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Inventia se refera la o metoda de obtinere a unui model
de cuantificare a cantitatii de 5FU internalizata in celule
tumorale de adenocarcinom colorectal dupa administra-
rea agentului chimioterapeutic prin nanosisteme de
eliberare controlata de tip drug-delivery. Metoda, con-
forminventiei, consta in etapele: preparare a nanosiste-
melor polimerice sub forma de structura reticulata
pornind de la fibroina din matase naturald modificata cu
acid acrilic (SF-Ac) si tetraetilenglicol diacrilat (PEG),
incarcarea nanosistemelor polimerice cu 5FU, incar-
carea nanosistemelor cu etichete sintetice ADN, obtine-
rea culturilor celulare de adenocarcinom colorectal
apartinand liniei celulare HT-29 ca model celular in vitro

al cancerului colorectal, aplicarea tratamentelor, urmata
de validarea internalizarii nanosistemelor prin citometrie
in flux, detectia si cuantificarea etichetelor sintetice de
ADN internalizate in celulele tumorale HT-29 prin
tehnica qRT-PCR, respectiv, determinarea cantitatii de
5FU internalizat in celule tinta prin intermediul nano-
sistemelor polimerice, prin utilizarea unui algoritm de
calcul disponibil, astfel ca, modelul permite ajustarea
precisa a dozei de administrare a nanosistemelor si o
eficienta a terapiei.
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MODEL DE CUANTIFICARE A CANTITATII DE 5FU INTERNALIZATA IN CELULE
TUMORALE DE ADENOCARCINOM COLORECTAL DUPA ADMINISTRARE PRIN
NANOSISTEME POLIMERICE ETICHETATE CU SECVENTE ADN

Inventia se referd la dezvoltarea unui model de cuantificare a cantititii de SFU
internalizatd in celulele tumorale de adenocarcinom colorectal dupd administrare prin
nanosisteme polimerice etichetate cu secvente ADN. Conform inventiei, modelul de
cuantificare consta in calcularea concentratiei de SFU ce se poate internaliza in celulele de
adenocarcinom colorectal apartinand liniei celulare HT-29 dupa administrare prin intermediul
unor nanovehicule special etichetate cu secvente sintetice de ADN care servesc la cuantificare.
Modelul propus in cadrul prezentei cereri de brevet consta in: (i) modelul celular in vitro, (linia
celulard de adenocarcinom colorectal apartinand liniei celulare HT-29); (ii) substanta activa
administratd cu rol terapeutic (5FU), (iii) eticheta cuantificabila (o secventa ADN
monocatenard sintetica) si (iv) nanotransportorul polimeric (nanoparticule polimerice pe baza
de matase).

Concret, dupa tratarea celulelor cu nanosistemele polimerice incdrcate cu 5FU si
etichetate cu secvente sintetice ADN, acestea se internalizeazd in celule si elibereaza
medicamentul. Cantitatea de medicament ce ajunge si fie eliberatd in celule poate fi
determinatd pe baza curbei de eliberare cunoscand si cantitatea de nanosisteme internalizate.
Curba de eliberare a medicamentului din nanosistemul de administrare se poate determina prin
metode fizico-chimice; in cazul modelului particular propus in aceasti cerere de brevet, curba
de eliberarea a 5FU din nanosistemele polimerice a fost determinata prin spectrometrie UV-
VIS. Pe de alta parte, cantitatea de nanosisteme internalizate se poate determina in cazul
modelului propus in aceasta cerere de brevet prin cuantificarea secventelor sintetice de ADN
regasite in celulele tratate, prin Real Time PCR.

Acest model constd intr-un sistem de eliberare controlatd a 5FU in celulele tumorale de
adenocarcinom colorectal (linia HT-29) si in plus, serveste la determinarea precisa a cantitatii

de medicament care ajunge la celule si produce efectele citotoxice observate.

1. INTRODUCERE

Tratamentul cancerului colorectal se bazeazd pe interventia chirurgicald de rezectie
tumorala si radioterapie si/sau chimioterapie. Cei mai des intélniti agenti chimioterapeutici sunt
5 —fluorouracilul (5FU), oxaliplatinul si irinotecanul, care induc lezari la nivelul ADN si ARN.

Lipsa de specificitate a acestor agenti induce lezare si celulelor sdnatoase, ceea ce determina
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aparitia unor reactii adverse grave in urma carora pacientii pot dezvolta complicatii severe care
deseori conduc la abandonarea schemei de tratament sau chiar la deces. Nanomedicina
reprezinta o perspectiva de a depasi limitérile impuse de tratamentele conventionale prin
utilizarea unor sisteme drug — delivery care pot tinti direct celulele canceroase, fiind astfel
diminuate efectele adverse aparute in cazul tratamentului clasic.

