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POVZETEK

Magnetni nanodelci imajo mnogo pozitivnih lastnosti, ki bi jih lahko izkoristili tudi v
biomedicini in z njimi izboljsali u¢inkovitost zdravljenja bolezni. Magnetne nanodelce
lahko oblozimo in s tem dosezemo boljSo stabilnost in moznost vezave tar¢nih molekul na
povrsino, s pomocjo magnetnega polja pa delce lahko usmerjamo ali jih segrevamo. Na
povrsino lahko dodamo tudi porozen sloj iz silicijevega dioksida, ki omogoca vgrajevanje
zdravilne u¢inkovine v pore. Z eno vrsto delcev tako lahko dosezemo ciljanje tar¢nega
organa, dostavo zdravilne uc¢inkovine, segrevanje tkiva in kontrolirano sproscanje.

Delci iNANOvative™, ki smo jih uporabili v nasih poskusih, imajo maghemitno jedro in
ovoj iz poroznega silicijevega dioksida. Prostor, ki je namenjen vgrajevanju zdravilne
ucinkovine, smo zeleli povecati, zato smo s klorovodikovo kislino delno raztopili
magnetno jedro. Ugotovili smo, da je optimalen ¢as raztapljanja 2 min 30 s, saj so bili
delci Se vedno magnetno odzivni, a so imeli hkrati v strukturi dovolj prostora za vgradnjo
zdravilne u¢inkovine.

Nato smo razvili postopek polnjenja nanodelcev z zdravilno u€inkovino. Uporabili smo
dve tezko topni modelni zdravilni u€inkovini — ibuprofen in karvedilol. Vgradili smo ju z
inkubiranjem nanodelcev v raztopini zdravilne ucinkovine. Kot topilo za pripravo
raztopine smo uporabili zmes tetradekanola in etanola ter nato spektrofotometricno
preucevali sproscanje.

Preverili smo, kakSen vpliv ima koncentracija ibuprofena v raztopini na vgrajevanje in na
koli¢ino vgrajenega ibuprofena in tudi kaksSen vpliv ima deleZ tetradekanola v raztopini na
vgrajevanje ibuprofena in karvedilola. Ugotovili smo, da tetradekanol uspesno zadrzi
spros€anje ibuprofena in karvedilola, znatnih koli¢in karvedilola pa brez tetradekanola
sploh nismo mogli vgraditi. V nekaterih primerih je tetradekanol povezoval delce, ki so
tvorili z oCesom vidne agregate, kar je ena izmed tezav, ki jo moramo resiti. V delce smo
uspeli vgraditi od 0,071 mg do 0,936 mg ibuprofena na mg delcev in od 0,052 mg do 0,185

mg karvedilola na mg delcev.

Kljuéne besede: magnetni nanodelci, magnetno ciljanje, vgrajevanje ucinkovine,

tetradekanol, teZko topna zdravilna ucinkovina



ABSTRACT

Magnetic nanoparticles have various advantages that could exploit to improve efficacy of
treatment of various diseases. Magnetic nanoparticles can be coated and, thus, better
colloidal stability can be achieved, as well as the targeting ligands can be attached to the
surface.. The nanoparticles can be guided in the body using external magnetic field
gradient and their exposure to alternating magnetic field results in local hyperthermia in
the target tissue. Addition of a porous silica shell on the magnetic core enables drug
incorporation in the pores. Thus, application of such delivery system enables simultaneous
targeting of a specific organ, drug delivery, tissue hyperthermia and the controlled drug
release.In our experiments we used iINANOvative™ nanoparticles, composed of maghemite
core coated with a porous silica shell. To increase the loading capacity of nanoparticles, we
have partly dissolved the magnetic core with hydrochloric acid. We have shown that the
optimal incubation time in hydrochloric acid is 2 min 30 s, since the nanoparticles were
still magnetically-responsive, but they had some additional space for drug loading in their
structure.

Later on we developed a method for incorporation of drugs into partially hollow
nanoparticles. We used two poorly water soluble drugs, namely ibuprofen and carvedilol.
They were incorporated in nanoparticles by incubation of particles in the drug solution in
mixture of tetradecanol and ethanol. The drug release from the particles was studied
spectrophotometrically.

The impact of ibuprofen concentration in drug solution on ibuprofen entrapment efficacy
and the impact of tetradecanol on dissolution profiles of ibuprofen and carvedilol was
studied. We found out, that tetradecanol successfully prolongs the release of both drugs.
Evenmore, carvedilol could have been incorporated in the particles only by using
tetradecanol. One of the problems that have to be addressed is bridging phenomena of
tetradecanol — in some cases tetradecanol causes formation of particle aggregates. To sum
up, we have successfully incorporated 0.071 mg — 0.946 mg of ibuprofen per one mg of

particles and 0.052 — 0.185 mg of carvedilol per one mg of particles.

Keywords: magnetic nanoparticles, magnetic targeting, drug loading, tetradecanol,

poorly soluble drug
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SEZNAM OKRAJSAV

AMF — izmeni¢no magnetno polje (angl. alternating magnetic field)
DOX - doksorubicin

HSP — proteini toplotnega Soka (angl. heat shock protein)

IBU — ibuprofen

KAR - karvedilol

PTX — paklitaksel

RGD - tripeptid arginin-glicin-asparaginska kislina

SLP — specifi¢na izguba toplote (angl. specific loss power)

ZU — zdravilna u¢inkovina
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1. UVOD

Magnetni nanodelci so kljub ve¢ kot petdesetim letom raziskav Sele v zadnjih desetletjih
pridobili na veljavi tudi na podro¢ju biomedicine. Z uporabo magnetnih nanodelcev lahko
izboljSamo varnost in u¢inkovitost zdravljenja. Raziskovanje poteka predvsem na podrocju
rakavih obolenj. Uporabljamo lahko neoblozene magnetne nanodelce, vendar je prednost
oblozenih nanodelcev (ang. core-shell particles) ta, da lahko enostavno spremenimo
njihovo povrSino in tako zagotovimo ustrezno stabilnost nanodelcev v kompleksnih
bioloskih sistemih ter omogo¢imo njihovo ciljanje. Raziskovalci pogosto proucujejo
porozne nanodelce, ki imajo lupini podobno oblogo/previeko iz silicijevega dioksida
(silike) in hkrati v notranjosti kristalinicno magnetno jedro oz. magnetni nanodelec. Jedro
takSnih delcev obicajno predstavljajo delci maghemita (y-Fe,O3) ali magnetita (Fe;Oy), saj
njihova uporaba omogoca kompromis med uporabnimi magnetnimi lastnostmi in nizko
toksicnostjo. Le-ta je zaradi Siroke uporabe nanodelcev v razli¢ne biomedicinske namene
dobro raziskana. Maghemit in magnetit sta pri regulatornih organih prepoznana kot varna
materiala [1]. TakS$ne nanodelce lahko uporabimo za pregrevanje obolelega tkiva z
disipacijo toplote na osnovi magnetne hipertermije, za ciljano dostavo zdravilnih u€inkovin
ali za diagnosticiranje, kjer magnetne nanodelce uporabijo kot T2 kontrastna sredstva pri
slikanju z magnetno resonanco. Magnetni nanodelci so tudi Siroko uporabni pri magnetni
separaciji celic iz medija, kjer celice ozna¢imo z magnetnimi delci in nato s pomocjo
magnetnega polja lo¢imo iz medija. Magnetne delce za lazjo uporabo obicajno
suspendiramo v tekocem mediju in takSno koloidno stabilno suspenzijo imenujemo
magnetna tekoc¢ina (ferofluid). Za pripravo takSne suspenzije imajo nanodelci Zelezovega
oksida premer manjsi od 15 nm, kar jim zagotavlja superparamagnetne lastnosti. Nanodelci
v tem velikostnem obmocju ostanejo dispergirani zaradi Brownovega gibanja oz. termi¢nih
fluktuacij in se magnetno ne aglomerirajo [2]. Nanodelce lahko stabiliziramo z nabitimi
molekulami na njihovi povrSini (npr. nabite povrSinsko aktivne snovi) in hidrofilnimi
polimeri, kar preprecuje aglomeriranje delcev in ohranja koloidno stabilnost magnetne

tekocine tudi v prisotnosti mo¢nega zunanjega magnetnega polja.

11.  MAGNETNE LASTNOSTI

Za razumevanje obnaSanja magnetnih nanodelcev moramo razumeti fizikalne osnove, ki

jih nato izkoriS¢amo pri njihovi uporabi. Za vse magnetne materiale je znacilno, da se



individualni atomski magnetni momenti v snovi ob postavitvi snovi v magnetno polje
jakosti H usmerijo pod vplivom zunanjega polja in pripomorejo k odzivu t.j. k nastanku
magnetnega dipolnega momenta [3]. Vse snovi so do neke mere magnetne, glede na njihov
odziv na zunanje magnetno polje pa jih razdelimo glede na susceptibilnost y [4].

Vecina materialov izkazuje zelo Sibek magnetni odziv v prisotnosti zunanjega magnetnega
polja in jih zaradi nizke magnetne susceptibilnosti pogosto poimenujemo nemagnetni
materiali. Tak$nim nemagnetnim materialom pravimo strokovno paramagnetni (zelo
majhna pozitivna magnetna susceptibilnost) in diamagnetni (zelo majhna negativna
magnetna susceptibilnost). Magnetni materiali izkazujejo urejeno stanje spinov in so
magnetni tudi brez prisotnosti zunanjega magnetnega polja. Tak§nim materialom pravimo
feromagnetni in ferimagnetni materiali. Predpona fero-/feri- se nanaSa na naravo
sklopitvenih interakcij elektronov atomov znotraj materiala [3].

Za uporabo v medicini so zanimivi predvsem feromagnetni materiali, ki imajo zelo visoko
susceptibilnost. Magnetne lastnosti fero-/feri- magnetnih materialov pa so odvisne od
velikosti delcev/kristalov, kjer z manjSanjem velikosti monodomenskih nanodelcev v
nanometrsko obmocje le-ti preidejo v superparamagnetno stanje. V tem stanju magnetni
moment celotnega delca prosto rotira zaradi termic¢nih fluktuacij, medtem ko so posamezni
magnetni momenti atomov med seboj urejeni. Superparamagnetizem je pojav, kjer se
feromagnetni oziroma ferimagnetni materiali obnaSajo kot paramagnetni v odsotnosti
zunanjega magnetnega polja. Superparamagnetni nanodelci se zelo hitro »namagnetijo« Ze
pri majhnih vrednostih zunanjega magnetnega polja in se po umiku iz zunanjega
magnetnega polja zopet obnaSajo kot nemagnetni materiali (paramagnetizem). Zaradi
visoke magnetizacije (super) in paramagnetnih oz. nemagnetnih lastnosti v odsotnosti
zunanjega magnetnega polja te materiale imenujemo superparamagnetni materiali.
Superparamagnetizem se pojavlja pri fero-/ferimagnetnih nanodelcih pod doloc¢eno kriti¢no
velikostjo nanodelcev, ki znaSa za zelezove okside priblizno 15 nm [2]. Pomembna
prednost superparamagnetnih materialov pred ve¢jimi fero-/feri-magnetnimi materiali je v
relativno enostavni pripravi koloidno stabilnih suspenzij, saj se superparamagnetni

nanodelci magnetno ne aglomerirajo.



12. PREGLED METOD VGRADNJE ZDRAVILNIH UCINKOVIN V
SUPERPARAMAGNETNE POROZNE NANODELCE SILIKE

Vsestranskost superparamagnetnih poroznih nanodelcev silike omogoca, da v delce
vgradimo tudi zdravilne u¢inkovine (ZU). Na polnjenje taksnih poroznih delcev vplivajo
tako lastnosti delcev kot ZU. Iraji S. je preucil, kako povecevanje koncentracije galne
kisline v raztopini za vgrajevanje in Cas inkubiranja vplivata na koli¢ino vgrajene ZU v
mezoporozne nanodelce silike [5]. Galno kislino je v porozne nanodelce silike vgradil
tako, da jo je raztopili v heksanu in delce inkubiral v raztopini galne kisline. Z daljSim
¢asom inkubiranja se je v nanodelce vgradilo ve¢ galne kisline. Preskusil je 6 razlicnih
raztopin s koncentracijo galne kisline od 1 mg/ml do 50 mg/ml. Ugotovil je, da koli¢ina
vgrajene ZU prencha narascati, ko koncentracija galne kisline v raztopini za vgradnjo v
nanodelce doseze 40 mg/ml. To je pripisal interakcijam med povrsino delcev in ZU.
Nanodelci so imeli na povrSini vezane proste amino skupine, ki z galno kislino, ta ima
namre¢ v svoji strukturi hidroksilno in karboksilno skupino, tvorijo vodikove vezi. Avtor
raziskave predvideva, da se je plato pri vgrajevanju ZU pojavil takrat, ko so bila vezavna
mesta za ZU na povrsini delcev zasedena [5].

V naslednji raziskavi so raziskovalci primerjali dve razlicni metodi polnjenja
mezoporoznih nanodelcev silike z ibuprofenom (IBU), ki so ga raztopili v heksanu. IBU je
primerna molekula za vgrajevanje in prirejeno sproscanje, saj preko karboksilnih skupin
tvori s silanolnimi skupinami na stenah por nanodelcev vodikove vezi [6]. Pri prvi metodi
so delce inkubirali 24 ur v raztopini IBU v heksanu. S tak§nim postopkom so vgradili 0,3
mg IBU/mg delcev. Napolnjene delce so nato prenesli v diske, ki so jih uporabili v
nadaljnjih poskusih. Pri drugi metodi so diske napolnili s praznimi nanodelci in z raztopino
IBU inkubirali celoten disk. Predvidevali so, da je postopek vgrajevanja ZU zaradi dodatne
difuzijske bariere daljsi, zato so si izbrali ¢as inkubiranja 72 ur. Tudi v tem primeru se je v
delce vgradilo 0,3 mg IBU/mg delcev. Koli¢ina vgrajenega IBU se tako ni razlikovala med
postopkoma, razlika pa se je pokazala pri spros¢anju ZU iz diskov. Ugotovili so, da se je iz
delcev, ki so bili napolnjeni po metodi 2, sprostilo v 72 urah skoraj 100 % IBU, medtem ko
se je iz delcev, ki so jih napolnili z metodo 1 v enakem ¢asovnem obdobju sprostilo le 80
% IBU. Razliko so pripisali stiskanju Ze napolnjenih delcev (metoda 1), ki zapre pore, pri
metodi 2 pa se pore zaprejo ze med stiskanjem praznih delcev, zato se ZU napolni le v

proste pore. Ob sproscanju je tako difuzijska pot sprosc¢anja enaka poti polnjenja, torej ni



novih blokiranih por. To kaze tudi na to, da je za sprosanje ZU pomembno, kdaj
izvedemo polnjenje delcev, ¢e tehnoloski postopek izdelave farmacevtske oblike vkljucuje
stiskanje delcev [6].

Poleg tega so zeleli ovrednotiti Se vpliv velikosti por na vgradnjo IBU. Najprej so
sintetizirali delce, ki so imeli dva razli¢na premera por — 2,5 nm in 1,8 nm. Ugotovili so, da
se je v obeh primerih vgradila enaka koli¢ina IBU, zato so zakljucili, da velikost por ne
vpliva na koli¢ino vgrajene ZU. Velikost por prav tako ni signifikantno vplivala na hitrost
sproscanja IBU iz nanodelcev. To so pripisali velikosti molekule, saj velikost IBU znasa le
1,0 nm x 0,6 nm [6].

Vpliv interakcije ZU z ogrodjem delcev na sproscanje so pokazali tudi Zhang in sodelavci
[7]. V mezoporozne nanodelce iz silike so vgradili telmisartan, ki s silanolnimi skupinami
na povrsini nanodelcev in v porah tvori Sibke vodikove vezi. Za primerjavo so pripravili Se
delce, ki so jim na povrSino vezali aminopropilne skupine. Amino skupina na nanodelcih
in karboksilna skupina telmisartana lahko tvorita mocne elektrostatske vezi. Rezultati so
potrdili povezavo med profilom spro§canja telmisartana in lastnostmi povrSine nanodelcev.
Iz delcev z nespremenjeno povrsino (silanolne skupine na povrsini), se je v prvih 15 min
sprostilo 96 % ZU, kar je potrdilo tezo, da so vodikove vezi med ZU in nanodelci presibke,
da bi zadrzale spro$canje. V primerjavi s profilom raztapljanja same ZU je bilo sproscanje
ZU iz nanodelcev celo hitrejSe, kar so znanstveniki pripisali dejstvu, da se je v delce
vgradila amorfna oblika ZU, ki ima vec¢jo hitrost raztapljanja kot kristalini¢na oblika [7].

V nasprotju s sproS€anjem ZU iz osnovnih nanodelcev se je ZU iz nanodelcev s
funkcionalizirano povr§ino spros$cala zadrzano. Po 45 min se je iz delcev z aminskimi
skupinami na povrSini sprostilo le 30 % ZU. Le-ta se je sproScala Se nadaljnjih 24 ur.
Spros¢anje ustreza Higutchijevi enacbi, saj je razmerje med sproS¢enim telmisartanom in
kvadratnim korenom c¢asa linearno [7].

V preglednici | smo zbrali literaturni pregled metod polnjenja nanodelcev mezoporozne
silike z ZU. V vseh primerih so v porozne nanodelce silike ZU vgradili z inkubiranjem
delcev v raztopini ZU. Najpogostejsi Cas inkubiranja je bil 24 ur [3, 4, 6, 7]. V primeru
vgrajevanja telmisartana so vzorec med inkubiranjem Se sonicirali, saj so s tem Zzeleli
povecati vgrajeno koli¢ino ZU [7]. Pri nekaterih metodah so po polnjenju tudi spirali
povrsino nanodelcev [5, 8, 9]. Nanodelce, ki so jih inkubirali z galno kislino, so od medija
locili s centrifugiranjem in nato spirali z etanolom. Postopek spiranja so ponovili trikrat

[5]. Delce z daunorubicinom so prav tako od medija locili s centrifugiranjem, jih nato z



etanolom sprali trikrat in posusili pod znizanim tlakom [8]. Tudi delce s celastrolom so
centrifugirali in spirali s cikloheksanom. V tej raziskavi je bil delez vgrajene ZU glede na
maso delcev zelo majhen, saj je znaSal le 3 %. Tak rezultat so raziskovalci pripisali

funkcionalnim skupinam na povrSini. Nanodelci so imeli na silanolne skupine vezane

sladkorje, ki so verjetno blokirali pore med polnjenjem [9].

Preglednica I: Pregled metod polnjenja mezoporoznih nanodelcev iz silike z ZU in najvecji deleZi vgrajene ZU.

Nacin Cas . Najvecji masni .
(Modelna) ZU polnjenja inkubiranja ST delez vgrajene ZU vir
.. inkubiranje v .
galna kislina raztopini ZU 24 in 48 ur DA 0,46 [5]
IBU inkubiranje v .
raztopini ZU 24 in 72 ur NE 0,3 [6]
Inkubiranje v
telmisartan raztopini ZU in 10 ur NE 0,6 [7]
soniciranje
daunorubicin | Pkubiranje v 24 ur DA 0,08 [8]
raztopini ZU
inkubiranje v
celastrol raztopini ZU 24 ur DA 0,03 [9]

1.21. UPORABA MAGNETNIH NANODELCEV'V BIOMEDICINI

Ena izmed najpomembnejsih lastnost magnetnih delcev je, da delce lahko s pomocjo
izmeni¢nega magnetnega polja (angl. alternating magnetic field, AMF) segrevamo. Temu
pojavu pravimo magnetna hipertermija. Prve omembe zdravljenja s hipertermijo segajo
presenetljivo dale¢ v zgodovino. Obstajajo zapisi, da so Ze prebivalci Starega Egipta
tumorje zdravili s segretimi palicami. Moderna znanost je uporabo hipertermije obudila v
60. letih prejSnjega stoletja, ko so raziskovalci opazili obcutljivost presajenih misjih
tumorjev na povisano temperaturo [10].

