UNIWERSYTET SLASKI W KATOWICACH
WYDZIAL NAUK SCISLYCH I TECHNICZNYCH

ROZPRAWA DOKTORSKA

Marlena Pazdzior-Heiske

Wybrane nosniki do sporzadzania formulacji terapeutyczne;j
chemioterapeutyku przydatnego w onkologii

Promotor:
dr hab. Violetta Kozik, prof. US

KATOWICE 2025



Pragne serdecznie podziekowacé Pani promotor

dr hab. Violetcie Kozik, prof. US za wsparcie merytoryczne,
poswiecony mi czas, Zyczliwos¢, wyrozumiatosé,

a takze motywacje do poszerzania wiedzy.



Pragne serdecznie podzigkowac Pani
dr hab. Danucie Pentak, prof. UO za wszelkq pomoc w trakcie
prowadzenia badan, zyczliwosé i wyrozumiatosc.



Pragne serdecznie podziekowac Panu
dr hab. n. farm. Andrzejowi Zigbie, prof. SUM za zsyntezowany zwiqgzek, ktory
mogtam wykorzystaé do badan w niniejszej pracy doktorskiej.



Pragne serdecznie podziekowac Panu
prof. dr hab. Andrzejowi Bgkowi za opieke naukowq,
wsparcie i zyczliwosé.



Spis tresci

WYKAZ SKROTOW ..oocormriimriinreireesseessessissssseessssessessses st sssses s ssss st sssessssssssssssssssons 9
1. WPROWADZENIE....... oottt sttt e st e et eseensesseenaessesneensesseensensessnenes 10
2. CZESC TEORETYCZNA......oooieeeeeee et saesaesens 11
2.0 LBKI ettt ettt 11
A O O - o (= T T - USRI 11
2.1.2. FArmMaKOKINEIYKA ......cveiieiieeiicieeeete ettt ettt st et e st et esteesa e beennensesreennas 11
2.1.3. Podstawowe pojecia dotyczace kinetyki uwalniania leku........c.ccoeveevieniiiniiniiiicnieeene, 12
2.1.4. Sposoby dostarczania IeKOW..........ccceveeveririenireeeeee e e s 13
2.1.5. Projektowanie systemu dostarczania IeKOW ..........ccceceereiniiniiniiinenc e 15
2.1.6. LAPOTILOWOSE ...ttt st sttt et sbe e st st e b b e b ns 15
2.2. NANOECANOIOGIA .. ... ettt b e sttt ebe b e 16
2.3, NOSNIKE LEKOW ..eeuvieiieiiiieieeieeieente sttt ettt st sttt et e e st sae e sate et e e sbeesaeesatesabesbeenseennes 17
2.3.1. Pochodne tIenkOw rafenil.........coceeieeiiiiiiiiiiieeice ettt 17
2.3.2. EQZOSOMY ...oeiiiiieiieeecieeesteesteeestte e s teesbeeesateesbeessaeeessseeenseeesnseeessaeessteesnseeesnseesnsessnssesssenenns 18
2.3.3. Hydrozele na bazie ChitOZanU.........ccceeiiiriieiiiiieieereesee ettt 19
2.3 4, HAIOIZYT ...ttt bbb e nn 19
2.4, AIDUIMING ..ottt ettt et b bttt b et et e bt beebesb et et et e e et eneebeeneneens 19
2.5. MOl MAEMALYCZNY.....ccuiitieieitieieitecteete et ette et et et e testeesaesteeseenbesbeessesbesssessesseensesteeseans 21
2.6, LIPOSOMY ....eieieiteeeieite ettt ettt et e st e st e et e st e ete e beste et e beessesbesbeessesteessentesseensebeessessesseensestenseans 23
2.6.1. Struktura lIPOSOIMOW ......eecviiierrieerieenieriesiteesieesieesseesseesseesseessessseesseessessseesssesssessesssesssessses 23
2.6.2. ROAZAJE LIPOSOIMOW ...evveiniiiieeriiiriieniesieesieeseesetessesbeeseesseesseesatesssesnsesssessunesssesnsessesnsesnsns 24
2.6.3. Metody otrzymywania [IPOSOIMOW ........c.eecvireiirriernieereenieneesseeieesieeseesseessessesssessseessessses 25
2.6.4. Modyfikacja powierzchni lipoSOmMOW .........ccceeiueeiiiiiiniinienie et 26
2.6.5. Wyzwania dla liPOSOIMOW .........cccueiiiiieiiiiteeiecte ettt ettt sbe e ste e e sbesteeasesbesaneresseennas 28
2.6.6. Rodzaje liposomow pod wzgledem sktadu .......ccoovveereiniiniiiiiiiniieee e 29
2.6.7. LiPIAY SYNTELYCZNE.....ueiiieeeeieeieetete ettt st et e st e tesse e b e steessetessaensesneeneas 30
2.6.8. Liposomy w zastosowaniach KIINICZNYCH ..........ccooiiiriiiiee e 31
2.7. Wybrane substancje chemiczne, biologicznie aktywne w terapii onkologiczngj ................... 33
A 8 T B T 1o (1] o o3 o - USSP 33
2.7.2. BINIMELYNID ...ttt et e st e s te et e steens e tessaensesneeneas 33
2.7.3. Chlorek 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny.................... 34
3. CZESC EKSPERYMENTALNA ......cooivtmritmeetmeesseessesessessssseessessssesssssssssesssssssssssssssssssssssnssssnnes 35
3.1 CEL | ZAKRES PRACY ...ttt ettt sttt et ae st saesteentesbesaeentesseensessesneeseseeeneans 35
3.2. METODY KA BADAWCZA ..ottt ettt sttt sttt sttt st saesbeeaeens 36
3.2.1. Synteza pochodnych tIenkOw grafentl..........cccoeceeriiiiiiieiiiiiiiienec e 36
3.2.2. 1Z01aCja ©ZZOSOMOW ....oveveeiiririeitinie ettt sttt st ettt e sr s e e b resr e et enresre e e e aneeanes 41
3.2.3. Analiza toksyczZnoSci halOIZYTU .......ccceevueriirienirieeieneeec e s 45



3.2.4. Synteza NYAIOZEIT ..cveeveeiiieeieiieeeer e et 46

3.2.5. Analiza spektroskopowa IR hydrozeli po lHOfilizacji........cceevevueererenerenienieieieieesesenens 50
3.2.6. SYNEZA 9-PBTNACH ...t 51
3.2.7. Preparatyka lIPOSOIMOW ......cccceruirieriirieeierieetenie ettt st s e sat et sbe et bt st esbesaeebesbeeneenbesaeenes 52
3.2.8. Rozktad wielko$ci czastek formulacji liposomalngj.........ccceeeveeevieeiieenieniciiiiicneeeeeeee 53
3.2.9. Preparatyka roZtWOTOW 1 PTODEK ......ccveevviriieiieiiiieienieeese et 53
3.2.10. Pomiar wielKOSCi lIPOSOMOW ......ccerreriiriiniieniiniieiesieeeese ettt 54
3.2.11. Badanie stabilNOSCl ...c..uerueriiiiiieiieiiecieecee ettt 55
3.2.12. POMUAIY UV/VIS ..ottt sttt st sttt et esae et e steesa e besnnenes 55
3.2.13. Wydajno$¢ zamyKkania LeKU .........ccereerieririeriinieieneeeseseee ettt 56
3.2.14. Badanie uwalniania leku i modelowanie matematyCzne .........cccecevererieneeneeeeeeenenennenne 57
3.2.15. ANAHIZA SLALYSTYCZING ....ueeveeeeiirierieteeet ettt sttt 57
3.2.16. Rozktad prawdopodobienstwa Weibulla ...........coceeieiiieiiiniiniiniieeeeeeee e 58
4. ANALIZA I DYSKUSJA WYNIKOW ..o seesses e saesses s sasssss s s 58
4.9. Analiza stopnia eNKAPSUIACHI. .......c.eeiririirieieieee e 58
4.10. Trwato$¢ preparatow liposomalnych na przyktadzie Lpppc/o-pBThACHDOX - er+eerveereerrreerreeneennes 63
4.11. Wplyw otaczajacego pH na uwalnianie leku/ substancji chemicznej na przyktadzie Lpppcys-
pThacDox- ANaliza SPeKtrofOtOMETIYCZNa. .....ccvieveeiieeeeeeeee et 66
4.12. Ocena uwalniania 1eKu iN VILIO ..........ccoeiiiiiiiiiiiiii s 69

4.12.1. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i DOX z
liposomoOw Lpppcjo-pethact 0raZ Lpppcipox Wraz z dopasowaniem parametréow do réznych modeli
KINELYCZNYCR. ...ttt ettt st e st s be et e s beese e besbeebesbeenaestesseensesteeneans 70

4.12.2. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i DOX z
uktadow liposom-lek/substancja lekowa- albumina (HSA) [Lpppcse-peThaci]:HSA oraz
[Loppcpox]:HSA wraz z dopasowaniem parametréw do roznych modeli kinetycznych............... 73

4.12.3. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i DOX z
uktadow liposom-lek/substancja lekowa- albumina (dHSA) [Lpppc/o-peThaci]:dHSA oraz
[Loprcipox]:dHSA wraz z dopasowaniem parametrow do réoznych modeli kinetycznych............. 75

4.12.4. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i DOX z
liposomoOw Lpppcjo-pethacipox Wraz z dopasowaniem parametrow do réznych modeli
KINELYCZNYCR. ...ttt sttt b e sttt ettt ae bt naas 78

4.12.5. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i DOX z
uktadow 1iposom-|ek/SUbStaana lekowa- albumina (HSA) [LDPPC/Q—PBThACIIDOX]:HSA Wraz z
dopasowaniem parametréow do réznych modeli kinetycznych. ........ccevvvveireenieenieniienceereeneenee 81

4.12.6. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i DOX z
uktadow liposom-lek/substancija lekowa- albumina (dHSA) [Lopecse-peThacypox]:dHSA wraz z
dopasowaniem parametréw do réznych modeli kinetycznych. .......ccccovvevevireenneniniccene 83

4.12.7. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i Binimetynibu z
liposomoOw Lpppce-peThaciBinimetynib Wraz z dopasowaniem parametréw do réznych modeli
KINELYCZNYCR. ...ttt et e st eae e te s et enaestesneensesaeeneens 86

4.12.8. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i Binimetynibu z
uktadéw liposom-lek/substancja lekowa- aloumina (HSA) [Lopecie-peThaciBinimetynin]: HSA wraz z
dopasowaniem parametréw do réznych modeli kinetycznych. ........cccovveveenireeninensninecee 88



4.12.9. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI i Binimetynibu z
uktadéw liposom-lek/substancja lekowa- aloumina (dHSA)[Lpepc/e-peThaciBinimetynin] :dHSA wraz z
dopasowaniem parametréw do réznych modeli kinetycznych. ........coceeveeniininiiiiniieee 91

4.12.10. Przedstawienie profili uwalniania leku DOX i Binimetynibu z liposoméw
[Lopecipox/sinimetynib] Wraz z dopasowaniem parametrow do réznych modeli kinetycznych. ......... 94

4.12.11. Przedstawienie profili uwalniania leku DOX i Binimetynibu z uktadow liposom-lek-
albumina (HSA) [Loercipoxisinimetynin): HSA wraz z dopasowaniem parametréw do réznych modeli
T2 074101 PRSP 96

4.12.12. Przedstawienie profili uwalniania leku DOX i Binimetynibu z uktadow liposom-lek-
albumina (dHSA) [Loprc/poxiginimetyniv):dHSA wraz z dopasowaniem parametréw do réznych

MOUEIT KINELYCZNYCR....uviiieieeceeece et s b e s be et e s te e b e beernensesreennas 99
4.12.13. Graficzne podsumowanie procesu uwalniania leKOW..........cccceereereeniiniinnieeneenieeneens 102
4,13, MIKIOSKOPIA. ..c..tviteieieieiteiieitete sttt sttt sttt ettt et besb e st et e e et et esesaeebenaens 103
414, LIPOTIIOWOSC ...ttt sttt ettt ettt sttt et eb e sb e bt e et esesae e b neens 105
4.15. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) .....couiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 106
4.16. Metoda klasteryzacji hierarchiczngj (HCA) ......ooveoiieeeieiiieececeere e 109
4.17. Jednoczynnikowa analiza wariancji - ANOVA .........ccorerieinineneneseseseeee e 110
5. PODSUMOWANIE T WNIOSKI ....cvtitiiiintiriiieieieteiteesiesestestetet ettt nnes 112
Wykaz stosowanych 0dCZyNNIKOW .......ceeueiiiiiiiiieeeeree et st 119
Wykaz aparatury pomiarowej oraz uzyteg0 OProgramOWANIA .......evereeueereererreriersereeseeneeeeeeesressessenes 120
REFERENCUIE...... .ottt st b et be e 122
WYKAZ RYSUNKOW ..oorviiiimiiinerireeisesieesssses st ssssessie st sssses s sssssssnesssnecs 131
WY KAZ TABEL.....oiiii e 137
DOROBEK NAUKOWIY ...ttt sttt ettt st s a e n e seene s snenrens 140
B. ANEKS ...ttt nr s 149



WYKAZ SKROTOW
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Réznicowa kalorymetria skaningowa
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Agencja Zywnosci i Lekow (z ang. Food and Drug Administration)
Tlenek grafenu

Hierarchiczna Analiza Skupien ( Hierarchical Cluster Analysis)
Albumina surowicy ludzkiej

Dawka $miertelna dla 50% populacji

Duze liposomy jednowarstwowe

Gen, ktory koduje biatko zaangazowane w aktywacj¢ kinazy MAPK
Liposomy wielowarstwowe

Liposomy wielopecherzykowe
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Analiza termograwimetryczna

Indeks terapeutyczny
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1. WPROWADZENIE
Choroby nowotworowe sg jedna z najniebezpieczniejszych grup chordb na $wiecie.

Wedlug przeprowadznych badan w roku 2030 zachorowalno$¢ na nowotwory wzro$nie
0 75% [1]. Prawdopodobnych przyczyn powstawanania nowotworow jest bardzo wiele, od
czynnikéw genetycznych, $rodowiskowych, poprzez przetwarzang zywnos$¢ oraz stres.
Poszukiwanie nowych lekow przeciwnowotworowych jest bardzo istotne w aspekcie
rozwijajacych si¢ metod leczeniczych. Choroby onkologiczne sg czesto okreslane jako
nieuleczalne z powodu braku odpowiedniego leku lub nosnika potrzebnego do dostarczenia
leku do ogniska nowotworowego. Toksyczno$¢ nowych substancji oraz dziatania niepozadane
wystepujace po podaniu leku niejednokrotnie opdzniaja wprowadzenie nowych pochodnych
do terapii. Odkrycie nowej aktywnej struktury, jest pierwszym krokiem badan. Problemem,
ktéry opdznia wprowadzenie nowej substancji lekowej do terapii jest staba rozpuszczalnosé
i problemy zwigzane z dystrybucja leku. Dlatego tez, wspotczesna nanotechnologia skupia si¢
na poszukiwaniu nowych metod w terapii przeciwnowotworowej i poszukiwaniu takiego
rozwigzania, ktore powigzane sg z ukierunkowanym podawaniem lekéw do komorek
nieprawidlowych, a réwnocze$nie ograniczaja toksyczno$¢ lekow wzgledem komorek
prawidlowych. Idealny nosnik leku w terapii celowanej powinien spetnia¢ kilka warunkow,
migdzy innymi: by¢ stabilny chemiczne i fizycznie w warunkach in vitro oraz in vivo,
biochemicznie obojetny, biokompatybilny 1 biodegradowalny, mie¢ zdolno$¢ transportu
odpowiedniej dawki terapeutycznej, a takze mie¢ kontrolowang i przewidywalng szybko$é
uwalniania. Typ nos$nika determinuje jego ksztalt, rozmiar, tadunek, efektywnos¢
kapsutkowania leku, jak rowniez wptywa na jego uwalnianie. Nowoczesne nosniki stwarzaja
nowe perspektywy dostarczania chemioterapeutykéw bezposrednio do miejsca zmienionego
chorobowo. Poszukiwanie innowacyjnych rozwigzan dostarczania lekow spowodowato
badanie inteligentnych no$nikéw, takich jak: liposomy, egzosomy, niosomy, polimery, czy
pochodne tlenkow grafenu. Pozwalaja one na zmniejszenie toksycznosci, wzrost
biodostepnosci i akumulacji w obszarze guzow, dlatego tez mozemy w tym przypadku mowic
0 terapii celowanej. Zastosowanie nanoformulacji w leczeniu pacjentow onkologicznych, daje

duze nadzieje na poprawe czynnikow rokowniczych w trakcie i po terapii [2, 3].
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2. CZESC TEORETYCZNA
2.1. Leki
2.1.1. Lek - definicja

Lek zatwierdzony przez FDA (Food and Drug Administration) jest substancjg lub
potaczeniem substancji przeznaczong do uzycia w diagnostyce, tagodzeniu bdlu, leczeniu,
oraz zapobieganiu chorobom. Lek musi by¢ skuteczny, a zarazem bezpieczny. Odpowiednio
dobrana metoda dostarczania lekow umozliwia transport do guza, a co za tym idzie
zwigkszenie stezenia leku w miejscu docelowym [4]. Systemy dostarczania lekow majg

ograniczy¢ toksycznos$¢ i dociera¢ bezposrednio do chorej tkanki [5].

System klasyfikacji biofarmaceutycznej (BCS), jest to nowoczesny sposob oceny
whasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych substancji leczniczych. Dzieli je pod

wzgledem rozpuszczalno$ci w wodzie i przenikalnosci przez bariery biologiczne [6].

e W Kklasie pierwszej substancje lecznicze wykazuja wysoka rozpuszczalnosé
1 wysoka przepuszczalnosé

e W Kklasie drugiej substancje lecznicze wykazuja niska rozpuszczalno$é
1 wysoka przepuszczalnosé

e W Klasie trzeciej substancje lecznicze wykazuja wysoka rozpuszczalnosc
1 niska przepuszczalnosé

e W Kklasie czwartej substancje lecznicze wykazujg niska rozpuszczalnosc
1 niskg przepuszczalnos¢

Dawkowanie oraz droga podania substancji leczniczej zalezy od rodzaju nowotworu,
miejsca docelowego, dlugos$ci trwania terapii 1 wlasciwosci fizykochemicznych leku.
Najczesciej spotykamy leki w formie tabletek, kapsutek, czopkow, amputek, masci, syropow,
kroplowek, plastrow transdermalnych, czy zastrzykow. Preferowana droga podawania leku
zalezy od trzech gléwnych czynnikdéw: leczonej zmiany chorobowej i stanu pacjenta, sposobu

dziatania leku w organizmie oraz rozpuszczalnosci i przenikalnosci leku [7].

2.1.2. Farmakokinetyka
Farmakokinetyka jest dziedzing, ktoéra pozwala prowadzi¢ badania w jaki sposob

organizm reaguje na kontakt z lekiem. Procesy takie jak wchlanianie, dystrybucja,
metabolizm i wydalanie (ADME) okreslajg wptyw leku o danym stezeniu na organizm oraz

jego intensywnos$¢ dziatania w czasie (Tabela 1) [8].
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Tabela 1. Procesy farmakokinetycze ADME [8].

ADME
Absorpcja Dystrybucja Metablolizm Eliminacja
Sposob Rozprowadzenie Biochemiczny Wydalanie
przemieszczania leku w obrebie proces leku/metabolitow
si¢ leku z organizmu, w celu przemiany leku z moczem/katem
miejsca podania dotarcia do miejsca w organizmie

do krwiobiegu docelowego

2.1.3. Podstawowe pojecia dotyczgce Kinetyki uwalniania leku
Profil uwalniania leku jest parametrem okres$lajacym stezenie leku w osoczu zaleznym

od czasu. Utrzymywanie st¢zenia leku pomig¢dzy minimalnym skutecznym st¢zeniem,
a minimalnym st¢zeniem toksycznym ma kluczowe znaczenie dla bezpieczenstwa
i skuteczno$ci terapeutycznej. Minimalne skuteczne stezenie to najnizszy poziom ste¢zenia
leku w organizmie, ktory wykazuje pozadany efekt terapeutyczny (Rysunek 1). Istnieje kilka
rzedow uwalniania leku, ktére zaleza od tempa uwalniania substancji czynnej z preparatu.
Uwalnianie rzgdu zerowego opisuje ilo$¢ leku, ktora jest stale eliminowana w jednostce
czasu, ale szybkos$¢ nie jest zalezna od stgzenia substancji. Kinetyka pierwszego rzedu
oznacza, ze W jednostce czasu uwalniany jest taki sam utamek podanego leku. Przedtuzone
uwalnianie ma na celu osiagnigcie powolnego uwalniania pojedynczej dawki leku przez

dhuzszy okres czasu od momentu podania (Rysunek 2) [9, 10].

Natychmiastowe uwalnianie
(tabletki/zastrzyki)

A

Toksyczne steienie

Powszechne wystepowanie dziatan
niepozadanych w tym zakresie stezen

Uwalnianie z kinetyka zerowego rzedu

\ii:\alne skuteczne steienie

Czas

Stezenie leku w osoczu

Przedtuzone uwalnianie

N
Cd

Rysunek 1. Profil uwalniania leku [9].
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I-rzedu

Uwalnianie frakgji leku

Profil uwalniania N
4

Czas

Rysunek 2. Kinetyka uwalniania leku [9].

Indeks terapeutyczny (TI), jest wspolczynnikiem wzglednego bezpieczenstwa leku.
Porownuje on stosunek dawki powodujacej toksyczno$¢ do dawki $rodka leczniczego
wywotujacego efekt terapeutyczny (rownanie 1). TI oblicza si¢ ze stosunku dawki
powodujacej dzialanie niepozadane (dawka $miertelna dla 50% pacjentow, LDsp)
do dawki wywolujacej pozadane efekty terapeutyczne (skuteczna dawka u 50% badanych,
EDso) [10].

T1 = LDso/EDso 1)

2.1.4. Sposoby dostarczania lekéw
Wybor odpowiedniego sposobu dostarczania leku umozliwia skuteczne wprowadzenie

substancji czynnej do miejsca docelowego. Droga podania powinna by¢ dopasowana do
rodzaju leku, celu terapeutycznego i stanu pacjenta. Konwencjonalne podawanie lekow
powoduje szybkie eliminowanie leku z organizmu, przez co lek nie utrzymuje si¢ w oknie
terapeutycznym i niezbedne jest podawanie ciggle lub zwigkszenie st¢zenia (Rysunek 3). Po
przyjeciu pojedynczej dawki, lek jest metabolizowany, poziom st¢zenia leku wzrasta,
a nastepnie spada wykladniczo. Wielokrotne dawkowanie leku w regularnych odstgpach
czasu jest alternatywa dla pojedynczego podania. Inng metodg jest zastosowanie dawki
pojedynczej o wyzszym stezeniu, co moze powodowac liczne dziatania niepozadane. Zatem,
dla utrzymania odpowiedniego stezenia leku w osoczu korzystne byloby zastosowanie
systemu kontrolowanego dostarczania lekéw. Umozliwia on uwalnianie leku ze stalg
szybko$cig i zapewnia pozadany efekt terapeutyczny przez dtuzszy czas (Rysunek 4) [9, 11,
12].
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Innym sposobem na dostarczanie lekoéw jest transdermalne podawanie S$rodkéw

terapeutycznych.

Polega na nalozeniu preparatu na

skore

i

dostarczeniu

leku

w kontrolowanym tempie miejscowo lub do krazenia ogolnoustrojowego. Mechanizmy

zwigzane z transdermalnym podawaniem lekow zalezg od: sktadu, tadunku

powierzchniowego i wielkosci czgstek [13].

podgg\‘/(eilgri]e lekow wielokrotne
Wc)j,awek dawkowanie

slaba

biodostepnosé

wysoki
wahania metabolizm
poziomu leku pierwszego
W 0soczu przejscia

konwencjonalny
system
dostarczania

przedwczesne
wydalanie
z organizmu

staba
absorpcja

Rysunek 3. Ograniczenia konwencjonalnych systeméw dostarczania lekow (kapsulki, tabletki, czopki, syropy,

Steienie leku

Stezenie leku

masci, itd.) [9].

N A TTTII TN T TR AP T Minimalne toksyczne
stezenie

« « « « Minimalne skuteczne
stezenie

Czas

............................................. Minimalne toksyczne
stgzenle

* =+~ Minimalne skuteczne
stqzenle

Czas

Rysunek 4. Poréwnanie konwencjonalnego dostarczania lekow (I) oraz kontrolowanego uwalniania lekow (I1)

[9]
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2.1.5. Projektowanie systemu dostarczania lekow
Podczas projektowania systemu dostarczania lekow o kontrolowanym uwalnianiu,

nalezy wzig¢ pod uwage rézne czynniki (Rysunek 5): wiasciwosci biomateriatu, droge
podawania leku, farmakokinetyke, poprawe stabilnosci, a takze czynniki zwigzane z lekiem
obejmujgce skuteczno$¢ wigzania leku z biatkami osocza, Czy tez zdolnos¢ leku do

przechodzenia przez btony biologiczne [14].

zmniejszenie

czestotliwosci
dawkowania

minimalne
wahania
stezenia
W 0S0CZU

zmniejszenie
toksycznosci
leku

System
dostarczania
lekéw
0
kontrolowanym
uwolnieniu

mniejsze lub
minimalne

zwigkszona
skutecznosé¢

dzialania leku

niepozadane

mniejsze
narazenie

leku na
czynniki
zewnetrzne

Rysunek 5. Dzialanie systeméw dostarczania lekéw 0 kontrolowanym uwolnieniu [14].

Waznym elementem jest okreslenie wlasciwosci biomaterialow, takich jak:
biokompatybilnos¢, toksycznos¢, hydrofilowosé, wiasciwosci mechaniczne 1 reologiczne.
Ponadto, nalezy oceni¢ zachowanie biomateriatdéw przy réznych wartosciach pH i w réznych
temperaturach. Projektowanie odpowiednich no$nikow o0 kontrolowanym uwalnianiu
umozliwia zwigkszenie stabilnosci leku w trudnych warunkach. Istniejg biomateriaty, ktore
reagujg na zmian¢ pH narzadéw i powodujg uwolnienie leku. Bezposrednio w jelitach, czy
zotadku [15]. Prawidlowe tkanki maja pH pozakomoérkowe réwne 7,4. W guzach litych, ze
wzgledu na wzrost szybkosci glikolizy, pH spada do 7,0. Niskie pH guza dziata jak bodziec
dla systemu kontrolowanego dostarczania leku. Wartos¢ pH mozna potaczy¢é z innymi
bodzcami, np. z temperaturg, najcze¢scie] wyzszg w obrebie guza ze wzgledu na wystgpowanie

stanu zapalnego, celem osiagnigcia precyzyjnego uwalniania [16].

2.1.6. Lipofilowos¢
Lipofilowo$¢ w odniesieniu do lekow jest kluczowym czynnikiem, ktéry wptywa na

ich rozpuszczalno$¢, wchianianie, czy rozklad w organizmie. Odgrywa wazna role

w okreslaniu ADME-T (absorpcji, dystrybucji, metabolizmu, wydalania i toksycznosci) [17].
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Zwigzki chemiczne mozna podzieli¢ pod wzgledem lipofilowosci na podstawie
wspoOtczynnika podziatu P. Jest to miara lipofilowosci, okreslajaca stosunek st¢zenia
substancji w fazie organicznej do stezenia substancji w fazie wodnej. Ze wzgledu na duzy
zakres warto$ci wspotczynnik podzialu przedstawia si¢ w postaci logarytmicznej logP.
Wyré6zniamy zwiazki hydrofilowe, gdzie logP < 1, $rednio lipofilowe: 1 < logP < 3 oraz
wysoko lipofilowe: logP > 3 [18]. Warto$¢ tego parametru moze shuizy¢ w ocenie
przydatnosci nowego zwigzku jako potencjalnego terapeutyku. Lipofilowo$¢ mozna
wyznaczy¢ kilkoma metodami: eksperymentalng, teoretyczng 1 mieszang. Metody
eksperymentalne polegaja na wyznaczeniu stezenia zwigzku w uktadzie dwufazowym n-
oktanol/woda, oprocz tego stosuje si¢ technike wytrzasania (shake-flask) oraz metody
chromatograficzne: cienkowarstwowa chromatografi¢ z odwroconymi fazami (RP-TLC)
i wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa z odwroconymi fazami (RP-HPLC) [19]. Metody
eksperymentalne przyczynily si¢ do powstania metod teoretycznych, wykorzystujacych
programy komputerowe. Metoda teoretyczna jest szeroko stosowana w poczatkowym etapie
projektowania nowych lekéw. Do obliczen wartos$ci lipofilowosci moga postuzy¢ nastepujace
programy: MarvinSketch, ChemSketch, HyperChem, AlogPS, Molinspiration, OSIRIS, Sybyl
X i wiele innych [20, 21].

2.2. Nanotechnologia
Nanomedycyna jest dziedzing charakteryzujaca si¢ nowoczesnym podejsciem do

wdrazania systemow nanotechnologicznych w terapii [22]. Rozwo6j innowacyjnych systemow
dostarczania lekéw opartych na biomateriatach moze nie tylko zwigkszy¢ stabilnos¢
1 biodostgpnos¢ leku, ale takze zmniejszy¢ toksyczno$¢ potencjalnego $rodka
farmaceutycznego. Stad w ostatnim czasie obserwuje si¢ intensywnie rosngce zainteresowanie
terapig celowang z wykorzystaniem nanoczastek jako nos$nikéw substancji aktywnych,
utatwiajgcych transport leku z miejsca podania do miejsca dziatania [23].

Gléwnym celem skutecznego dostarczania lekow jest bezpieczny i docelowy transport
leku do narzadow, tkanek i komorek. Fizykochemiczne wlasciwosci nanoczastek, jak:
rozmiar, tadunek, hydrofilowos¢, wptywaja na: wchtanianie, dystrybucje, metabolizm
1 wydalanie dostarczanych substancji. W medycynie nanoczastki sg stale ulepszane pod katem
dystrybucji lekow [24]. Nanoczastki to czastki o bardzo maltych rozmiarach (1-100 nm).
Wykazuja duzy potencjat w leczeniu i diagnostyce. Moga by¢ zbudowane z wielu materiatow,
m.in.. metalu, wegla, tlenkow oraz polimeréw. Dzigki swojej roéznorodnosci stajg si¢

obiektem intensywnych badan naukowych (Rysunek 6) [25, 26, 27].
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NANONOMATERIALY

NANOSTRUKTURALNE NANOKRYSTALICZNE
|
1 1 |
POLIMEROWE LIPIDOWE NIEPOLIMEROWE
] - NANORURKI
- DENDRYMERY EEZOOSSOMJY WEGLOWE
) I:A‘?SSLCEZASTKI STALE CZASTKI - NANODIAMENTY
- NANOCZASTKI
- KONIUGATY LIPIDOWE METALICZNE
LEKOW - KROPKI
- NANOCZASTKI KWANTOWE
BIALKOWE - NANOCZASTKI
- NANOZELE KRZEMIONKI

Rysunek 6. Nanomateriaty wykorzystywane w terapii [28].

2.3. No$niki lekow
Nosniki to czastki, ktére dzieki mozliwosci precyzyjnego dostosowania rozmiaru

i fadunku moga przynies¢ liczne korzysci w terapii lekowej. Umozliwiajg skuteczng kontrole
nad wychwytem, dystrybucja i celowaniem w organizmie [29]. Moga by¢ podawane réznymi
drogami: miejscowo, doustnie, donosowo oraz pozajelitowo i transdermalnie. Mozna je
kierowa¢ nie tylko do konkretnego typu komorek, ale nawet do okreSlonych regionow
komorki. Stosujac nosniki, mozna osiaggnaé zwigkszony wewnatrzkomérkowy transport

lekow [30].

Do enkapsulacji lekow przeciwnowotworowych mozna wykorzystaé réznego typu
nosniki, w zaleznosci od wymaganych oczekiwan w planowanej terapii [31]. Na wybor
odpowiedniego nos$nika wptywa wiele czynnikow, takich jak: toksyczno$é¢, hydrofilowose,
temperatura, pH oraz sposéb  podawania leku do miejsca  docelowego.
W ramach przeprowadzonych badan wybranych no$nikow do sporzadzania formulacji
terapeutycznej, analizie poddano: pochodne tlenkow grafenu, egzosomy, hydrozele, haloizyt

oraz liposomy.

2.3.1. Pochodne tlenkow grafenu
Tlenek grafenu powstaje w wyniku chemicznej modyfikacji grafenu poprzez

przylaczenie atomoéw tlenu, wprowadzajgc rdéznorodne grupy funkcyjne: epoksydowe,
hydroksylowe i karboksylowe. Podczas syntezy, tlenki grafenu mogg zawiera¢ rozne
kombinacje wspomnianych grup funkcyjnych. Modyfikacje grafenu i tlenku grafenu
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pozwalaja na tworzenie materialdw hybrydowych o znacznie bardziej interesujacych
wlasciwos$ciach niz sam grafen. W tlenkach zachowana jest warstwowa struktura grafenu,
gdzie poszczegdlne warstwy moga by¢ polaczone dzigki sitom Van der Waalsa. Grupy
tlenowe wprowadzajg pewna polarno$¢ do powierzchni tlenkow grafenu, co moze poprawié
ich zdolno$¢ do interakcji z réznymi substancjami, np. z czasteczkami wody, metalami czy
czastkami organicznymi [32, 33]. Tlenki grafenu wykazuja zwickszong reaktywnos¢
chemiczng w poréwnaniu z czystym grafenem. Chemicznie funkcjonalizowane tlenki grafenu
moga by¢ wykorzystywane jako nowe nosniki lekéw. Wprowadzenie dodatkowych grup
funkcyjnych nadaje nowe, ulepszone wiasciwosci, takie jak zwigkszona rozpuszczalno$¢
w okreslonym typie rozpuszczalnika, czy stabilizacja materiatow 0 zmiennym stopniu
zawartosci defektow. Grafen i jego pochodne moga by¢ wykorzystane jako narzedzia
diagnostyczne do wykrywania zmian nowotworowych oraz terapeutyczne do tworzenia
nosnikow lekow [33]. Wyniki badan [34] wskazuja, ze cytotoksyczno$¢é nanomateriatow na
bazie grafenu jest zalezna od funkcjonalizacji i umozliwia wykorzystanie tego materialu
w medycynie spersonalizowanej. Najwickszy wplyw na cytotoksyczno$¢ ma: morfologia,
rozmiar czastek, zawarto$¢ tlenu, stezenie, czy tadunek powierzchniowy. Funkcjonalizacja
odgrywa kluczowa role dla dostgpnosci, biokompatybilno$ci, rozpuszczalnosci oraz

skuteczno$ci uwalniania leku [35].

2.3.2. Egzosomy
Egzosomy to male pecherzyki (30-150nm) pochodzace z endosomoéw, ktore sa

wydzielane przez rozne komorki eukariotyczne. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci
1 funkcje staty si¢ przedmiotem badan w diagnostyce, terapii i medycynie. Zbudowane sa
z dwuwarstwowej btony lipidowej, ktora izoluje ich zawarto$¢ od srodowiska zewngtrznego.
Egzosomy moga petni¢ szereg funkcji od przesytania sygnatow miedzy komorkami poprzez
transport substancji. Nosniki te uwazane sg za dobry system dostarczania lekow ze wzgledu
na biokompatybilno$¢ i niska immunogenno$¢. Do egzosomoéw mozna zatadowa¢ zar6wno
leki, biatka, jak i material genetyczny [36]. Pomimo, iz wigkszo$¢ komorek moze wytwarzaé
egzosomy, nie wszystkie nadaja si¢ jako no$niki lekow. Egzosomy wykazaly duzy potencjat
w terapii nowotwordow ztosliwych 1 chordb neurologicznych. Ztozonos¢ wlasciwosci
biochemicznych egzosoméw obejmuje, migdzy innymi: réznorodny sktad biatkowy, RNA
i lipidy. Korzysci zwigzane z zastosowaniem tych nosnikéw zaleza od: charakteru
chemicznego leku, mechanizmu dzialania oraz sposobu podawania do miejsca docelowego

[37]. Nowe wyniki badan [38] przedstawiajg innowacyjng metode dostarczania lekéw przez
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egzosomy zawarte w mleku. Zaprojektowano specjalne peptydy, ktore odpowiadajg za
wydluzony czas zycia egzosomOw Ww miejscu zmienionym chorobowo, ulatwig ich
skierowanie do tego miejsca oraz tworza ochrong substancji, ktora jest transportowana.
Naukowcy pracujg nad stworzeniem hodowli komorek MAC-T, ktore wytwarzaja egzosomy
o wlasciwosciach podobnych do tych, zawartych w mleku. Wykazano, ze egzosomy z mleka

mogg by¢ wykorzystywane do walki z nowotworami mézgu.

2.3.3. Hydrozele na bazie chitozanu
Hydrozelowe systemy dostarczania lekow oparte na bazie chitozanu s3 bardzo

obiecujace ze wzgledu na biokompatybilnos¢, biodegradowalno$¢, bioadhezyjne whasciwosci
1 zwigkszony efekt absoprcji. Nanoczastki chitozanu wykazuja te same wiasciwosci, co
naturalne lub chemicznie modyfikowane polimery. Najczesciej stosowane Kksztatty
nanoczastek chitozanu to nanosfery, nanokapsutki i nanowtdkna [39]. Nanoczastki chiotozanu
moga mie¢ zastosowanie jako nos$niki farmaceutykow stosowanych systemowo na przyktad
Doksorubicyny. Z uwagi na niewielki rozmiar nanoczastek, ktory umozliwia wnikanie do
komorek i organelli, moga znalez¢ one zastosowanie do ukierunkowanego dostarczania
lekow. Biodystrybucja moze rdézni¢ si¢ w zaleznosci od: rozmiaru, tadunku

powierzchniowego i hydrofobowosci chitozanu oraz jego pochodnych [40].

2.3.4. Haloizyt
Naturalna glinka haloizytowa jest materialem, ktory moze sta¢ si¢ potencjalnym

nos$nikiem lekow. Moze on wystgpowaé w postaci nanorurek. Stosunkowo duza $rednica
haloizytu pozwala na ladowanie nie tylko malych czasteczek lekow, ale takze biatek
i DNA. Enkapsulacja leku do haloizytu moze odbywaé si¢ na dwa sposoby: poprzez
selektywne tadowanie w wewngtrznym $wietle kanalikow lub wigzanie leku do zewng¢trznej
powierzchni.  Pierwszy  sposob  jest  wykorzystywany w  przypadku  lekow
przeciwnowotworowych. Funkcjonalizowane nanorurki haloizytowe moga uwalnia¢ lek przez
10-200 godzin [41].

2.4. Albumina
Albumina surowicy ludzkiej (HSA) to glowny biatkowy sktadnik 0socza, petnigcy

wazng role w licznych procesach biologicznych. Jest naturalnym nos$nikiem zaréwno dla
zwigzkow endogennych, jak i egzogennych. Wigzanie albuminy moze wptywac na ligandy
w bardziej indywidualny sposob, skutkujac zwigkszong rozpuszczalnoscia zwigzku w 0soczu,
zmniejszong toksyczno$cig lub ochrong liganda przed czynnikami utleniajgcymi [42].

Albumina posiada wiele specyficznych i niespecyficznych miejsc wigzania czgsteczek
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hydrofobowych. Jest pobierana przez proliferujgce komoérki nowotworowe i ze wzgledu na
nieszczelny uktad naczyn wlosowatych moze gromadzi¢ si¢ w tkankach nowotworowych [43,
44, 45]. HSA jest wielofunkcyjnym biatkiem Syntetyzowanym wylacznie przez hepatocyty
watroby. Trojwymiarowa struktura pojedynczego tancucha polipeptydowego 1 jego
rekombinowanej wersji (rHSA) zostata okreslona krystalograficznie. Lancuch polipeptydowy
tworzy biatko w ksztalcie serca o przyblizonych wymiarach 80x80x80A i grubosci 30A,
a 67% stanowi regularna struktura helisy o. HSA sktada si¢ z trzech homologicznych domen
(I-111), a kazda z nich zbudowana jest z dwoch subdomen: A i B z odpowiednio szeScioma
i czterema helisami o potaczonymi elastycznymi petlami. Za tworzenie 17 stabilizujacych
wigzan disiarczkowych S-S odpowiadajg 34 z 35 reszt cysteinowych. Wyjatek stanowi Cys34
(Rysunek 7) [46, 47].

Rysunek 7. Struktura krystaliczna HSA z pozycja Cys34 zaznaczong na czerwono (a). Podziat biatka na domeny
(1-111) i subdomeny (A, B). Kod identyfikacyjny PDB: 1bm0. Lokalizacje siedmiu (1-7) miejsc wigzania
wspolnych dla anionow kwasow thuszczowych wykorzystujacych palmitynian przedstawiono na czerwono (b).
Kod PDB id: 1e7h [108].

