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Potreba vyvoja liekovych preparatov

Problémy poddvania liekov, lieCiv vo vol'nej forme:
Systémova distribucia —
(Cytostatika, protizapalove lieky...)
Ucinné latky ttocia aj na zdravé bunky
POTREBA OBMEDZIT UCINOK NA CHORE TKANIVO

Potrebné pridavne latky —
(napr. k rozpusteniu hydrofobnych lieciv)

Sposobuju vazne vedlajsie ucinky
(napr. polyetoxylovany ricinovy olej Cremophor EL v injek¢nom preparate
taxolu)
Rychla eliminacia —
Niekedy sa vyzaduje dlhodoby ucinok
Alternativa: nanocastice nosiace lieCivo

Ak by boli magnetické, mohli by byt udrzané€ v mieste cielového
tkaniva pol'om (aplikovanym externe Ci interne)




Teodria magnetického cielenia

Magneticka sila posobiaca na Casticu:

Na cCasticu majicu magneticky moment m v nehomogénnom magnetickom poli o
indukcii B posobi sila R
F=(mV)B

(Homogénne pole vyvolava len rotaciu.)

Uvazujuc rovnost’ medzi magnetickou silou a odporom prostredia (Stokesov vztah)
plati pre rychlost’ Castice ‘ d B‘

V=

6 m?a‘ dz ‘
n - viskozita, a - polomer Castice, z - suradnica

Ak nanocastica je v slabo dlamagnetlckom prostredi ako voda:

m=VM M= J,H
V - objem Castice, x,-= X,, — X,0a, - efektivna objemova susceptibilita Castice vo vzt'ahu
k vode, H - intenzita. Ak suspenz1a nanocastlc je riedka, mozno uvazovat s
permeablhtou vakua u,,

Duran et al., J. Pharm. Sci. 97 (2008) 2948; Pankhurst et al., J. Phys. D: Appl. Phys. 36 (2003) R167




Priprava vzoriek
MKPEG

Magnetické nanocastice su odstranované z krvného obehu mononukledrovym
fagocytovym systémom (RES).

K brzdeniu tohto javu je potrebny vhodny obal Castic
— polyetylénglykol (PEG).

H
T O\ﬁ/C%OH
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Postup k ziskaniu biokompatibilnej magnetickej kvapaliny (MK) s PEGom:
® Priprava magnetitu (Fe,O,) koprecipitaciou
Fe** + 2 Fe’* + 8 OH- — Fe,0, + 4 H,O
B Stabilizacia nanocastic magnetitu oleatom sodnym
(miesanie, ohrev do varu, centrifugicia)

B Pridanie roztoku PEGu (mieSanie, ohrev do cca 50°C)




Priprava vzoriek

Taxolom nalozené€ nanostéry (NPs) - nanoprecipitacia

m pripravia sa dve  sustavy:
1) vodna s MK a stabilizujucim —_— =
surfaktantom a
2) roztok nosného polyméru s
lieCivom A% organickom
(prchavom) rozpustadle
organicky roztok sa pridava po
kvapkach za mieSania k vodnej
sustave a potom sa odparuje;
vznikajd  lieCivom  nalozené
magnetické nanosféry
(TAXMNPs)

neziaduce CiastoCky (agregaty)
moZzno odfiltrovat’ (0,3 um)

Nemagnetickeé:
H. Fessi, F. Puisieux, J. Ph. Devissaguet, N. Ammoury and S. Benita, Int. J. Pharm. 55 (1989) R1
C. Fonseca, S. Simoes, R. Gaspar, Journal of Controlled Release 83 (2002) 273




Zlozenie NPs — vychodzie mnozstva

® Vodna Cast
® Pluronic F68 v (injekcnej) vode
(8 ml; 3,2 mg/ml —)
25,6 mg / 100 mg polyméru
alebo albumin (BSA)
MKPEG

stabilizovana oledtom sodnym,

s pridanym PEGom (1 kg/mol)

k zvySeniu biokompatibility

0,1 g Fe,O,/ml, k in vivo pokusom: 0,5 ml
MKPEG 14. 11. 07: 0,026 g PEG/ml

B Acetonovy roztok

® taxol (S mg ...)
m PLGA 85:15

5 mg TAX + 100 mg polyester + 50 mg Fe,O,
/ povodne 10 ml




Struktira MK
skiimana

malouhlovym rozptylom neutronov
(small-angle neutron scattering)

Velkost’ rozptylového vlnového vektora aggregates
q = (4n/A)sin (0/2) "
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. . , S 1.(9) je funkciou tvaru Castic
Pri dostato¢ne vel'kom kontraste prevlada 7,(q)

M. V. Avdeev, A. V. Feoktystov, P. KopCansky, V. M. Garamus, R. Willumeit, M. Timko, M.
Konerackd, V. ZaviSova, L. A. Bulavin, Structure of water-based ferrofluids with sodium oleate and

poly(ethylene glycol) stabilization by small-angle neutron scattering: contrast variation experiments,
clanok zaslany do Journal of Applied Crystallography