Hipertermija je definirana kot zmeren dvig temperature nad telesno temperaturo [10]. Z
uporabo hipertermije zelimo doseci lokalno segrevanje tkiva, ki bi unicilo rakave celice in
hkrati ¢im manj poSkodovalo zdrave celice. Segrevanje bi lahko lokalno omejili tako, da bi
za segrevanje uporabili magnetne delce, ki jih dostavimo v rakavo tkivo. Raziskovalci
hipertermijo pogosto omenjajo kot komplementarno metodo k ustaljenim pristopom
zdravljenja, saj bi tako lahko unicili tudi rakave celice, ki so odporne na kemoterapevtike
in obsevanje. Smrt celic lahko povzro¢i izpostavitev temperaturam, ki so visje od 42 °C,
njihovo prezivetje pa je odvisno tako od temperature kot od Casa izpostavitve poviSani
temperaturi. Kljub obSirnim raziskavam mehanizmi celi¢ne smrti $e niso povsem poznani.

Pri temperaturah, ki so nizje od 45 °C, je smrt celic posledica apoptoze, pri visjih




temperaturah pa nekroze. Slednji mehanizem nekateri raziskovalci imenujejo
termoablacija, vendar pa ostre lo¢nice med hipertermijo in termoablacijo ni [10]. Apoptoza
je posledica porusenja homeostaze, ki se zgodi zaradi denaturacije in agregiranja
proteinov; spremeni se tudi viskoznost celicnih membran, kar spremeni transport snovi ¢ez
membrane. To bi lahko izkoristili za izboljSano dostavo ZU. Hipertermijo lahko uporabimo
tudi za drugacen namen, in sicer lahko tumor segrevamo na nekoliko nizjo temperaturo
(39-42 °C), kar poveca pretok krvi in oksigenacijo tumorja ter omogoca izboljSano dostavo
ZU [10].

Obstaja tudi pojav pri uporabi hipertermije v terapiji, ki ga imenujemo termotoleranca. Ce
celice izpostavimo povisanim temperaturam v obmocju do 45 °C, se le-te na takSno okolje
prilagodijo. Raziskovalci poro€ajo, da se lahko termotoleranca pojavi Ze po polurnem
segrevanju tkiva. Obi€ajno je le-ta odraz sinteze proteinov toplotnega Soka (angl. heat
shock proteins, HSP), poleg tega pa se aktivira sinteza proteinov, ki jih celica potrebuje za
okrevanje po izpostavitvi povisani temperaturi. HSP preprecujejo apoptozo in agregiranje

proteinov ter pomagajo, da se proteini ponovno zvijejo v nativno konformacijo [10].

122 [ASTNOSTI MAGNETNIH NANODELCEV ZA UPORABO PRI HIPER TERMLUI

Pri nartovanju nanodelcev za uporabo pri hipertermiji je pomembno, da sintetiziramo
magnetne nanodelce, ki omogocajo ¢im vecjo specificno izgubo toplote (angl. specific
loss power, SLP), saj je tudi najvecja koli¢ina delcev, ki jo lahko injiciramo, omejena.
Eden izmed nacinov, kako doseZemo optimalno segrevanje tkiva je, da imajo delci ¢im
ozjo porazdelitev velikosti. Skupina raziskovalcev pod vodstvom Gonzalesa-Weimullerja
je proucevala vpliv velikosti delcev na SLP [11]. Uporabili so nanodelce Zelezovega
oksida s premeri od 4,6 nm do 11,2 nm. Vzorce delcev so izpostavili AMF z amplitudami
12,4 - 24,5 kA/m. Ugotovili so, da se SLP poveca z veCanjem amplitude magnetnega polja
in da je odvisna tudi od premera delcev. Pri konstantni amplitudi magnetnega polja 24,5
kA/m so preverili vpliv velikosti delcev na SLP. Ugotovili so, da imajo najvecji SLP pri
danih pogojih delci s premerom 12,5 nm. To sovpada z rezultati izraCunov, saj je za dane
pogoje najvecji izraCunan SLP pri nanodelcih premera 11,2 nm in delci, pri katerih so
dolocili najvecji SLP so bili po velikosti najblizji teoreti¢ni vrednosti optimalne velikosti
delcev. 1z teh rezultatov lahko sklepamo, da je SLP odvisna od premera delcev, zato lahko
z ozanjem porazdelitve velikosti delcev povecamo SLP, prav tako pa si pri nacrtovanju

lastnosti delcev lahko pomagamo z matemati¢nimi izracuni [11].



Na segrevanje pod vplivom zunanjega magnetnega polja vpliva tudi oblika delcev.
Raziskovalna skupina Di Corata je primerjala SLP delcev razli¢nih oblik in razlicne
zgradbe [12]. SLP delcev so raziskovali tudi v bioloskem okolju celicne linije raka
jajénikov. PreucCevali so SLP delcev razli¢nih velikosti delcev (od 10 nm do 25 nm), ki so
bili razli¢nih oblik in zgradb. Uporabili so maghemitne delce (sferi¢ni, kubicni, ve¢jedrni
delci), sfericne delce kobaltovega ferita in kompozitne nanodelce iz maghemita in zlata.
Celice so najprej inkubirali s sferi¢nimi nanodelci maghemita in dve uri po dodatku delcev
celicam merili SLP. Ta se je s ¢asom zmanjSeval, kar je pokazalo, da so vrednosti
izmerjene v vodnem okolju drugacne od tistih, ki so jih izkazovali delci v bioloskem
okolju (celi¢na kultura).

Nato so dolocili SLP za vse vzorce v vodnem okolju, na membrani celic in v celicah.
Padec SLP ni bil odvisen od polozaja delcev v celici, saj se je zmanjSal tako za delce na
celi¢ni membrani kot tiste, ki jih je celica ze privzela. Padec SLP je bil odvisen od oblike
delcev, saj je bil najmanjsi pri sferi¢cnih maghemitnih delcih in kompozitnih delcih iz
maghemita in zlata, kjer se je v obeh primerih zmanjSal za polovico glede na meritve v
vodi. Najvecjo razliko so ugotovili za delce kobaltovega ferita in skupke maghemitnih
delcev, kjer se je SLP zmanjSal za desetkrat. Raziskovalci zmanjSanje SLP pripisujejo
povecanim interakcijam med delci, ki so v celicah zdruzeni v veziklih in hkrati prisotni v
celicnem okolju, ki je glede na vodo bolj viskozno [12]. Raziskovalci Sadat et al. so zeleli
interakcije med delci ovrednotiti tako, da so primerjali segrevanje samih delcev s
segrevanjem delcev, ki so jih stabilizirali s poliakrilno kislino ali jih vgradili v polistirenski
nosilec, s ¢imer so zagotovili majhne razdalje med delci. Ugotovili so, da se z
zmanjSanjem razdalje med delci zmanjSa SLP delcev. Razdalje med delci so raziskovalci
zmanjSali tudi tako, da so povecali koncentracijo delcev v ferofluidu. Tudi to je povzrocilo
zmanjSanje SLP [13].

Magnetni nanodelci lahko vstopijo tudi v celice, na kar vplivajo tako povrSinske lastnosti
kot oblika delcev. Raziskovalci so sintetizirali maghemitne delce velikosti 30, 50, 70 in
120 nm, ki so jih prekrili s slojem silicijevega dioksida in opazovali njihovo sposobnost
prehoda v celice. Njihove lastnosti so primerjali z lastnostmi delcev s premerom 20 nm in
50 nm, ki so imeli na povrsini vezan dekstran. Ugotovili so, da se je po 2 h inkubiranja
velik delez delcev nahajal v celicah. Pregled pod elektronskim mikroskopom je pokazal, da
so se delci nahajali v veziklih, kar kaZe na aktiven privzem delcev v celice. Ugotovili so

tudi, da obloga silike pripomore k ve¢jemu privzemu delcev v celice [14].



123 HIPERTERMIA Z MAGNETNIMI NANODELCT NA CELICNIH IN ZIVALSKIH
MODELIH

Magnetne delce je velika vecina raziskovalcev v tumorje injicirala. Cilj razvoja magnetnih
nanodelcev pa je, da bi nanodelce s pomocjo magnetnega polja lahko vodili do tumorjev,
kjer bi nato vstopili v celice. Dostavni sistemi, ki so jih raziskovalci uporabljali za vnos
magnetnih nanodelcev, in nato opazovali njihov uinek na zmanjSevanje velikosti
tumorjev, so zelo raznoliki. Ena izmed zanimivejsih idej je vgradnja ferofluida v implantat,
ki nastane in situ po injiciranju formulacije v tumor. Tak pristop je primeren predvsem za
tumorje blizu povrsine telesa, ker so le-ti za injiciranje lahko dostopni. Implantati so
primerna reSitev tudi zato, ker lahko z njihovo uporabo povzro¢imo embolijo in tako
prekinemo dotok krvi v tumorsko tkivo, hkrati pa lahko na mestu implanta z uporabo AMF
povzro¢imo lokalno segrevanje tkiva [15].

Z magnetno hipertermijo lahko nadzorujemo tudi spros¢anje ZU. ZU lahko vgradimo v
trdne lipidne nanodelce v katere smo vgradili magnetne nanodelce. Magnetni nanodelci, ki
jih izpostavimo AMF, povzrocijo segrevanje trdnih lipidnih nanodelcev, kar povzroci
taljenje lipidov in omogo¢i difuzijo ZU iz delcev. Raziskava je pokazala, da so taksni
nanodelci biokompatibilni, saj niso povzro€ili hemolize ter aktivacije trombocitov in
komplementa; pokazali so tudi, da s pomocjo hipertermije pa celice tudi ubijamo. Trdni
lipidni nanodelcih iz gliceriltrimiristata so imeli v jedru vgrajene nanodelce Zelezovega
oksida. V poskusu na celi¢ni liniji raka debelega crevesja so ugotovili, da je po izpostavitvi
hipertermiji prezivelo le 52 % celic v primerjavi s kontrolnimi vzorci celic, ki so jih
inkubirali le z nanodelci [16].

Obstaja pa ze kar nekaj Studij na Zivalskih tumorjih, kjer so tak$ne nanodelce injicirali v
tumorje. Dennis s sodelavci je miSim injiciral magnetne nanodelce v tumorje raka prsi in
prouceval ucinkovitost zdravljenja s hipertermijo [13]. Rezultati, ki so zbrani v preglednici
I, so pokazali, da z naras¢anjem amplitude AMF raste tudi maksimalna temperatura (Tax)

v tumorjih, ki zavre njihovo rast.

Preglednica II: Rast tumorja brez in z izpostavitvijo magnetni hipertermiji [13].

. Cas izpostavitve Odmerek Cas, v katerem se je
Amplituda . . C e Trax . .
AMF [kA/m] pogojem h;pertermlp injiciranih delc;,ev ©C) VCllkOS} tumorja
[min] 4,98 mg/cm podvojila (dan)
31,8 15 DA 371 4+2
43,8 15 DA 47 +3 10+6
55,7 10 DA 52+3 50+ 15
43,8 20 NE 40+2 5+£2
0 0 NE / 2,3+0,7




Tudi izpostavitev tumorjev samemu magnetnemu polja je zavirala rast tumorjev, za kar so
vzrok vrtin¢ni tokovi v tkivu, ki nastanejo zaradi visoke amplitude AMF. To povzroci
nespecificno in nezeleno segrevanje tkiv. TakSno segrevanje je nasprotno temu, kar zelimo
doseci z magnetnimi nanodelci. Rezultati kazejo, da je uporaba hipertermije smotrn pristop
k zdravljenju rakavih obolenj, vendar morajo imeti delci visok SLP, ki omogoc¢i zadostno
lokalno segrevanje tkiva, saj je zaradi nespecifi¢nega segrevanja tkiv pri izpostavitvi AMF
povecCevanje amplitude AMF omejeno [17].

Du in sod. so preverjali, kakSen je vpliv hipertermije na rast jetrnih tumorjev pri kuncih
[18]. Magnetitne nanodelce z nespremenjeno povrsino, premerom 10 nm in s koncentracijo
100 mg/ml so injicirali v tumor jeter. Zeleno temperaturo so dosegli po 5-10 min in nato
tumor segrevali nadaljnjih 30 min. Velikost tumorja so merili 14 in 28 dni po injiciranju
delcev. Spremljali so tudi temperaturo in ugotovili, da je temperatura na robu in v sredici
tumorja hitro porasla; temperatura pa je narasla tudi 1 cm od roba tumorja v zdravem tkivu,
vendar je bila le-ta Se vedno 10 stopinj nizja od tiste v tumorju. Kljub temu je tak dvig
temperature v zdravem tkivu lahko nevaren za zdrave celice, saj lahko povzroc¢i nekrozo
zdravih celic. Prvi in zadnji dan poskusa so preverili tudi lokacijo delcev. Ugotovili so, da
so ostali v jetrih in niso potovali po telesu. Kot je razvidno iz rezultatov strnjenih v
preglednici III, je hipertermija povzro€ila nekrozo tumorskega tkiva in enakomerno
razporeditev delcev v tumorju. Zdravljenje s hipertermijo je bilo Se posebej ucinkovito, ko

so ga po petih dneh ponovili, saj je bila nekroza tumorskega tkiva v tem primeru skoraj

popolna [18].
Preglednica I1I: Vpliv magnetnih nanodelcev na tumorje jeter kuncev [18].
Injicirana tekoCina AMF, 30 min Razporeditev delcev | Nekroza tumorskega tkiva
Fizioloska raztopina NE / Minimalna
Magnetna tekoc¢ina NE Vedji skupki Minimalna
DA
Magnetna tekocina - takoj po Manjsi skupki Vecja podrocja nekroze
injiciranju
DA .
.. S Homogeno Skoraj popolna nekroza
Magnetna tekocina -takoj po injiciranju .o . .
in &ez 5 dni porazdeljeni skupki tkiva

V naslednji Studiji so na misjem modelu preskusili u¢inkovitost injiciranih delcev na rast
tumorjev malignega melanoma. Nanodelce so vgradili v liposome s pozitivnim nabojem, ki
imajo desetkrat vecjo afiniteto za vstop v tumorske celice v primerjavi z liposomi brez
naboja, saj je naboj celiénith membran negativen. Z enako vrsto delcev je druga skupina

raziskovalcev in vitro dokazala, da poviSanje temperature povzroci smrt celic in indukcijo




imunskega sistema, rezultate pa so preveriti tudi in vivo. Poskus so izvajali na Stirih
skupinah mi$i. V vsaki skupini je bilo deset zivali. Opazovali so tudi temperaturo v
zdravem tkivu 0,5 cm od roba tumorja in ugotovili, da je temperatura pri segrevanju
tumorja na 46 °C narasla do 37 °C, kar je za zdravljenje sprejemljivo. Ugotovitve so

zbrane v preglednici IV [19].

Preglednica IV: Vpliv magnetne hipertermije rast tumorjev in sintezo HSP [19].

Skupina | MAGNETNO POLJE RAST ZIVE ZIVALI PO HSP [ng/mg
zivali Tar¢na temperatura [°C] TUMORIJEV 120 DNEH tumorskega tkiva]
/ . 0 (vse mrtve po
| / Linearna 30 dneh) 0,17+0,06
DA, 30 min 7 dni zavrta rast
II tumorjev, nato 0 (V:g :111112;,1;: po 1,6 £0,2
43 °C linearna
DA, 30 min 4/10 misi brez
11T tumorjev, ostale 3 1,3+0,1
46 °C razli¢na rast
DA, 30 min
5. dan dodatno injiciranje o
IV in hipertermija 9/10 misi brez 6 /
tumorjev
46 °C

Studija je $e posebej zanimiva, ker so opazovali tudi izrazanje HSP, ki je bilo najvecje pri
segrevanju tumorjev na 43 °C. Rezultat kaze, da je bila vzrok celi¢ne smrti pri segrevanju
tumorja na 46 °C nekroza, saj HSP izrazajo Se Zive celice v boju proti poviSani
temperaturi. Rezultati tudi dokazujejo, da je termotoleranca pojav, ki lahko zmanjSa
uc¢inkovitost zdravljenja [19].

Glede na izsledke predhodnih raziskav so preverili tudi, ali zdravljenje s hipertermijo
spodbudi delovanje imunskega sistema. Zivalim, ki so v poskusih iz preglednice IV
prezivele, so ponovno implantirali rakave celice. Rakave celice pa so vsadili tudi skupini
zivali brez raka, ki niso sodelovale v predhodni raziskavi. Opazovali so razvoj tumorjev v
obeh skupinah. Po Sestih dneh so se pri vseh prej zdravih zivalih razvili tumorji, medtem
ko je 66 % ze predhodno ozdravljenih Zivali zavrnilo tumorske celice. Te zivali tudi po
enem mesecu niso razvile tumorjev, kar potrjuje njihovo hipotezo, da imunski sistem po

ozdravitvi prepozna celice malignega melanoma in jih u¢inkovito odstrani [19].

1.2.4. KLINICNE STUDIE IN UPORABA HIPERTERMIJE PRI LJUDEH

Spodbudni rezultati Studij na Zivalih so prinesli tudi klini¢ne S$tudije in celo prva

zdravljenja z magnetno hipertermijo. Hipertermija ni nov nacin zdravljenja, saj
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raziskovalci in zdravniki Ze dlje asa uporabljajo za segrevanje tumorjev aplikatorje, ki s
pomocjo elektromagnetnega valovanja dovedejo energijo in tako segrevajo podrocje
tumorja. Zelo pogosto omenjajo uporabo hipertermije za zdravljenje raka dojk. Nizozemski
raziskovalci so spremljali 248 bolnic z recidivnim rakom dojk, ki ga ni bilo mogoce
operirati. Rezultati zdravljenja s hipertermijo so bili nekoliko slabsi kot pri danes
uveljavljenem operativnem zdravljenju, vendar se zapleti po operativnem zdravljenju
pojavijo pri 41 % bolnikov. Prednost uporabe hipertermije so bili zelo blagi nezeleni
ucinki. Predvsem je segrevanje povzrocilo opekline in to kar pri 57 bolnikih od 248. Trije
od njih so imeli tudi subkutane opekline, vendar so se vse pozdravile spontano [20].

V zadnjih letih pa so se pojavile ze prve klini¢ne Studije, v katerih so za segrevanje
tumorjev uporabili magnetne nanodelce. V vseh klini¢nih Studijah z magnetnimi nanodelci
so uporabili delce istega nemskega proizvajalca, ki se ze uporabljajo za zdravljenje in so
registrirani kot medicinski pripomocek [21, 22, 23]. Delci so sestavljeni iz treh glavnih
komponent: magnetitnega jedra, ki je obdano z oblogo iz silicijevega dioksida, ta pa ima na
povrsini vezane aminske skupine. Premer delcev v vseh zgoraj omenjenih raziskavah je
znaSal 12-15 nm, koncentracija Zeleza v ferofluidu pa je bila 112 mg/ml. Prav tako so vsi
uporabili isto frekvenco magnetnega polja (100 kHz), temperaturo pa so uravnavali s
spremembo amplitude magnetnega polja.

