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MODEL DE CUANTIFICARE A CAPACITATII NANOSISTEMELOR INCARCATE CU
AGENTI ANTITUMORALI DE A PENETRA BARIERA ENDOTELIALA PENTRU
LIVRAREA MEDICAMENTELOR INCAPSULATE CELULELOR TUMORALE DE
ADENOCARCINOM COLORECTAL

Inventia se refera la dezvoltarea wunui model de cuantificare a capacitatii
nanosistemelor incdrcate cu agenti antitumorali de a penetra bariera endoteliald si livra
fncdrcitura medicamentoasd celulelor tumorale de adenocarcinom colorectal dupd
administrare. Conform inventiei, modelul de cuantificare se bazeaza pe calcularea diferentei
de nanosisteme internalizate de catre celulele tumorale de adenocarcinom colorectal
apartindnd liniei celulare HT-29 dupa administrarea acestora in sisteme de culturd 3D
moderne de tip organ-on-a-chip, in absenta sau prezenta unei bariere endoteliale. Astfel,
modelul propus in cadrul prezentei cereri de brevet constd in generarea unor platforme de
screening al sistemelor drug-delivery marcate fluorescent bazate pe cultivarea celulelor
tumorale de adenocarcinom colorectal HT-29 si celulelor endoteliale HUVEC in sisteme de
tip organ-on-a-chip simple (prezintd doar celulele tumorale colorectale cultivate in matricea
extracelulard) sau complexe (prezinta celulele endoteliale cultivate pe o matrice extracelulara
pentru formarea barierii endoteliale, matrice extracelulard in care sunt incapsulate celulele
HT-29).

Concret, dupé cultivarea celulelor tumorale de adenocarcinom colorectal HT-29 in
sisteme de tip organ-on-a-chip simple sau de tip organ-on-a-chip cu bariera endoteliala
prezentd si expunerea acestora la tratamentul cu nanosisteme marcate fluorescent intr-o
manierd dinamicd, cu ajutorul citometriei in flux, poate fi determinatd cantitatea de
nanosisteme internalizate de catre celulele tumorale de adenocarcinom colorectal in ambele
tipuri de cultura 3D. In cazul modelului particular prezentat in aceasti cerere de brevet pentru
validarea metodei, au fost utilizate nanosisteme polimetice cuplate cu fluoresceina incéarcate
cu 5-fluororacil, prin citometrie in flux fiind cuantificatd internalizarea acestora de citre
celulele HT-29 in ambele modele de culturd 3D in vitro. Pe baza internalizarii diferentiate a
nanosistemelor polimerice marcate cu fluoresceind de cétre celulele tumorale HT-29 in
absenta sau prezenta barierei endoteliale se poate astfel cuantifica capacitatea nanosistemelor
polimerice de a penetra bariera endoteliald. Modelul prezentat permite astfel ajustarea precisa
a dozei de administrare a nanosistemelor pentru a se obtine un efect antitumoral eficient
tindnd cont de capacitatea acestora de a penetra bariera endoteliala si a ajunge la celulele de

interes si totodatd permite optimizarea parametrilor fizico-chimici a nanosistemelor
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sintetizate (ex. dimensiunea) pentru a Imbunététi performanta acestora in a penetra bariera
endoteliala.
1. INTRODUCERE

La nivel global, cancerul colorectal este unul din cel mai prevalente tipuri de cancer,
fiind al doilea tip de cancer care cauzeaza decesul din totalitatea patologiilor oncologice
[1,2]. in momentul de fata, diferite abordari terapeutice sunt implementate in clinica pentru
managementul cancerului colorectal: rezectia chirurgicala [3,4], radioterapia [5],
chimioterapia [6,7], terapia tintitd [8], insd optiunile terapeutice existente sunt limitate de
stadiul 1n care se afla pacientii la momentul diagnosticului, pacientii in stadii avansate
prezentand ca optiune exclusivd chimioterapia. In cancerul colorectal, chimioterapia se
bazeaza pe administrarea de S-fluororacil (SFU), oxaliplatin (OXP), irinotecan (IRI) sau
combinatii ale acestora, insd aceste tratamente prezintd multiple dezavantaje precum
biodisponibilitate slaba, lipsa specificitatii si susceptibilitatea de a dezvolta rezistenta la
terapie, care conduc la efecte adverse severe si de cele mai multe ori la abandonarea
tratamentului [9]. In acest context, una din strategiile moderne propuse pentru a adresa aceste
limitari ale terapiei conventionale in cancerul colorectal este de a utiliza nanosisteme care sa
incapsuleze acesti agenti citotoxici si care sa livreze incdrcitura medicamentoasa tintit catre
celulele tumorale. Printre potentialele avantaje identificate pentru implementarea
nanomedicinei in tratamentul cancerului colorectal se numara si potentialul nanosistemelor de
a imbunatati stabilitatea si solubilitatea medicamentelor incapsulate si de a le proteja in
circulatie dupa administrare, aspecte care determina o crestere a concentratiei de medicament
care ajunge la tesutul tumoral si astfel o crestere a sigurantei si eficientiei tratamentului
[10,11].

Cu toate acestea, desi sunt continuu sintetizate nanosisteme destinate terapiei
cancerului colorectal (lipozomi, nanoparticule polimerice, dendrimeri, nanoparticule
anorganice etc.), cu tintire pasiva sau cuplate cu diferite molecule pentru tintire activa, exista
numeroase limitari ale modelelor preclinice utilizate pentru screening-ul eficientei si
sigurantei acestor noi sisteme drug-delivery [9]. Cele mai multe studii sunt concentrate pe
evaluarea in vitro a nanosistemelor in culturi celulare 2D, in care toate celulele sunt expuse
tratamentelor administrate, model in vitro care nu mimeazi arhitectura 3D complexd a
tumorilor in vivo si alte particularitdti ale tumorilor solide (prezenta celulelor hipoxice si
latente, prezenta unor bariere biologice in circulatia catre celulele tumorale, interactia cu alte
tipuri celulare si cu matricea celulard care influenteazd biologia celulelor tumorale etc.)

