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1. Domeniul tehnic in care poate fi folosita inventia

Prezenta inventie se referd la dezvoltarea unor conjugate polimerice degradabile pe baza de
poli(2-izopropenil-2-oxazolind) (PiPOx), ca sistem avansat de eliberare a doxorubicinei (DOX),
ce pot fi folosite in imuno-chimio-terapia cancerului. Principiul de eliberare a DOX, dupd
internalizarea conjugatului polimeric in celulele afectate, se bazeazid pe hidroliza selectivd a
legiturilor hidrazond in conditii fiziologice relevante de temperaturd si pH specifice locului
tumorii. Conjugatele polimerice pe bazi de PiPOx-DOX sunt sisteme avansate de administrare a
agentului chimio-terapeutic deoarece sunt concepute si isi mentind stabilitatea chimicd in
circulatia sistemicd pentru o perioadd prelungitd si sd elibereze DOX la locul tintd, dupéd
internalizarea In celulele tumorale, avidnd un efect citotoxic minim asupra celulelor sanétoase.
Acest tip de sistem de eliberare controlati a agentului chimio-terapeutic prezinta diferite cii de
endocitare, spre deosebire de difuzia pasiva prin membranele celulare caracteristici DOX libera,
fiind capabil si amelioreze unele mecanismele de rezistentd intilnite la medicamente cunoscute,

si induce moartea celulard imunogena.

2. Descrierea stadiului actual

La nivel mondial, cancerul este cea de-a doua cauzd de deces care afecteazi grav sindtatea
umani fiind responsabil pentru aproximativ 9,6 de milioane dintre cazurile de deces inregistrate
in 2018. [1] Tratamente conventionale ale cancerului includ chirurgia, chimioterapia,
imunoterapia si radiatiile, in timp ce abordérile moderne de combatere a cancerului se bazeazi pe
terapia cu celule stem, hipertermia, terapia fotodinamicd, tratamentul cu laser, si altele. [2-5]
Dintre acestea, chimioterapia, singurd sau in combinatie cu alte tratamente precum chirurgia sau
radiatiile, este cea mai utilizatd metoda terapeuticid. Chimioterapia neoadjuvanti este utilizata
pentru a micsora tumorile inainte de operafie [5], in timp ce chimioterapia adjuvanti este
utilizatd dupa interventia chirurgicald sau radiatii pentru a ucide celulele canceroase rdmase.

Chiar si asa, chimioterapia conventionald este adesea asociati cu o fereastra terapeuticd scazuti
113
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din cauza proprietétilor farmaco-cinetice slabe ale medicamentelor utilizate. [5] Totodata, agentii
chimioterapeutici folositi nu prezinta selectivitate pentru celulele tumorale §i afecteazad in cele
mai multe cazuri §i celulele sandtoase cu rate mitotice ridicate. Acestea pot duce la reactii
adverse care ridica riscul de deces la pacientii cu cancer. Severitatea efectelor secundare si
dezavantajele asociate cu formele de dozare conventionale ale agentilor chimioterapeutici,
inclusiv evacuarea renald rapida, degradarea enzimaticd, etc. pot fi ameliorate prin conjugare cu

diferite tipuri de polimeri. [6, 7]

In prezent, cea mai de succes strategie de conjugare implica atasarea agentul terapeutic pe lanfuri
polimerice de poli(etilenglicol) (PEG), cunoscutd sub numele de metoda “PEG-ilarii”. [8] S-a
demonstrat cd PEG-ilarea imbunitifeste eficacitatea terapeuticd prin protejarea agentilor
(chimio)terapeutici de sistemul imunitar i de degradarea acestora in circulafia sistemica. [9]
Astfel, au fost dezvoltate diverse aplicatii comerciale ce au la bazéd conjugate pe bazd de PEG cu
enzime, citokine, anticorpi, §i lipozomi. [10, 11] Cu toate acestea, riscurile asociate folosirii
PEG-ului, cum ar fi formarea de anticorpi impotriva PEG, hipersensibilitate la PEG si vacuolare,
ridicd anumite refineri in folosirea PEG-ildrii in continuare. [12,13] De asemenea, datoritd
structurii sale chimice PEG-ul nu permite decét introducerea a maximum doud unitéti de agent
terapeutic pe lant polimeric, ceea ce conduce la o incarcare foarte micé a conjugatelor cu agent
terapeutic.

