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Procedeu pentru obtinerea unui dispozitiv pentru livrarea

prelungiti si controlata a ruxolitinibului in glioblastom

Descrierea inventiei

Inventia se referd la dispozitive de livrare prelungitd si controlatd a ruxolitinibului (inhibitor
JAK/STATS3) in glioblastom.

Glioblastomul (GBM) este cea mai frecventa si mai agresiva tumora cerebrald maligna primara.
In ciuda tratamentului maximal actual (rezectie chirurgicald, chimioterapie cu temozolomida si
radioterapie), supravietuirea mediani a pacientilor tratati este de doar 15 luni. In ultimii 30 de ani,
nu s-au ficut progrese pentru a Tmbunatdti prognosticul acestor pacienti [1]. Caracteristica
definitorie a GBM este natura agresiva si infiltrativa a celulelor tumorale in parenchimul cerebral.
Din aceasta cauza, este imposibila terapia cu intentie curativa in ciuda rezectiei macroscopice largi.
Prin urmare, recurenfa GBM apare invariabil in toate cazurile la aproximativ 2-3 cm de la marginea
cavitdtii de rezectie, ducand in cele din urma la decesul pacientului.

STAT3 este un factor de transcriptie implicat in semnalizarea mediatd de citokine si a factori de
crestere. Activat constitutiv in diferite patologii neoplazice, STAT3 este un nod oncogen critic in
glioblastoma, moduldnd expresia mai multor gene implicate in proliferare (MYC, CCNDI,
CCND2, KLF4, PIM1, SMAD?7), inhibarea apoptozei (BCL2, BCLXL, BIRCS), angiogenezi
(HIF1A, VEGF) si invazie (MMP2, MMP9 si ICAM1) [2-6]. In plus, activarea STAT3 este
asociatd cu rezistenfa la tratamentul standard chimio- si radioterapic [7]. Studii din literatura de
specialitate sugereaza ca existd de asemenea o corelatie puternica intre activarea STAT3 si
sciderea supravietuirii pacientilor cu GBM [8-10]. In ultimii ani au fost dezvoltate diverse
molecule pentru a inhiba calea de semnalizare JAK/STAT3. Dovezile clinice ale inhibarii STAT3
au fost validate cu aprobarea FDA pentru ruxolitinib (inhibitor JAK/STAT3) in mielofibroza
primara si policitemia vera, aratand o crestere a supravietuirii in comparatie cu alte alternative
terapeutice disponibile [11].

Relevanta ruxolitinibului ca tratament GBM consté in inactivarea STAT3, conducind astfel la
inhibarea proliferarii, angiogenezei, recurenfei si scaderea rezistentei la tratamentul standard
actual. S-a demonstrat ci ruxolitinib scade fosforilarea STAT3 in culturi celulare de GBM intr-o
manierd dependentd de doza [12,13].

Avand 1n vedere profilul de siguranta al ruxolitinibului si faptul ca este aprobat de FDA, progresul
ciatre un studiu de faza incipientd pentru GBM a fost un efort fezabil si un studiu clinic
(NCT03514069) este deja in desfasurare la Cleveland Clinic, Case Comprehensive Cancer Center.
Cu toate acestea, agsa cum s-a dovedit pe modelele animale, ruxolitinib nu strabate BHE si nu
patrunde in mod eficient in parenchimul cerebral [14]. Din pacate, acest studiu evalueaza
administrarea sistemica (nu locald) de ruxolitinib in asociere cu TMZ si RT. Cum administrarea
orald sau intravenoasd nu poate elibera concentratii eficiente de medicamente fard evenimente
adverse sistemice semnificative si glioblastomul metastatic este extrem de rar descris in literatura
[15], o administrare sistemica a ruxolitinibului se dovedeste nepotrivita.
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Problema majorad in dezvoltarea moleculelor destinate patologiilor sistemului nervos central o
constituie bariera hemato-encefalicad (BHE). Strategiile locale de livrare a medicamentelor, cum ar
fi aplicarea topica in cavitatea de rezectie a sistemelor de livrare a medicamentelor (,,drug delivery
systems”, DDS) sunt solutii inovatoare pentru a ocoli BHE. Un alt avantaj al DDS este furnizarea
de concentratii locale mari ale medicamentului antitumoral incarcat, o fereastra terapeutica lunga,
evitand efectele secundare sistemice. Sistemul propus se bazeaza pe combinarea unui gel de fibrinad
bogat in trombocite care incorporeazd ruxolitinib impreund cu nanoparticule polimerice (NP)
incércate cu ruxolitinib care asigura o eliberare sustinuta.

DDS ideal trebuie sa se lipeasca de marginile cavitétii de rezectie, si fie adaptabil la forma sa si
sa aibd proprietdti mecanice apropiate de cele ale creierului pentru a evita cresterea presiunii
intracraniene [16]. Din aceste motive, componenta majord a DDS-ului nostru este gelul de fibrina,
deja folosit in neurochirurgie ca biomaterial de vindecare postoperatorie pentru a umple cavitatea
de rezectie. Gelul de fibrina actioneaza si ca un DDS, asigurand o eliberare rapida a ruxolitinibului,
suficientd pentru atingerea rapida a concentratiei tintd. Deoarece majoritatea medicamentelor au
timpi de injumaétitire scurti la nivel cerebral, sistemul este optimizat prin incorporarea
nanoparticulelor tip rezervor, incércate cu ruxolitinib.