W 2005 roku FDA zatwierdzito pierwszy komercyjny produkt stosowany
w onkologii oparty na nosniku bialkowym: (Abraxane®) [48]. Wowczas rozpoczeto
wytwarzanie kolejnych nosnikow opartych na albuminie, zawierajacych: Doksorubicyng [49],
Cisplatyne [50], Docetaksel [51], Winkrystyne [52], Mitoksantron [53], Ferulat [54], czy
tlenek zelaza [55]. Stosowanie nanoczgstek biatkowych poprawia parametry
farmakodynamiczne i farmakokinetyczne leku, m.in.: biodostepno$¢, czas uwalniania
substancji aktywnej oraz wydluzenie czasu dziatania farmakologicznego. HSA stosuje sig:

w przemys$le farmaceutycznym i biologicznym, w szczepionkach oraz formulacjach
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lekowych. Dzigki temu, ze sama albumina zawiera Kkilka reaktywnych grup (tiolowe,
aminowe 1 karboksylowe), nanoczastki moga bra¢ udziat w elektrostatycznej adsorpcji
czasteczek natadowanych dodatnio lub ujemnie [56]. Ponadto te reaktywne grupy mozna
stosowac¢ do modyfikacji powierzchni w celu nadania nanoczgstkom albumin réznych funkcji,
takich jak: przedtuzony okres pottrwania [57], zwickszong stabilnos¢, powolne uwalnianie

leku, czy uwalnianie ukierunkowane [58].

2.5. Model matematyczny
Modelowanie matematyczne to proces tworzenia systemOw za pomocg rownan

matematycznych. Celem tej metody jest prognozowanie dzaiatan z uzyskanych danych. Ze
wzgledu na znaczny postep w technologii mozna przyjac, ze optymalizacja in silico nowych
systemow dostarczania lekow znaczaco poprawia doktadnos¢ i fatwosé ich stosowania [59].
Przewidywania matematyczne umozliwiajg: Oszacowanie wymaganego sktadu, geometrii,
wymiarow 1 procedury wytwarzania odpowiednich ilosci dawek [60, 61]. Jednym
z powodow, dla ktorego stosuje si¢ modelowanie matematyczne w procesie dostarczania
lekéw jest oszczedno$¢ czasu i redukcja kosztow. Dodatkowo zmniejsza liczbe badan
eksperymentalnych wymaganych do opracowania nowego lub optymalizacji istniejacego
produktu leczniczego. Dotyczy to szczegdlnie silnych lekow o waskim oknie terapeutycznym

[62, 63].

W 1961 roku Takeru Higuchi zwany ,,0jcem farmacji fizycznej” jako pierwszy
opublikowal swoje stynne rownanie pozwalajace na zaskakujaco prosty opis uwalniania leku
[64]. Od tego czasu zaproponowano roézne modele: empiryczne, poétempiryczne,
i teoretyczne. Model empiryczny opisuje rzeczywiste procesy fizyczne, chemiczne
i biologiczne. Opiera si¢ na zjawiskach, takich jak: dyfuzja, rozpuszczanie, pgcznienie, eroz;ja,
wytracanie lub degradacja [65, 66]. Proces ten umozliwia okreslenie parametrow
specyficznych dla systemu, ktory moze zapewni¢ glebszy wglad w podstawowe mechanizmy
uwalniania leku. Opracowywane modele matematyczne pozwalaja na iloSciowe
przewidywanie wptywu parametrow formulacji 1 przetwarzania na kinetyke¢ uwalniania leku.
Doktadno$¢ teorii matematycznej wzrasta proporcjonalnie do wzrostu ztozonosci modelu (im
wigcej zjawisk bierze si¢ pod uwagg, tym bardziej realna staje si¢ ta teoria). Najwazniejszym
odniesiem dla okreslonego systemu dostarczania leku jest poréwnanie przewidywan
teoretycznych i wynikéw eksperymentalnych. Model opisujacy dostarczanie leku jest
uproszczeniem rzeczywistego systemu, a jego przydatnos¢ jest zawsze ograniczona do
okreslonych przypadkow (Rysunek 8) [67, 68, 69, 70]:
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— First-order : X = 1 — e k(-

)0.65

— Bhaskas : X = 1 — e k(t—«

— Higuchi : X = k(t — a)%

— Ritger-Peppas : X = k(t — a)"

— Korsmeyer-Peppas : X = kt"

— Rozwiniecie modelu Freundlich’a: X = a + kt"

Rysunek 8. Wzory modeli matematycznych [68, 69, 70].

Gdzie:

X — procent uwolnienia R(%) z dopasowania danych do§wiadczalnych
do matematycznej formuty

t — czas zwolnienia

k — stata kinetyczna

o — parametr zmodyfikowany

a — wspolczynnik dopasowania

n — wyktadnik opisujacy réozne mechanizmy uwalniania

Wartos¢ n < 0,45 odpowiada dyfuzji Ficka, a pierwiastek kwadratowy wartosci czasu
jest wowczas proporcjonalny do iloéci frakcji uwolnionych z nosnika. Dla 0,45 < n < 0,89
zachodzi proces inny niz dyfuzja Ficka, a uwalnianie leku nast¢gpuje zar6wno w wyniku

mechanizmow dyfuzyjnych, jak i kontrolowanych [68].

Rozktad prawdopodobienstwa Weibulla zastosowany w modelowaniu krzywych uwalniania

okreslono wedtug nastepujacego wzoru (2):

_(é)ﬁ

] (2)

m=me[l—e

Gdzie:
m — procent uwolnienia substancji czynnej w czasie t
me— asymptota uwolnienia (m,, = 100%)

ty — parametr okreslajacy skale czasowg procesu
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B — parametr charakteryzujacy ksztalt krzywej uwalniania (jezeli =1 funkcja pokazuje wzrost

wykltadniczy, p<1 paraboliczny, p>1 sigmoidalny)

Parametr B oznacza zdolno$¢ modelu do adaptacji niemal wszystkich profili

uwalniania leku [69].

2.6. Liposomy
2.6.1. Struktura liposomow

Liposomy sa sferycznymi pecherzykami zbudowanymi z podwdjnej warstwy
lipidowej. Sktadaja si¢ z hydrofobowego ogona i hydrofilowej gtowki [71] (Rysunek 9).
Wielkos¢ tych struktur waha si¢ od 0,01 do 1 um [72]. Otoczka liposoméw zbudowana jest
podobnie do naturalnych bton biologicznych. Dzigki temu liposomy tatwiej przenikaja do
wnetrza komorek i1 mogg stuzy¢ jako nos$niki substancji aktywnych. Liposomy s3:
biodegradowalne, biokompatybilne, zwickszaja skuteczno$¢ terapeutyczng, chronig
substancje aktywnag leku oraz zmniejszaja toksyczno$¢ kapsutkowanego leku [73]. W 1974
Gregoriadis zasugerowal zastosowanie liposomoéw w chemioterapii [74]. Od tego czasu

zainteresowanie wykorzystaniem liposomow stale rosnie [75, 76, 77].

Skuteczno$¢ stosowania liposoméw opiera si¢ na trzech podstawowych warunkach:
- przedtuzony czas krazenia we krwi,
- akumulacja w guzie,

- kontrolowane uwalnianie leku i wychwyt przez komorki nowotworowe [78].

hydrofobowy ogon

hydrofilowa glowka

faza wodna

Rysunek 9. Budowa liposomu [79].

Liposomy dzigki swojej budowie sg wykrzystywane jako no$niki zaréwno lekoéw
hydrofobowych jak i dobrze rozpuszczalnych w wodzie (Rysunek 10). Umozliwiaja
dostarczanie farmaceutykow do okreslonych miejsc zmienionych chorobowo, poprawiajgc

skutecznos¢ leczenia 1 minimalizujgc dziatania niepozadane. Zamykanie lekow
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przeciwnowotworowych w liposomach zwieksza stabilno$¢ leku oraz umozliwia

kontrolowane uwalnianie w miejscu docelowym [79].

@ lek hydrofilowy
@ lek hydrofobowy

Rysunek 10. Struktura liposomu zawierajgcego leki hydrofilowe i hydrofobowe [79].

Stan  termodynamiczny btony liposomalnej, tj. ruchliwo$¢ tworzacych
go czasteczek zalezy gtownie od temperatury. Fosfolipidy charakteryzuja si¢ temperaturg
przemiany fazowej (Tc), powyzej, ktorej znajduje si¢ dwuwarstwa lipidowa wystgpujaca
w nieuporzadkowanej fazie ciektokrystalicznej, a ponizejw uporzadkowanej fazie zelowe;.

Zakres Tc fosfolipidow miesci sie w przedziale od -20°C do 90°C [80, 81].

2.6.2. Rodzaje liposomow
Liposomy mozemy podzieli¢ na kilka typow: ze wzgledu na wielko$¢ oraz liczbe

warstw podwojnej btony lipidowej (Rysunek 11).

00O

SUV LUV
Rysunek 11. Rodzaje liposoméw [82].
SUV - Male liposomy jednowarstwowe - 0,02-0,03 um (small unilamerall vesicles,

SUVs). Stosowane sg jako nos$niki zwigzkow hydrofilowych, niestabilne termodynamicznie,

wykazujace sktonnos¢ do wzajemne;j fuzji 1 laczenia si¢ z duzymi czastkami.

LUV - Duze liposomy jednowarstwowe - 0,05-0,1 um (large unilamerall vesicles,
LUVs). Stosowane sg jako nosniki substancji hydrofilowych, makromolekut oraz jako modele

btony komorkowe;.
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MLV - Liposomy wielowarstwowe — 0,4- 10 um (multilamerall vesicles, MLVSs);

Wykazujg zwigkszong zdolno$¢ przyjmowania substancji hydrofobowych.

MVV - Liposomy wielopecherzykowe - >1 um (multivesicular vesicles, MVVs); Sa

produktem ubocznym w trakcie wytwarzania MLV. W tym rodzaju liposoméw jedna

podwadjna blona lipidowa otacza dwa lub wigcej mniejszych liposoméw [82].

2.6.3. Metody otrzymywania liposomoéw

Metody otrzymywania liposomow przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Przyktady tradycyjnych metod otrzymywania liposomow [83].

Metody

Hydratacja cienkiego
filmu fosfolipidowego

Odparowywanie
technika faz

odwroconych

Wstrzykiwanie etanolu

Przygotowanie

Pierwszym etapem jest rozpuszczanie
lipidow i lekéw hydrofobowych

w rozpuszczalniku organicznym.
Nastepnie odparowanie roztworu pod
zmniejszonym ci$nieniem, az do
utworzenia si¢ cienkiej wartwy
lipidowej na wewngtrznej $cianie
kolby. Ostatnim elementem jest
uwodnienie otrzymanego filmu woda

lub roztworem buforowym.

Pierwszym etapem jest rozpuszczanie
lipidow w rozpuszczalniku
organicznym. Nastepnie taczenie

z wodnym buforem zawierajacym lek
hydrofilowy. Ostatnim elementem
jest odparowanie rozpuszczalnika, co
prowadzi do otrzymania
cienkowarstwowych struktur

lipidowych tworzacych liposomy.

Pierwszym etapem jest rozpuszczanie
lipidow w etanolu. Nastepnie
wstrzykiwanie mieszaniny do

mieszajacej si¢ fazy wodnej
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zawierajacej lek hydrofilowy.
Ostatnim elementem jest odparowanie

etanolu i powstanie liposomow.

Pierwszym etapem jest rozpuszczanie
Sonikacja lipidéw w rozpuszczalniku. Nastepnie SUV

poddanie dziataniu ultradzwickow.

Otrzymywanie liposomow W wyniku MLV
Ekstruzja przetlaczania przez filtr o okreslonej Pecherzyki
wielkos$ci porow. jednowarstwowe
H o Homogenizacja przygotowanych
omogenizacja _ T ,
liposoméw przez wysokocisnieniowy Pecherzyki
wysokoci$nieniowa . ;
homogenizator. jednowarstwowe
Wielokrotne zamrazanie
Zamrazanie -
i rozmrazanie przygotowanych Pecherzyki jednowarstwe
i rozmrazanie MLV

liposomow.

2.6.4. Modyfikacja powierzchni liposoméw
Modyfikacja powierzchni liposoméw moze poprawi¢ ich wilasciwosci, takie jak:

stabilnos$¢, biokompatybilnos¢, czy ulepszy¢ ukierunkowane dostarczanie lekéw do miejsca
docelowego (Tabela 3). Modyfikacje moga rowniez zwigkszy¢ skuteczno$¢ leczenia oraz

zmniejszy¢ wystapienie dziatan niepozadanych [84].

Tabela 3. Rodzaje liposomow i ich reakcje na bodzce [85, 86].

Rodzaje
Bodzce Regula Lek
liposmow
i Proteaza, amidaza = Uwalnianie natadowanych
iposom )
P ] Y i esteraza lekéw (oparte na hydrolizie Oksaliplatyna
reagujace i .
sa amidoéw lub estrow) przez Winorelbina
na enzym :
yy enzymy proteazy lub esterazy. Dioscorea
; Liposomy wrazliwe na pH
Hiposomy P . y- ) P Kurkumina
wrazliwe Zmiana pH sktadaja sig z obojgtnych paklitaksel
lipidow, zwykle sa to
na pH plazmid DNA

pochodne fosfatydylowe
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Liposomy
reagujgce

na redoks

Liposomy

termoczule

Liposomy

swiatloczule

Liposomy
wrazliwe na

ultradzwieki

Reaktywne formy
tlenu (ROS),
nadtlenki, grupa
hydroksylowa,
rodniki, tlen
singletowy

Czestotliwosc
radiowa,
mikrofale lub
terapia

ultradzwickowa

Swiatlo
ultrafioletowe,
widzialne, bliska

podczerwien

Ultradzwieki/
ultradzwieki
0 wysokiej

intensywnosci

i stabo kwasne zwiagzki

amfifilowe.

Zalezy od réznicy potencjatéw
redoks pomigdzy redukujaca
przestrzenia
wewnatrzkomorkowa,

a utleniajaca

zewnatrzkomorkowa.

Przygotowanie termoczutych
liposomow z fosfolipidow
(temperatura przejscia 40—
45°C), jak
dipalmitoilofosfatydylocholina
jako gtéwny lipid
(temperatura przejscia 41°C)
wykorzystywanych do

wytwarzania tych liposomow.

Modyfikacja tancuchow
acylowych kwasow
thuszczowych fosfolipidow
z $wiatloczutymi grupami
funkcyjnymi. Powstate
fosfolipidy daja

fotoaktywowane liposomy.

Liposomy reagujace na
ultradzwigki wytwarzane przez
zmieszanie nanokropelek.

W miarg rozprzestrzeniania si¢
impulsow fal w tkance
zachodza pewne zjawiska
fizyczne: kawitacja,
hipertermia

i strumieniowanie akustyczne.
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Liposomy
Pole magnetyczne
magnetyczne

2.6.5. Wyzwania dla liposoméw

Jony metali i magnetyczne
nanoczasteczki (MNPs) moga
by¢ potaczone

z liposomami podczas syntezy

lub kapsutkowania.

Docetaksel
Tegafur
Doksorubicyna

Liposomy jako nosniki lekoéw powinny cechowac si¢ stabilnoscia, ktora determinuje:

enkapsulacje, przepuszczalno$¢ i1 szybko$¢ uwalniania leku. Liposomy s3a podatne na

roznorodne czynniki fizyczne i chemiczne, m.in.: skfad lipidow, rozmiar, temperature,

hydrolize¢ i utlenianie. Bardzo wazne jest zastosowanie metod doskonalenia, ktore moga

wplynaé pozytywnie na stabilno$¢ chemiczng i fizyczng liposomow (Tabela 4) [87].

Tabela 4. Czynniki wplywajace na stabilnos¢ fizyczna i chemiczna liposoméw [85, 88].

Czynniki

Typ ,
wplywajace

Sktad

Stabilnos¢

fizyczna

Rozmiar
czasteczki

i dystrybucja

Potencjat

zeta

Zasada

Wiasciwosci liposomow
zaleza od sktadu lipidow.
Liposomy

o wysokiej stabilno$ci moga
by¢ utworzone przez
fosfolipidy, ktore nie ulegaja
utlenianiu

i hydrolizie (np.

uwodornione fosfolipidy).

Rozmiar czastek
i dystrybucja liposomow
bezposrednio wpltywa na ich

stabilnos¢.

Odpowiedni potencjat zeta
zmniejsza agregacje i fuzje

liposomow.
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Metody dskonalenia

Zastapienie nienasyconych
fosfolipidow fosfolipidami
nasyconymi. Syntetyczne
nasycone lipidy, takie jak:
dimirystoilofosfatydylocholina,
dipalmitoilofosfatydylocholina
oraz distearoilofosfatydylocholina
moga by¢ uzyte do przygotowania
liposomow,

ktore nie ulegaja utlenieniu.

Wielkos¢ czastek liposomow jest
zazwyczaj kontrolowana
w zakresie 80 ~ 200 nm,

optymalnie 100 nm.



Temperatura
Stabilnos¢ .
) przejscia
chemiczna
fazowego
Utlenianie
Hydroliza

Gdy temperatura osiaga
temperaturg przejscia
fazowego, nastgpuje zmiana
uporzadkowania czasteczek

fosfolipidow.

Zwigksza si¢
przepuszczalno$é
i nastepuje uwolnienie

zawarto$ci nos$nika.

Niektore substancje
utleniajace, np. tlen

i wolne rodniki, tatwo tworza
wigzania nienasycone
kwasow thuszczowych

fosfolipidow.

Hydroliza liposomow jest
procesem spontanicznym.
Wazrost wolnych kwasow
ttuszczowych w hydrolacie
obniza pH. Dalsze dziatanie
hydrolizy prowadzi

do produkcji szkodliwych
substancji dla organizmu

ludzkiego.

2.6.6. Rodzaje liposomow pod wzgledem skladu

Podziatu liposoméw mozna rowniez dokonaé¢ uwzgledniajac ich sktad. I tak dzielimy

liposomy na:

Konwencjonalne, zbudowane z naturalnych fosfolipidow (neutralne lub anionowe),

Dodanie przeciwutleniaczy (np.
witamina E, witamina C,

flawonoidy itp.), chelatow.

Przygotowanie i ochrona przez
metode liofilizacji. Cholesterol

spowalnia hydrolize.

charakteryzujace si¢ krotkim czasem krazenia w krwiobiegu [89],

Sferycznie

stabilizowanie

przez

hydrofilowego polimeru [90],
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e Immunoliposomy z przylaczonymi przeciwcialami lub ich fragmentami, celem

zwigkszenia selektywnosci i dotarcia do miejsca docelowego,

e Kationowe, posiadajace substancje amfifilowe z hydrofilowa grupa, ktore wykazuja
charakter kationowy [91].

2.6.7. Lipidy syntetyczne
Lipidy syntetyczne sg tworzone na wzor lipidow naturalnych. Mogg by¢

przygotowane ze wzgledu na rézne wilasciwosci, takie jak: rozpuszczalnosé, stabilnos$¢ czy
umiejetnos¢ do tworzenia nos$nikow. Modyfikacja naturalnych fosfolipidow umozliwia
uzyskanie szerokiej gamy zwigzkow (Rysunek 12). Syntetyczne fosfolipidy zazwyczaj

opierajg si¢ na stearynowych i palmitynowych kwasach ttuszczowych [92] np.:

1. (DPPE) 1,2-dipalmitoilo- sn-glicero-3-fosfocholina,

WCH?,
= 0 CH
o~ 3

2. (DPPA) 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosforan

[\N\NW\CHg

Of/ o OYV\/\/\/\/\/\/CHS
0]

?/owa

P
~0

HO
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3. (DPPG) - 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoglicerol

/I\/\/\/\—/\/\A/\CHS
0 CH
0]
@]

|/0Na

/P\\
HO/Y\O ~o

OH

4. (DPPC) 1,2-dipalmitoilo- sn-glicero-3-fosfocholina

CH,
P O CH3
0 o W/\/

Rysunek 12. Syntetyczne fosfolipidy na bazie kwasu palmitynowego [92].

2.6.8. Liposomy w zastosowaniach klinicznych
Liposomy wykazuja wysoka biokompatybilno§¢, niska toksyczno$¢, tatwa

modyfikacje¢ powierzchni, mozliwos¢ zamykania lekow hydrofobowych
I hydrofilowych, a takze ochron¢ przed degradacja. Dzigki temu kilka liposomalnych
produktéw leczniczych zostalo pomyslnie zatwierdzonych i zastosowanych klinicznie (Tabela
5). Wsrod nich jest migdzy innymi Doxil, ktoéry byt pierwszym produktem liposomalnym
zatwierdzonym  przez FDA w1995 roku. W  rzeczywistosci  postep

w badaniach nanoliposoméw utatwit leczenie pacjentéw z chorobami nowotworowymi [93].
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Tabela 5. Preparaty liposomalne stosowane klinicznie i ich zastosowanie [94, 95].

Produkt
kliniczny

Doxil®

Daunoxome®

Mepact®

Margibo®

Vyxeos®

Depocyt®

Lipusu®

Myocet®

Onivyde®

Ambisome®

Substancja

czynna

Doksorubicyna

Daunorubicyna

Mifamurtyd

Winkrystyna

Daunorubicyna
i Cytarabina

Cytarabina /
Ara-C

Paklitaksel

Doksorubicyna

Irynotekan

Amfoterycyna B
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Wskazanie

rak jajnika,

rak piersi,

migsak Kaposiego

miesak Kaposiego zwigzany
zAIDS

resekcyjny kostniakomigsak
0 wysokim stopniu
ztosliwosci bez przerzutow
ostra biataczka
limfoblastyczna

ostra biataczka

limfoblastyczna

nowotworowe zapalenie

opon mézgowo-rdzeniowych
rak zotadka

w skojarzeniu

z cyklofosfamidem jest
wskazany jako lek
pierwszego rzutu

w leczeniu raka sutka
w stadium przerzutow
w skojarzeniu

z fluorouracylem

i leukoworyna w leczeniu
gruczolakoraka trzustki
zZ przerzutami

infekcje grzybicze



2.7. Wybrane substancje chemiczne, biologicznie aktywne w terapii onkologicznej
2.7.1. Doksorubicyna

Doksorubicyna (DOX) zostata wyizolowana w 1969 roku z z Streptomyces peucetius
var. Caesius. Jest jednym z najsilniejszych powszechnie stosowanych $rodkow
chemioterapeutycznych w leczeniu réznych rodzajéw nowotworéw (Rysunek 13). Lek ten
nalezy do antybiotykdéw z rodziny antracyklin, tacznie z m.in.: Daunorubicyng, Epirubicyna,
czy ldarubicyng [96]. Chociaz DOX jest skutecznym lekiem przeciwnowotworowym, jej
stosowanie  wigze si¢ z  wystgpieniem powaznych dzialah  niepozadanych:
kardiotoksyczno$cig, wynaczynieniem, nefrotoksyczno$cig i mielosupresja [97, 98].
Mechanizm dziatania tego leku nadal nie jest dobrze poznany. Istniejg jednak pewne procesy
wigzace si¢ z jego toksycznym dziataniem, takie jak: hamowanie aktywnos$ci topoizomerazy
I1, uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw, interkalacja do DNA, rozwinigcie czasteczki
DNA, czy powstawanie wolnych rodnikéw prowadzacych do stresu oksydacyjnego. Opornosc
na DOX nie jest dobrze znana, ale moze wynika¢ z zaburzenia procesu apoptozy, hamowania
autofagii, zmian w ekspresji topoizomerazy Il i mutacji gendéw. Innym czynnikiem
wyzwalajagcym opornos$¢ na Doksorubicyng jest zaburzenie biatka p53, odpowiedzialnego za
kontrolowanie §mierci komorki oraz podziat komoérki. DOX ma trudnosci z przejsciem przez
bariere krew-moézg, co skutkuje brakiem mozliwosci dotarcia do komoérek guza moézgu.
Modyfikacje struktury tego leku oraz terapia skojarzona z innymi lekami moga

przezwyciezy¢ toksyczno$¢, dziatania niepozadane oraz lekoopornosci [99, 100].

Rysunek 13. Struktura doksorubucyny [97].

2.7.2. Binimetynib
Binimetynib (Mektovi®) (Rysunek 14) jest bezkonkurencyjnym,

drobnoczgsteczkowym inhibitorem selektywnej kinazy biatkowej, aktywowanej mitogenami
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(MEK1 i MEK2). Inhibitor MEK zostatl pierwotnie opracowany przez firme¢ Array BioPharma
Inc. i zastosowany w leczeniu chorob autoimmunologicznych. Lek wyselekcjonowano
I przeznaczono do leczenia nowotworoéw, konczac wszystkie 3 fazy badan klinicznych. 27
czerwca 2018 roku FDA zatwierdzito Binimetynib w skojarzeniu z Enkorafenibem w leczeniu
przerzutowego czerniaka skory. Dodatkowo udowodniono, ze kombinacja tych dwoch lekow,
zapobiega oporno$ci na leczenie W przeszczepach heterogenicznych z obecnosciag mutacji
BRAF V600E. Binimetynib hamuje wzrost linii komorkowych czerniaka i dziata skuteczniej

w terapii skojarzonej [101, 102].

Br
F F
/N NH
< NH OH
/N \0/\/
HaC 3

Rysunek 14. Struktura binimetynibu [101].

2.7.3. Chlorek 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny
Chlorek  9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny 9-

PBThACI (Rysunek 15) jest nowym zwigzkiem chemicznym i wykazuje silne wtasciwosci
antyproliferacyjne, ktore sa porownywalne z whasciwosciami Doksorubucyny i Cisplatyny.
Podobnie jak dziatanie antybiotykéw antracyklinowych, planarne fragmenty strukturalne
analizowanych soli chinobenzotiazyny moga ufatwi¢ interkalacje helisy DNA. Czynnik
interkalujacy zwigksza stabilno$§¢ kompleksu DNA-lek 1 moze skutkowa¢ zahamowaniem
proliferacji komorek. Zwigzek wykazuje dziatanie neuroleptyczne, przeciwmalaryczne,
wzmacniajagce  odporno$¢,  przeciwbakteryjne,  przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze,
przeciwnowotworowe oraz moze mie¢ znaczenie W odwracaniu opornosci wielolekowej

[103].
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Rysunek 15. Struktura (9-PBThACI) [103].

3. CZESC EKSPERYMENTALNA

3.1. CEL | ZAKRES PRACY
Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie i wyselekcjonowanie nos$nikow do

sporzadzenia formulacji terapeutycznej chemioterapeutyku o potencjalnej przydatnosci
w onkologii. W pierwszym etapie badan wykonano syntezy i analizy potencjalnych nosnikow.
Otrzymano w ten sposob pochodne tlenkow grafenu (glicynowa, iminodioctowa,
metioninowg, cysteinowa, izoleucynowa, leucynowa, serynowg itd.), nos$niki polimerowe-
hydrozele na bazie chitozanu, liposomy. Ponadto, w ramach stazu w Narodowym Instytucie
Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowym Instytucie Badawczym w Gliwicach
przeprowadzono proby izolacji egzosomow. Po wstepnych testach do dalszych badan
wybrane zostaty liposomy jako najbardziej obiecujace nosniki dla wybranych molekut.
W ramach przeprowadzonych badan opracowano osiemnascie nowych uktadow
liposomalnych. Kazdy z ukladéw zbadano w zakresie temperatur 37°C i 41°C oraz
w czterech $rodowiskach o réznych wartosciach pH (5,50; 6,00; 6,50; 7,40). Do
przygotowania formulacji nos$nik-lek wykorzystano dwa leki zatwierdzone przez FDA
(Doksorubicyna, Binimetynib) oraz nowa zsyntezowang substancj¢ chemiczng
o potwierdzonej aktywnosci biologicznej (Chlorek 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-
chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny) oraz dziataniu przeciwnowotworowym. Kolejno do formulacji
liposomalnej przytaczono biatka HSA i dHSA w celu sprawdzenia ich wptywu na profil

uwalniania lekow.

Poszczegodlne etapy przygotowania formulacji liposomalnej obejmowaty :

- enkapsulacj¢ lekéw (Doksorubicyna, Binimetynib) oraz substancji chemicznej (Chlorek 9-
(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny),

- analize wptywu temperatury (37°C, 41°C) i pH srodowiska (5,50; 6,00; 6,50; 7,40)
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na uktady liposomalne,

- zastosowanie dwoch form albuminy surowicy ludzkiej: HSA i dHSA (pozbawiona kwasow
thuszczowych) oraz analize wptywu ich obecnosci na wigzanie lekow,

- Zastosowanie modeli matematycznych do okreSlenia czynnikdw analitycznych,
kontrolujacych proces uwalniania lekéw/potencjalnej substancji lekowej,

- analize statystyczng, w tym PCA i HCA oraz ANOVA.

3.2. METODYKA BADAWCZA
3.2.1. Synteza pochodnych tlenkéw grafenu

W pierwszym etapie syntezy otrzymano chlorowodorki estrow metylowych
wybranych aminokwasow (AA) (Rysunek 16). Estry poddano utworzeniu wigzan amidowych
miedzy GO i wybranymi aminokwasami (Rysunek 17). Syntezy przeprowadzono metoda
klasyczng oraz z zastosowaniem pola mikrofalowego. Struktury chemiczne konglomeratow

GO zostaty potwierdzone za pomocg spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(FT-IR).

R R

SOCI,,MeOH tAr
NH, HaC J—NHQ, Cl
-5°Cc-0°C 0
A\

O O

HO

Rysunek 16. Synteza chlorowodorkéw estrow metylowych aminokwasow.

Metoda | — szczegolowy opis syntezy chlorowodorkow estrow metylowych aminokwasow

metoda klasyczna:

W tréjszyjnej kolbie o pojemnosci 250 cm® zaopatrzonej w termometr, wkraplacz
i chtodnice zwrotna, przygotowano zawiesing 100 mmol wybranego aminokwasu w 90 cm?
bezwodnego metanolu. Zawiesing mieszano za pomocg mieszadla magnetycznego
i chtodzono w tazni lodowej (l6d/chlorek sodu) do temperatury -5°C. Po osiggnigciu tej
temperatury, do mieszaniny powoli wkraplano 250 mmol $wiezo przedestylowanego chlorku
tionylu. Kontrolowano szybko$¢ wkraplania tak, aby temperatura roztworu nie przekroczyta
0°C. Po zakonczeniu wkraplania usuni¢to tazni¢ lodowa, a roztwor mieszat si¢ przez 12 h

w temperaturze pokojowej. Nastepnie rozpuszczalnik oddestylowano pod zmniejszonym
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ci$nieniem, otrzymujac (w zalezno$ci od stosowanego aminokwasu) Krystaliczny osad lub
gesta, oleistg ciecz. Otrzymany chlorowodorek estru metylowego wybranego aminokwasu
przemywano eterem dietylowym, a nastgpnie odsgczono. Z uwagi na duza higroskopijnosé,
chlorowodorki estrow metylowych aminokwasow przechowywano w eksykatorze nad
substancjg suszgcg. Otrzymane chlorowodorki estrow metylowych aminokwasow

rekrystalizowano z bezwodnego metanolu.

Metoda Il — szczegélowy opis syntezy chlorowodorkéw estrow metylowych

aminokwaséw w polu mikrofalowym:

W kolbie o pojemnosci 100 cm?® przygotowano zawiesing 100 mmol wybranego
aminokwasu w 90 cm® bezwodnego metanolu. Zawiesine chlodzono w lazni lodowej
(16d/chlorek sodu) do temperatury -5°C. Do mieszaniny powoli wkraplano 250 mmol $wiezo
przedestylowanego chlorku tionylu. Po zakonczeniu wkraplania usunieto tazni¢ lodowsa,
a roztwoér ogrzewano w polu mikrofalowym w czterech cyklach [30°C, 15 min].
Rozpuszczalnik  oddestylowano  pod  zmniejszonym  ciSnieniem, otrzymujac
(w zaleznosci od stosowanego aminokwasu) krystaliczny osad lub gestg, oleistg ciecz.
Otrzymany chlorowodorek estru metylowego wybranego aminokwasu przemywano eterem
dietylowym 1 odsaczono. Otrzymane chlorowodorki estrow metylowych aminokwaséw
przechowywano w eksykatorze nad substancja suszacg. Otrzymane chlorowodorki estrow

metylowych aminokwasow rekrystalizowano z bezwodnego metanolu.

Wedtug opisanych procedur syntez, otrzymano chlorowodorki estréw metylowych
aminokwasOw oraz kwasu iminodioctowego. Poddano je analizie NMR, okreslono ich
temperarur¢ topnienia oraz obliczono wydajnos¢ reakcji. W ponizszej tabeli poréwnano
wydajnosci syntez (metodg klasyczng 1 mikrofalowa) wybranych chlorowodorkéw estrow

metylowych.

Tabela 6. Porownanie wydajnosci chlorowodorkow estrow metylowych wybranych aminokwasow.

Nazwa Rodzaj Wydajnosé Tt Analiza NMR
chlorowodorku metody
Chlorowodorek Metoda 96,9% 180°C 1H NMR (400 MHz, CDCls)
estru tradycyjna 0 7.28 (s, 1H), 4.31 (d, J = 37.2

Kwasu 1H), 2.19 (s, 1H), 1.57 (s, 1H).
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iminodioctowego

13C NMR (101 MHz, DMSO)

§ 167.33 (s), 79.74 (s), 53.10 (s),
46.79 (s), 40.75 — 39.23 (m),
31.15 ().

Chlorowodorek Metoda 95,7% 180°C 1H NMR (400 MHz, CDCI,)
estru mikrofalowa 3 7.28 (s, 1H), 4.31 (d, J = 37.2
metylowego HZ, 1H), 3.81 (d, J =125 HZ,
kwasu 1H), 2.19 (s, 1H), 1.59 (s, 1H).
iminodioctowego 13C NMR (101 MHz, DMSO)
8 167.32 (s), 53.11 (s), 46.78 (s),
40.02 (dp, J =41.9, 21.1 Hz).
Chlorowodorek Metoda 98,4% 176°C  1H NMR (400 MHz, DMSO)
estru tradycyjna 8 8.45 (s, 1H), 3.77 (d, J = 21.3
glicyny 1H), 2.51 (s, 1H).
13C NMR (101 MHz, DMSO)
5 168.55 (s), 52.95 (s), 40.00 (dp,
J=419, 21.0 Hz).
Chlorowodorek Metoda 95% 176°C  1H NMR (400 MHz, CDCI3) &
estru mikrofalowa 7.28 (s, 2H), 4.09 — 3.96 (m, 1H),
metylowego 3.84 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 1.57 (s,
glicyny 5H), 1.27 (s, 1H).
13C NMR (101 MHz, DMSO) &
168.44 (s), 52.92 (s), 40.81 —
39.27 (m).
Chlorowodorek Metoda 84% 177°C  1H NMR (400 MHz, DMSO) §
estru tradycyjna 4.10 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 3.76 (s,
metioniny 2.06 (s, 1H).
13C NMR (101 MHz, DMSO) &
170.06 (d, J = 8.6 Hz), 53.31 (s),
51.33 (d, J = 9.4 Hz), 40.01 (dp, J
= 42.0, 21.0 Hz), 29.89 (d, J =
12.8 Hz), 28.92 (d, J = 24.5 Hz),
14.71 (s).
Chlorowodorek Metoda 56,5% 177°C  1H NMR (400 MHz, DMSO)
estru mikrofalowa 8.64 (s, 1H), 4.11 (t, J = 6.1 Hz,
metylowego 1H), 376 (S, 1H), 333 (S, 1H),
metioniny 2.51 (s, 1H), 2.08 (dd, J = 13.2,

6.6 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) &
170.09 (d, J = 5.8 Hz), 53.34 (s),
51.30 (s), 40.01 (dp, J = 42.0,
21.0 Hz), 29.83 (s), 28.78 (5),
14.71 (s).
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Chlorowodorek  Metoda 64,3% 158°C  1H NMR (400 MHz, DMSO) 5

estru tradycyjna 8.93 (s, 2H), 4.35 (s, 1H), 3.76 (s,
cysteiny 1H), 2.09 (s, 1H).
13C NMR (101 MHz, DMSO) &
168.82 (s), 53.41 (t, J = 8.0 Hz),
51.78 — 51.33 (m), 39.99 (dp, J =
42.0, 21.0 Hz).
Chlorowodorek Metoda 64% 158°C  1H NMR (400 MHz, DMSO) §
estru mikrofalowa 8.93 (s, 2H), 4.35 (s, 1H), 3.76 (s,
metylowego 2H), 3.51 — 3.22 (m, 3H), 2.51 (s,
cysteiny 1H), 2.09 (s, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) &
168.82 (s), 53.41 (t, J = 8.0 Hz),
51.78 — 51.33 (m), 39.99 (dp, J =
42.0, 21.0 Hz).

Metoda | — szczegélowy opis syntezy tlenku grafenu metoda klasyczng:

W kolbie o pojemnosci 50 cm® przygotowano mieszaning 0,05 g tlenku grafenu (GO),
8 ml chlorku tionylu oraz 0,25 ml tetrahydrofuranu. Calo$¢ mieszano
w temperaturze 70°C w atmosferze argonu przez 24 h. Nastgpnie usuni¢to nadmiar
tetrahydrofuranu pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 50°C. Otrzymany produkt
zmieszano z 0,059 chlorowodorku estru metylowego wybranego aminokwasu
w tetrahydrofuranie (20 ml) w temperaturze 70°C i pozostawiono w atmosferze argonu przez
48 h. Po wyszuszeniu otrzymanego produktu, przeprowadzono hydroliz¢ 2 M HCI (20 ml).
Zawiesing mieszano w atmosferze argonu w temperaturze 50°C przez 10 h. Zsyntezowany
tlenek grafenu odwirowano, przemyto woda 1 wysuszono. Produkt potwierdzono za pomocg

spektroskopii w podczerwieni (FT-IR).

chlorowodorek estru
0 SOCl,, THF 0 metylowego glicyny
_— >
OH  70°C,24h, c] THF, 7dc ash, 50°C, 10h
atmosfera atmosfera O atmosfera NH
argon
H)C rgonu HC argonu argonu

Rysunek 17. Synteza na przyktadzie GO-Gly [32].

39



Metoda Il — szczegolowy opis syntezy tlenku grafenu w polu mikrofalowym:

W kolbie sercowej o pojemnosci 50 cm® przygotowano mieszaning 0,05 g tlenku

grafenu (GO), 8 ml chlorku tionylu oraz 0,25 ml tetrahydrofuranu. Cato$¢ ogrzewano

w polu mikrofalowym, w trzech cyklach [300 W, 30°C, 5 min]. Po kazdym cyklu odczekano

10 min na ochlodzenie roztworu. Nastepnie roztwor ogrzewano w dwoch cyklach [500 W,

30°C, 5 min]. Po odparowaniu rozpuszczalnika dodano 20 cm® $wiezego tetrahydrofuranu

oraz uzyskany w pierwszym etapie chlorowodorek estru metylowego (0,5 g). Catos¢

ogrzewano w polu mikrofalowym w czterech cyklach [300 W, 30°C, 5 min]. Produkt

przesaczono pod ci$nieniem na lejku szklanym z dnem porowatym, z zastosowaniem filtra

membranowego z octanu celulozy typu ME 25/21 ST. Otrzymane pochodne tlenkow grafenu

poddano analizie spetroskopii w podczerwieni (IR) w celu identyfikacji grup funkcyjnych

I potwierdzenia ich struktury.
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Rysunek 18. Przyktadowe widma IR dla tlenku grafenu i jego pochodnych (GO - Gly: tlenek grafenu-
chlorowodorek glicyny; GO-Ser: tlenek grafenu — chlorowodorek seryny; GO -ASA: tlenek grafenu —
chlorek aspiryny; GO - Leu: tlenek grafenu - chlorowodorek leucyny; GO-lle: tlenek grafenu —
chlorowodorek izoleucyny.

Dzigki zastosowanej metodzie spektroskopii IR otrzymujemy informacje
o grupach funkcyjnych w analizowanych zwigzkach. Porownujac ze soba widma IR
pochodnych tlenkow grafenu w temperaturze pokojowej uzyskujemy zmiang intensywnos$ci
zarejestrowanych pikéw w zakresie 700 — 1800 cm™. W przedziale 2000 — 3500 cm™
nastepuje spadek transmitacji. Wartosci te sa przypisane drganiom N-H, pochodzacym od
aminokwasow. Zmiana absorpcji w widmie wynika z przytaczenia réznych grup funkcyjnych
do tlenku grafenu, pojawienie si¢ nowych drgan grup C-C, C-O, C-H, C=0, O-H, C=C, ktore

wynikajg ze struktury aminokwasow dolaczonych do tlenku grafenu.