in consecinti, au fost dezvoltate noi strategii pentru prepararea conjugatelor polimerice care au
la bazd bloc-copolimeri sau copolimeri statistici functionali ce contin in catena laterald unitati
reactive ce permit incorporarea unei cantitdfii mai mari de agent terapeutic. [14-16] Astfel,
folosind polimerizarea radicalicd liberd sau controlatd s-au sintetizat conjugate polimerice pe
bazi de poli(N-2-hidroxipropil metacrilamid#), poli(metacriloiloxietil fosforilcolind) sau
polipeptide. [7, 17-19] Cu toate acestea, reactiile de polimerizare controlatd nu asiguré un control
suficient de precis asupra distribufiei masei moleculare, sau a gruparilor terminale, acestia fiind
factori esentiali in eliberarea eficientd a medicamentului.

Poli(2-alchil/aril-2-oxazolinele) (PAOx) sunt o clasd de polimeri recent folositd in sinteza
conjugatelor polimerice, [20] ce prezintd o mai bunid biocompatibilitate si hidrofilie in fluidele
corpului, §i permit multiple posibilititi de functionalizare ortogonald in comparatie cu PEG-ul.
[21-23] Totusi, sinteza de PAOx cu masd moleculari inalti controlati este foarte dificila si chiar
imposibild 1n cazul anumitor monomeri datorita reactiilor de transfer de lan{ intrinseci care au
loc in timpul reactiei de polimerizare, limitind astfel aplicatiile in vivo, unde este nevoie de
polimeri cu masd moleculari relativ inaltd pentru o circulatie sistemici extinsi pe o perioada

prelungiti. [24]
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3. Problema tehnici

in ultimii 30 de ani, au fost raportate si studiate conjugate polimerice ce au la bazi polimeri
hidrosolubili in care medicamentul cu efect anticancerigen a fost legat de polimer prin legéturi
covalente nescindabile, legaturi ionice instabile hidrolitic sau legéturi covalente susceptibile la
hidrolizd enzimatici sau chimici simpla. Cu toate acestea, foarte putine conjugate polimerice
raportate au ajuns in stadiul clinic, datorita gradului ridicat de dificultate al procesului de sinteza
si problemelor legate de eficienta procesului de obtinere la scara (semi)industriald. De asemenea,
influenta unor parametri vitali, cum ar fi: (i) cantitatea de agent citostatic, (ii) selectivitatea in
recunoasterea materialului biologic afectat, (iii) dezvoltarea unui legéturi stabile in circulatia
sistemicd, dar susceptibild la degradare hidroliticd/enzimatica la locul tumorii, (iv) identificarea
situsului de conjugare si (v) tehnologia de conjugare, nu a fost suficient de mult studiati.
Totodata nu s-au stabilit modele si corelatii cantitative intre acesti parametri si eficienta si modul
de actiune al conjugatelor obtinute. [5] Prin urmare, existi o cerere mare pentru dezvoltarea unei
platforme de conjugate polimerice alternative, adecvati si capabila sd depaseascéd provocirile i
limitarile actuale.