Podjetje MagForce® med drugim izvaja klini¢ne Studije za zdravljenje raka prostate. 10
pacientov s ponovitvijo raka prostate se je odlocilo, da bodo sodelovali v klini¢ni Studiji
faze 1. Ferofluid so pacientom injicirali v prostato skozi presredek, termoterapijo pa so
izvedli Sestkrat s tedenskimi razmiki. Med zdravljenjem so v tumorju Zeleli doseci
temperature v obmocju 42-46 °C. Za zdravljenje so uporabljali amplitude magnetnega
polja med 4 kA/m in 5 kA/m, ki so jih bolniki $e lahko prenaSali, medtem ko so vecje
amplitude in s tem vi§je temperature povzroc€ile peko¢ obcutek ali topo bolecino v obmocju
presredka in dimelj. Prav tako se je v tem predelu pri nekaterih pacientih temperatura na
povrsini koZe dvignila vse do 44 °C. Dolocili so tudi ¢as v katerem je bilo ve¢ kot 90 %
prostate podvrzene temperaturi 43 °C ali veC, saj je pri hipertermiji pomemben cCas
izpostavitve tkiva poviSani temperaturi. Ta Cas se je zelo razlikoval od pacienta do
pacienta, povprecen Cas je znaSal 7,8 min, variiral pa je vse od 3,5 min do 136,4 min.
Rezultati kaZejo, da je bila temperatura tkiva zelo heterogena in ve¢inoma veliko nizja, kot

je bilo Zeleno in potrebno [21].
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Se vedji del raziskav pa je usmerjen na podrodje mozganskega raka, glioblastoma
multiforme, ki je zelo hitro napredujo¢ in zelo tezko ozdravljiv. Pri novo odkritem raku
zdravljenje poteka po ustaljenem postopku, saj gre za operativno odstranitev tumorja,
obsevanje in soc¢asno dajanje temozolomida. Pri ponovnem pojavu tumorja se zdravljenje
razlikuje od primera do primera, saj ni uveljavljenih smernic. Nemski raziskovalci so
izvajali klini¢no fazo II na treh bolnikih za zdravljenje glioblastoma tako, da so magnetne
delce injicirali v tumor ob socasni kemoterapiji ali obsevanju. Delce so injicirali na vec
mest, da so dosegli ¢im bolj homogeno razporeditev delcev v tumorskem tkivu. Po smrti so
paciente pregledali in ugotovili, da so se nanodelci zadrzali na mestu injiciranja, okrog njih
pa je bilo nekroti¢no podroc¢je. Magnetni nanodelci so se vecinoma nahajali v makrofagih
in manj v celicah tumorja, kar kaze, da je vstop delcev v tumor omejen. Pri dveh sta bili
najvi§ji izmerjeni temperaturi med zdravljenjem 49,5 °C in 65,6 °C, eden pacient pa je med
Studijo zaradi bolezni umrl [22].

Predstavili so tudi rezultate drugega dela klinicne faze Il zdravljenja glioblastoma z
magnetnimi nanodelci, ki so ga izvedli na 59 pacientih. V raziskavi so obsevanje zdruzili z
dodatnimi Sestimi zdravljenji z enourno hipertermijo dvakrat tedensko. Glede na volumen
tumorja so injicirali od 0,5 ml do 11,6 ml (povprec¢no 4,5 ml) magnetne tekocCine, kar
povpreéno znese 0,28 ml ferofluida na cm® tumorja. Srednja temperatura med zdravljenjem
je znasala 51,2 °C in maksimalna 82 °C [23].

Kot primarnega pokazatelja u¢inkovitosti klini¢ne Studije so dolocili preZivetje po diagnozi
prve ponovitve bolezni. Z dodatno uporabo hipertermije so preZivetje izboljsali iz 6,2
meseca na 13,4 mesecev. Sekundarni pokazatelj u€inkovitosti zdravljena je bilo prezivetje
po prvi diagnozi tumorja. Ta je s 14,6 mesecev ob soCasni uporabi magnetnih nanodelcev
narasla na 23,2 mesecev. Ugotovili so, da na primarni pokazatelj u€inkovitosti zdravljenja
signifikantno vpliva samo velikost tumorja ob vstopu v zdravljenje in ne lokacija ali
prejSnja zdravljenja [23].

Opazovali so tudi neZelene ucinke, ki so navedeni v preglednici V. Glavoboli so bili blagi
in so izzveneli po koncu terapije razen pri treh bolnikih, pri katerih so morali terapijo
zaradi bole€in prekiniti. Zaradi pojava kréev predlagajo, da bi terapijo kombinirali z
uporabo antiepilepitikov, saj so epileticni napadi pri bolnikih z mozganski tumorji pogosti.
Samo dvema (3,0 %) so se napadi kréev ali motoricne motnje med ¢asom terapije pojavili

prvic, tako da so zakljucili, da so bolniki terapijo dobro prenasali [23].
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Nemsko podjetje MagForce® zdravljenje z magnetnimi nanodelci izvaja v petih nemskih
klinikah, imajo pa dovoljenje za zdravljenje na obmocju Evropske unije. Izvajajo tudi novo
klini¢no Studijo, ki primerja ucinkovitost monoterapije z nanodelci s kombinacijo z
obsevanjem pri bolnikih s ponavljajo¢im glioblastomom. Ta raziskava je v teku, vanjo pa
je vkljucenih 269 pacientov [24].

Preglednica V: NeZeleni ucinki, ki so se pojavili ob zdravljenju moZganskega tumorja z magnetno hipertemijo.

Nezeleni ucinek POGOSTOST
Znojenje med terapijo 33 (50 %)
Obcutek toplote na mestu nanodelcev 31 (47 %)
Kréi 15 (22,7 %)
Motori¢ne motnje 14 (21,2 %)
Tahikardija 12 (18,2 %)
Spremembe krvnega tlaka 10 (15,1 %)
Hipotonija 7 (10,6 %)
Hipertonija 3 (4,5 %)
Glavobol 9 (13,6 %)
Telesna temperatura preseze 38 °C 6 (9,1 %)

1.3, MAGNETNO USMERJANJE NANODELCEV

Poleg uporabe v magnetni hipertermiji lahko magnetne lastnosti delcev izkoristimo tudi za
njihovo magnetno usmerjanje [25]. Delci se pri pasivnem ciljanju zadrzijo na mestu
tumorja, ker ima slednji hitro rasto€e Zilje, to povzroci nastanek defektov v zgradbi zilne
stene, poleg tega je okrnjena tudi limfna drenaza v obmocju tumorja, kar delcem omogoca
povecan prehod in zadrzevanje v tumorju. Temu pojavu pravimo ucinek povecane
prepustnosti in zadrZevanja. Stevilo raziskav pri katerih so tumorje ciljali s pomogjo
magnetnega polja je zelo majhno in omejeno na zivalske modele [26]. Pri usmerjanju igra
klju¢no vlogo velikost delcev, saj se z magnetnim usmerjanjem vecji delci zaradi vecje
magnetne odzivnosti laZje gibljejo nasproti toku krvi. Skupki magnetnih nanodelcev s
premerom do 1 um se pri tem odrezejo Se posebej dobro [3].

Razliko med pasivnim, aktivnim in magnetnim ciljanjem tumorjev je prouceval Schleich s
sodelavci [26]. Magnetne nanodelce so vgradili v ve¢je polimerne delce in zraven vgradili
Se paklitaksel (PTX). Aktivno ciljanje so dosegli z vezavo liganda na povrsino delcev, ki je
prepoznal specificno molekulo/makromolekulo na povrSini rakavih celic. V omenjeni
Studiji so raziskovalci vezali tripeptid arginin-glicin-asparaginska kislina (RGD) na delce,
ki so tako prepoznali integrin a,Bs;, ki je prekomerno izrazen na povrSini endotelija

novonastalega tumorskega zilja ter na povrSini tumorskih celic. Preverili so tudi, ali
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magnetno usmerjanje delcev v tumor s stalnim magnetnim poljem poveca nalaganje delcev
V tumorju.

Ugotovitve, ki so zbrane v preglednici VI, kazejo, da so delci s PTX ucinkovito zavirali
rast tumorjev. Vsi delci, ki so aktivno ali magnetno ciljali tumor, so bili bolj u¢inkoviti od
pasivnega ciljanja. Razlike v u€inkovitosti med aktivnim ciljanjem na tar¢ne molekule in
magnetnim ciljanjem so bile zelo majhne. Ko so skupaj uporabili oba pristopa ciljanja, je
bil Cas prezivetja najdaljSi. Tako so sklenili, da je soCasna uporaba aktivnega in

magnetnega ciljanja obetaven pristop za zdravljenje tumorjev [26].

Preglednica VI: Primerjava uéinkovitosti razlicnih nacinov ciljanja tumorjev na mi§jem modelu raka debelega
Crevesa [25].

Skupina misi .. Povprecni Cas prezivetja od
(6 zivali) R zacetka zdravljenja [dan]
otz dhusine Fosfatni pufer 1?6(3;101 Z magnetnimi 10
e sl V delcih vgraj en PTX in magnetna 13
jedra.
. e V delcih vgrajen PTX in magnetna
Ao GliEme jedra, dodatno na povr$in RGD peptid. 14,7
Magnetno ciljanje* V delcih vgrajen PTX in magnetna 15
jedra.
Aktivno in magnetno V delcih vgrajen PTX in magnetna 215
ciljanje* jedra, dodatno na povr$in RGD peptid. ’

* ciljanje z vzpostavitvijo magnetnega polja z uporabo magneta nad tumorjem)

V podobni Studiji so Zhang in sodelavci delce s pomocjo permanentnega magneta usmerili
na mesto tumorja [27]. Sintezirali so mezoporozne hidrofilne nanodelce, ki so imeli v votli
notranjosti prostor za ZU in manjSe nanodelce magnetita, ki so bili obdani z oblogo iz
silicijevega dioksida. Naprej so na celi¢ni liniji doloc¢ili vrednosti IC50 doksorubicina
(DOX) v razli¢nih formulacijah, s katero so Zeleli ovrednotiti razlike v koncentraciji DOX,
ki je zavrl rast celic hepatocelularnega raka za polovico (IC50). Ugotovili so, da je IC50
samega DOX 0,7 pg/ml, v nanodelcih pa se je le-ta zmanjSala na 0,25 pg/ml, z
izpostavitvijo magnetnemu polju pa je padla na 0,12 pg/ml. 1z IC50 vrednosti vidimo, da
lahko s spremembo dostavnega sistema izboljSamo ucinkovitost zdravljenja. Vecjo
ucinkovitost DOX v nanodelcih so pripisali temu, da se je ZU sproscala prirejeno.
IzboljSanje je bilo Se bolj o€itno pri izpostavitvi magnetnemu polju, ki je pomagalo pri
specificnem nalaganju delcev v tumorju.

Ucinkovitost zdravljenja so nato preverili Se in vivo na misih, ki so jim na bok vsadili
hepatocelularne tumorje. Proucevali so dveh odmerkov DOX in kot referen¢ni formulaciji

uporabili fizioloSko raztopino in nanodelce brez ZU. ZU so tudi vgradili v nanodelce, ki so
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jih s pomocjo magneta usmerili na mesto tumorja. Rezultati so prikazani na sliki 1 in
kazejo, da lahko magnetne nanodelce z magnetom ucinkovito zadrzimo na mestu tumorja

in hkrati izboljSamo ucinkovitost zdravljenja [27].

- fizioloska raztopina
==
a) e —a— nanodelci brez ZU b)
b DOX lmg/kg
— 2500y~ DOX 2 mg/kg
nanodelei z vgrajenim DOX (1 mg/kg)
é 2000 ]—— nanodelei z vgrajenim DOX (2 mg/kg)
= nanodelei z vgrajenim DOX (1 mg/kg)
.% 4508 + magnetno polje
: o
d v
= 1000 //;/
: =
500 -
= e ——a—
S — QJ
g o il
T T u T T nizka visoka
0 5 10 15 20 brez magnetnega polja magnetno polje

¢as [dan]

Slika 1: Ucinkovitost zdravljenja (vpliv na velikost tumorja) z DOX v razli¢cnih odmerkih in razli¢nih
formulacijah ter vpliv magnetnega ciljanja, b) vpliv magnetnega polja na lokacijo delcev v organizmu
Povzeto po: Zhang s sod. [26].

2. NAMEN DELA

Magnetni nanodelci predstavljajo aktualno, a Se zelo neizkoris€eno podrocje, ki bi pri
zdravljenju lahko prineslo veliko prednosti, kot je npr. izboljSanje u€inkovitost zdravljenja
rakavih bolezni. Namen magistrske naloge je pripraviti porozne magnetno odzivne
nanodelce in razviti metodo vgrajevanja modelne ZU v tak$ne nanodelce. Izhajali bomo iz
komercialno dostopnih delcev iNANOvative™, ki so skupki superparamagnetnih
nanodelcev maghemita obdani s porozno oblogo iz silicijevega dioksida. V prvem delu
raziskav bomo z metodo delnega raztapljanja maghemita v strukturi iNANOvative™
pripravili delno votle, a magnetno odzivne nanodelce. Tako bomo znotraj delcev pripravili
prostor za vgrajevanje ucinkovine. V naslednjem koraku bomo razvili metodo polnjenja
votlih magnetno odzivnih nanostruktur z izbrano tezko topno modelno ZU (karvedilol
(KAR) ali IBU). ZU bomo raztopili v zmesi tetradekanola in etanola ter ugotovljali vpliv
sestave tako pripravljene raztopine na vgrajevanje ZU v nanodelce. V zadnjem delu
raziskav bomo proucili profil spros¢anja vgrajene ZU in vpliv koncentracije ZU v izhodni

etanolni raztopini na njeno vgradnjo ZU v nanodelce.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

B Klorovodikova kislina (37 %, analitska Cistost, Merck, Nemcija)
B FEtanol (absolutni)
B Tetradekanol (97 % 1-tetradekanol, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija)

Tetradekanol ali miristil alkohol je pri sobni temperaturi trdna snov, ki smo jo uporabili kot
(so)topilo za ZU. Izbrali smo ga zato, ker ima temperaturo talis¢a 37-39 °C in raztaplja
veliko tezko topnih ZU. Uporabili smo tetradekanol, ki je bil v obliki belih pelet.
Molekulsko formulo tetradekanola prikazuje slika 2 [28].

WGH

Slika 2: Strukturna formula tetradekanola.

B Jbuprofen (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija)
IBU je nesteroidna protivnetna ZU, ki je slabo topna, a ima dobro sposobnost prehajanja
bioloskih membran, zato jo po biofarmacevtskemu klasifikacijskem sistemu uvrs¢amo v

razred II. Topnost IBU v precis€eni vodi znasa 56 mg/l [29]. Strukturno formulo IBU
prikazuje slika 3.

Slika 3: Strukturna formula IBU.
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B Karvedilol (Krka d.d., Novo mesto, Slovenija)

KAR je neselektivni zaviralec receptorjev beta, ki se uporablja pri zdravljenju hipertenzije,
angine pektoris in kroni¢nega srénega popuscanja. Topnost KAR je moc¢no odvisna od pH;

pri nevtralnem pH znaSa 23 mg/1 [30]. Strukturno formulo KAR prikazuje slika 4.

Slika 4: Strukturna formula KAR.

B iNANOvative™ (datum priprave: 15. 3. 2015)

Magnetni nanodelci iNANOvative™ so sestavljeni iz magnetnega jedra in obloge iz
silicijevega dioksida. Magnetno jedro predstavlja vecje Stevilo posameznih 10 nm
maghemitnih nanodelcev [31]. Delci iNANOvative™ so dispergirani v precisceni vodi in
1majo nespremenjeno povrsino, zato imajo na povrSini izpostavljene silanolne skupine
[32]. Povprecna velikost delcev z oblogo iz silicijevega dioksida doloCena s presevno
elektronsko mikroskopijo je 120 nm, masna koncentracija delcev v osnovni disperziji pa 5

mg/ml [33].

®  Flourescentno barvilo Nile Red
Barvilo Nile Red je hidrofobno barvilo, ki ima absorpcijski maksimum pri valovni dolZini
553 nm. Uporablja se tudi za oznaevanje intracelularnih lipidov in hidrofobnih lipidnih

domen [34]. Strukturno formulo barvila prikazuje slika 5.

0 0 M \\//
e :O/
M
Slika 5: Strukturna formula barvila Nile Red.
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3.2.

3.3.

LABORATORUSKI PRIBOR

viale (5 ml, 20 ml)

bucke (10 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml)

steklene pipete (0,5 ml, 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
mehanske pipete Biohit (10-100 pl, 100-1000 pl in 1000-5000 ul) (Biohit,
Finska)

nastavki za pipete (Biohit, Finska)

mikrocentrifugirke (1,5 ml, 3,0 ml)

centrifugirke (10 ml, 50 ml)

merilni valj (50 ml)

Stoparica

tehtalni Colnicek

magneti za magnetna meSala

prijemalka za epruvete

plasti¢ne kapalke (5 ml)

APARATURE

precizna tehtnica Mettler Toledo XS205 dual range (Mettler Toledo, Svica)
centrifuga Centric 332 A (Iskra, Zelezniki, Slovenija)

UV-VIS spektrofotometer Hewlett Packard 8453 (Agilent Technologies, Santa
Clara, ZDA)

ultrazvoéna kopel Iskra Sonis 4 (Iskra, Zelezniki, Slovenija)

vibracijsko mesalo Vibramix10 Vortex (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)
ultracentrifuga Sorvall® WX 100 (Waltham, Massachusetts, ZDA)

magnetno mesalo IKA RCT basic (IKA WERKE, Staufen, Nemc¢ija)

Stresalnik Vibromix 10 Vortex (Domel, Zelezniki, Slovenija)
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34. METODE

3.4.1. PRIPRAVA DELNO VOTLIH MAGNETNO ODZIVINIH NANODELCEV

Iz osnovne disperzije delcev iNANOvative™ smo z dodatkom koncentrirane
klorovodikove kisline raztopili del magnetnih jeder, ki se nahajajo v notranjosti delcev.
V prvih dveh poskusih smo spreminjali pogoje delnega raztapljanja magnetnih jeder delcev
tako, da smo spreminjali koncentracijo HCI:

- 3 ml suspenzije delcev smo dodali 2 ml koncentrirane HCI in inkubirali 4 min

ali

- 3 ml suspenzije delcev smo dodali 3 ml koncentrirane HCI in inkubirali 3 min.
Vse vzorce, ki smo jih uporabili za vrednotenje sproscanja ZU, pa smo pripravili po
naslednjem postopku:

- 3 ml suspenzije delcev smo dodali 3 ml koncentrirane HCI in inkubirali 2 min

30s.

Delno raztapljanje delcev smo izvajali v digestoriju, zas¢iteni s primerno zas$¢itno opremo
(ocala in rokavice) tako, da smo v 50 ml centrifugirko z mehansko pipeto odmerili 3 ml
suspenzije delcev iNANOvative™ in ji dodali 3 ml
koncentrirane HCl. Po predhodno dolo¢enem casu smo z
merilnim valjem v centrifugirko dodali 35 ml precisc¢ene vode
in suspenzijo rahlo premesali. Delce smo nato s pomocjo
magneta zbrali ob robu centrifugirke (slika 6). Magnet je bil
dovolj mocan, da je delce zadrzal ob robu centrifugirke in
omogocil locbo supernatanta od delcev brez vecjih izgub
delcev.
Po pol ure loCevanja v magnetnem polju smo supernatant
. odiili v poseben odpad, magnet odstranili in delce sprali tako,
da smo jih ponovno suspendirali v 30 ml preciS¢ene vode ter
jih znova zbrali ob robu vsebnika. Po odstranitvi supernatanta

smo zbrane delce redispergirali v 7,5 ml precisc¢ene vode. Te

vzorce smo nato uporabljali v nadaljnjih poskusih. Za poskuse

vgrajevanja in sproscanja modelne ucinkovine smo pripravili

Slika 6: Locba delno votlih
superparamagnetnih nanodelcev
od disperznega medija v
magnetnem polju.

tri paralelke izpraznjenih delcev, dobljene vzorce pa smo nato

zdruzili in homogeno pomesali. Shema postopka priprave
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vzorcev je prikazana na sliki 7. Vse razliCice postopka delnega raztapljanja delcev so

prikazane v preglednici VII.

3 ml suspenzije
delcev 2 min 30s S dodamo 35 ml 30 min
+ pre€iiéene vode lotha z
3 ml HCI magnetom

(i} odlijemo supernatant
{ii) odstranimo magnet

(iii) redispergiramo v 30
ml preciifene vode

] (i} odlijemo supernatant
30 min . .
(ii) odstranimo magnet
lothaz (iii) redispergiramov 7,5
magnetom ml pretiifene vode

Slika 7: Postopek priprave delno votlih superparamagnetnih nanodelcev.

Preglednica VII: Pogoji priprave delno votlih superparamagnetnih nanodelcev.

Vzorec Volumen disperzije izhodnih | Volumen koncentrirane Cas inkubiranja
nanodelcev HC1
1 3ml 2 ml 4 min
2 3ml 3ml 3 min
3 3ml 3ml 2,5 min
4 3ml 3ml 2,5 min
5 3 ml (3 paralelke) 3ml 2,5 min
342 DOLOCANJE MASNE KONCENTRACIDE DELNO VOTLIH

Slika 8: Postavitev vzorcev med liofilizacijo.

