btripsina e 1 mM di EDTA, per
permetterne il distacco dalla fiasca. L’azione alétlpsina € stata quindi neutralizzata
tramite l'aggiunta di mezzo completo (10% FBS) epal un’accurata risospensione,
sono state prelevate delle aliquote contenentil8®0 0.8 x 16 cellule, che sono state
seminate in nuove fiasche contenenti 15 ml di terreompleto fresco, rispettivamente
per passaggi di 3 o0 4 giorni. Le cellule KYSE 5Hhio un tempo di duplicazione di
23-24 ore.

La linea cellularedA549, derivante da un carcinoma polmonare di un uonugasico di
58 anni, e stata fornita dalla ATCC (American Typelture Collection, Rockville,
USA). Essa e stata mantenuta in coltura come m@atosh terreno F-12K contenente 2
mM L-glutammina, 1.5 g/l sodio bicarbonato, 38 anitl (30 mg/ml) di streptomicina e
100 unita/ml (25 mg/ml) di penicillina G e 10% dBE inattivato col calore. Prima di
arrivare a confluenza, le cellule sono state sciat®con versene, staccate utilizzando
una soluzione 0.05% di tripsina e 0.53 mM di EDEAjseminate in 15 ml di terreno di
coltura completo in quantita pari a 0.8 ¥ 100.6 x 16 cellule, rispettivamente ogni 2 o
3 giorni. Le cellule A549 hanno un tempo di duptiosme di circa 22 ore.

La linea cellulareCCD-34Lu, fornita dalla ATCC, é costituita da fibroblastimonari
umani normali di origine neonatale. E’ stata mantarnin coltura come monostrato in
terreno DMEM contenente 38 unita/ml di streptormacen100 unitd/ml di penicillina G,
amminoacidi non essenziali (NEAA), 0.02 M HEPESQ861di FBS inattivato con il
calore. Prima del raggiungimento della conflueneasellule sono state sciacquate con
versene, staccate utilizzando una soluzione 0.268tpdina e riseminate in 15 ml di
mezzo di coltura completo in quantitad pari a 0.816° o 0.6 x 16 cellule,
rispettivamente ogni 2 o 3 giorni. Le cellule CCBL8 hanno un tempo di duplicazione
di circa 24 ore.
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Le varie colture cellulari sono state mantenuteinicubatore a 37°C, in atmosfera
contenente il 5% di COe 90% di umidita e sono state testate periodicénpar
assicurare I'assenza di contaminazione da micoplasm

4.6 SAGGIO DI VITALITA CELLULARE MTS

Il CellTiter 96° AQueousOne Solution Proliferation Assay & un saggio catetiico che
consente di determinare il numero di cellule vitalesperimenti di proliferazione o di
sopravvivenza, basandosi sull’attivita delle dejgmasi cellulari. E’ costituito dal sale
di tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carbsimetossifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio (MTS o reagente di Owen) e dal reagactoppiante di elettroni fenazina
etosolfato (PES). L'MTS, dopo essere stato intézpato dalle cellule, viene bioridotto
e trasformato in formazano, composto solubile nekzo di coltura cellulare e con
assorbimento alla lunghezza d’'onda di 490 nm. Quesinversione dellMTS é
presumibilmente accompagnata dalla formazione dDRA o NADH prodotti dalle
deidrogenasi, enzimi presenti nelle cellule metabalente attive. Tali agenti riducenti
trasferiscono elettroni al PES, che risulta quindjrado di ridurre 'MTS. La quantita
di formazano prodotta, misurata come assorbimert80anm, € pertanto direttamente
proporzionale al numero di cellule vitali presargl campione (Fig. 17).

deidrogenasi
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Fig. 17 Trasformazione del’lMTS a formazano (ETRedion Transfer
Reagent, ossia il reagente accoppiante di eletRBfS).

Per effettuare tale test le cellule sono state rs&t®iin piastre da 96 pozzetti con fondo
piatto (1 x 16 cellule KYSE 510/pozzetto; 3 x 1@ellule A549 0 CCD-34Lu/pozzetto)
in 200 ul di terreno completo e lasciate cresce3@&°& per 24 ore. Allo scadere di tale
tempo il terreno e stato sostituito con 150 pkdigno fresco contenente il 3% di FBS e
concentrazioni crescenti dell'agente con cui si ed@av effettuare il trattamento (3
pozzetti per ogni diversa dose di trattamento)cékule sono state incubate al buio a
37°C per 24 ore, al termine delle quali e stataited la vitalita cellulare col test MTS
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(24 h) oppure e stato eliminato il terreno contéadéagente trattante, sostituito con 150
ul di terreno completo, dopo aver effettuato 2 ¢miacon 150 pl di PBS con €ae
Mg**, e la vitalitd cellulare & stata valutata con §&adgTS dopo ulteriori 24 ore di
incubazione (24 + 24 h). Allo scadere delle 2424 & 24 h, da ciascun pozzetto e stato
rimosso il terreno e sono stati aggiunti 100 pltetreno privo di FBS e 20 pl di
soluzione MTS. La reazione e stata fatta proceded3@°C al riparo dalla luce per circa
60-90 minuti, al termine dei quali & stata misutassorbanza a 490 nm con lettore di
piastra spettrofotometrico Spectramax 190 (Molaculzevices). Al valore di
assorbanza dei campioni e stato sottratto il valmedio dei bianchi, ossia pozzetti privi
di cellule il cui segnale rappresenta il backgrodin@ssorbanza a 490 nm, calcolando
cosi il valore di assorbanza del formazano prodd#gli enzimi cellulari. La vitalita
cellulare dei diversi campioni e stata quindi espaecome percentuale di assorbanza
rispetto al valore medio di assorbanza delle altlilcontrollo, ossia rispetto a cellule
che non sono state esposte al trattamento, maacimsubito gli stessi cambiamenti di
terreno delle cellule trattate.

Con questo saggio e stata valutata la tossicibaial in cellule KYSE 510 indotta dalla
MTHPC veicolata nel solvente standard o incorporatan covalentemente in
nanoparticelle ORMOSIL nude, dalle nanoparticelRMIDSIL nude vuote e dal solo
solvente standard a concentrazione equivalente @llaquutilizzata nella
somministrazione della piu alta dose di mTHPC. thtasvalutata anche la citotossicita
del tensioattivo AOT, contenuto come residuo ditesn nella soluzione di
nanoparticelle, per determinarne la concentrazimassima non tossida vitro nelle
cellule KYSE 510. E’ stata stimata la tossicitabalo in cellule A549 e CCD-34Lu
indotta dalla mTHPC veicolata nel solvente stanaangcorporata non covalentemente
0 covalentemente in nanoparticelle ORMOSIL PEGilagperficialmente, dalle
nanoparticelle ORMOSIL PEGilate vuote, dal tengivat Brij35 e dalle varie
formulazioni liposomiali veicolanti la mTHPC (Fogpe Il test MTS e stato inoltre
applicato per valutare la vitalita di cellule sgibste a irradiamento dopo trattamento
con concentrazioni crescenti di mTHPC nel solvetaedard, caricata in nanoparticelle
0 in liposomi (esperimenti di PDifi vitro).

Per questi esperimenti di PDih vitro le cellule sono state seminate in pozzetti e
sottoposte a trattamento, seguendo il medesimogolhd sperimentale sopra descritto
per gli esperimenti di citotossicita al buio. Atrteéne dei trattamenti le cellule di ogni
pozzetto sono state sciacquate due volte conyl%0 PBS con ioni C& e Md¢* ed
irradiate in PBS con una determinata dose di lossa (600-700 nm). Nel caso delle
cellule KYSE 510 sono stati seminati e trattatosod pozzetti centrali della piastra, ed
irradiati con 0.12 J/cm(30 secondi; 4 mW/cfdi luce rossa, ponendo la piastra sopra
un supporto in plexiglass al di sotto del qualeagasfissata la fibra della lampada a
quarzo/alogeno PTL Penta (modello STL-B-049, DeSgs S. Antonino, Svizzera),
munita di fibre ottiche e di filtri che permettodo selezionare le lunghezze d’onda di
luce appropriata per l'attivazione del PS. Le dellA549 e CCD-34Lu, invece, sono
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state irradiate con 0.24 J/&if20 secondi; 12 mW/cfdi luce rossa, ponendo la piastra
sotto il fascio emesso dalla lampada Waldmann PEOD XWaldmann Medizintechnik,
Germania). Entrambe le lampade sono state tardizzamdo un radiometro IL 1700
(International Light, Newburyport, MA). Al termindell’irradiamento, il PBS di ogni
pozzetto € stato sostituito con 150 pl di terrenonpleto fresco. Dopo 24 ore di
incubazione a 37°C, la vitalita cellulare é statdutata con saggio MTS ed espressa
come percentuale di assorbanza rispetto a celiut®rdrollo (100%) che non hanno

subito né il trattamento né I'irradiamento.

4.7 TEST DI VITALITA CELLULARE CON TRYPAN BLUE

La vitalita di cellule KYSE 510 dopo PDT con la mP8, sciolta nel solvente standard
o incorporata in nanopatrticelle nude, é stata atgduanche mediante il saggio del trypan
blue. Quest'ultimo e un colorante ad esclusionalejtavente carica negativa, in grado
di penetrare solamente nelle cellule con membramanepgiata. Questa proprieta
consente di discriminare le cellule vive dalle madramite osservazione al microscopio
ottico, in quanto le prime risulteranno non colergterché escludono il colorante,
mentre le seconde assumeranno una tipica coloeabion

Per quest’esperimento, sono state seminate 3 gelldile KYSE 510 in 2 ml di terreno
completo in capsule di plastica del diametro dn8%, e lasciate attaccare e crescere in
incubatore per 24 ore. Dopo tale tempo, il terrergtato sostituito con 2 ml di terreno
fresco contenente il 3% di FBS e la concentrazidesiderata di mTHPC libera o
incorporata in nanoparticelle. Dopo 24 ore di &niaiento a 37°C, i monostrati cellulari
sono stati sciacquati due volte con 2 ml di PBSioonC&* e Mdf*, ed irradiati in PBS
con 0.12 J/ch (2 mWi/cenf; 1 minuto) di luce rossa (600-700 nm) emessa da un
lampada a quarzo/alogeno PTL Penta. Al termin€iatliamento, in ogni capsula il
PBS é stato sostituito con terreno completo e lesua sono state mantenute in
incubatore a 37°C per altre 24 ore prima di proceden il test del trypan blue, che
permette di determinare la vitalita cellulare esgmdola come percentuale di cellule
negative al trypan blue rispetto a cellule di colidr che non sono state né trattate né
irradiate, ma che sono state sottoposte agli stessbiamenti di terreno dei campioni
trattati. Una volta eliminato il terreno, il mongeb cellulare € stato sciacquato 2 volte
con 1 ml di PBS; le cellule sono state staccatesdlastrato plastico aggiungendo 200

di tripsina/capsula (37°C; 4 minuti) e neutralizdafazione di quest’ultima con 2Q0

di FBS. Le cellule sono state raccolte in provettesospese accuratamente. Da ogni
campione sono stati prelevati 30 di sospensione cellulare ai quali sono stati
addizionati 3Qul di soluzione di trypan blue per effettuare lateocellulare utilizzando
una camera di Burker. La vitalita cellulare e stgindi calcolata come percentuale,
confrontando il numero di cellule vitali contatei mampioni trattati con il numero di
cellule vitali nel controllo, considerate come 106%4italita.
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4.8 PRODUZIONE DI OSSIGENO DI SINGOLETTO

Per valutare la produzione di ossigeno di singole# parte della mTHPC, libera o
incorporata non covalentemente in nanoparticelleMORIL nude, in diversi tipi di
microambienti, € stato misurato il photobleachirefl ADPA (acido disodico 9,10-
antracenedipropionico) in funzione del tempo dadiamento. L’ADPA €& un derivato
dell’'antracene solubile in acqua che viene conteeiti endoperossido dall’ossigeno di
singoletto prodotto dall'irradiamento del PS (Yah a., 2003) (Fig. 18). Questa
reazione determina una diminuzione dell’assorbal®iBADPA a 378 nm Xmax di una
delle bande di assorbimento dellADPA, Fig. 19) pei € possibile monitorare la
produzione di ossigeno di singoletto durante Idraanento attraverso misurazioni
spettrofotometriche dell’assorbanza a questa lurgghd’onda. Tali misurazioni devono
essere eseguite nello stesso tipo di solvente eralgp mTHPC libera che in
nanoparticelle, poiché il tempo di vita dell’ossige di singoletto € fortemente
influenzato dalle caratteristiche del microintoina@ui viene generato.

COCH

COOH GOOoH
ADPA-endoperossido

Fig. 18 Formazione dellADPA-endoperossido dopadiamento del
fotosensibilizzatore.
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Fig. 19 Spettro di assorbimento dellADPA (20 puM) i
etanolo/acqua (1:1, v/v).
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In un tipico esperimento, 2.5 ml di una soluzionaatjua o acqua/etanolo (1:1, v/v) o
PBS col 3% di FBS, contenente ADPA 20M e mTHPC 1uM (libera o in
nanoparticelle) sono stati mantenuti in agitazian20°C ed irradiati con luce rossa in
una cuvetta di quarzo con cammino ottico di 1 cf f®V/cnf) e utilizzando come
sorgente luminosa una lampada PTL Penta. In eseetimi controllo, una soluzione di
ADPA 20 uM e stata irradiata nelle stesse condizioni, massenza della mTHPC. La
fotodegradazione tempo-dipendente dellADPA durarteradiamento e stata
monitorata effettuando una lettura dell’assorbaaza78 nm per ogni soluzione, ad
intervalli successivi di 5 minuti per un totale 30 minuti. La costante cinetica della
fotodegradazione dellADPA nei diversi mezzi e atatlcolata dalla pendenza della
porzione lineare dei grafici del Ingfd\;) vstempo di irradiamento.