Malouhlovy rozptyl neutronov na MK

MK stabilizovana oledtom sodnym MK s oleatom sodnym a
PEGom
(magnetit : PEG hm.1 : 2,5)

M. V. Avdeev, A. V. Feoktystov, P. KopCansky, V. M. Garamus, R. Willumeit, M. Timko, M.
Konerackd, V. ZaviSova, L. A. Bulavin, Structure of water-based ferrofluids with sodium oleate and
poly(ethylene glycol) stabilization by small-angle neutron scattering: contrast variation experiments,
clanok zaslany do Journal of Applied Crystallography




Struktira MKPEG

MKPEG 14. 11. 07 - variacia kontrastu
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M. V. Avdeev, ... c¢lanok
zaslany do Journal of Applied
Crystallography




Tvar, rozmer, koloidna stabilita NPs

e .
TAXMNPs
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Vzorka
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[nm]
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[mol.dm> NaCl]
( turbidimetria)

MKPEG

65

0,095

NPs (bez MK/TAX)

195

1,45

TAXNPs (bez MK)

204

1,2

MNPs (bez TAX)

230

stabilna

TAXMNPs

232

stabilna

V. ZaviSova et al., Synthesis and characterization of polymeric nanospheres loaded with the anticancer
drug paclitaxel and magnetic particles, J. Magn. Magn. Mater. 321 (2009) 1613-1616




Magnetické vlastnosti

Magneticka
polarizacia [T]
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SUPERPARAMAGNETIZMUS
(AGREGACIA KVOLI REMANENCII NEMOZNA)

M. Koneracka, et al., Encapsulation of anticancer drug and magnetic particles in biodegradable polymer
nanospheres, Journal of Physics: Condensed Matter, 20 (2008) 204151




Kalorimetria NPs

LiecCivo v polyméri moze byt v roznych formach [pubernet]:

m Fyzikalna disperzia
B Ak v zaCiatocnom kroku pripravy je rozpustené, vznika:
# Tuhy roztok

m Metastabilna molekulova disperzia
m KrysStalicka disperzia

Zdanliva rozpustnost’ lieCiva v polyméri (pri teplote tavenia
lieciva) sluzila ako odhad maximalneho mozného nakladu.

C. Dubernet, Thermoanalysis of microspheres, Thermochimica Acta, 248 (1995) 259-269




Kalorimetria NPs

SuSiny NPs pripravené roznymi vychodzimi mnozstvami taxolu
(PLGA 85:15) — pozorované tavenie odhaluje ,,nadbytocné
mnozstvo'

cca 17 mg TAX /100 mg PLGA 85:15

cca 2l mg TAX /100 mg PLGA 85:15
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Skutocny maximdlny niklad moze byt obmedzeny koloidnou stabilitou
(Nemagnetick€ NPs 10 mg TAX / 100 mg PLGA agregovali.)




IC spektra

Potvrdenie pritomnosti stavebnych zlucenin NPs
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IC spektra

Potvrdenie pritomnosti taxolu vo vzorkach NPs

Transmitancia - relativna stupnica
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Data molekuly: G. J. Kleywegt et al.,
Acta Cryst. D54 (1998) 1119 (HIC-Up)
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SD Zheng et al., Asian Journal of Spectroscopy, Vol. 5, JAN-MAR 2001, 11




IC spektra

Metoda KBr tablety je neuspokojujuca pri nizkych nakladoch liecCiva
(5 mg TAX /100 mg PLGA).

RieSenie: ATR metoda (meranie totdlnej reflektancie) v kombinacii s etanolovou
extrakciou

g
o g ot
2

Laktidova & glykolidova
jednotka PLGA

Transmitancia - relativna stupnica

LA SN T
Tt LT
l‘l“l

| EtO
‘ 1 | 1Aent1#1kgcﬁll taygolu

3600 3400 3200 3000 2800 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600
Vlnoget [cm]




Uvolnovanie lieC¢iva

7 . 3% , . . .
Ziskavanie uvolnovacich kriviek: Vypistanie taxolu z TAXMNPs

m Suché NPs v eppendorﬂcéch S do 0,2 mol/l fosfore¢nanového tlmivého roztoku pH 7,4
uvolnovacimi roztokmi

m Inkubicia (37°C), trepanie

m V danych Casoch centrifugacia,
supernatanty nahradené
cerstvymi roztokmi;

== 3 mol/l salicylat Na
—®—2 mol/l salicylat Na
—®=1 mol/l salicyldt Na
—®—bez aditiva

Uvol'neny taxol stanoveny
chromatograficky (LCMS)

Uvolneny taxol - relativna stupnica

K ziskaniu vhodnych kriviek vypustania taxolu z NPs treba pouzit’ hydrotropne
¢inidla [Lee]:

® N,N — dietylnikotinamid (DENA)

m Salicylat sodny

V. Zavisova et al., Synthesis and characterization of polymeric nanospheres loaded with the anticancer
drug paclitaxel and magnetic particles, J. Magn. Magn. Mater. 321 (2009) 1613