[12,13]. O parte din aceste dezavantaje au fost adresate prin introducerea utilizarii in studiile
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in vitro a modelelor celulare 3D precum sferoizii multicelulari tumorali [14,15], ins& aceste
modele erau in continuare statice in ceea ce priveste modul de expunere al celulelor tumorale
la tratament. Recent, noi sisteme de culturd cunoscute ca sisteme organ-on-a-chip au fost
identificate ca instrumente cheie pentru screening-ul eficientiei antitumorale a nanosistemelor
incdrcate cu medicamente. Tehnologia organ-on-a-chip este capabila sd recapituleze
micromediul tumoral si interactia celulelor tumorale cu alte tipuri celulare, datorita unitatilor
functionale microfiziologice create prin tehnologia microfluidica. Astfel, prin platformele
organ-on-a-chip poate fi mimata anatomofiziologia unei tumori si fortele mecanice la care
celulele tumorale sunt expuse in organismul uman, tratamentele fiind furnizate celulelor
tumorale intr-o manierd dinamica [16-19]. Un aspect foarte important in implementarea
tehnologiei organ-on-a-chip in studiile de screening al nanosistemelor este capacitatea
acestora de a putea cultiva celulele tumorale in prezenta unei bariere endoteliale [20]. Pentru
a ajunge la celulele tumorale si a livra eficient incarcatura medicamentoasd, nanosistemele
sintetizate trebuie sd penetreze monostratul endotelial care captuseste vasele organului.
Monostratul endotelial prezintd o bariera reald pentru transportul nanoparticulelor deoarece
deschiderile jonctiunilor inter-endoteliale (golurile dintre celulele endoteliale contigue) au o
dimensiune medie de 3 nm [21].

in literatura au fost identificate diferite brevete de inventie care vizeaza utilizarea
tehnologiei microfluidice pentru simularea barierei endoteliale, insd in general acestea sunt
destinate simuldrii in vitro a barierei hematoencefalice, sau fabricarea unor sisteme
microfluidice in house pentru utilizarea lor ca platforme de screening:

Brevetul AU2016341880B2 se refera la cultivarea celulelor endoteliale ale creierului
si, opfional, astrocitelor si neuronilor intr-un dispozitiv fluidic in conditii in care celulele
imitd structura si functia barierei hematoencefalicd. Cultura unor astfel de celule intr-un
dispozitiv microfluidic, fie singura, fie in combinatie cu alte celule, conduce maturarea si/sau
diferentierea mai departe decét sistemele existente.

Brevetul WO2017035119A1 prezintd dezvoltarea unui model al barierei
hematoencefalice ce consta din celulele cheie ale BBB - si anume, neuroni, astrocite si celule
endoteliale care permite recapitularea BBB in vivo identificarea rolului fiecarui tip de celula
individual. Un sistem microfluidic pentru modelarea barierei hematoencefalica cuprinde un
substrat transparent optic, substratul cuprinzind: (i) cel putin un canal de fluid; (i) un prim
canal de gel cuprinzand o prima regiune de gel; (iii) un al doilea canal de gel cuprinzand o a

doua regiune de gel; si (iv) cel putin un rand de posturi.
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Brevetul KR101644635B1 se refera la un cip microfluidic pentru angiogeneza. Cipul
microfluidic al prezentei inventii este compus dintr-un prim canal, un al doilea canal, un al
treilea canal, un al patrulea canal si un al cincilea canal dispuse unul langa celélalt intr-o
ordine secventiala pe un substrat si fiecare canal este in contact cu un canal adiacent Doua
sau mai multe microstructuri sau microstapti cu un spatiu intre ele sunt dispuse pe suprafata
limitd de formare. Fiecare canal interactioneazd fluid cu celélalt canal prin interstitiile
formate de microstructuri si substantele biochimice pot migra. Cipul microfluidic conform
prezentei inventii asigurd un microvas cu o interfatd vasculara neteda si continua in vitro. In
plus, cipul microfluidic al prezentei inventii poate fi utilizat pentru a modela angiogeneza
cancerului, afluxul intracavitar si infiltrarea extracelulara. in plus, cipul microfluidic al
prezentei inventii poate fi utilizat pentru screeningul substantelor candidate la medicamente
anticancer.

Brevetul RU2612904C1 prezintd sinteza unui cip microfluidic care include canale
microfluidice cu supape pentru a suprapune canalele, un compartiment pentru cultivare, o
camer de lucru cu o membrana si un mijloc de a crea o presiune constanta in circuitul inchis.
In acest caz, membrana este adaptata pentru a modifica volumul camerei de lucru. Camera de
lucru, supapele si intrarea in compartiment sunt conectate prin canale microfluidice pentru a
forma o bucla inchisa de circulatie a mediului nutritiv. Camera de lucru cu supape si canale
microfluidice este o pompa de directionare. Metoda cuprinde umplerea canalelor
microfluidice si a compartimentului cu mediu nutritiv, inserarea celulelor sau a unui model
celular in compartimentul de cultura. In acest caz, in circuit sunt create presiunea constant si
fluxul pulsatoriu al mediului nutritiv. Acest model permite posibilitatea modelarii
microcirculatiei componentei hidrodinamice in vivo intr-un microfluidic, precum si simularea
raspunsului sistemic al organismului.