DOX este un medicament binecunoscut folosit in chimioterapie pentru a trata cancerul de san,
cancerul vezicii urinare, sarcomul Kaposi, limfomul si leucemia limfocitard acutd etc. Studii
recente au demonstrat ci, desi administrarea sistemicd de agenti chimio-terapeutici este in
general imunosupresoare, tratamentele in situ cu antracicline, cum ar fi DOX i mitoxantrona,
pot induce moartea imunogend a celulelor tumorale si activa raspunsul imun antitumoral. [25]
Imunogenitatea celulelor tumorale reprezintd un factor critic pentru eficienta terapiei in cancer,
succesul anumitor terapii antitumorale fiind strans dependent de capacitatea de a induce moartea
celulara imunogend care presupune eliberarea/expunerea la suprafafa celulelor afectate a
semnalelor de pericol endogene de tip ,,damage-associated molecular pattern molecules”
(DAMP), cum ar fi HSP70, HSP90, HMGB1, calreticulina, ATP, ceea ce conduce la declansarea
unui raspuns imun anti-tumoral eficient §i la stabilirea memoriei imunologice. [26] Pentru
majoritatea terapiilor anticancer bazate pe imuno-chimio-terapie utilizarea medicamentelor sub
forma de formuléri libere, prezinta o eficien{d limitata de metabolismul si excretia lor rapida din
organism precum si de distributia slabd a medicamentelor in cadrul tumorii din cauza
aranjamentului haotic al vaselor de sdnge 1n tesutul tumoral si a presiunii interstitiale ridicate,
cauzate de lipsa eficienta a drenajului limfatic al lichidului seros infiltrat din vasele din jur. Mai
mult, toxicitatea sistemica ridicatd a medicamentelor citotoxice limiteazi beneficiile clinice ale
acestora. [27] Diferite studii au aratat ci conjugatele polimerice cu diametre hidrodinamice

adecvate, pot asigura livrarea agentilor terapeutici purtatori, preferential in tesuturile tumorale,
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datoritd efectului de permeabilitate §i retenfie crescutd a endoteliului vascular din tumori.
Polimerii previn eliberarea rapidd a agentului anti-tumoral prin filtrare glomerulard §i permit o
circulare prelungitd in sange si, astfel, o biodisponibilitate ridicatd a agentului. Mai mult, prin
legarea chimicd a agentului terapeutic de un polimer hidrosolubil se obfine o crestere a
solubilitatii agentului terapeutic insolubil sau pufin solubil in mediu apos, toxicitatea acestora
fiind redusa semnificativ. De asemenea natura legéturii chimice dintre agentul terapeutic si lantul
polimeric poate asigura eliberarea agentului terapeutic in mod tintit §i controlat in prezenta

anumitor stimuli precum pH, temperatura, sau enzime. [6, 7, 16, 19]

4. Solutia tehnica

Solutia tehnicd propusd se bazeaza pe folosirea poli(2-izopropenil-2-oxazolinei) (PiPOx) ca
polimer hidrosolubil purtdtor §i conjugarea doxorubicinei (DOX) in catena laterald a acestuia
prin intermediul unei legdturi de tip hidrazond degradabild la pH acid specific locului tumorii,
pentru a obtine un sistem injectabil de eliberare de medicament de tip conjugat polimeric folosit

in imuno-chimio-terapia cancerului.

In continuare sunt prezentate punctual rolurile componentelor sistemului de eliberare propus:

a) Polimerul PiPOx: Este un polimer functional, biocompatibil §i hidrofil asa cum s-a
demonstrat in diferite articole recente din literaturd. [28-34] Acesta poate fi sintetizat cu masa
moleculard inaltd controlatd prin polimerizare anionici adecvati aplicatiei fintd, [28] este
inert din punct de vedere chimic la umiditate, apa i oxigen in timpul depozitdrii ca pulbere
sau solutie [34], si poate fi modificat cu usurintd in conditii simple de reactie prin reactii de
deschidere de inel a gruparilor 2-oxazolind din catena laterala.

b) Gruparea de legdturd degradabild: Gruparea hidrazoni este una dintre cele mai investigate
legdturi chimice sensibile la pH acid, cu stabilitate chimicd demonstratd in circulafia
sistemica (pH 7,4). Aceastd grupare prezintd avantajul hidrolizei in compartimentele acide
lizozomale (pH 4,8) si endozomale (pH 5-6) ca urmare a procesului de internalizare in
celulele vizate. [35] Legarea covalentd a DOX in catena laterald a polimerului PiPOx prin
intermediul unui legaturi hidrazond va conduce la obtinerea de conjugate PiPOx-DOX cu
eficacitate crescutd si eliberare tintité in tesutul tumoral.

c) Agentul chimio-terapeutic: DOX legatd chimic, prin gruparea de legiturd degradabild de
polimer, va avea un efect citotoxic semnificativ scdzut in drumul acesteia cétre tesuturile
afectate, de interes, datoritd eliberdrii controlate de agent chimio-terapeutic in locurile
tumorale fintite, caracterizate de un pH usor acid fafi de tesuturile sinitoase. Mai mult,
internalizarea, traficul celular, acumularea gi locul eliberarii citostaticului pot imbunitati
eficienta chimio-terapeutica.