4.9 PHOTOBLEACHING

Il photobleaching, ossia la degradazione del fatsidizzatore una volta esposto ad
irradiamento, € indice della fotostabilita dellaleumla fotosensibilizzante utilizzata. Se
quest’ultima infatti si degradasse troppo veloceimai avrebbe una diminuzione della
sua efficacia e quindi un insuccesso della terap@.fotostabilita della mTHPC,
veicolata nel solvente standard ed intrappolatediisente in nanoparticelle ORMOSIL
nude, e stata determinata monitorandone I'emissiofiaorescenza in una sospensione
cellulare incubata per 24 ore con il PS. A questps sono state seminate 5 X' 10
cellule KYSE 510 in capsule di plastica del diameatr 35 mm. Dopo 24 ore a 37°C, le
cellule sono state incubate con 2 ml di terreno RBdntenente il 3% di FBS e 0.50 1
uM di mTHPC, sciolta nel solvente standard o incoage in nanoparticelle. E’ stata
anche allestita una capsula con cellule di comtyahe non sono state trattate, ma che
hanno subito gli stessi cambiamenti di terreno adenpioni trattati. Tutti i campioni
sono stati quindi mantenuti al buio a 37°C per 24 al termine delle quali le cellule di
ogni capsula sono state lavate due volte con 1i/B& senza ioni Gae Mdf*, sono
state staccate con 5Q0di tripsina, la cui azione e stata poi bloccaggiangendo 200

ul di FBS. La sospensione cellulare di ogni capsulstata raccolta in una provetta e
centrifugata per 8 minuti a 125 x g. Il pellet atetrisospeso con 3 ml di PBS con ioni
cd* e Md*, per mimare le condizioni sperimentali applicateamte I'irradiamento
negli esperimenti di valutazione della vitalitalokdre. Tale sospensione in PBS é stata
trasferita infine in cuvette da 3 ml, aventi cammnettico di 1 cm, ed irradiata con luce
rossa ad una potenza di 6 mWfaoper intervalli di tempo successivi, mantenendola
sotto agitazione magnetica all’interno di un apfmsupporto termostatato a 22-23°C
per evitare che incrementi della temperatura derbintadiamento potessero provocare
delle alterazioni delle proprieta del fotosensiziéitore Al termine di ogni intervallo di
irradiamento, per ogni campione é stata letta sione di fluorescenza eccitandolo a
420 nm, dopo aver azzerato lo strumento con laessspne delle cellule di controllo.
Cio e stato effettuato per analizzare I'eventuateitilizione del segnale di fluorescenza
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emesso dalla mTHPC durante I'esposizione a lucsaras per individuare eventu
differenze di comportamento tra la clorina veata in nanoparticelle nude rispettc
quella nella forma liber

4.10 STUDI DI RILASCIO DELLA mTHPC DALLE NANOPARTICELLE
4.10.1 FRET

Le cinetiche di rilascio della mTHPC dalle nanopaite, in cui € incorporata so
fisicamente, sono state studiate misurando I'effiza di trasferimentdi energia
(FRET, Fluorescenc®esonance Energyrdnsfer) della coppia mTHF-cianina. A
guesto scopo sono stesintetizzate nanoparticelle caricaten covalentementcon la
MmTHPC (donatoree con un derivato di una cianina (derivato IR-Sil, accettore)
legato covaletemente alla matrice silan della nanoparticellaLe cinetichedi rilascio
sono state analizzate in diversi mezzi: acqua,oéigacqua (50:50, v/v) e terreno
coltura cellulare RPMI contenenil 3% di FBS. Gli esperimenti sono stcondotti
aggiungado 200 pl di soluzione di nanoparticelle caricairla mTHPC (3.4 uM) da
cianina (6.8 uM) a 600 ul del mezzo deside, in una cuvetta per fluorescenza da
ml. Ogni cuvetta é stata termostatata a 37°C epgittri di eccitazione di fluorescen
(200-750 nm) sono staregistratimmediatamente dopo la miscelazione e ad inter
successivdi 20 minuti, ponendosi alla lunghezza d’ondiemission alla quale emette
solo la cianina, ossia 760 nm. Una correzione fméasale € stata applicatea banda
di eccitazione della mTHPC a 420 nm, e la sua sitariemp-dipendentel(t) e stata
utilizzata per calcolare la frazione rilasciata eoifl(0)-1(t)]/1(0), dove 1(0) e I(t)
indicano rispettivamente lintensita al tem0O ed al tempad. In manieraanaloga, le
cinetiche di rilascio della mTHPC sono state stidianche per nanopartice
ORMOSIL PEGilate in terreno di coltura cellularentenente cccentrazioni crescen
di FBS (3%, 10% &0%)

4.10.2 Sintesi del derivato IR77!-Sil

Il derivato IR775-Sil,incorporato nelle nanoparticelle impiegategli esperimenti ¢
FRET, e statgintetizzat secondo il sguente protocollo sperimente

SI(OE1)4

(EtO),Si o~ _NH, KL
W, ¢ § ) 2 e
AL 2 A =
N s N N ~4 N
| ‘ \ DMF, 120 °C I} O \
30min

IR755 IR755-Sil

Fig. 20 Schema di reazione della sintesi del dailR77:-Sil.
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Una soluzione di IR775 (104 mg, 0.2 mmol) e APTE87(pul, 0.8 mmol) in DMF
anidra (50 ml) e stata mantenuta sotto agitazioh204C per 30 minuti in atmosfera di
azoto (Fig. 20). Il solvente e stato fatto evapoet il prodotto grezzo e stato purificato
tramite cromatografia flash su gel di silice (DCM/®IH, 10:1) ottenendo, dopo
ulteriore evaporazione, 30 mg (resa 21%) di IR7iI5s6ttoforma di polvere blu.
L’emissione massima di fluorescenza di tale deoivatetanolo assoluto € a 738 nm,
con un’eccitazione a 627 nm.

4.10.3 Ultracentrifugazione

Per confermare il rilascio della mTHPC dalle namtpalle ORMOSIL nude, in seguito
a diluizione nel terreno di coltura cellulare com@ete proteine del siero, sono stati
effettuati degli esperimenti di ultracentrifugazton

A tale scopo, la mTHPC incorporata non covalentéemannanoparticelle nude, e stata
diluita alla concentrazione 1.75 puM in RPMI conteteeil 3% di FBS. Sono stati
registrati gli spettri di assorbimento dei campioeila regione UV-visibile per misurare
le concentrazioni delle proteine sieriche e dell@HRC, utilizzando come bianchi
appropriate soluzioni. Subito dopo aver registrgliospettri di assorbimento, oppure
dopo incubazione a 37°C (per mimare le condiziatiedcolture cellulari) per 5 o0 24
ore, i vari campioni sono stati ultracentrifugaterpl ora a 100000 x g con
un’ultracentrifuga Beckman XL-70 munita di un raob0-Ti. Tali condizioni di
centrifugazione sono state selezionate sulla biasgpgrimenti preliminari condotti con
nanoparticelle nude caricate con una porfirina tiegeovalentemente alla matrice
silanica, che avevano mostrato che in queste camdizirca '85% delle nanoparticelle
venivano sedimentate, mentre le proteine del sisranevano nel surnatante.

Al termine dell’'ultracentrifugazione, per valutale percentuale di mTHPC rilasciata
dalle nanoparticelle, sono stati registrati gli tapedi assorbimento UV-visibili dei
surnatanti recuperati e confrontati con i corrispemnti spettri ottenuti prima della
centrifugazione.

4.11 CINETICHE DI MONOMERIZZAZIONE DELLA mTHPC

Le cinetiche di monomerizzazione della mTHPC neteteo di coltura cellulare
contenente il 3% di FBS sono state studiate mamtdo I'aumento dell'intensita
dell’emissione di fluorescenza della clorina. GBperimenti sono stati condotti
aggiungendo un’aliquota di mTHPC, sciolta nel soteestandard o incorporata non
covalentemente in nanoparticelle ORMOSIL nude,8anil. di RPMI contenente il 3%
di FBS in una cuvetta di quarzo per fluorescenzdutti i casi la concentrazione finale
della mTHPC era pari a 1 uM e la cuvetta venivantstatata a 37°C. La lunghezza
d'onda di eccitazione e stata impostata a 420 nrgli espettri di emissione di
fluorescenza della clorina (600-800 nism max = 652 nm) sono stati acquisiti
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immediatamente dopo aver preparato la miscelaiatadvalli successivi di 10 minuti.
Una volta raggiunte le condizioni di equilibrio,nae indicato dalla costante di intensita
di emissione, sono stati addizionati ad ogni cave®6 pl di Triton X-100
(corrispondente ad un 0.2% v/v della concentrazitella cuvetta) e sono stati acquisiti
gli spettri ad intervalli di 10 minuti. E’ stata igdi costruita una curva relativa
all'intensita di fluorescenza emessa dalla mTHP653 nm in funzione del tempo,
dopo diluizione nel terreno RPMI in presenza dicie

4.12 DETERMINAZIONE QUANTITATIVA DELL'ACCUMULO
CELLULARE DELLA mTHPC

La concentrazione di mTHPC internalizzata dalléutelKYSE 510, dopo veicolazione
nel solvente standard o incorporata non covalent@mia nanoparticelle nude, e stata
misurata sfruttando il suo segnale di emissionudrescenza e normalizzandolo sulla
base della quantita di proteine cellulari preseaticampione.

Per questo esperimento sono state seminate %oell0le KYSE 510 in 2 ml di terreno
completo in capsule di plastica del diametro din8h e, dopo 24 ore a 37°C, sono state
trattate con 2 ml di terreno contenente il 3% dBSFB0.5 0 1 uM di mTHPC, libera o
incorporata in nanoparticelle (3 capsule per ciagcconcentrazione di trattamento).
Contemporaneamente sono state preparate anchswecdpcontrollo. L'accumulo del
fotosensibilizzante e stato valutato dopo 24 oregaliamento, allo scadere delle quali i
monostrati cellulari sono stati lavati 2 volte c@ml di PBS con ioni Cd e Md¢f*, e
lisati sotto agitazione magnetica per 1 ora a teaipea ambiente con 0.8 ml di SDS al
2%. Per stimare, invece, il rilascio della mTHP@edeellule, al termine delle 24 ore di
incubazione il terreno e stato sostituito con t@reompleto privo della mTHPC e,
dopo ulteriori 24 ore di incubazione, le cellulengcstate lavate due volte con PBS e
lisate.

Per ogni campione lisato € stato registrato lotspeli emissione di fluorescenza della
MTHPC tra 600 e 800 Ny, max= 652 nm) con uno spettrofluorimetro (Cary Eclipse
Varian), dopo eccitazione con lunghezza d’'onda2fl Am. La concentrazione della
clorina nei lisati cellulari e stata estrapolata wlea retta di taratura costruita con
soluzioni a concentrazione nota di mTHPC, prepasgigiungendo quantita note di
guest’ultima sciolta nel solvente standard ad aligudi lisato ottenuto da cellule che
non sono state esposte a trattamento con la clednaventi lo stesso contenuto di
proteine cellulari dei campioni analizzati.

Il contenuto proteico degli stessi lisati celluléristato misurato col saggio dell’acido
bicinconinico (BCA) ed e stato usato per espriméecumulo intracellulare della
MTHPC come picomoli di mTHPC/ug di proteine celtuld saggio viene condotto in
condizioni alcaline in quanto viene sfruttata ldudione dello ione Cii a ione Cii da
parte delle proteine e la sua interazione cond@dicinconinico. La reazione porta alla
formazione di un complesso colorato tra due motedoBCA e una molecola di rame;
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tale prodotto € solubile in acqua ed € in gradasgorbire la luce alla lunghezza d’onda
di 562 nm. Per effettuare tale saggio BCA, datilisallulari, diluiti 1:2 in acqua milliQ,
sono state prelevate in doppio aliquote di @0 a ciascuna delle quali e stato
addizionato 1 ml di miscela di reazione. Questuidtié costituita da 50 parti di reagente
A ed 1 parte di reagente B. Per permettere linidella reazione, e pertanto
I'interazione dell’acido bicinconinico con lo ionemeoso, i campioni sono stati
mantenuti in incubatore a 37°C per 30 minuti. Laziene € stata quindi bloccata
raffreddando i campioni immergendoli in acqua fi@egukr circa 5 minuti. A questo
punto e stata effettuata la lettura dell'assorbateiavari campioni a 562 nm, azzerando
lo spettrofotometro con acqua milliQ. Per potealite alla concentrazione proteiqeg(

di proteine/ml di lisato cellulare) sulla base dellore di assorbanza letto, e stata
costruita una retta di taratura con soluzioni aceotrazione nota di albumina in SDS
1%. Tutti i valori di assorbanza dei campioni e lljudella retta di taratura sono stati
sottratti del valore medio delle due letture dicsbanza del bianco, ottenuto incubando
50 ul di SDS 1% con 1 ml di miscela di reazione.

4.13 DETERMINAZIONE DELL’ACCUMULO CELLULARE DELLA mTHPC
MEDIANTE CITOFLUORIMETRIA

L’accumulo in cellule A549 e CCD-34Lu della mTHP@jcolata nel solvente standard
0 incorporata non covalentemente e covalentememt@anoparticelle ORMOSIL
PEGilate ed in liposomi PEGilati di vario tipo (peg), € stato valutato tramite
citofluorimetria, sfruttando il segnale di fluoresza emessa dalla clorina.

Per questo esperimento sono state seminate ¥ gell0le A549 o CCD-34Lu in 2 ml
di terreno completo in capsule di plastica del giamdi 35 mm e, dopo 24 ore a 37°C,
sono state trattate con 2 ml di terreno contendnB® di FBS e concentrazioni
crescenti di mTHPC, libera o incorporata in nantpalfe o liposomi.
Contemporaneamente sono state preparate anchealetlele di controllo, non esposte
al trattamento ma sottoposte agli stessi cambiandetgrreno dei campioni trattati. Al
termine delle 24 ore di incubazione é stato vatutaiccumulo della clorina, mentre e
stato stimato I'eventuale rilascio della mTHPC eakllule dopo ulteriori 24 ore a 37°C
in terreno completo fresco privo del trattamenttbo Acadere di questi tempi, le cellule
di ogni capsula sono state sciacquate 2 volte coth @& versene e staccate con 500 pl
di tripsina, la cui azione é stata neutralizzata 260 ul di siero. Le varie sospensioni
cellulari sono state quindi raccolte in provetter mofluorimetria, centrifugate,
risospese in 500l di PBS, acquisite ed analizzate al citofluorime®D FACSCanto |l
(Becton Dickinson, San Jose, California, USA) mtiindo il programma FACSDiva. Il
segnale di emissione di fluorescenza rossa delllPCT e stata misurata a lunghezze
d’onda superiori ai 670 nm, utilizzando come sotgeth eccitazione il laser a 488 nm.
Per ciascun campione sono stati acquisiti 1000nteve la quantita di mTHPC
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accumulata e stata espressa come fluorescenzalacellmedia calcolata dagli

istogrammi di intensita di fluorescenzanumero di eventi acquisiti.

Mediante citofluorimetria e stato valutato ancletumulo nel tempo della mTHPC (1
M) in cellule A549, dopo veicolazione nel solvestandard o in liposomi Fospeg 8%-
2000.

4.14 VALUTAZIONE DELLA PRODUZIONE DI ROS MEDIANTE
CITOFLUORIMETRIA

Per valutare la produzione cellulare endogena dfRReactive Oxygen Species) in
seguito a trattamento con nanoparticelle vuote reued=Gilate € stato utilizzato il kit
Image-It™ LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection loasalf’'uso della sonda
non fluorescente CarbosspBICFDA (5-(e 6)-carbossi-2’,7’-diclorodiidrofluoresina
diacetato). Questa sonda viene internalizzata dellale e si accumula preferibilmente
nel citosol, dove viene deacetilata a Carbossi-D@dhElorofluoresceina) dalle esterasi
intracellulari. Quest'ultima, in presenza di quassiforma di ROS, viene ossidata e
convertita a Carbossi-DCF, prodotto fluorescente eo massimo di assorbimento a
495 nm e di emissione a 529 nm, rilevabile mediaittgluorimetria (Fig. 21).
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Fig. 21 Schema delle modificazioni subite dalla deomon fluorescente
Carbossi-HDCFDA dopo internalizzazione cellulare.

Sono state seminate 5 x*1€ellule KYSE 510 oppure 1 x 1@ellule A549 o CCD-
34Lu in 2 ml di terreno completo in capsule delhagdro di 35 mm e lasciate crescere
per 24 ore a 37°C. Ogni capsula é stata quindibiatzual buio per 24 ore con 2 ml di
soluzione di trattamento contenente il 3% di FBBaaoparticelle ORMOSIL vuote,
nude o PEGilate superficialmente, in diverse cotragioni. Allo scadere delle 24 ore,
alcuni campioni di cellule KYSE 510 sono stati dfigti con 0.12 J/cfdi luce rossa,
come previsto nel protocollo adottato per la PDT vitro (paragrafo 4.7).
Parallelamente sono stati allestiti anche dei ofintregativi, ossia cellule incubate per
24 ore col solo terreno contenente il 3% di siexodei controlli positivi in cui il
monostrato cellulare e stato trattato per 24 otdacmaco tioridazina cloridrato (oM)

e successivamente irradiato con 10 J/difluce UVA utilizzando due lampade Philips
HPW 125, che emettono quasi esclusivamente allghkaza d’onda di 365 nm. Al
termine dei trattamenti, ogni capsula é stata iatatper 30 minuti con 500! di
Carbossi-HDCFDA sciolta in PBS con ioni Gae M alla concentrazione 26M,
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dopo aver effettuato due lavaggi con 1 ml di PBSiocoi C&* e M¢?*. Come suggerito
nel protocollo sperimentale fornito col Kit, la seione di Carbossi-#fDCFDA 25 uM

in PBS é stata sempre preparata fresca diluendtbagpecedentemente sciolta in
DMSO (10 mM). Allo scadere dell'incubazione condanda, le cellule sono state
sciacquate tre volte con 1 ml di PBS con ionf'GaMdf*, tripsinizzate e neutralizzate
col siero, raccolte in provette per citofluorimatrcentrifugate, risospese in 500di
PBS ed analizzate al citofluorimetro BD FACSCantoutilizzando il programma
FACSDiva.