SUPERPARAMAGNETNIH NANODELCEV

Masno koncentracijo delcev v vzorcih smo dolocili
s pomocjo liofilizacije, tako da smo 500 ul ali 250
pul  alikvote vzorca s pipeto odmerili v
mikrocentrifugirke in jih postavili v ¢aso tako, da
vsebina ni iztekla, kot je to prikazano na sliki 8.
Nato smo ¢aSo z mikrocentrifugirkami prenesli v
zamrzovalnik, kjer je bila temperatura -22 °C. Ko
so vzorci zmrznili (~ 2 h), smo jih prenesli v

liofilizator. Pod ¢aSo smo podstavili magnet, ki je
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delce med suSenjem zadrzal v mikrocentrifugirkah. Liofizilacija je potekala ¢ez no¢, tako
da je faza suSenja trajala okrog 16 ur.
Liofilizirali smo naslednje vzorce:

- Vzorce 1, 2 in 5 z delno raztopljenim magnetnim jedrom (500 pul),

- Vzorec 5, ki smo ga sprali in scistili kot v procesih polnjenja (250 ul).
Masno koncentracijo delcev smo dolocili na podlagi poskusa v treh paralelah. Najprej smo
oznacili mikrocentrifugirke in jih stehtali. Nato smo vanje odmerili 500 pl (masa delcev z
delno raztopljenim magnetnim jedrom vzorca 5) ali 250 pl (vpliv procesov ¢is€enja in
polnjenja na maso delcev) vzorca in izvedli liofilizacijo. Naslednji dan smo
mikrocentrifugirke stehtali in gravimetricno dolo€ili spremembo mase. S pomocjo te

informacije smo izracunali maso delcev v ml vzorca.

3.4.3. VGRAJEVANJE BARVILA V VOTLE NANODELCE

Verajevanje barvila v nanodelce brez magnetnega jedra

Da bi ugotovili, ¢e s postopkom inkubiranja v raztopini modelne snovi v nanodelce lahko
vgradimo Zeleno snov, smo delce inkubirali v raztopini barvila in tako vizualno preverili,
¢e je to mogoce. V 10 ml centrifugirko smo natehtali 10 mg liofiliziranih votlih nanodelcev
silicijevega dioksida, ki so bili brez magnetnega jedra. Liofiliziranim nanodelcem smo s
pomocjo pipete dodali 20 pl raztopine barvila Nile Red in jih 10 min inkubirali na povisani
temperaturi. To smo storili tako, da smo segreto vodo nalili v 100 ml ¢aso in centrifugirko
tesno zaprli ter vpeli v drzalo. Zmes barvila in delcev smo po 10 min sprali s 5 ml 60 %
EtOH. Nanodelce smo nato locili od medija s pomocjo centrifugiranja pri 1500 rpm 6 min.
Po lo¢bi delcev od medija smo jih ponovno sprali s 60 % EtOH in centrifugirali pri enakih
pogojih. Naodelce smo nato Se dodatno 5 min segrevali na vodni kopeli, saj smo s tem
zeleli preveriti, ali bo poviSana temperatura povzrocilo dodatno spros¢anje barvila. Ob
vsakem opravljenem koraku smo opazovali barvo nanodelcev in supernatanta. Po
ponovnem centrifugiranju smo delce redispergirali v 1,5 ml vode in jih opazovali.

Verajevanje barvila v magnetno odzivne nanodelce

Odmerili smo 500 pl liofliziranih nanodelcev vzorca 2 z delno raztopljenim magnetnim
jedrom. Postopek polnjenja z barvilom je bil enak kot pri delcih brez magnetnega jedra, le
da smo namesto locbe s centrifugiranjem uporabili postopek locevanja v magnetnem polju,

saj so bili nanodelci magnetno odzivni.
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344 PROUCEVANJE TOPNOSTI TETRADEKANOLA V' ETANOLNO-VODNIH
RAZTOPINAH

Tetradekanol smo prenesli v vialo in ga na vodni kopeli stalili (T > 40 °C). 50 ul staljenega
tetradekanola smo s pipeto prenesli v 10 ml centrigurke s 5 ml zmesi etanola in vode. Na
tak nac¢in smo preverili topnost tetradekanola v 40 %, 45 %, 50 %, 55 % in 60 % (V/V)

etanolno-vodnih raztopinah.

345 PROUCEVANJE TOPNOSTI KARVEDILOLA V' ETANOLNI RAZTOPINI
TETRADEKANOLA

Pripravili smo raztopine KAR v etanolni raztopini tetradekanola tako, da smo v 1,5 ml
mikrocentrifugirke natehtali KAR in nato s pipeto dodali 500 pl topila. Topnost smo
preverjali v topilu, ki je vsebovalo 50 % (m/m) tetradekanola v absolutnem etanolu. Po
dodatku topila smo zmes premesali na vibracijskem mesalu in inkubirali ¢ez no¢. Dolocali
smo najvec¢jo m/V koncentracijo KAR, pri kateri ostane ZU raztopljena tudi ¢ez noc.
Zaceli smo z 20 % m/V raztopino KAR in nato njegovo koncentracijo zmanjSevali, dokler
se vsa ZU ni raztopila. Pripravili smo 20 %, 10 %, 5 %, 2,5 % in 1,0 % m/V raztopino

KAR v 50 % raztopini tetradekanola v absolutnem etanolu.

3.4.6. PRIPRAVA RAZTOPIN ZU V' ETANOLNI RAZTOPINI TETRADEKANOLA

V 15 ml centrifugirkah smo pripravili topila za vgrajevanje ZU, ki so bila sestavljena iz
razliénih razmerij etanola in tetradekanola. To smo storili tako, da smo v centrifugirko
natehtali tetradekanol in nato s pomoc¢jo kapalke v vsebnik, ki je bil na tehtnici, dotehtali
potrebno koli¢ino etanola. Vsebnik smo zaprli in pocasi krozno meSali, da se je

tetradekanol raztopil.

Pripravili smo naslednja topila v masnih razmerjih:
- Etanol
- Tetradekanol : etanol = 10 : 90,
- Tetradekanol : etanol =25 : 75,
- Tetradekanol : etanol = 50 : 50.

Pripravili smo raztopine ZU v etanolni raztopini tetradekanola, ki so predstavljene v

preglednici VIII.
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Preglednica VIII: Raztopine ZU, ki smo jih uporabili za vgrajevanje v delno votle magnetne nanodelce.

TETRADEKANOL : ETANOL (m:m)

Etanol 10 : 90 25:75 50 : 50
1,0 % KAR 1,0 % KAR 1,0 % KAR 1,0 % KAR
2,5 % IBU 0,5 % IBU 2,5 % IBU 2,5 % IBU
5,0 % IBU 1,0 % IBU 5,0 % IBU 5,0 % IBU

2,5 % IBU
5,0 % IBU
7,5 % IBU
10 % IBU

Raztopine ZU smo pripravili tako, da smo v 1,5 ml mikrocentrifugirko natehtali ZU in
dodali 500 pl topila. Zmes smo mesali na vibracijskem mesalu dokler se vsa ZU ni

raztopila.

34.7. SPEKTROFOTOMETRICNO DOLOCANJE KAR IN IBU

Priprava umeritvene premice za KAR

Priblizno 10 mg KAR smo natan¢no natehtali v tehtalni colni¢ek. V merilnem valju smo
predhodno pripravili 20 ml metanola in KAR s tehtalnega ¢olnicka z metanolom previdno
sprali v 500 ml bucko, ki smo jo nato s pre¢isc¢eno vodo dopolnili do oznake. V bucko smo
dodali magnetek in vzorec pri sobni temperaturi na magnetnem mesalu mesali eno uro. 1z
osnovne raztopine smo pripravili pet raztopin v obmocju od 1,027 pg/ml do 7,192 pg/ml
KAR in jim izmerili absorbance pri 241 nm. Ali je bila ena ura za raztapljanje ZU dovolj,
smo preverili tako, da smo naredili Se eno paralelo, pri kateri smo ZU na magnetnem
meSalu meSali dve uri ter nato naredili ustrezne red¢itve. Umeritveno premico smo v
nadaljevanju raziskav razirili do koncentracije KAR 20,00 pg/ml. Postavili smo jo na
podlagi 8 tock, od katerih so bile 3 dodatne glede na koncentracijsko obmocje prve
umeritvene premice.

Priprava umeritvene premice za IBU

Priblizno 10 mg IBU smo natan¢no natehtali v tehtalni Colnic¢ek in ga z njega z metanolom
(20 ml) sprali v 500 ml bucko. Bucko smo nato s precis¢eno vodo dopolnili do oznake. V
bucko smo dodali magnetka in vzorec pri sobni temperaturi mesali eno uro. Umeritveno
premico smo naredili v obmocju od 2,12 pg/ml do 21,2 pg/ml IBU na podlagi osmih tock
pri valovni dolZini 222 nm.

Poprava ozadja meritev

Ker lahko delci in topilo vplivajo na absorbanco vzorca, smo ta vpliv preverili tako, da

smo vzorce pripravili po postopku, ki smo ga uporabljali za polnjenje delno votlih
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nanodelcev. Namesto v raztopini ZU smo v teh raziskavah delce ¢ez no¢ inkubirali le v
etanolni raztopini tetradekanola. Naslednji dan smo delce locili v magnetnem polju in
merili ozadje dve uri popolnoma enako, kot bi merili spros¢anje ZU.

Vpliv »ozadja« na rezultate meritev absorbance ucinkovine smo skuSali odpraviti z
uporabo programske opreme. Program ChemStation, ki smo ga uporabljali, omogoca, da s
pomocjo absorbance pri dveh izbranih valovnih dolzinah med posameznimi meritvami
odstejemo ozadje. Dolocili smo dve valovni dolZini, kjer je absorbiralo samo ozadje in ne
ZU. S pomocjo naklona premice, ki smo ga dolo¢ili preko teh dveh tock, smo motnjo
ozadja ekstrapolirali do valovne dolzine, kjer je absorbirala ZU. TakSen nacdin poprave
ozadja je ustrezal naSim vzorcem, kar smo potrdili tako, da smo popravo ozadja uporabili
na rezultatih merjenja absorbance ozadja. Tako smo pri valovnih dolzinah, kjer sta
absorbirali nasi ZU, ozadje odsteli in pricakovali vrednosti ¢im blizje 0. Pri KAR smo za
popravo ozadja izbrali valovni dolzini 350 nm in 400 nm, pri IBU pa 242 nm in 350 nm,

saj pri teh valovnih dolzinah ZU ne absorbirata svetlobe.

348 VGRAJEVANJE MODELNE ZDRAVILNE UCINKOVINE 'V DELNO VOTLE
SUPERPARAMAGNETNE NANODELCE IN VREDNOTENJE SPROSCANJA V
VODNEM MEDDU

Za pripravo vzorcev smo uporabljali 1,5 ml mikrocentrifugirke. Pri prvih poskusih
vgrajevanja uc¢inkovine v nanodelce smo le-to izvajali brez uporabe ultrazvocne kopeli.
Sprva smo dolocili glavne tocke postopka, ki so opisane v nadaljevanju. Po lo¢itvi delno
votlih nanodelcev od medija smo le-te najprej sprali z etanolom, jih lo¢ili v magnetnem
polju od supernatanta in redispergirali v raztopini ZU ter nato ¢ez no¢ inkubirali. Zjutraj
smo v mikrocentrifugirki lo€ili raztopino ZU od vsebnika, delce redispergirali v mililitru
vode in jih s pomocjo te disperzije prenesli v vsebnik, kjer smo opazovali sproScanje v
vodi.

Pri prvih poskusih, kjer smo razvijali metodo priprave in vgrajevanja ZU v nanodelce smo
uporabljali 500 pl vzorca delcev, volumen pa smo nato zmanjsali, da smo lahko zagotovili
sink pogoje, saj smo s tem omejili celokupno koli¢ino ZU, ki se je sprostila v medij. V

vseh primerih smo za vrednotenje spro$¢anja uporabljali 250 pl vzorca delcev, izjema je
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bila le pri opazovanju vpliva tetradekanola na vgradnjo KAR, kjer smo uporabili 500 pl
vzorca.

Postavitev mikrocentrifugirke med locevanjem delcev v magnetnem polju kaze slika 9. Le-
ta je bila posneta na koncu lo¢evanja delcev v magnetnem polju po spiranju delcev z
etanolom in pred dodatkom raztopine ZU. Pri locevanju smo vsebnik pritrdili z lepilnim
trakom na magnet, da se tekom locevanja ni premikal. Na obkrozenem delu slike lahko
vidimo delce, ki so se zbrali ob magnetu. Kot je razvidno tudi iz barve supernatanta, locba

ni popolna, zato smo supernatant z zaostankom delcev odstranili v poseben odpad.

Slika 9: Postavitev mikrocentrifurke na magnetu in prikaz locbe delcev.

Na sliki 10 je shemati¢no predstavljen optimiziran postopek vgrajevanja ZU v delno votle

superparamagnetne nanodelce.
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s pipeto odmerimo 250 pl
vzorca
vsebino prenesemo
v 1,5 ml mikrocentrifugirko

vzorec postavimo na magnet
in lo¢ujemo 40 min

s pipeto odstranimo supernatant in
odmaknemo magnet
spiramo s 500 pl etanola in nato
pomesamo na vibracijskem mesalu

vzorec postavimo na magnet
in lo¢ujemo 30 min

pripravimo 500 ul

s pipeto odstranimo supernatant )
PP p raztopine ZU

in odmaknemo magnet

delce spiramo z raztopino ZU

vzorec za 60s postavimo
v ultrazvo¢no kopel

delce spiramo s 1000 ul vode

in vsebino s pipeto prenesemo
. dglce vZU v vsebnik za spros¢anje, kjer dodamo
inkubiramo ¢ez no¢ Se 5mil vode
vzorec postavimo na magnet s pipeto odstranimo supernatant
in lo¢ujemo 40 min

Slika 10: Postopek lofevanja superparamagnetnih nanodelcev v magnetnem polju in vgrajevanje zdravilne
ucinkovine.
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Sproscanje ucinkovine iz
superparamagnetnih nanodelcev sSmo
proucevali tako, da smo spektrofotometricno
merili absorbanco modelne ZU v prej
doloc¢enih casovnih tockah. Po dodatku
prvega ml vode v mikrocentrifugirko in
prenosu delcev v vecji vsebnik smo le-tega
med spros¢anjem postavili na magnet, kot to
prikazuje slika 11. SproScanje ucinkovine
smo spektrofotometricno spremljali tako, da
smo merili absorbanco supernatanta prvih

60 min vsakih 5 minut in nato vsakih 10

; min do 120 min.

ss[l)irli)zléézllrl;;mf)osmvnev vacbmifa namagnetumed Meritev smo 1izvedli tako, da smo iz
vsebnika s pipeto v kiveto prenesli 2,7 ml supernatanta in izvedli meritev absorbance z
UV-VIS spektrofotometrom. Vzorec smo nato kvantitativno prenesli nazaj v vialo, pri
¢imer smo pazili, da smo vsebino iz kivete ¢im bolj natan¢no odstranili. Med meritvami
smo skrbeli, da je bila koncentracija ZU v mediju vsaj trikrat nizja od nasi¢ene topnosti
(sink pogoji). Zeleli smo ugotoviti, koliko ZU se sprosti po 14 urah. Zato smo po 120 min
dodali Se svez medij in naslednji dan izmerili kon¢no absorbanco. Po tej meritvi smo vialo

Se 5 min segrevali na priblizno 55 °C in ponovno izmerili absorbanco vzorca, s ¢imer smo

zeleli ugotoviti, ali se iz delcev sprosti Se kaj ZU.

349 LOCEVANJE SUPERPARAMAGNETNIH DELCEV Z
UL TRACENTRIFUGIRANJEM IN VREDNOTENJE SPROSCANJA

Za locevanje delcev od disperznega medija smo proucili tudi ultracentrifugiranje.
Predvidevali smo, da se spros¢anje v majhnem volumnu prec¢iScene vode ustavi zaradi
nasic¢enja raztopine z ZU, saj smo proucevali spros¢anje tezko topnih ZU.

V delno votle delce smo ZU vgradili po opisanem postopku, razliko smo naredili le v
zadnjem koraku. Delce smo od raztopine ZU lo€ili v magnetnem polju in jim nato
namesto 6 ml dodali 250 pl vode, saj smo Zeleli z manjSim dodatkom vode doseci
nasi¢enje raztopine. Teh 250 pl smo nato razdelili na pet mikrocentrifugirk, ki so

predstavljale pet ¢asovnih tock. Koli¢ino spros¢ene ZU smo dolocili v naslednjih ¢asovnih
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toCkah: 5 min, 20 min, 35 min, 50 min in 65 min. Nato smo z dodatkom vode v
mikrocentrifugirko, kjer je ze bilo 50 ul disperzije nanodelcev, zeleli ponovno omogociti
sproscanje ZU. Najprej smo vodo dodali v mikrocentrifugirko, kjer smo opazovali
spros¢anje pri 65 min in nato vsakih 15 min v naslednje mikrocentrifugirke, da smo jih
lahko naenkrat centrifugirali. Vodo, s katero smo Zeleli sprostiti raztapljanje smo najpre;j
dodali vzorcu, ki smo ga sprosc¢ali 65 min in nato na 15 min vse do zadnjega vzorca.
5 min po dodatku vode zadnjemu vzorcu smo mikrocentrifugirke odnesli do
ultracentrifuge, kjer smo ze predhodno nastavili ustrezne pogoje locevanja. Delce smo
centrifugirali 5 min pri 30.000 obratih/min. V supernatantih vzorcev smo nato
spektrofotometri¢no dolo¢ili koncentracijo ZU.
Na ta nacin smo poskusili dolociti spros¢eno maso ZU dvema vzorcema. Volumen vode
smo predvideli na podlagi predhodno izvedenih poskusov sproscanja.
Pripravljeni vzorci :
- 2,5 % IBU (tetradekanol : etanol = 10 : 90)
250 pl vzorca delno votlih nanodelcev, ki smo jih inkubirali v raztopini IBU, smo
razdelili v pet 1,5 ml mikrocentrifugirk in z vodo dopolnili do 1,5 ml.
- 10 % IBU (tetradekanol : etanol = 10 : 90)
250 pl vzorca delno votlih nanodelcev, ki smo jih inkubirali v raztopini IBU, smo

razdelili v pet 50 ml centrifugirk, ki smo jih z vodo dopolnili do 15 ml.
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4. REZULTATIIN RAZPRAVA

41. DELNO RAZTAPLJIANJE MAGNETNEGA JEDRA
SUPERPARAMAGNETNIH NANODELCEV iNANOvative™

Na$ vhodni vzorec so bili nanodelci, ki so sestavljeni iz skupka superparamagnetnih
nanodelcev Zelezovega oksida oblozeni s slojem porozne silike. Slika 12 (levo) prikazuje
osnovno disperzijo delcev iNANOvative™. Taks$ni delci imajo zelo omejen prostor za
vgrajevanje ZU, saj se le-ta lahko vgradi le v pore silike.

Da bi kapaciteto vgrajevanja povecali, smo del magnetnega jedra (del superparamagnetnih
delcev zelezovega oksida) raztopili z inkubiranjem iNANOvative™ v koncentrirani HCI.
Rezultati prvih dveh poskusov (vzorca 1 in 2) so pokazali, da so bili izbrani pogoji
raztapljanja tj. 4 min inkubiranja 3 ml osnovne disperzije magnetnih nanodelcev z
dodatkom 2 ml koncentrirane HCI preblagi, saj je bila notranjost delcev Se vedno zelo
zapolnjena z magnetnimi jedri, kar smo spremljali s presevno elektronsko mikroskopijo.
Po drugi strani so bili delci, ki smo jih inkubirali 3 min z dodatkom 3 ml koncentrirane
HCI, prevec izpraznjeni, kar je povzrocilo slabSo magnetno odzivnost.