4013
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Solubilitatea ridicatd in fluidele corpului: Datoritd hidrofiliei ridicate §i a posibilititii de
modificare partiald, PiPOx permite controlul precis al solubilititii conjugatelor in fluidele
corporale prin varierea raportului dintre gruparile 2-oxazolina si DOX.

Stabilitatea vs. Degradabilitatea conjugatelor PiPOx-DOX se datoreazd prezentei legiturii
hidrazona ce face legitura intre DOX si catena de bazd a polimerului PiPOx. Aceste
conjugate sunt capabile si elibereze cancerostaticul din purtitor in forma sa activi, fie in
tumori, fie, mai specific, direct in celula tumorala. Legatura hidrazona asiguri o stabilitate
chimicd a conjugatului in fluidele corpului in timpul circulatiei sistemice, iar, ulterior
internalizirii, aceasta este scindati, datoritd pH-ului mai acid din tesutul tumoral, eliberand
agentul terapeutic, DOX.

Moartea celulard imunogend indusd de conjugatele PiPOx-DOX, cu mecanism §i cinetica de
internalizare si acumulare in celule, diferit fati de DOX libera, dar care poate favoriza

raspunsul imun antitumoral.

5. Avantajele inventiei in raport cu stadiul tehnicii

In continuare sunt prezentate principalele avantaje ale conjugatelor polimerice, propuse ca

sisteme de eliberare controlata:

a)

b)

<)

d)

Versatilitate in compozifia conjugatelor polimerice dezvoltate conform acestei inventii
pentru a se adresa unui interval de dozare adecvat pentru tratament.

Toxicitatea sistemicd scdzutd prin conjugarea DOX in catena laterald a polimerului PiPOx,
oferind in plus avantajul unei activitéfi eficiente prin utilizarea dozelor terapeutice mai mici.
Reproductibilitate in protocolul de sintezd ce asigurd reproductibilitate de la compozitia
initiald pana la proprietitile de material finale: specificatiile dorite ale produsului.
Hidrosolubilitatea ridicatd permite stocarea conjugatelor polimerice sub forma de pulbere si
prepararea acestora sub forma injectabild in momentul administrarii.

sd ocoleascd unele mecanisme de rezistentd intalnite la medicamentele cunoscute.
Aplicabilitate viitoare pentru sistemul dezvoltat conform acestei inventii §i pentru conjugarea
altor agenti terapeutici folosifi in tratamentul cancerului sau al altor afectiuni, in cazul in care

transportul si/sau eliberarea controlata/tintita reprezintd un avantaj.

5|13
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6. Descriere

1. In vederea obtinerii de conjugate polimerice PiPOx-DOX folosite in tratamentul cancerului
conform acestei inventii, au fost realizate multiple compozifii pe bazi de PiPOx cu grad de
polimerizare cuprins intre 100+350 si DOX ce sunt sintetizate in 4 etape care au la bazi
procedeul de obfinere dupd cum urmeaza:

In prima etapd de sintezd au fost obtinuti polimeri de poli(2-izopropenil-2-oxazolind) cu diverse
mase moleculare prin polimerizare anionicd. In a doua etapd s-a efectuat modificarea acestora,
prin reactie polimer analoagd, cu esteri ai acizilor w-mercapto carboxilici, obfindndu-se
copolimeri ce confin grupdri esterice in catena laterald (Figura la). In a treia etapd gruparile
esterice au fost supuse hidrazinolizei prin reacfie cu hidratul de hidrazind, pentru a fi
transformate in grupdri acil hidrazide (Figura 1b). In ultima etapd s-au obfinut conjugatele
polimere cu doxorubicind prin reactie in catalizatd acida a clorhidratului de doxorubicind cu
polimerii ce contineau grupdrile functionale acil hidrazidd (Figura Ic). Continutul de
doxorubicind a fost optimizat astfel incdt sd se obfind la final conjugate polimerice solubile in

apd. Conjugatul polimeric final este purificat prin precipitare §i prin cromatografie pe coloand.
Exemplu de obtinere a unei compozitii de conjugat polimeric PiPOx-DOX