3.2.2. Izolacja egzosomow
Egzosomy izolowano z komorek nowotworowych czerniaka metodg chromatografii

wykluczenia (SEC). Surowica zostata wstepnie oczyszczona przez seri¢ wirowan. Nastgpnie
supernatant przefiltrowano przy uzyciu filtra strzykawkowego 0,22 pum. Wzbogacenie
egzosomoOw uzyskano przy uzyciu koncentratora odsrodkowego Vivacell (100 kDa). Pierwsza
frakcje zebrano zaraz po zatadowaniu probki, a nastepnie kolejne frakcje eluowano przy
uzyciu PBS. Profil rozktadu wielko$ci frakcji okre§lono przy uzyciu dynamicznego

rozpraszania $wiatta (instrument Zetasizer).
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Szczegotowy opis procedury izolacji egzosoméow:

Komorki czerniaka (B16-F10, 451Lu, WM35, WM793B, 1205Lu) hodowano
w butelkach T175. 24 godziny przed zbiorem egzosomoéw, medium zastgpiono S$wiezg
pozywka zawierajaca 5% (v/v) ptodowej surowicy bydlecej pozbawionej egzosomow (ED
FBS). Nastgpnego dnia zebrano pozywke zawierajagca uwolnione egzosomy, 0CzysSzczono
z pozostalych martwych komoérek przez seri¢ wirowan przy predkosciach 200 x g, 2000 % g
przez 10 min i 10000 x g przez 30 min. Supernatant przefiltrowano przy uzyciu filtra
strzykawkowego 0,22 pm. Wzbogacenie egzosomoéw uzyskano przy uzyciu koncentratora
odsrodkowego Vivacell (100 kDa). Probka egzosoméw (1 ml) zostala zaladowana na gotowe
do uzycia kolumny do chromatografii wykluczania (SEC). Frakcje (1 ml) byly eluowane PBS
bez kationow dwuwartosciowych (Mg?* i Ca®"). Profil rozkladu wielkosci eluowanych frakeji
okreslono przy uzyciu dynamicznego rozpraszania $wiatla (instrument Zetasizer). Frakcje

sprawdzono metoda Western blot na obecno$¢ egzosomalnego biatka markerowego TSG101.
Przygotowanie Sepharose Cl-2B do upakowania kolumny:

Przeniesiono 20 ml ztoza do falkonu o pojemnosci 50 ml i dodano réwnowazng ilo$¢
PBS (bez jonow wapnia i magnezu). Nastepnie wirowano Sepharose (1 min 200 x g). Znad
osadu zlano supernatant, wlano rownowazna ilos§¢ PBS i ponownie wirowano
w tych samych warunkach. Wykonano 1facznie 4 plukania. Po ostatnim plukaniu
1 zlaniu supernatantu zawieszono osad w ilosci PBS rownowaznej ilosci Sepharose.
Umieszczono kolumne¢ Bio-Rad na statywie, przeptukano 5 ml PBS i natozono powoli 10 ml
uzyskanego zloza. Sprawdzono, czy upakowana kolumna nie zawiera zadnych pecherzykow
powietrza. Gotowa kolumng przeptukano 5 ml PBS. Nastepnie natozono na gorny dysk 1 ml
supernatantu, zbierajac pierwsza sptywajaca frakcje. W chwili, kiedy przestala sptywac

pierwsza frakcja, naktadano 1 ml PBS. Analogicznie postgpowano z kolejnymi frakcjami.

42



— . \'6 — 8 .
. -\
= i \"9‘
- 7:..4.? )
/ y o— 1
— ‘ v

Rysunek 19. Proces izolacji egzosoméw. Grafika wykonana w programie BioRender.

Egzosomy byly obecne we frakcji 5 1 6 eluowanej (z uzyciem kolumn SEC)
z pozywki hodowlanej komorek czerniaka. Profil rozktadu wielko$ci egzosomow okreslono
za pomoca spektroskopii korelacji fotonowej (aparat Zetasizer). Wydajnos¢ obciazenia
egozosomOw lekami badano za pomoca sonikacji i okreslano iloSciowo przez pomiary
absorbancji. Preparaty egzosomalne wykorzystano do sprawdzenia toksycznosSci

przenoszonych lekéw w hodowli komorek czerniaka.

m frakcja 4 m frakcja 5 ™ frakcja 6 ® frakcja 7

Rozmiar (hm)
400,00 - 36933
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350,00 $02,22
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0,9¢
100,00

50,00
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451Lu WM793B WM35 1205Lu B16-F10

Rysunek 20. Charakterystyka mikropecherzykéw w rozdzielonych frakcjach medium hodowlanego.

Powyzszy wykres przedstawia wyniki pomiaru wielko$ci czastek uzyskane po izolacji
egzosomoOw z podanych linii komoérkowych czerniaka. Egzosomy mieszcza si¢ w zakresie 30
— 150 nm. Poréwnujac ze sobg rozne linie komorkowe, mozna zaobserwowac, ze

w przypadku linii komoérkowej ludzkiego czerniaka 451Lu oraz linii komorkowe] mysiego
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czerniaka B16-F10 egzosomy wystepuja we frakcji 5 i 6, w przypadku linii komorkowej
ludzkiego czerniaka WM793B jest to frakcja 6, w przypadku linii komorkowej ludzkiego

czerniaka WM35 jest to frakcja 7, a w przypadku linii komoérkowej ludzkiego czerniaka
1205Lu jest to frakcja 6i 7.

Rozklad wielkosci wedlug intensywnosci

Intensywnosé (%)

Rozmiar (d.nm)

Rysunek 21. Rozktad wielkosci czastek.

Rozktad wielkosci czastek przedstawiony na rysunku 21 przedstawia pomiar
wyizolowanych egzosomoéw z linii komorkowej mysiego czerniaka (frakcja 5). Jeden pik
w zakresie 100-150 nm oznacza dobrze wyizolowane egzosomy. Strome opadanie krzywej

swiadczy o probee jednorodnej z dobrze rozproszonymi czastkami.
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Rysunek 22. Cytotoksyczno$¢ egzosomow zawierajacych leki na komoérki czerniaka B16-F10.

WP 760 to bisantracyklina zsyntezowana przez prof. Waldemara Priebego
w Centrum MD Andersona w Huston w Teksasie. Jest silnie toksyczna w stosunku do
komorek  nowotworowych  czerniaka.  Posiada  unikalny  profil  aktywno$ci

1 unikalny sposob dziatania [104]. Na podstawie wykresOw mozna stwierdzi¢, ze egzsomy
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zawierajace WP760 dzialajg efektywniej po dtuzszym czasie, natomiast Doksorubicyna dziata

szybciej, jednak jej dzialanie z uptywem czasu stopniowo stabnie.

3.2.3. Analiza toksycznosci haloizytu
Na ptytke 96-dotkowa posiano komorki nowotworowe czerniaka B16-F10

i inkubowano przez okreslony czas w temperaturze 37°C, przy 5% CO,. Nastepnie dodano po
100 ul swiezej pozywki zawierajacej nos$nik haloizytowy o odpowiednim st¢zeniu oraz
kontrole. Po inkubacji pozywki zawierajacej nosnik haloizytowy, dodano barwnik Alamar
Blue i inkubowano przez 2 h w 37°C. Nastepnie dokonano pomiaru absorbancji przy pomocy

czytnika mikroptytek.
Szczegolowy opis testu cytotoksycznosci nosnika (haloizytu)

Dzien 1: Posiano komorki czerniaka (B16-F10) na ptytke 96-dotkowa w ilosci 10 tysiecy
komoérek w 100 uL pozywki (RPMI + 5% FBS + 1% P/S) na jeden dolek. Nastepnie
inkubowano przez 24 h w 37°C, 5% CO..

Dzien 2: Po osiggnieciu 75-80% konfluencji odciagnigto medium znad komorek
i dodano po 100 ul s$wiezej pozywki zawierajacej nosnik o odpowiednim stezeniu
(1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM) oraz kontrolg zawierajaca tylko komorki czerniaka
w pozywce RPMI (5% FBS i 1% P/S). Inkubowano 24 h i 48 h w 37°C, 5% COs.

Dzien 3: Po 24 h od dodania pozywki zawierajacej nosnik o odpowiednim stezeniu dodano
Alamar Blue (10 pl na dotek) i inkubowano przez 2 h w 37°C, 5% CO,. Nastgpnie zmierzono
natgzenie fluorescencji spektrofotometrem (dtugos¢ fali wzbudzenia: 560 nm, dtugos¢ fali
emisji: 590 nm). Przeprowadzono analize danych.

Dzien 4: Po 48h od dodania pozywki zawierajacej no$nik o odpowiednim st¢zeniu dodano
Alamar Blue (10 uL na dotek) i inkubowano przez 2 h w 37°C, 5% CO,. Nastepnie zmierzono
natgzenie fluorescencji spektrofotometrem (dtugos¢ fali wzbudzenia: 560 nm, dtugos¢ fali

emisji: 590 nm).

Analiza cytotoksycznos$ci haloizytu pozwala oceni¢ jego wplyw na zywotno$¢
komorek, okreslajac  bezpieczefistwo 1 potencjalne zastowowanie tego mineratu
w biologii, medycynie czy farmacji. Badania cytotoksyczno$ci przeprowadzono za pomocg
testu Alamar Blue, ktory umozliwia oceng przezywalnosci, czy proliferacji

w obecnosci no$nika haloizytowego.
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Rysunek 23. Wykresy przedstawiajace wyniki testu cytotoksycznosci haloizytu po 24 i 48h.

Wykresy  przedstawiaja = procentowa  zalezno$¢  przezywalnosci  komorek
do stezenia uzytego potencjalnego nosnika. Na podstawie danych mozna potwierdzi¢ brak
toksyczno$ci haloizytu. W przypadku pomiar6w po 24 h przy najwyzszym st¢zeniu
potencjalnego nosnika przezywalno$¢ wynosi 95,39%, a przy najnizszym 98,35%. Po 48 h
przezywalno$¢ przy najwyzszym st¢zeniu wynosi 80,95%, a najnizszym 88,14%. Roznice
w grupach pomigdzy zastosowanymi st¢zeniami (1 nM - 1 uM), a kontrolg nietraktowana
potencjalnym nosnikiem sa znikome. Z powyzszego badania wynika, ze haloizyt moze by¢

stosowany w terapii celowanej jako potencjalny no$nik lekow przeciwnowotworowych.

3.2.4. Synteza hydrozeli
Przeprowadzono syntezy na bazie naturalnego polimeru (chitozanu) oraz modyfikacje

z rébznymi monomerami syntetycznymi (glikolem polietylenowym, kwasem metakrylowym),
polimerem (zelatyng) oraz z zelem krzemionkowym. Roztwory mieszano i ogrzewano
w temperaturze 60°C. Do roztworu dodawano matymi porcjami chitozan, a po jego
rozpuszczeniu w proporcji 1:1 dodawano w zaleznosci od syntezy: glikol polietylenowy,
kwas metakrylowy, zelatyne lub zel krzemionkowy. Po ustaleniu pH 8,5-9, otrzymany
hydrozel poddano badaniu DSC i1 TG. Dodatkowo przeprowadzono proces liofilizacji
I no$niki poddano analizie FT-IR.
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Opisy syntez no$nikoéw na bazie chitozanu:
1. Chitozan

Do zlewki o pojemnosci 50 mL wlano 25 mL 0,05 M kwasu octowego. Zawartos¢
mieszano za pomoca mieszadla magnetycznego i ogrzano do temperatury 60°C. Nastepnie do
roztworu wprowadzano matymi porcjami 0,25 g chitozanu. Po rozpuszczeniu chitozanu
dodano wodorotelnek sodu w celu ustalenia pH 8,5-9. Otrzymany hydrozel poddano badaniu

DSC i TG. Dodatkowo przeprowadzono proces liofilizacji i poddano analizie FT-IR.
2. Chitozan — Glikol polietylenowy

Do zlewki 0 pojemnosci 50 mL wlano 25 mL 0,05 M kwasu octowego. Zawartos¢
mieszano za pomocg mieszadta magnetycznego 1 ogrzano do temperatury 60°C. Nastepnie do
roztworu wprowadzono matymi porcjami 0,25 g chitozanu, a po jego rozpuszczeniu dodano
0,25 g glikolu polietylenowego. Po 20 minutach dodano wodorotlenek sodu w celu ustalenia
pH 8,5-9. Otrzymany hydrozel poddano badaniu DSC 1 TG. Dodatkowo przeprowadzono

proces liofilizacji i poddano analizie FT-IR.
3. Chitozan — Zelatyna

Do zlewki o pojemnosci 50 mL wlano 25 mL 0,05 M kwasu octowego. Zawartos¢
mieszano za pomocg mieszadla magnetycznego i ogrzano do temperatury 60°C. Nastepnie do
roztworu wprowadzono matymi porcjami 0,25 g chitozanu, a po jego rozpuszczeniu dodano
0,25 g sproszkowanej zelatyny. Po 20 minutach dodano wodorotlenek sodu w celu ustalenia
pH 8,5-9. Otrzymany hydrozel poddano badaniu DSC i TG. Dodatkowo przeprowadzono

proces liofilizacji i poddano analizie FT-IR.
4. Chitozan — kwas metakrylowy

Do zlewki o pojemnosci 50 mL wlano 25 mL 0,05 M kwasu octowego. Zawartos¢
mieszano za pomocg mieszadla magnetycznego i ogrzano do temperatury 60°C. Nastepnie do
roztworu dodawano matymi porcjami 0,25 g chitozanu. W drugiej zlewce o pojemnosci 50
mL przygotowano roztwor 0,5 mL kwasu metakrylowego z 0,5 M kwasem octowym (2,5
mL). Zawarto$¢ drugiej zlewki przelano do pierwszej zawierajacej chitozan. Po 20 minutach
dodano wodorotlenek sodu w celu ustalenia pH 8,5-9. Otrzymany hydrozel poddano badaniu

DSC i TG. Dodatkowo przeprowadzono proces liofilizacji i poddano analizie FT-IR.
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5. Chitozan- zel krzemionkowy

Do zlewki o pojemnosci 50 mL wlano 25 mL 0,05 M kwasu octowego. Zawarto$¢
mieszano za pomoca mieszadla magnetycznego i ogrzano do temperatury 60°C. Nastepnie do
roztworu dodawano matymi porcjami 0,25 g chitozanu. W drugiej zlewce o pojemnosci 50
mL przygotowano roztwor 0,25 g zelu krzemionkowego z 50 mL wody destylowanej.
Zawartos¢ drugiej zlewki przelano do pierwszej zawierajacej chitozan. Roztwor mieszano
przez 30 min. Nastepnie dodano wodorotlenek sodu w celu ustalenia pH 8,5-9. Otrzymany
hydrozel poddano badaniu DSC i TG. Dodatkowo przeprowadzono proces liofilizacji

i poddano analizie FT-IR.

DSC jest cennym narzedziem w termodynamice stuzacym do bezposredniej oceny
poboru energii cieplnej, ktéra zachodzi w probce w ramach regulowanego wzrostu lub spadku
temperatury. Kalorymetria jest szczegélnie stosowana do monitorowania zmian przejs$¢
fazowych. Temperatury przejécia termicznego (Tt; temperatury topnienia) probek sg
oznaczane: w roztworze, fazie stalej lub fazie mieszanej, takiej jak zawiesiny [105].
Skaningowa kalorymetria réznicowa jest $ciSle powigzana z termograwimetrig, poniewaz
zmiany masy probki podczas ogrzewania moga wptywac na przebieg proceséw termicznych
rejestrowanych w DSC. Termograwimetria (TG) opiera si¢ na ciaglej rejestracji zmian masy
probki w funkcji temperatury i1 czasu. Probke umieszcza si¢ na ramieniu mikrowagi
rejestrujacej, po czym to rami¢ wraz z probka umieszcza si¢ w piecu. Temperatura pieca jest

kontrolowana wedtug zaprogramowanego profilu temperatura/czas [106].

Chitozan-kwas metakrylowy Chitozan
3 1
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2
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Rysunek 24. Termogramy przedstawiajace hydrozele na bazie chitozanu.

Na podstawie przedstawionych termograméw, mozna okresli¢ wlasciwosci termiczne,
takie jak krystalizacja, topnienie, czy przejscia szkliste badanego nos$nika.
W przypadku chitozanu wystepuje jeden pik o wartosci 100,29°C. Hydrozel jest stabilny
termicznie w zakresie temperatur od 0-200°C. Termogram chitozan - kwas metakrylowy
przedstawia pik o wartoéci 56°C, oznacza to, ze nastepuje uporzadkowanie struktury
hydrozelu. W przypadku hydrozelu Chitozan - glikol polietylenowy wystepuje kilka pikow,
pierwszy jest w przedziale 55-75°C, co $wiadczy rowniez o uporzadkowaniu struktury
hydrozelu, jednak ze wzgledu na wiekszg intensywno$¢ piku mozna wnioskowac, ze glikol
polietylenowy powoduje silniejsze uporzadkowanie. W przedziale 95 — 110°C jest
odwodnienie czeéciowe hydrozelu, a 125°C — 140°C czeéciowe parowanie glikolu
polietylenowego. Uzyskane informacje przedstawiaja analize pomiaréw zmian ciepla,

utatwiajaca obserwacje zachowania danego materiatu.
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Rysunek 25. Termogram TGA przedstawiajacy hydrozel na bazie chitozanu.
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Analiza termogramu TGA pozwala okresli¢ stabilno$¢ termiczng otrzymanego
hydrozelu. Na poczatku widoczna minimalna zmiana masy probki (spadek masy
o 3,74%). Brak znaczacej utraty masy $wiadczy o stabilno$ci termicznej probki.
Jednoetapowa degradacja S$wiadczy o jednorodnym skltadzie substancji. Analiza TG
potwierdza uzyskane wyniki metodg DSC. Otrzymane hydrozele mogg by¢ potencjalnymi

no$nikami lekéw przeciwnowotworowych.

3.2.5. Analiza spektroskopowa IR hydrozeli po liofilizacji
Analiza spektroskopowa IR hydrozeli po liofilizacji pozwala na identyfikacje grup

funkcyjnych oraz ocen¢ ewentualnych zmian w strukturze chemicznej, jakie zaszty w wyniku

procesu liofilizacji.
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Rysunek 26. Przyktadowe widma IR dla hydrozeli po liofilizacji (Chitozan, Chitozan — zel krzemionkowy,
Chitozan — zelatyna).
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Analiza widm IR hydrozeli okresla potozenie grup funkcyjnych. Zakres absorbancji
dla warto$ci: 3500-3000cm™ (O-H), 3000-2850cm™ (C-H), 1870-1600cm™ (C=0), 1650—
1500cm™ (N-H), 1450-1200cm™ (O-H), 1430-1050cm™ (-COO-). Uzyskane wartoci
potwierdzajg obecno$¢ grup, ktére sg charakterystyczne dla danych modyfikacji (Rysunek
26).

3.2.6. Synteza 9-PBThACI
W pracy wykorzystano tetracykliczng pochodng chinobenzotiazyny zsyntezowang

przez Pana dr hab. n. farm. Andrzeja Zigbe, prof. SUM w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Organicznej, w Slaskim Uniwersytecie Medycznym w Katowicach. Synteza oparta jest na
cyklizacji uktadow betainowych o strukturze 1-alkilo-4-(aryloamino)chinolino-3-tiolanéw
poprzez nukleofilowe podstawienie atomu wodoru lub halogenu w pierscieniu fenylowym

atomem siarki pochodzacym z tiolanu (Rysunek 27).

W pierwszym etapie syntezy przez 15 min w temperaturze pokojowej przepuszczano
argon przez zawiesing bischlorku (0,419 g, 1 mmol) w pirydynie (15 ml). Nast¢pnie dodano
aming (2,5 mmol) i mieszanin¢ reakcyjng barbotowano argonem przez kolejne 15 minut.
Calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 7 dni. Produkt (1-metylo-4-(4-(N-
piperazynylo)fenylamino)chinolino-3-tiolan) odsaczono i przemyto eterem, a nastepnie

oczyszczono poprzez rekrystalizacje z etanolu.

1-metylo-4-(4-(N-piperazynylo)fenylamino)chinolino-3-tiolan; Wydajnos¢: 86%; t.t. 137 °C;
'H NMR (DMSOq., 600 MHz) & (ppm): 3.05-3.35 (M, 8H, Hpiperazynyl), 4.17 (S, 3H, NCH3),
4.69 (s, 1H, NHpiperazynyt), 6.96-7.02 (m, 2H, Harom), 7.06-7.10 (M, 2H, Harom), 7.25-7.30 (m,
1H, Harom), 7.51-7.55 (m, 1H, Haom), 7.58-7.64 (M, 1H, Haom), 7.90-7.96 (M, 1H, Harom),
8.70 (s, 1H, H2chinoliny), 10.01 (s, 1H, NH); EI-MS (70 eV) (m/z): 350 (M*, 100%); analiza
obliczeniowa dla CyH2,N4S: C, 68.54; H, 6.33; N, 15.99; S, 9.15. wartosci procentowe: C,
68.49; H, 6.25; N, 15.90; S, 9.10 [103].

Chlorek 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny mozna otrzymacé

dwoma metodami:

Procedura 1: Do mieszaniny 1-metylo-4-(4-(N-piperazynylo)fenylamino)chinolino-3-tiolanu
(1 mmol) w 10 ml pirydyny dodano chlorowodorek aniliny (0,155 g, 1,2 mmol) i catlos¢
mieszano w temperaturze 70 °C przez 12 godzin. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej,

powstatly osad odsgczono i przemyto eterem. Produkt rekrystalizowano z etanolu.
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Procedura 2: Chlorek 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny
otrzymano bezposrednio z bischlorku (0,419 g, 1 mmol) w 10 ml pirydyny, dodajac aming
(2,5 mmol). Cato$¢ mieszano w temperaturze 70 °C przez 12 godzin. Mieszaning ochtodzono
do temperatury pokojowej, a powstaly osad odsgczono i przemyto eterem. Produkt

oczyszczono poprzez rekrystalizacje z etanolu.

Chlorek 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny

Wydajnosé: Procdura (1) 66%, Procedura (2) 74%; *H NMR (DMSOg.6, 600 MHz) & (ppm):
3.28-3.32 (m, 4H, Hyiperazyny1), 3.34-3.39 (M, 4H, Hyiperazinyi), 4.11 (s, 3H, NCH3) 6.65-6.69 (d,
4) = 3 Hz, 1H, H8), 6.72-6.77 (d, 3] = 9 Hz, 1H, H11), 6.77-6.82 (d.d, 3]J = 9 Hz, 4J = 3 Hz,
1H, H10), 7.75-7.83 (m, 1H, Harom), 7.97-8.04 (m, 2H, Hawom), 8.26 (s, 1H, H6), 8.48-8.53
(m, 1H, Haom); analiza obliczeniowa dla C»H2:CIN,S: C, 62.41; H, 5.50; N, 14.56; S, 8.33.
warto$ci procentowe: C, 62.32; H, 5.44; N, 14.47; S, 8.28 [103].

H I/\N/H
peseey poasalier e Qi@

Rysunek 27. Synteza chlorku 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny) [103].

3.2.7. Preparatyka liposoméw

Zastosowane w pracy liposomy przygotowano we wspOlpracy z dr hab. Danuta
Pentak, prof. Uniwersytetu Opolskiego. Liposomy (Lpppcioox; Loepcie-peThact; Loppc/Binimetynib;
Loppcie-peThAciDox;  Loppcio-pEThACHBInimetynib;  LpPPc/pox/Binimetynib) ~ OtrZymano  metoda
odparowywania przy uzyciu techniki faz odwréconych mREV (Modified Reverse
Evaporation Method) [107], zachowujac molowy stosunek DPPC:lek 30:1 i DPPC:lek:lek
30:1:1. Technika mREV polega na ciaglym mieszaniu okreslonych objetosci roztwordw
fosfolipidow z nadmiarem rozpuszczalnikow organicznych. W procedurze zastgpiono
ultradzwickowa dyspersj¢ fazy wodnej w fazie organicznej dyspersja mechaniczng, ktéra
umozliwia catkowita przemiang fosfolipidow do liposomow. Dyspersje lipidow (kKoncowe
stezenie wynosito 2,64x10% M) zmnieszano z 0,34 ml 5x10° M Doksorubicyny (Lpppcipox);
0,34ml 5x10° M 9-PBThACI (Loppcieperhac); 0,34 ml 5x10° M Binimetynibu
(Loppc/inimetynib); 0,34 ml 5%10° M Doksorubicyny i 9-PBThACI (Lpppcre-peThacipox); 0,34
ml 5x10° M 9-PBThACI i Binimetynibu (Lpppcio-peThactBinimetynib); 0,34 ml 5x10° M
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Doksorubicyny i Binimetynibu (Lpppcipox/inimetynin). Nastgpnie dodano 2 ml buforu PBS
0 odpowiednim pH (5,50; 6,00; 6,50; 7,40) oraz 4 ml roztworu organicznego przygotowanego
z dichlorometanu i chloroformu (3:1). W celu ujednolicenia wymiarowos$ci analizowanych
struktur zastosowano standardowg metod¢ homogenizacji przy uzyciu miniwyttaczarki Avanti
z filtrem 100 nm. Sredni czas potrzebny do przygotowania liposoméw nie przekroczyt 12
min.

3.2.8. Rozklad wielko$ci czastek formulacji liposomalnej

Pomiary wielko$ci czastek wykonano przy uzyciu dynamicznego rozpraszania §wiatla

(DLS) na urzadzeniu Zetasizer Advance Malvern Panalytical.
30
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Rysunek 28. Rozktad wielkosci czgstek formulacji liposomalne;.

Widmo (Rysunek 28) okresla wielkos¢ czasteczek. Widoczny jest waski pojedynczy
pik ponizej 100 nm (ok. 70 nm). Swiadczy o dobrze zdyspergowanej probee. Rozklad wedhug
objetosci jest bardziej reprezentatywny dla rzeczywistego sktadu mieszaniny, poniewaz

redukuje wplyw duzych czastek.

3.2.9. Preparatyka roztworéw i probek

Do pomiarow UV/Vis przygotowano 0,05 M bufory fosforanowe (PBS) o pH: 5,50
(0,17 g K,HPO, i 6,75 g NaH,PO,), 6,00 (0,055 g K,HPO, i 6,85 g NaH,PO,), 6,50 (1,45 g
KoHPO, i 575 g NaH,PO,) 740 (25 g KyHPO, i 1 g NaHyPOy)
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z odpowiednig iloscig wody destylowanej, dodanej w celu uzyskania 500 ml catkowitej
objetosci. Do analizy interakcji albuminy zawierajacej kwasy tluszczowe (HSA)
1 pozbawionej kwasow ttuszczowych (dHSA) z Lpppcipox, Lorpcie-peThAct — Loppc/Binimetynib,
Loppc/a-pRThACHDOX:  LDPPCIS-PBThACHBINimetynibs  LDPPC/DOX/Binimetynib  (5%10° M),  zastosowano
roztwory podstawowe o stezeniu 1x10° M w roztworze buforu PBS. Wszystkie mieszaniny
uzyte w reakcjach przygotowano w trzech powtdérzeniach, umozliwiajac przeprowadzenie

analizy statystyczne;j.

3.2.10. Pomiar wielko$ci liposomow

Srednice liposoméw Lopppcipox, Lopecre-peThact, Lopeciginimetynin, Lppecis-pEThACIDOX;
Lbppc/o-pBThACHBINimetynib, LDPPC/DOX/Binimetynib Zmierzono w temperaturze pokojowej za pomoca
instrumentu NanoSight NS300 (NanoSight, Malvern, Wielka Brytania) i poddano analizie
$ledzenia nanoczastek (NTA), uzyskujac rozktad wielkosci i stezenie (czastki/ml). Sprzet byt
wyposazony w kamere CMOS (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) i laser o dtugosci
fali 488 nm. Wszystkie pomiary wykonano w trzech powtorzeniach, umozliwiajac
przeprowadzenie analizy statystycznej. Do analizy wykorzystano oprogramowanie NTA 3.2
Dev Build 3.2.16.

Analiza $ledzenia nanoczastek (NTA) jest metoda powszechnie stosowang
do oznaczania ilosciowego pegcherzykdéw zewnatrzkomorkowych w probkach biologicznych
w zakresie od 10 do 1000 nm w oparciu o analiz¢ ruchow Browna. Krytyczng oceng
Lorpcibox,  Lopecre-peThaci,  Loppcre-peThacipox, — Lopeciginimetynib,  LDPpcio-PEThACHBIRImetynib,
Loppc/ipox/Binimetynib - przeprowadzono w  celu okreSlenia rozktadu wielkosci badanych
kompleksow liposomalnych jako potencjalnych nos$nikoéw lekow. Ograniczona liczba
ogromnych agregatow liposomalnych (wielkos¢ > 300nm) nie wptywa na Sredni rozktad

wielko$ci analizowanych kompleksow (Rysunek 29).
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Rysunek 29. Rozktad wielkosci w liposomach LDPPC/DOX1 LDPPC/Q-PBThACl
I Loppcre-pethacipox (1.). Rozktad wielkosci w liposomach Lpppc/ginimetynibs Loppcie-pEThACHBInImetynib

i Loppcioox/ginimetynib (2.)-

3.2.11. Badanie stabilnosci
Do analizy stabilnosci przygotowanych mieszanin liposomalnych wybrano okres

pieciu tygodni, podczas ktérego probki przechowywano w temperaturze 4°C.
3.2.12. Pomiary UV/Vis
Widma absorpcji 9-PBThACI, Doksorubicyny, Binimetynibu, liposomalnej postaci

Lorrcibox,  Loppcie-peThact,  LoppciBinimetynib,  Loppc/o-peThACDOX:  LDPPC/9-PBThACIBINImEtynib,

Loppc/poxBinimetynib  oraz  uktadow liposom-lek-albumina (HSA/dHSA) [Loprcipox]:HSA,
[Loppcre-peThAci]:HSA, [Loepc/inimetynib]:HSA, [Loepcre-peThAcDox]:HSA,

[LoppcipeThActBinimetynibl:HSA,  [Loppc/poxsinimetynib]:HSA,  [Loppcipox]:dHSA,  [Lpepcre-
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peThacl]:dHSA, [Loppc/Binimetynin]:-dHSA, [Lpppcre-peThACDOX]:AHSA,

[LoppcipeThactBinimetynib]:dHSA,  [Loppcipox/ginimetyni]:dHSA,  rejestrowano  za  pomoca
spektrometru Lambda Bio 40 (Per-kin Elmer, Walthman, MA, USA), wyposazonego
w automatyczny regulator temperatury PTP-1 (Perkin Elmer, Walthman, MA, USA).
Utrzymywano temperatur¢ 37 + 0,1°C 1 41 £ 0,1°C. Wszystkie widma rejestrowano po
ustabilizowaniu probek za pomoca automatycznego regulatora temperatury. Analizg

spektralng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania UV WinLab Perkin Elmer.

3.2.13. Wydajnos¢ zamykania leku
Po przygotowaniu liposoméw, poddano je dializie w celu oddzielenia kapsutkowanego

leku od jego niekapsutkowanej formy. Alikwoty (8 ml) liposomalnej formy dyspers;ji
analizowanego leku umieszczono w rurce dializacyjnej Float-A-Lyzer G2 (Spectra/Por)
z estru celulozy (Spectra/Por®, 8-10 kilodaltonow MWCO, Spectrum Laboratories, Inc.,
Rancho Dominguez, CA, USA), zanurzonej w 50 ml buforu w temperaturze 4°C
z mieszaniem magnetycznym przy 360 obr./min. Nastepnie probki pobrane z roztworu
odbierajacego zastgpiono takimi samymi objetoSciami S$wiezego buforu 1 oznaczono
spektrofotometrycznie przy dtugosciach fal: 233 nm dla DOX, 488 nm dla 9-PBThACI i przy
257 nm dla Binimetynibu. Do analizy stezenia zamknigtego leku zastosowano krzywa
standardowa leku, mierzac maksymalng absorbancje DOX (Amax 233 nm), 9-PBThACI
(Amax 488 nm) i Binimetynibu (Amax 257 nm). Wydajnosci kapsutkowania (EE%) 9-
PBThACI, DOX i Binimetynibu zamknigtych w liposomach obliczono zgodnie z rownaniem
3:
EE%, = featkowite™Cwone 1) ©)

Ccatkowite

Na podstawie réwnania 4 obliczono obcigzenie lekiem (DL%)

DL% — Ccatkowite=Cwolne X 100 (4)

Ccalkowitelipidu

Gdzie:
Ceatkowite — catkowite stezenie leku
Cwolne — stezenie leku (w wolnej postaci) w supernatancie

Catkowite lipidu — calkowite stezenie lipidow
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3.2.14. Badanie uwalniania leku i modelowanie matematyczne
Badanie uwalniania 9-PBThACI, DOX i Binimetynibu z liposoméw (Lpppcyo-

pBThACIDOX;  LDPPC/9-PBThACIbinImetynib:  Loppc/pox/minimetynib) 1 kompleksow  z  albuming
[Lorrcipox]:HSA, [Loprcie-peThaci]:HSA, [Lopec/ginimetynib] :HSA,
[Loprcre-peThacipox]:HSA, [Loercipethacisinimetynin]:HSA, [Loppc/pox/sinimetynib] :HSA,

[Lorrcipox]:dHSA, [Loppcie-peThaci]:dHSA, [Lorpc/sinimetynin]:dHSA,

[Lorrcre-peThAcDOX]:dHSA, [LorpcipeThAckBinimetynib] :dHSA,  [Loppcipoxisinimetynin] :dHSA,

przeprowadzono w temperaturze 37°C i 41°C przez 5 godzin. Do okreSlenia stopnia
uwalniania leku z liposoméw wykorzystano spektrofotometri¢. Podczas pierwszych 60 minut
eksperymentu, pomiary rejestrowano w odstgpach S-minutowych. Nastepnie pomiary byty
rejestrovane co 15 minut.  Uwalnianie  leku  (R%) obliczono  zgodnie
z rbwnaniami 5 i 6:

_ (xly ~[*so)
R(%) = tppe X 100 (5)

Gdzie:

R(%) — procent uwolnienia kapsutkowanego leku
[X]s — stezenie uwolnionego leku

[X]to — poczatkowe stezenie leku niekapsutkowanego

EE% — procent kapsutkowania leku
[x]e = 23 ®)

Gdzie:

[X]to — 0znacza stezenie catkowite leku w liposomach

B —rozcienczenie

3.2.15. Analiza statystyczna
Wszystkie eksperymenty 1 pomiary przeprowadzono w trzech powtdrzeniach,

a dane przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe (SD). Uzyskane wyniki
analizowano przy uzyciu oprogramowania OriginPro 8.5.0 SR1 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA). Obliczenia PCA, HCA i ANOVA [108] przy uzyciu programu
MATLAB R2016a (MathWorks, Natick, MA, USA) zostaly wykonane przez prof. dr hab.
Andrzeja Baka z Wydziatu Nauk Scistych i Technicznych w Uniwersytecie Slaskim
w Katowicach.
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3.2.16. Rozklad prawdopodobienstwa Weibulla
Rozktad prawdopodobienstwa Weibulla zastosowany w modelowaniu krzywych

uwalniania okreslono wedtug nastepujacego wzoru 7:

—(HB
m=megl[l—e &

] (7)
Gdzie:

m — procent uwolnienia substancji czynnej w czasie t

M — asymptota uwolnienia (m, = 100%)

ty — parametr okres$lajacy skale czasowa procesu

B — parametr charakteryzujacy ksztalt krzywej uwalniania (jezeli f=1 funkcja pokazuje wzrost

wyktadniczy, <1 paraboliczny, B>1 sigmoidalny)

4. ANALIZA I DYSKUSJA WYNIKOW
4.9. Analiza stopnia enkapsulacji

Analiz¢ stopnia enkapsulacji  9-PBThACI, Doksorubicyny i Binimetynibu
przeprowadzono metodg spektrofotometryczng dla uktadéw liposomalnych, o pH srodowiska
zmieniajagcym si¢ w zakresie od 5,50 do 7,40. Pomiary absorbancji przeprowadzono
odpowiednio przy dlugosciach fal: 488 nm dla 9-PBThACI, 233 nm dla DOX oraz 257 nm
dla Binimetynibu. Wykreslono krzywe absorbancji w funkcji st¢zenia. W tabelach (7-10)
przedstawiono wydajnos¢ enkapsulacji (EE%) odpowiednio: 9-PBThACI, DOX
i Binimetynibu w liposomach. Na podstawie rownania (4) okreslono obcigzenie lekiem
(DL%) dla wartosci pH 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 (Tabele 11-15). Uzyskane wyniki potwierdzity
wplyw pH buforu na stopien kapsutkowania badanych zwigzkéw.

Tabela 7. Wydajnos$¢ procentowa kapsutkowania 9-PBThACI, DOX, Binimetynibu w liposomach Lpppcys.
peThacl, Loppcipox, Loppcisinimetyniv dla roznych wartosci pH.

Wydajnos$¢ kapsulkowania (+ std)® [%0]

pH Binimetynib
9-PBThACI W Lpppcre-pethaci  DOX W Lpppcipox y

W L pppc/Binimetynib

5,50 100,00 + 0,00 76,06 +£ 1,92 74,00+£1,90
6,00 81,28 + 2,43 92,74+ 2,20 51,52+2,10
6,50 74,69 + 1,96 95,50 £ 2,35 51,74+2,21
7,40 91,96 + 2,15 100,00 + 0,00 54,09+1,98

# Odchylenie standardowe
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Najwyzszg wydajno$¢ kapsutkowania zwigzku chemicznego 9-PBThACI W Lpppcio-peThAC
wynoszaca 100%, osiggnigto przy pH=5,50. Taki sam wynik uzyskano dla DOX W Lpppc/pox
przy pH=7,40. W przypadku Binimetynibu W Lpppc/ginimetyniv maksymalna wydajno$¢
wyniosta 74% i wystgpita przy pH=5,50. Najnizszg wydajnos¢ kapsutkowania 9-PBThACI
W Lpppcro-peThact Na poziomie 74,69% odnotowano przy pH=6,50. Dla DOX W Lpppc/pox
minimalna wydajno$¢ wyniosta 76,06% 1 wystgpita przy pH=5,50. Natomiast najnizsza
wydajnos¢ dla Binimetynibu W Lopppc/ginimetynib, Wynoszaca 51,52% zostala uzyskana przy
pH=6,00. Podsumowujac, najwyzsze wydajnosci kapsulkowania osiggni¢to przy réznych
wartosciach pH w zaleznosci od rodzaju leku, jednak 9-PBThACI i DOX uzyskaty
maksymalny poziom 100%, a Binimetynib 74%. Najnizsze wartoséci kapsutkowania rowniez
byly zalezne od pH. Wyniki te wskazuja, ze efektywnos$¢ kapsutkowania jest uzalezniona od

pH srodowiska.

Tabela 8. Wydajnos¢ procentowa kapsutkowania 9-PBThACI i DOX w liposomach Lpppcyg-peThacipox dla
réznych wartosci pH.

Wydajno$é kapsulkowania (+ std) °[%]

PH 9-PBThACI W Lpppcse-pethacibox  DOX W Lpppcig-pThaciinox
5,50 75,96 + 3,11 69,55 + 3,40
6,00 53,00 + 2,80 77,37+ 3,79
6,50 22,16 +1,17 40,37 £1,97
7,40 44,88 + 2,37 52,48 + 2,57

Najwyzszg wydajnos¢ kapsutkowania 9-PBThACI w Lpppc/g-peThaciipox, Wynoszaca 75,96%,
osiggnieto przy pH=5,50. W przypadku DOX W Lpppcse-peThACIDOX N@ poziomie 77,37% przy
pH=6,00. Najnizsza wydajnos¢ kapsutkowania 9-PBThACI W Lpppc/e-peThaciDox N poziomie
22,16% odnotowano przy pH=6,50. Dla DOX W Lpppc/e-peThACDOX Minimalna wydajno$é
wyniosta 40,37% i wystgpita przy pH=6,50. Podsumowujgc, najwyzsze wydajnosci
kapsutkowania osiggni¢to przy réznych wartosciach pH w zaleznosci od rodzaju zwigzku.
Najnizsze wartosci kapsutkowania rowniez byly zalezne od pH. Wyniki te potwierdzaja, ze

efektywnos$¢ kapsutkowania jest uzalezniona od pH $rodowiska.
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Tabela 9. Wydajnos¢ procentowa kapsutkowania 9-PBThACI i Binimetynibu w liposomach Lpppcys.
PBThACIBinimetynib d1a T6Znych wartosci pH.