La momentul actual, singurul dispozitiv de livrare topicd de pe piatd cu aplicabilitate in
glioblastom este reprezentat de Gliadel®. Acest sistem elibereaza carmustind, un agent alchilant
utilizat ca alternativa la tratamentul sistemic cu temozolomida. Totusi, acest DDS s-a dovedit
inferior terapiei standard cu temozolomida in ceea ce priveste supravietuirea [17]. Avand in vedere
lipsa de specificate si eficienta scizuté a agentilor alchilanti, terapiile tintite incorporate in sisteme
de livrare topica reprezinta un pas necesar in tratamentul acestei maladii.

In ultimii ani au fost dezvoltate numeroase platforme pentru livrarea medicamentelor, pe baza
materialelor anorganice, organice sau hibride. Dintre acestea, materialele polimerice sunt
considerate cele mai promititoare datoritd proprietétilor lor maleabile, cum ar fi incorporarea de
diferiti compusi chimioterapici, stabilitate ridicata, cai variate de administrare. Sinteza
nanoparticulelor polimerice prin imprimare moleculara permite generarea de situsuri specifice, cu
dimensiuni si functii complementare moleculei “sablon”. Specificitatea acestor situsuri determini
o posibilitate de incarcare superioara cu substanta farmaceutic activa (API), imbunatatirea cineticii
de eliberare si chiar livrarea la tinta a substantei [18].

Polimerii imprimati molecular (MIP) sunt nanoparticule sintetice frecvent utilizate in domeniul
biomedical, In tehnici analitice sau de diagnostic, ca biosenzori sau sisteme de transport si eliberare
sustinutd sau controlatd a medicamentelor [19].

Elemente de noutate

Dispozitivul propus are structura unui dublu-rezervor, cu scopul de a ceda chimioterapicul cu
viteze diferite. Hidrogelul de fibrin va conferi o eliberare rapidi a substantei, in decursul a citeva
zile, in timp ce MIP-urile dispersate in vehicul vor asigura eliberarea sustinutd, mentinind
concentratia eficace timp de 1-4 saptdméani. DDS este conceput pentru a fi administrat in cavitatea
post-rezectie tumorald, fintind celulele canceroase infiltrative, responsabile de reaparitia tumorii.
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Unul dintre elementele de noutate consté in administrarea locald a RUX in terapia GBM, sub forma
de baza incorporaté in hidrogel. Aceastéd abordare avantajoasé din punct de vedere a eficacitatii si
efectelor secundare, oferind proprietiti superioare terapiei uzuale sistemice.

La nevoie, hidrogelului i se poate asocia cu un sistem de tip rezervor medicamentos pe baza de
polimeri imprimati molecular, pentru ajustarea cineticii de cedare i imbunétatirea eficacitatii.
Utilizarea materialelor polimerice biocompatibile permite adaptarea incércaturii medicamentoase
a DDS cu scopul de a modula profilul de cedare si de a ajusta doza astfel incat s asigure
eficacitatea doritd. Un al doilea element de noutate constd in incircarea prin tehnica imprimaérii
moleculare a RUX, prin scopul de a obtine un dispozitiv pentru cedare prelungitd. De asemenea,
administrarea de MIP-uri in GBM este o noud abordare ce evidentiazd acest studiu fatd de
literaturd. Alegerea si sinteza MIP-uri biocompatibile si biodegradabile este ideald, prin
proprietatile de eroziune hidroliticd care pot oferi o cedare superioard fafd de materialele non-
erodabile.

DDS poate include orice sistem de tip polimeric, insi atentia este indreptata spre MIP-uri, datorita
avantajelor semnificative fata de alte sisteme de transport. Se ia in calcul si posibilitatea utilizarii
de hidrogeluri din alte materiale biocompatibile (gelatind, chitosan, carboximetilceluloza, sau alti
derivati sintetici sau semisintetici similari, etc.). Totusi, hidrogelul de fibrina ofera posibilitatea de
a fi preparat chiar din plasma pacientului, prelevati in timpul interventiei chirurgicale, asigurand
biocompatibilitate maxima, fard efecte imunogene.

Avantajele sistemului de transport

- Posibilitatea incarcarii unei cantitifi/concentratii superioare de citostatic, sau orice alt API

- sistemul oferd o doza de atac prin substanta liber# incércatd in vehiculul tip hidrogel

- dispozitivul asigurd in mod sustinut concentratia minima eficientd pe o perioada de timp
de 1-4 siptamani

- administrarea localda a formuldrii n cavitatea ramasd dupd rezectia chirurgicald a
glioblastomului

- incorporarea RUX in MIP contribuie la protectia substantei fatd de procesele de degradare
citosolica

- polimerii imprimati molecular rezultati prezinta o stabilitate fizico-chimica superioara altor
materiale, fiind de asemenea si biocompatibili cu fesutul cerebral

- utilizarea hidrogelului de fibrind ca vehicul contribuie pozitiv la vindecarea post-
chirurgicala

- selectivitatea RUX fatd de celulele canceroase care supraexprimid oncogena STAT3
exclude efecte secundare toxice la nivelul celulelor sdnétoase

- posibilitatea individualizirii formulérii prin sinteza hidrogelului din componente prelevate
direct din sdngele pacientului in momentul interventiei

- oferd posibilitatea exploatarii cdii de semnalizare, aceasta fiind studiatd doar in cazul
administrérii pe cale sistemica

*

%

e



RO 137881 A2

Descriere tehnica
1. Studii preliminare

Afinitatea RUX fatd de monomeri functionali acrilici a fost evaluatd prin titrare calorimetrica
izoterma. Acidul trifluormetacrilic (TFMAA) a demonstrat cea mai mare afinitate fatd de RUX,
urmat de acidul metacrilic (MAA) si apoi acrilamida (AM) (Figura 1 a i b).