L'intensita di emissione di fluorescenza verde aelBonda & stata misurata
nell'intervallo di 530 + 15 nm, utilizzando comergente di eccitazione il laser a 488
nm. Per ciascun campione sono stati acquisiti 1@0eati.

4.15 MICROSCOPIA DI FLUORESCENZA

L’internalizzazione e la localizzazione intraceditd della mTHPC veicolata nel
solvente standard, in nanoparticelle o in formwaziliposomiali € stata analizzata
mediante microscopia di fluorescenza, sfruttandmddurale fluorescenza rossa di
questo fotosensibilizzatore.

Per questi esperimenti sono state seminate 5" cdllule KYSE 510 oppure 1 x 10
cellule A549 o CCD-34Lu in 2 ml di terreno compléeto capsule di plastica del
diametro di 35 mm contenenti un vetrino copriogg&opo 24 ore a 37°C, il terreno e
stato sostituito con terreno fresco contenete ildB%BS e 0.75 0 1.5 uM di mTHPC
sciolta nel solvente standard, incorporata in nartaelle e in liposomi. | vetrini sono
stati incubati a 37°C per tempi diversi (KYSE: ®50 24 ore; A549 e CCD-34Lu: 50
24 ore) e, dopo due lavaggi con 2 ml di PBS, sdab gosti su vetrini portaoggetti ed
osservati al microscopio a fluorescenza Olympus-Bdquipaggiato con CCD camera
(Micromax, Princeton Instruments) e lampada allmoteda 75 W. Le immagini sono
state acquisite utilizzando obiettivi a immersiamelio 40X o 60X 1.4 NA (Olympus)
ed analizzate col software per immagini Metamornghiersal Imaging). Per studiare
la ridistribuzione della mTHPC intracellulare dofa sua rimozione dal terreno di
trattamento, le osservazioni sono state fatte ardzheore dopo la rimozione della
soluzione di trattamento ed il ripristino del temwecompleto. Per individuare la
localizzazione subcellulare della mTHPC sono sttilezzate delle sonde fluorescenti
specifiche per organelli e/o compartimenti cellylar modo da verificare I'eventuale
co-localizzazione per sovrapposizione della fluceeza della clorina con quella delle
sonde. R123 (0.2 uM), LysoTrackerGreen DND-26 (FH),nNBD Cs-ceramide (15
uM) e ER-Tracker Green (1 uM), utilizzati rispestimente per marcare i mitocondri, i
lisosomi, I'apparato del Golgi ed il reticolo endmgmatico, sono stati aggiunti ai
monostrati cellulari 15 minuti prima del termind ttattamento con la clorina. La R123
€ una sonda cationica che viene sequestrata gaieénte all'interno dei mitocondri
metabolicamente attivi. La sonda NBR-Ceramide e in grado di legarsi agli
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sfingolipidi cellulari, particolarmente abbondantiellapparato del Golgi. La
glibenclamide coniugata al’ER-TracK¥rGreen & in grado di legarsi a recettori della
sulfonilurea presenti su canali del potassio ATpeddenti, che sono molto diffusi
proprio nel reticolo endoplasmatico. Il Lysotrack&een e un fluoroforo legato ad una
base debole solo parzialmente protonata a pH neditdd tipo acidotropico altamente
permeabile nelle membrane biologiche in grado doreme selettivamente solo gli
organelli caratterizzati da un interno acido, maidisosomi.

E’ stato usato un set di filtri con eccitazione @4 m ed emissione a 620 nm per
visualizzare la fluorescenza della mTHPC, e cornta&gione a 475 nm ed emissione a
520 nm per visualizzare la fluorescenza verde deliele.

Lo stesso protocollo sperimentale € stato adottaiohe per I'osservazione della
distribuzione intracellulare di liposomi PEGilatiancati con una rodamina legata
covalentemente ad un lipide, per poter individubs#o di localizzazione cellulare del

liposoma.

4.16 STUDIO DEL MECCANISMO DI ACCUMULO CELLULARE DELLA
mTHPC

Per determinare se il meccanismo di internalizzezioelle cellule KYSE 510 della
MTHPC, libera o incorporata non covalentementeanoparticelle nude, fosse di tipo
endocitico, é stato studiato I'effetto della tengiara di incubazione. Alla temperatura
di 4°C si ha infatti una diminuzione della fluiditelle membrane cellulari e della
produzione energetica intracellulare, che deternunan’inibizione dell’endocitosi
cellulare. Le cellule sono state seminate secohgwoiocollo seguito negli studi di
microscopia di fluorescenza ed accumulo (paragrab e 4.12), sono state incubate per
2 ore a4°C e a 37°C con le soluzioni di trattameaintenenti la mTHPC, veicolata nel
solvente standard o incorporata non covalentemamntanoparticelle nude, ed HEPES
5 mM, che serve a mantenere un pH fisiologico anohseguito a cambiamenti di
temperatura. Allo scadere di tale tempo, le celbaleo state osservate al microscopio a
fluorescenza (paragrafo 4.15) per verificare seagigenuta o0 meno l'internalizzazione
cellulare della mTHPC dopo incubazione a 4°C. tarahtiva le cellule sono state lisate
(paragrafo 4.12) per determinare la quantita dirmédoaccumulata nelle cellule incubate
a 4°C come percentuale rispetto a cellule incub&é°C.

4.17 ANALISI STATISTICA

| risultati relativi alla vitalita cellulare e agéiccumuli di mTHPC sono stati analizzati
utilizzando il programma di statistica medica pé&sdipline Biomediche (Mc GrowHill)

e in particolar modo applicando il teésdi Studeniper poter effettuare confronti tra due
gruppi di campioni.
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RISULTATI E DISCUSSIONE
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5.1 CARATTERIZZAZIONE DI NANOPARTICELLE NUDE CARICATE N ON
COVALENTEMENTE CON LA mTHPC

Le nanoparticelle ORMOSIL nude caricate non coval@ente con la mTHPC sono
state sintetizzate e caratterizzate presso il Dipanto di Scienze Chimiche. Dalle
analisi al microscopio elettronico a trasmissiol&Nl) € stato osservato che esse
presentano una forma sferica ed un diametro med&8d: 9 nm (Fig. 22), in buon
accordo col diametro idrodinamico di 41 + 6 nm deieato mediante le analisi
effettuate al Dynamic Light Scattering (DLS). L'onporazione della mTHPC nelle
nanoparticelle e stata dimostrata attraverso ghttgpdi assorbimento UV-vis e di
emissione di fluorescenza della sospensione dipatioelle in acqua (Fig. 23). Lo
spettro di assorbimento della clorina in nanopelfec presenta una banda di
assorbimento massimo attorno a 420 nm e quattralebd& a lunghezze d'onda
maggiori, l'ultima delle quali centrata a 650 nrhsuio picco massimo di emissione di
fluorescenzaiec.c = 420 nm) e invece a 652 nm. E’ noto che la mTHEGIta in acqua
forma aggregati caratterizzati da bande di assamimallargate e da una diminuzione
dell’emissione di fluorescenza (Hadjur et al., 1998 contrario, le caratteristiche della
MTHPC incorporata nelle nanoparticelle in soluzianguosa sono simili a quelle della
MTHPC libera disciolta in solventi organici. La i@ incorporata in nanopatrticelle
ORMOSIL si trova in un ambiente di polarita simié toluene. Le molecole di
fotosensibilizzante nelle nanopatrticelle sono im dorma monomerica in quanto gli
spettri d’assorbimeno e di eccitazione di fluoregeedella mTHPC incorporata in
nanoparticelle in acqua sono molto simili (Fig. .2B) stato stimato che una tipica
preparazione di nanoparticelle contiene in medieacd.5 mg di nanopatrticelle/ml e 7
uM di mTHPC, e che all'interno di ogni singola naadgcella sono state incorporate
circa 260 molecole di fotosensibilizzante. Tali oparticelle sono stabili in acqua, ma
tendono ad aggregare e precipitare in PBS o imrterdi coltura cellulare RPMI, a
causa dell'elevata concentrazione di sali. Tuttalaapresenza del 3% di FBS nelle
soluzioni di trattamento previene I'aggregaziona precipitazione.
S ‘

3 o!

Fig. 22 Immagine al microscopio elettronico a trssmone
(TEM) di nanoparticelle ORMOSIL nude caricate non
covalentemente con la mTHPC (Compagnin et al., 2009
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Fig. 23 Spettri di assorbimento ((a), linea puniag, di eccitazione di fluorescenza
((b), linea tratteggiatale, = 652 nm) e di emissione di fluorescenza ((c)edin
continua,Aecc = 420 nm) della mTHPC 1 pM incorporata non covasm@nte in
nanoparticelle ORMOSIL nude in acqua (Compagnial.e2009).

5.2 TOSSICITA" IN CELLULE KYSE 510 DELL’AOT, DELLA mTHP C NEL
SOLVENTE STANDARD E INCORPORATA NON COVALENTEMENTE IN
NANOPARTICELLE NUDE, E DEI VEICOLI

Le nanoparticelle ORMOSIL nude sono state sintatezper polimerizzazione del
VTES nel core idrofobico di micelle di AOTi-butanolo. Una volta sintetizzata, la
sospensione di nanoparticelle & stata ultrafiltnaést ridurre la concentrazione di
tensioattivo AOT, prima della somministraziona vitro alle cellule. La sua
eliminazione non puo essere completa in quantat®particelle ORMOSIL tendono a
precipitare in soluzione acquosa priva di AOT. &ed, per poter individuare la
concentrazione massima di AOT tollerata dalle ¢e|llia vitalita di cellule KYSE 510 é
stata valutata con saggio MTS dopo 24 ore di trateéo al buio con dosi crescenti di
questo surfattante e 24 ore dopo la sua eliminaz&rnpristino con terreno completo.
Nel grafico di Fig. 24 si puo notare come la vitaltellulare diminuisca all’aumentare
della concentrazione di AOT presente nella soluzidn trattamento. Nei campioni
cellulari incubati per 24 ore col detergente taleiduzione risulta significativa per
concentrazioni pari o superiori a 50 uM, fino advare all'induzione di mortalita
totale per concentrazioni di AOT pari a 100 uM. ampioni trattati, invece, per 24
ore col tensioattivo ed incubati per ulteriori 24 dn terreno completo, la vitalita
cellulare diminuisce significativamente, rispettacealule di controllo, a partire dalla
concentrazione 30 uM, fino a raggiungere mortatitale con una concentrazione pari a
85 uM. Pertanto, al termine del processo di ultrafiione, una sospensione standard di
nanoparticelle ORMOSIL nude, vuote o caricate canmiTHPC, deve avere una
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concentrazione di tensioattivo AOT tale che dopluizione nel mezzo di coltura
cellulare di trattamento non sia superiore a 30 uM.
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Fig. 24 Vitalita di cellule KYSE 510 incubate cooncentrazioni crescenti di AOT per

24 ore. La vitalita e stata valutata con saggio Mli§ scadere del trattamento (24 h) e
24 ore dopo il ripristino con terreno completo (2424 h). | dati rappresentano le

medie £ d.s.if= 6). *: p< 0.05, **: p< 0.01 rispetto alle cellule di controliptest.

E’ stata valutata inoltre, col saggio MTS, la aisicita al buio della mTHPC sciolta
nel solvente standard ed incorporata in nanopdgiceude, in modo da poter
confrontare gli effetti delle due modalita di vdezione (Fig. 25). Al termine delle 24
ore di trattamento (Fig. 25, A), la mTHPC in forrhbera causa una significativa
diminuzione della vitalitd cellulare, rispetto alleke di controllo, a partire dalla
concentrazione 1.75 uM, fino ad indurre una mdéagbari a circa '80% alla dose 5
KUM. La mTHPC incorporata in nanoparticelle nudeugegluna minor mortalita cellulare
rispetto a quella veicolata nel solvente standaufdfti alla concentrazione 5 uM essa
causa una mortalita pari solo a circa il 20%. Lltalia cellulare diminuisce 24 ore dopo
il termine del trattamento e ripristino con mezoonpleto (Fig. 25, B), per entrambe le
modalita di veicolazione, fino ad arrivare a unartalda quasi completa alla
concentrazione 5 uM di mTHPC nel veicolante stashdardi circa il 90% alla
concentrazione 5 uM di mTHPC in nanopatrticelle.ldNsliccessiva analisi dei risultati
ottenuti dopo irradiamento della clorina sara int@ote tener presente che una piccola
percentuale della mortalita indotta sara dovuta Gtbtossicita del trattamento al buio.
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Fig. 25 Vitalita di cellule KYSE 510 trattate pe# ®re al buio con concentrazioni
crescenti di mTHPC veicolata nel solvente stand@ittera) o in nanoparticelle
ORMOSIL nude legata non covalentemente. La vitalghulare € stata valutata col
saggio MTS al termine del trattamento (24 h, AjeoB dopo il ripristino con terreno
completo (24 + 24 h, B); la vitalita e stata detieata anche dopo esposizione alla
dose di veicolante della mTHPC (etanolo assolutG/RBO0/acqua) corrispondente alla
guantita presente nel trattamento con mTHPC 5 udlo (solvente standard). La
vitalita & espressa come percentuale rispetto mleedi controllo trattate col
medesimo protocollo dei campioni trattati, ma néulmate con la mTHPC né col
veicolo. | dati rappresentano le medie + dis=(6). *: p < 0.05, **: p < 0.01 rispetto
alle cellule di controllot-test. (Compagnin et al., 2009).
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Per verificare che [leffetto citotossico fosse dmvu esclusivamente al
fotosensibilizzante, e non al veicolante standardui & sciolto, & stata determinata la
vitalita cellulare dopo somministrazione del sobkeestandard in quantita pari a quella
contenuta in una soluzione di trattamento con |&HRPCT 5 uM. Tale dose di solvente
non provoca significative alterazioni della vitalitcellulare né dopo 24 ore di
trattamento, né allo scadere di ulteriori 24 oréndubazione in terreno completo privo
del veicolante (Fig. 25), confermando cosi cheeffletti citotossici sono causati solo
dalla clorina.

Il saggio MTS e stato utilizzato anche per valutareitotossicita indotta al buio dalle
nanoparticelle ORMOSIL nude vuote, chimicamentenidbe a quelle caricate con la
clorina, con lo scopo di verificare che il nanowdic non presenti una tossicita
intrinseca (Fig. 26). Tutte le concentrazioni dnoparticelle saggiate nelle cellule
KYSE 510 non causano citotossicita al termine d2fleore di trattamento; mentre 24
dopo il termine del trattamento e ripristino corréao completo si ha una significativa
diminuzione della vitalita cellulare, rispetto antrolli, con concentrazioni superiori a
0.2 mg di nanoparticelle/ml. La mortalita cellulamdotta € comunque ridotta, in quanto
non e superiore al 20%. La dose 0.15 mg di nancple/ml €& circa pari a quella
presente in una soluzione di trattamento contenki® UM di mTHPC incorporata in
nanoparticelle, che e la dose piu elevata utiler&gli esperimenti di PDif vitro.

La vitalita di cellule KYSE 510 incubate per 24 aren 0.2 mg/ml di nanoparticelle
nude vuote, e stata valutata col test del trypaa Bhche 24 dopo irradiamento con 0.12
Jlent di luce rossa, ed é risultata essere solo lieveminptta (89.5 + 6.2%) rispetto a
cellule di controllo.
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Fig. 26 Vitalita di cellule KYSE 510 incubate comncentrazioni crescenti di
nanoparticelle ORMOSIL vuote nude, non sottopodt&éradiamento. Il saggio MTS

e stato condotto al termine delle 24 ore di tra¢taim (24 h) e dopo successive 24 ore
di incubazione in terreno completo (24 + 24 h)ati dappresentano le medie + dss. (
=9). *: p< 0.01 rispetto alle cellule di controllstest. (Compagnin et al., 2009).