Wydajno$¢ kapsulkowania (+ std) #[%6]

pH 9-PBThACI W Lpppcys. Blnlmetynlb W Lpppcyo-
PBThACI/Binimetynib PBThACI/Binimetynib

5,50 63,08 £ 2,36 11,49+ 2,15

6,00 92,32+ 2,28 37,22 £ 2,62

6,50 99,84 + 2,02 56,11+ 2,50

7,40 98,10+ 2,42 55,77 + 2,69

Najwyzsza wydajno$¢ kapsulkowania 9-PBThACI W Lpppcie-peThACBinimetynib, Wynoszaca
99,84%, osiggnicto przy pH=6,50. W takim samym pH maksymalng wydajnos¢ dla
Binimetynibu W Lpppc/g-peThAciBinimetynib UZYSKano na poziomie 56,11%. Najnizsza wydajnos¢
kapsutkowania 9-PBThACI W Lpppc/e-peThAciBinimetynib Na poziomie 63,08% odnotowano przy
pH=5,50. W takim samym pH dla Binimetynibu W Lpppc/o-peThACIBINimetynib UZYskano
minimalng wydajnos¢ na poziomie 11,49%. Podsumowujac, najwyzsze 1 najnizsze
wydajnosci kapsutkowania osiggnieto przy takich samych wartosciach pH w zaleznosci od

rodzaju zwigzku.

Tabela 10. Wydajnos¢ procentowa kapsutkowania DOX i Binimetynibu w liposomach Lpppcipox/inimetynib 012
roéznych wartosci pH.

Wydajno$¢ kapsulkowania (+ std) *[%]

PH DOX W Lpppcipoxisinimetynib W LBlmmety_n_lb _
DPPC/DOX/Binimetynib
5,50 69,24 + 2,82 20,47 £ 3,30
6,00 69,78 + 3,05 21,28 £ 3,25
6,50 60,22 £ 2,75 1,52 £ 0,25
7,40 45,18 + 2,31 43,51+ 1,52

Najwyzsza wydajnos¢ kapsutkowania DOX W Lpppc/ipox/Binimetynib, Wynoszacg 69,78%,
osiggnigto przy pH=6,00. W pH=7,40 maksymalng wydajnos¢ dla Binimetynibu
W Lpppcie-PBThACHBInimetynib  UZyskano na poziomie 43,51%. Najnizsza wydajnosé
kapsutkowania DOX W Lpppc/pox/ginimetynib Na poziomie 45,18% odnotowano przy pH=7,40.
W pH=6,50 dla Binimetynibu W Lpppc/pox/ginimetyniv Uzyskano minimalng wydajnos¢ na
poziomie 1,52%. Podsumowujac, najwyzsze i najnizsze wydajnosci kapsutkowania osiggni¢to
przy roznych wartosciach pH w zaleznos$ci od rodzaju zwiagzku. Wyniki te potwierdzaja, ze

efektywnos$¢ kapsutkowania jest uzalezniona od pH $rodowiska.
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Tabela 11. Obcigzenie lekiem (DL%) 9-PBThACI i DOX liposomow Lpppcjo-pethact | Lorrc/pox dla réznych
warto$ci pH.

ELadowno$¢ leku (= std) ® [%0]

PH 9-PBThACI W Lpppcig-peThact DOX W Lpppcipox
5,50 6,53 £ 0,35 6,56 + 0,39
6,00 6,50 £ 0,33 6,58 + 0,34
6,50 6,49 + 0,33 6,59 + 0,32
7,40 6,51+ 0,28 6,60+ 0,44

Najwyzsze obcigzenie liposomOw Lpppcro-pethaci zwigzkiem chemicznym 9-PBThACI
wynoszace 6,53%, uzyskano przy pH=5,50, natomiast najnizszg warto$¢ na poziomie 6,49%
odnotowano przy pH=6,50. W przypadku DOX maksymalne obcigzenie liposoméw
Loppc/pox, Wynoszace 6,60%, osiagnieto przy pH=7,40, podczas gdy najnizsze, na poziomie
6,56%, wystapito przy pH=5,50. Obcigzenie lekiem jest zalezne od pH $rodowiska, co moze

wskazywac na roznice w interakcji liposom-lek.

Tabela 12. Obcigzenie lekiem (DL%) 9-PBThACI i DOX liposoméw Lpppcjo-pethacipox dla roznych wartosci

pH.
oH Eadowno$¢ leku (+ std) ?[%0]
9_PBThACI w LDPPC/Q-PBThACVDOX DOX W LDPPC/Q-PBThACVDOX
5.50 6,58 +£ 0,36 6,57 £ 0,39
6.00 6,55 + 0,38 6,59 + 0,46
6.50 6,49 £ 0,31 6,52 +£0,32
7.40 6,53+ 0,37 6,54 + 0,39

Najwyzsze obcigzenie liposomoéw Lpppcro-peThacipox zwigzkiem chemicznym 9-PBThACI
wynoszace 6,58%, uzyskano przy pH=5,50, natomiast najnizszg wartos¢ na poziomie 6,49%
odnotowano przy pH=6,50. W przypadku DOX maksymalne obcigzenie liposomoéw Lpppcyo-
PBThACI/DOX, Wynoszace 6,59%, osiagnigto przy pH=6,00, podczas gdy najnizsze, na poziomie

6,52%, wystapito przy pH=6,50. Obcigzenie lekiem jest zalezne od pH $rodowiska.
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Tabela 13. Obcigzenie lekiem (DL%) Binimetynibem liposomow Lpppc/ginimetynib
dla réznych wartosci pH.

Ladowno$¢ leku (+ std) ® [%0]

PH Binimetynib W Loppcsginimetynib
5,50 6,51+ 0,27
6,00 6,47 £ 0,29
6,50 6,48 % 0,25
7,40 6,47 + 0,28

Najwyzsze obcigzenie liposomOw  Lpppc/ginimetynib

Binimetynibem wynoszace 6,51%,

uzyskano przy pH=5,50, natomiast najnizszg warto$¢ na poziomie 6,47% odnotowano przy

pH=6,00 oraz pH=7,40. Obciazenie lekiem jest zalezne od pH $rodowiska.

Tabela 14. Obcigzenie lekiem (DL%) 9-PBThACI i Binimetynibem liposoméw Lpppc/g-peThacisinimetynib
dla roznych wartosci pH.

Eadowno$¢ leku (+ std) ? [%0]

pH 9-PBThACI w LDppc/g. Blnlmetynlb ' LDppc/g.
PBThACI/Binimetynib PBThACI/Binimetynib

5.50 6,61+0,24 6,49 + 0,29

6.00 6,66 + 0,26 6,53+ 0,35

6.50 6,67 £ 0,27 6,56 + 0,24

7.40 6,67 + 0,27 6,56 + 0,24

Najwyzsze obcigzenie liposomOw Lpppc/g-peThACHBInimetynib  ZWiazkiem chemicznym 9-

PBThACI wynoszace 6,67%, uzyskano przy pH=6,50 i pH=7,40, natomiast najnizsza wartos¢

na poziomie 6,61% odnotowano przy pH=5,50. W takich samych warunkach pH otrzymano

maksymalne i minimalne obciazenia liposoméw Lpppc/e-peThACHBInimetynib Binimetynibem

wynoszacym kolejno dla maksymalnego obcigzenia 6,56%, a najnizszego na poziomie 6,49%.

Obcigzenie lekiem bylo zalezne od pH, jednak zaréwno maksymalne, jak i minimalne

warto$ci kazdego zwigzku wystepowaty w tych samych warunkach pH. Wyniki te wskazuja

na istotng role pH w procesie kapsutkowania, jednak kazdy zwigzek wykazuje specyficzne

wiasciwosci w okreslonym zakresie.
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Tabela 15. Obcigzenie lekiem (DL%) DOX i Binimetynibem liposoméw Lpppcipox/ginimetynio d1a roznych
warto$ci pH.

Ladowno$¢ leku (= std) ® [%0]

PH DOX W Lpppcipoxisinimetynib W LBmlmetyh_lb )
DPPC/DOX/Binimetynib
5.50 6,59+ 0,25 6,55+ 0,28
6.00 6,59+ 0,25 6,55+ 0,26
6.50 6,58 + 0,26 6,52 + 0,25
7.40 6,55+ 0,29 6,59 + 0,27

Najwyzsze obciazenie liposomow Lpppcipox/inimetynin DOX wynoszace 6,59%, uzyskano przy
pH=5,50 i pH=6,00, natomiast najnizsza warto§¢ na poziomie 6,55% odnotowano przy
pH=7,40. W przypadku Binimetynibu maksymalne obciazenie liposomow Lpppc/ipox/inimetynib,
wynoszace 6,59%, osiagnicto przy pH=7,40, podczas gdy najnizsze, na poziomie 6,52%,
wystapito przy pH=6,50. Obcigzenie lekiem jest zalezne od pH $rodowiska.

4.10. Trwalos$¢ preparatéw liposomalnych na przykladzie Lpppcio-peThaciinox
Badania nad nowymi potencjalnymi no$nikami lekéw skupiaja si¢ gtownie na ocenie

stabilno$ci fizycznej i chemicznej. Dane stanowig podstawe do okreslenia warunkow
opracowywania formuty lekow i ich przechowywania. Czynniki fizykochemiczne maja
istotny wptyw na trwato$¢ samych substancji lekowych oraz struktury ich transportu. Analiza
stabilnos$ci otrzymanego preparatu liposomalnego zostata przeprowadzona przez okres 5
tygodni. W trakcie trwania pomiaréw, probki byty przechowywane w temperaturze 4°C, co
pozwolito na doktadng ocen¢ stabilnosci. Wyniki badan oparte na cotygodniowym
rejestrowaniu szybkosci uwalniania leku i substancji chemicznej (R%) obliczone zgodnie

z rownaniami (5) i (6) przedstawione na rysunku 30 (A1-D2).

40 40
{1A1 & LOppC/9-PRThACYDOX A2 = LpPPCA-PBThACIDOX]
33 ] ®  LyppC/9-PRTHACI 351 e DPPCDOX
30 30 4
254 25 4
R % 20 - 20 4
154 15 4
1 F3 - L ] L4 L ]
10 4 10 4
| & '
5] . . . . . 5 $ ] ]
“ T T T L T 0 L] L] T Ll T
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Czas (tydzien) Czas (tydzien)
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40

1Bl = '-I)I’P{'-"*)-]’B'I‘h;‘\(‘\:‘h(’xl B2 = LpPPC/Y-PBThACYDOX]
354 * LpppC/9-PBThACI 354 ®  Lpppe/DoX I
30 30
25 25
R % 204 _ 20 4
r - L] [ ] ']
154 & 15 4
10+ 10 4
5] . . . . s] @ : : :
o L 3
n L] T L] T T D T T T T T
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Czas (tydzien) Czas (tydzien)
40 40
Cl F L 3 C2 ® = LpPPC/9-PBThACIID )xl
351 . 351 ®  Lpppc/DOX
30 4 30 4
25 4 254
g = LpppC/9-pBT h»\(‘l‘l)()XI
R % 20 o @ LpppC/9-PBTHACI 20 4
15 4 15 4
10 4 10 4 ¥ 4 L b .
& . . °
54 2 54 ° ° ° ° °
0 L) T Ll T Ll 0 T T T T L)
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Czas (tydzien) Czas (tydzien)
40 40
Dl = Lpppc ..'t>.1'|r|‘hn('\'n::xl D2 = '-1)|'Pc'..-'u.]=|-;'|hn(‘l.-'m)xl
354 ® LpppC/o-PBThACI 351 ®  Lpppe/pox
30 30 4
25 25
0,
R% 204 | i . . . 20
15 154
; . .
10 4 . * * 10 4 8 i " . .
S5+ 5+ . . . . .
D L] T L] T T 0 T L] L] T T
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Czas (tydzien) Czas (tydzien)
Rysunek  30. Profil uwalniania leku i substancji lekowej (R%) 9-PBThACI, DOX

z DPPC/lek/lek i DPPC/kompleksy lekowe dla roznych wartosci pH: (Al-2: pH=5,50), (B1-2: pH=6,00), (C1-2:
pH= 6,50), (D1-2 pH=7,40).

Najwigksze roznice podczas uwalniania analizowanych zwigzkow zaobserwowano
przy pH 6,5 dla komplekséw liposomalnych Lpppcio-pethacipox VS Loppcio-peThact | Loppcre-
peThACIDOX VS Lbppc/pox, Osiagajac srednio ~28—-30% odpowiednio dla 9-PBThACI i ~5% dla

DOX. Przy tej samej wartosci pH procent kapsutkowania DOX i 9-PBThACI w formulacji
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liposomalnej Lpppcro-peThacipox byt rowniez mniejszy (Tabela 8), osiggajac 22,16% dla 9-
PBThACI 40,37% dla DOX.

Z badan wynika, ze procent uwalniania lekow z liposoméw zalezy zarowno od
otaczajagcego pH, jak i umiejscowienia w nanono$nikach. Generalnie zwigzki hydrofilowe
zlokalizowane s3 w centralnej strefie liposomow, natomiast hydrofobowe sg wbudowane
w dwuwarstwe fosfolipidowg. W konsekwencji samo utozenie leku w strukturze liposomu
determinuje stopien jego uwolnienia. W rzeczywistosci czasteczki zamknigte w strefie
hydrofilowe] musza przedostaé si¢ przez dwuwarstwe fosfolipidowa, dlatego btona
liposomalna musi znajdowac si¢ w fazie ciektej, ktora jest nieuporzadkowana 1 nieszczelna.

Plynno$¢ dwuwarstwy jest zwigzana z wieloma czynnikami takimi jak:

o charakter i warto$¢ tadunkéw elektrostatycznych ,,glow” fosfolipidow

tworzacych strukture liposomalna,

o dhugos$¢ tancuchdéw kwasow tluszeczowych obecnych w fosfolipidach,
o liczba wigzan nienasyconych w fosfolipidach,
o stezenie czasteczek cholesterolu i biatka.

Ze wzgledu na brak wigzan kowalencyjnych, dwuwarstwa liposomalna nie jest
strukturg sztywna. W rzeczywistosci obserwuje si¢ dwojakie interakcje pomiedzy elementami
budulcowymi membrany, ktoére wyznaczaja obszar powierzchniowy (polarny) oraz strefe
wewnetrzng (hydrofobowa). W czasteczkach pozbawionych trwalego momentu dipolowego
moze wystapi¢ przypadkowa fluktuacja gestosci elektronowej, powodujaca pojawienie sie
chwilowego momentu dipolowego. Pojawiajace si¢ pole sitowe otaczajace czgsteczke moze
wywota¢ polaryzacj¢ sasiedniej czgsteczki wraz z wygenerowaniem kolejnego momentu
dipolowego. Powyzsze zjawisko moze zachodzi¢ w obrebie calej dwuwarstwy. Sita
oddziatywan dyspersyjnych osigga maksymalne wartosci dla czasteczek ustawionych
réwnolegle do siebie. W zwiazku z tym sily Van der Waalsa daza do rownoleglego utozenia
tancuchow weglowodorowych — im blizej, tym lepiej, poniewaz energia dyspersji jest
odwrotnie proporcjonalna do odlegloéci (r) pomiedzy oddzialujacymi czasteczkami (r°).
Ponadto gestos¢ upakowania fosfolipidow zalezy od proporcji pomiedzy wielkoscia ,,glowy”,
a pozostala czesScia hydrofobowa czasteczki. Hydrofilowe obszary dwuwarstwy
fosfolipidowej stanowig polarne lipidy, oddziatujace jako jon-jon, jon-dipol, dipol-dipol lub

wigzania wodorowe. Ponadto granica miedzyfazowa z zaabsorbowanymi czgsteczkami wody
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jest rowniez istotnym sktadnikiem dwuwarstwy fosfolipidowej, szczegolnie w przypadku
glikolipidow tworzacych barier¢ energetyczng dla transportu czasteczek hydrofobowych.
Silne wlasciwoséci adsorpcyjne jondéw wielowartosciowych odgrywaja istotng rolg
W tworzeniu polarnych (szczegolnie zjonizowanych) czesci fosfolipidow znajdujacych si¢ na
granicy btony (tzw. sieciowaniu ,,glowy” fosfolipidow). Doksorubicyna, podobnie jak 9-
PBThACI jest czasteczka hydrofilowa. Wydaje si¢, ze DOX jest prawdopodobnie zwigzana
z dwuwarstwa polarng poprzez stosunkowo slabe oddziatlywania. Powstala dezorganizacja
obszaru polarnego btony utatwia uwalnianie czasteczek 9-PBThACI, ktoére sg zlokalizowane
w centralnej hydrofilowej czesci liposomu. Kazda modyfikacja struktury dwuwarstwowej
polegajaca na wprowadzeniu kolejnego skladnika blony, nawet zlokalizowanego na
powierzchni, bezposrednio wptywa na proces uwalniania leku. Niewatpliwie zwigksza si¢

powierzchnia dwuwarstwy, co powoduje zmiany wiasciwosci fizykochemicznych membrany.

4.11. Wplyw otaczajacego pH na uwalnianie leku/ substancji chemicznej
na przykladzie Lpppco-reThacipox. Analiza spektrofotometryczna.
Procedury przygotowawcze uktadow liposomalnych prowadzono tak, aby zachowaé

staty stosunek analizowanych zwigzkéw do fosfolipidéw wynoszacy 30:1:1 dla Lpppcye-
peThacipox, 30:1 dla Lpppcpox | Lopecro-peThAct: Szczegotowa analiza widm absorpcyjnych
uzyskanych dla Loppc/pox, Loppcro-pethact 0raz Lpppcig-peThacipox POZwolita na oceng zmian
zachodzacych w kompleksie liposomalnym z dwiema czasteczkami w tandemie (Lpppcyo-

peThAcDOxX) (Rysunki 31 i 32).

Przyjeto nastepujace zalozenia:

a) AA=0,

Jesli w przypadku odejmowania widm: Lpppcig-pethacibox 00 Lpppcig-pethact 1UD Loppcye-
peThACDOX 00 Lpppcipox; uzyskuje si¢ zerowag absorbancje, oznacza to brak interakcji
pomigdzy analizowanymi zwigzkami,

b) AA #0,

Jesli w przypadku odejmowania widm: Lpppcio-pethacibox 00  Lpppcie-pethact  1Ub
Loppcro-peThAacibox 0d  Lpppc/pox; uzyskuje si¢ niezerowg absorbancje, oznacza

to interakcje w obrebie badanego kompleksu;

c) AA >0 and AA <0 sg szczegdlnie istotne, poniewaz:
. AA > 0, gdy absorbancja czasteczki X w tandemie jest wyzsza niz absorbancja samego
X traktowanego jako wartos¢ referencyjna. Wowczas wzrost absorbancji jest wynikiem

zwiekszonego stopnia uwalniania czasteczki X, na ktory wptywa obecnos¢ zwigzku Y.
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. AA < 0, gdy absorbancja czasteczki X w kompleksie binarnym jest nizsza
w poréwnaniu z odpowiednig wartosciag A obserwowang dla pojedynczego kompleksu
traktowanego jako odniesienie. W tym przypadku spadek absorbancji wynika
ze zmniejszonego stopnia uwalniania X, na ktéry wptywa pojawienie si¢ czasteczki Y

w tandemie.

Zalozenia wyjas$niaja efekt konkurencyjny, podczas gdy 9-PBThACI jest zamykany,

a nast¢gpnie uwalniany z nanono$nikow fosfolipidowych.
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Rysunek 31. Wplyw 5-tygodniowej inkubacji komplekséw liposomalnych: Lpppc/g-pethacipox; Loppcie-peThact NA
absorbancje A (Aymax 9-PBThACI = 488nm); (A: pH=5,50) (B: pH=6,00), (C: pH=6,50), (D: pH=7,40).
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Rysunek 32. Wp;lyW 5-tyg0dni0wej inkubacji komplekséw 1iposoma1nych: LDPPC/9-PBThAC|/DOX; LDPPC/DOX na
absorbancje A (Ajme DOX = 233nm): (A: pH=5,50), (B: pH=6,00), (C: pH=6,50), (D: pH=7,40).

Ptynnos¢ dwuwarstwy fosfolipidowej wzrasta wraz ze wzrostem otaczajacego pH.
Wigzania wodorowe powstaja prawdopodobnie pomiedzy atomem tlenu grupy fosforanowe;j
wbudowanej w fosfolipidy, a atomem wodoru grupy hydroksylowej obecnej w czasteczce
DPPC. Jesli pH $rodowiska przekroczy wartos¢ 7,40, wowczas wigzania wodorowe istniejace
w $rodowisku kwasnym ulegaja rozerwaniu, a w konsekwencji obserwuje si¢ wzrost
ptynnosci dwuwarstwy. W badanym zakresie warto$ci pH (od 5,50 do 7,40) zauwazalna
regulacja plynnosci btony wptywa bezposrednio na proces uwalniania leku i substancji
chemicznej. Matematyczne dopasowanie funkcji do $rednich wynikéw absorbancji
rejestrowanych w kolejnych tygodniach inkubacji liposomow, réznigcych si¢ od wartosci pH
(Rysunek 33.), jest porownywalne z krzywa ilustrujaca wptyw pH na warto§¢ parametru n.
W zakresie pH 5,50-6,50 plynnos¢ dwuwarstwy fosfolipidowej jest nizsza niz
w pH=7,40. Przeplyw 9-PBThACI w kierunku powierzchni membrany wzdtuz alifatycznych

tancuchow fosfolipidowych jest mozliwy dzigki ewoluujacemu upakowaniu fosfolipidow oraz
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rosngcej relaksacji dwuwarstwy zwigzanej ze wzrostem pH otoczenia. Ponadto obecnosé
DOX w dwuwarstwie moze bezposrednio wptywa¢ na przenikanie 9-PBThACI do
otaczajagcego Srodowiska, a takze odpowiednio wzmacnia¢ lub ostabia¢ proces jego
uwalniania. Prawdopodobnie DOX jest czg¢sciowo unieruchomiona w strefie hydrofilowej
dwuwarstwy za pomoca wigzan wodorowych utworzonych z czasteczkami DPPC.
Konsekwencja takiego umiejscowienia jest zauwazalne zaburzenie zwartej struktury
dwuwarstwy, co ulatwia przenikanie przez niezwigzane czasteczki 9-PBThACIL. Na
wykresach przedstawione sg zarejestrowane zmiany charakterystyki uwalniania 9-PBThACI

1 DOX przy potencjalnej warto$ci odciecia pH (pH~6,8).

0.4+

A B
0.0 - l
AA 0.2 I I l ! 7.0 75
0.0 l T 024
5.5 6.0 6.5 7.0 F 0.2

pH pH

Rysunek 33. Wplyw otaczajacego pH na $rednig warto$¢ absorbancji; (A: Lpppco-pBThACIDOX - LDPPC/9-PBThACI:
Ay max=488nm), (B: Lpppcio-peThACiDOX - LDPPCIDOX: Armax=233NM).

4.12. Ocena uwalniania leku in vitro
Proces uwalniania leku in vitro polega na okresleniu, jak substancja czynna wydostaje

si¢ z nosnika w kontrolowanych warunkach. Umozliwia to prognozowanie jej dostepnosci
biologicznej 1 skutecznosci terapeutycznej. Celem takiego badania jest ocena szybkosci
i stopnia uwalniania leku oraz przewidywanie jego zachowania w organizmie. Czynniki, ktore
moga wplywaé¢ na uwalnianie leku, to migdzy innymi: pH, temperatura, rozpuszczalnos¢,
lipofilowo$¢, a takze rodzaj no$nika. W celu analizy procesu uwalniania kapsutkowanych
zwigzkow z liposomow skladajacych si¢ z dipalmitoilofosfatydylocholiny, jako gtownego
sktadnika blony, zastosowano sze$¢ modeli matematycznych: First-Order, Bhaskas, Higuchi,
Ritger-Peppas, Korsmeyer-Peppas oraz rozszerzenie klasycznego modelu Freundlicha
(Rysunek 8). Badania szybko$ci uwalniania przeprowadzono w temperaturze 37°C i 41°C
1 w pH s$rodowiska (5,50; 6,00; 6,50; 7,40). Dodatkowo procedura zostala rozszerzona
o zastosowanie dwoch form albumin surowicy ludzkiej: HSA 1 dHSA. Kinetyke uwalniania
powstatych kompleksow przedstawiono graficznie w funkcji czasu (1-300 min) (Rysunki 34-
57). Zastosowanie modeli matematycznych do opisu procesu uwalniania badanych zwiazkow
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pozwolito na wyznaczenie warto$ci liczbowych charakteryzujgcych dany proces (Tabele Al-

Al2).

4.12.1. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI
i DOX z liposomOw Lpppc/o-peThaci 0raz Lpppc/ipox wraz z dopasowaniem parametrow do
roznych modeli kinetycznych.

Profile uwalniania leku przedstawiaja dynamik¢ uwalniania substancji aktywnej
w czasie. Umozliwia to ocen¢ biodostepnosci, skuteczno$ci oraz okresla mechanizm
uwalniania zwigzku z nosnika. Zwykle gdy liposomy sa stosowane do celow terapeutycznych
lub diagnostycznych, sktad btony jest gldwnie dostosowany tak aby wykazywat zwigkszong
przepuszczalnos$¢ dla substancji otoczonych liposomami przy pH 5,00-6,50 (pH w tkankach

nowotworowych miesci si¢ w tym zakresie).
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Rysunek 34. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow Lpppcjg-pethact 0raZ Lpppcpox Czerwone linie
odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5.50, 9-PBThACI, A2 - pH 5.50,
DOX), (B1 - pH 6.00, 9-PBThACI, B2 - pH 6.00, DOX), (C1 — pH 6.50, 9-PBThACI, C2 - pH 6.50, DOX), (D1
— pH 7.40, 9-PBThACI, D2 - pH 7.40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.
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Rysunek 35. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomdw Lpppcg-pathact 0raZ Lpppcipox Czerwone linie
odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5.50, 9-PBThACI, A2 - pH 5.50,
DOX), (B1 - pH 6.00, 9-PBThACI, B2 - pH 6.00, DOX), (C1 — pH 6.50, 9-PBThACI, C2 - pH 6.50, DOX), (D1
— pH 7.40, 9-PBThACI, D2 - pH 7.40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Wiyniki badan przedstawiaja wptyw pH i temperatury na otrzymane profile uwalniania leku
1 zwigzku  chemicznego o  potencjalnym  dziataniu = przeciwnowotworowym
z liposomow. Przebieg profili uzyskanych w temperaturze 37°C i otaczajagcym pH réwnym
550; 6,00, 7,40 Dbyt przyblizony funkcja  wykladnicza  (tabela  Al).
W przypadku pH 6,50 proces uwalniania 9-PBThACI najlepiej opisuje zalezno$¢ liniowa,
poniewaz dla rozszerzonego klasycznego modelu Freundlicha wspotczynnik R%g byt rowny
0,99998. W przypadku funkcji w temperaturze 41°C zastosowano rozszerzony klasyczny
model Freundlicha. Najlepsze dopasowanie modelu do wynikow eksperymentalnych
otrzymano dla 9-PBThACI w pH 7,40 (Rzad,- byt  rowny  0,99989),
a dla DOX pH 6,00 (Rzadj byt rowny 0,99991). Profile uwalniania lekéw sa funkcjonalnie
zalezne  od  procesow  dyfuzji, degradacji  nos$nika, pecznienia  materiatu

1 parametrow $rodowiskowych.
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4.12.2. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI

i DOX z ukladow liposom-leklsubstancja lekowa- albumina (HSA) [LDppC/g.pBThAc|]:HSA
oraz [Lpppcipox]:HSA wraz z dopasowaniem parametrow do roznych modeli
kinetycznych.
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Rysunek 36. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposoméw [Lpppcje-pethaci]:HSA oraz [Lpppcpox]:HSA
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5.50, 9-PBThACI,
A2 - pH 5.50, DOX), (B1 - pH 6.00, 9-PBThACI, B2 - pH 6.00, DOX), (C1 — pH 6.50, 9-PBThACI, C2 - pH
6.50, DOX), (D1 — pH 7.40, 9-PBThACI, D2 - pH 7.40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.
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Rysunek 37. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposoméw [Lpppcjo-pethaci]:HSA oraz [Lpppcpox]:HSA
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5.50, 9-PBThACI,
A2 - pH 5.50, DOX), (B1 - pH 6.00, 9-PBThACI, B2 - pH 6.00, DOX), (C1 — pH 6.50, 9-PBThACI, C2 - pH
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6.50, DOX), (D1 — pH 7.40, 9-PBThACI, D2 - pH 7.40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Profile uwalniania leku otrzymane w temperaturach 37°C i 41°C, przy wartosciach pH 5,50;
6,00; 6,50; 7,40 z biatkiem HSA, zostaty oszacowane za pomoca funkcji wyktadniczej (tabela
A2). Niewatpliwie najlepsze dopasowanie dla HSA uzyskano przy uzyciu rozszerzonego
klasycznego modelu Freundlicha. W przypadku funkcji w temperaturze 41°C rowniez
zastosowano rozszerzony klasyczny model Freundlicha. Ponadto, charakterystyka termiczna
uwalniania leku dla komplekséw liposomalnych [Lpppcss-peThaci]:HSA oraz [Lpppcioox]:HSA,
przygotowanych w temperaturze 41°C i w buforach o pH 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byta opisana
przez Rzadj: ~1, jednak zarejestrowany profil uwalniania leku przy pH=5,50 znaczaco roznit

si¢ od pozostalych. Jest to dowdd, ze pH warunkuje konfiguracje¢ fosfolipidéw, co przektada

si¢ na kinetyke uwalniania zwigzkoéw zamknietych w liposomach.

4.12.3. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI
i DOX z uklad6w liposom-lek/substancja lekowa- aloumina (dHSA) [Lpppc/e-

peThACI]:dHSA oraz [Lpppcipox]:dHSA wraz z dopasowaniem parametrow do réznych

modeli kinetycznych.
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Rysunek 38. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomoéw [Lpppcjg-pethaci]:dHSA oraz
[Loprcipox]:dHSA Czerwone linie odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH
5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 - pH 6,50, 9-
PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.
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Rysunek 39. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomdw [Lpppcje-pehaci]:dHSA oraz
[Lorecipox]:dHSA Czerwone linie odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH
5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 — pH 6,50, 9-
PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.
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Profile uwalniania leku otrzymane w temperaturach 37°C i 41°C, przy warto$ciach pH 5,50;
6,00; 6,50; 7,40 z biatkiem dHSA, zostaly oszacowane za pomoca funkcji wykladniczej
(tabela A3). Najlepsze dopasowanie dla dHSA uzyskano dla 9-PBThACI w pH=6,50 przy
uzyciu  modelu  Bhaskas (Rzadj: 0,99684), a w  przypadku DOX,
w pH=7,40 rozszerzenia klasycznego modelu Freundlicha (Rzadj: 0,99985). Ponadto,
podobnie jak w przypadku kompleksow z biatkiem HSA, charakterystyka termiczna
uwalniania leku dla  komplekséw  liposomalnych  [Lpppc/o-pethaci]:dHSA  oraz
[Loppcioox]:dHSA przygotowanych w temperaturze 41°C i w buforach o pH 5,50; 6,00; 6,50;
7,40 byta opisana przez Rzadj: ~1. Jednak zarejestrowane profile uwalniania leku znaczaco
réznia si¢ od siebie. Mozna przypuszczaé, ze w temperaturze 41°C najbardziej korzystny
profil uwalniania 9-PBThACI wystepuje w pH=5,50, a profil uwalniania DOX wystepuje
w pH=6,00. Jest to potwierdzenie, ze pH i temperatura istotniec wptywaja na kinetyke

uwalniania lekow.

4.12.4. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI
i DOX z liposomOw Lpppc/o-peThACDOX Wraz z dopasowaniem parametrow
do roznych modeli kinetycznych.
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Rysunek 40. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomdw Lpppcja-pethacipox Czerwone linie
odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50,
DOX), (B1 - pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1

— pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.
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Rysunek 41. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomdw Lpppcja-pethacypox Czerwone linie
odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50,
DOX), (B1 - pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1
—pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Na podstawie przedstawionych wynikow obserwuje si¢ bezposredni wptyw pH
i temperatury na profile uwalniania leku z liposoméw. Przebieg profili uzyskanych
W temperaturze 37°Ci otaczajagcym pH réwnym 5,50; 6,00; 7,40 byt przyblizony wyktadniczo
(tabela A4). W przypadku pH 6,50 proces uwalniania leku najlepiej opisuje zalezno$¢
liniowa, poniewaz dla 3 z 5 modeli (Ritgera-Peppasa, Kosmeyera-Peppasa i rozszerzonego
klasycznego modelu Freundlicha) wspotczynnik Rzadj byt rowny 1. Dla malejacych funkcji
w temperaturze 41°C, zastosowano rozszerzony klasyczny model Freundlicha. Wzrost
temperatury do punktu przejscia fazowego DPPC destabilizuje badane uktady liposomalne.
Wydaje si¢, ze pH otoczenia moze bezposrednio zmieni¢ wlasciwosci termiczne kompleksow
lekow otoczonych liposomami. Profile uwalniania lekow s3 funkcjonalnie zalezne od

procesow dyfuzji, degradacji no$nika, pgcznienia materiatu 1 parametrow srodowiskowych.
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4.12.5. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI
i DOX z ukladow liposom-lek/substancja lekowa- albumina (HSA) [Lprpcie-rethacipox]: HSA
wraz z dopasowaniem parametr6w do réznych modeli kinetycznych.
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Rysunek 42. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposoméw [Lpppce-peThacipox]:HSA Czerwone linie
odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50,
DOX), (B1 - pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1
— pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.

81



S
Z
2
-
k|
£
z
-
=
£
0.0« CRCEITINS] | 0.04¢ —DOx]|
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Czas (min) Czas (min)
1097 e 10{% < _ooq
s §
z 084 ° 0849 2
] o
E 0.6 4 R 0.6 4
£
2 04 -
2 X 0.4
= ‘
g 021 0.2 4
0.0 s _opsmhac| 0.0 4
L) L) L) ¥ ¥ ¥ ¥ T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Czas (min) Czas (min)
_ 1.0 4%k 1.0-C-.3_._|
9
2 081 0.8 4
=
-
5 064 0.6 5
£
=
zZ 044 0.4 4
=
2 0.2 0.2 4
0.0 4 o oppmhacy] 007 = _DOX]
9-PBTHACI|
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Czas (min) Czas (min)
104" » o-pBTHACI 1 o 4D2 s _DOX]
= .
..E 0.8 4
E 0.6 1
:
= 0.4 -
E
0.2 4
“10.0 4
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Czas (min) Czas (min)

Rysunek 43. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposoméw [Lpppcje-preThacipox]:HSA Czerwone linie
odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50,
DOX), (B1 - pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1
— pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.
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Profile uwalniania leku otrzymane w temperaturze 37°C i pH 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byty
aproksymowane funkcja wykladniczg (tabela A5). Najlepsze dopasowanie zaobserwowano
przy pH 6,50, stosujac rozszerzony klasyczny model Freundlicha. Ten sam model
zastosowano do funkcji malejgcych w temperaturze 41°C. Wydaje si¢, ze pH otoczenia moze
bezposrednio  wpltywa¢  na  profile  lekow  zamknietych ~w  liposomach
z biatkiem HSA. Charakterystyka termiczna uwalniania leku dla kompleksu liposomalnego
[Loppcro-peThaciipox]:HSA, przygotowanego w temperaturze 41°C i w buforach o pH 5,50;
6,00; 6,50; 7,40 byly opisane przez Rzadj:].. Zarejestrowany profil uwalniania leku przy
pH=5,50 znaczaco roznit si¢ od pozostatych. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze pH

srodowiska istotnie wplywa na profil uwalniania leku.

4.12.6. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI
i DOX z ukladéw liposom-lek/substancja lekowa- albumina (dHSA) [Lpppcs-
peThacpox]:dHSA wraz z dopasowaniem parametréw do réznych modeli kinetycznych.
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Profil uwalniania leku (%)
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Rysunek 44. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomdw [Lpppcje-peThacypox]:dHSA Czerwone linie
odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50,
DOX), (B1 - pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1
—pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.
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Profil uwalniania leku (%)
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Rysunek 45. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppce-peThacipox]:dHSA Czerwone linie
odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50,
DOX), (B1 - pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1
— pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Profile uwalniania leku otrzymane w temperaturze 37°C i pH 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 zostaty
(tabela A).

eksperymentalnymi dla dHSA uzyskano przy uzyciu rozszerzonego klasycznego modelu

opisane modelem wykladniczym Najlepsze dopasowanie z danymi
Freundlicha. Podobnie ten sam model zostal wykorzystany do funkcji malejacych
w temperaturze 41°C. Dodatkowo, wplyw temperatury na uwalnianie leku dla kompleksu
liposomalnego [Loppcre-peThacibox]:dHSA przygotowanego w temperaturze 41°C oraz
w buforach 6,00; 6,50; 7,40 byl opisany przez Rzadjzl. Jednak zarejestrowany wzorzec
uwalniania leku znacznie réznit si¢ od uktadu generowanego przy pH=5,50. Jest to kolejny
dowdd na to, ze pH odgrywa kluczowa role w procesie uwalniania leku, a najkorzystniejsze

warunki stwierdzono przy pH=6,50.
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4.12.7. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI
i Binimetynibu z liposoméw Lpppcjs-pethaciginimetyniv Wraz z dopasowaniem parametrow do
roznych modeli kinetycznych.
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Rysunek 46. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposomow Lpppc/e-peThaciBinimetynin CZEIrWonNe
linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH
5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 -
pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 37°C.
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Rysunek 47. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposomow Lpppcg-pThaciBinimetynib CZErWone
linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH
5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 -
pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 41°C
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Wyniki badan przedstawiajg wptyw pH i temperatury na otrzymane profile uwalniania leku
i zwigzku chemicznego z liposomow. Przebieg profili uzyskanych w temperaturze 37°C
i otaczajagcym pH rownym 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byt przyblizony funkcja wyktadnicza (tabela
AT). W przypadku pH 5,50 proces uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu najlepiej opisuje
zalezno$¢ liniowa, poniewaz dla rozszerzonego Kklasycznego modelu Freundlicha
wspolczynnik (dla 9-PBThACI R?%¢=0,99912, a dla Binimetynibu R%g=1). W przypadku
funkcji malejacych w temperaturze 41°C zastosowano rozszerzony klasyczny model
Freundlicha. Najlepsze dopasowanie modelu do wynikow eksperymentalnych otrzymano dla
9-PBThACI i Binimetynibu w pH 6,50 i 7,40 (Rzadj:l). Profile uwalniania lekéw sa
funkcjonalnie zalezne od procesow dyfuzji, degradacji no$nika, pecznienia materiatu

i parametrow srodowiskowych.

4.12.8. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI

I Binimetynibu z ukladéw liposom-lek/substancja lekowa- aloumina (HSA) [Lpppce-
PBThACIBinimetynib] :HSA wraz z dopasowaniem parametrow do roznych modeli
kinetycznych.
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Rysunek 48. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposomow [Lpppc/e-peThaciginimetynin]: HSA
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI,
A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-
PBThACI, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 37°C.
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Rysunek 49. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposomow [Lpppc/e-peThaciinimetynio]: HSA
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI,
A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-
PBThACI, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 41°C.
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Profile uwalniania leku otrzymane w temperaturze 37°C i pH 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byty
aproksymowane funkcja wyktadniczg (tabela A8). Najlepsze dopasowanie zaobserwowano
przy pH 6,50, stosujac rozszerzony klasyczny model Freundlicha. Ten sam model
zastosowano do funkcji malejacych w temperaturze 41°C. Wydaje si¢, ze pH otoczenia moze
bezposrednio  wptywa¢  na  profile  lekow  zamknietych ~ w  liposomach
z biatkiem HSA. Charakterystyka termiczna uwalniania leku dla kompleksu liposomalnego
[Lorrcra-peThACHBINimetynib]:HSA, przygotowanego w temperaturze 41°C i w buforach o pH
5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byly opisane przez Rzadj:"‘l. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze pH

srodowiska i temperatura istotnie wptywaja na profil uwalniania leku.

4.12.9. Przedstawienie profili uwalniania leku i substancji lekowej 9-PBThACI

i Binimetynibu z ukladéw liposom-lek/substancja lekowa- albumina (dHSA)[Lpppcyo-
PBThACHBinimetynib] :dHSA wraz z dopasowaniem parametréw do réznych modeli
kinetycznych.
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Rysunek 50. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposomow [Lpppc/e-pethactsinimetynin]: AHSA
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI,
A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-
PBThACI, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura

Profil uwalniania leku (%)

pomiaru: 37°C.
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Rysunek 51. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposomow [Lpppc/e-pethactsinimetynin]: AHSA
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI,
A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-
PBThACI, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 41°C.