Dozarea RUX a fost realizatd inifial printr-o metodd spectrofluorimetricé, folosind un sistem
modular Avantes (Olanda) cu sursd de lumina de xenon (Figurile 2 si 3). Ulterior, cuantificarea
RUX a fost realizata prin cromatografie de lichide de inalta performantd (HPLC), utilizdnd un
sistem cromatografic Agilent 1200 cu detector DAD. Faza stationard a fost o coloana
cromatograficd Agilent Eclipse XDB-C18 (4,6x150mm, Sum ID), iar ca fazd mobila s-a folosit un
amestec de 30% ACN si 70% tampon acetat (SmM, pH= 4,5). Ceilalti parametri corespunzétori
metodei: volumul injectat 10ul, temperatura 40°C, debitul 0.8ml/min, detectia 225 nm. Solutiile
de injectare pentru construirea curbei de calibrare au fost constituite din RUX dizolvat in acetonitril
(ACN), de diferite concentratii. Dreapta de regresie liniard s-a obtinut cu ajutorul a 7 concentratii
diferite de RUX situate in domeniul 0.1 — 100 pg/ ml injectate in triplicat. Linearitatea a fost
evaluata prin analiza regresiei lineare (Figura 5).

2. Sinteza si caracterizarea hidrogelului de fibrina

In aceastd etapa s-a realizat sinteza gelului de fibrina prin protocolul de mai jos si apoi a fost
evaluatd performanta formularilor prin studiul eliberérii in vitro a RUX. Tehnologia de preparare
a gelului s-a bazat pe addugarea la o solufie de fibrinogen, a unei solutii de trombind umana la
37°C. S-au testat diverse concentratii de fibrinogen, respectiv trombind, urmarindu-se si se obfina
intr-o prima faza un gel cu o consisten{a potrivita. Ulterior au fost evaluate doua amestecuri prin
studii de cedare in vitro (Tabelul 1). Ca solvent la prepararea gelurilor s-a folosit tampon fosfat
salin (PBS) cu pH=7.4. In scop comparativ, pentru a observa influenta gelului de fibrina asupra
ceddrii RUX, a fost preparat si testat un amestec de RUX in aceeasi cantitate, in PBS.

Tabelul 1. Compozitia formulérilor gelului de fibrina incércat cu RUX.

Componenta Cantitate si codul formularii
hidrogelului 20.1/20.2 | 40.1/40.2 RUX-PBS
Fibrinogen 20 mg 40 mg 0
Trombina 0.1Ul/puL 8,75 uLL 8,75 uL 0
Ruxolitinib 700 ug 700 pg 700 pg
PBS pH=7.4 300 pL 300 uL. 300 uL

Experimentele de cedare au fost efectuate cu ajutorul unui sistem de celule de difuzie Franz
(PermeGear, USA), folosind membrane sintetice hidrofile de polisulfond. Celulele de difuzie
Franz au prezentat o suprafati de difuzie de 0,6362 cm? si un volum al compartimentului receptor
de 10 ml. Ca mediu receptor s-a utilizat solutia salind de tampon fosfat pH=7.3. Pe toata durata
testului, solutia a fost mentinuta la temperatura de 37 °C cu ajutorul unei bai termostatate cu
circulatie externd (Julabo Corio C-B) iar mediul receptor a fost agitat continuu (500 rpm) cu
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ajutorul unui agitator magnetic. Membrana sintetica a fost montati intre compartimentul donor si
cel receptor al celulelor de difuzie si a fost mentinuté in prealabil 30 de minute in mediul receptor
pentru echilibrare. In compartimentul donor au fost adiugate toate componentele necesare
prepararii gelului, urmat de mentinerea amestecului la 37 °C pana la gelifiere completd. Apoi a
fost adiugata solutia PBS in compartimentul acceptor acesta fiind momentul 0 al studiului. Cate
50 uL solutie receptoare au fost apoi prelevati la diversi timpi (3, 6, 10, 13, 20, 30, 45, 60, 90, 120,
150 minute §i 3, 4, 5, 6, 18, 20, 24, 42, 44 ore) fiind inlocuifi cu mediu receptor proaspit.

In urma studiilor de cedare in vitro folosind celulele Franz (Figura 6), se poate observa ca in cazul
solutiei de RUX in PBS, cedarea a atins platoul la 90 minute, iar in compartimentul receptor s-au
regasit ~95 pg RUX. in cazul gelurilor pe baza de fibrina, cedarea s-a realizat mai lent iar platoul
a fost atins la concentratii mai mici. In cazul gelului cu concentratie ridicata de fibrinogen (40 mg),
cedarea a avut loc mai rapid si s-a eliberat o cantitate mai mare de RUX (~85 pg RUX/10 mL)
decat in cazul in care s-au utilizat 20 mg fibrinogen.

3. Sinteza si caracterizarea MIP-urilor

Dintre numeroasele tipuri de materiale si sisteme de transport, s-au sintetizat §i caracterizat ca
exemple trei MIP-uri pe bazéd de acrilat i unul pe baza de stiren, dar nu se exclude utilizarea
oricdrui alt MIP biocompatibil si/sau biodegradabil.