In concluzie, se poate afirma faptul ca brevetele care propun utilizarea tehnologiei
organ-on-a-chip ca modele preclinice in vitro sunt axate fie pe designul si sinteza unor noi
cipuri microfluidice care elimind utilizarea unor platforme existente comercial sau utilizarea
tehnologiilor existente pentru alte aplicatii (bariera hematoencefalici). In acest sens se
remarcd lipsa posibilitdtii de cuantificare a capacitatii nanosistemelor incircate cu agenti
antitumorali de a penetra bariera endoteliala si livra incarcatura medicamentoasa celulelor
tumorale de adenocarcinom colorectal dup administrare.

Problema tehnica pe care o rezolva prezenta inventie constd in obtinerea unui

model care serveste la determinarea capacititii nanosistemelor incircate cu agenti

antitumorali de a penetra bariera endoteliald si livra incircitura medicamentoasi
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celulelor tumorale de adenocarcinom colorectal dupi administrare. Conform inventiei,

modelul de cuantificare se bazeaza pe calcularea diferentei de nanosisteme internalizate de
catre celulele tumorale de adenocarcinom colorectal apartinand liniei celulare HT-29 dupa
administrarea acestora in sisteme de culturd 3D moderne de tip organ-on-a-chip, in absenta
sau prezenta unei bariere endoteliale. Astfel, modelul propus in cadrul prezentei cereri de
brevet consta in generarea unor platforme de screening al sistemelor drug-delivery marcate
fluorescent bazate pe cultivarea celulelor tumorale de adenocarcinom colorectal HT-29 si
celulelor endoteliale HUVEC in sisteme de tip organ-on-a-chip simple (prezinta doar celulele
tumorale colorectale cultivate in matricea extracelulard) sau complexe (prezinta celulele
endoteliale cultivate pe o matrice extracelulara pentru formarea barierii endoteliale, matrice
extracelulard in care sunt incapsulate celulele HT-29). Modelul prezentat permite astfel
ajustarea precisd a dozei de administrare a nanosistemelor pentru a se obtine un efect
antitumoral eficient tindnd cont de capacitatea acestora de a penetra bariera endoteliala si a
ajunge la celulele de interes si totodatd permite optimizarea parametrilor fizico-chimici a
nanosistemelor sintetizate (ex. dimensiunea) pentru a imbunatati performanta acestora in a
penetra bariera endoteliala.

Concluzionand datele din literatura prezentate mai sus, propunerea de brevet se
refera la obfinerea unui model care serveste la determinarea capacitatii nanosistemelor
inciircate cu agenti antitumorali de a penetra bariera endoteliala si livra incirciitura
medicamentoasa celulelor tumorale de adenocarcinom colorectal dupi administrare.
Modelul propus poate fi utilizat ca si platforma de cuantificare a capacititii oricarui
nanosistem incircat cu agenti antitumorali de a penetra bariera endoteliald si livra
incircitura medicamentoasd celulelor tumorale de adenocarcinom colorectal dupi
administrare, singurul aspect necesar pentru utilizarea acestui model fiind marcarea
nanosistemului testat cu un fluorocrom pentru a putea fi investigat prin citometrie in
flux (tehnica cantitativi).

in continuare vor fi descrise materialele utilizate in studiul experimental cét si

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

2. MATERIALE SI METODE

2.1. MODELELE DE CULTURA 3D DE TIP ORGAN-ON-A-CHIP

Pentru a genera modelele de culturd 3D biomimetice de tip organ-on-a-chip s-au utilizat
2 linii celulare: i) linia celulard de adenocarcinom colorectal uman HT-29 (ATCC -

American Type Culture Collection), linie celulard tumorald umand derivatd din
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adenocarcinom colorectal cu morfologie tipic epiteliala; aceasta linie celulara este utilizata ca
linie de referintd in studiile de cercetare care vizeazd patologia oncologicd colorectala,
datorita sensibilititii acesteia crescute la agentii chimioterapeutici clasici utilizati in schema
de tratament (5-fluorouracil, oxaliplatin, irinotecan) si ii) linia celulard de celule endoteliale
umane HUVEC (ATCC — American Type Culture Collection), linie celulard de celule
endoteliale izolatd din vena cordonului ombilical. Ambele linii celulare au fost manipulate
doar in camera curata, echipatd cu echipamentele specifice necesare: hotd cu flux laminar
clasa de securitate II, incubator cu CO,, centrifugd cu rotor swing-out, baie de apa,
microscoape optice inversate etc. Celulele au fost cultivate pe tot parcursul experimentelor in
conditii standard de culturd (incubare la 37(], intr-o atmosfera umeda de 5% CO,) si
mentinute in mediile de culturd recomandate de ATCC: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), preparat prin suplimentarea unui flacon de DMEM low glucose cu 3,5 g
de glucozad si 1,5 g carbonat acid de sodiu pentru linia celulara HT-29 si mediu F-12K
suplimentat cu 0.1 mg/mL heparind si 500 pL. de 30 mg/mL Endothelial Cell Growth
Supplement (ECGS) pentru linia celulari HUVEC. Ambele medii de culturd au fost
suplimentate cu 10% ser fetal bovin (SFB) si 1% antibiotic antimicotic (ABAM) pentru
obtinerea mediilor de cultura complete, care au fost in continuare utilizate in toate
experimentele.