Odlo¢ili smo se, da bomo za nase nadaljnje
raziskave vzorce pripravili tako, da bomo 3
ml disperzije delcev dodali 3 ml
koncentrirane HCI in inkubirali 2 min in 30
s. Kljub uporabi vedno enakih pogojev
praznjenja (delnega raztapljanja magnetnih
jeder) delcev, smo v fazi lo¢evanja delcev v
magnetnem polju med njimi opazili razlike.
Vzorca 3 in 4 sta bila pripravljena na enak
nac¢in, vendar sta se pri loCevanju v
magnetnem polju obnasala razli¢no, saj so
se delci pri vzorcu 4 loCevali opazno
pocasneje kot pri vzorcu 3. Iz tega razloga

smo se odlocili, da bomo za poskuse

vgrajevanja ZU in vrednotenje spro$c¢anja
Slika 12: Osnovna disperzija superparamagnetnih . L . .
nanodelcev iINANOvative™ (levo) in disperzijadelcev z pripravili tri paralele delcev, ki smo jih
delno raztopljenimi magnetnimi jedri (desno).
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nato zdruzili in tako dobili povpre¢en homogen izhodni vzorec. Na sliki 12 (levo) vidimo
osnovno disperzijo superparamagnetnih nanodelcev iNANOvative™, (desno) pa vzorec 5
po delnem raztapljanju magnetnih jeder (po zdruzitvi vseh treh pripravljenih paralelnih
vzorcev). Ze po barvi vzorca vidimo, da je koncentracija Zeleza, ki daje disperziji znagilno
rjavo barvo, v desnem vzorcu manjsa, saj je barva manj intenzivna.

Opazili smo tudi, da so se po dodatku HCI delci v disperziji zdruzili v skupke, ki so lahko
povzrocili neenakomerno raztapljanje magnetnih jeder, kar se je odrazilo na njihovi
magnetni odzivnosti, ki se je med vzorci razlikovala. V takSnem vzorcu so lahko prisotni
delci z razlicnimi lastnostmi tj. od delcev, ki so neprimerni za polnjenje, ker niso votli, do
delcev, ki so popolnoma izpraznjeni in posledi¢no niso magnetno odzivni.

Raztapljanje magnetnih jeder smo ustavili tako, da smo dodali dolo¢en volumen (30 ml)
precis€ene vode in delce locili od disperznega medija v magnetnem polju. S tak$nim
postopkom loc¢evanja smo poleg nevgrajene ZU odstranili tudi delce, ki so bili preslabo
magnetno odzivni. Kljub temu pa so se lahko med delce, ki so magnetno odzivni, ujeli tudi
magnetno slabo odzivni ali neodzivni delci, zato je kljucno, da zagotovimo karseda
enakomerno raztapljanje magnetnih jeder in tako pripravo homogene populacije delcev s
primerljivo magnetno odzivnostjo.

Cim bolj enakomerno raztapljanje bi lahko dosegli tako, da bi imeli vhodni delci povrsino
modificirano tako, da bi zagotavljala njihovo stabilnost v kislih pogojih tj. da bi imeli na
povrsini namesto silanolnih skupin funkcionalne skupine, ki bi bile pri nizkem pH medija
nabite, kar bi zagotavljalo elektrostatsko stabilizacijo delcev tudi pri nizkih pH. Nas cilj pa
je bil izdelati votle superparamagnetne nanodelce, s ¢im bolj ponovljivimi lastnostmi, ki
zagotavljajo tudi ponovljivo vgrajevanje ZU in ustrezno magnetno odzivnost dostavnega
sistema.

Zgradbo vhodnih nanodelcev in pripravljenih delno votlih superparamagnetnih nanodelcev
smo pregledali s presevno elektronsko mikroskopijo (TEM). Slike dokazujejo, da je v
notranjosti delno votlih nanodelcev manj zelezovega oksida, kar se na sliki vidi kot man;j
temna sredica delcev v primerjavi z vhodnimi delci (sliki 13 in 14). Na obeh slikah delcev

se jasno vidi tudi obloga iz silike, ki obdaja sredico delcev.
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Slika 14: TEM slika delno votlih superparamagnetnih nanodelcev.

Zhang s sodelavci je magnetno odzivne nanodelce pripravili na nacin, ki je zelo podoben
naSemu [27]. Njegovi delci so imeli v primerjavi z nasimi drugacno sestavo. V jedru
delcev so bili zelezovi oksidi, ki so bili oblozeni s silicijevim dioksidom, to jedro pa je bilo
obloZeno Se z dodatno oblogo, ki se v prihodnjih korakih ni raztopila. Prostor za ZU so
zeleli ustvariti z raztapljanjem obloge iz silicijevega dioksida. Ugotovili so, da se z
daljSanjem cCasa raztapljanja silikatne obloge veca kapaciteta za vgrajevanje DOX. To
sovpada z naSimi predpostavkami, da daljSi ¢as raztapljanja in bolj koncentrirana HCI

omogocita nastanek bolj votlih delcev, kar omogoca vgradnjo vecje koli¢ine ZU.



42. LIOFILIZACUA DISPERZL SUPERPARAMAGNETNIH NANODELCEV IN
DOLOCANJE NJIHOVE MASNE KONCENTRACLE

Osnovne disperzija superparamagnetnih nanodelcev, ki smo jo uporabili za pripravo delno
votlih superparamagnetnih nanodelcev, je imela koncentracijo 5 mg/ml. Delno votle
superparamagnetne nanodelce smo pripravili z delnim raztapljanjem magnetnih jeder, zato
se je masna koncentracija delcev po postopku raztapljala zmanjsala, kar smo spremljali
gravimetri¢no, tako da smo disperzijo po raztapljanju in spiranju ter loCevanju v
magnetnem polju liofilizirali. Tako smo preverili, kakSna je sprememba v masni
koncentraciji vzorca, ko smo izvedli delno raztapljanje magnetnega jedra, kar je opisano v
poglavju 3.4.1. Kot vidimo iz rezultatov, ki so zbrani v preglednici IX, se je koncentracija
zmanjSala iz 5 mg/ml na 3,53 mg/ml.

Zanimalo nas je tudi, kolikSna je Se dodatna izguba delcev med postopkom locevanja v
magnetnem polju tekom polnjenja delcev z u€inkovino. Naredili smo vse korake s slike 9,
le da nismo dodali raztopine ZU. Ugotovili smo, da je masna koncentracija delno votlih

delcev v vzorcu, ki smo ga uporabili za opazovanje sproscanja, 2,87 mg/ml.

Preglednica IVIII: Masna koncentracija delcev v vzorcu 5 in vpliv lo¢b pri postopku ¢iS¢enja in polnjenja delcev,
ki je predstavljen na sliki 9.

m (mikrocentrifugirka) m (mikrocentrifugirka + sprememba mase | koncentracija
(mg) liofilizirani delci) (mg) (mg) (mg/ml)
delci z delno raztopljenim magnetnim jedrom (vzorec 5)
926,23 928,14 1,91 3,82
948,48 950,06 1,58 3,16
942,94 944,74 1,80 3,60
povprecje: 1,76 £ 0,14 3,53+ 0,24
koncentracija delcev po postopku predstavijenem na sliki 9 (brez inkubiranja z ZU)
945,96 946,61 0,65 2,60
982,10 982,85 0,75 3,00
944,49 945,24 0,75 3,00
povprecje: 0,72 £ 0,05 2,87+0,19

Pri dolo€anju masne koncentracije delcev, kjer smo opazovali vpliv postopka ¢iScenja in
polnjenja delcev z ZU, smo namesto 500 pl vzorca uporabili le 250 pl, saj je bila to tudi
koli¢ina vzorca, ki smo jo uporabili v poskusih spros¢anja, prav tako pa smo varcevali z
vzorcem. Ugotovili smo, da je zmanjSanje masne koncentracije delcev v vseh vzorcih
veliko. Bolj ucinkovito locevanje delno votlih delcev, ki so manj magnetno odzivni, bi
lahko dosegli s pomo¢jo mo¢nejSega magneta, ki bi omogocil manjSo izgubo delcev po

postopku polnjenja z ZU; k manjsi izgubi pa bi pripomoglo tudi bolj enakomerno
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raztapljanje magnetnih jeder, kar bi zagotovilo primerljivo magnetno odzivnost vseh

nanodelcev v vzorcu.

4.3. POLNJENJE DELCEV Z BARVILOM

Preden smo se lotili vgrajevanja ucinkovin v delno votle superparamagnetne delce smo
izvedli preliminarni poskus s polnjenjem relativno hidrofobnega barvila Nile Red, ki je dal
vizualne informacije o poteku vgrajevanja. Izbrano barvilo je glede na hidrofobnost,
podobno izbranima modelnima ZU. S poskusi smo ugotavljali, ali lahko z inkubiranjem
mezoporoznih nanodelcev silike v raztopini barvila v talini tetradekanola le-to vgradimo v
njihovo strukturo. Po inkubaciji z barvilom smo delcem dodali 60 % etanol in opazovali
obarvanost supernatanta in delcev ter izvedli ve€ stopen;j spiranja delcev s 60% EtOH.

Polnjenje barvila v mezoporozne nanodelce silike brez magnetnega jedra

Mezoporozne nanodelce silike brez magnetnega jedra smo pripravili tako, da smo
popolnoma raztopili magnetna jedra in delce primerno sprali. Po vgrajevanju barvila in
prvem lo€evanju nanodelce od etanolne raztopine s centrifugiranjem je bil supernatant
moc¢no obarvan. Po drugem spiranju z etanolom je bil le rahlo obarvan. Pri locbi s
centrifugiranjem smo dobili sediment, ki smo ga enostavno dispergirali z rahlim
stresanjem. Na koncu smo preverili, ali segrevanje vzorca na vodni kopeli povzro€i opazne
spremembe barve supernatanta, saj je bilo barvilo/tetradekanol pri sobni temperaturi v
trdnem stanju, zato smo vgrajevanje izvedli pri poviSani temperaturi. Segrevanje ni
povzrocilo opazne spremembe. Disperzija izhodnih mezoporoznih nanodelcev silike je bila
bledo bele barve, zato smo zlahka opazili, ali se je barvilo vgradilo v delce, saj so se le-ti
obarvali. Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da je v delce mogoce vgraditi ZU s
podobnimi lastnostmi kot jih je imelo barvilo. Po centrifugiranju smo delce redispergirali v
1,5 ml vode in opazovali obarvanost supernatanta. Obarvanost medija se v Casu dveh
tednov ni znatno spremenila.

Delno votli nanodelci silike z magnetnim jedrom

Liofilizirali smo vzorca 1 in 2, kjer so imeli nanodelci delno raztopljena magnetna jedra.
Odlo¢ili smo se, da barvilo poskusimo vgraditi v vzorec 2, ki je imel bolj izpraznjeno
notranjost. Barva supernatanta je bila podobna kot pri vzorcu popolnoma izpraznjenih
nanodelcev v katere smo vgrajevali barvilo. V prvem postopku locbe je bil supernatant
mocno obarvan, po drugem spiranju pa je bilo opazno rahlo obarvanje. Segrevanje delcev

tudi v tem primeru ni povzrocilo spremembe obarvanja supernatanta. Ugotovili smo, da so
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delno izpraznjeni superparamagnetni nanodelci primerni za vgrajevanje barvila in tako
primerni tudi za nadaljnje poskuse vgrajevanja ZU. Liofirizirani delci, ki smo jih

redispergirali v vodi, so bili v vseh primerih zdruzeni v vecje skupke.

44. TOPNOST TETRADEKANOLA V ETANOLNO-VODNIH RAZTOPINAH

Tetradekanol smo v raziskavi uporabili kot pomozno snov pri vgrajevanju tezko topne ZU
v delno votle superparamagnetne nanodelce. Tetradekanol je pri sobni temperaturi v
trdnem agregatnem stanju [28], pri temperaturi, ki je rahlo nad telesno (37-39 °C), pa je v
teko¢em, zato predvidevamo, da bi lahko z njegovo uporabo dosegli nadzorovano
spros€anje ucinkovine v tkivu na osnovi hipertermije. Za vgrajevanje ucinkovine skupaj s
tetradekanolom v delno votle superparamagnetne nanodelce smo pripravili raztopino
tetradekanola v etanolu. Ugotovili smo, da tetradekanol ni topen v 40 % (V/V) in 45 %
(V/V) raztopini etanola, saj se je zelo hitro oboril iz raztopine. Pri 50 % (V/V) in 55 %
(V/V) je nastala opalescentna disperzija, medtem ko je pri 60 % (V/V) nastala bistra
raztopina. Na podlagi dobljenih podatkov smo zakljucili, da potrebujemo za popolno
raztapljanje tetradekanola s koncentracijo 10 pl/ml raztopine tetradekanola v etanolno-
vodni raztopini vsaj 60 % (V/V) etanolno-vodno raztopino. Ta podatek je pomemben pri
nacrtovanju spiranja prebitne koli¢ine ZU s povrSine delcev, saj moramo uporabiti medij,
ki uc¢inkovito spere nevgrajeno ZU in tetradekanol s povrSine delcev. Tekom raziskave
smo naleteli na tezave s kvantitativnim prenosom taline tetradekanola v etanolno-vodno
raztopino, saj se je le-ta v nastavku pipete zelo hitro strdil, zato prenos ni bil kvantitativen.
Da bi zmanjSali eksperimentalno napako, smo se odlo¢ili, da bomo pripravili koncentrirano
raztopino tetradekanola v absolutnem etanolu in le-to odmerjali. Kljub dobri topnosti v
etanolu, se tetradekanol raztaplja pocasi, zato smo raztapljanje pospeSili z rahlim

stresanjem, saj hitrejSe stresanje povzroci nastanek pene.

45. TOPNOST KARVEDILOLA V RAZTOPINI TETRADEKANOLA

Topnost KAR v vodnem mediju je majhna [30], zato smo preverili njegovo topnost v 50 %
(m/m) raztopini tetradekanola v absolutnem etanolu, da bi v nanodelce lahko vgradili ¢im
vecjo koli¢ino KAR. Rezultati so predstavljeni v preglednici XI. Pri 5 % (m/V) raztopini
KAR smo opazili, da je oborine Se zelo malo, zato smo dodali e 0,5 ml topila in po nekaj
minutnem meSanju na vibracijskem meSalu smo dobili raztopino. Kljub temu smo

naslednji dan opazili v vzorcu oborino, zato smo poskusili Se s pripravo 1 % (m/V)
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raztopine. KAR se je v takSnem topilu raztopil ob meSanju na vibracijskem mesalu in ostal

raztopljen tudi naslednji dan.

Preglednica IX: Topnost KAR v etanolni raztopini tetradekanola.

uporabljeno topilo je etanol : tetradekanol=50 : 50 (m:m)
20 % (m/V) KAR zelo veliko oborine

10 % (m/V) KAR veliko oborine

5% (m/V) KAR manj oborine
2,5 % (m/V) KAR se raztopi, naslednji dan oborina
1 % (m/V) KAR se raztopi

46. OPTIMIZACUA METODE ZA VGRAJEVANJE ZDRAVILNE UCINKOVINE
V DELNO VOTLE SUPERPARAMAGNETNE NANODELCE

Optimizacijo metode vgrajevanja ZU v delno votle superparamagnetne nanodelcev smo
zaceli tako, da smo najprej definirali klju¢ne korake postopka: loc¢ba delcev iz vodnega
medija, spiranje delcev z absolutnim etanolom, inkubiranje delcev v raztopini ZU in
lo¢evanje nevgrajene ZU. Vgradnjo ZU smo ovrednotili posredno s spremljanjem
spros¢anja ZU v vodnem mediju. Vsebnost smo dolocali spektrofotometricno s pomocjo
umeritvenih premic za KAR (R*=0,9993) in IBU (R*= 0,9997).

Vzorec 2 smo Ze uporabili za prve poskuse, s katerimi smo zeleli ovrednotiti primernost
metode polnjenja delcev, ko smo v delce vgradili barvilo. Izmed prvih dveh vzorcev smo
za vgrajevanje ZU izbrali vzorec 2, ker so bili delci bolj votli in so imeli posledicno v
strukturi na voljo ve¢ji volumen za vgrajevanje ZU v primerjavi z delci vzorca 1. Delci so
se hitro zdruzili v vecje skupke Ze med procesom ciS¢enja, zato je pomembno, da jih s
pipeto s stene mikrocentrifugirke spiramo pocasi, saj to delno omeji nastanek agregatov.
Po inkubiranju delcev v raztopini z ZU so bili agregati Se vedno prisotni. Tako smo imeli v
mikrocentrifugirki del delcev, ki so bili posamezno dispergirani, in del v obliki agregatov.
Poleg agregatov je po inkubiranju ¢ez noC nastal sediment agregatov in posameznih
delcev, ki pa smo ga z rahlim stresanjem zlahka redispergirali, agregatov pa nismo mogli
lociti ne s stresanjem in ne z meSanjem na vibracijskem meSalu. Agregati so bili vidni tudi
med poskusom spro$c¢anja, kar ni ustrezno, saj smo z agregati vnesli ve¢ nevgrajene ZU
med delci kot bi jo s posameznimi delci. Nanodelce je v agregate povezoval tetradekanol, v
katerem je bila raztopljena ZU. Tak sistem je neprimeren za uporabo, saj lahko aglomerati
povzrocijo hude nezelene ucinke, ki so posledica mehanske obstrukcije organov [35].
Najprej smo za vgrajevanje v delce uporabili 2,5 % (m/V) raztopino KAR. Kljub temu da
se je med inkubiranjem ¢ez noc¢ 2,5 % (m/V) ZU oborila, smo delce lo¢ili od medija in jih

Vv W

redispergirali v 1,5 ml prec¢is€ene vode ter proucili spros¢anje ZU iz takSnega sistema, da
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bi lahko dolocili kakSen volumen medija potrebujemo v nadaljnjih poskusih sproscanja.
Ugotovili smo, da smo uporabili premajhen volumen medija, ker smo presegli nasi¢eno
topnost in smo zato volumen medija v nadaljnjih poskusih povecali, tako da smo namesto
1,5 ml uporabili v nadaljevanju 3 ml. Prav tako smo pri ve¢jem volumnu medija lazje
odvzeli vzorec za analizo na spektrofotometru in hkrati prenesli v kiveto manj delcev. Za
analizo smo izbrali samo eno toc¢ko tj. 90 min po zacetku sproscanja. Ugotovili smo, da
brez loCevanja delcev od medija meritve ne moremo izvesti, ker agregati delcev motijo
meritev in so spektri »nepravilnih« oblik. Delce smo od medija locili s 15 min
inkubiranjem v magnetnem polju. Z naslednjimi poskusi smo Zzeleli ¢as magnetnega
lo¢evanja skrajSati, zato smo preverili uéinkovitost lo¢evanja po 10 min in 5 min
inkubiranju v magnetnem polju in ugotovili, da je 5 min inkubiranja v magnetnem polju
dovolj za u€inkovito separacijo delcev od medija.

Poprava ozadja

Kasneje smo z opazovanjem vpliva ozadja ugotovili, da delci motijo meritve tako, da je
naras¢anje motnje linearno, zato smo lahko s pomocjo programske opreme popravili
motnjo ozadja. Programska oprema, ki smo jo uporabili za popravo ozadja, je omogocila,
da smo ozadje popravili za vsako meritev posebej, saj je bil vpliv odvisen od koli¢ine
delcev v kiveti. Meritve smo tako lahko merili tudi brez locevanja delcev v magnetnem
polju. Vpliv ozadja se je tako s poveCanjem zaetnega volumna in kasnejSimi red¢itvami
zelo zmanj$al, saj je bilo Stevilo delcev v kiveti manjSe. Primer profila spro$¢anja ZU pred

in po korekciji ozadja prikazuje slika 15.
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Slika 15: Profil spros¢anja ZU s korekcijo (modra krivulja) (n=1) in brez korekcije (n=1) (rdeca krivulja) ozadja
meritev. Poskus smo izvedli z vzorcem 4 (500 pl disperzije delcev v 3 ml vode).
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Locevanje delcev v magnetnem polju

Med prvimi poskusi smo dolo¢ili ¢as, ki je potreben za locevanje delcev od disperznega
primerih magnetnega loCevanja rahlo obarvan, kar kaze, da je vseboval majhen delez
dispergiranih delcev, ki smo jih tako skupaj s supernatantom zavrgli. Mocneje je bil
supernatant obarvan po prvem locevanju delcev v magnetnem polju, po spiranju z
etanolom pa je bil svetleje obarvan, tako sklepamo, da je bila lo¢ba bolj u¢inkovita. Za
locevanje delcev iz vodnega medija smo vzorec v magnetnem polju inkubirali 40 min, po
spiranju z etanolom pa 30 min. V fazi loCevanja delcev od raztopine ZU smo vzorec prav
tako inkubirali v magnetnem polju 40 min, saj je krajsi ¢as loCevanja vodil v preveliko
izgubo delcev, daljsi Cas inkubiranja pa je povzrocil nastanek aglomeratov, ki jih nismo
mogli redispergirati. Po vseh postopkih loCevanja smo supernatant, ki smo ga zavrgli,
zbirali v posebnem odpadu. Ugotavljali smo tudi, kak$na je najboljsa postavitev vzorca v
magnetnem polju med lo¢evanjem. Ugotovili smo, da supernatant lazje odvzamemo, ¢e so
delci zbrani vzdolZ vsebnika, torej, da je le-ta postavljen lezece na magnetu (slika 9).