64



Si puo concludere pertanto che le nanoparticelleMOBIL nude vuote, alle
concentrazioni utilizzate per veicolare la cloriman causano effetti citotossici
significativi né al buio né dopo irradiamento. Bencentrazioni superiori a 0.2 mg di
nanoparticelle/ml, si dovra considerare che unaqgbéc parte della citotossicita €
provocata dal nanoveicolo, mentre la rimanenteidib&ssara da attribuire al farmaco
veicolato.

5.3 PRODUZIONE DI ROS IN CELLULE KYSE 510 ESPOSTE A
NANOPARTICELLE NUDE VUOTE

La produzione di ROS e stata valutata in celluleSEY510 incubate con nanopatrticelle
ORMOSIL nude vuote, utilizzando la sonda Carbos§dEFDA che, una volta
internalizzata dalle cellule, viene ossidata e moipresenza di ROS intracellulari,
convertita nel prodotto fluorescente Carbossi-DTdle segnale di fluorescenza e stato
quantificato tramite analisi al citofluorimetro.R@ntrollare un’eventuale fluorescenza
cellulare endogena, come controllo negativo soate stonsiderate cellule KYSE 510
non trattate e non incubate con la sonda Carbo3GCHDA e cellule non trattate, ma
incubate con la sonda. E’ stato inoltre allestitoaontrollo positivo per verificare il
funzionamento della sonda, costituito da celluleubate col farmaco tioridazina
cloridrato (5 uM) per 24 ore ed irradiate con IW€A alla potenza di 10 J/chin
presenza della sonda CarbossPEBFDA. In Fig. 27 € possibile osservare che, mentre
le cellule di controllo incubate o meno con la sonédmettono un segnale di
fluorescenza molto basso, il controllo positivo &men segnale superiore di due ordini
di grandezza.

CTRL no sonda

~—p CTRL negativo
CTRL positivo

Fig. 27 Analisi al citofluorimetro di campioni dontrollo (negativo, con e senza
sonda, e positivo) di cellule KYSE 510 usate perdtazione della produzione
di ROS. Nell'istogramma, che in ordinata presehtaumero di eventi acquisiti

ed in ascissa la fluorescenza verde in scala logiad, € visibile il segnale di

fluorescenza verde emesso dalla sonda CarbeBEHFDA nelle cellule.
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La produzione di ROS e stata valutata in campi@tidti per 24 ore con nanopatrticelle
ORMOSIL vuote alle concentrazioni 0.2 e 0.33 mg/nmdn irradiati ed irradiati con
luce rossa alla potenza di 0.12 Jcin tutti i casi considerati i campioni non mosiva
un segnale di fluorescenza significativamente diveta quello di cellule di controllo
(Tab. 1). La concentrazione di nanoparticelle Grigdml corrisponde a quella presente
in un trattamento con nanoparticelle caricate c@ UM di mTHPC, ovvero la dose di
fotosensibilizzante piu elevata saggiata negli esyti di PDTin vitro. Si puo quindi
concludere che il trattamento con nanoparticell@esottoposte e non ad irradiamento,
non determina una significativa produzione di ROS&len 24 ore successive al
trattamento.

GAMPIONE CANALE MEDIO
Controllo negativo 1.43
Controllo negativo + sonda 3.81
Controllo positivo 341

0.2 mg NP/ml BUIO 2.83

0.2 mg NP/ml IRR 2.57
0.33 mg NP/ml BUIO 3.28
0.33 mg NP/ml IRR 2.53

Tab. 1 Valori relativi al canale medio di fluoresza emessa dalla sonda Carbossi-
H,DCFDA in vari campioni cellulari, al termine di 24e di trattamento.

5.4 FOTOCITOTOSSICITA’ DELLA mTHPC NEL SOLVENTE STANDAR D E
INCORPORATA NON COVALENTEMENTE IN NANOPARTICELLE NU DE

La fototossicita di concentrazioni crescenti di niPi (0.1-1.75 pM) sciolta nel
solvente standard o veicolata in nanoparticelle @EIL nude é stata valutata nelle
cellule KYSE 510 dopo 24 ore di trattamento segdaarradiamento con una dose di
luce rossa pari a 0.12 J/&nia vitalita cellulare & stata determinata utdizdo sia il
saggio MTS che il test del trypan blue. Come visilalle curve dose-risposta dopo
PDT, ottenute col test del trypan blue (Fig. 28, lFfficacia del fotosensibilizzatore e
direttamente proporzionale alla concentrazione smsirata. Si ha una significativa
diminuzione della vitalita cellulare, rispetto antrolli, a partire dalla dose 0.2 uM di
MTHPC, un’induzione di mortalita di circa il 50%r rpmncentrazioni di mTHPC pari a
0.5 uM ed una completa induzione di mortalita d&@l con 1.25 uM di mTHPC.
Sorprendentemente, la curva dose-risposta ottémeidando le cellule KYSE 510 con
concentrazioni crescenti di mTHPC sciolta nel salgestandard e perfettamente
sovrapponibile a quella della mTHPC veicolata imaparticelle ORMOSIL nude,
dimostrando che l'efficacia del fotosensibilizzameicolato in nanoparticelle non e
minore rispetto a quella ottenuta somministrandolmrma libera. Questi risultati sono
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stati confermati anche col saggio MTS per quattomcentrazioni selezionate di
mTHPC (0.25, 0.5, 1 e 1.75 uM) (Fig. 28, B). | valdi vitalita cellulare ottenuti col
test MTS sono leggermente piu elevati rispetto e@ligattenuti col test del trypan blue,
probabilmente a causa del diverso metodo di ril@rgmdella vitalita cellulare dei due
tests.
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Fig. 28 Curve di vitalita di cellule KYSE 510 iriate con 0.12 J/ctndi luce rossa
(600-700 nm) dopo 24 ore di incubazione con comaeitni crescenti di mMTHPC
veicolata nel solvente standard oppure incorpora@n covalentemente in
nanoparticelle ORMOSIL nude. La vitalita cellulaestata determinata 24 ore dopo
l'irradiamento madiante il test col colorante adlesione vitale trypan blue (A) ed il
saggio MTS (B). | dati rappresentano le medie £(@d.s 6). (Compagnin et al., 2009).
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5.5 LOCALIZZAZIONE SUBCELLULARE DELLA mTHPC NEL SOLVENT E
STANDARD E INCORPORATA NON COVALENTEMENTE IN
NANOPARTICELLE NUDE

L'internalizzazione in cellule KYSE 510 e la diswizione subcellulare della mTHPC,
nella forma libera (solvente standard) o veicolatamite nanoparticelle ORMOSIL

nude, sono state analizzate mediante studi di sgopa di fluorescenza, sfruttando le
proprieta di fluorescenza della clorina.

Fig. 29 Localizzazione della mTHPC (0.75 uM) ve#tal in nanoparticelle ORMOSIL nude
in cellule KYSE 510 trattate per 24 ore. La fluamesza rossa della mTHPC (A, D, G e J) co-
localizza con la fluorescenza verde delle sondeTERker Green (E) e NBD (£&eramide
(H), usate rispettivamente per marcare il reticefmloplasmatico e I'apparato del Golgi,
mentre non co-localizza col LysoTracker Green (KRodamina 123 (B), utilizzate per
marcare rispettivamente i lisosomi ed i mitocontsd. sovrapposizioni delle immagini delle
fluorescenze mTHPC-sonde sono visibili in (C), (#).e (L), dove il colore giallo indica la
presenza di co-localizzazione tra la clorina eoleds: usata (Compagnin et al., 2009).
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La distribuzione intracellulare della mTHPC scioltel solvente standard non ha
mostrato apprezzabili differenze rispetto a quedlecolata in nanopatrticelle. Le cellule
KYSE 510, al termine del trattamento di 24 ore t@mTHPC (0.75 uM) veicolata
nelle due formulazioni, presentano una fluorescensaa distribuita nel citoplasma e
particolarmente intensa in una regione vicina alem ma perinucleare (Fig. 29, A, D,
G, J). Tale fluorescenza rossa della mTHPC codlzal (Fig. 29, F e I) con la
fluorescenza verde delle sonde NBRderamide (Fig. 29, H) e ER-Tracker Green (Fig.
29, E), suggerendo quindi una localizzazione pesfgale della mTHPC nell’apparato
del Golgi e nel reticolo endoplasmatico. Al contrata fluorescenza della clorina non
co-localizza (Fig. 29, C e L) con la fluorescenzllad R123 (Fig. 29, B) e del
LysoTracker Green (Fig. 29, K), usate rispettivateerome sonde dei mitocondri e dei
lisosomi. La distribuzione della mTHPC nell'apparatlel Golgi e nel reticolo
endoplasmatico € molto rapida poiché una simil&idiszione della fluorescenza e stata
osservata gia dopo 0.5 e 2 ore di incubazione &€ 8F¥iy. 30, A, B). In cellule trattate
per 24 ore con la mTHPC sciolta nel solvente st@hdancorporata in nanoparticelle
nude, ed incubate per altre 24 ore in terreno cetogirivo della clorina (Fig. 30, D), la
localizzazione subcellulare sostanzialmente nonb@amspetto a quella che si ha allo
scadere delle 24 ore di trattamento (Fig. 30, C).

Fig. 30 Localizzazione della mTHPC (0.75 uM) ve&talin nanoparticelle ORMOSIL
nude in cellule KYSE 510 in funzione del tempo dicubazione a 37°C. La
distribuzione della fluorescenza intracellulardaleiTHPC e stata osservata a 0.5 (A),
2 (B) e 24 ore (C) di incubazione e a 24 ore segu ulteriori 24 ore nel mezzo di
coltura completo privo di mTHPC (D) (Compagnin ket 2009).

5.6 MECCANISMO DI INTERNALIZZAZIONE CELLULARE DELLA
mTHPC

Studi sul meccanismo di internalizzazione cellulalella mTHPC, veicolata nel

solvente standard o incorporata non covalentemeant@anoparticelle nude, sono stati
condotti effettuando i trattamenti a basse tempesatpoiché a 4°C si verifica

un’inibizione dell’endocitosi. Le cellule KYSE 51Gono state osservate col
microscopio a fluorescenza al termine di 2 orer@itamento a 4°C, e confrontate con
cellule trattate parallelamente a 37°C. L'immagiekativa alla fluorescenza (Fig. 31,
B) dimostra che il meccanismo di internalizzaziaea mTHPC & endocitotico, per
entrambe le modalita di veicolazione utilizzatdaiti la fluorescenza rossa tipica della
clorina non é rilevabile a livello intracellulareein campioni incubati a bassa
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temperatura. Questo risultato & stato confermalatarado I'accumulo della clorina in
cellule trattate per 2 ore a 4°C e 37°C, mediansntficazione allo spettrofluorimetro
della mTHPC nei lisati cellulari e determinazioredlel pmoli di mTHPC/ug di proteine
cellulari di ogni campione. La quantita di mTHP@@mulata nelle cellule dopo 2 ore a
4°C e stata calcolata come percentuale rispethogaidntita internalizzata dopo 2 ore di
trattamento a 37°C (100%). Dal grafico (Fig. 31,sApud notare come I'incubazione a
4°C riduca l'internalizzazione della mTHPC di cilt80%, per entrambe le modalita di
veicolazione utilizzate, a conferma dei risultatiteauti con la microscopia di
fluorescenza.

A) 100 [ mTHPC liberal
i C_INP-mTHPC
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Accumulo mTHPC (%)

204
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30 pm

Fig. 31 Accumulo della mTHPC in cellule KYSE 510pda2 ore di incubazione a
4°C. Nellistogramma in (A) € riportato I'accumukellulare della mTHPC (1
pHM), veicolata nel solvente standard o in nanopalit ORMOSIL nude, dopo 2
ore a 4°C, come percentuale rispetto a quello ddpore a 37°C. | dati
rappresentano le medie £ d.&1 £ 3). In (B) sono visibili le immagini di
microscopia, a sinistra in campo chiaro (Differahinterference Contrast) e a
destra di fluorescenza, di cellule incubate pere&a4°C con la mTHPC (0.75
KM) incorporata in nanoparticelle nude. Tali imnmgiimostrano l'inibizione
dell'internalizzazione della mTHPC a 4°C (Compageiiral., 2009).
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5.7 ACCUMULO IN CELLULE KYSE 510 DELLA mTHPC NEL SOLVEN TE
STANDARD E INCORPORATA NON COVALENTEMENTE IN
NANOPARTICELLE NUDE

Per poter verificare I'esistenza di una proporziibhdra la dose di fotosensibilizzatore
somministrato alle cellule KYSE 510 e la quantifteetivamente accumulata al loro
interno, come anche un eventuale rilascio nel tedgldarmaco dalle cellule, é stata
determinata la quantita di mTHPC accumulata nalkile, normalizzandola in base al
contenuto proteico cellulare del campione anal@zatle esperimento € stato inoltre
condotto per indagare se I'accumulo intracellutéeta mTHPC fosse simile per le due
diverse modalita di veicolazione utilizzate (soleestandard e nanoparticelle nude),
dato che la fototossicita della mTHPC nelle celKi¥SE 510 era risultata simile per le
due formulazioni (paragrafo 5.4).

La quantita di mTHPC accumulata nelle cellule KYSH) e stata determinata allo
scadere di 24 ore di incubazione (24 h) con la mTH®B e 1 uM veicolata nel solvente
standard ed incorporata non covalentemente in raatioglle nude. | dati ottenuti al
termine del trattamento mostrano che la clorindanieirma libera é stata accumulata
dalle cellule piu efficientemente ed in quantitcaidoppia rispetto a quella veicolata in
nanoparticelle, nonostante per entrambe le formaiazla quantita di mTHPC
accumulata nelle cellule sia direttamente propo® alla concentrazione usata nel
trattamento (Tab. 2).

mTHPC 24 h 24 + 24 h
Hg Hg
pmol . pmol/ug pmol . pmol/ug
mTHPC proteine proteine mTHPC proteine proteine
cellulari cellulari
0.5 uMm 37x1 130+13 0.29+0.03 38+3 354%2R.11+0.01
libera

1uM | 110+£12| 138+11 0.80x+0.09 105+{4 364 £20.29 +0.01

O5uM| 21+£1*| 137+19 0.15+0.01F 21+3f 38352 | 0.05z%0*

NP

1uM 49+3* | 134+17, 037+0.03f 49+37 380+280.13+0*

Tab. 2 Accumulo in cellule KYSE 510 della mTHPC @51 pM, veicolata nella
forma libera (solvente standard) o incorporata amaparticelle ORMOSIL nude.
L'accumulo é stato valutato dopo 24 ore di trattatnea 37°C in terreno contenente
la mTHPC ed il 3% di FBS (24 h) ed é stato espressoe pmoli totali di mTHPC
recuperata dai campioni e come pmoli di mTHPC/ug pdoteine cellulari.
L’eventuale fuoriuscita della clorina dalle cellidestata determinata eliminando la
soluzione di trattamento e ponendo le cellule iretedo completo privo della mTHPC
per altre 24 ore (24 + 24 h). | dati rappresenienoedie + d.s.n(= 6). *: p < 0.001
rispetto alle cellule trattate con la mTHPC nellarnfa libera alla stessa
concentraziond;test (Compagnin et al., 2009).
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Per entrambe le modalita di veicolazione, la quamti mTHPC accumulatasi non viene
rilasciata incubando poi le cellule per ulteriod @re in terreno completo privo della
MTHPC (24 + 24 h). E’ possibile notare in Tab. 2,chlle 24 + 24 h, le pmoli di
MTHPC/ug di proteine cellulari sono ridotte di aint 50% rispetto ai rispettivi valori
delle 24 h. Questa differenza non € indice di lascio della clorina dalle cellule, bensi
di un incremento del numero di cellule presenti camnpioni, essendo il tempo di
duplicazione di tali cellule circa di 24 ore. Ciccenfermato, infatti, dal’aumento del
contenuto di proteine/campione (g di proteineutati) alle 24 + 24 h, rispetto alle 24
h, e dal fatto che la quantita di mTHPC recuperda campioni cellulari (pmol
MTHPC) sia simile per le 24 h e le 24 + 24 h. Reode cellule, duplicandosi, si
spartiscono la quantita di clorina internalizzatanza rilasciarla nel terreno di coltura
cellulare.