Pentru decongelarea celulelor din colectia de celule existenta in laborator, criotuburile cu
celule de interes au fost scoase din spatiul dedicat stocérii pe termen lung si plasate pe baia de
apa preincalzita la 3701, pand la observarea decongelarii totale a continutului aflat in criule.
Dupa decongelarea completd, acestea au fost sterse cu etanol 70% pentru a elimina
posibilitatea contaminarii confinutului si continutul acestora au fost pipetate- in conditii
aseptice in tuburi sterile de 15 mL in care in prealabil au fost pipetati 5 mL de mediu de
culturd complet preincilzit dedicat tipului celular de interes. Tuburile au fost centrifugate
timp de 5 minute/1500 rpm, iar sedimentele celulare obtinute dupd indepartarea
supernatantelor, au fost resuspendate in mediile de culturd complet corespunzitoare si
transferate in vase de cultura sterile cu suprafata de 25 cm?, in care in prealabil au fost
pipetati cate 3 mL/flask mediu de culturd complet. in continuare, celulele au fost incubate
peste noapte in conditii standard de cultura, iar dupa 24 de ore de la initierea culturilor,
celulele au fost inspectate 1a microscopul optic inversat pentru a confirma adeziunea celulelor
la suprafata de cultura si lipsa contaminérilor. Dupa validarea culturilor de HT-29 si HUVEC,
mediul de crestere a fost reimprospétat. Pe tot parcursul mentinerii celor 2 linii celulare in

culturd, mediul de crestere a fost schimbat din 2 in 2 zile, pentru a furniza celulelor nutrienti
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proaspeti si a mentine culturile viabile. Reimprospatarea mediului de cultura s-a realizat prin
aspirarea mediului existent de pe monostraturile celulare si inlocuirea acestuia cu un volum
corespunzator de mediu de culturd complet proaspat, ajustat in functie de suprafata de cultura
a recipientului (4 mL pentru vasele de culturd cu suprafata de 25 cm’ si 8 mL pentru vasele
de culturi cu suprafata de 75 cm?).

Pentru mentinerea culturilor celulare in crestere exponentiala si a elimina posibilitatea ca
celulele sa ajunga la confluentd si ca urmare sd manifeste fenomenul de inhibitie de contact
care determind activarea cascadei apoptotice, culturile celulare au fost propagate prin pasaj
celular care implicd distribuirea celulelor in noi recipiente de culturd. Pentru propagarea
culturilor celulare aderente s-a utilizat tratamentul enzimatico-chimic cu tripsind/EDTA,
tratament care determind intreruperea conexiunilor intercelulare si conexiunilor celuld —
matrice extracelulara facilitind desprinderea de pe suprafata recipientului de culturd datorita
capacitatii enzimei proteolitice tripsind de a actiona asupra proteinelor matricei extracelulare
si a EDTA de a actiona ca un chelator de ioni, cu impact asupra caderinelor si selectinelor.
Pentru disocierea enzimatico-chimica a celulelor de pe suprafata de cultura, mediul de culturad
existent a fost indepartat, iar monostraturile celulare au fost spilate cu PBS cald pentru
indepdrtarea totala a SFB de la nivelul culturi care poate inhiba actiunea enzimatica a
tripsinei.

Dupi spilare, a fost addugat un volum corespunzitor de solutie de 0.25% tripsind si 0.53
mM EDTA in PBS preincalzita pe baia de apa, volumul fiind ajustat in functie de suprafata
totala de cultivare (2 mL pentru vasele de cultura cu suprafata de 25 cm® si 3 mL pentru
vasele de culturd cu suprafata de 75 cm?), iar solutia a fost lasata si actioneze timp de 3 — 5
minute, la 370]. Dupéd confirmarea desprinderii celulelor de pe suprafata de culturd cu
ajutorul microscopului optic, s-a addugat un volum dublu de mediu de culturd complet
raportat la volumul de tripsind — EDTA adaugat, pentru inactivarea tripsinei de catre SFB ce
contine inhibitori proteazici. Dupa centrifugare timp de 5 minute, la 1500 rpm si indepértarea
supernatantului, sedimentul celular astfel obtinut s-a resuspendat in mediu de culturd
complet, iar suspensia celulara astfel obtinutd s-a distribuit in recipiente de culturi sterile noi,
in care in prealabil s-a adaugat un volum corespunzitor de mediu de cultura complet; In cazul
in care densitatea de insimantare initiala trebuie calculatd, numirul total de celule din
suspensia celulard va fi cuantificat prin numaérare cu ajutorul unei camere de numarare Burker
— Turk.

Pentru cultivarea celulelor HT-29 in sisteme de tip organ-on-a-chip simple si sisteme

de tip organ-on-a-chip cu barierd endoteliald, s-au utilizat sisteme comerciale organ-on-a-
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chip Mimetas: 2-lane si 3-lane. Sistemul organ-on-a-chip simplu (2-lane) prezintd 96 cipuri
de cultura independente cu 2 canale adiacente /cip, in timp ce sistemul organ-on-a-chip 3-
lane prezinta 40 de cipuri de culturd independente cu 3 canale adiancente/cip.

Fiecare cip al sistemului organ-on-a-chip 2-lane contine un canal de cultura in gel
(canal in care au fost cultivate celule de adenocarcinom colorectal HT-29 in matrice
extracelulard de tip Matrigel) si un canal de perfuzie (canal in care a fost perfuzat tratamentul
cu nanosisteme polimerice — FITC). Fiecare cip al sistemului organ-on-a-chip 3-lane contine
un canal de cultura in gel (canal in care au fost cultivate celule de adenocarcinom colorectal
HT-29 in matrice extracelulara de tip Matrigel) si doua canale de perfuzie (unul din canale a
fost utilizat atat pentru cultivarea celulelor HUVEC in vederea generarii barierei endoteliale,
cat si pentru perfuzarea tratamentului cu nanosisteme polimerice — FITC).