Spiranje nevegrajene ZU s povrSine delcev

Delce smo zeleli po postopku vgrajevanja ZU sprati, da bi z njihove povrSine odstranili
nevgrajeno ZU. Za spiranje delcev smo najprej uporabili absolutni etanol in jih po spiranju
15 min lo€evali v magnetnem polju. Preskus sproS¢anja iz tako pripravljenega dostavnega
sistema je pokazal, da smo v fazi spiranja odstranili vso ZU, zato spro$€anja KAR iz
delcev nismo zaznali. Nato smo poskusili delce sprati s 50 % (V/V) etanolno-vodno
raztopino in s krajSim 10 min ¢asom loc¢be v magnetnem polju. Tudi v tem primeru se je
izkazalo, da sproSCanja nismo zaznali, prav tako pa je bilo prvih nekaj spektrov
neprimernih za dolo¢anje koncentracije. Pri naslednjem vzorcu smo prav tako spirali delce
s 50 % (V/V) etanolno-vodno raztopino ¢as locbe v magnetnem polju pa smo skrajsali na 5
min. Tudi ta pristop se je izkazal kot neprimeren, hkrati pa smo zaradi kratkega ¢asa locbe
izgubili veliko delcev. Iz opisanih razlogov smo se odlocili, da bomo vzorce za spremljanje
spros€anja ZU pripravili brez spiranja njihove povrSine tj. brez odstranjevanja ZU s
povrsine delcev.

V nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno razviti drugo, bolj ustrezno metodo za spiranje
nevgrajene ZU s povrSine delcev, saj bi tako preprecili (zmanjsSali) zacetno takojSnje

spros€anje (»burst release«), ki je bilo izraZzeno pri vseh proucevanih vzorcih. Tezavo bi

37



morda lahko zmanjsali tudi z uporabo mocnejSega magnetnega polja, ki bi omogocalo
krajsi ¢as loCevanja delcev od medija, ali z druga¢no zasnovo postopka ¢is¢enja.

Dispergiranje agregatov delcev

Pri poskusih sprosc¢anja ZU so se v vseh zacetnih primerih pojavili vecji skupki delcev. Ko
so le-ti nastali med procesom ciScenja, jih z meSanjem in stresanjem nismo mogli
redispergirati. Najprej smo se tezave lotili tako, da smo zmanjsali delez tetradekanola v
topilu na 25 % (m/m) in 10 % (m/m) in opazovali vpliv na obnaSanje delcev med pripravo
vzorca. Ugotovili smo, da se ZU kljub zmanjSanju deleza tetradekanola vgradi, opazili pa
smo tudi, da z zmanjSanjem deleza tetradekanola delce lazje speremo s stene
mikrocentrifugirke. Delci so se po dodatku vode popolnoma locili le v primeru, ko
tetradekanola ni bilo v topilu in je bil KAR raztopljen samo v etanolu. V tem primeru pa
spros€¢anja KAR nismo mogli zaznati, saj je bila disperzija delcev zelo mo¢no obarvana,
posledi¢no je bila oblika spektrov neprimerna za analizo spros¢ene ZU. Poskus smo tudi
ponovili in dobili enake rezultate. Na podlagi predhodnih poskusov smo se odlo¢ili, da
bomo za vgrajevanje ZU uporabili topilo z 10 % (m/m) tetradekanola. Ceprav je
zmanjSanje deleza tetradekanola na 10 % (m/m) omogocilo, da je nastalo veliko manj
agregatov, se nastanku agregatov Se vedno nismo popolnoma izognili. Nato smo poskusili
agregate, ki so nastali Ze med ¢iS€enjem vzorca, redispergirati s soniciranjem v ultrazvoc¢ni
kopeli (60 s). To smo storili zatem, ko smo delcem dodali raztopino ZU. Delci so se lo¢ili
in loceni ostali loceni tudi ves Cas inkubiranja z ZU. Tudi lo¢ba, s katero smo odstranil
raztopino ZU, ni povzrocila nastanka skupkov in tako smo delce lahko v vodi redispergirali
brez nastanka vidnih agregatov.

Volumen medija

Med optimizacijo metode smo se odlocili, da bomo pri poskusih z vzorcem 5 povecali
zacetni volumen s 3 ml na 6 ml. Na tak nacin smo zagotovili primerne pogoje za
sproscanje, kar pomeni da je bila koncentracija ZU dovolj nizka, da njeno spros¢anje ni
omejevala topnost. Prav tako smo manjSe viale zamenjali za ve¢je vsebnike, v katerih smo
volumen lahko povecevali tudi do 20 ml. Zmanjsali smo tudi odmerek napolnjenih delcev
— uporabili smo 250 pl vzorca delcev namesto 500 pl, kot smo to poceli v prvih poskusih,
kar je zopet vplivalo na kon¢no koncentracijo spros¢ene ZU.

Vpliv tetradekanola na lo¢bo

Ko smo opazovali vpliv ozadja, smo predvidevali, da tetradekanol povzro¢i zdruzevanje

delcev v agregate. Delce v katere smo vgradili ZU iz etanolne raztopine, se na magnetu
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skorajda niso lo¢ili, medtem ko je vecanje deleza tetradekanola v raztopini za vgrajevanje

povzrocilo bolj opazno lo¢bo delcev. To lahko pripiSemo nastanku agregatov delcev, ki so

bolj magnetno odzivni v primerjavi s posameznimi delci. To vidimo tudi na sliki 16a, ki je

bila posneta 5 min po zacetku lo¢evanja v magnetnem polju. Delci, ki smo jih inkubirali v

10 % (m/m) raztopini tetradekanola v etanolu, so se opazno locili iz medija v primerjavi s

tistimi, ki smo jih inkubirali samo v etanolni raztopini ZU. Kljub uporabi ultrazvoka so se

redispergirali le delci, v katere smo vgrajevali raztopino ZU z najve¢ 10 % tetradekanola,

pri ostalih vzorcih so ostali veliki skupki delcev (slika 16b). Potek optimizacije metode za

vgrajevanje ZU v nanodelce in glavne ugotovitve so zbrane v preglednici XII.

Preglednica X: Potek optimizacije metode za vgrajevanje zdravilne uc¢inkovine v delno votle superparamagnetne
nanodelce in glavne ugotovitve. Natehtane mase in dodani volumni topila so zbrani v prilogi 1.

V(vzorec) | tetradekanol : etanol .
ZU V((me dij)) i 2 1) Ugotovitev
VZOREC 2
2,5 % KAR se ¢ez noc obori
2,5% 500 pl 50 - 50 delci motijo meritve, vendar je 5 min locevanja v mag.
KAR 1,5 ml ’ polju dovolj za izvedbo meritev
volumen medija je premajhen
1 % KAR 20(;) n"ll % 50:50 vec€ina ZU se sprosti v 120 min
500 ul povrsino napolnjenih delcev poskusimo sprati z
1 % KAR 3.0 ml 50:50 etanolom — 15 min stika - neuspesno (neustrezna oblika
’ spektrov)
500 ul povrsino napolnjenih delcev poskusimo sprati s 50 %
1 % KAR 3.0 ml 50:50 etanolom — 10 min stika - neuspesno (neustrezna oblika
’ spektrov)
500 ul povrsino napolnjenih delcev poskusimo sprati s 50 %
1 % KAR 3.0 ml 50:50 etanolom — 5 min stika - neuspe$no (neustrezna oblika
’ spektrov)
1 % KAR 205) r;l 11 0:100 koncentracija KAR se ne povecuje s casom
ponovitev poskusa, koncentracija KAR se ne povecuje s
casom
o 500 pl ) prvic opazeno, da ob prenosu v vodni medij ne
N ZORCEIR 3,0 ml 0:100 nastanejo agregati
lo¢ba delcev v magnetnem polju je zelo pocasna
disperzija je mo¢no obarvana in moti meritve
o 500 pl ) 25 % delez tetradekanola v raztopini za vgrajevanje ZU
LY IR 3,0 ml 25275 Se vedno omogoca vgradnjo KAR
500 ul 10 % delez tetradekanola v raztopini za vgrajevanje ZU
1 % KAR 3.0 ml 10:90 Se vedno omogoca vgradnjo KAR
’ ob pripravi vzorca nastane manj agregatov delcev
VZOREC 3
500 ul priprava vzorca z inkubiranjem 2,5 min v HCI je
1% KAR 3.0 ml 10:90 primerna, ZU se Se vedno sprosc¢a
’ Se vedno nastajajo agregati
VZOREC 4
1% IBU 500 ul 10 - 90 sprememba priprave vzorca: po dodatku ZU nastale
4,0 ml ) agregate redispergiramo s pomocjo ultrazvoka
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Slika 16: a) Vpliv tetradekanola na lo¢evanje delcev v magnetnem polju, b) agregati delcev,
ki nastanejo med postopkom polnjenja delcev z ZU.

4.7. VGRAJEVANIJE ZU V DELCE

Ena izmed poglavitnih informacij, ki smo jo Zeleli pridobiti tekom raziskav je, koliko ZU
lahko vgradimo v delce. Poskuse vgrajevanja smo izvedli z razlicnimi koncentracijami
IBU v raztopini za vgrajevanje in zaradi slabe topnosti KAR le z eno koncentracijo
raztopine KAR. ZU smo najprej raztopili v 10 % raztopini tetradekanola v etanolu, saj je
po predhodnih izku$njah to topilo omogocilo najbolj optimalno vgrajevanje ZU in omejilo
nastanek agregatov delcev. Ena izmed kljucnih lastnosti delcev, ki vpliva na njihovo
varnost je, da se ti ne zdruzujejo v skupke. V preglednici XIII smo zbrali podatke o tem, ali

so se delci v poskusu sproscanja v vodnem mediju dispergirali ali so bili prisotni agregati.

Preglednica XI: Nastanek s prostim o¢esom vidnih aglomeratov pri poskusih sprosé¢anja ZU iz nanodelcev.

KAR IBU
1,0 % (m/V) raztopina KAR 5,0 % (m/V) raztopina IBU
tetradekanol : etanol delci se redispergirajo | tetradekanol : etanol delci se redispergirajo

100 : 0 DA 100 : 0 DA
10 : 90 sprva NE, nato DA 10 : 90 DA
25:75 NE 25:75 DA
50:50 NE 50:50 DA*

2,5 % (m/V) raztopina IBU
100 : 0 DA
10 : 90 DA
25:75 DA*
50: 50 DA

10 % (m/V) raztopina IBU

10 : 90

|

DA

7,5 % (m/V) raztopina [BU

10: 90

|

DA

1,0 % (m/V) raztopina IBU

10 : 90

DA

0,5% (m/V) raztopina IBU

10: 90

DA
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Vzorca, ki sta v preglednici XIII oznaceni z *, sta kazala posebne lastnosti. Agregatov v
teh dveh primerih nismo opazili, vzorca pa sta kazala v primerjavi z drugimi vzorci
drugacne lastnosti tekom lo¢evanja v magnetnem polju, kar lahko kaze na interakcije med
delci, saj so se delci v obeh primerih v magnetnem polju loc¢evali opazno hitreje.

V naslednjih podpoglavjih so predstavljeni rezultati posameznih sklopov preskusov
sproscanja, ki kazejo vpliv koncentracije ZU in raztopine za vgradnjo ZU na spros¢anje in
vgradnjo ZU v delno votle superparamagnetne nanodelce vzorca 5. Vse natehtane mase in
dodani volumni topila za ZU, ki smo jih uporabili v naslednjih podpoglavjih, so zbrani v

prilogi L.

4.7.1. VPLIV KONCENTRACUE IBUPROFENA NA NJEGOVO VGRAJEVANJE V
MAGNETNE NANODELCE

Glede na preliminarne poskuse s tezko topnim KAR smo se odlocili, da bomo proucili Se
vgrajevanje in spro$¢anje z drugo tezko topno ZU. Izbrali smo IBU, ki je tezko topen v
vodi, a ima v precisceni vodi Se vedno priblizno dvakrat vecjo topnost kot KAR [29]. To je
omogocilo, da smo z IBU lahko preverili vpliv spremembe koncentracije ZU na njeno
sproscanje. Izvedli smo poskuse sproS€anja z delci, ki smo jih polnili z inkubiranjem v
raztopinah, ki so imele raztopljen IBU v koncentracijah od 0,5 do 10 % (m/V). Rezultati so
predstavljeni na sliki 17.

Na sliki 17 lahko opazimo, da masa sproS¢ene ZU sprva nara$¢a linearno s Casom. V
zacetni fazi sproS€anja je opazen »burst« ucinek, ki je lahko posledica raztapljanja ZU s
povrsine delcev in/ali nepopolne odstranitve raztopine ZU, ki je bila ujeta med delci. To
smo Zeleli odpraviti s spiranjem povrsSine delcev z etanolom, vendar, kot smo opisali v
poglavju 4.6., metoda spiranja, ki smo jo uporabili glede na rezultate, ni bila ustrezna.

Iz grafa je razvidno, da se profila sproscanja 7,5 % IBU in 10 % IBU delno prekrivata.
Predvidevamo, da je pri koncentracijah 7,5 % IBU in 10 % IBU koli¢ina ZU Ze previsoka
glede na deleZ tetradekanola, zato tetradekanol ne zadrzi spro$€anja. Lahko pa je to tudi
posledica nasicenosti vezavnih mest na ogrodju delcev zaradi interakcij (vodikovih vezi)
karboksilnih skupin IBU s silanolnimi skupinami na ogrodju delcev. Enako je pokazal tudi
Iraji [5], saj je povecevanje koncentracije raztopine za vgrajevanje ZU povecalo koli¢ino

vgrajene ZU le do neke meje, nato pa je le-ta nehala narascati [5].
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Slika 17: Spros$¢ena masa IBU iz superparamagnetnih nanodelcev v katere smo ZU vgradili iz 0,5 % - 10%
raztopin IBU v raztopini tetradekanola v etanolu (n=1).

Ugotovili smo, da je za vgradnjo IBU primerna 10 % (m/m) etanolna raztopina
tetradekanola, saj pri nobenem izmed poskusov nismo opazili nastanka agregatov. Po
zadnjem merjenju po 120 min smo dodali Se svez medij, tako da smo zagotovili primerne
(sink) pogoje za sproscanje celotne koli¢ine potencialno vgrajene ZU.

V preglednici XIV smo zbrali podatke meritev spros¢ene ZU po 120 min, naslednji dan
(po 24 h) in z dodatnim 5 min segrevanjem ter na podlagi teh rezultatov izracunali, kakSna

masa IBU se je vgradila v delce. S segrevanjem smo stalili tetradekanol in tako preverili,
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ali se sprosti Se kaj ZU, ki je zaostala v tetradekanolu. Ta rezultat smo nato uporabili za
izra¢un masnega deleza ZU, ki se je vgradila v delce. Ugotovili smo, da se je spros¢ena
masa ZU v vseh primerih po 24 urah Se nekoliko povecala, kar potrjuje, da tetradekanol
upocasni sproS¢anje ZU iz nanodelcev. Ugotovili smo, da se je pri segrevanju masa
spros¢ene ZU v povprecju povecala za 10,2 % (m/m). Porast je bil najmanjsi pri
nanodelcih, ki smo jih polnili s 7,5 % (m/V) raztopino IBU, kjer se je masa povecala za 3,6
% (m/m), najvecji pa je bil pri poskusu sproS€anja, kjer smo vgradili IBU iz 0,5 % (m/V)
raztopine. Prirast mase je bil v tem primeru 20,4 % (m/m).

Za izracun mase ZU, ki se je vgradila v delce, smo uporabili podatke o spros¢eni masi po
segrevanju in koncentraciji delcev, ki smo jo dolo¢ili z liofilizacijo, t.j. 2,87 mg/ml.
Rezultati so pokazali, da je sproS¢anje daljSe od 120 min, kar se ne sklada z ugotovitvami
prvih poskusov. V preglednici XIV so zbrani podatki o masi sproS¢enega IBU, vplivu
segrevanja na koli¢ino sproscene ZU in preracun masnega deleza sprosc¢enega IBU glede

na maso delno votlih nanodelcev.

Preglednica XII: Vpliv segrevanja na koli¢ino spros¢ene ZU in deleZ vgrajene ZU v odvisnosti od koncentracije
ZU v raztopini za vgrajevanje v razli¢nih ¢asovnih to¢kah (n=1).

sproscena masa IBU v razli¢nih ¢asovnih tockah (png)
IBU mg IBU/mg delcev
120 min naslednji dan naslednji dan + segrevanje

0,5 % 47,1 42,1 50,7 0,071

1% 86,9 99,3 105,3 0,147
2,5 % 131,0 162,5 175,5 0,245

5% 289,3 419,2 474,9 0,662

7,5 % 455,5 532,6 551,6 0,769

10 % 390,3 610,3 671,3 0,936

472 VPLIV DELEZA TETRADEKANOLA NA VGRAJEVANJE ZU V' DELNO VOTLE
SUPERPARAMAGNETNE NANODELCE

4.7.2.1.  VGRAJEVANJE IBUPROFENA iz 5 % RAZTOPINE
Najprej smo preverili, kakSen je vpliv deleza tetradekanola v topilu na vgrajevanje ZU v
nanodelce. Glede na predhodne rezultate, smo si za vgrajevanje najprej izbrali 5 %
raztopino IBU. Ta je bil raztopljen v topilu, ki je vsebovalo tetradekanol in etanol v
masnem razmerju 10 : 90, nato pa smo delez tetradekanola povecali na 25 % (m/m) in 50
% (m/m). Vpliv tetradekanola na sproS¢anje ZU iz delcev, ki smo jih polnili s 5 % IBU

(m/V), predstavlja slika 18. Zelo zanimivo je bilo, da smo glede na izkuSnje z delci pri
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merjenju ozadij in glede na predhodne poskuse pri razvoju metode predvidevali, da se
bodo delci zdruzili v velike skupke, ko bo delez tetradekanola v raztopini za vgrajevanje
25 % ali veg, a s prostim oGesom vidnih agregatov presenetljivo ni bilo. Se eno zanimivo
odkritje je bilo tudi, da smo v nasprotju s KAR, IBU uspeli vgraditi v delce tudi iz etanolne
raztopine (brez tetradekanola).

Ko smo opazovali vpliv spros¢anja IBU iz delcev v katere smo vgrajevali ZU iz 5 % (m/V)
raztopine IBU v 50 % raztopini tetradekanola v etanolu, se je po inkubiranju ¢ez noc
pojavil sediment delcev, ki pa se je zlahka redispergiral, tako da nismo opazili s prostim
oc¢esom vidnih agregatov. Vendar je bila zadnja locba v magnetnem polju preden smo
odstranili raztopino ZU hitrejSa kot obicajno, supernatant pa brezbarven, kar kaze na
povezovanje delcev. V vodnem mediju so se ti redispergirali, vendar so bile koncentracije
spros¢ene ZU v primerjavi z rezultati, kjer je bil delez tetradekanola v raztopini za
vgradnjo 25 % (m/m), precej visoke, kar je lahko posledica tetradekanola, ki je povezal

delce in se ni vgradil v njihovo notranjost, ampak je tvoril povezave med delci.
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Slika 18: Vpliv deleZa tetradekanola v topilu za vgrajevanje na sproscanje IBU iz delcev, v katere smo ZU
vgrajevali iz 5 % raztopine IBU (n=1).
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S profilov spros€anja, ki so prikazani na sliki 18 je razvidno, da se s povecanjem deleza
tetradekanola v raztopini med vgrajevanjem ZU sproscanje ZU upocasni. Po 24 h
sproscanja tj. naslednji dan smo vzorce segreli, da bi se iz delcev sprostila vsa ucinkovina,
in dolo¢ili kon¢no koncentracijo sprosc¢ene ZU. Ugotovili smo, da se s povecanjem deleza
tetradekanola v etanolni raztopini vgradi manjSa masa ZU. Spros¢ena masa ZU narasca
linearno, razen v primeru, ko smo ZU vgrajevali iz etanolne raztopine. V tem primeru smo
opazili izrazito zaCetno sprosCanje (angl. burst release) v prvi uri in bolj pocasno
sproscanje preostanka ZU. Vsa ucinkovina pa se je iz delcev sprostila v prvih dveh urah. V
preglednici XV smo zbrali podatke o spros¢eni koli¢ini ZU v razli¢nih ¢asovnih tockah in
preracunali deleza vgrajenega IBU glede na maso delcev.