La mTHPC veicolata in nanoparticelle nude, pur aagdandosi nelle cellule in minor
quantita rispetto a quella veicolata in forma ldempossiede, rispetto ad essa,
un’efficienza fotocitotossica simile, probabilmerteausa di fenomeni di aggregazione
a cui e soggetta la mTHPC nella forma libera.

5.8 PRODUZIONE DI OSSIGENO DI SINGOLETTO

La produzione di ossigeno di singoletto da partenadeTHPC, libera o incorporata non
covalentemente in nanoparticelle ORMOSIL nude, &astdeterminata in diversi
solventi, misurando la fotodegradazione nel tem@BADPA irradiato e calcolando le
costanti cinetiche di questa fotodegradazione (BabTali costanti in etanolo/acqua
(1:1, v/v) non sono significativamente diversel&ralorina sciolta nel solvente standard
e quella incorporata in nanoparticelle nude e, catteso dai tempi di emivita
dell’ossigeno di singoletto, risultano maggioripesto a quelle ottenute in acqua o in
PBS addizionato di siero.

Solvente mTHPC stock | k 18+d. s. (min?)
etanolo/acqua Solvente standard 5.64+1.42
(11, viv) Nanoparticelle 5.47 +0.45
Solvente standard 1.78 £0.12
PBS + 3% FBS
Nanoparticelle 213 +0.77
acqua Nanopaticelle 1.42 +0.32

Tab. 3 Costanti cinetiche (k) della fotodegradagidel’ADPA (20 uM) irradiato con luce
rossa (50 mW/cA) in presenza della mTHPC (1 uM), sciolta nel sofeestandard o
incorporata non covalentemente in nanoparticell&OBIL nude. Le cinetiche sono state
misurate in differenti solventi, andando a regigtrda diminuzione di assorbanza
del’ADPA a 378 nm. | dati rappresentano le medi s 6 = 3) (Compagnin et al., 2009).
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| valori di assorbanza letti a 378 nm, relativiADPA, diminuiscono notevolmente nel
tempo fino alla totale scomparsa dopo 30 minutirdidiamento. A tale tempo nella
soluzione irradiata si trova solo lo spettro dioaksnento tipico della mTHPC,
dimostrando quindi che tutto I’'ADPA é stato conitertn endoperossido dall'ossigeno
di singoletto prodotto dalla clorina, e che qudstha non ha subito fotodegradazione,
dato che il picco di assorbimento a 650 nm rimamedtérato nel tempo (dati non
mostrati). Analogamente, le costanti cinetiche BSPcontenente il 3% di FBS sono
molto simili tra la clorina in forma libera e queeleicolata in nanoparticelle nude, ma
sono leggermente piu alte rispetto a quelle oteemutacqua. Come controllo € stata
irradiata con luce rossa anche una soluzione diA® uM) in acqua/etanolo (1:1,
vlv), priva della clorina. In tale soluzione I'assanza dellADPA non €& diminuita
significativamente nel tempo indicando che la ddgrsone, che si ha nei campioni, €
provocata esclusivamente dall'ossigeno di singolgéinerato dalla mTHPC.

5.9 PHOTOBLEACHING DELLA mTHPC NEL SOLVENTE STANDARD E
INCORPORATA NON COVALENTEMENTE IN NANOPARTICELLE NU DE

Per poter spiegare la parita di efficacia fotodiitamdella mTHPC, veicolata nel
solvente standard ed in nanoparticelle nude, nantestil differente accumulo
intracellulare della mTHPC tra le due diverse midali veicolazione (paragrafi 5.4 e
5.7), é stata studiata la fotostabilita della mTHPB€posta ad irradiamento, tramite degli
esperimenti di photobleaching, verificando se Vedso sistema dieliveryincidesse o
meno sulla velocita di fotodegradazione del PS.

700
—B— NP-mTHPC 13 nM etanolo/acqud
14 —0O— mTHPC libera 13 nM etanolo/acqua
600 \ —e— NP-mTHPC 1uM cellule
] A —O— mTHPC libera 0.5uM cellule
500- \ —A— mTHPC libera 1M cellule
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Intensita Fluorescenza (a.u.)
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Fig. 32 Curve di fotodegradazione della mTHPC, okita nel solvente standard e
incorporata in nanoparticelle ORMOSIL nude, ad rivd#li costanti di tempo durante
lirradiamento con luce rossa (6 mW/AmIl photobleaching & stato valutato sia in
acqua/etanolo (1:1, v/v) che in una sospensioreltile KYSE 510 trattate per 24 ore
con il fotosensibilizzatore, andando ad effettuatelle letture dell'intensita di
fluorescenza emessa a 652 nm, dopo eccitazion® amM2
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E’ stata quindi monitorata I'emissione di fluoresza della clorina, dopo eccitazione a
420 nm, in una sospensione di cellule KYSE 51@iai@ con luce rossa dopo 24 ore di
trattamento con la mTHPC, veicolata nelle due dedormulazioni (solvente standard
e nanoparticelle nude).

In Fig. 32 si puo notare come si abbia una confedeiaisultati relativi allaccumulo
(paragrafo 5.7), poiché per avere la stessa intesiemissione di fluorescenza tra
MTHPC, veicolata nel solvente standard ed incotpdrananoparticelle, bisogna porsi
nelle condizioni sperimentali per cui la concenag di clorina somministrata alle
cellule veicolata in nanoparticelle sia doppiaufdl) rispetto alla molecola in forma
libera (0.5uM). La clorina nelle due modalita di veicolazioneegenta la medesima
velocita ed entita di fotodegradazione, dimostrandbe [Iincorporazione in
nanoparticelle non sembra avere nessuna influenaba ssua fotostabilita.
L’esperimento e stato condotto anche irradiandaT&PC (13 nM) in una soluzione di
acqual/etanolo (1:1, v/v). In tale solvente il fawsibilizzatore non si fotodegrada,
probabilmente trovandosi in un ambiente protettivale risultato concorda con quello
ottenuto dall’esperimento condotto per determinkeproduzione di ossigeno di
singoletto (paragrafo 5.8), nel quale il segnaleassorbanza a 650 nm, relativo alla
clorina, rimaneva costante anche dopo irradiamento.

5.10RILASCIO DELLA mTHPC DALLE NANOPARTICELLE NUDE

Data la somiglianza di molti risultati ottenuti cola mTHPC incapsulata in
nanoparticelle nude o sciolta nel solvente standardarticolare relativamente alla
distribuzione subcellulare ed alla fotocitotossica stata percio presa in considerazione
la possibilita che il fotosensibilizzatore potesssere rilasciato dalle nanoparticelle in
seguito al suo trasferimento ad altre entita biclog presenti nel terreno di coltura
cellulare, quali proteine del siero, prima ancorl’'accumulo intracellulare. La
MTHPC si trova, infatti, intrappolata solo fisicame nelle nanoparticelle, grazie
all'idrofobicita del loro ambiente interno. Se i rpadella matrice silanica della
nanoparticella sono sufficientemente grandi da péere il passagio della clorina, essa
puod pertanto essere rilasciata dal nanoveicolo.sRetiare questo eventuale rilascio
sono stati utilizzati due metodi: 1) esperimenti RRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer), e 2) esperimenti di ultracengg@zione.

5.10.1 Esperimenti di FRET

Per gli esperimenti di FRET sono state sintetizzateoparticelle ORMOSIL caricate
non covalentemente con la mTHPC (donatore) e cakeumato di una cianina (IR775-
Sil) covalentemente legato alla matrice della nantogella (accettore). Lo spettro di
assorbimento dellIR775-Sil presenta un’ampia bameéatrata a 627 nm, che si
sovrappone ampiamente con I'emissione della mTHER&\seguentemente, quando la
clorina ed il derivato della cianina si trovano fioati nel piccolo volume delle
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nanoparticelle, ossia ad una distanza nhanomefiéanin), puo avvenire FRET tra essi.
Cio é stato confermato dagli spettri di eccitaziahefluorescenza di nanoparticelle
caricate con la mTHPC e IR775-Sil, registrati a 7&® in soluzione acquosa.
L’emissione massima di fluorescenza dell'lR775-Silha a 738 nm, ma la sua
emissione € stata monitorata a 760 nm per escludgriepossibile contributo da parte
della fluorescenza della mTHPC. La presenza nekttio di eccitazione delle bande di
assorbimento tipiche della clorina indica che éeawo un processo di FRET, come
atteso quando le due specie si trovano in stretiaspnita (Fig. 33, spettro a). Tale
spettro di eccitazione in soluzione acquosa nomngdifica per molti giorni, ma
'aggiunta di etanolo assoluto all’acqua (50:50/)Wausa la rapida scomparsa delle
bande della mTHPC (Fig. 33, spettro b), dimostraodsi I'immediato rilascio della
clorina dalle nanoparticelle in seguito ad aggiuditatanolo.
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Fig. 33 Spettri di eccitazione di nanoparticelle MMBSIL nude caricate
non covalentemente con la mTHPC e covalentementelR875-Sil. Gli
spettri sono stati registrati in acqua ((a), lingratteggiata) ed in
acqua/etanolo (1:1, v/iv) ((b), linea continua). Giaioni: [MTHPC] = 0.8
UM, [IR775-Sil] = 1.6 UM, = 760 nm, 37 °C (Compagnin et al., 2009).

Risultati analoghi sono stati ottenuti diluendonk@noparticelle in terreno di coltura
cellulare contenente il 3% di FBS. E' stata osdervanfatti, una progressiva
diminuzione della banda della mTHPC nello spettioedcitazione, indicando Il
graduale rilascio della clorina dalle nanoparteeiude. Il rilascio completo é stato
osservato dopo 30 minuti di incubazione a 37°C.(Bf§ al paragrafo 5.13). Questi
spettri sono stati analizzati anche in sospensibrigellule KYSE 510 incubate con
nanoparticelle nude caricate con la mTHPC e IR7i¥3fBquesti casi & stata osservata
solamente I'emissione di fluorescenza della cloarg62 nm, ma non quella a 738 nm
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tipica del derivato della cianina, dimostrando @etd che I'accumulo intracellulare
della mTHPC e avvenuto solo in seguito al suo citaslalle nanoparticelle nude (dati
non mostrati).

5.10.2 Esperimenti di ultracentrifugazione

Per confermare i risultati ottenuti con gli espeamti di FRET, sono stati condotti anche
degli esperimenti di ultracentrifugazione con nartipelle ORMOSIL nude caricate
non covalentemente con la mTHPC, disciolte in aaueal terreno di coltura cellulare
RPMI addizionato di FBS. Gli spettri UV-visibili desurnatanti, ottenuti dopo
ultracentrifugazione delle soluzioni di nanopattaesono stati confrontati con quelli
registrati prima dell’ultracentrifugazione. Il camape di riferimento per tali esperimenti
di ultracentrifugazione e costituito da nanopatiécaeude caricate non covalentemente
con la mTHPC in soluzione acquosa, dal momentoleh®wnoparticelle in terreno di
coltura privo di siero tendono ad aggregare e piace a causa della presenza di sali.
Dopo ultracentrifugazione di queste nanoparticell@cqua solo una minima frazione
(circa il 13%) della clorina e stata ritrovata rsirnatante (Tab. 4). Questa piccola
percentuale di sostanza nel surnatante € dovutaadedimentazione incompleta delle
nanoparticelle nude nelle condizioni di ultracdngyazione utilizzate.

Tempo di Assorbanza mTHPC
. ) Assorbanza
Mezzo incubazione a a 420 nm X

° . residua (%)

37°C (h) prima dopo

acqua - 0.267 0.034 13

0 0.252 0.133 53
RPMI + 3% FBS 5 0.225 0.173 77

24 0.220 0.165 75

Tab. 4 Rilascio della mTHPC dalle nanoparticelleMIBSIL nude incubate per
diversi tempi a 37°C in terreno di coltura celleldRPMI) contenente il 3% di FBS.
Il rilascio & stato determinato mediante ultradg&rdgazione (1 h, 100000 x g) dei
campioni e misurazioni dell'assorbanza della mTHR&E surnatante. | valori di
assorbanza sono stati confrontati con quelli reggisprima dell’'ultracentrifugazione
ed utilizzati per determinare l'assorbanza residoae parametro correlato alla
frazione di mTHPC rilasciata dalle nanoparticell@ati sono rappresentativi di 3
esperimenti che hanno mostrato risultati similif@agnin et al., 2009).

Come osservato in esperimenti di controllo conduwttiterreno contenente siero e
nanoparticelle nude caricate covalentemente conpamfirina queste condizioni di
ultracentrifugazione permettono una quasi complesadimentazione delle
nanoparticelle, evitando la sedimentazione deliégmme; un aumento del tempo o della
velocita di centrifugazione non sono applicabili quanto provocherebbero una
sedimentazione delle proteine del siero. Dall’amnatiei campioni di nanoparticelle
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incubate nel terreno di coltura cellulare conteaeh8% di FB¢, ed ultracentrifuga, e
risultato che, mentréa maggior parte delle nanoparticesi ritrova sedimentata, la
MTHPC si trova nel surnata, contenente le proteine del sieno,quantita crescen
allaumentare del tempo di incubazione a 37°C campione(Tab. 4). Tali risultati
confermano il rilascio della clorina dalle nanopaaite nude in seguito ad interazic
con proteine del siero.

5.11 CINETICHE DI MONOMERIZZ AZIONE DELLA mTHPC

Il ridotto accumulan cellule KYSE 51(della mTHPC veicolatan nanopatrticelle nud
rispetto a quellanella forma liber potrebbe essere spiegato da fenomen
aggregazione del fotosensibilizzatore, dovuti adrazione con proteine del sie Per
guesto motivo sono state analizzate le cineticc monomerizazione della clorina ne
terreno di coltua cellular. Il legame della mTHPC a proteine del siero risul&dla

parziale conversione da aggregati a monomeri (S&gnet al., 2005 Poiché e noto
che solamente i monomeri sono fluorescenti, i psicdi disaggregazione possc
essere monitorati isurando la fluorescenza emessa dai campioni.tintpiando e
MTHPC nel solvente standaré stata diluita alla concentrazione 1 UM in terrein

coltura contenente il 3% di FBS, e stato osservatoapido aumento dell'intensita

fluorescenza a 37°C.

1.0

O NP-mTHPC
@ mTHPC libera

04

Intensita Fluorescenza (a.u.)

0 200 400 600 800

‘Tempo (min)

Fig. 34 Emissione di fluorescenza della mTHPC 1 auBb2 nm, dopo diluizione

terreno di coltura RPMI contenente il 3% di FBSrima dell’aggiunta di Triton -
100. La mTHPC, veicolata nel solvente standaraerporata non covalentemente
nanoparticelle ORMOSIL nude, e stata diluita in RRntenente siero ed incub:
a 37°C.Le intensita di fluorescenza emessa sono stateatizzate all’equilibrio d
intensita di emissione dopo aggiunta di Tritc-100(Compagnin et al., 20C.
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All’equilibrio I'in tensita di fluorescenza é risua comunque minore di quella misur
dopo aggiunta di Triton %00 (che produce complimonomerizazione della clorina
indicando la presenza del -25% di aggregati residui (Fig. 34Quando ivece la
MTHPC incorporata non covalentemente in nanop#diceude € stata diluita n
terreno alla stessa concentrazione di quella sciokl solvente standard, e st
osservata un’immediata lieve diminuzione dell’enass di fluorescenzail che
potrebbe indicare un ambiente meno polare per la e@arglle nanopatrticelle che ne
proteine del siero) e meno del 10% della mTHPC gmees come aggreg:
all’equilibrio.

Tale studioha quindi evidenziato un’aggregazione della mTkquandoveicolata nel
solvente standard.