Pe baza caracteristicilor structurale ale moleculei tint, au fost selectati patru monomeri functionali
pentru sinteza de MIP: acrilamidd (AM) pentru MIP1, acid trifluoromecrilic (TFMAA) pentru
MIP2, acid metacrilic (MAA) pentru MIP3 si stiren (STY) pentru MIP4. in toate cazurile,
trimetilolpropan trimetacrilat (TRIM) a fost utilizat ca agent de reticulare si 2,2°-
azobisizobutironitril (AIBN) ca initiator al reactiei de polimerizare. Acesti compusi sunt frecvent

.....

MIP-urile au fost sintetizate prin fotopolimerizare. Dupd amestecarea tuturor componentelor
(Tabel 2), amestecurile de pre-polimerizare au fost tinute sub lumind UV (365 nm) timp de 24 ore
la temperatura camerei pentru a polimeriza. Particulele polimerice au fost separati de solvent prin
centrifugare (7830rpm, 30min), supernatantul a fost prelevat si utilizat pentru teste ulterioare, iar
pulberea rimasa a fost uscati la temperatura camerei timp de 2-24h. Polimeri non-imprimati (NIP)
cu scopul de a fi utilizati ca referinte au fost preparati in conditii similare, fard addugarea substantei
active.

Raportul molar a fost péastrat identic in toate cazurile, respectiv sablon:monomer:agent de
reticulare de 1:1:8. Concentratiile au variat intre 2.5-5SmM pentru monomeri si RUX, 20-40mM
pentru TRIM si 1.5-3 mM AIBN.

Ll
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Tabelul 2. Compozitia amestecurilor de pre-polimerizare

Sablon | Monomer functional | Agent de reticulare | Initiator
Polimer Solvent
2.5-5mM 2.5-5mM 20 — 40mM 1.5-3mM
MIP 1 AM
MIP 2 TFMAA
RUX
MIP 3 MAA
MIP 4 STY TRIM
AIBN ACN
NIP 1 AM
NIP 2 TFMAA
NIP 3 MAA
NIP 4 STY

Legendd: ACN= acetonitril, AM= acrilamidd, AIBN= azobis(izobutironitril), MAA= acid metacrilic, MIP=
polimer imprimat molecular, NIP= polimer non-imprimat, RUX= ruxolitinib, STY= stiren, TFMAA= acid
trifluormetacrilic, TRIM= trimetilolpropan trimetacrilat

Intervalul de incorporabilitate a pulberii de MIP in vehicul se situeazi in intervalul 1-50 mg
pulbere la 1 mL hidrogel, determinatd empiric pe baza observatiilor legate de stabilitatea
suspensiilor. In functie de cantitatea maxima de pulbere incorporati, doza totala se poate ajusta
prin incarcarea cu RUX liber pentru a compensa diferenta pané la doza terapeuticd minim necesara.
De asemenea, intervalul de timp prestabilit pentru a asigura eficacitatea este un parametru ajustabil
in functie de necesitatea clinicé, pentru a putea oferi o terapie individualizata.

Caracterizarea fizico-chimica

Nanoparticulele (NP) au fost caracterizate in ceea ce priveste morfologia, dimensiunea si
potentialul lor Zeta prin tehnica dispersiei dinamice a luminii (DLS) si prin microscopie
electronica de baleiaj. Cel mai mic diametru al particulelor a fost observat pentru MIP2 cu 484
(#£19,92) nm, urmat de MIP4 cu 1779 (+58,82) nm si MIP1 cu 1780 (+44,29) nm, si in final MIP3
cu 2677 (£37,07) nm. In cazul NIP-urilor, diferentele intre particule au fost mai putin semnificative
(Tabel 3).

Capacitatea de incédrcare a MIP-urilor a fost evaluatéd indirect, pe baza concentratiei RUX din
supernatantul rezultat dupa polimerizare. MIP2 a prezentat cea mai mare capacitate de incércare
de 38,01 (£8,03), urmata de MIP1 cu 31,48 (£0,56) si MIP3 cu 31,45 (£5,44) ug RUX/mg polimer
(Figura 7).
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Tabel 3. Caracteristicile NP determinate prin DLS

Polimer | D (nm) = PDI+SD | ZP (mV)* | Mob (pmem/Vs) £ | Cond (mS/cm) +
SD SD SD SD

MIP 1 1780 + 0,799 + -47,07 £ -3,689 + 0,033 0,03787 +
44,29 0,074 0,404 0,00155

MIP 2 484 + 0,584 + -36,57 £ -2,867 + 0,094 0,00453 +
19,92 0,045 1,168 0,00433

MIP 3 2677 £ 0,873 £ -43,00 + -3,369 + 0,025 0,00582 +
37,07 0,219 0,300 0,00212

MIP4 1779 = 0,637 + -38,70 = -3,035 + 0,055 0,00473 +
58,82 0,175 0,721 0,00284

NIP 1 1291 + 0,920 + -26,50 £ -2,073 £ 0,121 0,00849 +
427,76 0,139 1,510 0,00894

NIP 2 1179 + 0,929 + -40,60 + -3,172 £ 0,167 0,00950 +
244,25 0,066 2,193 0,00631

NIP 3 1696 + 0,831+ -41,5+ -3,250 + 0,080 0,00880 +
95,35 0,123 1,020 0,00970

NIP 4 1784 + 0,935+ -35,10+ -2,751 £ 0,069 0,00305 +
305,31 0,097 0,872 0,00212

Legend:i: D= diametru, MIP= polimer imprimat molecular, NIP= polimer non-imprimat, PDI=
indice de polidispersie, SD= deviatia standard, ZP= potential Zeta

Pentru a evalua eficienta imprimaérii, NIP-urile corespunzitoare au fost expuse la RUX timp de 24
de ore, evaluind legarea lor nespecificd. Au fost obtinute urmétoarele valori: 9,031 (£0,672) pentru
NIP1, 8,765 (+0,398) pentru NIP2 si 1,710 (£0,452), exprimate in ug RUX/mg polimer. Astfel, a
fost demonstrata superioritatea MIP-urilor fatd de NIP-uri in ceea ce priveste eficienta imprimarii
si legarea specificd de molecula tinté (Figura 8).