Profile uwalniania leku otrzymane w temperaturze 37°C i pH 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 zostaty
opisane modelem wykladniczym (tabela A9). Najlepsze dopasowanie z danymi
eksperymentalnymi dla dHSA uzyskano przy uzyciu rozszerzonego klasycznego modelu
Freundlicha. Podobnie ten sam model zostal wykorzystany do funkcji malejacych
W temperaturze 41°C. Dodatkowo, wpltyw temperatury na uwalnianie leku dla kompleksu
liposomalnego [Loppcre-pThacibox]:dHSA przygotowanego w temperaturze 41°C oraz
w buforach 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byt opisany przez Rzadj:"‘l. Uzyskane dane wskazuja na
istnienie optymalnego zakresu pH odgrywajacego kluczows role w procesie uwalniania leku,

a najkorzystniejsze warunki stwierdzono przy pH=6,00.
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4.12.10. Przedstawienie profili uwalniania leku DOX i Binimetynibu z liposomow
[Loppcipox/Binimetynin] Wraz z dopasowaniem parametréw do réznych modeli kinetycznych.
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Rysunek 52. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposomow Lpppc/pox/ginimetynio Czerwone linie
odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, DOX, A2 - pH 5,50,
Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50,
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 37°C.
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Rysunek 53. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposoméw Lpppcipoxsginimetynib CZe€rwone linie

odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, DOX, A2 - pH 5,50,

Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH650
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 41°C.
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Wyniki badan przedstawiajg wptyw pH i temperatury na otrzymane profile uwalniania leku
i zwiazku chemicznego z liposoméw. Przebieg profili uzyskanych w temperaturze 37°C
i otaczajagcym pH réwnym 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byl przyblizony funkcja wykladnicza (tabela
A10). Proces uwalniania DOX (dla pH=6,50) oraz Binimetynibu (dla pH=6,00) najlepiej
opisuje zalezno$¢ liniowa, poniewaz dla rozszerzonego klasycznego modelu Freundlicha
wspolczynnik (dla DOX R%g=1, a dla Binimetynibu R%4=0,9996). W temperaturze 41°C
zastosowano rozszerzony klasyczny model Freundlicha. Najlepsze dopasowanie modelu do
wynikow eksperymentalnych otrzymano dla DOX i Binimetynibu w pH 6,00 i 6,50 (Rzadj:l).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze pH wplywa na profil uwalniania leku, a najlepsze wyniki

obserwuje si¢ w zakresie pH 6,00-6,50.

4.12.11. Przedstawienie profili uwalniania leku DOX i Binimetynibu z ukladéw liposom-
lek-albumina (HSA) [Loppcipoxsinimetynib]:HSA wraz z dopasowaniem parametréw do
réznych modeli kinetycznych.
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Rysunek 54. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposomow [Lpppc/pox/ginimetynio] : HSA
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, DOX, A2 - pH
5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50,

Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 37°C.
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Rysunek 55. Kinetyka uwalniania DOXi Binimetynibu z liposomow [Lpppc/pox/inimetynin]: HSA
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, DOX, A2 - pH
5,50, Binimetynib), (B1 - pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50,
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 41°C.

Profile uwalniania leku otrzymane w temperaturze 37°C i pH 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byty
aproksymowane funkcja wyktadniczg (tabela All). Najlepsze dopasowanie zaobserwowano
przy pH 6,50, stosujac rozszerzony klasyczny model Freundlicha. Ten sam model
zastosowano do funkcji malejacych w temperaturze 41°C. Wydaje si¢, ze pH otoczenia moze
bezposrednio  wptywaé  na  profile  lekéw  zamknigtych  w liposomach
z biatkiem HSA. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze pH Srodowiska i temperatura istotnie
wplywaja na profil uwalniania leku. Malejacy charakter profili uwalniania leku
W temperaturze 41°C moze by¢ przyczyng spowolnionego uwalniania substancji lub
oddziatywan migdzyczasteczkowych. Najkorzystniejszy profil uwalniania zaobserwowano

przy pH=6,50.
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4.12.12. Przedstawienie profili uwalniania leku DOX i Binimetynibu z ukladéw liposom-
lek-albumina (dHSA) [Lpppc/oox/sinimetynib] :dHSA wraz z dopasowaniem parametrow do

roznych modeli kinetycznych.
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Profil uwalniania leku (%)
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Rysunek 56. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposomow [Lpppc/pox/ginimetynio]: dHSA Czerwone linie
odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, DOX, A2 - pH 5,50,
Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50,
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 - pH 7,40, Binimetynib) Temperatura pomiaru: 37°C.
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Rysunek 57. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposomow [Lpppc/pox/ginimetynio] : AHSA Czerwone linie
odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH 5,50, DOX, A2 - pH 5,50,
Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50,

Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 41°C.

Profile uwalniania leku otrzymane w temperaturze 37°C i pH 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 zostaty
opisane modelem wyktadniczym (tabela A12). Najlepsze dopasowanie z danymi
eksperymentalnymi dla dHSA uzyskano przy uzyciu rozszerzonego klasycznego modelu
Freundlicha. Podobnie ten sam model zostal wykorzystany do funkcji malejacych
W temperaturze 41°C. Dodatkowo, wpltyw temperatury na uwalnianie leku dla kompleksu
liposomalnego [Loprcipox/sinimetynin]:dHSA  przygotowanego w temperaturze 41°C oraz
w buforach 5,50; 6,00; 6,50; 7,40 byt opisany przez Rzadj:"‘l. Uzyskane dane wskazujg na
istnienie optymalnego zakresu pH odgrywajacego kluczowa role w procesie uwalniania leku,

a najkorzystniejsze warunki stwierdzono przy pH=6,50.
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4.12.13. Graficzne podsumowanie procesu uwalniania lekéw
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Rysunek 58. Proces uwalniania leku/ substancji lekowej z liposomu pod wptywem temperatury
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Rysunek 59. Proces uwalniania leku/ substancji lekowej z liposomu pod wptywem temperatury
i pH $rodowiska z albuming surowicy ludzkiej (HSA i dHSA)
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4.13. Mikroskopia
Mikroskopia umozliwia analiz¢ obiektow na poziomie mikroskalowym. Metoda ta jest

cennym narzgdziem Stosowanym przede wszystkim w biologii i w medycynie. Mikroskopia
fluorescencyjna byta wykorzystywana do obserwacji liposoméw przez m.in. Belfiore, L. i in.
[109], czy Tentori, P. i in. [110]. W celu wizualizacji struktur liposomow zostal wykorzystany
mikroskop fluorescencyjny. Mikrofotografie (Rysunek 60) przedstawiajg zmiany w strukturze
liposoméw w zalezno$ci od ich zawarto$ci tzn. zwigzkéw, ktore zostaly zamknigte
w liposomach oraz warunkéw s$rodowiskowych, ktore mogg prowadzi¢ do ich fuzji lub
degradacji. Przedstawione liposomy maja okragle ksztatty, jednak ze wzgledu na rézny czas
przygotowania formulacji, mozna zaobserwowa¢ zmian¢ w ich wielkosci (np. rysunek C i D).
W eksperymencie zastosowano liposomy z réznymi lekami (Doksorubicyna/ Biniemetynib
oraz z substancjg lekowa (9-PBThACI).

Po zastosowaniu odpowiedniego barwnika liposomy nie sg bezposrednio widoczne,
a obserwacj¢ umozliwia emitowane przez nie $wiatlo fluorescencyjne. Zatem mikroskop
fluorescencyjny sam w sobie nie pozwala na bezposrednig obserwacje liposomow, ale po
oznaczeniu odpowiednimi barwnikami uzyskujemy obrazy fluorescencyjne, ktore
umozliwiajg ich wizualizacje. Zastosowany barwnik (Biekit Nilu) wykazuje wiasciwosci
fluorescencyjne, ktore moga by¢ wykorzystane do barwienia struktur lipidowych. Wiaze si¢
z dwuwarstwa lipidowa liposomow 1 emituje ich $wiatlo, umozliwiajac obserwacje
wlasciwosci strukturalnych znaczacych w badaniach nad no$nikami lekow. Dzieki zdolnosci
do selektywnego wnikania w obszary lipidowe, Blekit Nilu jest uzytecznym narzgdziem

w badaniach nad strukturg i funkcja liposoméw [111].

Barwienie liposoméw przeprowadzono z wykorzystaniem roztworu (Tabela 16), ktory

przygotowano poprzez rozpuszczenie Biekitu Nilu w 70% etanolu, 0 stezeniu Img/ml.

Tabela 16. Barwienie liposomow.

Probka liposomow Roztwor biekitu nilu

20 pl 2 ul

Mikrofotografie liposomoéw wykonano przy uzyciu mikroskopu Leica DMi8, posiadajacym
oswietlenie fluorescencyjne EL6000. Rejestracje obrazu przeprowadzono z wykorzystaniem

kamery Leica DFC7000 GT i obiektywu o powigkszeniu x40.
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Rysunek 60. Mikrofotografie przedstawiajace liposomy z lekiem i zwiazkiem lekowym (A- Binimetynib-9-
BThACI, B- Doksorubicyna, C — Binimetynib, D- Doksorubicyna-9-PBThACI), pH 7,4.

Mikrofotografie ukazuja struktury o kulistym ksztalcie wystepujace pojedynczo
oraz w grupach. Na mikrofotografiach A i B zaznaczono pojedyncze sferyczne pecherzyki
o wielkosci kilku mikrometréw. Poprzez zastosowanie barwnika oraz przy uzyciu
odpowiednich filtrow mozna zaobserwowac ich rozmieszczenie w probce. Na mikrofotogratii
C widoczne sa malutkie pecherzyki, natomiast mikrofotografia D uwidacznia dwuwarstwg
lipidowa liposomow. Wszystkie rysunki umozliwiaja ocen¢ rozktadu rozmiarow liposomow
w danej probcee, co jest wazne dla funkcji terapeutycznych. Rozmiar liposomow zwigzany jest
z zastosowanym zwigzkiem, ktory zostaje uwalniany w odpowiedzi na roézne bodzce
zewngtrzne (np. zmiany pH, temperatury, czy obecno$¢ enzyméw). Moga one dotyczyé
interakcji miedzy liposomami oraz zwigzkami, co jest istotne podczas projektowania
systemOw dostarczania lekow. Bardzo waznym aspektem jest czas przechowywania
liposomow. Zmiany w strukturze sg zauwazalne w zalezno$ci od czasu (C i D), co moze

wplywac na stabilnos$¢ i funkcje liposomow.
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4.14. Lipofilowos¢
Do wyznaczenia teoretycznej warto$ci wspotczynnika podziatu clogP dla trzech

zwigzkow: dwoch lekow zatwierdzonych przez FDA (Binimetynib i Doksorubicyna) oraz dla
substancji chemicznej (9-PBThACI) o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym
zastosowano nastepujgce programy komputerowe: AlogPS, OSIRIS, HyperChem, Sybyl X,
MarvinSketch i Kowwin. W tabeli 17 przedstawiono oszacowane wartosci lipofilowosci
clogP dla trzech zwigzkow, a w tabeli 18 wartosci wyznaczone eksperymentalnie [112, 113,
114].

Tabela 17. Obliczone warto$ci clogP dla dwoch lekéw oraz zwiazku lekowego.

Lipofilowos¢ — clogP

Nazwa OSIRIS HyperChem Marvin
wiazku AlogPS 2;%?3:3 70 Sybyl X Sketch Kowwin
Binimetynib 3.0 2.5028 2.37 3.3104 3.81 3.66
Doksorubicyna ~ 2.17 1.6865 1.36 1.9962 2.68 3.81
9-PBThACI -1.4 -0.3015 3.72 -0.477 -0.94 -0.59

Do wyznaczenia lipofilowosci za pomoca chromatografii cienkowarstwowej
w odwroconym uktadzie faz wykorzystano: Binimetynib, Doksorubicyng i 9-PBThACI.
Analizy przeprowadzono na ptytkach chromatograficznych RP-TLC (Merck: TLC Silica gel
60 RP-18) o wymiarach 10 x 10 cm. Fazy ruchome (50 ml) przygotowano przez zmieszanie
odpowiednich ilosci modyfikatora organicznego w uktadzie metanol/woda destylowana.
W przypadku modyfikatora zmieniano stezenia w zakresie od 0,60 do 1,00 co 0,10.
Przygotowane roztwory o stezeniu 10 mg/ml nanoszono punktowo po 4 krople zwigzkow za
pomoca szklanych kapilar w odstepach co 1 cm w odlegtosci 2 cm od dolnej krawedzi phytkai.
Chromatografi¢ prowadzono przez 30 minut w szklanej komorze, nasyconej parami fazy
ruchomej. Odlegto$¢ migracji zwiagzku na ptytce wynosila 7,0 cm do pelnego rozwinigcia
ptytki. Plytki suszono w temperaturze pokojowej (22 + 1°C) i wywolywano w $wietle UV (A=

254 nm). Wszystkie analizy zostaly powtorzone trzykrotnie.

Tabela 18. Wartosci lipofilowosci dla dwoch lekéw oraz zwigzku chemicznego wyznaczonych

eksperymentalnie.

Nazwa zwiazku  Lipofilowo$¢ —

AlogP
Binimetynib 3.01
Doksorubicyna 14
9-PBThACI 1.65
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Zestawienie teoretycznych wartosci clogP z danymi eksperymentalnymi pozwolito na
obliczenia wspotczynnika korelacji. Najwyzsze wartosci wspotczynnika r > 0,6 obliczono dla
clogP  oszacowanego przy pomocy programu SybylX oraz Osiris. Roéznice
w warto$ciach clogP moga wynikaé z roznych algorytmow obliczeniowych zastosowanych

w programach komputerowych przewidujacych clogP.

Tabela 19. Korelacja dla danych teoretycznych i empirycznych.

AlogPS HyperChem Sybyl X  Marvin Osiris Kowwin Exp.

7.0 Sketch

AlogPS 1

HyperChem  -0,8144 1

Sygfl X 0,9855 -0,7043 1

MarvinSketch 00,9783 -0,9169 0,9291 1

Osiris 0,9941 -0,7468 0,9981  0,9502 1
Kowwin 0,9783 -0,9169 0,9291 1 0,9502 1
Exp.  0,5289 0,0617 0,665 0,3418 0,6176 0,3418 1

Ustalanie teoretycznej warto$ci lipofilowosci, moze by¢ obcigzone bledem. Na
podstawie obliczen nie mozna wskaza¢ uniwersalnego programu do wyznaczania clogP.
Wartosci podawane sg w skali logarytmicznej, a kazda najmniejsza roznica moze wptywacé na

okreslenie wartosci rzeczywistych.

4.15. Analiza gtéwnych skladowych (PCA)
W wielu dyscyplinach naukowych m.in. w chemii, biologii, czy farmacji coraz

powszechniejsze gromadzone sg obecnie duze zbiory danych (tzw. big data). Aby
przeanalizowa¢ takie zbiory danych sa efektywne metody ich przesytania, przechowywania
I przetwarzania (3xp). W celu graficznej prezentacji danych wielowymiarowych (mD)
konieczne jest zastosowanie techniki redukcji ich wymiarowosci — jedng z takich technik jest
metoda analizy czynnikow gtownych (PCA). Odkrywca metody PCA jest Karl Pearson, ktory
w 1901 roku przedstawit procedure dopasowania prostych i plaszczyzn do zbioru probek
w przestrzeni pomiarowej [115]. Na podstawie danych wejsciowych dobierane sg nowe
wektory bazowe (tzw. czynniki globalne) tak aby maksymalizowa¢ opis wariancji. Analize

czynnikow glownych stosuje si¢ gléwnie do kompresji, modelowania oraz wizualizacji
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wielowymiarowych danych. Macierz wejsciowych XX, 0 m obiektach i n zmiennych
podlega dekompozycji do dwdch ortogonalnych macierzy wynikow i wag. O liczbie istotnych
czynnikow glownych (kompleksowosci modelu) decyduje zwykle skumulowany procent
wariancji opisanej przez Kkolejne czynniki gtowne. Obiekty (czasteczki) rzutowane sg na
ptaszczyzny okre§lane przez pary istotnych czynnikéw gltownych (PCs), a podobienstwo
pomigdzy molekutami opisuje si¢ najczesciej na podstawie wybranej metryki podobienstwa

(np. odlegtosci Euklidesowej) [116].

Tabela 20. Uktady liposomalne wybrane do analizy prawdopodobienstwa.

Uklad Formulacja liposomalna
I—DPPC/ DOX
I—DPPC/ 9-PBThACI
I—DPPC/ DOX/9-PBThACI A1
I—DPPC/ DOX/9-PBThACI1 A2

[I—DPPC/ Doksorubicvna] ‘HSA
[LDPPC/ Doksorubicyna] :d HSA
[Loppcre-peThAct]:HSA

[Loppcs o-peThAC] :dHSA
[Lorec/ boxe-peThac] 21:HSA

[Loppcs poxie-peThact] 22:HSA
[Lopecs poxio-peThaci] 21:dHSA
[Lopecs poxio-peThAct] 22:dHSA

e =
SEBowo~vwoor~wNe

Analiza podobienstwa wybranych ukladow liposomalnych umozliwia wskazanie grup
podobnych formulacji w wielowymiarowej przestrzeni parametréow eksperymentalnych
(UV/Vis). Jako parametry wejsciowe do analizy PCA i hierarchicznej analizy skupien (HCA)
uzyte zostaty profile uwalniania leku (dane 0 absorbancji) w temperaturach 37 i 41°C dla pH
7,4 formulacji liposomalnych zawierajagcych 9-PBThACI oraz DOX z HSA oraz dHSA.
Ocena podobienstwa profilu uwalniania danego leku zostata przeprowadzona na podstawie 37
pomiarow absorbancji zebranych w macierz X;,.37, gdzie wiersze reprezentuja 12 uktadow
liposomalnych (1: [Loppcipox], 2: [Lopecio-peThacil, 3: [Lopecio-peThacipoxlis, 4: [Lorecre-
peThaciiboxli2, 50 [Loppcibox]:HSA, 6: [Lopecipox]:dHSA, 7: [Lppecio-pethaci]:HSA, 8:
[Lorpcio-peThac:dHSA, 9: [Lorecio-peThacipox]ai:HSA, 10: [Loppcse-peThacipox]ia:HSA, 11:
[Loprcre-peThacipox]ai:dHSA, 12: [Lppecre-pethacipox]ia:dHSA, gdzie A1=233 nm i A2=488
nm) oraz kolumnami reprezentujacymi parametry numeryczne wyznaczonej empirycznie
absorbancji. Rzutowanie formulacji wykonano na ptaszczyzny zdefiniowane przez pierwsze

dwa czynniki gtowne (PC1 vs. PC2), gdyz odpowiadaja one za 99,9% catkowitej wariancji
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danych. Kolorami oznaczono lipofilowo$¢ eksperymentalng wyznaczong technikg TLC dla
czasteczek 9-PBThACI i DOX (Rysunek 61).
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Rysunek 61. Rzut uktadow liposomalnych 1-12 na ptaszczyzng¢ zdefiniowang PC1 and PC2.
Kolory koduja empiryczna lipofilowo$¢ TLC 9-PBThACI i DOX wyrazone w skali logarytmicznej

(logPic), gdzie 1: [Loprcipox]: 21 [Lopecrs-perhacils 3: [Lorrcio-perhacipox]ias 41 [Lopecre-pethacibox]iz, 5:
[Lorrcioox]:HSA, 6: [Loppcipox]:dHSA, 7: [Lopecio-pthaci]:HSA, 8: [Loppcio-parhaci:dHSA, 9: [Lopecyo-
peThacpox]r1:HSA, 10: [Lopecig-pethacibox]iz:HSA, 11: [Lopecis-perhacipox]ii:dHSA, 12: [Lppecys-
paThactpoxiz:dHSA [105].

Graficzma analiza rzutowanych formulacji 1-12 wskazuje na wyrazne tendencje do
grupowania si¢ danych wzgledem pierwszego czynnika glownego PC1. Liposomy
zawierajace DOX tworzg pierwszg grupe charakteryzowang ujemnymi wartosciami PCl1
(PC1<0), podczas gdy liposomy z 9-PBThACI sa skupione przy dodatnich wartosciach PC1
(PC1>0). Podobne sa uktady podwojnych lekéw 9-PBThACI i DOX (tzw. Combo)
umieszczone sg po ujemnej stronie osi PC2 (PC2<0), gdzie kompleksy liposom-lek-albumina
ulegaja klasteryzacji wzdhuz drugiego czynnika glownego (PC2). Liposomy zawierajace

pojedyncza czasteczke leku (9-PBThACI lub DOX) grupuje si¢ po dodatniej stronie PC2.

W celu doktadniejszej analizy podobienstwa obliczone zostaty odlegtosci euklidesowe
(d) dla wspétrzegdnych PC1 i PC2 wszystkich 12 preparatow liposomalnych. Macierz

odlegtosci przedstawiona zostata w postaci kolorowej trojkatnej mapy, gdzie uktad koduje

108



warto$ci odlegtosci d (Rysunek 62). Kompleksy liposomalne 5, 6, 11 i 12 (systemy oparte na
DOX) charakteryzowane sa skrajnymi wartosciami wspotrzednych PC1 i PC2 (znajdujac si¢
na krawedziach ptaszczyzny PC1 vs. PC2).

Odleglos¢ euklidesowa

Rysunek 62. Macierz odlegtosci euklidesowych obliczonych dla uktadow liposomalnych 1—

12, gdzie 1: [Loprcipox], 2: [Loeecre-pethact]s 3: [Lopecre-pethacipox]i, 4: [Lopecie-peThacipox]iz, 5:
[Loprcipox]:HSA, 6: [Loprcipox]:dHSA, 7: [Lopecre-rethac] :HSA, 8: [Lopecre-pehaci]:dHSA, 9: [Lopecrs-

paThaciipox]a-HSA, 10: [Lpppcse-pethacibox]iz:HSA, 11: [Lopecie-pethacipox]a:dHSA, 12: [Lopecys-
peThacpox]r2:dHSA [105].

4.16. Metoda klasteryzacji hierarchicznej (HCA)
Klastrowanie hierarchiczne jest procedura, ktorej gtownym celem jest grupowanie

danych. Efekt analizy przedstawiany jest w postaci dendrogramu. Po zebraniu danych
wybiera si¢ odpowiedni sposéb obliczenia odlegtosci miedzy obiektami (czasteczkami)
w przestrzeni wielowymiarowej, np. odlegtos¢ euklidesowa oraz metody analizy skupien np.
metode Warda. Uzycie metody klasteryzacji hierarchicznej umozliwia przesledzenie
podobienstw/réznic migdzy obiektami w przestrzeni mierzonych parametrow. Metoda HCA
tworzy wzor grupowania hierarchicznego obiektow przedstawiajacy graficznie jako
dendrogram 2D, gdzie o$ OX przedstawia szereg obiektow lub parametrow, a 0§ OY pokazuje
podobienstwo/réznice migdzy nimi [117]. Wygenerowany dendogram potwierdza
obserwowang wczesniej w PCA tendencje do grupowania badanych kompleksow

liposomalnych. Zasadniczo liposomy zawierajagce DOX tworzg oddzielny klaster oznaczony
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jako B, ktory rozni si¢ od zbioru A z potencjalnym lekiem 9-PBThACI.
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Rysunek 63. Dendogram koniugatéow liposomalnych 1-12. A,B — nazwy klastrow i 1:

[Lopecipox], 2: [Loeecre-rethacils 3: [Lorecie-pethacibox]as, 4: [Loprcie-pethacibox]rzs 5: [Lopecipox]:HSA,

6: [Lorecipox]:dHSA, 7: [Lopecie-pethacil:HSA, 8: [Lopecio-pethact]:dHSA, 9: [Lopecss-peThacipox]ii:HSA,
10: [Loprcre-peThacipoxlie:HSA, 11: [Loppcie-pethacipox]a:dHSA, 12: [ opecio-peThacipox]i:dHSA [105].

4.17. Jednoczynnikowa analiza wariancji - ANOVA
Analiza wariancji ANOVA jest jedng z najczgéciej stosowanych w badaniach

medycznych metod statystycznych. Koncentruje si¢ ona na analizie réznic wariancji miedzy
dwiema lub wigcej grupami danych. W jednoczynnikowej wersji ANOVA (one-way) zaktada
si¢ hipoteze zerowa (Ho), iz wszystkie k s$rednich populacji (u) sa sobie réwne.
W przeciwienstwie, hipoteza alternatywna Hj; przyjmuje iz co najmniej jedna z k $rednich
populacji nie jest rowna. Jesli wariancje pomiedzy grupami sa wyraznie wieksze od wariancji
wewnatrz poszczegdlnych grup danych, to hipoteza Ho nie jest prawdziwa i moze by¢
odrzucona na zalozonym poziomie istotnosci p (zwykle p=0,05) [118]. W praktyce
statystyczng rownos¢ srednich dla danych grup weryfikuje si¢ poprzez poréwnanie obliczone;j
warto$ci statystyki F z tabelarycznymi warto$ciami krytycznymi rozkladu Fprar) dla
odpowiednich stopni swobody (df) i wartosci p.

W celu zbadania, czy istnieje statystycznie istotny wpltyw temperatury T i pH

srodowiska na stopien uwalniania enkapsulowanego leku (Doksorubicyna) i potencjalnego
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leku (9-PBThACI), zastosowano klasyczng jednokierunkowsg analiz¢ wariancji (ANOVA) na
widmach absorpcji uktadow liposomalnych 1-12. W hipotezie zerowej Ho przyjeto, ze nie ma
statystycznej réznicy migdzy $rednimi absorbancji dla 1-12 kompleksow liposomalnych przy
réznych wartosciach pH $rodowiska (5,50; 6,00; 6,50; 7,40) w stalej temperaturze 37 °C.
Obliczone wartosci F dla wszystkich analizowanych uktadow liposomalnych byty wigksze
w odniesieniu do krytycznej warto$ci statystyki F (Fo os(3,144) =3,144) na zatozonym poziomie
istotnosci p=0,05 wskazujac, iz mozna odrzuci¢ hipoteze zerowa i jednocze$nie przyjac
hipoteze alternatywng Hj — istnieje wiec istotny wptyw pH srodowiska na analizowane uktady
liposomalne. Nastgpnie przeanalizowano zalezno$ci absorbancji zmierzonej dla wszystkich 1-
12 kompleksoéw liposomalnych przy stalym pH=7,4 §rodowiska, ale zmiennych wartosciach
temperatur 37°C i 41°C. Rowniez w tym przypadku prawie wszystkie obliczone warto$ci
statystyki F byly wicksze od wartosci krytycznej statystyki F (Foos5(1,72=3,97), wskazujac na
istostne statystyczne znaczenie temperatury w procesie uwalniania leku z liposomow. Jedynie
w jednym przypadku Fopiiczone<Firytyczne, prawdopodobnie z powodu btedu systematycznego

zwigzanego z procesem kalibracji spektrometru.
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5. PODSUMOWANIE | WNIOSKI
W ramach niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono szereg badan, ktore pozwolity na

wyselekcjonowanie najlepszego nosnika do sporzadzania formulacji terapeutycznej
chemioterapeutyku przydatnego w onkologii. W pierwszym etapie badan wykonano syntezy
1 analizy potencjalnych no$nikow. Nastgpnie dokonano selekcji i do dalszych eksperymentéw
zostalty wybrane liposomy. Do stworzenia formulacji [no$nik:lek] wykorzystano dwa leki
zatwierdzone przez FDA (Doksorubicyna i Binimetynib) oraz zsyntezowany nowy zwigzek
chemiczny o potwierdzonym silnym dziataniu przeciwnowotworowym i potencjalnej
mozliwosci zastosowania jako lek przeciwnowotworowy (Chlorek 9-(N-piperazynylo)-5-
metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny). Aby doktadnie przeanalizowaé skutecznosé¢
terapeutyczng przysziej formulacji przytaczono biatka HSA i dHSA w celu sprawdzenia ich

wptywu na profil uwalniania leku.

e Przygotowano 18 nowych uktadow formulacji liposomalnych, ktore stanowia
innowacyjne rozwigzanie w terapii celowanej. Kazdy z ukladow zostal zbadany
kolejno w temperaturach 37°C (przyblizona temperatura ciata) i 41°C (temperatura
przejscia fazowego DPPC) oraz w czterech srodowiskach o wartosciach pH (5,50,

6,00, 6,50, 7,40).
e Otrzymane uktady:

I—DPPC/Binimetynib
I—DPPC/Doksorubicyna
Loprcio-pBThACI
I—DPPC/Binimetynib/Doksorubicyna
L bppc/Binimetynib/a-PBThACI

L bPpc/Doksorubicyna/9-PBThACI
[Loppc/Binimetynin]:HSA
[Loppc/Binimetynin]:dHSA
[Loppc/poksorubicynal :HSA
[Loprc/poksorubicynal :dHSA
[Loppcre-peThAc]:HSA
[Lorrcra-peThAci] :dHSA

[LDPPC/Binimetynib/Doksorubicyna] ‘HSA
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14.  [Loppc/ginimetynib/Doksorubicyna] :dHSA
15.  [Loppcinimetynibio-peThAci]:HSA

16.  [Loppc/Binimetynibo-peThAcl]:dHSA
17.  [Loppcipoksorubicynaro-pThACH: HSA

18.  [Loppcipoksorubicynass-peThAcl]:dHSA

W celu poréwnania wynikéw eksperymentalnych z warto$ciami teoretycznymi
zastosowano sze$¢ modeli matematycznych do okre§lenia uwalniania zwiazkow
chemicznych o witasciwosciach leczniczych z liposoméw w okreslonych warunkach

temperatury i odczynu.

Zastosowane modele matematyczne:
1. First-order

2. Bhaskas

3. Higuchi

4. Ritger-Peppas

5. Korsmeyer-Peppas

6. Rozwiniecie modelu Freundlich’a

Zmodyfikowana metodologia odparowywania w odwroconej fazie (mREV) zostata
zastosowana do zaprojektowania i eksperymentalnego przygotowania zestawu
systemow dostarczania lekow opartych na liposomach. Co wigcej, do przyblizenia
danych empirycznych zastosowano nastepujace modele: pierwszego rzedu, Bhaskasa,
Higuchiego, Ritgera-Peppasa, Korsmeyera-Peppasa oraz rozszerzenie klasycznego
modelu Freundlicha. W rzeczywistosci modele pierwszego rzgdu i Bhaskasa, ktore sa
oparte na rozkladzie prawdopodobienstwa Weibulla, zapewnily zadowalajaca
zgodno$¢ z danymi eksperymentalnymi dla komplekséw liposomalnych
buforowanych przy wartosciach pH odpowiednio 5,50, 6,00 i 7,40. Wykazano
réwniez, ze modele Ritgera-Peppasa, Korsmeyera-Peppasa i rozszerzenie klasycznego
modelu Freundlicha charakteryzowaly si¢ najwyzszym wspoétczynnikiem Rzadj dla
uktadu liposom/lek przy pH = 6,50. Z drugiej strony, model Higuchi wykazat
najnizsza zgodno$¢ z danymi empirycznymi, z warto$ciami Rzadj w zakresie od

0,17448 do 0,97732 - odnotowano rowniez catkowity brak zgodnosci.
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Wykonano obliczenia wartosci lipofilowosci wykorzystujac odpowiednie programy
komputerowe, a nastepnie poréwnano wartosci lipofilowosci z danymi empirycznymi
w celu okreslenia korelacji uzyskanych wynikow. Najlepsze wyniki uzyskano przy
pomocy programéw SybylX oraz Osiris. Wynika z tego, ze ich algorytmy
obliczeniowe sg najblizsze danym eksperymentalnym w stosunku do badanych

molekut.

Wybor wartosci logarytmu dziesigtnego w zakresie pH ( 5,50 — 7,40) dla badanych

formulacji no$nik-lek byt podyktowany kilkoma czynnikami, a mianowicie:

pH w guzach nowotworowych moze by¢ obnizone do poziomu w zakresie 5,50-7,00.
Najczescie] w obrebie nowotwordw obserwowana jest podwyzszona temperatura
spowodowana lokalnym stanem zapalnym co moze powodowaé obnizenie pH

srodowiska guza.

pH krwi w organizmie wynosi ok. 7,40. Jest to warto$¢, ktdra zapewnia stabilnosc¢

lekéw, co ulatwia systemowe leczenie, szczegdlnie w terapii przeciwnowotworowe;.
Interakcja leku z nosnikiem moze zmienia¢ si¢ w zaleznosci od pH otoczenia.

Biodostepnos¢, rozpuszczalno$¢ i stabilno$¢ leku moze byé uwarunkowana pH

srodowiska.

Przedstawione wyniki empiryczne i wyniki analiz statystycznych potwierdzilty, ze
zastosowanie zmodyfikowanej metody mREV do przygotowania stabilnych
liposomowych systeméw uwalniania lekéw z perspektywa zastosowania ich w terapii
jest odpowiednio wybrang strategia. Dzigki niej mozliwe bylo zbadanie wpltywu

temperatury i pH na proces uwalniania badanych czasteczek z liposomow.

W ramach badan przeprowadzono analize¢ interakcji wytworzonych liposomow
z albuming surowicy ludzkiej. W celu oceny wiasciwosci fizykochemicznych struktur
liposomalnych  oceniono  stabilno§¢ preparatu oraz stopien uwalniania
enkapsulowanych lekow. Szczegdétowo zbadano wpltyw dwoch temperatur 37°C
i 41°C oraz czterech wartosci pH: 5,50; 6,00; 6,50 i 7,40. Okazalo si¢, ze pH otoczenia
moze wyraznie modyfikowaé profil termiczny komplekséw lekow zamknigtych
w liposomach z bialkami HSA i dHSA, co przektada si¢ na kinetyke procesu

uwalniania zwigzku zamknietego w liposomach.
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Wykazano, ze istniejace w blonie wigzania wodorowe moga ulega¢ rozerwaniu wraz
ze wzrostem temperatury, co skutkuje zwigkszeniem ptynnosci dwuwarstwy
fosfolipidowej. Wydaje si¢, ze obserwowany wplyw pH otoczenia na btone
liposomalng moze wynika¢ z protonowania grup fosforanowych w S$rodowisku
kwasnym i tworzenia wigzan wodorowych z czasteczkami DPPC. Usredniona warto$¢
absorbancji, obliczona jako rd6znica absorbancji pomiedzy uktadami Lpppcje-
peThacDOX-LDPPcio-PBThACH T LDPPC/9-PEThACIDOX-LDPPC/DOX, POZWOlita nam wskazac
warto§¢ pH S$rodowiska (pH = 6,8), przy ktorej profile wihasciwosci
fizykochemicznych kompleksow liposomalnych ulegaty zauwazalnym zmianom.
Podczas zamknigcia w liposomach zaobserwowano pewnag konkurencje miedzy
badanymi czasteczkami, poniewaz stosunkowo wysokie wartosci wydajnosci
enkapsulacji (EE%) zaobserwowano tylko dla kompleksow liposomalnych
zawierajacych jedng uwieziong czasteczke leku. Na przyklad, kompleks Lpppcyo-
peThACDOX Przy pH 7,40 charakteryzuje si¢ o potowg¢ mniejszag enkapsulacja

w por(')wnaniu do system(')w LDppC/g.pBThAc| | I—DPPC/DOX-

W celu oceny wilasciwosci fizykochemicznych struktury  liposomalnej Lpppcyo-
peThACIDOX Okreslono stabilno$¢ preparatu oraz stopien uwalniania enkapsulowanych
lekow. Albumina uzyta w badaniach zapewnita wglad w warunki fizjologiczne
1 procesy, ktorym moga ulega¢ liposomy. Zgodnie z danymi literaturowymi,
czasteczki albuminy cze$ciowo penetrujag dwuwarstwe fosfolipidowa, stymulujac
proces uwalniania badanych zwigzkéw. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, ze
zardbwno czasteczki 9-PBThACI, jak 1 DOX wigza si¢ z albuming po uwolnieniu

z liposomow.

W ponizszej tabeli przedstawiono wyniki profili uwalniania lekow w temperaturze
37°C i 41°C. Uzyskane dane wskazuja na istnienie optymalnego zakresu pH
odgrywajacego kluczowag role w procesie uwalniania leku, a najkorzystniejsze

warunki dla uwalniania lekow zaobserwowano przy pH=6,50 w obu temperaturach.

Uklad liposomalny 37°C 41°C
Loppcro-peThACI pH=6,5 pH=55
Lorrc/pox pH=6,5 pH=55
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[Loppcre-peThAC]:HSA
[Loppcibox]:HSA
[Loppcre-peThACI]:dHSA

[Loppcipox]:dHSA

LDPPC/Q-PBThACI/DOX dla 9-PBThACI

LDPPC/Q-PBThACI/DOX dla DOX
[Lopecre-peThacioox]:HSA dias-pethaci
[Loppcre-peThacipox]:HSA gia box
[Lopecro-perhacipox]:dHSA g s-pemhaci
[Lorpcre-peThacibox]:dHSA g pox
I—DPPC/9-PBThACI/Binimetynib dla 9-PBThACI
I—DPPC/Q-PBThACI/Binimetynib dla Binimetynibu
[Lorrcra-peThACHBinimetynib] :HSA diao.pamhAC
[Loprcra-peThACHBinimetynib] :HSA dia sinimetyniou
[Loprcra-peThActBinimetynib] :dHSA g g-pethaci
[Loprcra-peThACHBinimetynib] :dHSA gia sinimetynibu
[LDPPC/DOX/Binimetynib] dla DOX
[LDPPC/DOX/Binimetynib] dla Binimetynibu
[I—DPPC/DOX/Binimetynib] "HSA 42 box
[LDPPC/DOX/Binimetynib] . HSA dla Binimetynibu
[I—DPPC/DOX/Binimetynib] :dHSA 412 pox

[LDPPC/DOX/Binimetynib] :d H SA dla Binimetynibu
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pH=6,0
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,5
pH=5,5
pH=5,5
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,0
pH=6,0
pH=6,5
pH=6,0
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,5
pH=6,5

pH =55
pH =55
pH =6,0
pH =6,0
pH =55
pH =55
pH=5,5
pH =55
pH =6,5
pH =6,5
pH=6,5
pH=6,5
pH =6,5
pH =6,5
pH =6,0
pH =6,0
pH =6,5
pH =6,0
pH =6,5
pH =6,5
pH =6,5
pH =6,5



Z przeprowadzonych badan wynika, ze w zakresie fizjologicznym temperatury
organizmu pacjenta najlepsze uwalnianie leku przebiega w lekko kwasnym

srodowisku.

W celu zbadania, czy istnieje statystycznie istotny wplyw temperatury T i pH
srodowiska na stopien uwalniania enkapsulowanego leku (Doksorubicyna)
I potencjalnego leku (9-PBThACI), zastosowano klasyczng jednokierunkowsg analize
wariancji (ANOVA) na widmach absorpcji uktadow liposomalnych 1-12. W hipotezie
zerowej Ho przyjeto, Ze nie ma statystycznej roznicy miedzy srednimi absorbancji dla
1-12 komplekséw liposomalnych przy roznych warto$ciach pH S$rodowiska (5,50;
6,00; 6,50; 7,40) w stalej temperaturze 37 °C. Obliczone wartosci F dla wszystkich
analizowanych ukladéw liposomalnych byly wigksze w odniesieniu do krytycznej
warto$ci statystyki F (Foos5@3,144) =3,144) na zalozonym poziomie istotnosci p=0,05
wskazujac, iz mozna odrzuci¢ hipotez¢ zerowa i jednocze$nie przyja¢ hipoteze
alternatywna Hj — istnieje wigc istotny wptyw pH $rodowiska na analizowane uktady
liposomalne. Nastgpnie przeanalizowano zalezno$ci absorbancji zmierzonej dla
wszystkich 1-12 kompleksow liposomalnych przy staltym pH=7,4 Srodowiska, ale
zmiennych wartos$ciach temperatur 37°C 1 41°C. Rowniez w tym przypadku prawie
wszystkie obliczone wartosci statystyki F byly wigksze od wartosci krytycznej
statystyki F (Fo,05(1,72=3,97), wskazujac na istostne statystyczne znaczenie temperatury
W procesie uwalniania leku z liposoméw. Jedynie w jednym przypadku
Fobliczone<Fkrytyczne, prawdopodobnie z powodu bledu systematycznego zwigzanego
z procesem kalibracji spektrometru.

Profile uwalniania leku sa funkcjonalnie zalezne od procesow dyfuzji, degradacji
nosnika, pgcznienia materiatu i parametrow §rodowiskowych, np. zmian temperatury

i pH.