5.12NANOPARTICELLE ORMOSIL PEGilate

Gli esperimenti di FRET e di ultracentrifugaziorenho dimostrato che solventi me
polari dellacqua e la presenza di proteine deftoseausano il rapido e quasi tot
rilascio della mTHPC dalle nanopicelle ORMOSIL nude in cui €& incorpore
fisicamente. Per superare il problema del rilaszistataquindi studiata una nuov
strategia basata un primo moment sul rivestimento superficiale delle nanopartic
con catene di gi(etilene glicole) (PE( 2000), seguita dall’utilizzo di nanopartice
ORMOSIL PEGilate con la clorina legata covalentetaeslla matrice silanii, per
evitare anche un’eventuale parziale rilascio dellaHPC dalle nanoparticel

Sono state quindi sintetizzate e caratterizznanoparticelle ORMOSILPEGilate
caricate norcovalentemente con la mTH, utilizzando un derivato PE-silano. Dalle
analisi al microscopio elettronico a trasmissionENI) ed al Dynamic Light Scatterir
(DLS) e stato osservato che esse presentano uma sferica ed umiametro medio d
70 £ 9 nm (Fig. 35).L'incorporazione della mTHPC nelle nanojicelle e stat:
dimostrata attraverso gli spettri di assorbimen¥-vis e di emissione di fluorescen
della sospensione di nanoparticelle in aciTali nanogrticelle sono stabili in acqt

=100 NM

Fig. 35 Immagine al microscopio elettronico a trasmissio(TEM) di
nanoparticelle ORMOSIL PEGilate caricate non cavemente on la mTHPC
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Le nanoparticelle ORMOSIL PEGilate caricate covedarente con la mTHPC sono
state preparate utilizzando un derivato mTHPC-eilaine ne permette il legame alla
matrice silanica costituente la nanoparticella,resgntano un diametro medio pari a
quello delle nanoparticelle PEGilate con la mTHIBZ&mente intrappolata.

5.13RILASCIO DELLA mTHPC DALLE NANOPARTICELLE PEGilate

Per ottenere maggiori informazioni relativamente naéccanismo di rilascio della
MmTHPC dalle nanoparticelle, € stato preparato umpgane di nanoparticelle

ORMOSIL, caricato con la mTHPC e IR775-Sil, la superficie e stata anche rivestita
con PEG 2000.

100
—O
s 80 —e— NP PEGilate (terreno + 3% FBS
8 —&— NP PEGilate (terreno + 10% FBE)
3 —o— NP nude (terreno + 3% FBS)
a —a— NP PEGilate (terreno + 50% FBE)
= 60
()
a
T
|—
g 404
(O]
c
o
N
o
L 20
0 50 100 150 200 250

Tempo (min)

Fig. 36 Rilascio tempo-dipendente della mTHPC dadaoparticelle ORMOSIL
nude in terreno di coltura cellulare (RPMI) conteteeil 3% di FBS e PEGilate in
RPMI contenente il 3%, 10%, 50% di FBS. Il rilaséigtato determinato con gli
esperimenti di FRET, utilizzando nanoparticelle @@lPEGilate caricate con la
clorina ed il derivato della cianina IR775-Sil. @iioni: [MTHPC] = 0.8 uM,
[IR775-Sil] = 1.6 UM Aem = 760 nm, 37 °C.

E’ stato condotto un esperimento di FRET, comel@eranoparticelle nude (paragrafo
4.10.1), nel quale é stato osservato che, dopdziihe in terreno RPMI contenente il
3% di FBS, si ha un rilascio della mTHPC dalle naarticelle molto inferiore (circa

20%) e molto piu lento rispetto a quello osserny@ble nanoparticelle non PEGilate. I
rivestimento superficiale con catene di PEG, péotanduce fortemente, seppure non
completamente, il rilascio della clorina dalle npaxticelle in presenza di proteine del
siero, sebbene non limiti il rilascio indotto daffgiunta di etanolo alla soluzione
acquosa (dato non mostrato nel grafico). Questasaib inoltre dipende dalla
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concentrazione di proteine presenti, poiché all'antare della percentuale di siero
presente nel terreno di coltura cellulare aumeatguantita di clorina rilasciata dalle
nanoparticelle PEGilate (Fig. 36).

5.14 TOSSICITA" IN CELLULE A549 E CCD-34LU DEL BRIJ35, D ELLA
mTHPC NEL SOLVENTE STANDARD E INCORPORATA IN
NANOPARTICELLE PEGilate, E DEL NANOVEICOLO

Gli effetti biologici indotti dal trattamentm vitro con nanoparticelle PEGilate, caricate
e non caricate con la mTHPC, sono stati studidte reellule A549, derivanti da un
carcinoma polmonare, e nei fibroblasti polmonarinmali CCD-34Lu. La linea A549 e
stata selezionata in previsione di futuri esperitnemrati ad aumentare la selettivita
della terapia antitumorale. Si prevede infatti whZionalizzare i nanoveicoli con acido
folico, i cui recettori (FR) sono poco espressitale linea cellulare, al contrario della
linea KB che sovraesprime FR. La linea CCD-34Lutatasscelta per confrontare i
risultati con cellule umane normali.

Il tensioattivo utilizzato nella sintesi di nanopeelle ORMOSIL PEGilate € il Brij35.
La citotossicita di questo surfattante é statatatdunelle cellule A549 e CCD-34Lu,
tramite saggio MTS, in modo da poter definire lacantrazione massima non tossica
utilizzabile durante il loro trattamento con nancicalle PEGilate.

Nei campioni cellulari di carcinoma polmonare, tatitper 24 ore col Brij35 (Fig. 37,
A), la vitalita cellulare diminuisce al crescerell@leconcentrazione di tensioattivo
somministrata; tale diminuzione diventa signifigatia partire dalla concentrazione 15
HMM. Nei campioni trattati per 24 ore col Brij35, gdtubati poi per altre 24 ore con
terreno completo, si nota che l'induzione di matdaé significativa gia a partire dalla
dose 10 uM. Per quanto riguarda i fibroblasti (Bd, B), invece, dopo 24 ore di
incubazione con dosi crescenti di Brij35, si osaama significativa diminuzione della
vitalita cellulare per concentrazioni pari o supgra 15 uM. In campioni trattati con
dosi di Brij35 che vanno da 40 uM a 50 uM si haapido calo della vitalita, che varia
dal 65 £ 5% al 27 + 4% rispetto al controllo. Qaestirva dose-risposta risulta simile
anche 24 ore dopo il termine del trattamento estipo per ulteriori 24 ore con terreno
completo privo di Brij35, e mostra persino un leggeecupero della vitalita cellulare
rispetto ai campioni non ripristinati. Dai risuitattenuti nelle due tipologie di cellule e
possibile concludere in generale che una sospensiomanoparticelle ORMOSIL
PEGilate, vuote o caricate con la mTHPC, deve messe dopo il processo di
ultrafiltrazione, una concentrazione residua dij3ritale che, in seguito a diluizione
nella soluzione di trattamento cellulare, risuifieriore a 10 uM.
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Fig. 37 Vitalita di cellule A549 (A) e CCD-34Lu (Bdattate con concentrazioni crescenti
di Brij35 per 24 ore. La vitalita é stata valutats saggio MTS al termine del trattamento
(24 h) e 24 ore dopo il ripristino con terreno ctéetp (24 + 24 h). | dati rappresentano le
medie = d.s.ff = 6). *: p< 0.01, **: p < 0.001 rispetto alle cellule di controllistest.

Il test del’MTS e stato effettuato anche per vatatla tossicita indotta al buio dal
trattamento con la mTHPC, veicolata nel solventanddrd ed incorporata
covalentemente e non in nanoparticelle ORMOSIL R&&iin cellule A549 e CCD-
34Lu. In entrambe le linee cellulari si ha una dinzione della vitalita cellulare
allaumentare della concentrazione di clorina somstiata in forma libera (solvente
standard); in particolare tale induzione di mot&aldiventa significativa per dosi
superiori o pari a 1.75 uM di mTHPC, che sara p¢otda concentrazione massima
utilizzabile nei successivi esperimenti di PDilvitro, fino a diventare quasi completa
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alla dose 5 pM. Questa citotossicita della mTHP@nei fortemente diminuita
dall'incorporazione covalente e non nelle nanopalie PEGilate (Fig. 38 e 39).
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Fig. 38 Vitalita di cellule A549 trattate per 24eaal buio con concentrazioni crescenti
di mTHPC veicolata nel solvente standard o incafarcovalentemente e non in
nanoparticelle ORMOSIL PEGilate. La vitalita & atatalutata con saggio MTS al
termine del trattamento (24 h, A) e 24 ore dopdgpiiistino in terreno completo privo
di clorina (24 + 24 h, B), ed espressa come peuadmtispetto a cellule di controllo
non trattate ma sottoposte agli stessi cambiantkrigérreno dei campioni trattati. |
dati rappresentano le medie + ds.5 6). *: p < 0.01, **: p < 0.001 rispetto alle
cellule trattate con la mTHPC nella forma liberal\{ente standardjstest.
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Fig. 39 Vitalita di cellule CCD-34Lu trattate pe# &re al buio con concentrazioni
crescenti di mTHPC veicolata nel solvente standaidcorporata covalentemente e
non in nanoparticelle ORMOSIL PEGilate. La vitalitellulare, espressa come
percentuale rispetto a cellule di controllo nonttéte ma sottoposte agli stessi
cambiamenti di terreno dei campioni trattati, étestealutata con saggio MTS al
termine del trattamento (24 h, A) e 24 ore dopipilistino in terreno completo privo

di clorina (24 + 24 h, B). | dati rappresentanmedie = d.s.r{= 6). *: p< 0.01, **:p

< 0.001 rispetto alle cellule trattate con la mTHR@anoparticellet-test.
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| risultati ottenuti con le due diverse modalita ciricamento della clorina nelle
nanoparticelle non presentano in generale differesngnificative tra loro in entrambe le
linee cellulari. Nei fibroblasti normali, a diffevea delle cellule tumorali A549, la
vitalita cellulare non viene significativamente dnoita rispetto ai campioni di
controllo dopo somministrazione di concentrazior@éscenti di mTHPC veicolata in
nanoparticelle PEGilate, né al termine delle 24 dirgrattamento né allo scadere delle
24 ore successive in terreno completo privo didraénto (Fig. 39). Questa differente
risposta nelle due linee cellulari al trattamentobaio con la mTHPC incorporata
covalentemente e non in nanoparticelle PEGilateepbe essere dovuta ad una diversa
citotossicita del nanoveicolo non caricato col $etasibilizzante oppure ad un diverso
accumulo della clorina nelle due tipologie di cllu

E’ stata pertanto stimata, mediante saggio MTSjttatossicita indotta dopo 24 ore di
trattamento con dosi crescenti di nanoparticell&iRiEe vuote e dopo ulteriori 24 ore
in terreno completo privo di nanoparticelle. | fiati ottenuti mostrano come
effettivamente le cellule A549 (Fig. 40) rispondamo maniera completamente
differente rispetto alle cellule CCD-34Lu (Fig. 410 queste ultime infatti la vitalita
cellulare non scende mai al di sotto di valori [@ifB0%, neppure alla piu alta dose di
nanoparticelle somministrata, pari a 1.5 mg/ml (Bi). Nelle cellule A549, invece, sia
al termine del trattamento che dopo 24 ore distpro in terreno completo, si ha una
significativa diminuzione della vitalita cellulargia a partire dalla piu bassa dose
somministrata, pari a 0.1 mg/ml. La vitalita dekellule A549 diminuisce poi
allaumentare della concentrazione di nanopargcellesenti nel trattamento, fino a
stabilizzarsi intorno al 40% e 30%, rispettivameoee le 24 h e le 24 + 24 h, dalla dose
1 mg/ml alla 1.5 mg/ml. Questa diversa tossicitéedeanoparticelle vuote PEGilate tra
le cellule di carcinoma polmonare ed i fibroblaglmonari da una possibile
spiegazione alla differente risposta al trattameaitbuio con la mTHPC incorporata
covalentemente e non in nanoparticelle PEGilateteRdella diminuzione di vitalita
delle cellule A549, in seguito ad incubazione canoparticelle PEGilate caricate con
la mTHPC, puo essere correlata alla citotossicitibtta dal nanoveicolo non caricato.
Una dose di nanoparticelle vuote pari 0.25 mg/nmha@de circa con la quella presente
nel trattamento con nanoparticelle PEGilate cagican la mTHPC in concentrazione
1.5 uM.

Per alcuni campioni la vitalita cellulare & statdutata col saggio MTS anche 24 ore
dopo irradiamento con luce rossa (0.24 J)jcraffettuato al termine delle 24 ore di
trattamento con le nanoparticelle PEGilate vuotgsudltati ottenuti (dati non mostrati)
hanno dimostrato che la citotossicita dopo PDT auamenta rispetto a quella indotta al
buio.
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Fig. 40 Vitalita di cellule A549 incubate con contrazioni crescenti di
nanoparticelle ORMOSIL vuote PEGilate, non sottopas irradiamento.
Il saggio MTS é stato condotto al termine delleo2d di trattamento (24 h)
e dopo successive 24 ore di incubazione in tercengpleto (24 + 24 h). |
dati rappresentano le medie + drs=(12). *: p < 0.001 rispetto alle cellule
di controll, t-tes.
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Fig. 41 Vitalita di cellule CCD-34Lu trattate al ibucon dosi crescenti di
nanoparticelle ORMOSIL vuote PEGilate. Il saggio M€ stato condotto al
termine delle 24 ore di trattamento (24 h) e dopocsssive 24 ore di
incubazione in terreno completo (24 + 24 h). | dapipresentano le medie * d.s.
(n=9). *: p<0.01, **: p< 0.001 rispetto alle cellule di controllistest.
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5.15 PRODUZIONE DI ROS IN CELLULE A549 E CCD-34LU ESPOSTE A
NANOPARTICELLE VUOTE PEGilate

Vista la diversa citotossicita indotta dalle namtipalle PEGilate vuote nelle due
diverse linee cellulari utilizzate, é stata anaitzzla produzione di ROS nei due tipi di
cellule dopo vari tempi di incubazione con nandpalie. La quantita di specie reattive
dell'ossigeno prodotte € stata determinata in camipirattati per 5 e 24 ore con
nanoparticelle ORMOSIL PEGilate vuote alle concazitni 0.1 e 0.5 mg/ml, mediante
analisi citofluorimetrica, utilizzando la sonda Gassi-HDCFDA.

A) Fluorescenza media
(Incremento sul controllo con sonda)
CAMPIONI 5h 24 h 24+ 24 h
Controllo (con sonda) 50 62 23
0.1 mg NP/ml 45+ 0) 80 (+ 18) 50 (+ 27)
0.5 mg NP/ml 48+ 0) 130(+ 68) | 103(+ 80)
B)

Fluorescenza media

(Incremento sul controllo con sonda)

CAMPIONI 5h 24 h 24+ 24 h
Controllo (con sonda) 899 827 242
0.1 mg NP/ml 854+ 0) 880(+ 53) | 263(+21)
0.5 mg NP/ml 1076+ 177) | 1425(+ 598) | 360(+ 118)

Tab. 5 Valori relativi alla fluorescenza media essesdalla sonda Carbossi-
H,DCFDA in vari campioni di cellule A549 (A) e CCD-B4 (B), a diversi
tempi di incubazione. In rosso sono riportati ioratelativi all'incremento di
fluorescenza sul controllo incubato con la sondanalisi al citofluorimetro
per la valutazione della produzione di ROS é statalotta al termine di 5 e
24 ore di trattamento (5 h, 24 h) e dopo succesBivere di incubazione in
terreno completo (24 + 24 h). | dati sono rappregem di 2 esperimenti che
hanno mostrato risultati simili.
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Come controllo negativo sono state considerateleetion trattate e non incubate con la
sonda, il cui valore medio di fluorescenza e statttratto come fondo da tutti i
campioni analizzati, e cellule non trattate ma bate con la sonda, il cui segnale di
fluorescenza € indice della produzione basale d6RI@ Tab. 5 € possibile osservare
che i fibroblasti CCD-34Lu (Tab. 5, B) possiedornosegnale di produzione basale di
ROS molto elevato rispetto alle cellule tumorali4®5Tab. 5, A). Ad esempio, dopo 5
ore di incubazione in terreno contenente il 3% BSF(5 h) il segnale medio di
fluorescenza emessa dalla sonda e pari a 50 redlidecdi controllo A549, mentre é
pari a 899 nelle cellule CCD-34Lu. In tutti i caBitrattamento considerati, i campioni
non mostrano un incremento di segnale di fluoreszata considerarsi significativo
rispetto a cellule di controllo. Per entrambe teeé comunque una lieve produzione di
ROS si nota al termine di 24 ore di incubazione lectiose 0.5 mg di nanoparticelle/ml.
Tale incremento si mantiene come tale nelle 24saceessive di ripristino con terreno
completo (24 + 24 h) nelle cellule A549, mentre idnisce, tendendo a ritornare ai
valori basali, nelle cellule CCD-34Lu. Questo riato, insieme all’elevata produzione
endogena di ROS nei fibroblasti CCD-34Lu, suggerisice la differente risposta delle
due linee cellulari al trattamento con NP PEGilatete (paragrafo 5.14) potrebbe
dipendere dalla presenza nei fibroblasti di effitiesistemi di protezione dallo stress
ossidativo.