Sintetizat pentru prima datd in anul 1957 [1], SFU a rimas pand in prezent cel mai
utilizat medicament administrat ca prima linie de tratament pentru pacientii diagnosticati cu
cancer colorectal [2]. 5FU este un derivat fluorurat al pirimidinei care face parte din clasa
medicamentelor antimetabolice. Medicamentele antimetabolice prezintd doud mecansime
moleculare principale de actiune: (i) inhibd procesele de biosintezd esentiale sau (i) se
incorporeaza la nivelul ADN si ARN si inhiba functia normala a acestor macromolecule. O
particularitate a SFU este mecanismul molecular dual de actiune al acestuia, citotoxicitatea
SFU fiind datorata capacititii acestuia de a inhiba actiunea timidilat sintetazei (TS), precum si
de capacitatea metabolitilor secundari ai acestuia de a se incorpora defectuos la nivelul ADN
si ARN. Intracelular, SFU este dependent de activare metabolica pentru a manifesta efecte
citotoxice. Astfel, SFU este convertit in trei metaboliti activi, responsabili pentru inhibarea
procesului de sintezd al ARN si a activitatii enzimei timidilat sintetazd (TS): (1)
fluorodeoxiuridina monofosfat (FAUMP); (ii) fluorodeoxiuridina trifosfat (FAUTP); (iii)
fluorouridina trifosfat (FUTP). Din totalul cantitatii de SFU administrat in terapie, o mica parte
este convertitd in cei trei metaboliti activi care activeaza ulterior mecanismele moleculare
responsabile pentru efectul citotoxic al acestui medicament.

Administrarea agentilor chimioterapeutici clasici declangeaza, la majoritatea
pacientilor, aparitia unor efecte adverse grave, care deseori nu pot fi suportate de pacienti §i
drept urmare, acestia abandoneaza tratamentul [3-4]. Efectele adverse severe apar ca urmare a
lipsei de selectivitate a agentilor anti — neoplazici clasici pentru celulele maligne. In urma
tratamentului sunt afectate §i celule normale §i consecvent lezate tesuturi sinatoase ceea ce
determind aparitia unor complicatii severe care pot conduce chiar la decesul pacientilor [5].
Mai mult, medicamentele incluse in schemele de chimioterapie prezintd si alte dezavantaje
precum solubilitate scazuta in mediu apos, degradare §i excretie rapida si mai ales necesitatea
administrérii unei concentratii ridicate pentru a asigura la nivel tumoral compus activ. Toate
acestea cresc considerabil toxicitatea asupra tesuturilor sanitoase si favorizeaza aparitia
rezistentiei la tratament [6, 7].

In acest context, numeroase studii au vizat dezvoltarea unor strategii terapeutice care

sa depaseascd limitarile impuse de chimioterapia conventionala si si diminueze efectele
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secundare asociate acestui tip de tratament. in anul 1959, Richard Feynman a introdus in
comunitatea stiintificd conceptul de nanotehnologie care poate fi utilizatd pentru sinteza unor
sisteme de livrare controlatd a medicamentelor (DDS, Controlled Drug Delivey Systems),
sisteme cu dimensiuni nanometrice ce pot incapsula medicamente care sé fie eliberate controlat
la concentratii si timpi predefiniti, controlati experimental [8]. Mai mult, aceste sisteme DDS
pot fi sintetizate pentru livrarea tintitd a diferitilor compusi farmacologici activi citre un anumit
grup de celule, ceea ce asigurd o concentratie ridicatd de compus la situsul de interes si totodata
diminueaza efectele adverse ale medicamentelor asupra tesuturilor sdnatoase {9].

Nanomedicina poate astfel sa depdseasca limitarile chimioterapiei conventionale prin
utilizarea unor nanotransportori incércati cu medicamente, capabili sid moduleze
farmacocinetica compusilor transportati §i sd tinteasca direct celulele canceroase. Utilizarea
acestor nanotransportori pentru administrarea agentilor chimioterapeutici reduce semnificativ
toxicitatea medicamentelor asupra celulelor sanitoase si astfel, efectele adverse ale acestora
sunt semnificativ reduse. Utilizarea nanosistemelor pentru livrarea medicamentelor asigura
protectie impotriva degradarii agentilor incapsulati §i cresterea concentratiei active de
medicament care ajunge la nivelul tesutului tumoral, ceea ce creste eficacitatea tratamentului [ 10, 11].

Nanoparticulele polimerice (pNPs, Polymeric Nanoparticles) sunt particule coloidale
cu dimensiuni < 1000 nm, compuse din polimeri sau copolimeri biodegradabili si stabili [12].
Polimerii utilizati pentru sinteza pNPs pot fi atat sintetici (PLA, PCL, HPMA), cit si naturali
(gelatind, dextran, chitosan, fibroind). Alegerea polimerilor potriviti pentru sinteza pNPs este
un punct critic pentru calitatea sistemului drug — delivery obtinut, deoarece pNPs trebuie s fie
inalt biocompatibild §i sd asigure rezistentd mecanicd nanosistemului dezvoltat. Mai mult,
avand in vedere ci, in general, pentru sinteza pNPs sunt utilizati polimeri biodegradabili,
acestia trebuie sa prezinte o cineticd a procesului de degradare care sa favorizeze eliberarea
incércaturii medicamentoase la nivel tumoral si totodata produsii de degradare rezultati trebuie
sa fie non — toxici §i usor eliminati de organism [13].