Z uwagi na to, ze pH mikrosrodowiska nowotworowego, w tym czerniaka moze
wynosi¢ od 6,00 do 6,9, otrzymane wyniki dajac potwierdzajace najlepsze uwalnianie
leku przy pH 6,50 budza nadzieje i szans¢ na zastosowanie wybranego nosnika
w terapii celowanej, ktéra utatwi leczenie szczegdlnie w przypadku stosowania lekow
hydrofobowych, ktorych transport ze wzgledu na wlasciwosci fizykochemiczne jest
utrudniony. Przewidywanie in silico charakterystyki dostarczania leku wspomaganego
liposomami moze znacznie obnizy¢ koszty badan podstawowych zwigzanych

z poszukiwaniem nowych lekéw 1 skréci¢ czas tworzenia innowacyjnych no$nikow
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leku. Wprowadzenie lipospmalnych formulacji lekow trudno rozpuszczalnych
o dobrych wilasciwosciach terapeutycznych moze przynies¢ korzysci dla pacjentéw
leczonych onkologicznie w aspekcie zdrowotnym, spolecznym i ekonomicznym
w skali globalnej. W nowoczesnej onkologii wprowadzenie leku do miejsca
zmienionego chorobowo przy wykorzystaniu inteligentnych no$nikow daje szerokie
mozliwos$ci na stosowanie terapii skojarzonych i stosowanie mniejszych ilosci lekow

w porownaniu z klasyczng chemioterapig.
Omoéwione wyniki badan zostaty opublikowane w nastepujacych pracach:

1. Kozik, V.; Pentak, D.; Pazdzior, M.; Zigba, A.; Bak, A. From design to study
of liposome-driven drug release part 1: Impact of temperature and pH on environment.
Int J Mol Sci. 2023, 24, 11686.

2. Pentak, D.; Kozik, V.; Zieba, A.; Pazdzior-Heiske, M.; Szymczyk, A,
Jampilek, J.; Bagk, A. Preparing a liposome-aided drug delivery system: The
entrapment and release profiles of Doxorubicin and 9-(N-Piperazinyl)-5-methyl-
12(H)-quino[3,4-b][1,4]benzothiazinium Chloride with Human serum albumin.
Pharmaceutics. 2025, 17, 202.

I zalaczone do niniejszego manuskryptu.
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Wykaz stosowanych odczynnikow
- 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC, >99%) [Sigma-Aldrich, Niemcy]

- Dichlorometan [Sigma-Aldrich, Niemcy]

- Chloroform [Sigma-Aldrich, Niemcy]

- Wodorofosforan dipotasu (>98%) [Sigma-Aldrich, Niemcy]

- Diwodorofosforan sodu, monohydrat (>98%) [Sigma-Aldrich, Niemcy]

- Chlorowodorek doksorubicyny (98.0-102.0% (HPLC)) [Sigma-Aldrich, Niemcy]

- Binimetynib (>98% (HPLC)) [Sigma-Aldrich, Niemcy]

- Albumina surowicy ludzkiej, liofilizowana, nasycona kwasami ttuszczowymi (HSA) frakcja
V, [EMD Millipore, Niemcy]

- Albumina surowicy ludzkiej, liofilizowana, pozbawiona kwasow (dHSA) (>99%) [Sigma-
Aldrich, Niemcy]

- Chlorek 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-b][1,4]benzotiazyny) zsyntezowany
w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej, w Slaskim Uniwersytecie Medycznym
w Katowicach

- Chitozan [Chemat]

- Kwas octowy [Chempur]

- Wodorotlenek sodu [Chempur]

- Kwas metakrylowy [Merck]

- Perhydrol 30% [Sigma Aldrich]

- Glikol polietylenowy [Sigma Aldrich]

- Zelatyna [Kol-Pol]

- Zel krzemionkowy [Merck]

- Chlorek tionylu [Thermo Fisher Scientific]

- Glicyna, DL-metionina, L-izoleucyna, L-leucyna, DL-cysteina [Sigma Aldrich]

- DL-seryna [Fluka]

- Kwas iminodioctowy [Thermo Fisher Scientific]

- Eter dietylowy [Chempur]

- Tetrahydrofuran [Chempur]

- Etanol [Chempur]

- Metanol [Chempur]

- Chlorek wapnia bezw. [Chempur]

- Dimetyloforamid [Chempur]

- Kwas solny [Chempur]
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- Dimetylosulfotlenek (DMSO) [Sigma Aldrich]

- Tlenek grafenu [Sigma Aldrich]

- Haloizyt [probka otrzymana z Politechniki Slaskiej w Gliwicach]

- Alamar Blue [Thermo Fisher Scientific]

- RPMI [Sigma Aldrich]

- Komorki mysiego czerniaka B16-F10 [ATCC]

- Komorki ludzkiego czerniaka: WM793B, WM35, 1205 Lu [ATCC]
- WP 760 zsyntezowany przez prof. Waldemara Priebego w Centrum MD Andersona
w Huston w Teksasie

- ED FBS [Gibco]

- PBS [Thermo Fisher Scientific]

- Blekit Nilu [Warchem]

Wykaz aparatury pomiarowej oraz uzytego oprogramowania
- Myjka ultradzwigkowa Sonic 3; Polsonic

- Aparat do pomiaru temperatury topnienia Stuart SMP10

- Mieszadlo magnetyczne IKA RV 10- Reaktor mikrofalowy Botti Electronic

- Wyparka Heidolph Laborota 4000 efficient

- Waga RADWAG WXD 200/2000

- Czasza grzejna z mieszadtem CHEMLAND SXKW-982B

- NanoSight NS300 (NanoSight, Malvern, Wielka Brytania) z kamerg CMOS (Hamamatsu
Photonics, Hamamatsu, Japan) i laserem o dlugosci fali 488 nm

- Spektrometr UV-Vis Lambda Bio 40 (Per-kin Elmer, Walthman, MA, USA), wyposazony
w automatyczny regulator temperatury PTP-1 (Perkin Elmer, Walthman, MA, USA)

- Zetasizer Nano-ZS90 instrument (Malvern Instruments)

- Zetasizer Advance Malvern Panalytical

- Spektrometr FT-IR, SpectrumOne, Perkin Elmer

- Analizator DSC TA Instrument (zakres -90 do 600°C)

- Termograwimetr TG, TA Instrument

- Program Mestrenova

- Program Chemsketch

- Program Biorender (https://biorender,com)

- Program CoreDRAW?2020 (64-bit)

- oprogramowanie NTA 3.2 Dev Build 3.2.16
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- oprogramowania UV WinLab Perkin Elmer.

- Program OriginPro 8.5.0 SR1 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

- Programy do obliczania lipofilowosci clogP: AlogPS, OSIRIS, HyperChem, Sybyl X,
MarvinSketch i Kowwin

- MATLAB R2016a (MathWorks, Natick, MA, USA)
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Rysunek 26. Przyktadowe widma IR dla hydrozeli po liofilizacji (Chitozan, Chitozan — zel
krzemionkowy, Chitozan — zelatyna).

Rysunek 27. Synteza chlorku 9-(N-piperazynylo)-5-metylo-12(H)-chino[3,4-
b][1,4]benzotiazyny) [103].

Rysunek 28. Rozktad wielkosci czgstek formulacji liposomalne;.

Rysunek 29. Rozktad wielkosci w liposomach Lpppc/pox, Loppcro-peThAC

I Lpeecro-peThacipox  (1.). Rozklad wielkosci w  liposomach Lpppc/ginimetynib, Loppcrs-

PBThACIBinimetynib I LDPPC/DOX/Binimetynib (2.)-
Rysunek 30. Profil uwalniania leku i substancji lekowej (R%) 9-PBThACI, DOX

z DPPC/lek/lek i DPPC/kompleksy lekowe dla roznych wartosci pH: (A1-2: pH=5,50), (B1-2:
pH=6,00), (C1-2: pH=6,50), (D1-2 pH=7,40).

Rysunek 31. Wplyw 5-tygodniowej inkubacji kompleksow liposomalnych: Lpppcyo-
peThACIDOX; LDPPC/9-PBTRACI Na absorbancje A (Auma9-PBThACI = 488nm); (A: pH=5,50) (B:
pH=6,00), (C: pH=6,50), (D: pH=7,40).

Rysunek 32. Wplyw 5-tygodniowej inkubacji kompleksow liposomalnych: Lpppcyo-
peThACIDOX; LDPPc/Dox Na absorbancje A (Aymax DOX = 233nm); (A: pH=5,50), (B: pH=6,00),
(C: pH=6,50), (D: pH=7,40).

Rysunek 33. Wptyw otaczajacego pH na $rednig wartos¢ absorbancji; (A: Lpppc/e-pBThACIDOX -
Loppcie-peThacl, AmMax=488nm), (B: Lpppce-peThAcipox - Loppc/pox, Armax=233nm).

Rysunek 34. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposom6éw Lpppcjo-pethaci 0raz
Loprc/ipox Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych
(Al -pH5.50, 9-PBThACI, A2 - pH 5.50, DOX), (B1 — pH 6.00, 9-PBThACI, B2 - pH 6.00,
DOX), (C1 - pH 6.50, 9-PBThACI, C2 - pH 6.50, DOX), (D1 — pH 7.40, 9-PBThACI, D2 -
pH 7.40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 35. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposoméw Lpppcjo-pethaci Oraz
Loppc/ipox Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych

(AL — pH 5.50, 9-PBThACI, A2 - pH 5.50, DOX), (B1 — pH 6.00, 9-PBThACI, B2 - pH 6.00,
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DOX), (C1 - pH 6.50, 9-PBThACI, C2 - pH 6.50, DOX), (D1 — pH 7.40, 9-PBThACI, D2 -
pH 7.40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 36. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposoméw [Lpppcro-pethacl]:HSA
oraz [Lpppcioox]:HSA Czerwone linie odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5.50, 9-PBThACI, A2 - pH 5.50, DOX), (B1 — pH 6.00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6.00, DOX), (C1 — pH 6.50, 9-PBThACI, C2 - pH 6.50, DOX), (D1 — pH
7.40, 9-PBThACI, D2 - pH 7.40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 37. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppcro-pethac]:HSA
oraz [Lpppcipox]:HSA Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5.50, 9-PBThACI, A2 - pH 5.50, DOX), (B1 — pH 6.00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6.00, DOX), (C1 — pH 6.50, 9-PBThACI, C2 - pH 6.50, DOX), (D1 — pH
7.40, 9-PBThACI, D2 - pH 7.40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 38. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposoméw [Lpppcre-pethaci]:dHSA
oraz [Lpppcipox]:dHSA Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 - pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH
7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 39. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppcse-peThaci]:dHSA
oraz [Lpppcipox]:dHSA Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 - pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH
7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 40. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow Lpppc/s-peThACIDOX
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH
5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX),
(C1 - pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40,
DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 41. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow Lpppc/s-peThACIDOX
Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH
5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX),
(C1 - pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40,
DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 42. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppcre-pethaciipox]:HSA

Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH

133



5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX),
(C1 - pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40,
DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 43. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppc/e-peThacypox]:HSA
Czerwone linie odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH
5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX),
(C1 - pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40,
DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 44. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppcro-
peThacipox]:dHSA Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 - pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH
7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 45. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i DOX 2z liposoméw [Lpppco-
peThACDOX]:dHSA. Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, DOX), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, DOX), (C1 - pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50, DOX), (D1 — pH
7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, DOX). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 46. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposoméw Lpppcyo-
pBThACIBinimetynib. Czerwone linie  odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50,
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 37°C.

Rysunek 47. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i1 Binimetynibu z liposoméw Lpppcyo-
PBThACIBinimetynib- Czerwone linie  odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50,
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 41°C.

Rysunek 48. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposoméw [Lpppcyo-
pBThACIBinimetynib]: HSA Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50,
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Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 37°C.

Rysunek 49. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposoméw [Lpppcyo-
pBThACIBinimetynib]: HSA. Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50,
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 41°C.

Rysunek 50. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposomow [Lpppcyo-
pBThACHBinimetynib]: dHSA Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50,
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 37°C.

Rysunek 51. Kinetyka uwalniania 9-PBThACI i Binimetynibu z liposoméw [Lpppcyo-
pBThACIBinimetynib]: dHSA Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli
matematycznych (Al — pH 5,50, 9-PBThACI, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, 9-
PBThACI, B2 - pH 6,00, Binimetynib), (C1 — pH 6,50, 9-PBThACI, C2 - pH 6,50,
Binimetynib), (D1 — pH 7,40, 9-PBThACI, D2 - pH 7,40, Binimetynib). Temperatura
pomiaru: 41°C.

Rysunek 52. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposomow Lpppc/ipox/ginimetynib.
Czerwone linie odpowiadajag dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH
5,50, DOX, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00, Binimetynib),
(C1 - pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 - pH 7,40,
Binimetynib). Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 53. Kinetyka uwalniania DOXi Binimetynibu z liposomow Lpppc/ipox/ginimetynib.
Czerwone linie odpowiadajg dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al — pH
5,50, DOX, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00, Binimetynib),
(C1 - pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 - pH 7,40,
Binimetynib). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 54. Kinetyka uwalniania DOX i binimetynibu z liposomow [Lpppc/poxibinimetynib):
HSA. Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (A1l
— pH 5,50, DOX, A2 - pH 5,50, binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00,
binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50, binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 -
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pH 7,40, binimetynib). Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 55. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposoméw [Lpppc/pox/Binimetynib):
HSA. Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al
— pH 5,50, DOX, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00,
Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 -
pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 56. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposomoéw [Lpppc/pox/Binimetynib]:
dHSA Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al
— pH 5,50, DOX, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00,
Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 -
pH 7,40, Binimetynib) Temperatura pomiaru: 37°C.

Rysunek 57. Kinetyka uwalniania DOX i Binimetynibu z liposoméw [Lpppc/pox/ginimetynib]:
dHSA. Czerwone linie odpowiadaja dopasowaniom najlepszych modeli matematycznych (Al
— pH 5,50, DOX, A2 - pH 5,50, Binimetynib), (B1 — pH 6,00, DOX, B2 - pH 6,00,
Binimetynib), (C1 — pH 6,50, DOX, C2 - pH 6,50, Binimetynib), (D1 — pH 7,40, DOX, D2 -
pH 7,40, Binimetynib). Temperatura pomiaru: 41°C.

Rysunek 58. Proces uwalniania leku/substancji lekowej z liposomu pod wptywem
temperatury 1 pH srodowiska.

Rysunek 59. Proces uwalniania leku/substancji lekowej z liposomu pod wplywem
temperatury i pH Srodowiska z albuming surowicy ludzkiej (HSA i dHSA).

Rysunek 60. Mikrofotografie przedstawiajace liposomy z lekiem i zwigzkiem lekowym (A-
Binimetynib-9-PBThACI, B- Doksorubicyna, C- Binimetynib, D- Doksorubicyna - 9-
PBThACI), pH 7,40.

Rysunek 61. Rzut uktadow liposomalnych 1-12 na ptaszczyzng zdefiniowang PC1 i PC2.
Kolory koduja empiryczng lipofilowos¢ TLC 9-PBThACI i DOX wyrazone w skali
logarytmicznej (logPr.c), gdzie 1: [Lopecipox], 2: [Lorecre-pethaci], 3: [Loepcie-peThAcipox]ia,
4: [Lopecie-peThacipox]iz: 5: [Loprcipox]:HSA, 6: [Loprcipox]:dHSA, 7: [Lopecie-peThaci]:HSA,
8: [Lopecro-peThaci]:dHSA, 9: [Lpppcss-peThacipox]ri:HSA, 10: [Lpppcre-peThacipox]i:HSA, 11
[Loprcre-peThacipox]ri:dHSA, 12: [Lopecio-peThacipox]iz:dHSA [105].

Rysunek 62. Macierz odlegtosci euklidesowych obliczonych dla uktadow liposomalnych 1—
12, gdzie 1: [Loprcupbox], 2: [Lopecie-pethaci], 3: [Loeecre-pethacibox]it, 4 [Loeecrs-
peThaciipoxli2, 5. [Loppcibox]:HSA, 6: [Lopecipox]:dHSA, 7: [Lopecio-pethaci]:HSA, 8:

[Loppcro-pemhaci]:dHSA, 9: [Loprcie-pethacipox]ai:HSA, 10: [Lppecie-preThAcipox]iz:HSA, 11:
[Loppcre-peThacipox]ni :dHSA, 12: [Lppecie-peThacipox]iz:dHSA [105].
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Rysunek 63. Dendogram koniugatow liposomalnych 1-12. A,B — nazwy klastréw i 1:

[Loprcibox]s 2 [Loepcre-pethacil, 3: [Lopecie-ethacipox]ii, 4: [Loeecie-peThAciDOX]22, 5:
[Lorrcibox]:HSA, 6: [Loppciibox]:dHSA, 7: [Lopecio-pemhact] :HSA, 8: [Loppcie-peThaci]:dHSA,

9: [Loppcre-peThackpox]ai :HSA, 10: [Loppcre-peThacipox]iz:HSA, 11: [Loppco-
peThacpox]a :dHSA, 12: [Loppcre-pThAcipox]i2:dHSA 105.
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Tabela 15. Obciazenie lekiem (DL%) DOX i Binimetynib w liposomach Lpppc/pox/inimetynib
dla r6znych wartosci pH.
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Tabela 18. Wartosci lipofilowosci dla dwoch lekow oraz zwigzku chemicznego
wyznaczonych eksperymentalnie.

Tabela 19. Korelacja dla danych teoretycznych i empirycznych.

Tabela 20. Uktady liposomalne wybrane do analizy prawdopodobienstwa.

ANEKS

Tabela Al. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI1 i DOX z liposomow
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Tabela A8. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i binimetynibu

z liposomoOw [Lpppcje-peThAcbinimetynib]: HSA w roznych modelach matematycznych.

Tabela A9. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i binimetynibu

z liposomoOw [Lpppc/e-peThACHbinimetynib]: dHSA w r6znych modelach matematycznych.

Tabela A10. Parametry dopasowania profili uwalniania DOX i binimetynibu z liposomow
[Loppc/poxbinimetynib] W réznych modelach matematycznych.

Tabela All. Parametry dopasowania profili uwalniania DOX i binimetynibu z liposoméw

[Loprcipoxibinimetynib] :HSA W réznych modelach matematycznych.
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Tabela Al12. Parametry dopasowania profili uwalniania DOX i binimetynibu z liposomow
[Lorrcipoxbinimetynib]:dHSA w réznych modelach matematycznych.

Tabela A13. Parametry statystyczne ANOVA dla kompleksow liposomalnych 1-12
w roznych wartosciach pH s$rodowiska, gdzie pH;=5,50, pH,=6,00, pH3=6,50 i pH,;=7,40
w stalej temperaturze T=37°C. Krytyczna wartos¢ F na poziomie istotnosci 0,05 wynosi
Fo,05(3,144)=3,144.

Tabela A13. Parametry statystyczne ANOVA dla kompleksow liposomalnych 1-12
w réznych temperaturach T1=37°C 1 T,=41°C w statym pH=7,40. Krytyczna warto$¢ F na

poziomie istotnosci 0,05 wynosi Fo g5(1,72)=3,97.
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6. ANEKS

Tabela Al. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposoméw Lpppcjg-pethact 0raZ Lpppc/pox W r6znych modelach matematycznych.

Model matematyczny

Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas Ror?g;iltlallicw
Freundlich’a
SUM 0,09088 0,0219 0,9587 0,33891 0,23549 0,05297
o -11,13849 -1,22734x10°% -65,41258 -2,44834x10™ - -77,97979
L oppoigpetnac /PH=5,50/37C k 0,01555 0,02169 0,05504 0,17053 0,23011 77,84652
n - - - 0,31736 0,26063 0,00255
R’ 0,97786 0,99467 0,7664 0,91657 0,93089 0,98429
SUM 0,12422 0,05059 0,46801 0,04407 0,02695 0,00206
a -27,6722 -1,51398 -57,42713 0 - -0,94148
Losroipox/PH=5,50/37"C k 0,01143 0,01898 0,05565 0,19187 0,21627 0,99781
n - - - 0,2933 0,26932 0,11598
R’ 0,96538 0,9859 0,86957 0,98759 0,99085 0,99929
SUM 0,10973 0,01155 1,33529 0,47562 0,32461 0,19156
o -5,34527 -3,69721x10%° -205,5847 0 - -163,57409
L oproispammac/PH=5,50/41C 0,03076 0,04207 0,04644 0,30694 0,40895 163,77764
n - - - 0,21765 0,16138 8,78728x10™
R 0,96009 0,9958 0,51426 0,82516 0,83197 0,89981
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SUM 0,09639 0,05437 0,37577 0,04635 0,02555 0,00243
a -24,32798 -0,38238 -38,51108 0 - -0,58131
Loppeipox/PH=5,50/41°C k 0,0107 0,0168 0,05696 0,1523 0,17529 0,61146
n - - - 0,33384 0,30577 0,16552
R 0,97624 0,98658 0,90727 0,98844 0,99258 0,99929
SUM 0,09473 0,01966 1,12442 0,41014 0,29125 0,09162
a -10,09473 -6,94229x10* -94,26912 -1,99998x10°% - -96,39432
. k 0,01602 0,02207 0,05082 0,18594 0,25426 96,2965
Loppcispethact/PH=6,00/37°C
n - - - 0,29731 0,23924 0,00198
R 0,97565 0,99494 0,71091 0,89347 0,90794 0,97074
SUM 0,095 0,02112 0,68728 0,19002 0,13137 0,01478
a -15,21971 -1,6465x10% -46,70427 -3,63051x10™° - -22,95959
Lospeinox/PH=6,00/37°C 0,01377 0,02043 0,05785 0,16122 0,204 22,80856
n - : : 0,32871 0,28347 0,00866
R 0,97722 0,99484 0,83523 0,95397 0,96262 0,99575
SUM 0,00144 0,00247 0,00183 3,51479x10™ 6,90683x10™ 421127x10™*
a -19,19074 -7,87421 -71,43464 -5,06585 - 0,60709
Loppcio-pathaci /PH=6,00/41C k 0,0652 0,1546 0,09432 0,57966 0,66652 0,11439
n - - - 0,141 0,10691 0,32853
R 0,96739 0,94416 0,95856 0,99117 0,98438 0,98942
SUM 8,487 8,48704 bd 8,487 0,86251 0,2508
Loppcig-pathaci /PH=6,00/41C a -1,99753%10° -1,84977x10’ bd 380 - 46,68024
k 1,77902x10° 1,10053x10° bd 0,29853 198,77624 -43,48907
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n - - bd 0 -1,27662 0,01227
R%q -0,01163 -0,01163 bd -0,02353 0,89719 0,96675
SUM 0,07047 12,28795 0,03103 0,02537 0,0488 5,66182x10™
a 0,2892 85,89986 5 5 - -0,27324
Loprcinox /PH=6,00/41C k 0,00829 0,00317 0,05645 0,04143 0,0394 0,14178
n - : : 0,55872 0,5651 0,38109
R 0,98907 -1,36224 0,99519 0,996030 0,99242 0,99991
SUM 0,10934 0,09537 0,25318 0,00152 8,93076x10™ 6,669x10°
a -47,04944 -3,39715 -57,34546 0 - -0,06805
. 0,00624 0,00989 0,04559 0,1429 0,14684 0,18673
Lopecigpemhaci /PH=6,50/37'C n i i i 0,31649 0,31146 0,28267
R%q 0,97174 0,97536 0,93458 0,9996 0,99973 0,99998
SUM 0,09417 0,02 0,6914 0,18619 0,13069 0,01564
a -15,30475 -4,98416x10% -47,78155 -2,38821x10™ - -23,1315
Lospeipox/PH=6,50/37°C 0,01385 0,02064 0,05778 0,16421 0,20624 22,98879
n - - - 0,32544 0,28161 0,00856
R%q 0,97728 0,99517 0,83318 0,95461 0,9625 0,99547
SUM 0,0063 0,02171 0,02809 0,00639 0,00427 0,00414
a -15,7691 -6,18206 -29,58028 -4,11779 - -0,18453
Loppcraparmac /PH=6,50/41°C k 0,03782 0,06645 0,09964 0,31685 0,36938 0,52757
n - - - 0,26283 0,22992 0,18641
R 0,98653 0,9536 0,93995 0,98548 0,98732 0,98689
SUM 7,91194 3,32458 bd 7,91194 1,3276 0,01126

Loppcig-peThact /PH=6,50/ 41°C
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a -4,32909x10° 276,54115 bd 480 - 1,39251

k 1,55913x10™° 0,00258 bd 0,49087 129,54744 -0,00714
n - - bd 0 -1,0181 0,85725
R -0,01266 -2,57791 bd -0,02564 0,83008 0,99854
SUM 6,88698 6,88698 bd 6,88697 8,58931 1,0549
a -5,21699x108 -1,46296x10° bd 320 - 206,77537
Loproipox /PH=6,50/41°C k 2,67933x10™° 3,31261x10™ bd 0,13047 6,12701x10" -205,32402
n - - bd 0 -1,76118x10’ 0,00133
R -0,0102 -0,0102 bd -0,02062 -0,25991 0,84367
SUM 0,05477 0,04632 1,64519 0,83495 0,51518 0,34239
a -1,6892 -3,07939x10% -234,89147 0 - -200,26312
Loppoispamact /PH=7,40/37°C k 0,0348 0,04126 0,04443 0,27059 0,41242 200,45015
n - - - 0,24052 0,15936 7,33102x10™
R’ 0,98167 0,9845 0,44949 0,71767 0,76076 0,83934
SUM 0,06986 0,04834 0,66528 0,23796 0,15931 0,02365
a -12,04184 -9,94101x10% -33,92891 -1,08148x10 - -14,96602
Lomrerng [pH=7.40137°C 0,01358 0,01868 0,05921 0,13478 0,17905 14,7544
n - - - 0,36148 0,30708 0,0139
R’ 0,98481 0,98949 0,85539 0,94774 0,95977 0,99397
SUM 0,00513 0,61017 0,60318 0,51188 1,05622 0,40641
Loppcigpethaci/PH=7,40/41°C a 10,73473 10 10 10 - -142,31911
k 0,06995 0,06209 0,1427 0,16213 0,08239 141,34332
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n - - - 0,46451 0,60548 0,00339
R 0,9996 0,89518 0,89638 0,91092 0,81855 0,92927
SUM 2,05312 2,05312 bd 2,05291 0,14493 2,2154x10™
a -3,92847x10° -3,92847x10° bd 390 - 1,15971
Loppoig-peThact /PH=7,40/41°C k 3,59831x107 3,59831x107 bd 0,75676 8,27023 -0,00144
n - - bd 0 -0,44377 1,02525
R -0,01063 -0,01063 bd -0,02128 0,92866 0,99989
SUM 0,00277 0,00666 0,00922 0,00118 0,00475 0,00267
a 2,50332 14,15349 -33,66362 18,32001 - -7,66269
Loppcipox /PH=7,40/41°C 0,05036 0,10734 0,09607 0,49576 0,28134 7,59202
n - - - 0,17162 0,29315 0,03045
R 0,98402 0,96157 0,94678 0,9928 0,97261 0,98374
SUM 72,52071 2,17486 bd 7,56869 1,4753 0,01143
a 220,83477 220,83477 bd 315 - 1,19996
Losrornoe [PH=7,40/41°C 0,00438 0,00438 bd 0,57768 178,95462 1,38241x10™
n - - bd 0 -1,10747 1,5772
R -3,44462 -3,5266 bd -0,02632 0,80255 0,99845

bd- brak dopasowania
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Tabela A2. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppce-peTnaci]:HSA oraz [Lpppcpox]:HSA w roznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas Ronivg:jlglﬁc‘e
Freundlich’a
SUM 0,02247 0,09353 1,84315 1,03824 0,6556 0,51331
a 0,25145 -3,33645x10% -320,41675 0 - -218,64776
[Lopecro-peTnacll:HSA/PH=5,50 0,05358 0,05953 0,04201 0,3224 0,49547 218,96986
RTC n - - - 0,21386 0,12999 5,7719x10™
R 0,99182 0,96568 0,32364 0,615 0,64532 0,7194
SUM 0,06497 0,05853 0,52128 0,17675 8,46705x10™ 9,77113x107
a -13,6579 -9,40501x10* -27,15893 -1,45403x10™® - -0,04244
[Lopreinox]:HSA/pH=S,50/37°C k 0,01231 0,01711 0,05928 0,10028 0,10321 0,12411
n - - - 0,39999 0,3945 0,36921
R 0,98619 0,98756 0,88922 0,99971 0,9998 0,99998
SUM 0,09076 0,11489 0,17648 0,00168 8,86474x10™ 8,31464x107
a -30,53198 -0,67244 -27,46098 0 - -0,05374
[Loppcro-peThacll:HSA/PH=5,50 k 0,00774 0,01159 0,05268 0,12161 0,12545 0,15471
MLc n - - - 0,35783 0,35181 0,32468
R 0,97907 0,9735 0,9593 0,99961 0,99977 0,99998
SUM 0,08008 13,09105 0,10373 0,00137 8,46705x10™ 9,77113x10”
] o -21,57105 54,588 -12,52957 -1,78269x10™* - -0,04244
[Lopeeipox]-HSA/PH=5,50 /41 C 0,00858 0,00313 0,0571 0,10028 0,10321 0,12411
n - - - 0,39999 0,3945 0,36921
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R 0,98333 -2,19459 0,9784 0,99971 0,9998 0,99998
SUM 0,10844 0,00879 1,00892 0,31178 0,22821 0,06049
_ a -13,40116 -6,02983x10%° -94,48511 -1,63947x10°* - -84,70113
[LDPPC/WLM/%']? ;,(H:SA/ pH=6,00 k 0,01489 0,02174 0,05063 0,19496 0,25364 84,61545
n - - - 0,28782 0,2389 0,00221
R 0,97111 0,99766 0,73121 0,91608 0,92482 0,97986
SUM 0,09126 0,05326 0,37365 0,06117 0,03167 0,00266
a -22,60783 -0,0706 -34,57363 0 - -0,65516
[Lopropoxl:HSA/PH=6,00/37°C k 0,01073 0,01653 0,05736 0,14132 0,16741 0,66
n - - - 0,34789 0,31407 0,16019
R 0,97823 0,9873 0,91087 0,98525 0,99118 0,99925
SUM 8,9326 4,91356 bd 8,9326 1,5062 0,00658
a -3,62601x10° 19144908 bd 380 - 1,40152
[Lopecro-peTnacil:HSA/PH=6,00 1,64239x10% 0,00303 bd 0,44561 38,66879 -0,02876
e n - - bd 0 -0,86523 0,65601
R -0,0098 -2,43259 bd -0,0198 0,82973 0,99925
SUM 0,09729 11,69657 0,00692 2,4884x10™ 1,79504x10™ 3,2566x107
a -9,61979 84,64472 -4,48722x10% -7,98171x10% - -0,01169
[Loprenox]:HSA/PH=6,00/41°C k 0,00764 0,00313 0,05538 0,04824 0,04887 0,05252
n - - - 0,52613 0,5237 0,513
R 0,98377 -1,50412 0,99885 0,99996 0,999970 0,99999
SUM 0,01858 0,25707 1,8331 1,09124 0,99789 0,48893
a 6,26743 5 -70,28971 5 - -172,92853
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[Loppcra-peThact]: HSA/PH=6,50 k 0,02248 0,02375 0,05466 0,14813 0,21349 172,62465
RTC n i i i 0,34647 0,27667 0,00136

R%q 0,99639 0,94766 0,62681 0,77555 0,79684 0,89944

SUM 0,05579 13,09788 0,04724 0,0292 0,01988 0,00242

a -10,92184 67,17289 -1,87706x10°7 -3,58518x10°% - -

[Lopropoxl:HSA/PH=6,50/37°C k 0,00867 0,00308 0,05788 0,0637 0,0727 0,16038
n - : : 0,48178 0,45687 0,34755

R%q 0,99032 -1,7111 0,9918 0,99488 0,99623 0,99954

SUM 0,16269 11,76933 0,43029 0,17029 0,15 0,09108

o 1,49951 10,99227 -1,37522x10°% -1,61681x10™ - -0,20324

[LopecigpeTnacil: HSA/PH=6,50 k 0,07889 0,02359 0,16748 0,08414 0,09874 0,21712
e n - : : 0,72865 0,67707 0,49756

R 0,98134 -1,17567 0,93504 0,97395 0,97604 0,98525

SUM 45,99803 4,80905 bd 8,35329 1,21321 0,03544

a 182,49926 182,49926 bd 395 . 1,65213

[Loppcigpethaci]:HSA/pH=6,50 k 0,00288 0,00288 bd 0,45839 30,59644 -0,09097
e n - - bd 0 -0,8138 0,48224

Ry -2,44055 -2,50588 bd -0,02083 0,85327 0,99567

SUM 4,95823 4,95827 bd 4,95823 1,00223 0,00455

o -6,02746x10° -1,39208x10’ bd 305 - -

[Loppcipox]:HSA/PH=6,50/41"C k 4,87486x10™ 1,09155x107 bd 0,25461 2,08951 -0,38412
n - - bd 0 -0,46112 0,22804

R%q -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 0,76972 0,99894
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SUM 0,0464 0,49313 2,44243 1,42084 1,15309 0,70065
a 4,7615 -2,50229x10% -90,45318 -3,21363x10™° - -231,24
[Loppcigpetnacil:HSA k 0,02722 0,02747 0,05446 0,17811 0,27444 231,09151
IpH=7,40/37°C 4
n - - - 0,31682 0,23604 9,13587x10
R 0,99554 0,9059 0,53393 0,72608 0,74055 0,84071
SUM 0,05537 13,69977 0,13281 0,03335 0,02393 0,00317
a -14,18349 54,8457 -6,40289 -2,72839x107* . -0,26139
[Lopropoxl:HSA/PH=7,40/37°C k 0,00948 0,00317 0,05916 0,08561 0,09669 0,24068
n - - - 0,43331 0,41012 0,28919
R%q 0,98955 -2,01182 0,97494 0,99364 0,99499 0,99933
SUM 0,43727 13,75825 0,81771 0,19385 0,29252 0,09076
a 22,92276 68,00847 10 10 - -0,48289
[Loppcig-parnaci]: HSA k 0,01736 0,00589 0,07506 0,01783 0,01199 0,13699
[pH=7,40/41°C n - - - 0,8089 0,87558 0,46898
R 0,97913 -0,76724 0,91258 0,97905 0,96873 0,99019
SUM 2,49511 6,25342 bd 2,4949 0,10624 0,01712
[Losronreraa]:HSA a -2,85739%10° 284,96279 bd 384,29439 - 1,61697
IpH=7,40/41°C k 4,8363x107 0,00502 bd 0,74894 203,94994 -0,00424
n - - bd 0 -0,9977 0,9402
R,ad] 0,01084 -16,83573 bd -0,02174 0,95696 0,99299
SUM 2,18277 2,18277 bd 2,18277 0,00777 0,65859
[Lopreipox]:HSA/pH=7,40/41°C o -1,31081x10’ -1,90531x10’ bd 320 - 181,29536
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k 5,55986x107 9,33692x10" bd 0,07029 20,93856 -180,47027
n - - bd 0 -1,3095 8,56693x10™
RZdj -0,01021 -0,01021 0 -0,02062 0,9964 0,69206
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Tabela A3. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppce-peThaci]:dHSA oraz [Lpppcipox]:dHSA w réznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas Ronivg:jlglﬁc‘e
Freundlich’a
SUM 0,10685 0,01222 1,34318 0,46085 0,32457 0,20292
a -4,82269 -3,83467x10% -235,2213 0 - -166,77739
[Lopecro-peTnacil:dHSA/PH=5,50 k 0,03289 0,04473 0,04474 0,32848 0,42984 167,01634
RTC n - - - 0,20449 0,15201 8,21869x10™
R 0,95912 0,99532 0,48607 0,82181 0,81818 0,88514
SUM 0,14765 0,03901 0,64022 0,09029 0,05824 0,00417
a -24,99117 -1,24243 -79,58117 0 - -15,16324
[Lopreinox]:dHSA/pH=5,50/37°C k 0,01348 0,02313 0,05458 0,22568 0,263 15,16891
n - - - 0,26758 0,23686 0,0111
R 0,95505 0,98812 0,80511 0,97223 0,97758 0,99838
SUM 0,13537 0,02367 0,69316 0,1372 0,08446 0,00789
_ a -24,0005 -0,4715 -83,54092 0 - -24,73861
[LDPPC’%]I'SS SAPH=S50 0,01255 0,02089 0,0521 0,20238 0,24775 24,69184
n - - - 0,28286 0,24325 0,00715
R 0,96086 0,99315 0,79957 0,95991 0,96951 0,99712
SUM 0,08008 13,09105 0,10373 0,00137 8,46705x10™ 9,77113x10°
] o -21,57105 54,588 -12,52957 -1,78269x10™* - -0,04244
[Lopeeipox]:dHSA/PH=5,50/41 C k 0,00858 0,00313 0,0571 0,10028 0,10321 0,12411
n - - - 0,39999 0,3945 0,36921
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Ry 0,98333 -2,19459 0,9784 0,99971 0,9998 0,99998

SUM 0,01538 2,99482 0,05083 0,05714 0,04982 0,01395

a 0,71989 13,56839 -1,76359x10™ -1,3534x10™* - -2,14798

[Loppcipox]:dHSA/PH=5,50/41"C k 0,05764 0,01719 0,14146 0,10956 0,13229 1,95087
n - - - 0,57024 0,51865 0,12151

R,%ad] 0,99179 -1,1444 0,96927 0,9633 0,95701 0,98716

SUM 0,02678 0,31293 2,01678 1,14969 0,87201 0,45378

a 3,06189 -1,99887x10% -86,29043 -8,08969x10°° - -199,12391

[LDPPC/&M?Q;QESA’ pH=6,00 k 0,02326 0,02317 0,05278 0,15958 0,25375 198,94594
n - - - 0,3302 0,24456 0,00106
Radj 0,9957 0,9369 0,59331 0,76577 0,79213 0,8907

SUM 0,08454 0,02926 0,98524 0,3724 0,25639 0,06023

a -9,03946 -1,10867x10% -56,16941 -4,57836x107° - -82,54168

[Loprepox]:dHSA/PH=6,00/37°C 0,01749 0,02397 0,05838 0,16984 0,2322 82,4149
n - - - 0,32458 0,26423 0,00244

R 0,97991 0,99304 0,76583 0,91058 0,92698 0,98267

SUM 0,00139 14,39972 0,00383 4,32566x10™ 0,00319 6,75428x10™

a -8,80548 3,75877 -46,01384 -2,14751 - 0,84777

[Loprcro-peThaci]:dHSA/PH=6,00 k 0,23403 0,07765 0,13273 0,83128 0,90078 0,05454
e n - - - 0,07099 0,04053 0,4231

Ry 0,97865 -416,5929 0,94101 0,9932 0,94583 0,98828

SUM 17,28515 17,28525 bd 17,28515 1,34998 0,04388

[Loppcia-pehacil: dHSA/pH=6,00 a -4,62139x10° -2,0458x10’ bd 360 - 4,23146
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/141°C k 1,12395%10™ 1,78478x10° bd 0,40519 5,84775 -2,52764

n - - bd 0 -0,62599 0,08877

Ro’adi -0,00763 -0,00764 bd -0,01538 0,9213 0,99742

SUM 0,0722 12,9044 0,07971 0,00551 0,00313 3,65648x10™

a -17,73915 58,27879 -7,33926 -5,32333%x10™ - -0,07769

[Loprenox]:dHSA/PH=6,00 /41°C k 0,00872 0,00317 0,05797 0,08625 0,09187 0,12897
n - - - 0,42855 0,41652 0,36956

R 0,98585 -2,01831 0,98438 0,99831 0,99932 0,99992

SUM 0,11467 0,00964 1,28763 0,49114 0,31282 0,15788

a -7,72537 -2,16603x10% -176,84719 0 - -138,94406

[Loprospamacil:dHSA/PH=6,50 k 0,02291 0,03219 0,04647 0,25459 0,35469 139,04774
137°C n - : : 0,24674 0,18296 0,00114

R 0,96243 0,99684 0,57814 0,8374 0,8617 0,92947

SUM 0,03543 14,50309 0,15985 0,09526 0,06756 0,0133

a -8,96842 57,24055 -1,75674 -2,34628x10™* - -0,46706

[Lopropox]:dHSA/PH=6,50/37°C k 0,00998 0,00313 0,06001 0,07258 0,08961 0,36351
n - - - 0,46482 0,42488 0,24396

R 0,99387 -1,86219 0,97234 0,98334 0,98714 0,99744

SUM 0,05445 7,20213 0,11324 0,05336 0,05231 0,02853

a 0,69808 13,9428 -0,0037 -0,01503 - -0,21796

[Lopecigperhacl:dHSA/PH=6,50 k 0,05779 0,02115 0,14609 0,10549 0,10565 0,23593
e n - - - 0,59634 0,596 0,43257