Pentru cultivarea celulelor HT-29 in sisteme organ-on-a-chip au fost utilizate diferite
pentru optimizarea protocolului optimizat de culturd, prezentat in continuare. Parametrii
experimentali optimi (densitate initiald de insamantare/tip de matrice extracelulard) au fost
selectati pe baza unor teste initiale de viabilitate si morfologie celulara, fiind aleasa densitatea
de insdmantare initiald si tipul de matrice extracelulard care determina obtinerea celei mai
viabile culturi HT-29 in timp.

Pentru obtinerea sistemelor de tip organ-on-a-chip simple, celulele HT-29 au fost
insdmantate dupa urmaétorul protocol direct in gel:

- Celulele HT-29 au fost desprinse de pe suprafata de culturd si numarate cu
ajutorul unui hemocitometru; densitatea initiala de insimantare a fost de 3x10°
celule/cip.

- Placa OrganoPlate 2-lane care contine cele 96 de cipuri organ-on-a-chip a fost
manipulata in conditii aseptice dupa desigilare;

- 1In toate ferestrele de observare de la nivelul fiecarui cip (Fig.1A) au fost pipetati
50 pL. de PBS;

- S-a pregatit pe gheatd Matrigel prin diluarea matricei extracelulare stoc la o
concentratie finala de mediu de culturad 9 mg/mL; s-au pregatit 2 ul. * 96 cipuri +
40% extra;

- Suspensia celulara pentru insdmantare a fost centrifugata timp de 5 min/1500 rpm
si resuspendata in matricea extracelulara pregitita;

- Suspensia celulara in gel a fost pipetata in orificiile pentru gel (Fig. 1A), la nivelul

fiecarui cip fiind pipetati cate 2 pL;

8
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Dupa umplerea tuturor celor 96 de cipuri, placa a fost incubata timp de 15 min in
conditii standard de cultura pentru a permite polimerizarea gelului;

Dupa polimerizare, s-au pipetat cate 50 pL in toate orifiicile pentru mediu (inlet si
outlet) (Fig. 1A).

Placa OrganoPlate a fost incubata in conditii standard de cultura, pe agitatorul de
placi special Mimetas OrganoFlow (unghi 7% interval 8 minute), pana la

tratament;

Pentru obtinerea sistemelor de tip organ-on-a-chip cu barierd endoteliald, celulele

HUVEC au fost insamantate in compartimentul pentru perfuzarea mediului, iar celulele HT-

29 au fost Insdmantate dupa urmatorul protocol direct in gel:

Celulele HT-29 si HUVEC au fost desprinse de pe suprafata de culturd si
numadrate cu ajutorul unui hemocitometru; densitatea initiald de insdméantare a fost
de 3x10* celule/cip pentru celulele HT-29 si 1x10* celule/cip pentru celulele
HUVEC.

Placa OrganoPlate 3-lane care contine cele 40 de cipuri organ-on-a-chip a fost
manipulata in conditii aseptice dupa desigilare;

In toate ferestrele de observare de la nivelul fiecirui cip (Fig.1B) au fost pipetati
50 puL de PBS;

S-a pregatit pe gheatd Matrigel prin diluarea matricei extracelulare stoc la o
concentratie finald de mediu de culturd 9 mg/mL; s-au pregatit 2 pLL * 96 cipuri +
40% extra;

Suspensia celulard de HT-29 pentru insdmantare a fost centrifugatd timp de 5
min/1500 rpm si resuspendatd in matricea extracelulari pregatita;

Suspensia celulara in gel a fost pipetata in orificiile pentru gel (Fig. 1B), la nivelul
fiecarui cip fiind pipetati cate 2 puL;

Dupa umplerea tuturor celor 40 de cipuri, placa a fost incubata timp de 15 min in
conditii standard de cultura pentru a permite polimerizarea gelului;

Suspensia celulard de HUVEC pentru insamantare a fost centrifugata timp de 5
min/1500 rpm si resuspendatd in volumul corespunzitor de mediul de cultura
complet;

2 pL din suspensia celulard a fost pipetatd la nivelul fiecarui cip in orificiul
superior pentru mediu (inlet) (Fig.1B);

50 pL. de mediu de culturd complet a fost pipetat la nivelul fiecarui cip in orificiul

superior pentru mediu (inlet) (Fig.1B);

9

54



RO 137981 A2

- Placa OrganoPlate a fost incubatd in conditii standard de culturd, pe agitatorul de
placi special Mimetas OrganoFlow pe o parte, pe suportul special pentru formarea
tuburilor in placile OrganoPlate; incubarea s-a realizat timp de 6 ore;

- Dupa cele 6 ore, 50 pL de mediu de culturd complet a fost pipetat la nivelul
fiecarui cip in orificiul superior pentru mediu (outlet);