In literatura se cunosc numeroase brevete in care sunt dezvoltate diferite sisteme de
livrare pe bazé de nanoparticule polimerice:

Brevetul US7511023B2 descrie metoda de preparare a unui sistem de drug-delivery
autoasamblabil, pe baza de chitosan si terapie antineoplazica. Mai precis, inventia se referi la
sistemul chitosan-medicament care are capacitatea de a se autoagrega in medii apoase compuse
dintr-un agent antitumoral hidrofob si chitosan hidrofil. Complexul descris nu numai ca
functioneaza selectiv impotriva tesutului tumoral tinta, dar continua si elibereze medicamentul

pe o perioadd lungi de timp.
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Brevetul WO02017060929A1 se referd la o metodd pentru producerea unor
nanoparticule de albumind incéarcate cu 5FU si / sau cu un precursor al acestora si la
posivbilitatea de utilizere a lor in terapia cancerului. Mai mult, prezenta inventie se referd la o
compozitie farmaceutica sau un nanosistem de drug-delivery pentru 5FU si / sau un precursor
al acestuia. Nanoparticule similar, pe baza de albumina, au fost descries si in brevetul
US2012/0076862 Al in care se obtin sisteme de livrare pe baza de nanoparticule polimerice
pentru medicamente cu solubilitate scazuti in apa. Medicamentul anti-tumoral utilizat in acest
brevet face parte din clasa taxanilor (taxol), iar sistemul de administrare are ca scop cresterea

Brevetul W02013160773A2 se refera la producerea de nanoparticule polimerice
biodegradabile. Prezenta inventie descrie un procedeu de producere a unui nanocarrier
biodegradabil. in acest caz, nanoparticulele sunt produse fari utilizarea emulsificatorilor i au
o dimensiune cuprinsad intre 30-120 nm. Metodele de control al capacitatii de incércare a
medicamentului sunt dezviluite descrise cu procesul de producere a nanoparticulelor incércate
de compusi activi. Sunt de asemenea descries diverse compozitii care cuprind nanoparticule §i
utilizarea lor in terapeuticd, diagnostic §i teranostic.

in concluzie, se poate afirma faptul ci brevetele ce propun dezvoltarea de sisteme de

livrare pe bazi de nanoparticule polimerice pentru terapia cancerului sunt foarte axate pe

.....

.....

medicament care ajunge sd isi manifeste efectele terapeutice la nivelul celulelor tumorale.

Problema tehnici pe care o rezolva prezenta inventie consta in obtinerea unui model

care serveste la determinarea cantitatii de medicament antineoplazic ce poate fi

internalizat in celulele tumorale dupi administare in nanosisteme moderne de drug-

delivery. Modelul propus este format dintr-un (i) nanotransportor polimeric pe baza de matase
si polyetilenglicol, (ii) un medicamen antineoplazic utilizat in terapia cancerului col.orectal,
(iii) o secventa sintetici ADN, cuantificabild, si (iv) o linie celulara stabilizata, larg utilizata
pentru studiul cancerului colorectal. Acest model este conceput astfel incat, sa poata fi precis
caracterizat din punct de vedere al: (i) continutului de medicament in nanotransportor, (ii)
eficientei de eliberare al medicamentului din nanotransportor si (iii) continutului in secvente
ADN cuantificabile ulterior. Pe baza acestor informatii i cunoscand cantitatea de secvente

ADN regiasite in celule, dupa tratament, se poate determina cantitatea de medicament

internalizatd in celulele tinta, cu impact asupra dozajului initial al medicamentului.
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Concluzionind datele din literatura prezentate mai sus, propunerea de brevet se
refera la obtinerea unui model de cuantificare a cantititii de SFU internalizata in celulele
tumorale de adenocarcinom colorectal dupa administrare prin nanosisteme polimerice
etichetate cu secvente ADN. Modelul propus este constituit dintr-un nanotransportor
polimeric, un medicament antineoplazic, o secventi sistetica ADN cuantificabila si o linie
celulari de adenocacinom colorectal de origine umani. Cererea evidentiazi pe de o parte
eficienta de utilizare a nanotransportorului polimeric pentru administrarea terapiei
antineoplazice §i pe de alti parte oferi o modalitate de determinare a cantititii de
medicament ce ajunge si se internalizeze in celulele tintd, cu impact asupra dozajului
initial.

In continuare vor fi descrise materialele utilizate in studiul experimental cat si metodele

necesare pentru obtinerea si testarea materialelor descrise in cererea de brevet.

2. MATERIALE SI METODE
2.1. Obtinerea nanosistemelor polimrice

Nanosistemele polimerice au fost obtinute pornind de la fibroind din métase naturala
modificata cu acid acrilic (SF-Ac) si tetraetilenglicol diacrilat (PEG). In acest sens, procedeul
de modificarea al fibroinei a necesitat obtinerea de solutii de fibroind de concentratie 5% in
care se adaugi acid acrilic (raport volumetric 1-100/ acid acrilic-solutie fibroina). Fibroina
modificati a fost dializatd timp de o saptdmana in apa distilata, dupd care a fost spalatd pe hartie
de filtru. Fibroina colectati a fost dizolvata in bromura de litiu (10 M) si in final s-au obtinut
solutii de fibroind modificatdi cu concentratia 5%. In paralel s-a preparat o solutie de
tetratilenglicol diacrilat in apd de concentratie 10%. Pentru prepararea nanosistemelor s-a
utilizat un raport volumetric de solutie de fibroind modificatd (SF-Ac) si solutie de
tetraetilenglicol diacrilat de 1/10. In amestecul obtinut s-a adiugat initiator (persulfat de
potasiu) pentru inceperea reactiei dintre fibroind modificata si PEG. Amestecul final a fost
incilzit la 60 °C pentru inceperea reactiei. Dupa aproximativ 4-5 ore de reactie, nanoparticulele
au fost recuperate prin filtrare. In cazul nanoparticulelor fluorescente, in amestecul de reactie

final s-a adaugat fluoresceina (FITC), iar incarcarea a durat 24h (6 mg FITC / 1 g NPs).