J. Lee, S.C. Lee, G. Acharya, C. Chang, K. Park, Pharm. Res. 20 (2003) 1022




Uvolnovanie lieC¢iva

"Minimalne" uvol'nené mnozstvo taxolu do roztoku "Minimélne" uvol'nené mnozstvo taxolu do 1 mol/l DENA
DENA z nemagnetickych NPs 20 - v 0,2 mol/l fosforeCnanovom pufri pH7,4
(ug TAX/mg NPs vs. hodiny v trepacke) (ug TAX/mg NPs vs. hodiny v trepacke)

—2 mol/l
— 1,5 mol/l

— nemagnetické NPs
=1 mol/l

—— TAXMNPs

200 Hodiny 300

200 Hodiny 300

Modely uvolfiovania [Washington, Guy]:

mRychlost” urCujicim stupnom je medzifazny prechod
(napr. mikrokapsula) — aproximéacia dlhych Casov

M, :1—62 i nexpl— ——t

mDifuzia bez energetickej bariéry na povrchu NP 2
M max T n=l r

M, . - maximdlne mozné uvolnené mnozstvo; k', h — parametre uvolfiovania; M, - mnozstvo
uvolnené v Case t; D - difuzny koeficient; 7 - polomer NP

C. Washington, Int. J. Pharm. 58 (1990) 1-12
R. H. Guy et al., Int. J. Pharm., 11 (1982) 199-207




Uvolnovanie lieC¢iva

mNdklad lieCiva je nad rozpustnostou v polyméri
— nerozpustené ¢iastocky v NP
(Povodne Studoval podobné systémy Higuchi)

Uvol'iiovanie taxolu z nemagnetickych nanosfér do
roztoku DENA (1 mol/l)
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D_ 0,00124 h-!

+ Experiment 2
—— Model medzifizneho transportu

—— Model bezbariérove; difiizie r=100 nm =
—— Upraveny Higuchiho model
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T. Higuchi, J. Pharm. Sci. 50 (1961) 874-875; T. Higuchi, J. Pharm. Sci. 52 (1963) 1145-1149
C. Washington, Int. J. Pharm. 58 (1990) 1-12




Uvolnovanie lieC¢iva

Zhrnutie

K Studovaniu uvolnovania hydrofébneho taxolu z polyesterovych NPs bolo
vhodné pouzit’ ¢inidlo zvySujuice rozpustnost’.

PocCiatocna smernica uvolnovacej krivky stipala so zvySujicou sa
koncentraciou DENA.

Uvolnovanie z MNPs bolo vo vSeobecnosti pomalSie nez z
nemagnetickych.

Za danych podmienok uvolnovanie moze prebiechat podla
aproximativneho modelu medzifazneho transportu, ale model bezbari€rove;j
difuzie vyhovuje prakticky rovnako.

Vypustanie taxolu z PLGA NPs mozno oznacit’ za dlhodobg,
pomalé.




In vivo experiment MC

Mysi, kmen C 57BL/6

Melaném B16;

Subkutanna inokulacia

Styri ddvky testovaného preparitu
(2/tyzden); Mysi1 drzané v magnetickom
poli cca 0,5 h po 1. v. podani v anestézii;

(PLGA 85:15; 5 (2,5) mg TAX/kg)
taxol injekcny 5 mg/kg
prazdne NPs (F68, bez Fe,;0, a taxolu)

taxolom nalozené nemagnetické NPs (F68)
Odhad gradientu pri pole TAXMNPs (F68, bez pol'a)

* &

_ -1
~14,7Tm TAXMNPs — polovi¢na davka, (F63)

TAXMNPs (F68)

taxolom nalozené nemagnetické NPs (BSA)
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Vysledok MC

Ucinok suspenzii nanosfér a injek¢éného taxolu na rast melanému B16 in vivo

0 1 &

TAX/PLGA TAXMNPs-5 TAXMNPs-2,5 TAXMNPs-5 TAX/PLGA NPs

Kontrola PLGA NPs
NPs-5 POLE POLE BS A-5

Priemer + smerodajnd odchylka vyberu. PGvodne n = 6, niektoré zvierata uhynuli.
Jednostranny nepdarovy z-test; Sipky: p < / 0,05 (proti kontrolnej skupine)
(TAXMNPs-5 (POLE): vyznamnost’ aj v porovnani s prazdnymi NPs)

Akumulacia TAXMNPs v nadore — zmena konzistencie



Zavery

Skumala sa Struktara biokompatibilnej magnetickej kvapaliny
MKPEG malouhlovym rozptylom neutronov:
PEG vplyva na agregaciu Castic v zavislosti od koncentracie

Vyuzitim MKPEG boli pripravené magnetické nanostéry
vhodné na cieleny transport lieCiva taxol (TAXMNPs)

Zistilo sa, ze TAXMNPs maju

® vhodny rozmer a tvar (< 0,3 um, sféricky)
m dostatocnu koloidnu stabilitu
® vhodné magnetické vlastnosti (bez remanencie)

Magneticky cielené TAXMNPs spoOsobili  Statisticky

vyznamnu redukciu nadoru a lepsi celkovy ucinok ako
konvencna taxolova injekcia.
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