- Placa OrganoPlate a fost incubata in conditii standard de culturd, pe agitatorul de
placi special Mimetas OrganoFlow (unghi 7%/ interval 8 minute), pani la

tratament;
2.2. APLICAREA TRATAMENTELOR CU NANOSISTEME

Tratamentele au fost aplicate doar dupa confirmarea formarii unei bariere endoteliale
compacte in sistemele organ-on-a-chip 3-lane, prin inspectarea placii OrganoPlate la
microscopul optic. Apoi, cipurile de pe fiecare placd OrganoPlate au fost impartite in 2:
pentru jumatate de placa, mediul de culturd a fost relmprospatat, pentru jumatate de placa a
fost agaugat tratamentul cu nanoparticule polimerice marcate cu fluoresceind (FITC)
incarcate cu 5-fluororacil la o concentratie de 2 mg/mL. Aceste sisteme drug-delivery nu fac
subiectul prezentei cereri de brevet si au fost utilizate doar pentru validarea metodei de
cuantificare a capacitatii nanosistemelor incércate cu agenti antitumorali de a penetra bariera
endoteliald. Metoda descrisd poate fi utilizatd pentru orice testarea oricdrui sistem drug-
delivery, singurul lucru obligatoriu fiind marcarea acestora cu un fluorocrom, care in cazul de
fata este FITC. Acest lucru este necesar pentru a putea analiza internalizarea nanosistemelor
prin citometrie in flux, fluorocromul fiind selectat pe baza specificatilor tehnice ale
citometrului pe care urmeaza a fi analizatd proba. Pentru aplicarea tratamentelor, mediul de
cultura existent a fost aspirat din toate canalele de mediu, iar tratamentele au fost aplicate prin

pipetarea in canalul de mediu (inlet) tratamentul corespunzitor.

2.3. CUANTIFICAREA CAPACITATII DE INTERNALIZARE A
NANOSISTEMELOR DE CATRE CELULELE TUMORALE DE
ADENOCARCINOM COLORECTAL IN ABSENTA SI PREZENTA
BARIEREI ENDOTELIALE

Validarea si cuantificarea internalizirii nanosistemelor polimerice cuplate cu FITC s-a

realizat prin citometrie in flux pe baza cuantificarii fluorescentei (FITC) din interiorul

celulelor HT-29 expuse timp de 1 ora la tratamentul cu sistemele drug-delivery marcate
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fluorescent. in acest scop, probele au fost tratate dupa cum a fost descris anterior, iar celulele
HT-29 au fost colectate din orificiile pentru gel din ambele tipuri de organ-on-a-chip prin
tratament cu tripsina/EDTA. Suspensiile celulare astfel obtinute au fost centrifugate timp de 5
minute/1500 rpm si sedimentele celulare au fost spalate cu PBS de 2 ori pentru inlaturarea
nanoparticulelor aderate de suprafata celulard si nu internalizate. Dupd etapele de spalare,
peletele celulare au fost resuspendate in 500 pl tampon PBS si apoi au fost achizitionate
folosind citometrul Beckman Coulter Cytoflex si Softul CytExpert.

Pentru achizitia datelor in softul CytExpert s-a realizat: i) un grafic dot plot cu doi
parametrii Forward Scatter (FS) / Side Scatter (SS) pentru inlaturarea debriurilor celulare si
evidentierea populatiei de celule tumorale si ii) o histogramd pe detectorul pentru FITC pe
care au fost delimitate 2 regiuni, pe baza probelor control (probe netratate cu sistemele
polimerice): o regiune corespunzatoare populatiei negative (celule FITC-negative) si o

regiune corespunzatoare populatiei pozitive (celule FITC-poztive).

2.4. CUANTIFICAREA CAPACITATII NANOSISTEMELOR INCARCATE CU
AGENTI ANTITUMORALI DE A PENETRA BARIERA ENDOTELIALA

Pe baza profilului de internalizare al nanosistemelor polimerice marcate cu FITC de catre
celulele HT-29 cultivate in sisteme organ-on-a-chip simple si sisteme organ-on-a-chip cu
bariera endoteliald, s-a generat o metoda de calcul a nanosistemelor incércate cu agenti
antitumorali de a penetra bariera endoteliala. Avand in vedere cad in ambele sisteme organ-on-
a-chip a fost perfuzatd aceeasi concentratie de tratament (2 mg/mL), se poate calcula
capacitatea nanosistemelor polimerice cuplate cu FITC de a penetra bariera endoteliala.
Considerand capacitatea nanosistemelor de a penetra bariera endoteliala in cazul ideal 100%
(toate nanosistemele administrate reusesc sd penetreze bariera endoteliald, si ajungid la
celulele tumorale si sa fie internalizate de catre acestea), se poate utiliza urmatoarea formula
pentru a calcula capacitatea practica a nanosistemelor de a penetra bariera endotelialda = 100%
+ [(procentul de celule HT-29 care nu au internalizat nanoparticulele polimerice-FITC in
sistemul organ-on-a-chip simplu) - [(procentul de celule HT-29 care nu au internalizat

nanoparticulele polimerice-FITC in sistemul organ-on-a-chip cu bariera endotelial3)].

3. REZULTATE OBTINUTE iN CADRUL CERERII DE BREVET DE INVENTIE
3.1. GENERAREA MODELELOR 3D DE CULTURA IN VITRO

11
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Pentru cultivarea celulelor HT-29 in sistemele de tip organ-on-a-chip in absenta sau
prezenta barierei endoteliale, s-au utilizat placile OrganoPlate. Pentru evidentierea distributiei
celulelor tumorale HT-29 la nivelul cipurilor si formarea barierei endoteliale, s-a utilizat
marcarea cu faloidina-FITC si DAPI pentru evidentierea filamentelor de actind, respectiv a
nucleilor celulari. Probele au fost vizualizate cu ajutorul microscopului de fluorescenta
inversat Olympus (Fig.1). Rezultatele obtinute au evidentiat ca celulele HT-29 cultivate in
sistemul de tip organ-on-a-chip in absenta barierei endoteliale prezintd un citoschelet bine
definit si formeazd retele intercelulare complexe, fiind uniform distribuite la nivelul
microcipurilor fluidice. Mai mult, celulele HT-29 formeaza structuri tubulare complexe 3D in
interiorul cipurilor, insd celulele nu sunt etalate l1a nivelul acestora. In contrast, celulele HT-
29 cultivate in sistemele de tip organ-on-a-chip in prezenta barierei endoteliale prezintd un
un citoschelet bine definit, celulele fiind organizate in retele 3D complexe si fiind etalate la
nivelul cipurilor. Mai mult, celulele endoteliale au fost distribuite uniform de-a lungul
canalului de perfuzare a mediului, formand o barierd endoteliald compactd de-a lungul

acestuia.