Ry 0,98782 -1,17682 0,97229 0,98668 0,98587 0,99214
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SUM 13,42346 5,21991 bd 13,42346 2,60716 0,20272
a -3,98414x10° 199,71772 bd 382 - 1,38196
[LopecigpeThacl:dHSA/PH=6,50 k 1,69768x10™° 0,00308 bd 0,4916 38,51613 -0,0128
e n - - bd 0 -0,85363 0,79407
Roai -0,00901 -2,17709 bd -0,01818 0,80403 0,98462
SUM 4,62251 4,62253 bd 4,62251 8,14915 0,06518
a -5,90086x10° -1,65917x107 bd 325 - 91,40754
[Loprcipox]:dHSA/PH=6,50 /41°C k 3,52466x10™° 5,38226x10° bd 0,18779 -1,33758x108 -90,05336
n - - bd 0 -1,20135%10° 0,00266
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,78092 0,98561
SUM 0,09926 0,01678 1,26892 0,44833 0,33482 0,13943
a -7,85818 -4,34654x10% -123,97908 -3,6803x107° - -108,71769
[Loppcrapernaci]:dHSA 0,01962 0,02678 0,04962 0,22405 0,29857 108,70829
[pH=7,40/37°C n - - - 0,26695 0,21327 0,00163
R’ 0,97212 0,99529 0,64358 0,87277 0,8805 0,94972
SUM 0,06823 12,83501 0,06778 0,00663 0,0049 7,063x10
o -16,27998 61,44329 -5,22335 -5,53432x10™ - -0,0933
[Loppcipox]:dHSA/pH=7,40/37°C k 0,0086 0,00313 0,0577 0,08126 0,08582 0,12937
n - - - 0,43799 0,42761 0,3707
R%adj 0,98703 -1,93933 0,98711 0,99873 0,99897 0,99985
SUM 0,08433 14,54138 0,05255 0,03866 0,2764 0,07899
[Loppcre.pehacl]:dHSA a 31,17138 50,35151 31,79914 33,56244 - -15,05898
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IpH=7,40/41°C k 0,05731 0,01936 0,14495 0,18593 0,00763 12,70355
n - - - 0,43721 1,1163 0,05362
R;%adj 0,97891 -4,04548 0,98686 0,99021 0,93087 0,97999
SUM 13,27124 8,24337 bd 13,27124 0,61079 0,10206
[Losecrsparmac]:dHSA a -3,7338x10° 170,28707 bd 385,20571 - 22,43745
IpH=7,40/41°C k 1,45337x10™ 0,00336 bd 0,41885 801,30786 -18,52622
n - - bd 0 -1,46778 0,03259
R.%adj -0,00877 -1,86294 bd -0,0177 0,95357 0,99217
SUM 0,04485 5,14476 0,09506 0,08549 0,07278 0,02878
. a 2,85525 25,3843 -2,10042x10% -1,81x107% - -0,62564
[Loreomox]: dHSApH=7.40/41 C k 0,0326 0,01014 0,10655 0,06336 0,07996 0,45846
n - - - 0,62533 0,56976 0,28376
R;%adj 0,08737 -1,08655 0,96602 0,96839 0,96867 0,98717
SUM 58,5121 1,08969 bd 3,80962 0,42648 0,01001
] a 217,18743 217,18743 bd 315 - 1,29259
[Lorreipox]:dHSA/PH=7 40141 C K 0,00469 0,00469 bd 0,65934 95,21673 -7,02252x10*
n - - bd 0 -0,94802 1,27141
R.%adj -7,06577 -6,93107 bd -0,03077 0,88363 0,99705
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Tabela A4. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow Lpppcg-pethacipox W roznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas Ronivg:jlglﬁc‘e
Freundlich’a
SUM 0,09768 0,01645 0,7792 0,22736 0,1598 0,02245
a -14,30834 -2,28817x10% -54,74838 -3,03185x10™® - -46,93909
L orposspetnacyoox/PH=5,50/37"C 0,01437 0,02123 0,05671 0,16944 0,21694 46,80077
n - - - 0,31929 0,27201 0,00423
R 0,9761 0,99598 0,80932 0,94379 0,95318 0,99335
SUM 0,10566 0,01004 1,00753 0,31503 0,23156 0,06046
a -11,05408 -1,04804x10% -76,85931 -1,46195x10°% - -86,40557
LoprosspeTnacinax/PH=5,50/37"C k 0,01762 0,0256 0,05546 0,2016 0,26034 86,34303
n - - - 0,2908 0,24169 0,00219
R’ 0,97222 0,99736 0,73512 0,91632 0,92501 0,98022
SUM 0,10557 1,04336x10° 0,28586 0,00804 0,0046 3,32134x10™
a -30,26692 -2,76888x10™* -39,67538 0 - -0,17533
L orrosspemnacyoox/PH=5,50/41°C k 0,00943 0,00113 0,0553 0,15838 0,16794 0,2838
n - - - 0,32099 0,30935 0,24546
R 0,97304 1 0,92699 0,99793 0,99862 0,9999
SUM 0,09994 12,63109 0,24028 0,06956 0,05424 0,01785
] o 6,45432 99,70089 -2,72015%10% -4,30809x10%° - -0,16234
Lopecre peTnacinox/PH=5,50/41 C 0,00787 0,00303 0,05381 0,02193 0,02717 0,07086
n - - - 0,66833 0,62859 0,48583
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R 0,98759 -1,01957 0,96875 0,99086 0,99255 0,99752
SUM 0,07351 0,04538 0,50871 0,13905 0,09315 0,01249
a -14,76861 -9,77786x10% -29,382 -1,5672x10™" - -2,03081
B . k 0,01295 0,01863 0,06062 0,13742 0,17135 1,92341
s o PHEE.00R3T n . . . 0,35925 0,31646 0,08062
R 0,9837 0,98994 0,88722 0,96885 0,97606 0,99676
SUM 0,02046 15,00534 0,19185 0,25043 0,19051 0,06212
o 2,65348 66,33091 -1,9847x10™ -9,43837x10™ - -0,55753
LopposspeTnacipox /pPH=6,00/37°C 0,01098 0,00333 0,06135 0,04166 0,05845 0,34815
n - - - 0,57367 0,50928 0,26691
R 0,99734 -1,31761 0,97394 0,96563 0,97226 0,99086
SUM 0,10728 0,24733 2,08466 1,08316 0,90119 0,80717

o 1,90302 -3,24117x10% -355,64372 -4,64015%x10™% - -319,12996

Lorpossprnacyoox /PH=6,00/41°C 0,13825 0,1281 0,0441 0,488 0,628 319,65566

n - - - 0,14817 0,09537 3,0701x10™
R 0,99338 0,90206 0,17448 0,56665 0,43852 0,49186

SUM 5,07434 5,07439 bd 5,07434 1,19337 1,27488x10™
a -4,86652x10° -1,0214x10’ bd 240 - 1,04237
Loprosspemhacipox /PH=6,00/41°C k 7,10265x107 1,90998x10°® bd 0,29225 1,80173 -0,12465
n - - bd 0 -0,41917 0,38784
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 0,73608 0,99997

SUM 0,1921 10,75796 0,312 2,37342x10” 1,82411x10” 4,86778x10°
a 4,41383 133,02569 -4,8194x10* -1,0694x10 - -0,00239
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Loppcie-peThacipox /pH=6,50/37°C k 0,00604 0,00274 0,0479 0,01719 0,01727 0,01764
n - - - 0,68889 0,68804 0,68482
R 0,97323 -1,06641 0,95627 1 1 1
SUM 0,14777 11,1602 0,15261 2,81027x107 2,09504x107 4,88823x10°
a -2,19742 119,99359 -4,16627x10% -5,2606x107* - -0,00298
LopposspTnacipox/PH=6,50/37°C k 0,00622 0,00274 0,04934 0,02504 0,02517 0,02576
n - - - 0,62515 0,62425 0,62073
R’ 0,97804 -1,20486 0,97732 1 1 1
SUM 88,89513 2,78547 bd 9,81841 3,59485 0,01069
a 215,14679 215,14679 bd 360 - 1,03922
L oprosspemnacyoox/PH=6,50/41°C k 0,0029 0,0029 bd 0,56596 4,64382 -3,82332x10™
n - - bd 0 -0,42724 1,34741
R -3,23449 -3,3079 bd -0,02062 0,63013 0,99889
SUM 73,9963 3,1289 bd 8,85841 3,63358 7,95487x107
a 192,9854 192,9854 bd 360 - 1,00365
Lopposs.peTnaciox/PH=6,50/41°C k 0,00278 0,00278 bd 0,52694 2,34809 -0,00145
n - - bd 0 -0,31106 1,11092
R -3,08807 -3,15495 bd -0,02062 0,57474 0,99999
SUM 0,0804 0,03148 0,8249 0,30075 0,20141 0,03443
o -12,44505 -1,50318x10* -51,82758 -7,55056x107° - -52,33001
Lorporspamnacyoox /PH=T,40/37°C k 0,01354 0,01893 0,05517 0,14695 0,20033 52,13487
n - - - 0,34074 0,28255 0,00395
R 0,98154 0,99277 0,81061 0,93024 0,94535 0,99056
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SUM 0,06641 0,07169 1,05337 0,41812 0,32759 0,08237
a -7,00963 -1,23382x10% -51,66095 -1,25531x10™* - -87,36594
LopposspeTnacipox/PH=7,40/37°C k 0,01557 0,01986 0,05589 0,15435 0,20567 87,15269
n - - - 0,33397 0,28004 0,00244
R 0,9856 0,98445 0,77157 0,9084 0,91651 0,97879
SUM 7,99984 7,99987 bd 7,99983 14,61952 0,152
a -2,11684x108 -1,89848x107 bd 352,61138 - 2,03435
Lopecepermacipox/DH=7,40/41°C k 1,52592x10-9 9,25849x10-9 bd 0,27604 -46673,80267 -0,69103
n - - bd 0 -2095,26681 0,18869
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,97716 0,97923
SUM 7,38557 7,38562 bd 7,38557 14,93784 0,06705
a -7,15868x10° -1,80919x10’ bd 360 - 1,62692
. 4,83212x10™° 1,07961x10° bd 0,29244 -9,27636x10° -0,38692
Loppcie-peThacipox/PH=7,40/41°C
n - - bd 0 -343663,40104 0,24804
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -1,19362 0,99005
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Tabela A5. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposomow [Lpppce-pethacipox]:HSA w réoznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

. Rozwiniecie
Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas modelu
Freundlich’a
SUM 0,06594 0,06861 1,27683 0,58973 0,40403 0,14146
o -4,74859 -5,12524x10% -66,49279 -1,18795x10™° - -110,84737
[Loppcig-peThacbox]:HSA 0,02023 0,02521 0,05708 0,16855 0,24786 110,72547
/pH=5,50 /37°C
n - - - 0,32647 0,25272 0,00183
R’ 0,98476 0,98414 0,70483 0,86226 0,88783 0,96032
SUM 0,03579 0,12254 1,9106 0,984 0,69943 0,45395
o 0,1576 -5,18709x10-24 -162,83202 -4,67862x10-71 - -222,96716
[Lorpcre-peThacipox]:HSA k 0,03928 0,04275 0,05065 0,25608 0,38387 223,09021
/pH=5,50/37°C
n - - - 0,25615 0,17801 7,3537x10-4
R’ 0,98989 0,96534 0,4595 0,71876 0,74193 0,83076
SUM 0,07663 12,96616 0,09688 0,00275 0,00166 2,02551x10™
o -19,92808 55,19242 -10,55504 -8,73684x10™ - -0,05855
[Loppcig-pEThACDOX]-HSA k 0,00874 0,00317 0,05773 0,09575 0,09982 0,12855
IpH=5,50/41"C
n - - - 0,40966 0,4017 0,36689
R’ 0,98439 -2,1342 0,98026 0,99943 0,99962 0,99995
SUM 0,70582 9,39986 1,73058 0,00198 0,00247 3,71956x10°
39,05572 174,81655 10 10 - -0,0197
[LDPPCIQ»PBThACI/&é],: HSA *
IpH=5,50/41"C 0,00635 0,00328 0,04365 0,00187 0,00102 0,00141
n - - - 1,09631 1,19761 1,14477
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R%q 0,93999 -0,58574 0,79978 0,99977 0,99971 1
SUM 0,09086 0,02379 0,64167 0,16865 0,11691 0,01376
o -16,58021 -1,42518x10% -46,03559 -6,48174x10™° - -11,07238
[Loppcipernacyoox]:HSA K 0,01277 0,01903 0,05671 0,15578 0,19519 10,9166
/pH=6,00/37°C n - - - 0,33169 0,28869 0,01754
R%q 0,07838 0,09434 0,84734 0,95946 0,9671 0,99609
SUM 0,09524 0,01739 0,7762 0,22939 0,16079 0,02294
a -14,3182 -1,33136x10% -54,34042 -1,28078x107 - -45,65522
[LDPP/c/s;jBTth%I}%gHSA 0,01417 0,02088 0,05647 0,16683 0,21429 45,50996
PH=5, n - - - 0,3214 0,27362 0,00437
R%q 0,97685 0,99577 0,81132 0,94366 0,95328 0,99327
SUM 100,6343 2,45452 bd 8,95075 2,96959 1,2022x10°
o 220,3816 220,3816 bd 337 - 1,01628
[LDPP/cxg-I_TLgAOc&Zi%HSA 0,00321 0,00321 bd 0,5928 6,56584 -9,41712x10°
PH=®, n - - bd 0 -0,48682 1,59565
R%q -3,87852 -3,95378 bd -0,02062 0,66484 1
SUM 8,04349 4,42356 bd 8,04349 2,84015 1,14552x10™
o -3,66099x10° 146,52659 bd 337 - 1,00751
[LDPP/C/ﬁBEhS%;%gHSA K 1,65888x10™%° 0,00297 bd 0,45523 2,32341 -0,00821
PH=> n - - bd 0 -0,34503 0,82662
R%q -0,0102 -2,65212 bd -0,02062 0,62945 0,99998
SUM 0,02187 0,26 0,43319 0,28135 0,21196 0,04777
o -5,02695 -5,93272x10% -4,32155 -1,79014x10™ - -1,82164
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[Loppcro.pethaciinox]: HSA k 0,01084 0,01239 0,05855 0,0776 0,10603 1,53763
/pH=6,50/37'C n i i i 0,44974 0,39181 0,10496
R%q 0,99634 0,95644 0,92742 0,95238 0,96069 0,99105
SUM 0,03258 14,36994 0,12344 0,09746 0,07273 0,01488
o -7,99417 68,5576 -9,79387x10° -1,35027x10® - 0,43966
[Lopecre-peTnacipox]:HSA k 0,00874 0,00278 0,05643 0,06189 0,0763 0,31555
IpH=6,50/37"C
n - - - 0,48271 0,44398 0,26008
R%q 0,9946 -1,72888 0,97953 98367 0,98681 0,99727
SUM 77,60973 3,45562 bd 10,37142 4,56237 0,02943
a 186,748 186,748 bd 350 - 1,04988
[Lopecre-peThacipox]:HSA k 0,00286 0,00286 bd 0,53565 2,44266 -0,00155
IpH=6,50/41°C
n - - bd 0 -0,31727 1,11907
R -2,76201 -2,83732 bd -0,02062 0,54603 0,99704
SUM 7,63859 5,04028 bd 7,63859 2,54227 1,12119x10™
a -3,77597%10° 138,29735 bd 350 - 1,00932
[Loppcie-peThacipox]:HSA k 1,48245x107%° 0,00286 bd 0,42853 2,34463 -0,01331
IpH=6,50/41"C
n - - bd 0 -0,35733 0,73932
R%q -0,0102 -2,52682 bd -0,02062 0,64857 0,99998
SUM 0,03289 0,40786 2,06391 1,20868 0,95801 0,48364
o 3,97697 -1,11088x10% -60,64196 -3,13275%10™" - -193,74098
[Lopecre-peThacypox]:HSA k 0,02344 0,02371 0,05702 0,15104 0,23527 193,51569
IpH=7,40/37°C
n - - - 0,34541 0,2623 0,00115
R%q 0,99576 0,92471 0,619 0,77458 0,79471 0,89528
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SUM 0,05114 0,16822 0,17909 0,05829 0,04042 0,00524
a -15,03988 -1,741x10% -8,20825 -7,23391x10™* - -0,39426
[Loppcrs-peThacipox]:HSA k 0,00866 0,01092 0,05572 0,08194 0,09696 0,32746
IpH=7,40/37°C
n - - - 0,43244 0,40117 0,24738
R 0,99039 0,96839 0,96635 0,98893 0,91651 0,99889
SUM 70,58657 3,64262 bd 9,7402 4,0393 0,01333
a 184,29338 184,29338 bd 360 - 1,04171
[Lopecro-peTnacypox]:HSA k 0,00278 0,00278 bd 0,51606 2,45437 -0,00246
IpH=7,40/41°C
n - - bd 0 -0,32449 1,2314
R -2,72359 -2,79725 bd -0,02062 0,57059 0,99857
SUM 7,6396 5,05253 bd 7,6396 2,55113 6,92232x107
a -3,87488x10° 143,1693 bd 360 - 1,00726
[Loppcis.pethaciposx]:HSA 1,45119x10™° 0,00278 bd 0,43016 2,36494 -0,01249
IpH=7,40/41°C n - - bd 0 -0,35621 0,7461
R -0,0102 -2,53868 bd -0,02062 0,64749 0,99999
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Tabela A6. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i DOX z liposom6w [Lpppcsgpethacipox]:dHSA w roznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

. Rozwiniecie
Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas modelu
Freundlich’a

SUM 0,09415 0,02501 0,593 0,13754 0,09594 0,01031

o -18,03109 -3,17194x107™° -45,17254 -1,72296x10™° - -4,61748

[Lopecre-peThacypox]:dHSA 0,01244 0,01887 0,05684 0,15794 0,19352 4,49781
/IpH=5,50/37"C

n - - - 0,32895 0,29013 0,03876

R’ 0,97733 0,99398 0,85721 0,96654 0,97266 0,99703

SUM 0,08979 0,06462 0,32431 0,03689 0,01977 0,00196

a -24,72875 -0,24593 -33,96062 0 - -0,41928

[Loprcre-reThacipox] :dHSA 0,00998 0,01539 0,05631 0,14009 0,15981 0,45445
/pH=5,50/37°C

n - - - 0,3458 0,31969 0,19719

R%q 0,97856 0,98457 0,92258 0,9911 0,9945 0,99945

SUM 0,11353 0,0308 0,54355 0,07651 0,05734 0,00485

a -23,25363 -0,30451 -54,9635 -2,61167x10® - -2,33865

[Loppcro-peThacipox]:dHSA 0,0119 0,01921 0,05562 0,18323 0,20967 2,30496
IpH=5,50/41"C

n - - - 0,30065 0,2748 0,06439

R%q 0,97011 0,99189 0,8569 0,97965 0,9818 0,99845

SUM 0,04163 13,97388 0,1093 0,06236 0,04413 0,00843

[Loppcre-pehacipox]:dHSA o -10,23483 62,18766 -1,16753 -9,74418x10™! - -0,32687
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IpH=5,50/41"C k 0,00921 0,00303 0,0585 0,0692 0,08255 0,25667
n - - - 0,46887 0,43564 0,28516
R%q 0,99276 -1,81285 0,981 0,98905 0,99158 0,99837
SUM 0,05009 13,01538 0,03932 0,05389 0,03855 0,00734
a -4,66555 76,43465 -4,14029x10% -1,01513x10°® - -0,21958
[Loproorsrmacioox]:dHSA 0,00862 0,00308 0,05697 0,04567 0,05476 0,14573
/pH=6,00/37°C n - - - 0,54154 0,50748 0,36931
R%q 0,99225 -1,43318 0,99391 0,99157 0,99357 0,99876
SUM 0,04235 13,54491 0,07738 0,09227 0,06872 0,0187
o -1,31264 79,51086 -7,32878x10™%® -2,95002x10°> - -0,27375
[Loppcre-peThacipox]:dHSA 0,00876 0,00303 0,05669 0,0395 0,04963 0,16216
/pH=6,00/37°C
n - - - 0,56771 0,52506 0,35842
R%q 0,99384 -1,33033 0,98875 0,98644 0,98929 0,99705
SUM 91,72243 2,49798 bd 9,08401 4,06881 5,78924x107
a 197,00157 197,00157 bd 330 - 1,00007
[Lopcro-peThacipox]:dHSA 0,00303 0,00303 bd 0,57259 2,23512 -4,13046x10™
/pH=6,00/41"C
n - - bd 0 -0,20828 1,34367
R%q -3,56034 -3,63146 bd -0,02062 0,53809 1
SUM 89,55618 2,65545 bd 8,95757 3,38557 1,29555x107
[Lopecre-reTnacipox]:dHSA a 199,29268 199,29268 bd 330 - 1,00886
/pH=6,00/41"C \
0,00313 0,00313 bd 0,56693 3,49705 -3,84807x10°
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n - - bd 0 -0,37835 1,3574
R0 -3,53685 -3,6046 bd -0,02062 0,61819 1
SUM 0,01966 0,27913 0,82252 0,50428 0,38677 0,10067
o -2,00929 -2,43294x10% -12,79123 -2,29079x10™* - -30,35313
[Loprcrsparmaciooxd:dHSA 0,01335 0,01475 0,05937 0,09344 0,13543 29,94551
/pH=6,50/37°C n - - - 0,42196 0,35288 0,00804
R%q 0,99667 0,9527 086061 0,91366 0,92664 0,98071
SUM 0,00444 0,55118 0,67093 0,66108 0,58909 0,18114
a 6,36895 4,58324 4,58324 4,58324 - -7,19019
[Loppcie-peThacipox]:dHSA 0,01318 0,01306 0,06194 0,06265 0,08946 6,64825
PH=0.50137C n - - - 0,49737 0,42888 0,03677
R 0,99942 0,92286 0,9061 0,90652 0,91755 0,97439
SUM 130,72812 1,74056 bd 10,50365 5,82055 0,03644
a 249,08865 249,08865 bd 360 - 1,02511
[LoppcigpeThacipox]:dHSA k 0,00282 0,00282 bd 0,66537 2,39371 -6,1177%10°
PH=0,50/1C n - - bd 0 -0,26332 2,05224
R -4,2109 -4,33045 bd -0,02062 0,4402 0,99646
SUM 79,43133 2,90601 bd 8,89309 3,74735 5,41203x10°
[Lorscr sormacipon]:dHSA a 200,38635 200,38653 bd 360 - 1,00009
IpH=6,50/41"C 0,00278 0,00278 bd 0,54154 2,32644 -9,45381x10™
n - - bd 0 -0,3033 1,18314
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R -3,24701 -3,31335 bd -0,02062 0,56387 1
SUM 0,07935 13,10399 0,11417 0,0024 0,00145 1,31321x10
a -22,3069 55,03449 -13,70671 -1,26869x10 - -0,05829
[LoprcigprThACDOX]:AHSA 0,00841 0,00303 0,0563 0,10068 0,10464 0,13388
IpH=7,40/37°C
n - - - 0,39754 0,39023 0,35682
R 0,98339 -2,22264 0,9761 0,99949 0,99966 0,99997
SUM 0,07586 13,219 0,11974 0,00593 0,00341 2,45332x10™
a -21,13112 55,07061 -12,75609 -3,56514x10™ - -0,09334
[Loppcie-pemnacipox]:dHSA 0,00852 0,00303 0,05654 0,09742 0,10372 0,15155
IpH=7,40/37°C
n - - - 0,4041 0,39223 0,34116
R 0,98435 -2,1936 0,97529 0,99876 0,99921 0,99994
SUM 84,21343 3,23002 bd 11,09457 5,1831 0,06142
a 180,75833 180,75833 bd 328 - 1,05812
[Loppcreperhacipox]:dHSA 0,00305 0,00305 bd 0,55329 2,40278 -9,95802x10™
IpH=7,40/41°C
n - - bd 0 -0,31096 1,2118
R -2,7648 -2,84427 bd -0,02062 0,51928 0,99424
SUM 7,79076 4,72638 bd 7,79076 2,67383 1,82065%107°
a -3,55538x10° 136,7035 bd 328 - 1,00338
[Loppcis.pehacipox]:dHSA 1,64444x10™ 0,00305 bd 0,44275 2,28748 -0,01037
/pH=7,40/41 C n - - bd 0 -0,34984 0,7894
R%q -0,0102 -2,60627 bd -0,02062 0,63871 1
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Tabela A7. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i binimetynibu z liposomOw [Lpppco-peThacibinimetynin] W r6znych modelach matematycznych.

Model matematyczny

Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas Ror?ovtliléllzae
Freundlich’a
SUM 105,89564 2,05532 bd 8,3394 3,89169 0,00707
a 210,78083 210,78083 bd 325 - -9,52401x10°
Loppcig-pEThACHBINImetynin/ PH=5,50 0,00308 0,00308 bd 0,60202 2,11074 0,96963
RTC n - - bd 0 -0,26625 1,59215
R -4,28977 -4,37331 bd -0,02062 0,5193 0,99912
SUM 64,52921 3,64383 bd 8,50168 3,29303 1,64715x10°%
a 162,5 162,5 bd 325 - -0,00308
LDPPC/g-PBThACI/w 0,00308 0,00308 bd 0,5 2,27814 1
IpH=5,50/37°C
n - - bd 0 -0,32292 1
R -2,89812 -2,96496 bd -0,02062 0,59669 1
SUM 57,8679 4,05433 bd 8,57017 3,20685 0,00108
a 151,83456 151,83456 bd 325 - -0,00549
Loppcig-peThACHBInimetynin/ PH=5,50 0,00308 0,00308 bd 0,47815 2,31976 1,01548
e n - - bd 0 -0,33649 0,90387
R -2,65276 -2,72898 bd -0,02062 0,60942 0,99987
SUM 8,41333 5,40667 bd 8,41333 2,8452 0,00899
Loppcie-peThACHBINImetynin/ PH=5,50 a -3,59909x10° 125,95948 bd 325 - -0,02004
e 1,533x10™° 0,00308 bd 0,4241 2,40072 1,06589
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n - - bd 0 -0,37 0,69022
R -0,0102 -2,32273 bd -0,02062 0,64417 0,99886
SUM 146,57534 1,3367 bd 7,85214 4,236 0,01422
a 243,26599 243,26599 bd 325 - -1,44089%10°
Losps sammacyeinmetyn/PH=6,00 0,00308 0,00308 bd 0,68266 1,96127 0,9675
37 C n : : bd 0 -0,22338 2,31461
R%adj -5,92022 -6,10887 bd -0,02062 0,44781 0,99813
SUM 134,68261 1,59377 bd 8,02675 4,15821 0,01257
a 234,76293 234,76293 bd 325 - -5,6341x10°
Loprcre-peThACIBinimetynin/PH=6,00 0,00308 0,00308 bd 0,66003 2,00533 0,96685
RTC n - - bd 0 -0,2354 2,07916
R%adj -5,39878 -5,54106 bd -0,02062 0,46889 0,99838
SUM 8,45615 5,04407 bd 8,45615 2,94231 0,00552
a -3,58851x10° 133,30891 bd 325 - -0,01403
Loppcig-paThACY Binimetynin/PH=6,00 k 1,61459x107™ 0,00308 bd 0,43981 2,37608 1,04761
e n - - bd 0 -0,35986 0,7483
R -0,0102 -2,42639 bd -0,02062 0,63477 0,99931
SUM 7,7835 9,44178 bd 7,78349 16,15471 0,07207
L oprcis o mmactpimmeut/PH=6,00 a -6,57794x10° 77,88155 bd 325 - -0,23298
/41°C 5,55556x10° 0,00308 bd 0,30612 -3563302,9378 1,41871
n - - bd 0 -126303,13189 0,31817
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R -0,0102 -1,97543 bd -0,02062 -1,23666 0,98992
SUM 97,02706 2,57284 bd 10,726 5,24068 0,03519
a 193,97089 193,97089 bd 325 - -3,14237x10™
L oppcraparnacy simetm/PH=6,50 0,00308 0,00308 bd 0,58749 2,30931 1,03885
137°C n - i bd 0 -0,29026 1,4084
R -3,20618 -3,28781 bd -0,02062 0,49833 0,9966
SUM 95,6599 2,58669 bd 9,80816 4,59103 0,00595
a 195,50808 195,50808 bd 325 - -3,41436x10™
Loppcie-peThACHBINImetynin/ PH=6,50 0,00308 0,00308 bd 0,58332 2,2624 1,01927
RTC n - - bd 0 -0,28762 1,38655
R -3,43751 -3,51193 bd -0,02062 0,51848 0,99937
SUM 65,75481 3,71429 bd 8,56028 3,34188 3,58504x10°
a 164,06606 164,06606 bd 325 - -0,00285
Loppcig-paThACY Binimetynin/PH=6,50 0,00308 0,00308 bd 0,50359 2,27922 1,00093
e n - - bd 0 -0,32144 1,01358
R -2,91967 -2,98605 bd -0,02062 0,59377 1
SUM 60,38651 3,9265 bd 8,37096 3,15969 2,18163x10°
a 156,67238 156,67238 bd 325 - -0,00413
Loppcre-peThaciginimetynin/ PH=6,50 0,00308 0,00308 bd 0,4874 2,28279 1,00082
e n - - bd 0 -0,32895 0,94945
R -2,80199 -2,87093 bd -0,02062 0,60616 1
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SUM 84,0002 3,22513 bd 10,92304 5,06375 0,05134
o 182,12761 182,12761 bd 330 - -9,97867x10™
LoppcigpBThACHBINImetynit 0,00303 0,00303 bd 0,55296 2,39841 1,05475
IpH=7,40/37°C
n - - bd 0 -0,31035 1,20893
R%q -2,80071 -2,87885 bd -0,02062 0,52282 0,99511
SUM 8,03018 4,62183 bd 8,03018 2,81915 1,78011x10™
o -3,59251x10° 142,03273 bd 330 - -0,00895
Loppcie-peThACHBINImetynib 1,67587x10™° 0,00303 bd 0,45236 2,31003 1,00952
IpH=7,40/37°C
n - - bd 0 -0,34673 0,81531
R’ -0,0102 -2,62793 bd -0,02062 0,63141 0,99998
SUM 84,0842 2,87324 bd 8,9865 3,87918 1,31625%10°
o 186,0213 186,0213 bd 325 - -7,57899x10™
Loppcig-peThACK Binimetynib 0,00308 0,00308 bd 0,55359 2,24574 1,0004
IpH=7,40/41°C
n - - bd - -0,29758 1,24237
R -3,35979 -3,42502 bd -0,02062 0,55389 1
SUM 65,31384 3,68378 bd 8,54978 3,32911 5,06752x10°
o 163,46258 163,46258 bd 325 - -0,00294
L oppeio-pBThACIBinimetynit k 0,00308 0,00308 bd 0,50229 2,2801 1,00112
/pH=T7,40/41 C n - - bd 0 -0,32209 1,00804
R%q -2,9085 -2,97471 bd -0,02062 0,59475 1
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Tabela A8. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i binimetynibu z liposomow [Lpppcss-peThacibinimetynib]:HSA W réznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

. Rozwinie¢cie
Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas modelu
Freundlich’a
SUM 0,06612 0,67601 2,04218 1,35078 1,09873 0,56793
o 5,89421 -4,15694x102 -29,05974 -1,51418x10™ - 137,71464
[Loprcig-peThACHBINimetynib] : HSA
JpH=5,50/37°C 0,02317 0,0232 0,06341 0,1255 0,1985 -138,03858
n - - 0,5 0,38614 0,2991 0,00178
R%ai 0,99442 0,89434 0,680081 0,7867 0,80593 0,89864
SUM 0,07683 12,97121 0,09032 0,00237 0,00142 1,74806x10™
a -20,63133 58,76863 -10,3637 -2,12602x10 - 0,12123
[Lopecre-peThaciginimetynin] :HSA 0,0083 0,00303 0,05638 0,09219 0,09592 -0,053
/pH=5,50/37"C
n - - 0,5 0,41277 0,40527 0,37312
R 0,98444 -2,10851 0,98171 0,99951 0,99968 0,99996
SUM 7,68301 4,87519 bd 7,68301 2,5951 2,13162x107
o -3,52745%10° 131,92087 bd 325 - -0,01198
[Lopcro-peThacsinimetynin] :HSA 1,62081x10™° 0,00308 bd 0,4355 2,27702 1,00388
IpH=5,50/41"C
n - - bd 0 -0,35319 0,76576
R -0,0102 -2,57246 bd -0,02062 0,64382 1
SUM 3,71107 3,71109 bd 3,71107 6,22731 0,00551
a -5,97277%108 -1,52641x10" bd 320 - -3,73614

[LDPPC/9-PBThACI/Binimetynib |:HSA
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IpH=5,50/41"C k 3,47656x10™%° 5,83562x107 bd 0,18752 -14,55251 4,7672
n - - bd 0 -111,79489 0,04262
R%adi -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -1,06667 0,99815
SUM 0,02265 0,24207 0,40746 0,25653 0,18861 0,04338
o -5,44578 -7,49274x10% -4,75413 -1,01784x10™* - 1,30594
[Loprespamacisinmennis]:HSA 0,0118 0,01367 0,06134 0,0816 0,11059 -1,54747
/pH=6,00/37°C n - - 0,5 0,44853 0,391 0,1175
R 0,99615 0,95883 0,93071 0,95592 0,96445 0,99174
SUM 0,08247 12,2974 0,00679 9,13342x10™ 6,25265x10™ 9,99917x107
o -13,46067 75,44185 2,56253x10° -3,16672x10™% - 0,07263
[Loppcrs-paThaciBinimetynin] - HSA 0,00784 0,00308 0,0563 0,06195 0,06312 -0,02573
/pH=6,00/37"C
n - - 0,5 0,48302 0,4784 0,45807
R%ai 0,98535 -1,68633 0,99879 0,99984 0,99988 0,99998
SUM 4,80881 4,80881 bd 4,80881 0,81348 0,39825
o -1,53938x108 -5,13309%10° bd 325 - -186,54948
[Loprcro-peThacBinimetynin] :HSA 8,13029x10™° 7,95993%1072 bd 0,11764 2,89122 187,65476
/pH=6,00/41"C
n - - bd 0 -0,69563 0,00111
R%ai -0,0102 -0,0102 bd -0,02062 0,79568 0,89893
SUM 485682 4,85683 bd 4,85682 5,31301 0,37748
[I—DPPC/Q—PBThACI/Binimet¥nibI:HSA o -1,55579%108 -2,20584x10" bd 325 - -176,22981
IpH=6,00/41"C o .
8,26562x10° 1,93199x10° bd 0,12067 -1738125,49 177,34817
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n - - bd 0 -6793,64017 0,00118
R%adi -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,31699 0,90545
SUM 0,0592 13,54914 0,12235 0,02152 0,01605 0,00238
o -15,99412 56,71178 -7,67665 -6,00614x10™ - 0,20364
[Loppeiparmacysinmeynisl:HSA 0,00902 0,00308 0,05792 0,08767 0,09624 -0,20231
IpH=6,50/37"C n - - 0,5 0,42579 0,4081 0,30812
R 0,98862 -2,04529 0,97649 0,99582 0,99657 0,99949
SUM 0,10512 11,76158 0,03209 7,53532x10™ 5,46263x10™ 1,0979x10™
o -6,9405 91,68722 -1,33403%x10% -8,25824x10" - 0,04642
[LDppcm/.pﬂhAglgaci)n;_g\;t%]:HSA 0,00742 0,00308 0,05428 0,04015 0,0411 -0,01878
PH=o n - - 0,5 0,55691 0,55254 0,53435
R%ai 0,98322 -1,39305 0,99488 0,99988 0,99991 0,99998
SUM 2,14954 2,14954 bd 2,14953 1,66187 0,19898
a -1,34353%10’ -1,96185x10" bd 325 - -162,61476
[LDPPC/%@%TZT%@:HSA k 5,52765%10° 9,33461x10™° bd 0,07158 -4,06319x10’ 163,22129
PH=, n - ; bd 0 -1574805 6,93793x10™
R -0,01021 -0,01021 bd -0,02062 -0,31289 0,84117
SUM 4,06567 4,0657 bd 4,06567 6,5437 0,01359
a -6,04011x108 -1,6114x10’ bd 325 - -20,94884
[LDPPC/9-PBThACI/Binimetynib |:HSA ’ ’ '
/pH=6,50/41"C 3,41697x10™° 5,47643x10° bd 0,18649 -6,33202 22,07769
n - - bd 0 -90,95428 0,00921
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R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,94606 0,99592
SUM 0,32614 10,50541 0,69293 3,2153x10™ 2,6114x10™ 8,66228x107
o 16,80188 136,99595 -4,44442x10™ -4,185x10™ - 0,01004
[Loppcig-paThacyBinimetynio]:HSA 0,00647 0,00308 0,04823 0,00917 0,00933 -0,00706
IpH=7,40/37°C
n - - 0,5 0,81203 0,80876 0,79709
R 0,96438 -0,85659 0,91135 0,99996 0,99997 0,99999
SUM 0,95711 11,81106 0,88641 0,05193 0,04548 0,02558
o 36,42383 128,99722 -3,78403x10™" -7,38228x10° - 0,0181
[Loppcis-peThaciginimetynin] - HSA 0,00744 0,00308 0,05017 0,00765 0,00912 -0,07753
IpH=7,40/37°C
n - - 0,5 0,8528 0,82057 0,71238
R 0,95301 -0,71321 0,90089 0,99413 0,99472 0,997
SUM 6,08197 6,08203 bd 6,08197 1,65077 7,48137x107
a -3,50372x10° -1,36487x10’ bd 325 - -0,05388
[Loppcig-paThACHBinimetynin] - HSA 1,20146x10™° 1,93596x10°® bd 0,34362 2,16719 1,01766
IpH=7,40/41°C
n - - bd 0 -0,39522 0,50831
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 0,70465 0,99999
SUM 2,72809 2,72806 bd 2,72804 0,39717 1,04988x10™
o -9398010 -1,42546x10" bd 325 - -0,544
[Loppeispethachginimetynib]: HSA 2,03389x10° 5,50126x10° bd 0,17399 1,53786 1,30259
/pH=7,40/41 C n - - bd 0 -0,47619 0,15117
R -0,01022 -0,01021 bd -0,02062 0,80319 0,99995
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Tabela A9. Parametry dopasowania profili uwalniania 9-PBThACI i binimetynibu z liposomow [Lpppc/s-peThacibinimetyniv]):dHSA W réznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

. Rozwiniecie
Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas modelu
Freundlich’a
SUM 0,06945 0,05579 0,44244 0,11727 0,07695 0,01039
o -16,46613 -1,58796x10%* -27,69951 -9,00171x10™° - 1,20887
[Loprcig-peThACHBINimetynib] :HSA
JpH=5,50/37°C k 0,01141 0,01631 0,05832 0,12586 0,15611 -1,30534
n - - 0,5 0,36875 0,32767 0,1127
R’ 0,98489 0,98786 0,90376 0,97423 0,98073 0,99737
SUM 0,04179 0,13768 0,36232 0,14532 0,10621 0,01911
o -10,86207 -8,54023x10% -12,1484 2,42627x10™% - 0,91648
[Loppcss-paThaciBinimetynib]:dHSA 0,001112 0,01408 0,05983 0,09752 0,12232 -1,06758
/IpH=5,50/37"C
n - - 0,5 0,41416 0,37114 0,14233
R’ 0,99212 0,97402 0,93163 0,9723 0,97752 0,99591
SUM 4,98883 4,98884 bd 4,98883 5,51767 0,37859
o -1,59055x10° -2,23555x10’ bd 330 - -164,69516
[Lopcro-peThacisinimetynin] :dHSA 8,29797x10™ 1,98411x10° bd 0,12365 -2159531,6 165,83794
/pH=5,50 /41°C
n - - bd 0 -7876,3956 0,00129
R%q -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,32316 0,90827
SUM 6,10706 6,10707 bd 6,10705 7,66999 0,30118
[Loppcre-peThaCHBinimetynib] : HSA a -1,73039%10° -2,13423x10’ bd 330 - -103,44413
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IpH=5,50/41"C k 1,00821x10° 3,19252x10° bd 0,16009 6,303717 104,77852
n - - bd 0 -55900,45677 0,00235
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 0,43648 0,94301
SUM 0,0428 0,13411 0,35555 0,13819 0,10128 0,01797
o -11,19324 -1,28089x10% -12,38968 -4,15933x10™ - 0,87711
[Loprespamacysinmeynis]:dHSA 0,01106 0,01408 0,05974 0,09821 0,1224 -1,02155
IpH=6,00/37°C n - - 0,5 0,41268 0,37086 0,14602
RZadj 0,99189 0,97458 0,9326 0,97353 0,97845 0,99614
SUM 0,04861 14,59832 0,21093 0,06335 0,04672 0,0016
o -13,67728 51,69753 -9,26385 -2,01999x10™* - 0,38578
[Loppcre-peThaciginimetynin] :dHSA 0,00987 0,00308 0,05887 0,09166 0,10711 -0,44917
/pH=6,00/37"C
n - - 0,5 0,42128 0,39174 0,23041
R%adj 0,99075 -2,13883 0,95988 0,98783 0,99009 0,99837
SUM 2,77962 2,7796 bd 2,77959 3,3292 0,04904
o -1,12804x10’ -1,71082x10’ bd 325 - -81,26671
[Loppcro-peThaciBinimetynin] :dHSA 1,17846x10® 2,62159x107° bd 0,12448 1,60216x10° 82,11363
/pH=6,00/41"C .
n - - bd 0 -4,41944x10 0,00186
R -0,01021 -0,01021 bd -0,02062 -0,6773 0,97504
SUM 2,808 2,80798 bd 2,80797 3,70378 0,01865
[Loppcis-peThACHBinimetynin] :dHSA a -1,076x10" -1,62414x107 bd 325 - -62,10533
IpH=6,00/41"C . .
1,3767x10° 3,26186x10° bd 0,13769 -6,137 2,98004
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n - - bd 0 -198,1667 0,00248
R -0,01022 -0,01021 bd -0,02062 -0,81924 0,99074
SUM 0,02894 0,2388 1,68198 0,80574 0,69344 0,30268
o 0,16366 -9,98161x10% -17,68963 -1,34326x10™° - 249,59151
[Loprospamacysinmeynis]:dHSA k 0,07312 0,07863 0,1046 0,2541 0,31957 -249,5318
/pH=6,50/37°C n - - 0,5 0,31993 0,26396 8,74141x10™
Ry 0,99427 0,95251 0,66552 0,83812 0,83852 0,92878
SUM 12,87817 4,2899 bd 12,87816 2,77234 0,28527
a -2,80454x10° 204,57409 bd 325 - -0,00334
[Loseosenmacysinmenpin]:dHSA k 2,52939x10™° 0,00417 bd 0,50811 476,34123 1,48912
/pH=6,50/37°C n - - bd 0 -1,31941 1,06668
Ro%adi -0,0102 -2,19429 bd -0,02062 0,78253 0,97739
SUM 0,01156 0,47229 0,97396 0,6688 0,56996 0,18286
_ o 0,71081 -2,33538x10%° -1,44948 -2,30841x107 - 71,04886
[LDPPC’Q'@E‘;%C?S%%]'(’HSA k 0,04875 0,04989 0,11297 0,15349 0,19931 -71,20757
n - - 0,5 0,42914 0,36628 0,00365
Ry 0,99842 0,92776 0,85104 0,89665 0,90349 0,96871
SUM 10,30524 3,25081 bd 10,30524 2,0206 0,04048
[Loppcss-perhaciginimenyninl: HSA a -2,59075%10° 218,77962 bd 325 - -3,62556x10™
[pH=6,50/37C 2,9689%10"0 0,00426 bd 0,53665 317,50522 1,24902
n - - bd 0 -1,22518 1,41536
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Ro i -0,0102 -2,88932 bd -0,02062 0,80192 0,99599

SUM 10,58399 3,7448 bd 10,58399 4,58821 0,04401

o -3,62554x10° 166,85101 bd 325 - -0,00256

[Lopcro-peThacisinimetynin] :dHSA 2,03351x10™° 0,00308 bd 0,52163 2,42705 1,06316
/pH=6,50/41"C

n . - bd 0 -0,32659 1,04994

R’ -0,0102 -2,66044 bd -0,02062 0,55225 0,99566

SUM 7,1002 7,8622 bd 7,1002 1,92988 0,01215

o -3,63247x10° 86,84459 bd 325 - -0,10229

[Loppcis-peTnaciginimetynin]:dHSA 1,14786x10™° 0,00308 bd 0,34099 2,39605 1,18226
IpH=6,50/41"C

n - - bd 0 -0,418 0,42586

R’ -0,0102 -2,15597 bd -0,02062 0,70731 0,99814

SUM 0,16012 14,60327 0,40591 0,21194 0,17725 0,09055

a 13,55996 95,13549 -1,80909x10 -6,29381x10° - 0,10405

[Lorecio-pathaciBinimetynio] :dHSA 0,00916 0,00308 0,05627 0,02018 0,02747 -0,25937
IpH=7,40/37°C

n - - 0,5 0,69258 0,63532 0,43913

R’ 0,98689 -0,96932 0,95337 0,9754 0,97857 0,98894

SUM 0,03981 13,59625 0,05504 0,06955 0,05147 0,01187

a -5,47665 71,07206 -2,26351x10™ -8,12788x10™"* - 0,19114

[Loppcis-peThACHBinimetynib] :dHSA 0,00902 0,00308 0,05792 0,0521 0,06291 -0,27838
IpH=7,40/37°C

n - - 0,5 0,51984 0,48437 0,33092

R%q 0,99372 -1,5293 0,99131 0,98891 0,99121 0,99795
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SUM 121,94928 1,78888 bd 8,21438 4,0751 0,00972
a 228,17829 228,17829 bd 330 - -2,04093x107
[Loppcro-peThacisinimetynin] :dHSA 0,00303 0,00303 bd 0,63518 2,06153 0,96781
IpH=7,40/41"C
n - - bd 0 -0,24878 1,85265
R -4,87012 -4,98032 bd -0,02062 0,49045 0,99877
SUM 7,28045 5,54223 bd 7,28045 2,32432 2,71842x10°
a -3,55447x10° 121,41083 bd 330 - -0,01853
[Loppcrs-peThacysinimetynis] :dHSA k 1,48641x10° 0,00303 bd 0,41046 2,27177 1,00548
[pH=7,40/41°C n i i bd 0 10,3646 0,68888
R -0,0102 -2,47547 bd -0,02062 0,66111 1
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Tabela A10. Parametry dopasowania profili uwalniania DOX i binimetynibu z liposomow [Lpppc/pox/binimetynin] W 16Znych modelach matematycznych.