2.2, Incarcarea nanosistemelor polimerice cu SFU
Incircarea medicamentului a fost realizatd prin metoda indirectd. Astfel, dupa sinteza

nanosistemului polimeric, nanoparticulele polimerice au fost imersate intr-o solutie apoasa de
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SFU 1 mg/ml. Durata de imersare/incarcare a nanoperticulelor a fost de 24 de ore. Dupa
incapsulare, particulele incarcate au fost uscate in etuva la 50 °C. .

Testele de eliberare a SFU din nanosistemele incédrcate au fost realizate pentru
nanoparticulele SF/PEG obtinute din raportul volumetric 1/10 (v/v). Analiza a presupus
imersarea nanoparticulelor incércate intr-o solutie tampon la pH neutru pentru eliberare. Au
fost colectate probe de solutie tampon la fiecare 15 minute in prima ora i la 30 de minute pana

la terminarea testului. Probele au fost analizate prin metoda UV-VIS pentru cuantificarea SFU eliberat.

2.3. Incarcarea nanosistemelor cu etichete sintetice ADN

Pentru etichetarea NPs cu o secventd sintetici de ADN a fost aleasd secventa
cigtcalgeciggaggectaticgatglaaacagagaaacgggigaaagglatcgetaageigegecgeggaggagrigaggglacatagggegacga
ca etichetd ADN [14]. Aceastd secventda monocatenara este compusa din trei regiuni astfel: o
regiune de 20 de baze recunoscuta de primerul forward, o regiune intermediara codanta si o
regiune terminala, tot de 20 de baze, recunoscuté de primerul reverse.

Incircarea nanosistemelor cu etichete sintetice s-a realizat prin amestecarea a 36 mg

NPs SF/PEG + 5FU / 3 ml cu 2.93 x 10'2 secvente ADN.

2.4. Modelul celular in vitro

In acest model a fost utilizati linia celularda HT-29 (ATCC — American Type Culture
Collection), linie celulard canceroasd umani derivatd din adenocarcinom colorectal cu
morfologie tipica epitelialad. Sensibila la 5-fluorouracil si oxaliplatin, agenti chimioterapici
clasici folositi in tratamentul cancerului colorectal, acesta linie celulara este intens utilizata ca
model tumoral in vitro al cancerului colorectal (fig. 1).

Toate procedurile care implicd manipularea culturilor celulare au fost realizate in
camera curata, utilizand echipamentele specifice cu care este dotata: hota cu flux laminar (clasa
de securitate II), incubator cu COx, centrifugi cu rotor swing-out, baie de apa, etc. Celulele au
fost cultivate pe tot parcursul experimentului in conditii standard de cultura, prin incubare la
37°C, intr-o atmosfera umeda de 5% CQOs. Mediul de culturd recomandat, specific acestei linii
celulare, este Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), care se prepard prin
suplimentarea unui flacon de DMEM low glucose cu 3,5 g de glucoza, 1,5 g carbonat acid de
sodiu, 10% ser fetal bovin (SFB) si 1% antibiotic antimicotic (ABAM), care in continuare va

fi denumit mediu de culturd complet DMEM.
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Decongelarea celulelor HT-29

Criotubul cu celule a fost scos din spatiul de stocare la -80°C si plasat pe baia de apa
preincilzita la 37°C, pana la observarea decongelirii totale a continutului. in paralel, mediul
de cultura complet a fost adus la 37°C si transferat intr-un recipient de cultura adecvat pentru
transferul continutului criotubului. Dupa decongelarea totald a criotubului, acesta a fost sters
cu etanol 70% pentru a evita o posibila contaminare, iar continututul criotubului a fost pipetat
intr-un tub steril de 15 mL unde in prealabil au fost adaugati 9 mL mediu de cultura complet,
preincdlzit. Dupd centrifugarea tubului timp de S5 minute, la 1500 rpm si indepartarea
supernatantului, sedimentul celular obtinut a fost resuspendat in mediu de culturd complet si
transferat intr-un flask de culturid adecvat care contine un volum corespunzator de mediu de
cultura complet. Celulele au fost incubate peste noapte in conditii standard de crestere, intr-o
atmosferd umeda de 5% COy, 1a 37°C, iar a doua zi cultura a fost inspectata in contrast de faza
la microscopul optic inversat pentru a ne asigura ca celulele au aderat la suprafata recipientului
de culturd, iar cultura nu prezinta semne de contaminare. Dupa validarea morfologiei normale
a culturii celulare, mediul de crestere este indepartat §i inlocuit cu mediu de crestere proaspit,
pentru a indeparta complet urmele de DMSO prezente in mediul de cultura dupa decongelare,
care pot afecta viabilitatatea celulari si pentru indepirtarea celulelor moarte prezente la nivelul
recipientului de cultura.