3.2. CUANTIFICAREA  CAPACITATII DE  INTERNALIZARE A
NANOSISTEMELOR DE CATRE CELULELE TUMORALE DE
ADENOCARCINOM COLORECTAL iN ABSENTA SI PREZENTA
BARIEREI ENDOTELIALE PRIN CITOMETRIE iN FLUX

Pentru cuantificarea internalizarii NPs polimerice marcate cu fluorocrom (FITC), celulele
HT-29 colectate din cipurile microfluidice cu 2-canale sau cu 3-canale au fost analizate prin
citometrie in flux pentru cuantificarea fluorescentei (FITC) din interiorul celulelor HT-29
tratate timp de o ord cu aceste sisteme drug-delivery marcate fluorescent. Cuantificarea
fluorescentei s-a realizat prin achizifionarea probelor cu ajutorul citometrului Beckman

Coulter Cytoflex (Beckman Coulter) si a soft-ului CytExpert (Beckman Coulter).

Rezultatele obtinute (Fig.3) au aratat ca dupa o ora de la tratament, celulele HT-29
cultivate in sistemele organ-on-a-chip simple, au prezentat o capacitate semnificativ crescutd
de a internaliza sistemele drug-delivery polimerice marcate cu FITC, + 91.40% din totalul
celulelor analizate fiind FITC pozitive. In contrast, in cazul celulelor cultivate in sistemele
organ-on-a-chip cu 3 canale, doar = 23.76% din totalul celulelor analizate au fost FITC

pozitive, rezultate care aratd cd o cantitate mult mai mica de sisteme drug-delivery polimerice
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au fost internalizate in cazul cultivarii celulelor HT-29 in prezenta barierei endoteliale, in

sistemele de culturd 3D biomimetice de tip organ-on-a-chip.

3.3. CUANTIFICAREA CAPACITATII NANOSISTEMELOR INCARCATE CU
AGENTI ANTITUMORALI DE A PENETRA BARIERA ENDOTELIALA

Algoritmul de calcul al capacitdtii nanosistemelor polimerice de a penetra bariera
endoteliald se bazeaza pe perfuzarea aceleiasi cantitafi de tratament destinat tintirii celulelor
tumorale de adenocarcinom colorectal in doua sisteme de culturd 3D diferite: i) un sistem de
culturd de tip organ-on-a-chip simplu, unde au fost cultivate exclusiv celulele tumorale HT-
29 in matricea extracelulard si i) un sistem de culturd de tip organ-on-a-chip cu barierd
endoteliala care a fost creatd prin cultivarea celulelor endoteliale in cipurile destinate
perfuzirii tratamentului si celulele tumorale HT-29 in matricea extracelulara au fost cultivate
in camera de culturd principala.

Astfel, dupa perfuzarea aceleiasi cantitati de tratament de nanosisteme polimerice cuplate
cu FITC in cele 2 sisteme si colectarea celulelor tumorale din acestea, a fost calculata
internalizarea sistemelor drug-delivery de cétre celulele HT-29 prin citometrie in flux in
ambele conditii experimentale: £ 91.40% in cazul celulelor HT-29 cultivate in sistemul
organ-on-a-chip simplu, respectiv + 23.76% cultivate in sistemul organ-on-a-chip cu bariera
endoteliald. Pe baza acestor informatii, se poate calcula capacitatea nanosistemelor
polimerice cuplate cu FITC de a penetra bariera endoteliala. Considerand capacitatea
nanosistemelor de a penetra bariera endoteliald in cazul ideal 100% (toate nanosistemele
administrate reusesc sa penetreze bariera endoteliala, sa ajunga la celulele tumorale si sa fie
internalizate de citre acestea), se poate utiliza urmitoarea formuld pentru a calcula
capacitatea practicd a nanosistemelor de a penetra bariera endoteliala = 100% + [(procentul
de celule HT-29 care nu au internalizat nanoparticulele polimerice-FITC in sistemul organ-
on-a-chip simplu) - [(procentul de celule HT-29 care nu au internalizat nanoparticulele
polimerice-FITC in sistemul organ-on-a-chip cu barierd endoteliald)]. Concret, in cazul
nanosistemelor polimerice utilizate pentru validarea acestei metode de calcul, capacitatea

nanosistemelor de a penetra bariera endoteliala este de 32.36% dupa 1 ora de la tratament.

CONCLUZII
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02

Pe baza rezultatelor obtinute in urma realizarii acestor studii, se pot formula

urmatoarele concluzii:

» Au fost optimizate si obtinute protocoalele de lucru pentru cultivarea celulelor
HT-29 si HUVEC in sisteme de cultura biomimetice moderne, de tip organ-on-a-
chip, fiind generate 2 modele celulare in vitro: i) sistemul organ-on-a-chip simplu
— pentru cultivarea celulelor de adenocarcinom colorectal HT-29 si ii) sistemul
organ-on-a-chip cu barierd endoteliald pentru cultivarea celulelor de
adenocarcinom colorectal HT-29 in prezenta unei bariere endoteliale formate din
celule endoteliale HUVEC;

» S-a realizat cuantificarea capacitatii celulelor HT-29 de a internaliza
nanosistemele polimerice cuplate cu FITC pe baza cuantificirii fluorescentei
intracelulare in celulele de adenocarcinom colorectal apartinand liniei HT-29 dupa
o ora de la tratamentul cu nanoparticule polimerice cuplate cu FITC in ambele
modele celulare 3D. Astfel, + 91.40% din totalul populatiei celulare colectate din
sistemul organ-on-a-chip simplu a fost pozitiva pentru FITC, respectiv + 23.76%
din totalul populatiei celulare colectate din sistemul organ-on-a-chip cu bariera
endoteliala.