Studii de cedare

Studiile de cedare a fost realizate in mediu de tampon fosfat (pH=7.4) la 37 °C. Pentru a asigura
conditiile ”sink™, a fost adaugat laurilsulfat de sodiu 2% la mediul de cedare. Au fost prelevate
probe la intervale regulate de timp si analizate spectrofluorimetric sau prin HPLC-UV.

a) Metoda spectrofluorimetrica

Profilul de cedare a RUX din polimeri a fost evaluat initial prin experimente in timp real, folosind
un sistem bazat pe celule Franz cuplate cu detectie fluorimetricd. Pentru aceasta a fost utilizatd un
sistem inchis, constituit dintr-o celuld Franz conectatd la o baie de apad termostatata la 37°C.
Prelevarea probelor a avut loc in mod automat cu ajutorul unei pompe peristaltice care preleveaza
in mod continuu solutie din celula Franz si o transferd in celula de detectie. Au fost testate mai
multe tipuri de membrane (filtrantd, dializd, PermeaPad, PermeaPlain, Merck). Schema
ansamblului utilizat este reprezentatd in Figura 9.

in figurile 10 si 11 sunt prezentate profilurile de cedare ale MIP2 si MIP4, de unde se poate observa
eliberarea sustinutd a RUX timp de >200 ore.

o
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b) Metoda HPLC

In cazul acestei metode, experimentele au fost realizate similar, cu ajutorul celulelor de difuzie
Franz, insa probele au fost prelevate cu ajutorul unor capilare de sticli si analizate prin HPLC. Din
profilul de cedare a RUX liber din hidrogel (Figura 12) se poate observa faptul ci vascozitatea
ridicatd hidrogelului asigurd o cedare sustinutd a RUX liber in timp, ceea ce justifica utilizarea
acestuia ca vehicul pentru DDS.

Tabel 4. Procentele de cedare a RUX din hidrogel

Timp (h) RUX cedat (%) £ SD
1 8,545+ 0,225
2 23,387 + 7,087
3 26,893 + 4,265
4 33,655 + 5,289
8 30,136 + 8,040
18 38,683 + 2,575
24 46,151 + 8,350
70 47,534 + 8,642

Pentru o evaluare mai rapida a cedarii, am recurs la studii de cedare accelerata, unde polimerii au
fost pusi in contact direct cu mediul de cedare §i amplasate pe un sistem de agitare continud prin
rotatie. Din figura 13 se poate observa faptul ca MIP2 ofer# cele mai bune rezultate din punct de
vedere a cantitétii de substanta activa eliberata (~42%).

Tabel 5. Procentele de cedare a RUX din MIP

. RUX cedat(%) + SD
Timp (h) MIP 1 MIP 2 MIP 3
1 18,020 = 4,480 | 25.860 + 7,826 | 22,568 + 8,644
2 21,503 + 4,864 | 33,439 + 10,462 | 24,940 + 9,091
3 22.953 = 5,295 | 35,785+ 9,664 | 26,501 = 9,784
6 24,510 = 6,117 | 37,954+ 9411 | 27,727 10,657
12 | 25,576+ 6,428 | 38,999 + 9,439 | 28,656 + 10,824
24 | 26,292+ 6,527 | 40,124+ 9,549 | 29,383 + 10,906
48 | 26,877+7,036 | 40,575+9,734 | 29,996+ 11,171
72 | 27.737+7,025 | 41,165 +9,570 | 30,984 + 11,458
96 | 28232+7,072 | 41,998+9,703 | 31,501 + 11,618

Modelare matematicé

Cinetica de cedare a fost fitatd pe modelul Korsmeyer-Peppas cu ajutorul programului SigmaPlot.
Coeficientul "n” aratd o difuzie de tip Fickian, eliberarea avand loc in sensul gradientului de
concentratie.
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Tabel 6. Coeficientii de corelatie cu modelul Korsmeyer-Peppas

Korsmeyer-Peppas model
MIP

R AIC k n

1 0,9921| 18,75 | 14,8172 | 0,0725

2 [0,9848] 42,32 | 41,5276 | 0,0593

3 0,9971| 17,47 | 24,0309 | 0,0613

Determinarea dozelor terapeutice de RUX pe linia celulari C6

Pentru determinarea dozelor terapeutice de RUX a fost efectuat testul de viabilitate MTT, care
oferd informatii despre numarul celulelor viabile i metabolismul acestora. Pentru asta a fost
utilizaté linia celulara C6, obtinutd de la sobolani Wistar cu GBM indus chimic. Dupé aderarea
celulelor pe placi (24 de ore), la mediul de cultura au fost addugate diferite concentrafii de RUX
in etanol sau dimetilsulfoxid (DMSO). Se observé céd doza de 200uM este cea mai apropiati de
IC50 si faptul cd DMSO 1in proportie de 0.5% nu induce efecte toxice (Figura 16).