Schimbarea mediului de cultura

Schimbarea mediului de cultura este o procedurad de rufinﬁ intrucét asigura celulelor
nutrienti proaspeti si mentine viabilitatea celulelor. Schimbarea mediului de cultura s-a realizat
o datd la 2 zile. Astfel, mediul de cultura existent in flacoanele de cultura a fost aspirat de pe
monostraturile celulare si inlocuit cu un volum corespunzator de mediu de cultura proaspit,
care este ajustat in functie de suprafata de culturid a recipientului utilizat; pentru flaskul cu
suprafata de culturd de 75 cm?® s-au utilizat 7 mL mediu de culturd complet proaspat; Dupa
schimbarea mediului de culturd, recipientele de culturd s-au incubat in continuare in conditii
standard de crestere (37°C, 5% COy).

Propagarea celulelor HT-29

Pentru mentinerea culturii celulare in crestere exponentiala §i pentru a evita ca celulele
sa ajunga la confluenta §i sd manifeste inhibitie de contact urmata de apoptoza, este necesara
propagarea unei culturi, proces care presupune pasajul celular si distribuirea celulelor in noi
recipiente de culturd. Pentru propagarea culturii celulare se utilizeaza un tratament enzimatic —
chimic bazat pe tripsind si EDTA. Tripsina este o enzima proteolitica care actioneaza asupra

proteinelor matricei extracelulare, iar EDTA este un chelator de ioni care actioneazd asupra
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caderinelor si selectinelor. Acest tratament combinat determind intreruperea conexiunilor
intercelulare si conexiunilor celuld — matrice extracelulard facilitind desprinderea de pe
suprafata recipientului de cultura. Astfel, pentru disocierea enzimatica a celulelor HT-29 de pe
suprafata de culturd, mediul de cultura existent a fost indepartat, iar monostraturile celulare au
fost spilate cu PBS cald pentru indepartarea totala a SFB de la nivelul culturi care poate inhiba
actiunea enzimatica a tripsinei. Dupd spalare, a fost adaugat un volum corespunzitor de solutie
de 0.25% tripsind (Sigma — Aldrich) si 0.53 mM EDTA (Sigma — Aldrich) in PBS, ajustat in
functie de suprafata totala de cultivare, iar solutia a fost lasati si actioneze timp de 3 — 5 minute,
la 37°C; Dupa confirmarea desprinderii celulelor de pe suprafata de culturd cu ajutorul
microscopului optic, s-a addugat un volum dublu de mediu de cultura complet raportat la
volumul de tripsind — EDTA adéugat, pentru inactivarea tripsinei de catre SFB ce contine
inhibitori proteazici. Dupa centrifugare timp de 5 minute, la 1500 rpm si indepartarea
supernatantului, sedimentul celular astfel obtinut s-a resuspendat in mediu de culturd complet;
suspensia celulara obtinuta s-a distribuit in recipiente de culturi sterile noi, in care in prealabil
s-a adaugat un volum corespunzitor de mediu de culturd complet; in cazul in care densitatea
de insamantare initiala trebuie calculatd, numarul total de celule din suspensia celulara va fi
cuantificat prin numarare cu ajutorul unei camere de numarare Burker - Turk;

Insamadntarea celulelor HT-29 pentru aplicarea tratamentelor

Celulele HT — 29 au fost desprinse de pe suprafata recipientului de culturd prin
tratament cu tripsind —~ EDTA si numdrate cu ajutorul unei camere de numarare Burker — Turk.
Dupa centrifugare, sedimentul celular a fost reluat in mediu de culturd complet astfel incat
densitatea de insdméntare si fie corespunzétoare cu cea necesara recipientului de culturd care
va fi utilizat pentru aplicarea tratamentelor.

Celulele au fost insimantate pe o suprafatd de culturd, o densitate celulard initiald de
2.5 x 10* celule/cm?. Inainte de aplicarea tratamentelor, celulele au fost lisate si adere la

suprafata de culturd, iar aderarea acestora a fost confirmata prin microscopie in contrast de faza.

2.5. Aplicarea tratamentelor

Pentru realizarea studiilor, au fost parcurse mai multe etape in care celulele de
adenocarcinom colorectal apartinand liniei HT-29 au fost supuse unor tratamente aga cum este
descris mai jos.

Etapa 1: Validarea internalizarii nanosistemelor s-a realizat prin tratarea celulelor de
adenocarcinom colorectal cu NPs SF/PEG fluorescente timp de 24h. Pentru aceasta, au fost

pregitite 2 probe astfel: P - celulele HT-29 insdmantate la o densitate initiald de 2.5 x 10*

8
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celule/cm?si tratate dupi 24h cu 36 mg / 3 ml NPs SF/PEG + FITC timp de 24h si C” - celulele
HT-29 insimantate la o densitate initiald de 2.5 x 10* celule/cm?si pastrate netratate pe perioada
experimentului.

Etapa 2: Cuantificarea etichetelor sintetice de ADN internalizate in celulele de
adenocarcinom colorectal odatd cu nanosistemele. Pentru aceasta au fost pregatite 4 probe
astfel: P1 - celulele HT-29 insimantate la o densitate initiald de 2.5 x 10 celule/cm? si tratate
dupi 24h cu 2.93 x 10'2 sécvenge ADN, timp de 24h; P2 - celulele HT-29 insdmantate la o
densitate initiald de 2.5 x 10 celule/cm? si tratate dupd 24h cu 36 mg / 3 ml NPs SF/PEG +
5FU + secventa ADN, timp de 24h; C* - secventa sinteticd si C - celulele HT-29 insamantate
la o densitate initiald de 2.5 x 10* celule/cm? si pastrate netratate pe perioada experimentului.