5.16 FOTOTOSSICITA’ NELLE CELLULE A549 DELLA mTHPC
VEICOLATA NEL SOLVENTE STANDARD O IN NANOPARTICELLE
PEGilate

Per valutare un’eventuale differenza di efficadapo irradiamento, tra la mTHPC
somministrata nel solvente standard e quella vaiaoin nanoparticelle ORMOSIL
PEGilate, come anche per verificare I'efficacieoftihamica della clorina dopo legame
covalente nella matrice silanica delle nanopattcel stato effettuato I'esperimento di
PDT in vitro nelle cellule tumorali A549. | campioni cellulaono stati trattati per 24
ore al buio con concentrazioni non citotossichéotbsensibilizzante, libero o caricato
covalentemente e non in nanoparticelle, ed irrad@t luce rossa alla potenza di 0.24
Jlenf. La vitalita cellulare & stata valutata con saddibS 24 ore dopo lirradiamento.
Come visibile dal grafico (Fig. 42), I'efficacia Itk clorina nelle cellule A549 é
direttamente proporzionale alla concentrazione siistrata e determina mortalita
completa dopo PDT con dosi di mTHPC superiori a pat.5 uM. L'efficacia della
MTHPC veicolata in nanoparticelle e significativanee inferiore a quella ottenuta
veicolandola sciolta nel solvente standard. Inpltaecurva di vitalita cellulare della
clorina incorporata covalentemente in nanopargcelsi sovrappone quasi
completamente a quella della clorina incorporatsicdimente in nanoparticelle,
dimostrando che l'efficacia della clorina dopo die@mento risulta simile sia essa
incorporata fisicamente o legata covalentementaimoparticelle.
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Fig. 42 Curve di vitalita di cellule A549 irradiateon 0.24 J/cidi
luce rossa (600-700 nm) dopo 24 ore di incubaziamn
concentrazioni crescenti di mTHPC veicolata neleole standard
oppure incorporata covalentemente e non in nanoplet ORMOSIL
PEGilate. La vitalita cellulare & stata determin&é& ore dopo
l'irradiamento mediante il saggio MTS. | dati rappentano le medie +
d.s. o =6).

5.17 ACCUMULO IN CELLULE A549 E CCD-34LU DELLA mTHPC NEL
SOLVENTE STANDARD E INCORPORATA IN NANOPARTICELLE P EGilate

Dato che la mTHPC somministrata alle cellule A54@@D-34Lu nella forma libera
presenta una maggiore tossicita, sia al buio chgo doadiamento (paragrafi 5.14 e
5.16), rispetto a quella veicolata in nanoparteddEGilate, & stato studiato se cio
potesse dipendere da un maggior accumulo intrdaedldella clorina quando veicolata
nel solvente standard. E’ stata pertanto determjnaediante citometria a flusso, la
quantita di mTHPC accumulata nelle cellule dopooge di trattamento con la clorina
somministrata libera e incorporata covalentememterein nanoparticelle PEGilate.
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Fig. 43 Accumulo in cellule A549 (A) e CCD-34Lu (Bl
concentrazioni crescenti di mTHPC veicolata nadlania libera
(solvente standard). L'accumulo é stato valutatodimmde
citofluorimetria dopo 24 ore di trattamento a 379Cdati
rappresentano le medie £ dis=3).
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Fig. 44 Accumulo in cellule A549 (A) e CCD-34Lu (Bji

concentrazioni crescenti di mTHPC incorporata cevemente e
non in nanoparticelle ORMOSIL PEGilate. L'accumudo stato
valutato mediante citofluorimetria dopo 24 orerditamento a 37°C.
| dati rappresentano le medie * drs=(3).
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Dagli istogrammi di Fig. 43 e 44 si pu0 notare comeentrambe le linee cellulari
'accumulo aumenti al crescere della concentraziafie clorina somministrata,
indipendentemente dalla modalita di veicolazionea IMTHPC incorporata
covalentemente e non in nanoparticelle PEGilatg. (B#) viene internalizzata nelle
cellule in quantita significativamente inferiorgpetto a quella in forma libera (Fig. 43).
Infatti, considerando la piu alta dose di trattatoentilizzata, pari a 1.75 pM di
MTHPC, l'intensita di fluorescenza media é risaltaelle cellule A549 pari a circa
70000 dopo trattamento con la clorina in formariéhenentre pari a circa 1700 dopo
trattamento con la mTHPC incorporata in nanopdltideEGilate. L’efficienza di tale
accumulo e inferiore nei fibroblasti rispetto altellule tumorali polmonari per
entrambe le modalita di veicolazione utilizzatenlire tra le due diverse formulazioni di
nanoparticelle PEGilate non si ha significativdetiénza di accumulo; si ha solamente
una lieve minor internalizzazione nel caso dellaHRT legata covalentemente alle
nanoparticelle rispetto a quella incorporata fisieate.

5.18 LOCALIZZAZIONE SUBCELLULARE DELLA mTHPC INCORPORATA
IN NANOPARTICELLE PEGilate

Sono stati condotti degli studi di microscopia duofescenza per valutare
l'internalizzazione e la localizzazione intraceditd della mTHPC, veicolata nel
solvente standard o incorporata covalentemente reimananoparticelle ORMOSIL
PEGilate. In particolare, attraverso la distribmzosubcellulare della clorina legata
covalentemente alla matrice silanica delle nanamdie € possibile individuare
I'effettivo sito di accumulo delle nanoparticelleesse. L'osservazione al microscopio a
fluorescenza, effettuata, nelle cellule A549 e C&Mu, dopo 5 e 24 ore di trattamento
con la clorina veicolata nelle varie modalita, hadenziato chela distribuzione
subcellulare della mTHPC non presenta significatifierenze tra le due diverse linee
cellulari e tra i diversi tempi di trattamento cmlesati. La mTHPC veicolata nella
forma libera si localizza nel comparto citosolicellglare in modo analogo a quella
incorporata non covalentemente in nanoparticell&iRie. Dalle immagini (Fig. 45, A-
D) é possibile osservare, in analogia con quanstovper la mTHPC incorporata in
nanoparticelle ORMOSIL nude (paragrafo 5.5), uneali@azazione preferenziale del
fotosensibilizzante nell'apparato del Golgi e netiaolo endoplasmatico. Le cellule
trattate per 5 ore con la clorina incorporata cemtmente in nanoparticelle PEGilate
mostrano invece, nella maggior parte delle cellulga fluorescenza rossa puntinata,
indicante una distribuzione nei comparti endosonaalidi (Fig. 45, E e F). Tale
diversita di localizzazione subcellulare tra la ritcla incorporata fisicamente e
covalentemente in nanoparticelle fornisce un’ubteri conferma al fenomeno di
rilascio, seppur parziale, della mTHPC dalle namiigeElle ORMOSIL PEGilate.
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Fig. 45 Localizzazione della mTHPC (1.5 uM) veicolaté s@vente standat
(A, B; 40X) e incorporata covalentemente (E, F) & (C, D; 100X) ir
nanoparticelle ORMOSIL PEGilate in cee A549 (A, C, E) e CCI34Lu (B,
D, F). L’'osservazione al microscopio a fluoresceazstata effettuata dopo
ore di trattamento a 37°¢
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5.19 CARATTERIZZAZIONE DELLE FORMULAZIONI LIPOSOMIALI
PEGilate CONTENENTI LA mTHPC (FOSPEG)

In questo lavoro come nanoveicoli per la mTHPCreotille nanoparticelle di silice,
sono state prese in analisi anche delle formuladipasomiali unilamellari PEGilate
(Fospegq), diverse tra loro per densita (2-8 mol% ligedi totali) e lunghezza (750,
2000, 5000) delle catene di PEG.

Le varie formulazioni sono state preparate e caniatate nei laboratori della ditta
Biolitec. Esse avevano in genere un diametro mddicirca 120 nm (Tab. 6) ed una
composizione di 18 mg di DPPC/mI, 2 mg di DPPG/rhl®emg di mTHPC/ml.

8 mol%
PEG-lipide
dimensione [nm] | PTT [°C]
PEG-750-DSPE 120.1 38.21
PEG-2000-DSPE 115.6 37.2
PEG-5000-DSPE 108.5 41.73

Tab. 6 Dimensioni medie e temperature della fageadsizione (PTT, Phase Transition
Temperatures) delle formulazioni liposomiali PE®il&8%, contenenti la mTHPC.

5.20 CITOTOSSICITA’ DEI FOSPEG

In primo luogo e stata valutata la tossicita alobcausata dalla mTHPC veicolata in
diversi Fospeg nelle cellule A549 e CCD-34Lu, indooda evidenziare eventuali
diverse risposte cellulari in relazione alla diffiete PEGilazione superficiale dei
liposomi. | risultati ottenuti sono stati anche frontati con quelli relativi alla
citotossicita indotta dalla mTHPC veicolata nelveolte standard, gia discussa nel
paragrafo 5.14. La vitalita cellulare é stata deteata, col saggio MTS, dopo 24 ore di
trattamento (24 h) (Fig. 46 e 47, A) e 24 ore dibpermine del trattamento e ripristino
con mezzo completo (24 + 24 h) (Fig. 46 e 47, Byjuksti tempi, in entrambe le linee
cellulari, I'incorporazione della clorina in lipaso ne minimizza significativamente la
citotossicita al buio (Fig. 46 e 47). Infatti, 2dealopo il termine dell'incubazione con la
dose piu alta di mTHPC (5 pM) somministrata in $pmi si hanno pecentuali di
vitalitd cellulare non inferiori al 70% rispetto eampioni di controllo, ad eccezione
della formulazione di Fospeg 2%-2000 nei fibrobla®CD34-Lu. Quest'ultima
provoca, 24 ore dopo il ripristino con mezzo cortpl@ig. 47, B), una significativa
diminuzione delle percentuali di vitalitd cellulamspetto alle altre tipologie di
formulazioni liposomiali, a partire dalla dose 176! di mTHPC, fino ad indurre una
mortalita circa pari al 70% alla concentrazioneNd gi mTHPC. Tra le altre tipologie
di Fospeg non si notano significative differenzecitibtossicita. La minore percentuale
di PEGilazione superficiale del liposoma potreblmtanto essere la causa di una
minore protezione dalla citotossicita della mTHRCorporata.
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Fig. 46 Vitalita di cellule A549 trattate per 24ecal buio con concentrazioni crescenti di
MTHPC veicolata nel solvente standard (libera) lippsomi PEGilati (Fospeg). La vitalita

e stata valutata con saggio MTS allo scadere ddhinento (24 h, A) e 24 ore dopo |l
ripristino con terreno completo (24 + 24 h, B), &xpressa come percentuale rispetto a
cellule di controllo sottoposte al medesimo protlocalei campioni trattati, ma non
incubate con la mTHPC. | dati rappresentano le engdi.s. § = 9). ***: p < 0.001 rispetto

ai corrispondenti campioni trattati con Fospeg 290, 8%-2000, -750, -5000; f:< 0.01
rispetto al corrispondente campione trattato cospEg 8%-500Q;test.
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Fig. 47 Vitalita di cellule CCD-34Lu trattate pe# Bre al buio con concentrazioni crescenti
di controllo.

p < 0.001 rispetto ai

| dati rappresentano le medie + .= 9). ***

corrispondenti campioni trattati con Fospeg 2%-2@&¥-2000, -750, -5000; °°p < 0.001
rispetto ai corrispondenti campioni trattati corspeg 8%-2000, -750, -5000test.
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5.21 ACCUMULO INTRACELLULARE DELLA mTHPC INCORPORATA IN
LIPOSOMI PEGilati

Per indagare un’eventuale analogia di accumulcadettulare della mTHPC tra le
differenti formulazioni liposomiali Fospeg, e traasgti ultimi e la mTHPC veicolata nel
solvente standard, € stata stimata, mediante witafhetria, la quantita di clorina
internalizzata dalle cellule A549 e CCD-34Lu alntére di 24 ore di incubazione con
concentrazioni crescenti di clorina somministraglenvarie modalita di veicolazione.
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Fig. 48 Accumulo in cellule A549 (A) e CCD-34Lu (Blj concentrazioni crescenti di
MTHPC veicolata nella forma libera e in diversii tfh Fospeg. E’ stata utilizzata la
citofluorimetria per registrare i segnali di fluspenza della mTHPC dopo 24 ore di
trattamento. | dati rappresentano le medie = d.s. 8). *: p< 0.05, **: p < 0.005, ***: p
< 0.001 rispetto ai corrispondenti campioni traitan la mTHPC nella forma libergtest.

0- 1.75
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| risultati mostrano che la clorina nella formaelib viene accumulata, sia dalle cellule
A549 che CCD-34Lu, piu efficientemente rispettougltp veicolata in liposomi, e che
tale differenza di accumulo diventa sempre piu ifigativa all’laumentare della
concentrazione di mTHPC somministrata. La quarditamTHPC accumulata nelle
cellule e direttamente proporzionale alla conceabree utilizzata nel trattamento, per
tutte le modalita di veicolazione; inoltre, non s@videnziabili significative differenze
di accumulo intracellulare tra le varie tipologig=speg (Fig. 48).

E’ stata selezionata la formulazione di Fospeg &@92per studiarne la cinetica di
accumulo tempo-dipendente nelle cellule A549 e raortéirla con quella della mTHPC
nella forma libera (solvente standard). Le curvatiee alle due cinetiche, costruite
registrando il segnale di fluorescenza della ckomelle cellule ad intervalli successivi
di tempo fino a 24 ore di trattamento, presentam@mudamento analogo, ma non sono
sovrapponibili, poiché ad ogni tempo si ha un aadoninferiore per la mTHPC
veicolata in liposomi rispetto a quella nel soheestandard (Fig. 49).
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Fig. 49 Accumulo nel tempo in cellule A549 della
mTHPC (1 pM) nella forma libera e incapsulata in
liposomi rivestiti con 8 mol% di catene di PEG 2000
(Fospeg 8%-2000). L'accumulo e stato valutato media
citofluorimetria dopo diversi tempi di trattamerada37°C.

| dati rappresentano le medie * drs=(2).
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5.22 FOTOCITOTOSSICITA’ DELLA mTHPC IN LIPOSOMI PEGilati

Visto il minor accumulo intracellulare della mTHPR§liando € veicolata in Fospeg
rispetto alla forma libera, ne €& stata valutataa@tossicita, somministrandola nel
solvente standard e in Fospeg, tramite un espetam@&nPDT in vitro nelle cellule
A549. La vitalita cellulare dei vari campioni € tstavalutata con saggio MTS 24 ore
dopo l'irradiamento con luce rossa alla potenz@. 24 J/cr.