Efectele polimerilor imprimati asupra viabilitatii celulelor C6

Efectele polimerilor imprimati (MIP) si a celor non-imprimati (NIP) au fost evaluate pe celulele
C6. La celulele aderate s-au atagat inserturi cu membrané permeabild de policarbonat, contindnd
hidrogel de fibrind (fibrinogen 20mg/mL, trombind 4UI) in care au fost suspendate MIP-urile.
(M1- acrilamidé, M2-acid trifluormetacrilic, M3-stiren). Plécile au fost sterilizate prin expunere la
UV, 20 minute. Co-cultura celulelor C6 cu inserturile cu polimeri s-a efectuat timp de 24, 48 si 96
ore (Figura 15). Evaluarea efectelor citotoxice ale polimerilor s-a efectuat prin testul de viabilitate
Alamar Blue si prin preluarea imaginilor de microscopie.

In primele 24 ore, efectele citotoxice au fost observate doar la RUX liber 200pM. MIP-urile si
NIP-urile nu au produs efecte citotoxice in primele 24 de ore. Dupa 48 de ore, viabilitatea celulara
a scézut drastic pentru toate probele, in special MIP/NIP 2 si MIP/NIP 3. Scaderile viabilitatii
celulare au fost §i mai accentuate dupa 96 de ore. in cadrul aceluiasi experiment au fost preluate
imagini de microscopie opticé a celulelor. La 24 ore se observi ca celulele si-au pastrat viabilitatea
si chiar au proliferat mai intens fatd de control (Figura 16). Dupé 48 ore celulele vizualizate
microscopic au prezentat modificari drastice ale numarului i morfologiei (Figura 17). Efectele
RUX liber au fost dependente de doza (Figura 18). Astfel, aparent atat polimerii imprimati cat si
cei neimprimati au indus citotoxicitate dupa 48 ore si 96 de ore, fenomen ce a fost investigat mai
in detaliu in cele ce urmeaza.
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Determinarea efectului monomerilor asupra celulelor de glioblastom C6

Deoarece se considerd ca citotoxicitatea asociatd expunerii la polimeri poate fi datoratd
monomerilor reziduali din matricea polimerici, s-a evaluat efectul diversilor monomeri functionali
asupra viabilitdtii celulare prin testul CCK8. Monomerii testati au fost: acrilamidd (AM), acid
trifluormetacrilic (TFMAA), stiren (STY), acid metacrilic (MAA), polidimetilsiloxan (PDMS),
acid itaconic (Al), vinilacetat (VA), etilenglicolvinileter (EGVE), acid 4-stirensulfonic (SSA),
trimetilolpropan trimetacrilat (TRIM), divinilbenzen (DVB). In paralel s-au testat si 4 doze de
RUX (200, 150, 100 si 75uM) si o doza de temozolomidd (50uM). Rezultatele sunt ilustrate in
Figura 19. Monomerii care nu au indus efecte citotoxice sunt cei mai hidrofili: AM, MAA, Al si
SAA. Cutoxicitate intermediard dependenti de dozi, au fost STY, PDMS, VA si DVB. RUX liber
200uM si temozolomida 50uM au indus o scadere a viabilitatii celulare cu 50%.

Evaluarea efectului biologic aspra celulelor de glioblastom Cé al ruxolitinib incorporat in
gelul de fibrind

Efectul ruxolitinibului incorporat in gelul de fibrind, si implicit evaluarea eliberarii acestuia in
mediul de culturd a fost testat prin testul de apoptozi. Protocolul experimentului a constat in
insdméntarea celulelor C6 pe plici cu 6 godeuri. Dupa aderarea celulelor, la 24 ore s-au addugat
inserturi Millicell cu pori de 0,4um, la fiecare godeu. In prealabil, in inserturi s-a adaugat solutie
de fibrinogen cu o concentratie de 15mg/ml PBS (céte 500ul in fiecare godeu). incorporarea
ruxolitinibului s-a efectuat cu doud doze (concentratie finald de 200 si 400uM) iar pentru
temozolomide cu o concentratie finald de S0uM. Gelificarea spre gel de fibrina s-a obfinut prin
addugarea n fiecare godeu de 24l de solutie de trombina (24UI). Inserturile au fost incubate timp
de 15 min la 37°C si dupé gelificarea fibrinei au fost inserate in placile cu 6 godeuri cu celulele
C6. Controlul negativ a fost reprezentat de celulele netratate iar controlul pozitiv a fost reprezentat
de tratamentul direct al celulelor cu ruxolitinib liber (200uM). Dupa 20 de ore, celulele au fost
vizualizate prin microscopie opticé, apoi tripsinizate $i numarate. Dupd o spalare cu tampon fosfat
rece, 1x10%elule au fost suspendate in 100l mediu (Annexin Binding Buffer). La suspensia de
celule s-a addugat Spul de solutie de annexin si 1pul de solutie de iodurd de propidiu (100ug/ml),
urmati de incubare 15 min la temperatura camerei. La final, in fiecare proba s-au adaugat inca
500u1 de Annexin Binding Buffer. Celulele au fost mentinute pe gheaté pana la efectuarea citirilor
cu un citometru de flux BioRad. Rezultatele microscopiei optice si histogramele obtinute la
citometru de flux sunt ilustrate in Figurile 20 si 21. Controlul netratat a prezentat un procent de
3,31% celule apoptotice (0,76% 1n apoptoza precoce si 2,64 in apoptoza tardiva; 3,39% necroza).
Celulele co-cultivate cu gelul de fibrind au avut un procent usor mai crescut de celule apoptotice
de 5,88% (0,76% apoptoza precoce, 5,12% apoptozi tardivd; 5,77% necrozd). Cel mai inalt
procent de apotozi a fost observat la celulele tratate cu ruxolitinib liber (200uM) de 50,2% (40,3%
apoptoza precoce, 9,57% apoptozi tardivi; 0,84% necrozi) (Figura 20).