Rezultati kazejo, da s povecevanjem koli¢ine tetradekanola v raztopini med vgrajevanjem
lahko vplivamo na vgrajevanje ZU v delce, hkrati pa z njim zadrZimo sproS¢anje. Ali ta
zakljucek drzi, bi morali preveriti v nadaljnjih raziskavah tj. dodatno bi morali prouditi, ali
segrevanje vzorca res omogoci spros¢anje celotne koli¢ine vgrajene u¢inkovine, ali bi bilo

potrebno delce raztopiti v drugem topilu.

Preglednica XIII: Sprosc¢ena koli¢ina IBU iz delcev in celokupna koli¢ina vgrajene ZU, ki smo jo vgrajevali iz 5 %
raztopine IBU, ki smo ga v delce vgradili s pomoc¢jo razli¢nih topil, in masa ZU, ki se je vgradila v delce (n=1).

tetradekanol : etanol spros¢ena masa IBU v razli¢nih ¢asovnih tockah (pg) mg IBU/
(m: m) 120 min naslednji dan naslednji dan + segrevanje | mg delcev
0:100 674,6 610,3 671,3 0,936
10 : 90 289,3 419,2 4749 0,662
25:75 143,3 209,3 218,6 0,305
50:50 113,5 154,7 205,6 0,287

4.7.2.2.  VGRAJEVANJE IBUPROFENA IZ 2,5 % RAZTOPINE
Ugotovitve, ki smo jih pridobili v poskusih, kjer smo IBU vgrajevali iz 5 % raztopine, smo
zeleli preveriti Se na vzorcih, kjer smo za vgrajevanje uporabili 2,5 % raztopino IBU.
Zanimalo nas je tudi, ali med postopkom vgrajevanja delci agregirajo. S prostim ocesom
vidnih agregatov nismo zaznali v nobenem izmed primerov, zato smo sklenili, da na
sposobnost redispergiranja vpliva tudi ZU. Edini vzorec, ki je nakazoval pojav agregatov,
je bil vzorec, kjer smo IBU vgrajevali iz 25 % raztopine tetradekanola v etanolu. V tem
primeru so se med lo¢evanjem v magnetnem polju delci loc¢evali opazno hitreje v
primerjavi z drugimi vzorci. Po pol ure sproS¢anja smo opazili, da se delci ne locujejo vec
tako hitro in vzorec se je obnasal kot vsi drugi. Prvih 35 min je bilo spros¢anje hitro, nato
pa se je upocasnilo. HitrejSe zaCetno sproscanje bi bilo lahko posledica tetradekanola, ki se

je vezal na povrsino delcev, v sebi pa je imel vgrajeno ZU. Tudi v tem primeru smo
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potrdili, da na stabilnost delcev vplivata tako ZU kot tudi topilo za ZU, s pomocjo katerega
le-to vgradimo v delce.

Tudi v primeru vgrajevanja ZU iz 2,5 % (m/V) etanolne raztopine IBU, smo ugotovili zelo
hitro sproscanje IBU v prvi uri, tako kot v primeru vgrajevanja ZU iz 5 % (m/V) raztopine
IBU. Rezultat dokazuje, da dodatek tetradekanola v raztopino za vgrajevanje uspesno
zadrzi sprosc€anje ZU iz nanodelcev in omogoc¢i enakomerno sprosc¢anje IBU iz delcev

(brez izrazitega zacCetnega »burst releasa«) .
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Slika 19: Vpliv deleZa tetradekanola v raztopini za vgrajevanje na sprosc¢anje IBU iz delcev, v katere smo
vgrajevali ZU iz 2,5 % raztopine IBU (n=1).

Zanimivo je, da so bili masni delezi vgrajenega IBU zelo podobni, ne glede na koli¢ino
tetradekanola v raztopini za vgrajevanje, kot smo to prikazali v preglednici XVI. V vseh

primerih se je v delce vgradilo od 0,234 mg do 0,289 mg IBU na mg delcev. Konc¢na
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spros¢ena masa ZU je bila pri vseh vzorcih zelo podobna, medtem ko je bila koncentracija
po prvih 120 min Se zelo razlicna (preglednica XVI). Analize vzorcev po rahlem
segrevanju kazejo zelo majhne spremembe glede na analizo pred segrevanjem, kar kaze, da

se je iz vseh vzorcev v 24 urah sprostila skoraj vsa ZU.

Preglednica XIV: Zbrani rezultati spro§¢anja iz superparamagnetnih nanodelcev v katere smo ZU vgradili iz 2,5

% raztopine IBU, ki smo ga v delce vgradili s pomoc¢jo razli¢nih topil, in masa ZU, Ki se je vgradila v delce (n=1).
Tetradekanol : etanol spros¢ena masa IBU v razli¢nih ¢asovnih tockah (pg) mg IBU/mg
(m:m) 120 min | naslednji dan | naslednji dan + segrevanje delcev
0:100 221,8 203,6 203,6 0,284
10 : 90 131,0 162,5 175,5 0,245
25:75 140,6 166,8 167,9 0,234
50:50 71,0 203,6 206,4 0,289

4.7.2.3.  VGRAJEVANJE KARVEDILOLA IZ 1 % RAZTOPINE KARVEDILOLA

V sklopu raziskav smo proucevali tudi vpliv tetradekanola na vgrajevanje in spros€anje
KAR iz superparamagnetnih nanodelcev. Za vgrajevanje smo Zeleli uporabiti ¢im vi§jo
koncentracijo KAR, a se je le-ta ze v primeru 2 % (m/V) raztopine iz nje po 24 h oboril,
zato smo za vgrajevanje uporabili 1 % (m/V) raztopino. Za poskuse spros¢anja smo
najprej uporabili 250 pl disperzije delcev, ki smo jih inkubirali v 1 % raztopini KAR, a je
bila koli¢ina sproS¢ene ZU pod mejo detekcije, zato smo se odlocili, da povetamo
volumen vhodnega vzorca na 500 pl in ohranimo zacetni volumen medija za spro$¢anje 6
ml. S tem smo Zeleli zmanjSati moznost napak in povecati razlike med vzorci. Pri vzorcih z
vgrajenim IBU smo tudi pri vecjih delezih tetradekanola v mediju za vgrajevanje opazili,
da so se delci ucinkovito dispergirali, medtem ko se v primeru vzorcev s KAR to ni
zgodilo. Ugotovili smo, da se delci uCinkovito dispergirajo le v primeru, ko je delez
tetradekanola 10 % (m/m) ali manj, medtem ko smo pri 25 % (m/m) in 50 % (m/m)
tetradekanola opazili nastanek agregatov.

Tudi v primeru vgrajevanja KAR smo potrdili, da vgrajevanje iz etanolnih raztopin ni
ucinkovito, saj smo zaznali sproScanje ZU le v prvih 15 min. Poskus smo tudi ponovili in
dobili enak rezultat. TakSne rezultate smo dobili Ze v preliminarnih poskusih, ki so bili
predstavljeni v prejSnjem poglavju, vendar smo jih takrat Se pripisali temu, da Se nismo
uporabili pristopa za korekcijo ozadja in da je bilo v kiveti preve¢ delcev, kar je motilo
meritev. V nasprotju s KAR smo IBU uspeli vgraditi v delce tako iz 5 % kot tudi iz 2,5 %
etanolne raztopine.

Opazimo lahko, da je oblika profilov spro$¢anja KAR v primerjavi z IBU drugacna, saj je

spros€anje v prvih 15 min hitrejSe (»burst release«), nato pa naraséa linearno (slika 20). To
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verjetno kaze prisotnost KAR v tetradekanolu na povrsini delcev, zato bi morali razviti
primeren nacin za spiranje povrSine delcev, da bi nevgrajeno ZU lahko odstranili. Kljub
nastanku agregatov delcev pa so profili spro$€anja vseh vzorcev s tetradekanolom podobni.
Potrdili smo, da je tetradekanol primerna pomozna snov za pripravo delcev s prirejenim
spros¢anjem. Rezultati pa kazejo tudi, da se brez tetradekanola KAR v delce sploh ne

vgradi.
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Slika 20: Vpliv deleZa tetradekanola v raztopini za vgrajevanje na spros$¢anje KAR iz delcev, v katere smo
vgrajevali ZU iz 1 % raztopine KAR (n=1).

48




Opazili smo tudi, da se pri segrevanju na 50 °C agregati redispergirajo na posamezne
delce, saj se tetradekanol pri tej temperaturi ze utekoCini. To potrjuje hipotezo, da
tetradekanol povzroc¢i nastanek agregatov. Ob uporabi delcev pri zdravljenju z magnetno
hipertermijo morda nastanek agregatov ne bi bil problem, a pri telesni temperaturi je
tetradekanol Se vedno v trdnem agregatnem stanju, zato lahko potencialni agregati
povzrocijo embolijo krvnih zil [36].

S poveCevanjem deleza tetradekanola se je v delce vgradilo manj ZU, kar sovpada z
rezultati v primeru delcev z IBU, ki smo ga vgrajevali iz 5 % (m/V) raztopine IBU. Kot pri
vseh ostalih vzorcih, se je masa sprosc¢enega KAR nekoliko povecala po segrevanju,

vendar se je velika vecina ZU sprostila ze pred segrevanjem (preglednica X VII).

Preglednica XV: Zbrani rezultati spro$¢anja KAR iz delcev, v katere smo ZU vgrajevali iz 1 % raztopine KAR s
pomocjo razli¢nih topil in masa KAR, ki se je vgradila v delce (n=1).

Tetradekanol : etanol sprosc¢ena masa IBU v razli¢nih ¢asovnih tockah (pg) mg KAR/
(m: m) 120 min naslednji dan naslednji dan + segrevanje | mg delcev
0:100 138,2 125,6 132,8 0,0926
10 : 90 159,0 191,2 205,2 0,143
25:75 74,0 89,7 93,6 0,0653
50:50 57,4 74,1 75,1 0,0524

Pri prvem poskusu vgrajevanja ZU iz etanolne raztopine z 10 % (m/m) tetradekanola se
delci niso dispergirali, zato smo se odlo¢ili, da bomo preverili, ali lahko s pomocjo
ultrazvoka dispergiramo agregate, po tem, ko smo delce lo¢ili v magnetnem polju in jih
dispergirali v vodi. Tako smo mikrocentrifugirko, kjer so bili dispergirani delci v vodi,
prenesli v UZ kadicko in ugotavljali najkrajSi ¢as soniciranja, ki je potreben, da se agregati
dispergirajo. Ugotovili smo, da tak postopek dispergiranja delcev povzroci pospeseno
spros€anje ZU, saj se je Ze po 30 s soniciranja sprostil skoraj ves KAR. Rezultate smo
primerjali s sproS¢anjem iz delcev, ki jih nismo sonicirali. Rezultati so prikazani na sliki
21. Poskus je pokazal, da uporaba ultrazvoka ni primerna za dispergiranje agregatov
delcev, saj povzroci pospeseno sprosc¢anje ucinkovine (slika 21). Koncna analiza vsebnosti
ZU je pokazala, da je bila vgrajena masa KAR v obeh primerih zelo podobna (preglednica
XVIII).
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Slika 21: Vpliv uporabe ultrazvoka za redispergiranje agregatov na hitrost spros¢anja KAR (n=1).

Preglednica XVI: Zbrani rezultati spros§¢anja KAR iz delcev, v katere smo ZU vgrajevali iz 1 % raztopine KAR
in preverili vpliv ultrazvoka na spros¢anje KAR iz delcev (n=1).

sproscena masa IBU v razli¢nih ¢asovnih tockah (p1g) mg KAR/
120 min naslednji dan naslednji dan + segrevanje mg delcev
1 % KAR 97,7 125,5 133,1 0,185
0,
L o Lunlit ey 135,5 137,8 143,4 0,199
ultrazvok

Edina profila spros¢anja modelnih u¢inkovin, ki jih lahko direktno primerjamo, sta profila,

ko smo ZU vgrajevali iz 1 % (m/V) raztopine ZU v 10 % (m/m) raztopini tetradekanola v

etanolu. Profila sproScanja obeh modelnih ucinkovin sta zelo podobna (slika 22,

preglednica XIX). Za obe u¢inkovini je znacilno hitro zaCetno sprosc¢anje (»burst release«).
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Slika 22: Primerjava profilov spros¢anja KAR in IBU iz delcev v katere smo vgradili ZU iz 1 % raztopine ZU v 10
% raztopini tetradekanola v etanolu (n=1).

Vidimo lahko, da se glede na maso delcev pri 1 % (m/V) raztopinah ZU in 10 % masnem
delezu tetradekanola, v delce vgradi zelo podobna koli¢ina ZU. Masa ZU, ki se je vgradila
na mg delcev, je bila: 0,147 mg (1 % IBU), 0,185 mg (1 % KAR, 250 pl delcev) in 0,143
mg (1 % KAR, 500 pl delcev).

Preglednica XVII: Zbrani rezultati spro$¢ene mase KAR in IBU iz delcev, v katere smo ZU vgrajevali iz 1 %
raztopine ZU s pomoc¢jo 10 % (m/m) raztopine tetradekanola v etanolu in masa ZU, ki se je vgradila v delce (n=1).

spros¢ena masa IBU v razli¢nih ¢asovnih tockah (pg)
: = = : mg ZU/mg delcev
120 min naslednji dan naslednji dan + segrevanje
1% KAR 97,7 125,5 133,1 0,185
1% IBU 86,9 99,3 105,3 0,147

V magistrski nalogi smo Zeleli preliminarno ovrednotiti Sirok nabor parametrov, ki
vplivajo na lastnosti magnetnih delcev, in tako ugotoviti, ali je na§ pristop primeren za
nadaljnje raziskovanje. Ker je bilo raztapljanje magnetnega jedra eden izmed omejujocih
dejavnikov pri ponovljivi pripravi delcev z delno raztopljenimi magnetnimi jedri, smo bili
pri poskusih omejeni s koli¢ino vzorca. V nalogi smo tako poskuse spro$¢anja izvedeni le
na eni paralelki vzorcev. Prioritetno smo Zeleli ovrednotiti, ali so delci in nacin raztapljanja
magnetnega jedra primerni za nadaljnje vgrajevanje ZU. Nato smo zeleli ovrednotiti tudi
primernost uporabe sotopila (tetradekanola) pri vgrajevanju ZU in preliminarno ovrednotiti

vgrajevanje in sproscanje vsaj dveh modelnih ZU.

51




Proti koncu nasih raziskav smo med drugim Zeleli oceniti, kakSna je ponovljivost nasih
poskusov, zato smo v treh paralelah izvedli tudi vgrajevanje in sproS¢anje iz delno votlih
magnetnih nanodelcev, v katere smo IBU vgradili iz 5 % (m/V) raztopine IBU, ki smo ga
raztopili v 25 % (m/m) raztopini tetradekanola v etanolu. Rezultati so prikazani na sliki 23
in kazejo, da je ponovljivost dobra, kar dokazuje, da je metoda vgrajevanja ZU ustrezna in

je nadaljevanje poskusov smiselno.
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Slika 23: Sproscanje IBU iz delcev, v katere smo vgrajevali ZU iz 5 % raztopine IBU, ki je bila raztopljena v 25 %
(m/m) raztopini tetradekanola v etanolu (n=3).
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4.8. UPORABA ULTRACENTRIFUGIRANJA V PRESKUSU SPROSCANJA
ZDRAVILNE UCINKOVINE

Poleg lo¢evanja v magnetnem polju smo proucili tudi uporabnost alternativnega pristopa tj.
locevanja delcev od disperznega medija z ultracentrifugiranjem. LocCevanja delcev od
medija z ultracentrifugiranjem smo se lotili predvsem zato, ker smo v nekaj zacetnih
poskusih dobili nemerljive spektre, ki so bili posledica prevelike koliine dispergiranih
delcev v kiveti. S centrifugiranjem smo tako zeleli dobiti bister supernatant, ki ne bi
vseboval delcev. Delce nam je uspelo uspesno lociti, saj je bil supernatant v vseh primerih
bister in brezbarven, delci pa so se zbrali ob robu ali na dnu mikrocentrifugirke. Izgled
disperzij delcev pred in po locbi je prikazan na sliki 24. Natehtane mase IBU in volumni

topila za ZU, ki smo jih uporabili, so zbrane v prilogi I.

Slika 24: Disperzija delcev pred ultracentrifugiranjem (levo) in po lo¢bi (desno).

Delno porozni superparamagnetni nanodelci z verajenim IBU iz 2,5 % (m/V) raztopine

IBU (tetradekanol : etanol = 10 : 90)

Koli¢ina spros¢ene ZU je bila v vseh vzorcih podobna, kar pomeni, da razlik v razli¢nih
¢asovnih tockah nismo zaznali (slika 25). Majhne razlike v koli¢ini sproS¢ene ZU so lahko
tudi posledica napak pri pipetiranju, saj smo operirali z zelo majhnimi volumni. TakSen
pristop lo¢evanja delcev se je izkazal primeren za lo¢evanje delcev od medija, ne pa tudi za

proucevanje sprosc¢anja vgrajene ZU.
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Slika 25: Koli¢ina spros$c¢ene ucinkovine, ki smo jo dolodili po postopku ultracentrifugiranja (n=1).

Delno porozni superparamagnetni nanodelci z verajenim IBU iz 10 % raztopine IBU

(tetradekanol : etanol = 10 : 90)

S povecanjem koncentracije IBU v raztopini za vgrajevanje smo zeleli doseci, da je 50 pl
suspenzije nanodelcev v centrifugirki po dodatku vode res nasi¢enih z raztopino ZU, saj bi
bil lahko v prejSnjem primeru vzrok prenizka koncentracija IBU, da se raztapljanje ni zares
ustavilo. Ta poskus smo morali zaradi pri¢akovanih visokih koncentracij ZU izvesti v
vecjih centrifugirkah, kjer smo volumen, s katerimi smo Zeleli ponovno omogociti
raztapljanje ZU, dopolnili do 15 ml. Za takSne volumne smo se odlocili glede na
pri¢akovane koncentracije IBU, ki smo jih pridobili v predhodnih meritvah. V tem primeru
so bili vsi rezultati izven obmocja umeritvene premice pod prvo tocko, tako da je bil
najverjetneje volumen vode prevelik. Vzorce bi lahko dodatno segreli, s ¢imer bi ugotovili,
ali je bila tezava pri sproS¢anju povezana tudi s tetradekanolom.

Nas pristop loevanja superparamagnetnih nanodelcev ni bil uspesSen, vendar bi bilo z
optimizacijo metode tudi na ta nacin verjetno mogoce doloc€iti koncentracijo. DoloCanje
sproscanja s pomocjo ultracentrifugiranja bi bilo Se posebej primerno, ¢e bi uporabljali bolj
koncentrirane magnetne tekocine, kjer bi delci motili meritev. Ze pri nasih prvih meritvah
so delci motili meritve, ko smo 500 pl vzorca delcev sproscali v volumnu 3 ml.