Come visibile nel grafico (Fig. 50), I'efficienzatbdinamica della clorina nelle cellule
tumorali risulta ridotta somministrandola incorp@rain Fospeg rispetto alla
formulazione standard, ma non si riscontrano sicative differenze di fototossicita tra
le diverse tipologie di liposomi PEGilati utilizzaggter la veicolazione della clorina. Tali
dati sono in accordo con i risultati ottenuti dallalutazione dell’accumulo
intracellulare (paragrafo 5.21).
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Fig. 50 Curve di vitalita di cellule A549 irradiaten 0.24 J/cindi luce
rossa (600-700 nm) dopo 24 ore di incubazione ammcentrazioni
crescenti di mTHPC veicolata nel solvente standgaglire in vari tipi
di liposomi PEGilati (Fospeg). La vitalita cellulag stata determinata
24 ore dopo [lirradiamento madiante il saggio MTS$. dati
rappresentano le medie + d.a.5 12). **: p < 0.005, ***: p < 0.001
rispetto ai corrispondenti campioni trattati corspeg 2%-2000 e 8%-
750; °°°: p < 0.001 rispetto ai corrispondenti campioni tratin
Fospeg 8%-2000 e -5008test.
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5.23 DISTRIBUZIONE SUBCELLULARE DELLA mTHPC INCORPORATA
IN LIPOSOMI PEGilati

L’osservazione al microscopio a fluorescenza dimami di cellule A549 e CC-34Lu

trattati per 5 e 24 ore con la mTHPC veicolatasodévente standa e in varie tipologie
di Fospeg ha permesso di studiare I'internalizzazie la localizzazione subcellie

dei tale fotosensibilizzan

Fig. 51 Distribuzione subcellulare della mTHPC (1.5 p¥#icolata nel solvent
standard (B, E) o incapsulata in liposomi PEGHatspeg 8¢-2000 (H, K) in cellule
A549 dopo 5 ore di incubazione. La fluccenza rossa della mTHPC (B, E, H e
codocalizza con la fluorescenza verde delle sond-Tracker Green (F, L) e NB
Cs-ceramide (C, I), utilizzate rispettivamente per caae il reticolo endoplasmatis
e l'apparato del Golgi. Le immagini A, D, G e J o relative alla microscopia

campo chiaro (Differential Interference Contr:



Le immaginiottenute (Fig. 51) hanno evidenziato una rapidarializzazione dell
MTHPC ed una localizzazio citoplasmatica, preferenzialmente nell'apparato
Golgi e nel reticolo endoplasmatico, in entrambe liteee cellulari considerat
indipendentemente dalla modalita di veicolazionkzmata, Fospe (Fig. 51, H e K) o
solvente standard (Fig. 51B ed E). Non e stata osservata una localizzaz
lisosomiale né per la mTHPC veicolata nella foribara né per quella incorporata
liposomi (Fig. 52, A e B)Non vi sono inoltre significative differenze trae tempi d
trattamento analizzati, per cui Immagini ottenute al termine di 24 ore di trattarnoe
sono risultate analoghe a quelle osservate dope Bioncubazione mostrate in Fig. !
Neppure tra le diverse tipologie di formulazionpdsomiali si sono evidenzia
significative differenze di lodizzazione subcellulare, cosicche le foto in Fid.,
relative alla formulazione Fospeg -2000, sono simili a quelle ottenute incuband
cellule con altri Fospeg (immagini non mostre

C

Fig. 52 Localizzazione subcellulare della mTHPC (1.5 phidicolata ir
Fospeg 8%2000 (A), e della rodamina legata covalentementeua
lipide costituente i liposomi PEGili 8%-2000 (C), in cellule A549 dog
5 ore di incubazione. La fluorescenza rossa dellddRC (A) non c-
localizza con la fluorescenza verde del LysoTrackezen (B), utilizzat:
per marcare i lisosomi, mentre la fluorescenza dellaanoide-DPPE (C)
codocalizza con la fluorescenza della sonda lisoskEng@).
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Una possibile spiegazione alla simile distribuziaubcellulare tra mTHPC veicolata
nella forma libera e quella veicolata in Fospegregiuie essere la fuoriuscita del
fotosensibilizzante dai liposomi, persino precededt’internalizzazione dei liposomi
stessi nelle cellule. Per verificare cio e statseogata al microscopio a fluorescenza la
localizzazione intracellulare di liposomi PEGilatiarcati con un fluoroforo legato
covalentemente ad un lipide (rodamina-DPPE). Larfiacenza di questa rodamina co-
localizza con la fluorescenza verde emessa datidasspecifica per i lisosomi (Fig. 52,
C e D), mentre non sovrappone con quella emestastaide specifiche per I'apparato
del Golgi e del reticolo endoplasmatico. In tal madstato possibile individuare il sito
di localizzazione cellulare dei liposomi PEGilathe € risultato essere lisosomiale
suggerendo pertanto un possibile rilascio della THlai liposomi, dato che essa si

trova distribuita in altri compartimenti subcelltila
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In questo lavoro sperimentale le nanoparticellesitice organicamente modificata
(ORMOSIL NP) ed i liposomi PEGilati (Fospeg) sonatissfruttati come nanosistemi
per la veicolazione del fotosensibilizzatore (PS)HRC con lo scopo di migliorare la
PDT dei tumori, evitando cosi alcuni dei possibilantaggi associati ai convenzionali
metodi di veicolazione dei farmaci. La mTHPC e omalecola che, per la sua estrema
idrofobicita, tende ad aggregare in ambiente aagposiendo delle limitazioni alla sua
somministrazionein vivo per via endovenosa. Pertanto la sua incorporazione
nell'interno idrofobico di nanoparticelle o del gop strato fosfolipidico di liposomi,
che sono solubili in acqua, ne permette la sommnazone in forma non aggregata. E’
stato dimostrato, in primo luogo, che la mTHPC psdata nelle ORMOSIL NP
mantiene inalterate le sue proprieta fotofisichétava in forma monomerica e rimane
incorporata nelle NP proprio per l'idrofobicita dambiente interno in quanto solventi
meno polari dellacqua ne provocano l'immediat@sdio, come riportato anche in
alcuni lavori condotti con ORMOSIL NP esposte aventi organici (Kumar et al.,
2008). Come dimostrato dall’esperimento condottmmn d&ADPA per misurare la
produzione di*O, da parte della mTHPC attivata con luce rossacdiporazione del
PS in ORMOSIL NP non modifica la sua efficienzgpthduzione diO, rispetto al PS
nel solvente standard o in mezzo acquoso contepeoteine sieriche. La mTHPC puo
dare luogo a reazioni fotocitotossiche senza essressariamente rilasciata dalla NP,
in quanto I*O, pud attraversare la matrice silanica porosa debweicolo (Roy et al.,
2003). Come dimostrato dagli esperimenti di phaabhing, neppure la velocita e
I'entita di fotodegradazione della mTHPC sottopoath irradiamento viene alterata
incorporandola in NP. | saggi effettuati vitro per valutare la potenziale citotossicita
del nanoveicolo e l'eventuale produzione di ROS nsarevidenziato una buona
biocompatibilita delle ORMOSIL NP nude nelle cefiudi carcinoma esofageo umano
KYSE 510. La veicolazione della mTHPC in ORMOSIL R&de riduce la citotossicita
al buio rispetto a quella indotta dopo trattamerda la mTHPC sciolta nel solvente
standard. Le curve dose-risposta dopo PDT con tossa in cellule KYSE 510,
ottenute con due diversi saggi di vitalita cellelaftrypan blue e MTS), hanno
dimostrato che ['efficacia della mTHPC é direttateerproporzionale alla dose
somministrata, indipendentemente dalla modalitaeitolazione, e che la mTHPC in
NP e nel solvente standard ha un’'uguale efficami@dinamica, nonostante si abbia un
minor accumulo intracellulare quando essa vienensiomstrata in NP. Tale differenza
di accumulo pud essere spiegata tramite fenomeragdregazione della mTHPC,
veicolata nel solvente standard, nel terreno ducalcellulare contenente proteine del
siero, come dimostrato dall’analisi delle cinetiatiemonomerizzazione della clorina
nel mezzo di coltura. E’ noto, infatti, che la mTEMella forma libera (solvente
standard) pud associarsi a proteine del siero gggd® almeno in parte, quando viene
diluita nel mezzo di coltura cellulare (Sasnouslale 2005). Gli aggregati di PS hanno
una minor efficienza fotodinamica rispetto alle gwale di mTHPC incorporate in NP
sottoforma di monomeri. Studi di microscopia dioflescenza hanno evidenziato che
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non vi sono differenze di localizzazione subceleldra la mTHPC veicolata nel
solvente standard o tramite NP. In entrambi i cakiPS viene rapidamente
internalizzato dalle cellule e si localizza a lleelcitosolico, preferenzialmente
nell'apparato del Golgi e nel reticolo endoplasemtidove permane anche dopo
duplicazione delle cellule. Tale distribuzione dedllorina € in accordo con quanto
riportato anche per altre linee cellulari (Teitenh a&., 2003). Il meccanismo di
internalizzazione cellulare della mTHPC, per entvante modalita di veicolazione, é
I'endocitosi, come suggerito dagli esperimenti auitida basse temperature (4°C).
Poiché con le due diverse modalitadeiiverydella mTHPC sono stati ottenuti sempre
risultati molto simili, & stato ipotizzato che laolacola di PS potesse fuoriuscire dalle
NP nude, precedentemente all'ingresso nelle cellalecausa di interazioni della
superficie del nanoveicolo con componenti proteideesiero. Cio € stato dimostrato
sia mediante esperimenti di FRET che di ultrackmgazione delle NP veicolanti la
MTHPC. Quindi e probabile che le proteine sieriath@po essere state adsorbite alla
superficie della NP, si leghino alle molecole di HPCT localizzate vicino alla
superficie, e successivamente si dissocino dalla&diffe complesso proteina-mTHPC.
Per questo motivo, in una seconda parte del lavostata utilizzata una nuova strategia
basata sul rivestimento superficiale delle ORMOSR con catene di PEG. | risultati
hanno dimostrato che la PEGilazione inibisce fodeta, ma non completamente, il
rilascio della mTHPC incorporata fisicamente nélle. Per evitare completamente il
rilascio sono state sintetizzate e studiate ORMQ$PLPEGilate con la mTHPC legata
covalentemente alla matrice silanica, prendendatspdal lavoro di Ohulchanskyy et
al. (2007). Attraverso esperimenti di PD vitro € stato dimostrato che il legame
covalente non altera l'efficienza fotodinamica dethTHPC. Dalla valutazione degli
effetti biologici indotti dalle NP PEGilate, carteafisicamente o covalentemente con la
MTHPC, nelle cellule di carcinoma polmonare uma®d®e nei fibroblasti polmonari
umani CCD-34Lu, é stata notata una diminuzioneadeitiotossicita della mTHPC, al
buio e dopo irradiamento, quando e veicolata inriSpetto al solvente standard. Cio &
risultato in accordo col minor accumulo intracedhad del PS quando veicolato in NP
PEGilate. | saggi di vitalita cellulare dopo espasie delle cellule A549 e CCD-34Lu
alle NP PEGilate vuote hanno evidenziato una rigpdsversa tra le due linee. Mentre
nei fibroblasti non si ha alcuna significativa iathne di mortalita, nelle cellule
tumorali la vitalitd diminuisce significativamental’aumentare della dose di NP
PEGilate somministrata. Tale diverso comportameptiirebbe dipendere dalla
presenza nelle cellule CCD-34Lu di efficienti smtedi protezione dallo stress
ossidativo in quanto presentano una elevata prodazendogena di ROS. Saranno
necessarie ulteriori indagini su tale aspetto péempcomprendere nel dettaglio le cause
di questa diversa risposta cellulare. Gli studindcroscopia di fluorescenza con la
MTHPC covalentemente legata nelle NP PEGilate hgmermesso di individuare i
compartimenti endosomali acidi come effettivi siti accumulo delle NP, dando
un’ulteriore conferma al rilascio del PS dalla Nltagdo vi € fisicamente intrappolato.
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Oltre alle ORMOSIL NP sono state studiate anchdedirmulazioni liposomiali
PEGilate (Fospeg) per la veicolazione della mTHB®erse tra loro per densita e
lunghezza delle catene di PEG. L'incorporaziondadeiTHPC in Fospeg riduce la
tossicita al buio in cellule A549 e CCD-34Lu ridpealla sua veicolazione in solvente
standard, e riduce anche l'efficienza fotodinanmiede cellule tumorali, in accordo col
minore accumulo cellulare della clorina rispettla @lomministrazione in forma libera.
Inoltre, una minore percentuale di PEGilazione siipale del liposoma determina una
minore protezione dalla citotossicita della mTHPQorporata, indicando che i
liposomi con elevata densita di PEG sono migliaxme nanoveicoli. La mTHPC,
indipendentemente dalla modalita di veicolazior@vente standard o Fospeg), viene
internalizzata rapidamente e si localizza nel oo entrambe le linee cellulari,
suggerendo pertanto, come visto per le ORMOSIL Ni,possibile rilascio della
MTHPC dai liposomi. Tale fuoriuscita e stata comf@ra mediante analisi delle
distribuzione intracellulare di liposomi PEGilatangati con un lipide fluorescente, che
hanno mostrato una localizzazione lisosomialeidesbma.

In conclusione, le ORMOSIL NP ed i liposomi PEGijabssono essere utilizzati come
nanosistemi didrug delivery per la terapia fotodinamica delle neoplasie, legan
covalentemente il farmaco al nanoveicolo per ewéaril rilascio precedente
all'accumulo cellulare. Studi futuri saranno foeakti sul miglioramento dell’accumulo
intracellulare del PS e della specificita e sela#ti della terapia mediante
funzionalizzazione superficiale di questi nanovkicoon ligandi o anticorpi
specificamente riconosciuti da recettori sovraesgreesclusivamente dalle cellule
tumorali, come anche tramite aumento della conaemne di farmaco incorporata nei
nanoveicoli. Un esempio di ligando utilizzabile perfunzionalizzazione é la vitamina
acido folico, i cui recettori si trovano sovraegsien numerose tipologie di carcinomi.
Studiin vitro relativi all'applicazione di nanosistemi funzioizalati con I'acido folico
potranno essere condotti utilizzando in paralleloed cellulari negative alla
sovraespressione del recettore del folato, contieda A549, e cellule positive alla sua
sovraespressione, come la linea KB.

106



ABBREVIAZIONI

107



ADPA: acido disodico 9,10-antracenedipropionico

AOT: dioctil-sodiosulfosuccinato

APTES: 3-aminopropiltrietossisilano

BCA: acido bicinconinico

Carbossi-DCFH: carbossi-diclorofluoresceina
Carbossi-H,DCFDA: 5-(e 6)-carbossi-2’,7’-diclorodiidrofluoresceid@cetato
DCM: diclorometano

DLS: Dynamic Light Scattering

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMF: N,N-dimetilformammide

DMSO: dimetilsolfossido

DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina

DPPG: dipalmitoilfosfatidilglicerolo

EDTA: acido etilen-diammino-tetracetico

FBS: Foetal Bovine Serum

Fospeg formulazioni liposomiali PEGilate contenenti mTEP
FR: Folate Receptor

FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer

HEPES: acido 4-2-idrossietil-1-piperazinil-etansolfonico

IR775: 2-[2-[2-cloro-3-[2-(1,3-diidro-1,3,3-trimetil-2Hdol-2-ilidene)-etilidene]-1-
cicloesene-1-il]-etenil]-1,3,3-trimetil-3H-indolidoride

LDL : Low Density Lipoprotein
MeOH: metanolo

MPEG-DSPE N-(carbonil-metossipolietileneglicole)-1,2-distedfosfatidil
etanolamina

MTHPC: metatetra(idrossifenil)clorina

MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carbossimetossifh-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio

NEAA: aminoacidi non essenziali

NP: nanoparticelle

ORMOSIL NP: ORganically MOdified SlLica NanoParticles
PBS Phosphate Buffered Saline
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PDT: PhotoDynamic Therapy
PEG: poli(etilene glicole)
PES fenazina etosolfato

PS: fotosensibilizzatore
PVDF: polivinilidene fluoride

Rodamina-DPPE 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-Nséamina
rodamina B sulfonil

ROS:. Reactive Oxygen Species

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute-1640
SDS sodio dodecil solfato

TEM : Transmission Electron Microscopy

VTES: viniltrietossisilano
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