Etapa 1. Sinteza de poli(2-izopropenil-2-oxazolini)

PiPOx s-a sintetizat prin procedeul de polimerizarea anionicd in solufie. Toti reactantii au fost
purificaji §i uscati folosind procedee clasice. [28, 32] Manipularea tuturor reactantilor s-a
efectuat sub flux de argon. Astfel, sub flux de argon, s-a preparat o solutie continand 10 g (95,4
mmol) de iPOx dizolvat in 50 mL de tetrahidrofuran. Solutia a fost racita la -40°C si s-au injectat
0.254 mL #»-butil litiu (0.636 mmol). Amestecul de reactie a fost mentinut timp de 10 minute la
aceastd temperaturd, iar apoi au fost addugati 5 mL de metanol pentru terminarea reactiei. in
final amestecul de reactie este lisat si se incadlzeascd la temperatura camerei, precipitat in eter
etilic si uscat in etuva de vid la 50 °C peste noapte. Prin varierea raportului molar iPOx: n-butil

litiu s-a obfinut o serie de polimeri cu grade de polimerizare cuprinse intre 100 si 350.

Etapa 2. Sinteza copolimerilor de poli(2-izopropenil-2-oxazolini) ce contin grupiri ester
metilice (PiPOx-MMP)

Copolimerul PiPOx-MMP a fost preparat prin reactia de modificare polimer analogi a PiPOx cu
metil 3-mercapto propionat. 200 mg de PiPOx au fost dizolvate in 3,4 mL N,N’-

dimetilformamidi. Peste solufia obfinuta s-au adiugat 0,2 mL metil 3-mercapto propionat.
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Amestecul de reactie a fost incilzit la 100 °C timp de 1h. In cazul in care se doreste obtinerea
unor copolimeri cu un grad de modificare mai mare se poate prelungi durata reactiei la 2 sau 3
ore. Dupd timpul adecvat amestecul de reactie s-a ricit la temperatura camerei, s-a diluat cu 2
mL de clorurd de metilen si s-a precipitat in 35 mL de eter etilic. Precipitatul obtinut a fost filtrat
si spalat pe filtru cu eter etilic. Apoi copolimerul a fost uscat in etuva de vid la 50°C peste

noapte.

Etapa 3. Sinteza copolimerilor de poli(2-izopropenil-2-oxazolind) ce contfin grupari
hidrazinice (PiPOx-H)

intr-un flacon de sticla echipat cu un agitator magnetic s-au dizolvat 160 mg PiPOx-MMP in 2,3
mL de metanol. Dupd 10 minute s-au addugat 0,5 mL de hidrat de hidrazind. Solutia astfel
obtinuti s-a lasat la amestecat la temperatura camerei peste noapte. A doua zi solventul a fost
indepartat folosind un evaporator rotativ si pulberile albe obtinute au fost utilizate in continuare

in urmaétorul pas de reactie.

Etapa 4. Sinteza conjugatelor de poli(2-izopropenil-2-oxazolind)-doxorubicinad (PiPOx-
DOX)

O solutie preparatd din 120 mg PiPOx-H, 10,5 mg clorhidrat de doxorubicin4, si 0,03 mL acid
acetic in 2 mL de metanol a fost agitatd la temperatura camerei in intuneric timp de 3 zile.
Copolimerul obtinut a fost izolat prin cromatografie pe coloana, folosind Sephadex LH-20 ca
faza stafionard §i metanol ca eluant. Conjugatul polimeric PiPOx-DOX a fost obtinut sub forma

de solid rosu solubil in apa.