Celulele co-cultivate cu inserturi la care s-a incorporat ruxolitinib (200 si 400uM) si temozolomida
(50uM) au avut rate de apoptoza mult mai scizute faga de cele tratate cu Rux liber, dar totusi mai
mari decét controlul netratat, sugerand o eliberare controlati ale substantelor active. Astfel la doza

o



RO 137881 A2

11

de Rux de 200uM, procentul celulelor apoptotice a fost de 9,15% (2,73% apoptoza precoce si
6.42% apoptozi tardivd; 3,42% necrozd). Crescind concentratia de Rux la 400uM, s-a observat
un indice apoptotic §i mai crescut de 14,11% (3,4% apoptoza precoce si 10,71% apoptoza tardiva;
3.85% necroza). Efectul temozolomidei a fost mult mai atenuat cu un procent de celule apoptotice
de 6,44% (0,85% apoptoza precoce si 5,59% apoptoza tardiva; 3.12% necroza) (Figura 21).

Rezultate legate de inducerea apoptozei la nivele mai scazute pot fi un indiciu indirect al eliberérii
sustinute de ruxolitinib din gelul de fibrina dupa 20 de ore, contrastdnd cu procentul crescut de
moarte celulard indus la aceeasi concentratie de ruxolitinib liber.

Modelul animal si efectul tratamentului local prin DDS incircat cu ruxolitinib

Pentru experimentele in vivo au fost folositi masculi de sobolani Wistar de aproximativ 6
siptamani. In prima etapa s-a realizat inducerea tumorii dupa urmatorul protocol: anestezia a fost
realizata cu o combinatie de ketamind 100mg/kg si xilazind 10 mg/kg, administrate intraperitoneal.
Volumele utilizate pentru preparare au fost folosite dupd cum urmeaza: ketamina 2.0 ml, xilazina
(20mg/ml) 1.0 ml, apa 10 ml, obfindndu-se 4.0 ml pentru administrarea a 20 de doze. Analgezia
postoperatorie a fost realizati cu buprenorfini 0.05 mg/kg. In timpul interventiei chirurgicale s-a
administrat oxigen pe mascd, monitorizdndu-se pulsul si saturatia SpO2. Pentru a impiedeca
uscarea corneei, s-a aplicat gel oftalmic. Pentru reversarea anesteziei s-a administrat atipamezol
(agent antagonist pentru xilazina).

Interventia chirurgicala, realizata in conditii sterile (Figura 22), a avut loc dupa urmétorii pasi:

e Fixarea animalului cu mijloace de contentie la nivelul unei pléaci de polistiren

e Dezinfectarea zonei de interventie la nivelul scalpului cu o solutie de betadind 100 mg/ml

e Realizarea inciziei la nivelul liniei mediane a scalpului de 1 cm cu expunerea oaselor
parietale

e Realizarea unei giuri de trepan de aproximativ 3 mm cu ajutorul unui dril, la nivelul osului
parietal stidng, la 2 mm de sutura sagitald si 2 mm de sutura coronald

e injectarea 1n gaura de trepan prin punctionarea durei mater la o adéncime de 3 mm in
parenchimul cerebral a 20.0000 celule tumorale din linia C6, suspendate in 5 uL. de mediu

e Suturarea tegumentului

Urmérirea imagistica CT a avut loc la interval de 2 zile, pentru evaluarea prezentei tumorii in
parenchimul cerebral (Figura 23). Animalele au dezvoltat tumori vizibile la examenul CT la un
interval de 7-10 zile de la injectarea celulelor tumorale. 50% din animalele de experientad au
dezvoltat tumori, cu o ratd de dezvoltare mai mare decat cea raportatd in literaturd (~ 20%).

Animalele care au dezvoltat tumoré au fost supuse unei alte interventii cu scop terapeutic:

e anestezie realizatd dupa protocolul descris mai sus
e dezinfectarea zonei de interventie la nivelul scalpului cu o solutie de betadini 100 mg/ml
e reincizia pe acelasi traiect cu incizia initiald
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e sectionarea durei mater cu expunerea parenchimului cerebral la nivelul g&urii de trepan

e injectarea cu o seringd Hamilton a unui volum de 5-10 pL din suspensia MIP2 (4 mg/mL)
in fibrinogen (10 mg/mL)

e administrarea la suprafati a 5 uL solutie trombina (100 UI/mL) pentru a forma reteaua de
fibrina

e sutura plagii

e urmdrirea clinica a animalelor de experienta (Tabelul 7)