Designul experimental si schema de tratament au fost reprezentate in fig. 2

2.6. Validarea internalizarii nanosistemelor

Validarea internalizarii NPs SF/PEG s-a realizat prin citometrie in flux pe baza
cuantificarii fluorescentei (FITC) din interiorul celulelor HT-29 tratate timp de 24h cu
sistemele de drug delivery marcate fluorescent (pentru acest test s-a folosit setul de NPs
marcate cu FITC).

Pentru aceasta, probele au fost tratate asa cum a fost descris in sectiunea 2.5 si dupa
24h mediul de culturd a fost aspirat si celulele au fost desprinse prin tratament cu tripsina-
EDTA (asa cum a fost descris in sectiunea 2.4). Suspensiile celulare astfel obtinute a fost
centrifugate timp de 5 minute la 1500 rpm, iar peletele celulare au fost resuspendate in 500 pl
tampon PBS si apoi au fost achizitionate folosind citometrul Beckman Coulter Cytoflex si
Softul CytExpert.

Protocolul de achizitie in Softul CytExpert a constat in crearea unui grafic cu doi
parametri (dot plot): Forward Scatter (FS) / Side Scatter (SS) si a unei histograme pe detectorul
pentru FITC. Pe histograma au fost stabilite doua regiuni, una fiind corespunzatore populatiei

negative si una corespunzatoare populatiei pozitive pentru FITC.

2.7. Cuantificarea secventelor sintetice ADN din interiorul celulelor
Pentru cuantificarea secventelor ADN, probele au fost tratate asa cum s-a deschis in
sectiunea 2.5. Dupa 24h de la aplicarea tratamentelor, celulele au fost preluate in trizol si

supuse protocolului de extractice ADN asa cum este deschis mai jos:
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Izolare ADN total din celulele HT-29

A fost izolat ADN total din celule, din toate conditiile experimentale studiate, cu
ajutorul kitului Microspin tissue DNA mini kit (peqGold), urmand protocolul de lucru din kit
pentru celule cultivate in monostrat, asa cum este descris in continuare:

- celulele au fost colectate din vasele de cultura prin tratament cu o solutie de tripsina 0.25%,
iar peletul obtinut in urma centrifugarii a fost reluat in 200 uL PBS.

- Se adauga 25 pL Solutie de Proteinazi K i se vortexeazd mixul.

- Se adauga 220 pL Buffer BL si se vortexeaza.

- Se incubeaza 10 minute la 700 C.

- Se adauga 220 pL etanol 100% si se vortexeaza.

- Se inserd o coloand peqGOLD DNA Mini intr-un tub colector de 2 mL.

- Se transfera proba in coloana cu tot cu precipitatul eventual format.

- Se centrifugheaza la viteza maxima timp de 1 minut. Filtratul este indepartat si tubul colector
este utilizat din nou. |

- Se adauga 500 uL. Buffer HBC diluat cu izopropanol 100%.

- Se centrifugheaza la viteza maxima timp de 30 secunde. Filtratul este indepartat impreuna cu
tubul colector.

- Se insera coloana peqGOLD DNA Mini intr-un tub colector de 2 mL.

- Se adauga 700 pL Buffer DNA Wash diluat cu etanol 100%. Se centrifugheaza la viteza
maxima timp de 30 secunde. Se indeparteaza filtratul si se reutilizeaza tubul colector.

- Se repeta anterior.

- Se centrifugheaza coloana goala la viteza maxima timp de 2 minute pentru a se usca. Acest
pas este esential pentru indepartarea urmelor de etanol.

- Se transfera coloana intr-un tub de centrifugd nuclease-free de 1,5 mL.

- Se adaugd 100-200 pL Buffer Elution incélzit in prealabil la 700 C. Se incubeaza timp de 2
minute la temperatura camerei. Se centrifugheaza timp de 1 minut la viteza maxima.

- ADN rezultat se stocheaza la -200 C.

ADN total izolat cuprinde atat fractia de ADN celular, cat si sonda de ADN marcata
care se doreste a fi amplificata. Ulterior izolarii, a fost analizata concentratia si puritatea ADN
izolat prin citire la spectrofotometrul NanoDrop.

Reactia qRT-PCR pentru amplificarea secventei sintetice ADN

Pentru cuantificarea secventei sintetice ADN, amplificarea materialului genetic a avut
loc prin reactia PCR, utilizand sistemul Viia7 (Life Technologies) si reactivii corespondenti,

pe baza de SYBR Green (ThermoFisher).
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Pentru a pregiti reactiile PCR, s-au urmat pasii urmatori:
- In functie de concentratia de ADN determinata spectrofotometric, s-au ajustat volumele din

urmdtorul tabel:

Component Volum
(nL/reactie)

SYBR Select Master Mix (2X) 10

Primer Forward 1

Primer Reverse

Matrita ADN (100 ng/reactie) + Apa RNase free X

Volum total 20

- S-au omogenizat componentele si s-au centrifugat scurt pentru a colecta continutul pe fundul
tubului si a sparge eventualele bule de aer formate.

- S-au transferat cate 20 pL in fiecare godeu corespunzitor din placa de reactie PCR.