2. In vederea testarii eficientei biologice §i a vizualizarii biodistributivitatii au fost efectuate
studii in vitro pe trei linii celulare tumorale de interes, mai exact RAW267.4 murin, Jurkat uman
si BI6F10 murin, pentru a evalua interactia celulard si toxicitatea conjugatelor PiPOx-DOX cu
celulele tumorale, precum s§i mecanismele de internalizare §i acumulare intracelulard in
momentul inducerii mortii celulare imune. Tehnica imunoenzimatica de tip ELISA, citometrie in

flux, microscopie si MTT au fost folosite.

Exemplu de testare a interactiei conjugatelor PiPOx-DOX cu celule tumorale

Dinamica acumuldrii conjugatului polimeric PiPOx-DOX in celule tumorale derivate din
melanom a fost evaluatd in experimente de imagistici pe celule vii. Celulele B16 F10 au fost
cultivate in camere pentru imagistica Lab-Tek II (Nunc) si incubate in conditii fiziologice
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(temperatura 37 °C, umiditate > 95%) pe parcursul experimentului, intr-un incubator ,,stage-top”
(Tokai Hit) montat pe un microscop Nikon TE-2000 motorizat. Imagini de microscopie au fost
achizitionate la fiecare 30 de minute in cite 4 pozitii pentru fiecare condifie experimentald in
contrast de fazd, pentru observarea morfologiei celulare, si in epifluorescentd pentru
monitorizarea doxorubicinei acumulate. Intensitatea medie de fluorescentd masuratd pe canalul
pentru doxorubicind in spatiile neacoperite cu celule (segmentate pe baza imaginilor de contrast
de fazd) a fost scazutd din fiecare cadru pentru a compensa semnalul fluorescent nespecific si pe
cel al doxorubicinei din mediu. Media intensitétii de fluorescentd a doxorubicinei méasurata in
zonele acoperite cu celule, obtinutd dupd scidderea semnalului fluorescent nespecific, a fost
folositd pentru monitorizarea dinamicii de acumulare a agentului antitumoral in celule.
Doxorubicina liberd se acumuleazi rapid in celule, cu localizare preponderent nuclears, atingand
un maxim la 20-24 de ore de la inceputul incubarii (Figura 2, jos — DOX 10). Ulterior, semnalul
fluorescent corespunzitor doxorubicinei incepe si scadi, datoritd mortalititii celulare ridicate. in
schimb, tratarea celulelor B16 F10 cu un conjugat polimeric PiPOx-DOX cu o concentratie de
0,29 mg/mL DOX conduce la o acumulare mai lentd, dar de lunga duratd a doxorubicinei in
celule (Figura 2, jos — PiPOx-DOX 10). O mare parte din semnalul fluorescent este localizat in
regiunea perinucleard si nu in nucleu, sugerdnd un mecanism diferit de acces in celuld
comparativ cu DOX, bazat pe endocitozd si transport activ citre organitele membranare.
Rezultatele sugereazd cid PiPOx-DOX se acumuleazad in celule sub forma conjugati, prin
mecanism diferit decit doxorubicina libera.

in plus, conjugatele nu au atins efect citotoxic de 50% in 72h pe cele trei linii celulare diferite,

nici mécar la concentratii de peste 10 ori mai mari decat echivalentul de DOX libera.
Exemplu de protocol de inducere de moarte imunogen: a celulelor tumorale

Pentru a induce moartea celulard imunogena a fost utilizata linia celulard de limfoblaste T umane
Jurkat. Celulele au fost tratate timp de 24 - 72 de ore cu DOX liberi respectiv conjugate PiPOx-
DOX cu o concentratie de DOX de 0,29 mg/mlL dupi care s-a determinat procentul celulelor
apoptotice (Anexina V+) respectiv expresia calreticulinei (CRT) la suprafata celulelor apoptotice
precum §i nivelul de HSP70 in supernatantele de culturd. Tratamentul celulelor Jurkat cu
conjugat PiPOx-DOX 10 pg/mL a indus cresterea semnificativi a procentului de celule
apoptotice care exprimd calreticulina la suprafatd precum si a secretiei de HSP70 similar
tratamentului cu DOX liberd 1ug/mL ceea ce sugereazi ci tratamentul cu PiPOx-DOX induce

moarte celulara imunogena (Figura 3).
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CONJUGATE POLIMERICE PE BAZA DE POLI(2-IZOPROPENIL-2-OXAZOLINA)
SI DOXORUBICINA PENTRU IMUNO-CHIMIO-TERAPIA CANCERULUI §I
PROCEDEU DE OBTINERE AL ACESTORA