Tabelul 7. Parametrii urmariti la animalele de experientd pe parcursul studiului

Animal Injectare celule Prezen.t.a CT Tratament Tip Deces SupraYie(uire
Cé6 tumorii tratament (zile)
1 10.01.21 nu 20.01.21 nu - - -
2 10.01.21 nu 20.01.21 nu - - -
3 07.03.21 da 15.03.21 nu - 27.03.21 20
4 07.03.21 nu 15.03.21 nu - - -
5 14.04.21 nu 22.04.21 nu - - -
6 14.04.21 da 22.04.21 nu - 07.05.21 23
7 05.05.21 da 12.05.21 nu - 24.05.21 19
8 05.05.21 nu 12.05.21 nu - - -
9 05.05.21 nu 12.05.21 nu - - -
10 21.06.21 da 02.07.21 nu - 12.07.22 18
11 21.06.21 da 02.07.21 nu - 16.07.22 22
12 21.06.21 nu 02.07.21 nu - - -
13 07.02.22 da 15.02.22 da RUX 28.02.22 21
14 07.02.22 nu 15.02.22 nu - - -
15 07.02.22 nu 15.02.22 da RUX 27.02.22 20
16 14.02.22 nu 20.02.22 nu - - -
17 01.03.22 da 10.03.22 da RUX 22.03.22 21
18 01.03.22 da 10.03.22 da RUX 23.03.22 22
19 05.03.22 nu 12.03.22 nu - -
20 05.03.22 nu 12.03.22 nu - -
21 10.03.22 da 23.03.22 da MIP2 05.04.22 35
22 10.03.22 da 23.03.22 da MIP2 12.04.22 42
23 18.03.22 da 14.04.22 da MIP2 11.04.22 33
24 18.03.22 da 14.04.22 da MIP2 28.04.22 50

In urma evaluirii histologice a tesutului tumoral indus la model de rozitoare (Figura 23b) se
observd aspectul caracteristic al unei tumori gliale infiltrative, cu grad inalt de anaplazie cu largi
zone de necrozé foarte asemandtoare cu cele prezente la pacientii umani.
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Rezultatele preclinice comparative obfinute pe model de rozatoare cu glioblastom indica o crestere
semnificativd a supravietuirii animalelor cu aproximativ 2 saptamaini in cazul aplicarii unui
tratament cu gel de fibrina si ruxolitinib incarcat in MIP2, in comparatie cu lotul netratat sau cel
tratat cu ruxolitinib liber (Figura 24).
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Revendicari

Procedeul de obtinere a unui sistem farmaceutic pentru administrarea locald a
ruxolitinibului, caracterizat prin aceea cd, se incorporeazd intr-un hidrogel de fibrina
substanta activd cu sau fird nanoparticule de polimeri imprimati molecular, cu cedare
dependenti de timp, forméand un sistem complex pentru tratamentul glioblastomului, care
sd asigure nivele terapeutice minime pentru distrugerea celulelor care determina recidive,
caracterizat de urmatoarele proprietéti: asigura o eliberare rapidé, imediata a ruxolitinibului
in cavitatea rezecatd urmatid de o eliberare sustinutd a substantei active, cu mentinerea
concentratiei eficace timp de minim 1-4 saptamani.

Sistem de livrare complex bazat pe hidrogel de fibrind si nanoparticule polimerice
imprimafi molecular, care asigurd cedarea ruxolitinibului, obtinut prin procedeul definit
prin revendicarea 1.
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Figura 9. Schema sistemului automatizat pentru testele de difuzie
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Figura 13. Profilurile de cedare ale MIP1, 2 si 3
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Figura 14. Testului de viabilitate MTT pentru celulele C6 tratate cu RUX
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Figura 16. Imagini in microscopia optica in contrast de faza a celulelor de glioblastom C6 la 24h
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Figura 17. Imagini in microscopia optica in contrast de faza a celulelor de glioblastom C6 la 48h
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Figura 18. Imagini in microscopia opticd in contrast de fazi a celulelor de glioblastom C6 tratate
cu RUX liber
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Figura 19. Rezultatele testului CCKS8 pe celulele C6 la 24h folosind diversi monomeri
functionali
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Figura 20 Imagini prin microscopie opticéd cu contrast de faza a celulelor investigate pentru
inducerea apoptozel (panelul de sus). Histogramele obtinute prin citometrie de flux la controlul
netratat, celulele co-cultivate cu gel de fibrina si controlul pozitiv tratat cu ruxolitinib liber
(200uM)
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Figura 21 Imagini prin microscopie optica cu contrast de faza a celulelor investigate pentru
inducerea apoptozei (panelul de sus). Histogramele obtinute prin citometrie de flux, celulele co-
cultivate cu gel de fibrina cu ruxolitinib incorporat (200 si 400uM) si temozolomida (50uM)
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Figura 22. Imagini din timpul interventiei de injectare a celulelor tumorale C6 la animalele de
experientd. a) Realizarea inciziei tegumentului cu expunerea calotei craniene. b) Realizarea
gaurii de trepan de aproximativ 3 mm cu ajutorul unui dril. ¢) Injectarea celulelor cu ajutorul
unei seringi Hamilton. Toata interventia chirurgicala a avut loc 1n conditii sterile, sub
microscopul operator

L ™
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Figura 23. Sectiune CT la nivelul cutiei craniene a animalelor de experienta cu vizualizarea
tumorii dezvoltate (sdgeata) la locul de injectare a celulelor b) Aspectul microscopic al tumorii
prelevate post mortem
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Figura 24. Curba de supravietuire Kaplan-Meier comparand durata medie de supravietuire a
sobolanilor in functie de tratamentul aplicat (negru — fara operatie de rezectie a tumorii si fara
administrare de Rux; rosu — administrare de Rux liber in gelul de fibrind; verde — administrare de
MIP2 incércat cu Rux in gelul de fibrind) (p=0.001 log-rank Mantel Cox)
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