» S-a realizat cuantificarea capacitatii nanosistemelor polimerice de a penetra
bariera endoteliala si a ajunge la celulele tumorale de adenocarcinom colorectal
HT-29, care a fost calculatd la 32.36% intr-o orad de la tratament. Aceastd
cuantificare s-a realizat utilizdnd urmatoarea formuld = 100% + [(procentul de
celule HT-29 care nu au internalizat nanoparticulele polimerice-FITC in sistemul
organ-on-a-chip simplu) - [(procentul de celule HT-29 care nu au internalizat
nanoparticulele polimerice-FITC in sistemul organ-on-a-chip cu bariera
endoteliald)].

» Valoarea acestui model constd in aplicabilitatea Iui in studiile de drug-delivery
prin posibilitatea de a calcula cantitatea de sisteme drug-delivery incarcate cu
agenti antitumorali sau compusi cu potential antitumoral care pot penetra bariera
endoteliala pentru a ajunge la celulele tumorale de adenocarcinom colorectal, cu
impact asupra dozdrii corecte a terapiei in vederea obtinerii unui efect eficient
antitumoral.

In concluzie, scopul si obiectivele prezentei cereri de brevet au fost indeplinite, aceasta
contribuind la dezvoltarea cunostintelor in domeniul testarii in vitro a eficientei

nanosistemelor incircate cu agenti terapeutici antineoplazici. Acest model de cuantificare a
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capacitatii nanosistemelor de a penetra bariera endoteliala pentru a fi internalizat de celulele
tinta (celulele tumorale) permite ajustarea precisid a dozei de administrare a nanosistemelor
pentru a se obtine un efect antitumoral eficient si totodatd permite optimizarea parametrilor
fizico-chimici a nanosistemelor sintetizate (ex. dimensiunea) pentru a imbunatati performanta

acestora in a penetra bariera endoteliala.
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REVENDICARI

1)

2)

3)

4)

Obtinerea unui model care serveste la determinarea capacitatii nanosistemelor
incércate cu agenti antitumorali de a penetra bariera endoteliala si livra incércatura
medicamentoasa celulelor tumorale de adenocarcinom uman colorectal dupa
administrare;

Modelul de culturd a modelelor celulare in vitro conform revendicarii 1, este
caracterizat de protocolul de cultura a celulelor tumorale de adenocarcinom colorectal
in sistemele de tip organ-on-a-chip cu sau fara bariera;

Modelul de cuantificare a capacitatii de internalizare a nanosistemelor de catre
celulele tumorale de adenocarcinom colorectal in absenta si prezenfa barierei
endoteliale conform revendicarii 1 std la baza cuantificarii nanosistemelor
nanosistemelor incarcate cu agenti antitumorali de a penetra bariera endoteliala;
Modelul de cuantificare a capacitétii nanosistemelor incércate cu agenti antitumorali
de a penetra bariera endoteliala §i livra incarcatura medicamentoasd celulelor
tumorale de adenocarcinom colorectal dupé administrare conform revendicarii 1 sté la
baza procedeului de corelare a internalizarii diferentiate de nanosisteme incéarcate cu
medicament de catre celulele tumorale in sistemele de tip organ-on-a-chip in absenta

sau prezenta barierei endoteliale;
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LEGENDA FIGURI

A.

100 pm

Figura 1. Imagini de microscopie de fluorescentd care evidenteaza citoscheletul celulelor
dupa marcarea cu faloidina-FITC (verde) si nucleii acestora (albastru) dupa cultura in

sistemele organ-on-a-chip simple (A) si organ-on-a-chip cu bariera endoteliald (B).

Organ-on-a-chip simplu
(fard barierd endoteliald)

Organ-on-a-chip cu
barierd endoteliald

Matrigel

Celule tumorale Matrigel
HT-29 & Celule tumorale Celule
: HT-29 endoteliale
HUVEC
1.Mediu sus (inlet)
2. Mediu sus (outlet)
3. GEL (inlet)
1. GEL‘ ' 4. GEL (outlet)
2. Mediu (inlet)
3. Fereastrd de 5. Mediu jos (inlet)
observare
A. 4 4. Ml;é"rj 6. Mediu jos (outletB,
7. Fereastra de observare
\, J \. J/

Figura 2. Schema privind modul de cultura al celulelor HT-29 si HUVEC in sistemele de tip

organ-on-a-chip simple (A) sau cu bariera endoteliala (B).
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Figura 3. Histograme de citomerie in flux reprezentand populatia de celule HT-29
FITC-pozitive colectate din organ-on-a-chip simple (A) si organ-on-a-chip cu bariera
endoteliala (B) netratate (stdnga) si tratate timp de 1h cu NPs polimerice-FITC (dreapta) si
media celulelor HT-29 FITC-pozitive (C) colectate din organ-on-a-chip simple si organ-on-

a-chip cu bariera endoteliald din 3 experimente independente (n=3) (**** p <0.0001).
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