Florica Adriana JERCA, Valentin Victor JERCA, Emilian GHIBU, Nicoleta Doriana BANU,
Elena Diana GIOL, Iuliana CARAS, Citilin TUCUREANU, Vlad Constantin TOFAN, Aurora
SALAGEANU, Valentin VASILE, Bianca PALADE

Revendicari

Prin prezentul brevet solicitam dreptul de protectie asupra:

1.

Conjugatelor polimerice PiPOx-DOX degradabile dezvoltate pentru imunochimioterapia
cancerului, caracterizate prin aceea cd: prezintd proprietdti (chimio)terapeutice si pot fi
folosite sub forma de solutii injectabile avand ca ingredient principal: (i) poli(2-izopropenil-
2-oxazolind) cu grad de polimerizare cuprins intre 100-350, modificatd chimic cu (i) 1-5%
molar DOX prin intermediul unei grupiri de legatura chimica, degradabila de tip hidrazona.
Procedeului de obtinere al conjugatelor polimerice PiPOx-DOX degradabile conform
revendicdrii 1, caracterizate prin aceea cd pot fi obfinute in 4 pasi de sintezd, iar
metodologia propusa oferd versatilitate in dozare si reproductibilitate in compozitia chimica.
Compozitiile diferite ale conjugatelor polimerice permit o dozare controlatd a agentului
antitumoral la locul tumorii.

Conjugatelor polimerice PiPOx-DOX degradabile dezvoltate conform revendicirii 1,
caracterizate prin aceea ci pot elibera agentul chimio-terapeutic DOX prin hidroliza la pH
acid in contact cu fluidele celulare in urma procesului de internalizare.

Conjugatelor polimerice PiPOx-DOX degradabile dezvoltate conform revendicarii 1,
caracterizate prin aceea cd prezintd un mecanism §i o cinetici de internalizare si acumulare
in celule, diferite comparativ cu doxorubicina liberd. Acumularea conjugatului are loc in
regiunea perinucleard, fata de acumularea in nucleu a DOX libera.

Conjugatelor polimerice PiPOx-DOX degradabile dezvoltate conform revendicarii 1,
caracterizate prin aceea ci au un efect citotoxic diminuat fatad de DOX liberd, urmeazi un
mecanism diferit de internalizare fatda de DOX liberd si pot induce moartea celulard

imunogend dupa internalizare.
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Figura 1. Sinteza conjugatelor polimerice PiPOx-DOX.
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Figura 2. Dinamica acumularii de doxorubicina liberd sau conjugatd in celulele de melanom
murin B16 F10. Sus — imagini reprezentative achizifionate in contrast de fazd (gri) si
fluorescenta (rosu) la diferite intervale de timp cu celule B16 F10 netratate — control, tratate cu
10 pg/mL doxorubicind liberda — DOX 10, PiPOx singur, sau 10 pg/mL doxorubicind conjugata
cu PiPOx — PiPOx-DOX 10; Jos — intensitatea de fluorescentd (FI) a doxorubicinei acumulate in
celule pe parcursul experimentului — interval de méasurare 30 de minute; graficele reprezinta
media (linie rosie) + SE si valorile individuale masurate (puncte gri) in cate 4 replicate / conditie.
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PiPOx neconjugat. (A) Expresia calreticulinei (CRT) la suprafata celulelor sub forma de procent
al celulelor apoptotice (Anexina V+). Rezultatele reprezinta media % a celulelor, exprimata ca
raport intre calreticulina + deviatia standard si izotipul control, din 2 experimente efectuate in
conditii similare. (B) Nivelul extracelular de HSP70 in supernatantele de culturd. Rezultatele
reprezintd media concentratieil HSP70 + deviatia standard din 2 experimente efectuate in conditii

similare.
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