Kljub temu bi morali ovrednotiti vpliv centrifugiranja na sproS€¢anje ZU, saj je bil skupni
¢as centrifugiranja okrog 25 min, pri tarcni hitrosti pa je centrifuga delovala 5 min. Ostalo
je bil ¢as, ko se je v napravi vzpostavljal znizan tlak in je centrifuga pospeSevala do Zelene
hitrosti oz. se je zaustavljala. Poskusili bi lahko tudi zmanjsati hitrost centrifugiranja, saj bi

s tem skrajSali ¢as ultracentrifugiranja in zmanjsali njegov vpliv na sproscanje.
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49. VREDNOTENJE SUPERPARAMAGNETNIH NANODELCEV Z
ZDRAVILNO UCINKOVINO ZA UPORABO V NAMENE ZDRAVLIENJA

Magnetno jedro omogoca nanodelcem Stevilne moznosti uporabe, ki pa so ve¢inoma Se v
fazi razvoja in raziskav. Najbolj verjeten naCin uporabe taksnih nanodelcev v terapiji, ki je
ze v fazi klini¢nih testiranj, je magnetna hipertermija. Magnetni nanodelci v notranjosti
delcev iNANOvative™, ki smo jih uporabili, so dovolj majhni, da imajo izrazene
superparamagnetne lastnosti, ki so pomembne za segrevanje v AMF. Na SLP delcev pa
poleg velikosti delcev vpliva tudi njihova oblika in kristalna struktura. Ugotovili so, da je
okrogla oblika delcev Zelezovega oksida, ki sestavljajo jedro iNANOvative™ delcev,
najboljsa, da se v celi¢cnem okolju njihov SLP ¢im bolj ohranja [12]. Poleg celi¢nega okolja
pa na segrevanje vpliva tudi dejstvo, da so delci v jedru skupka tesno skupaj, kar povzroci
nastanek dipolnih interakcij, to pa SLP nekoliko zmanjsa [13].

Superparamagnetni nanodelci na osnovi Zelezovih oksidov se ze uporabljajo kot kontrastno
sredstvo pri slikanju z magnetno resonanco, npr. za slikanje jeter, saj se tam pasivno
nalagajo, ker jih privzamejo celice retikuloendotelijskega sistema. Ker je
retikuloendotelijski sistem okrnjen v tumorskih tkivih, lahko z uporabo takSnih delcev
opazujemo tudi tumorje [3]. Poleg diagnostike bi disperzijo superparamagnetnih
nanodelcev lahko uporabili tudi za terapijo, saj bi tako lahko z enim dostavnim sistemom
zdravili in hkrati spremljali ali celo usmerjali potek zdravljenja (teranostika).

Nanodelci, ki smo jih uporabili v raziskavi, imajo magnetno jedro obloZeno s slojem silike,
ki zagotavlja posebne lastnosti delcev. Ena izmed osnovnih lastnosti je ta, da sloj silike
zagotavlja stabilnost in ustrezne reoloske lastnosti disperzije, da jo lahko injiciramo [15].
Na proste silanolne skupine, ki so prisotne na povrSini delcev, lahko veZzemo razne
molekule, kar ponovno prinese dolo¢ene prednosti. Z ustreznim nacrtovanjem in
modifikacijo povrSine z ligandi lahko pripravimo dostavni sistem za ciljano dostavo.
Studija [26], kjer so v delce vgradili PTX, je pokazala, da soasna uporaba obeh pristopov
ciljanja, tako magnetnega kot aktivnega z ligandi, daje sinergisticne rezultate in je bolj
ucinkovit pristop v primerjavi s pasivnim ciljanjem. To so dokazali na osnovi zdravljenja
misjih tumorjev.

Zhang s sodelavci [27] je magnetne nanodelce pripravil na nacin, ki je bil najbolj podoben
naSemu. Tudi ta skupina raziskovalcev je za vgrajevanje ZU uporabila metodo inkubiranja

delcev v raztopini ZU tj. delce so 24 ur inkubirali v raztopini DOX, ki je slabo topen.
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Ugotovili so, da kljub temu, da je ogrodje delcev hidrofilno, so lahko v notranjost delcev
vgradili tezko vodotopen DOX. Vgradili so od 0,2 % do 32 % (m/m) ZU, kar je podobno
naSim rezultatom, le da je nam uspelo vgraditi tudi nekoliko vec¢je koli¢ine ZU. Pokazali
so, da je magnetno ciljanje in hkratna vgradnja ZU primeren pristop za zdravljenje
tumorjev, saj so delce z DOX lahko usmerjali s pomoc¢jo zunanjega magnetnega polja.
Zopet se je izkazalo, da je takSen nacdin smiseln za dosego ¢im boljse ucinkovitosti
zdravljenja [27]. Pri interpretaciji rezultatov moramo upostevati dejstvo, da so bili tumorji
na zivalskih modelih blizu koze, kar je pomenilo vecjo jakost magnetnega polja na tarcnem
mestu ter omogo¢ilo dobro odzivnost delcev na magnetno polje. Ce bi tak$ne delce
namesto z lokalnim vnosom aplicirali z intravenskim ali intraarterijskim injiciranjem, bi
na nalaganje delcev na tarénem mestu vplivale Stevilne spremenljivke, kot so pretok v
zilju, oddaljenost od magneta in koncentracija magnetnih delcev. V tak§nem primeru imajo
boljse lastnosti vecji delci, saj zaradi boljSe magnetne odzivnosti, lazje kljubujejo pretoku v
zilju. Prednost uporabe delcev iNANOvative™ je njihova zgradba, saj nimajo v strukturi
enega samega magnetnega delca, temvec¢ skupek magnetnih delcev, ki je obdan z oblogo iz
silike. Sklenemo lahko, da je magnetno ciljanje mogoce v primeru tumorjev, ki se nahajajo
blizu telesne povrSine in v primeru tkiv, kjer je pretok krvi pocasne;jsi.

Na koloidno stabilnost delcev sta vplivala tudi tetradekanol in ZU. Vpliv tetradekanola
smo lahko opazili, ko smo merili vpliv ozadja na spektrofotometri¢no analizo ZU v vzorcu.
Ozadje smo morali popraviti pri vsaki meritvi posebej, saj se je spreminjalo glede na
koli¢ino delcev v kiveti, ko pa smo volumen medija povecali, pa se je vpliv ozadja precej
zmanjSal. Ko smo delce ¢ez noc¢ inkubirali v 10 % (m/m) raztopini tetradekanola v etanolu,
so se naslednji dan po magnetnem locevanju dobro redispergirali v vodi; v primeru vecjega
deleza tetradekanola v raztopini (25 % (m/m) in 50 % (m/m) ) pa je z veanjem deleza
tetradekanola narascal tudi delez skupkov delcev. Tako vidimo, da moramo lastnosti
sistema oceniti kot celoto. Ocenjujemo, da je tetradekanol primerno topilo za vgrajevanje
ZU, saj so v njem topne tudi zelo teZko topne ZU. Temperaturo talis€a ima od 38-39 °C,
zato je zelo primeren za uporabo v farmacevtskih oblikah s prirejenim spro§¢anjem, pri
katerih lahko dosezemo nadzorovano spros¢anje s povisanjem temperature. Poleg tega da
izkoris¢amo bioloSko pogojeno povisano telesno temperaturo, ki je prisotna na primer na
mestu vnetja, lahko v primeru magnetnih nanodelcev z magnetno hipertermijo povzro¢imo
taljenje tetradekanola in povzro¢imo hitro spros¢anje vgrajene ZU. Choi s sodelavci [36]

so pokazali, da je tetradekanol za takSen nacin sproScanja zelo primeren. ManjSe polimerne
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delce so vgradili v vecje tetradekanolne delce in s poviSanjem temperature opazovali
spros¢anje manjsih delcev, ki so bili fluorescenno oznaceni. Pokazali so tudi, da difuzije
ZU iz tetradekanolnih delcev pri fizioloski temperaturi ni bilo. Tako lahko sklepamo, da je
tetradekanol vsestranska molekula, ki lahko zavre ali upocasni spros¢anje. Nosilni delci iz
tetradekanola so se popolnoma stalili v ¢asu krajSem od 200 s pri 39 °C, kar potrjuje, da
smo v naSih poskusih delce segrevali dovolj dolgo, da se je tetradekanol stalil in tako
omogocil pospeseno sproscanje ZU, ki je zaostala v tetradekanolu.

Za vgrajevanje ZU smo uporabili etanolno raztopino tetradekanola, s ¢cimer smo pokazali,
da lahko s tetradekanolom upocasnimo spros¢anje, a hkrati zmanjSamo ucinkovitost
vgrajevanja ZU. S tetradekanolom kot pomozno snovjo lahko dosezemo »sproscanje po
meri«, saj s tetradekanolom podaljSamo cas sproScanja ZU, z lokalno hipertermijo na
tarcnem mestu pa lahko pospesimo sproscanje ZU iz delcev in tako zagotovimo, da se vsa
sprosti na mestu delovanja. S tak$nim pristopom bi lahko izdelali bolj varno zdravilo, saj bi
se vsa ZU sprostila lokalno in povzrocila manj sistemskih nezelenih u¢inkov. Uporaba
hipertermije bi lahko prinesla Se dodatne prednosti pri zdravljenju, saj bi povzrocila smrt
celic, ki so odporne na kemoterapijo, in tako unicila rakave celice.

V preglednici XX so povzeti rezultati poskusov. Ugotovili smo, da masa vgrajene ZU
naras$¢a, ¢e povecamo koncentracijo ZU v raztopini za vgrajevanje. Vpliv tetradekanola na
vgrajevanje ZU je bil obraten - vecja koli¢ina tetradekanola v topilu je vodila v manjSe
vgrajevanje ZU. Zadnji dve trditvi veljata za vse vzorce, razen vzorca, ki smo ga pripravili
z 2,5 % raztopino IBU, kjer se s povecevanjem deleza tetradekanola koli¢ina vgrajene ZU
ni znatno spremenila. Interakcije med topili, delci in ZU so kompleksne, zato bi morali

nadalje ovrednotiti, kje v delcih se ZU nahaja — blizu povrsine ali tudi v notranjosti.

Preglednica XVIII: Povzetek poskusov vgrajevanja ZU v delno votle superparamagnetne nanodelce (n=1).

Tetradekanol : etanol (m:m)
0:100 10 : 90 25:75 50 : 50
o mrggdglgév o mrggdglgév - mngl%ifl[cjév - mngl%iflge/v

1%KAR | 0,0926 |05 %IBU| 0,0706 | I % KAR 0,065 1%KAR | 0,0524
2,5%IBU| 0,284 1 % IBU 0,147 |25 %IBU| 0234 |25%IBU| 0,288
5% IBU 0,936 1 % KAR 0,143 |25 %IBU| 0,243 5% IBU 0,287

1 % KAR 0,185 |25 %IBU| 0,288

25%IBU| 0,245 |[25%IBU| 0279

5% IBU 0,662 5% IBU 0,305

7.5 % IBU| 0,769

10 % IBU 0,936
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Pri vseh vzorcih smo opazili zacetno hitro spros¢anje ZU tj. »burst release«, kar je lahko
posledica ZU, ki je bila skupaj s tetradekanolom ujeta med delci in ni bila vgrajena v
njihovo notranjost ali pa je bila na povrSini delcev. Tezavo smo skusali odpraviti s
spiranjem delcev po vgrajevanju ZU z etanolnimi raztopinami, vendar smo bili v vseh
primerih neuspesni. Omejujo¢ dejavnik je bilo tudi locevanje delcev iz etanolnega medija v
magnetnem polju, ki je bilo poc¢asno. Morda bi tezavo lahko resili z uporabo mocnejSega
magneta, ki bi omogocil hitrejSe loCevanje delcev iz medija po spiranju ali pa z drugacnim
postopkom spiranja.

Znana je tudi Ze prva uporaba superparamagnetnih nanodelcev za zdravljenje rakavih
obolenj z uporabo hipertermije kot adjuvantne terapije. Delci, ki se Ze uporabljajo za
zdravljenje, so v formulaciji veliko bolj koncentrirani kot naSa magnetna tekocina, saj prva
vsebuje 112 mg delcev zelezovega oksida na ml disperzije za injiciranje. V povprecju so
na cm’ tumorja injicirali 31,36 mg delcev Zelezovega oksida [23]. Ce bi injicirali v tumor
enako maso nasih delcev, bi lahko v tumor vnesli od 2,2 do 29,3 mg IBU in od 1,6 do 4,5

mg KAR na cm® tumorja.
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. SKLEP

Z metodo nadzorovanega delnega raztapljanja nanodelcev Zelezovega oksida s
klorovodikovo kislino lahko pripravimo delno votle delce iNANOvative™, ki
izkazujejo superparamagnetne lastnosti in so primerni za vgrajevanje tezko topnih
ZU, kot sta IBU in KAR. V nadaljevanju bi bila smiselna priprava delcev s
spremenjeno povrsino, ki bi zagotavljala fizikalno stabilnost delcev v kislem, saj bi
v disperziji takSnih delcev lahko dosegli bolj enakomerno raztapljanje magnetnih
jeder. To je pomembno zato, da med postopkom magnetnega locevanja izgubimo
¢im manj delcev in da imajo le-ti ¢im bolj ponovljiv odziv na magnetno polje in da
je tudi vgrajevanje ZU ponovljivo.

Pokazali smo, da na stabilnost delno votlih nanodelcev vplivajo vse vgrajene
komponente, saj je bil vpliv tetradekanola na nastanek skupkov delcev povezan tudi
z vgrajeno ZU. Pomembno je tudi, da ovrednotimo njihovo stabilnost v bioloskih
medijih, saj je zaradi kompleksnosti medija moznih ve¢ interakcij, ki lahko vodijo v
nestabilnost.

Delno votle superparamagnetne nanodelce lahko od disperznega medija uspesno
lo¢imo tudi z metodo ultracentrifugiranja. Metoda pa ni primerna za spremljanje
spros€anja ZU iz delcev.

Z metodo inkubiranja delno votlih superparamagnetnih nanodelcev v raztopini
ucinkovine smo vgradili do 0,936 mg IBU in do 0,185 mg KAR na mg delcev.
Spros¢anje ZU smo s pomocjo tetradekanola upocasnili. Postopek vgrajevanja ZU
z inkubiranjem delcev v raztopini ZU se je izkazal u€inkovit, a potreben bi bil Se
nadaljnji razvoj metode, ki bi omogocil ucinkovito spiranje nevgrajene ZU s
povrsine delcev. Nadalje bi bilo primerno raziskati Se, kje v delcih se ZU nahaja in
koliko Casa se le-ta sproSca (tj. maksimalni ¢as sproScanja). Izdelani
superparamagnetni nanodelci vsekakor predstavljajo obetaven dostavni sistem, saj
so lastnosti delcev iNANOvative™ glede na objavljene raziskave zelo primerne.
Ugotovili smo, da so delci primerni za vgrajevanje ZU in za manipulacijo v
magnetnem polju, zato je smiselno z raziskavami nadaljevati in njihove lastnosti

spremljati in optimirati tudi pri fizioloskih pogojih.
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PRILOGA I — natehtane mase in odmerjeni volumni po poglavjih
TOPILA ZA ZU
10 : 90 = tetradekanol : etanol

m (etanol) = 19,35 g
m (tetradekanol) = 2,15 g
25 : 75 = tetradekanol : etanol

m (etanol) = 10,28 g
m (tetradekanol) =3,44 g
50 : 50 = tetradekanol : etanol

m (etanol) =4,09 g

m (tetradekanol) =4,12 g

Poglavie 4.6. OPTIMIZACIJA METODE ZA VGRAJEVANJE ZDRAVILNE
UCINKOVINE V DELNO VOTLE SUPERPARAMAGNETNE NANODELCE

Wfanes) tetradekanol :
ZU Wianedti) etanol natehtane mase ZU in volumen topila za ZU
(m : m)
VZOREC 2
25% | 500l 50 50 m (KAR) = 25,10 mg
KAR 1,5 ml ) V (topilo) = 1004 pl
500 pl m (KAR) = 5,60 mg
V) . H
F2RAR 3 0 mi 5050 V (topilo) = 560 ul
500 pl m (KAR) = 5,61 mg
V) .
FSRAR | 5 6 ml 5050 V (topilo) = 510 ul
500 pl m (KAR) =5,23 mg
V) . ]
F2RAR 3 0 mi 5050 V (topilo) = 523 l
500 pl m (KAR) = 5,28 mg
V) .
FRAR | 5 6 ml 5050 V (topilo) = 528 ul
500 pl m (KAR) =5,23 mg
V) . ]
F2KRAR T3 0 mi 0:100 V (topilo) = 523 l
500 pl m (KAR) = 5,45 mg
V) .
L%KAR | 3 6 mi 0:100 V (topilo) = 545 pl
500 pl m (KAR) =5,18 mg
o .
FRAR | 5 6 ml 25275 V (topilo) = 518 ul
500 pl m (KAR) =5,23 mg
0 .
e 3 0mi 10:90 V (topilo) = 523 pl
VZOREC 3
500 pl m (KAR) =5,07 mg
0 .
Rl 3om 10:90 V (topilo) = 507 pl
VZOREC 4
500 pl m (IBU) = 5,12 mg
0 .
1%IBU |4 o ml 1090 V (topilo) = 512 l
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POGLAVIE 4.7. VGRAJEVANIJE ZU V DELCE

NATEHTANE MASE ZU IN VOLUMEN

R TOPILA ZA ZU
o m (IBU) =4,02 mg
0,5% IBU V (topilo) = 804 pl
m (IBU) = 7,56 mg
1% 1BU V (topilo) =756 pl
471 m (IBU) = 14,25 mg
VPLIV KONCENTRACIJE IBUPROFENA 2,5% IBU V (topilo) = ;7 0 ul
NA NJEGOVO VGRAJEVANIE V —
MAGNETNE NANODELCE 5% IBU m (IBU) =26,06 mg
V (topilo) =520 ul
o m (IBU) = 37,50 mg
7,5%1BU V (topilo) = 500 pl
o m (IBU) =51,30 mg
10% IBU V (topilo) =513 ul
tetradekanol : etanol = | m (IBU) =29,28 mg
4.7.2.1. 0:100 V (topilo) = 586 ul
VGRAJEVANIJE | tetradekanol : etanol= | m (IBU) = 26,06 mg
IBUPROFENA 10:90 V (topilo) =520 pl
iz5% tetradekanol : etanol = | m (IBU) = 28,63 mg
RAZTOPINE 25:75 V (topilo) = 570 ul
tetradekanol : etanol = | m (IBU) = 26,78 mg
50:50 V (topilo) = 540 pl
tetradekanol : etanol = | m (IBU) = 12,74 mg
4.7.2.2. 0:100 V (topilo) = 510 pul
VGRAJEVANIJE | tetradekanol : etanol= | m (IBU) = 13,02 mg
IBUPROFENA 10 : 90 V (topilo) = 521 pl
4.7.2. 122,5% tetradekanol : etanol = | m (IBU) = 12,79 mg
VPLIV DELEZA RAZTOPINE 25:75 V (topilo) =512 ul
TETRADEKANOLA NA tetradekanol : etanol = | m (IBU) = 12,66 mg
VGRAJEVANIJE ZU V 50:50 V (topilo) = 506 ul
DELNO VOTLE tetradekanol : etanol = | m (KAR)=15,97 mg
SUPERPARAMAGNETNE 4.7.2.3. 0:100 V (topilo) = 597 ul
NANODELCE VGRAJEVANIE tetradekanol : etanol = | m (KAR)=15,03 mg
KAR}’ZER{/I;OLA 10 : 90 V (topilo) = 503ul
RAZTOPINE tetradek;gl(?lisetanol = I{l] (KAR) —_5,49 mg
KARVEDILOLA : (topilo) = 549 ul
tetradekanol : etanol = | m (KAR)=5,14 mg
50:50 V (topilo) =514 pl
4.7.2.3. tetradekanol : etanol =
VPLIV 10: 90
ULTRAZVOKA m (KAR) =10,40
NA ) _ mg
SPROSCANJE tetradekf89l9'oetan°1 = | V (topilo) = 1040 pl
KARVEDILOLA '
1Z DELCEV

- vgrajevanje 5% IBU iz 25% (m/m) raztopine tetradekanola v etanolu (tri paralelke):

m (IBU) =77,46 mg

V (topilo) = 1548 nl




4.8. UPORABA ULTRACENTRIFUGIRANJA V PRESKUSU SPROSCANJA
ZDRAVILNE UCINKOVINE

koncentracija IBU (m/V) Tehtane mase ZU in volumen topila za ZU

) m (IBU) = 8,78 mg
2,5% V (topilo) =350 pl

m (IBU) = 25,60 mg

V)
10 % V (topilo) = 256 ul
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