- Placa a fost sigilata cu o folie adeziva transparenta §i s-a centrifugat pentru a colecta volumele
pe fundul godeurilor i a sparge eventualele bule de aer formate.

- Placa a fost plasata in aparatul Viia7.

- S-au setat conditiile reactiei utilizind softul aparatului si reactia a decurs dupa urmatorul
protocol: 95°C 5 min activarea enzimei, (95°C 30 sec, 60°C 30sec, 72°C 1 min) x 40 cicluri

amplificarea propriu-zisa, si 72°C 5 min elongarea finala.

3. REZULTATE OBTINUTE IN CADRUL CERERII DE BREVET DE INVENTIE
3.1. Obtinerea nanosistemelor polimrice

in urma procedeului, au fost obtinute urmitoarele tipuri de nanoparticule, caracterizate
prin dimensiuni de aproximativ 100 nm in stare uscatd (caracterizare morfologicd prin
microscopie electronica de baleiaj, SEM) si 260 nm sub formd de suspensie (analiza de
distributie dimensionala, DLS). Nanoparticulele au fost dezvoltate sub forma de structura
reticulati prin formarea unei refele semi-interpenetrante care asigura o interactie chimica intre
cele doua tipuri de polimeri (natural §i sintetic) pentru realizarea unei eliberari controlate.

Au fost obtinute urmatoarele tipuri de nanosisteme:

- NPs SF/PEG simple

- NPs SF/PEG marcate cu fluoresceind (6 mg FITC / 1 g NPs uscate)

- NPs SF/PEG + SFU (0.16 mg 5FU / 1 mg NPs uscate)

11



RO 135869 A2

3.2. Eliberarea SFU din nanosistemele polimerice/Teste de eliberare

Rezultatele analizei UV-VIS prezinta o eliberare rapida a medicamentului in primele
60 de minute (65% eficientd), urmata de o etapa de eliberare mai lenta pentru urmatoarele 180
de minute (se atinge 89% eficientd). Capacitatea de gonflare ridicatd a structurii reticulate
evidentiatd prin analiza dimensionald este datd de diferenta dintre dimensiunile
nanoparticulelor uscate fatd de cele din suspensie. Acest lucru permite mediului de lichid sa
patrunda in interiorul particulelor care elibereaza medicamentul. Curba de eliberare obtinuta a

fost reprezentata grafic in figura 3.

3.3. Validarea internalizarii nanosistemelor polimerice in celulele tumorale prin
citometrie in flux

Validarea internalizérii NPs SF/PEG marcate cu FITC s-a realizat prin citometrie in
flux pe baza cuantificarii fluorescentei (FITC) din interiorul celulelor HT-29 tratate timp de
24h cu sistemele de drug delivery marcate fluorescent. Probele au fost achizitionate folosind
citometrul Beckman Coulter Cytoflex si Softul CytExpert, iar rezultatele aratd ca 99.08% din

celulele analizate au prezentat fluorescenta pe canalul FITC (fig. 4), ca dovada a internalizérii lor.

3.4, Detectia si cuantificarea secventelor sintetice ADN in celule prin qRT-PCR
Cuantificarea secventelor ADN din celulele tumorale HT-29 s-a realizat prin RealTime
PCR. Ulterior izoldrii ADN total din celule, a fost analizatd concentratia si puritatea ADN izolat

prin citire la spectrofotometrul NanoDrop. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul de

mai jos:
Proba | Concentratie (ng/ul) A260/A280
Ccr 240.3 1.9
C - -
Pl 315.2 1.78
P2 541.4 1.8

Amplificarea materialului genetic a avut loc prin reactia PCR, utilizand sistemul Viia7
si reactivii corespondenti, pe baza de SYBR Green (ThermoFisher), iar rezultatele obtinute i
analizate comparativ sunt prezentate in figura 5. Concret, in P2 au fost identificate 2.04 x 10'?

secvente ADN sintetic.

12
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3.5. Determinarea cantitatii de SFU ajuns in celule prin intermediul nanosistemelor
polimerice

Algoritmul de calcul al cantitatii de 5SFU este prezentat in figura 6 si porneste de la
cantitatea de NPs SF/PEG + 5FU + secvente ADN administratd, respectiv 36 mg / 3 ml. Stiind
ca s-au incércat 0.16 mg SFU / mg de NPs uscate, considerdm cd am administrat 5.76 mg 5FU.
fn ceea ce priveste etichetele ADN, s-au incircat 2.93 x 10" secvente ADN. Acest numir a

fost calculat folosind aplicatia disponibild gratuit aici: http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html,

pornind de la cantitatea de secvente ADN (ng) si numérul de nucleotide din secventa. Prin
reactia QRT-PCR s-a determinat faptul ci in celulele tratate s-au internasizat doar 2.04 x 102
secvente, ceea ce a permis calcularea cantitdtii de SFU corespondente teoretic, respectiv 4mg
(pentru calcul vezi fig. 6). Avand in vedere cd doar 89% din 5FU se elibereaza din
nanosistemele utilizate in acest model, s-a calculate cantitatea practica de SFU posibil eliberata
in celulele tratate. in final, cunoscandu-se cantitatea initiald de SFU (cea administrati), precum
sl cantitatea internalizatd, s-a determinat ca 61.8% din cantitatea de 5SFU administrate poate

ajunge in celulele tumorale tratate in cazul modelului experimental propus.

CONCLUZII
Pe baza rezultatelor obtinute in urma realizarii acestor studii se pot formula urmatoarele
concluzii:

* Au fost obtinute nanoparticule SF/PEG, SF/PEG + FITC si SF/PEG + 5FU, cu o
dimensiune de aprox 100 nm in stare uscatd §i 260 nm in suspensie.

* A fost determinata curba de eliberare a SFU din nanosistemele pe baza de SF/PEG, cu
un maxim de eliberare de 89%, la 3 ore.

» A fost validati internalizarea nanosistemelor pe bazd de SF/PEG pe baza cuantificarii
fluorescentei intracelulare in celulele de adenocarcinom colorectal apartindnd liniei
HT-29 dupé 24h de tratament cu NPs SF/PEG + FITC. Astfel, 99.08% din populatia
celulara analizata a fost pozitiva pentru FITC.

* A fost cuantificatd cantitatea de secvente sintetice ADN internalizatd in celulele de
adenocarcinom colorectal apartinand liniei celulare HT-29 dupa 24h de tratament cu 36
mg NPs (SF/PEG + 5FU) + 2.93 x 10'? secvente ADN. Astfel, in 24h de tratament se
internalizeazi prin intermediul nanosistemelor descrise o cantitate de 2.04 x 10'2
molecule.

* A fost cuantificatd cantitatea de SFU care ajunge in celule pe baza determinarii

profilului de eliberare a SFU §i a numarului de secvente sintetice internalizate in
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celulele de adenocarcinom colorectal apartindnd linier HT-29. Astfel, avand in vedere
ci numirul initial de secvente ADN administrate a fost de 2.93 x 10'? si cd numirul de
scvente ADN regasite in celule a fost de 2.04 x 10'2, precum si faptul ca doar 89% din
5FU incorporat in NPs SF/PEG utilizate se elibereaza, aproximativ 61.8% din
medicamentul administrat ajunge sd se elibereze in celule, in modelul experimental
propus.

* Valoarea acestui model nu constd neapdrat in eficienta de administrare a terapiei ci in
posibilitatea de calcul a cantitdtii de medicament care se poate internaliza pentru o

dozare corecta §i eficientd a terapiei.

In concluzie, scopul si obiectivele cererii de brevet au fost indeplinite, acesta contribuind
la dezvoltarea cunostintelor in domeniul dezvoltarii nanosistemelor de eliberare controlata a
terapiei antineoplazice. Acest model de cuantificare a cantititii de medicament ce ajunge
internalizat in celulele tintd ajutd la ajustarea precisa a dozei de administrare a nanosistemelor

pentru un rezultat eficient §i o diminuare a potentialelor efecte adverse ale supradozrii.
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REVENDICARI

1. Modelul de cuantificare a cantitatii de SFU internalizata in celule tumorale este
constituit din mai multe componente, respectiv: (i) modelul celular in vitro, (ii) substanta activa
administratd cu rol terapeutic (5FU), (iii) eticheta cuantificabila si (iv) nanotransportorul
polimeric, iar procedeul de determinare a cantititii de SFU internalizata se bazeaza pe
corelarea dintre cantitatea de secventd ADN sinteticd fluorescent detectata in celule cu
concentratia de SFU din nanotransportorii polimerici.

2. Modelul de cuantificare a cantitatii de SFU internalizata in celule tumorale conform
revendicarii 1, este caracterizat prin aceea ca el contine celule de adenocarcinom colorectal
uman apartindind liniei celulare HT-29 ca model celulare in vitro.

3. Modelul de cuantificare a cantitatii de SFU internalizata in celule tumorale conform
revendicarii 1, este caracterizat prin aceea ca el contine o etichetd de ~ 7100 nucleotide ca
secventa sintetica ADN. v

4. Modelul de cuantificare a cantititii de SFU internalizati in celule tumorale conform
revendicarii 1 std la baza procedeului de corelare a cantitétii de secvente sintetice de ADN care

ajung in celule cu continutul de 5FU din nanotransportorii administrati prin tratament.
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LEGENDA FIGURI

Figura 1. Imagine de microscopie de fluorescenta reprezentand o culturd de celule de
adenocarcinom colorectal apartinand liniei celulare HT-29, marcate cu: (i) Falloidina-FITC
(fluorescenta verde) pentru evidentierea filamentelor de actina din citoschelet si (i1)) DAPI

(fluorescena albastrd) pentru evidentierea nucleilor celulari

Etapa 1: Validare internaizare
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Figura 2. Reprezentare schematica a designului experimental si a probelor folosite
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Figura 3. Curba de eliberare a 5-FU din nanosistemele SF/PEG
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Figura 4. Grafice de citometrie in flux reprezentdnd populatia de celule HT-29 tratate timp
de 24h cu NPs SF/PEG + FITC (stanga) si distributia subpopulatiilor marcate (99.08%)

versus nemarcate fluorescent cu FITC (dreapta).
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Figura 5. Grafic reprezentand cantitatea de secvente sintetice ADN din celulele HT-29 fata

de un control pozitiv folosit pentru validarea experimentului
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Figura 6. Schema privind modalitatea de calcul a SFU eliberat in celulele de adenocarcinoma

colorectal HT-29
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