Model matematyczny

Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas Rorf]vgg:lzme
Freundlich’a
SUM 97,80031 2,81886 bd 11,21861 5,60929 0,06244
o 196,29745 196,29745 bd 330 - -2,83857x10™
L oppcipox/sinimetynis/PH=5,50 /37°C 0,00303 0,00303 bd 0,58947 2,34017 1,04722
n - - bd 0 -0,29131 1,42584
R’ -3,09572 -3,17742 bd -0,02062 0,48706 0,99423
SUM 98,123 2,59347 bd 11,15993 5,57526 0,05867
o 196,78972 196,78972 bd 330 - -2,75734x10™
L oppeinoxipinmetan/PH=5,50/37°C 0,00303 0,00303 bd 0,5903 2,33569 1,04599
n - - bd 0 -0,29061 1,43039
R’ -3,20535 -3,43759 bd -0,02062 0,48748 0,99455
SUM 96,20241 2,48483 bd 9,66088 4,59193 0,00712
o 197,5645 197,5645 bd 325 - -2,18713x10™
LopecipoxBinimetynis/PH=5,50/41°C 0,00308 0,00308 bd 0,58051 2,2294 0,99855
n - - bd 0 -0,28555 1,46168
Rzadj -3,46597 -3,54915 bd -0,02062 0,51079 0,99923
SUM 99,28473 2,38924 bd 9,36609 4,45582 0,00281
L oppc/poxsinimetynin/ PH=5,50/41"C o 201,43587 201,43587 bd 325 - -1,65482x10"
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k 0,00308 0,00308 bd 0,58801 2,19904 0,9918
n ; . bd 0 -0,27991 1,50705
R -3,66126 -3,74346 bd -0,02062 0,51039 0,99989
SUM 106,78635 2,21612 bd 9,46543 4,66966 0,00401
o 208,4684 208,14684 bd 325 0,49315 8,18867x10°
] 0,00308 0,00308 bd 0,60537 217649 0,99223
Loprcipoxeinmenr/PH=6,00 /37°C n . : bd 0 10,2139 1,62942
Radj 3,84645 -3,93615 bd -0,02062 0,49315 0,99956
SUM 106,78199 2,21836 bd 9,43458 4,64825 0,00364
o 208,23163 208,23163 bd 325 i -8,20396%10°
L oprcioxiamimaa/PH=6,00/37°C 0,00308 0,00308 bd 0,60533 217475 0,99164
n ; i bd 0 0,27123 1,62881
Radj 3,85795 13,04734 bd 10,2062 0,4938 0,0996
SUM 65,151 3,67594 bd 8,52597 331527 1,57986x10"
o 160,80829 160,80829 bd -0,02062 i 10,003
L oprcipon siimeymy/pH=6,00/41°C 0,00313 0,00313 bd 0,50184 2,26671 1,0002
n - . bd 0 10,3221 1,00722
R 2,01081 2,07693 bd 10,02062 0,59525 1
SUM 64,86086 3,66 bd 8,51901 3,30687 41227107
Loprcioxamimeny/PH=6,00/41°C o 160,41434 160,41434 bd 320 i 10,00306
0,00313 0,00313 bd 0,50097 2,26725 1,0032
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n i i bd 0 10,32253 1,00358
R 2,00348 2,96992 bd 10,02062 0,59589 1
SUM 121,12833 1,80846 bd 9,17846 4,66756 7.39779x10"
o 216,90777 216,90777 bd 320 i 3,4123x10°
] 0,00313 0,00313 bd 0,6393 2,12016 1,00017
Loprcipox einmenn/PH=6,50137 C n - i bd 0 -0,25487 1,78318
R 4,42193 4,52696 bd 10,02062 0,47876 1
SUM 117,24724 2,0381 bd 8,56052 4,23612 0,00421
o 216,45702 216,45702 bd 320 i 3,28865x10°
L oprcrooxpmimn/PH=650/37°C 0,00313 0,00313 bd 0,62661 2,08013 0,97439
n i i bd 0 10,25525 1,7833
R 4,54784 4,64649 bd 10,02062 0,49169 0,99949
SUM 87,0767 2,76918 bd 9,02533 3,95368 1,17238<10"
o 189,26092 189,26092 bd 325 i 6,02329x10"
L oprcrnog sy PH=650/41°C k 0,00308 0,00308 bd 0,56119 22376 1,00011
n i i bd 0 10,29384 1,28201
Ry 3,43022 3,5055 bd 10,02062 0,54767 1
SUM 89,38638 2,48352 bd 8,43955 3,68238 0,00359
O o 194,10537 194,10537 bd 325 i -3,05633x10"
Loppcmoxginimetunin/PH=6,50/41 C 0,00308 0,00308 bd 0,56529 217238 0,97565
n i i bd 0 -0,28606 1,34802
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R’ -3,72179 -3,7892 bd -0,02062 0,54898 0,99956
SUM 125,79547 1,84159 bd 10,5658 6,64424 0,16168
o 220,36855 220,36855 bd 325 . -4, 69125x10°
Loprcinossinimeyni [PH=7,40/37°C 0,00308 0,00308 bd 0,65574 1,98097 1,00346
n - - bd 0 -0,23317 2,1346
R -4,06736 -4,18205 bd -0,02062 0,36208 0,98432
SUM 131,65183 1,82923 bd 10,23055 6,41943 0,1222
o 225,39257 225,39257 bd 325 - -2,93214x10°
Loprcioox ainimetas /PH=7,40/37°C 0,00308 0,00308 bd 0,66829 1,96735 1,00351
n - - bd 0 -0,22775 2,21383
R -4,36056 -4,48046 bd -0,02062 0,3633 0,98775
SUM 125,41171 1,70163 bd 8,12872 4,07326 0,01135
o 227,67301 227,67301 bd 325 . -1,49592x10°
Lopocinosd sinimeynin [PH=7,40/41°C 0,00308 0,00308 bd 0,64187 2,03841 0,96663
n - . bd 0 -0,24493 1,91055
R -5,02952 5,14864 bd -0,02062 0,48554 0,99855
SUM 12355637 1,87096 bd 8,15358 4,05944 0,01093
o 226,17331 226,17331 bd 325 . -1,80241x10°
L orecoonammans /o HET A0/4LC 0,00308 0,00308 bd 0,6382 2,04538 0,9668
n - . bd 0 -0,24689 1,87846
R’ -4,95475 -5,06564 bd -0,02062 0,4887 0,99861
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Tabela All. Parametry dopasowania profili uwalniania DOX i binimetynibu z liposomow [Lpppc/poxsbinimetynin] - HSA W réznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

. Rozwiniecie
Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas modelu
Freundlich’a
SUM 0,08706 11,94254 0,01629 0,005 0,00363 7,3418x10"*
o -7,3183 85,97703 -3,58909x107% -5,14503x10"® - 0,06343
[Loprcipox/ginimetynib] :HSA
JpH=550/37"C 0,00772 0,00308 0,05516 0,04388 0,04649 -0,05297
n - - - 0,54315 0,53229 0,48652
R 0,98601 -1,43413 0,99738 0,99919 0,99937 0,99987
SUM 0,08484 12,15467 0,00185 8,72537x10" 6,18543x10 1,02974x10™
o -12,35598 78,12793 -1,64072x10™° -7,17911x10®% - 0,06765
[Lopeciboxiginimetynip] - HSA 0,00777 0,00308 0,05597 0,05758 0,05895 -0,02453
IpH=5,50/37"C
n - - - 0,49463 0,49021 0,47016
R 0,98521 -1,63103 0,99968 0,99985 0,99988 0,99998
SUM 3,12621 3,12623 bd 3,12621 4,10622 0,03589
o -5,59994x10° -1,66291x10’ bd 320 - -75,97482
[Loppcipoxsinimetynin] - HSA 2,70788x10™ 3,30282x10° bd 0,14071 8,62356x10" 76,90446
/pH=5,50/41"C o
n - - bd 0 -1,06239x10 0,00217
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,74281 0,98461
SUM 3,18021 3,18022 bd 3,18021 4,07614 0,04938
[Loppcipoxginimetynin] :HSA o -1,66339x10° -1,67598x10’ bd 320 - -83,15145
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IpH=5,50/41"C k 8,9060x10™" 3,16113x10°° bd 0,13769 -3,89488x10° 84,08422
n - - bd 0 -4,43011x10’ 0,002
R% -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,69533 0,97925
SUM 0,06422 12,60614 0,0217 0,0247 0,01802 0,00395
o -6,04356 80,21007 -2,04155x10%° -2,18386x10™* - 0,10035
[Lopronoxsnmeynin]:HSA 0,00822 0,00308 0,05624 0,04552 0,05146 -0,13207
/pH=6,00/37°C n - - - 0,53983 0,51679 0,42057
R% 0,98987 -1,4399 0,99658 0,99606 0,99694 0,99932
SUM 0,09517 11,75753 0,00894 7,86756x10™ 5,67637x10" 1,05837x10™
o -9,14379 86,13553 -2,13027x10* -7,25186x10°% - 0,05428
[Lopeciboxiginimetynin] - HSA 0,00756 0,00308 0,05498 0,04672 0,04781 -0,02078
IpH=6,00/37"C
n : : : 0,53073 0,5264 0,5076
R% 0,98427 -1,48505 0,99852 0,99987 0,9999 0,99998
SUM 3,89409 3,8941 bd 3,89409 4,51504 0,20108
a -0,0102 -1,90182x10’ bd 325 - -156,9511
[Loppcipoxssinimetynin] - HSA -1,58719x10° 2,44733x10° bd 0,12732 -637633,06462 157,96457
/pH=6,00/41"C
n - - bd 0 -18385,03468 0,00118
R% 8,57996x10™ -0,01021 bd -0,02062 -0,45979 0,93431
SUM 3,95323 3,95324 bd 3,95323 4,45709 0,2469
[Lopeciboxiginimetynib] - HSA a -1,56144x10° -1,94535x10’ bd 325 - -176,90446
IpH=6,00/41"C o .
8,37863x10° 2,24942x10° bd 0,12263 -407904,86103 177,91417
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n - - bd 0 -9502,27378 0,00105
R%adi -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,41798 0,92063
SUM 0,0302 14,05255 0,09797 0,09975 0,07765 0,01819
o -5,34422 65,85317 -1,68763x10™ -2,351186x10% - 0,28124
[Loprenoxsimenni]: HSA 0,00955 0,00308 0,05892 0,05839 0,0713 -0,4023
IpH=6,50/37 C n - - - 0,50153 0,46393 0,28037
R 0,9952 -1,61208 0,98442 0,98397 0,98658 0,99682
SUM 0,06072 13,62203 0,21871 0,15254 0,1197 0,04163
o 6,42828 87,75909 -2,51668x103 -1,89076x10%° - 0,13698
[Loppf/ﬁx/%;]% HSA 0,00697 0,00308 0,05617 0,02643 0,03529 -0,28855
PH=o n - - - 0,64168 0,5878 0,392
R%ai 0,99292 -1,06977 0,97199 0,98027 0,98376 0,99429
SUM 5,67783 5,67784 0,50141 0,01672 1,33202 1,20551
o -1,30852x10° -1,33896%10" 122,82828 126,0606 - -177,44666
[LDPP,C'%’??&ZTE’(];:HSA k 1,62696x107 6,91229x10° 9,32972x10° 1,03122x10™ 2,66961 178,64888
PH=, n - - - 141125 -0,58009 0,00119
R -0,0102 -0,01021 -1,68138 0,90904 0,73181 0,75476
SUM 5,87336 5,87338 0,49827 0,00782 1,41413 1,00368
-1,33921x10° -1,37183x10’ 132,52525 138,9899 - 2,3695
[LDPPC/DOX/BinimetyniP |:HSA *
/pH=6,50/41"C 1,62976x10°° 7,01012x10° 6,05641x107 6,29468x107 2,68055 -0,5469
n - - - 1,53768 -0,57469 -0,25013
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R -0,0102 -0,01021 -1,53446 0,95883 0,72633 0,80374
SUM 0,06627 12,93133 0,0593 0,00845 0,00611 9,21362x10*
o -15,66276 64,97357 -3,94983 -3,92366x10* - 0,12753
[Lopecipoxsinimetynin]: HSA 0,00833 0,00303 0,05691 0,07604 0,08113 -0,10174
IpH=7,40/37°C
n - - - 0,44748 0,43527 0,37261
R 0,98764 -1,88433 0,98894 0,99841 0,99875 0,99981
SUM 0,09433 11,79699 0,02807 0,00378 0,00274 5,7064x10™
o -6,5236 90,59373 -1,98757x10* -1,43175x10% - 0,05553
[Loppcpoxsginimetynip] :HSA 0,00748 0,00303 0,0543 0,04032 0,04244 -0,04377
IpH=7,40/37°C
n - - - 0,556 0,54639 0,50659
R 0,98507 -1,39027 0,99556 0,9994 0,99953 0,9999
SUM 4,13499 4,13502 4,13498 0,77328 0,00114
o -6,35511x10° -1,45665x10" 325 325 - -0,37409
[Loppcipoxssinimetynin] - HSA 4,15602x10° 8,85373x10° 1 0,23213 1,94891 1,30893
IpH=7,40/41°C
n - - - 0 0,461 0,21723
R -0,0102 -0,01021 0 -0,02062 0,77927 0,99967
SUM 4,21487 4,2149 bd 4,21486 0,78662 0,00156
a -1,96219x108 -1,45946x10’ bd 325 - -0,40773
[Loprciooxsinimetnin]: HSA 1,34983x10°° 8,87438x10° bd 0,23269 1,97843 1,35952
IpH=7,40/41C n - ; bd 0 -0,46369 0,20898
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 0,78047 0,99956
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Tabela A12. Parametry dopasowania profili uwalniania DOX i binimetynibu z liposomow [Lpppc/pox/ginimetynio]:dHSA w réznych modelach matematycznych.

Model matematyczny

. Rozwiniecie
Liposom/pH/Temperatura Parametr First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas modelu
Freundlich’a
SUM 0,07227 12,46698 0,00658 0,00884 0,00655 0,00124
o -9,44386 78,07455 -7,06118x10 -1,78148x107% - 0,08685
[Loprcipox/sinimetynin] :dHSA
IpH=5,50/37"C k 0,00804 0,00308 0,05626 0,0528 0,05666 -0,08158
n - - - 0,51193 0,49865 0,437
R’ 0,98794 -1,55239 0,9989 0,99851 0,99882 0,99977
SUM 0,0775 12,29511 0,00376 0,00392 0,00296 5,24322x10™
o -11,02075 77,54808 -2,01778x10* -5,15059x10°% - -0,05482
[Loppcipoxiginimetynin]: dHSA k 0,00793 0,00308 0,05619 0,05595 0,05856 0,07863
IpH=5,50/37"C
n - - - 0,50076 0,4922 0,44955
R’ 0,98675 -1,59994 0,99936 0,99932 0,99945 0,9999
SUM 2,33928 2,33928 bd 2,33928 1,53599 0,59898
o -9,6603%10’ -4,55154x10° bd 325 - -222,19614
[Loppcipoxsminimetynin]:dHSA 4,69581x10™%° 1,88354x10™%2 bd 0,04435 -8416307,29 222,70471
IpH=5,50/41"C ,
n - - bd 0 -38193,6758 4,42119%10
R’ -0,0102 -0,0102 bd -0,02062 -0,09531 0,56842
SUM 2,31756 2,31756 bd 2,31756 1,48971 0,63609
-9,21338x10’ -4,31597x10° bd 325 - -237,38751
[LDPPC/DOX/Binimetynibol :dHSA *
/pH=5,50/41"C k 4,59909x107%° 1,78978x10! bd 0,04149 -1,35818x10’ 237,8742
n - - bd 0 -42561,97837 -3,97357x10™
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R -0,0102 -0,0102 bd -0,02062 -0,08314 0,53269
SUM 0,09414 0,08271 0,26442 0,01266 0,00693 6,29345x10™
a -26,99564 -0,76532 -32,33849 0 - 0,28386
[Lopropoxeinmeynis]:dHSA k 0,00953 0,01473 0,05628 0,1429 0,15438 -0,20041
IpH=6,00/37°C n - - - 0,34051 0,32515 0,24987
Radj 0,97724 0,98001 0,93608 0,99691 0,99805 0,99982
SUM 0,06278 0,10412 0,23962 0,04955 0,03013 0,00406
a -17,88561 -6,34517x10% -16,59765 -6,95404x10™ . 0,37331
[LDPPc;/Son;%s%@édHSA k 0,00982 0,1358 0,05807 0,10438 0,12288 -0,39242
n - - - 0,3979 0,36689 0,22881
Radj 0,98705 0,97851 0,95055 0,98967 0,99297 0,99904
SUM 4,13496 4,13498 bd 4,13495 0,67143 0,00625
a -1,87619x10° -1,52926x10" bd 320 - -1,49727
[LDppc/wisimmetyme1dHSA 1,23802x10° 6,92038x107 bd 0,20727 2,05719 2,54202
pH=0.00/1 n - : bd 0 -0,50044 0,09252
R%q -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 0,80619 0,99818
SUM 3,43257 3,43259 bd 3,43257 0,48342 0,00331
a -5,97436x10° -1,50692x10’ bd 320 - -3,04244
[LDPP(?ISEXQ%%TJ (::dHSA k 3,35091x10™° 5,58791x10° bd 0,18144 1,87968 4,01871
n - - bd 0 -0,51208 0,04859
R -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 0,82277 0,99877
SUM 0,05082 14,47289 0,19469 0,05279 0,03921 0,00622
a -14,30917 52,26289 -9,30089 -4,09335x10* - 0,34336
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[Loppcipoxssinimetynin]:dHSA k 0,00971 0,00308 0,05867 0,09192 0,10589 -0,39257
/pH=6,50/37'C n i i i 0,42014 0,39329 0,24358
R%q 0,99028 -2,13296 0,96275 0,9898 0,99163 0,99866
SUM 0,05366 0,15367 0,17109 0,04041 0,03011 0,00464
o -15,04188 -9,62096x10% -9,05195 -3,66568x10 - 0,29019
[Loppeipoxiginimetynin]: dHSA k 0,00948 0,01236 0,05841 0,09133 0,10344 -0,32103
/pH=6,50/37°'C
n - - - 0,42037 0,39676 0,26343
R%q 0,98968 0,97045 0,96711 0,99215 0,99355 0,999
SUM 4,09007 4,09007 bd 4,09007 3,96953 0,49063
o -1,41401x10° -2,32165x10’ bd 325 - -229,59435
[Loppc//%/séngn&y‘lnilbjédHSA k 6,96389x10™ 1,21743x10° bd 0,09378 -243479,24359 230,55064
PH=, n - - bd 0 -125,0895 7,86697x10™
R%q -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -0,23 0,84639
SUM 4,47663 4,47663 bd 4,47663 427777 0,71946
a -1,34091x10° -5,10552x10° bd 325 - -259,62308
[Loppc;/Donx%ﬁtgédHSA k 6,09264x10° 5,13196x10™ bd 0,08951 -2,444231x10° 260,59842
PH=S, n - - bd 0 -2110,48636 7,14491x10*
R%q -0,0102 -0,0102 bd -0,02062 -0,18757 0,79819
SUM 0,07031 13,16862 0,10103 0,00815 0,00478 6,28661x10™
a -18,79404 -18,79404 -9,38993 -6,41911x10™ - 0,1474
[Loppcipoxsinimetynin] :dHSA k 0,00864 0,00864 0,05721 0,08976 0,09665 -0,10188
IpH=7,40/37"C
n - - - 0,41989 0,40587 0,34845
R%q 0,98601 -2,08871 0,9799 0,99836 0,99894 0,99986
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SUM 0,04399 13,45896 0,0448 0,05535 0,0411 0,00912
a -6,32458 71,5539 -7,27871x10™ -3,50036x10% - 0,17222
[Lopeciboxiginimetynin]: dHSA k 0,00887 0,00308 0,05773 0,05311 0,06283 -0,24344
IpH=7,40/37°C
n - - - 0,51561 0,484 0,34393
R%q 0,99296 -1,5442 0,99283 0,99105 0,99288 0,9984
SUM 4,59427 4,5943 bd 4,59427 8,62884 0,00846
a -1,92931x10° -1,55065x10’ bd 325 - -1,00733
[Lopecipoxsinimetynin]: dHSA k 1,31699x10° 7,83557x10° bd 0,22438 -12,62947 2,08277
IpH=7,40/41°C
n - - bd 0 -520,61549 0,12669
R%q -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 -1,18677 0,99783
SUM 4,49123 4,49126 bd 4,49123 0,79529 0,00655
a -1,93419x10° -1,52887x10’ bd 325 - -0,87857
L vimetvais] :JHSA 1,31451x10° 7,95504x10° bd 0,2245 2,12518 1,93008
[ DPPC/DOX/Binimetynib,
/pH=T7,40/41 C n - - bd 0 -0,48728 0,13712
R%q -0,0102 -0,01021 bd -0,02062 0,79312 0,99828
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Tabela A13. Parametry statystyczne ANOVA dla kompleksoéw liposomalnych 1-12 w réznych wartosciach pH $rodowiska, gdzie pH;=5,50, pH,=6,00, pH3=6,50 i pH,4=7,40
w stalej temperaturze T=37 °C. Krytyczna warto$¢ F na poziomie istotnosci 0,05 wynosi Fo gs(3.144=3,144.

Liposomy

Zrodla zmiennosSci

Parametry statystyczne ANOVA

Srednia kwadratowa

Suma kwadratow (SS) Stopnie swobody (df) (MS) F

Grupy 0,6588 3 0,2196 1067,43
[Loprcinox] Blad 0,0296 144 2,1x10° -
Catkowita 0,6884 147 - -

Grupy 0,3249 3 0,1083 5928,4
[Loppcipsrnaci Blad 0,0018 144 1,8x10° -
Catkowita 0,3267 147 - -
Grupy 0,0271 3 0,0090 99,06

[Loprcre-pethacipox]it Blad 0,0131 144 9,1x10° )
Calkowita 0,0402 147 - -

Grupy 0,0171 3 0,0057 329,9560
[Loppcsspethaciooxliz Blad 0,0025 144 1,7x10° -
Calkowita 0,0196 147 - -

Grupy 4,4873 3 1,4958 8724,41
[Lopecoox]:HSA Blad 0,0247 144 1,7x10" -
Calkowita 45120 147 - -

Grupy 0,5210 3 0,1737 1007,53
[Loprcinos] :dHSA Blad 0,0248 144 1,7x10™ -
Calkowita 0,5458 147 - -

[Lopecisparnaci]:HSA Grupy 1,4836 3 0,4945 8627,36
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Blad 0,0083 144 5,7x107° -
Calkowita 1,4918 147 - -

Grupy 0,6167 3 0,2056 10496,06
[Loppcio-peThaci] :dHSA Blad 0,0028 144 1,9x10° -
Calkowita 0,6195 147 - -

Grupy 0,2715 3 0,0905 1932,53
[Loprcie-peThacipox]ii:HSA Biad 0,0067 144 4,7x10° -
Calkowita 0,2782 147 - -

Grupy 0,0811 3 0,0270 234221
[Loppcio-peThacpox]iz: HSA Blad 0,0017 144 1,2x10° -
Calkowita 0,0827 147 - -

Grupy 0,7019 3 0,2340 2665,26
[Loppcio-peThacipox]ii:dHSA Biad 0,0126 144 8,7x10° -
Catkowita 0,7146 147 - -

Grupy 0,1592 3 0,0531 3359,56
[Loppcre-peThAciDox]i2:dHSA Biad 0,0023 144 1,6x10° -
Calkowita 0,1615 147 - -

A1=233 nm and A2=488 nm
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Tabla Al4. Parametry statystyczne ANOVA dla komplekséw liposomalnych 1-12 w réznych temperaturach T;=37°C i T,=41°C w stalym pH=7,4. Krytyczna warto$¢ F
na poziomie istotnosci 0,05 wynosi Fogs(1,72=3,97.

Parametry statystyczne ANOVA

Liposomy Zrodla zmiennosci Suma kwadratéw (SS)  Stopnie swobody (df) Sredma(l;;lvsa)dratowa =
Grupy 0,2828 1 0,2828 2840,91
[Loppcioox] Blad 0,0072 72 9,9x10° -
Calkowita 0,2899 73 - -
Grupy 0,1510 1 0,1510 10655,49
[Loppcro-peThACH] Btad 0,0010 72 1,4x10° B
Calkowita 0,1520 73 - -
Grupy 0,0332 1 0,0332 438,73
-5
[Loppcre-pThacipox]it Blad 0,0054 72 7,5x10 )
Calkowita 0,0386 73 - -
Grupy 0,0003 1 0,0003 35,85
6
[Loprcie-peThACIDOX )22 Blad 0,0006 12 8,3x10 )
Catkowita 0,0009 73 - -
Grupy 0,0463 1 0,0463 698,45
[Loppcipox]:HSA Blad 0,0048 72 6,6x10° -
Catkowita 0,0511 73 - -
Grupy 1,9080 1 1,9080 16982,41
[Loprcipox]:dHSA Biad 0,0081 2 1,1x10* -
Calkowita 1,9161 73 - -
[Loppcisparnac]:HSA Grupy 0,0130 1 0,0130 2239,84
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Blad 0,0004 72 5,8x10° -
Catkowita 0,0135 73 - -
Grupy 0,0634 1 0,0634 3770,78

[Loprcrepethaci]:dHSA Biad 0,0012 72 1,7x10° }
Catkowita 0,0646 73 - -

Grupy 0,0043 1 0,0043 38,22
[Loppcre-pethacipox]iz:HSA Blad 0,0081 72 1,3x10° -
Catkowita 0,0125 73 - -

Grupy 0,0002 1 0,0002 16,39
[Loppcio-peThacDOX]i2: HSA Blad 0,0009 72 1,3%10° -
Calkowita 0,0012 73 - -

Grupy 0,0003 1 0,0003 1,92
[Loprcre-pethacipox]iz:dHSA Blad 0,0102 72 1,4x10° :
Calkowita 0,0105 73 - -

Grupy 0,0001 1 0,00013 6,27
[Loprcre-peThacipox]iz:dHSA Biad 0,0015 2 2,1x10° 3
Calkowita 0,0016 73 - -

A1=233 nm and A2=488 nm
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Abstract: The marketed drug Doxorubicin (DOX) and the promising anti-cancer agent 9-(N-piperazinyl)-
5-methyl-12(H)-quino[3,4-b][1,4]benzothiazinium chloride (9-PBThACI) were used to prepare and
compare a range of liposomal delivery systems based on dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC).
Liposome-assisted drug release was examined using the spectrophotometric method. In order to
provide in vitro release characteristics of liposomal conjugates (Lpppc/drug VS- LDPPC/drug/drug) s
well as to evaluate the impact of temperature and pH buffering on the conformation/polarity of the
phospholipid bilayer, the encapsulation efficiency of the liposomes entrapping 9-PBThACI and DOX
was calculated. In fact, some competition between the investigated molecules was noticed during the
entrapment process because relatively high values of the encapsulation efficiency were observed only
for the liposomal complexes containing one trapped drug molecule. An averaged absorbance value
enabled us to indicate the pH value of the environment (pH ~ 6.8), at which the physicochemical
property profiles of the liposomal complexes were noticeably changed. Moreover, the operational
factors limiting the drug release kinetics from the produced liposomes were mathematically modeled.
First-order and Bhaskas models ensured satisfactory compliance with the experimental data for the
liposomal complexes buffered at pH values of 5.50, 6.00, and 7.40, respectively.

Keywords: nanocarriers; liposomal delivery systems; encapsulation efficiency; drug release profile

1. Introduction

The development of innovative delivery systems based on biomaterials and nanotech-
nology might enhance not only a drug’s stability and bioavailability but also diminish
the toxicity of the potential pharmaceutical agent. Hence, an intensively growing interest
has been observed recently in targeted therapy using nanoparticles as carriers of active
substances that facilitate drug transport from the place of administration to the site of
action [1]. One of the most commonly used nanoscale carriers for the targeted delivery of
drugs are liposomes—artificially structured spherical vesicles composed of a phospholipid
bilayer enclosing an aqueous solution [2-5]. It seems that the potential penetration of
liposome-encapsulated anti-cancer substances into the surrounding tissues results from the
fact that the endothelium of tumor blood vessels and healthy cells varies notably [6]. The
injection of the drug-containing liposome allows for a decrease in the dose of the active
substance and a reduction in the frequency of administration, limiting the overall drug
toxicity while preserving the desired ADMET-like properties. In other words, the drug’s
biodistribution (pharmacokinetics and pharmacodynamics) can be improved noticeably
since the liposomal form of the drug stays longer in the bloodstream [7]. Overall, recent
years have witnessed the application of liposomes as nanocarriers for anti-viral, anti-fungal,
anti-diabetic, and anti-cancer agents, enhancing their pharmaceutical effectiveness [8-11].
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It should be highlighted that the entrapment of medicines can also be conducted using
other nanocarriers. For instance, exosomes and niosomes are the nanostructured media that
are used in the transportation of chemotherapeutics [12] and sometimes compose hybrid
structures with liposomes to facilitate the distribution of hydrophobic substances [13].
Moreover, derivatives of graphene oxide were also proposed to embed nanoparticles in
potential drug delivery systems [14].

Regardless of the administration route, pharmaceutical availability is a significant
factor defining the phase of the active component release from the drug molecule. In
technological practice, the release study has become indispensable to assess a drug’s quality
at the early stages of formulation preparation [15]. In order to prove the reproducibility
of the manufacturing operations and the steady composition of each bunch of the final
product, the drug release evaluation has to be investigated meticulously, especially after a
drug’s registration. Moreover, the operational parameters of a drug’s production can be
controlled systematically. A comprehensive analysis of the release profile might provide
valuable hints in cases where a drug’s properties are unexpectedly changed, whereas other
methods might prove inefficient.

In practice, a release study can be conducted using the one-point and multi-spot
tests, respectively. In the one-point approach, the quantity of the released substance (Q)
is compared to the volume of the acceptor liquid as a function of time; the resulting ratio
is referred to as the previously specified acceptance criteria. In the multi-point test, the
variations of the released substance are recorded at a few or even numerous time spots.
Armed with such data, the drug release profiles might be established in the form of curves
presenting the changes of the released substance as a function of time. Not surprisingly, in-
depth drug release profiling should be routinely performed at the early stages of drug R&D
activities since the multi-point examination is more precise compared to the single-spot test.

In the presented study, the marketed drug Doxorubicin (DOX) and the promising
anti-cancer agent 9-(N-piperazinyl)-5-methyl-12(H)-quino[3,4-b][1,4]benzothiazinium chlo-
ride (9-PBThACI) were utilized to prepare a range of liposomal complexes (Lpppc,drug
vS. Lpppc/drug/drug)- In fact, the anti-cancer potential of neuroleptic phenothiazines con-
taining alkylaminoalkyl substituents at the thiazine nitrogen atom has been reported
previously [16]. It seems that the anti-proliferative activity of 9-PBThACI reagents stems
from an interaction between such structural motifs and enzymes involved in inducing
apoptosis, as well as from DNA intercalating properties that induce its fragmentation in
cancer cells. Similarly, to the action exerted by the anthracycline antibiotics, the planar
structural fragments of the analyzed quinobenzothiazine salts can ease intercalation into
the DNA helix. The stability of the DNA-drug complex can be enhanced by the existence
of an intercalating factor (a substitute capable of forming hydrogen bonds with purine and
pyrimidine bases) that raises the stability of the DNA-drug conjugate, resulting in inhibited
cell proliferation. In this context, the experimental and theoretical findings of the drug
release modeling using six selected mathematical models implemented to describe the
release profiles of a new, biologically tested 9-PBThACI molecule and doxorubicin appear
valid. Overall, the obtained data proved the immense contribution of the pH buffer in the
environment to the physicochemical profiles of the prepared liposomal conjugates. In fact,
the pH value of the environment was specified, at which the physicochemical property
profiles of the liposomal complexes were noticeably changed. It was also demonstrated that
the rise in temperature resulting in the increment of the phospholipid bilayer fluidity can
damage the membrane hydrogen bonds accordingly. Moreover, some competition between
the investigated molecules was noticed during the entrapment process because relatively
high values of the encapsulation efficiency were recorded only for the liposomal complexes
containing one trapped drug molecule. Additionally, the operational factors that limit the
rate of drug release from the produced liposomes were modeled mathematically.
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2. Results and Discussion

Nanoparticle tracking analysis (NTA) is the method commonly used for the physical
characterization and quantification of extracellular vesicles in biological samples in sus-
pension in the range from 10 to 1000 nm based on the analysis of Brownian motion [17-19].
Hence, the critical evaluation of LDPPC /DOX~ LDPPC /9-PBThACL, and LDPPC /9-PBThACI/DOX
liposomes was performed using the NTA methodology in order to specify the size distribu-
tion of the investigated liposomal complexes as potential drug carriers. A limited number
of huge liposomal aggregates (size > 300 nm) does not affect the average size distribution
of the analyzed complexes, as shown in Figure 1.
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Figure 1. Size distribution in Lpppc,/pox, Loppc/9-perhact, and Lpppc/9-peThact/pox liposomes.

2.1. Encapsulation Degree Analysis

The examination of the liposomal encapsulation degree of 9-PBThACI and Doxoru-
bicin hydrochloride was conducted using the spectrophotometric methodology for systems
with a surrounding pH changing from 5.50 to 7.40. The absorbance measurements were
performed at 488 nm for 9-PBThACI and at 233 nm for DOX, respectively. The standard
curves of the absorbance against the concentration were plotted for the examined drugs.
Consequently, the concentration of the nano-encapsulated drug was specified in the su-
pernatant. The encapsulation efficiency (EE%) of the liposomes entrapping 9-PBThACl
and DOX was calculated as the mass ratio between the amount of the drug incorporated
in the liposomes and the ratio used in the liposome preparation according to Equation (1).
Tables 1 and 2 report the encapsulation efficiencies of 9-PBThACI and DOX in the liposomes,
respectively.

Table 1. Percentage of 9-PBThACI and DOX encapsulation in liposomes Lpppc/9.pprhact and
Lpppc/pox for different pH values.

Encapsulation Efficiency (£std) 2 [%]

pH 3 X

9-PBThACI in Lpppcj9-pBThACI DOX in Lpppc/pox
5.50 100.00 £ 0.00 76.06 £ 1.92
6.00 81.28 +£2.43 92.74 + 2.20
6.50 74.69 + 1.96 95.50 + 2.35
7.40 91.96 + 2.15 100.00 £ 0.00

a Standard deviation.
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Table 2. Percentage of 9-PBThACI and DOX encapsulation in liposomes Lpppc,9-peThacl/DOX fOr

different pH values.
- Encapsulation Efficiency (£std) @ [%]
p . .
9-PBThACI in Lpppc/9-pBThACIDOX DOX in Lpppc/9-PBThACIDOX
5.50 75.96 + 3.11 69.55 + 3.40
6.00 53.00 £+ 2.80 77.37 £ 3.79
6.50 22.16 +£1.17 40.37 +1.97
7.40 44.88 4+ 2.37 52.48 £+ 2.57

a Standard deviation.

The drug loading (DL%) was calculated for different liposomal systems according to
Equation (2) for the pH values of 5.50, 6.00, 6.50, and 7.40, as shown in Tables 3 and 4.

Table 3. Drug loading (DL%) of 9-PBThACI and DOX encapsulation in liposomes Lpppc,/9-peThACI
and Lpppc/pox for different pH values.

Drug Loading (+std) @ [%]

pH . X

9-PBThACI in Lpppcjo.pBThACI DOX in Lpppc/pox
5.50 6.53 +0.35 6.56 + 0.39
6.00 6.50 £+ 0.33 6.58 +0.34
6.50 6.49 + 0.33 6.59 4+ 0.32
7.40 6.51 +0.28 6.60 = 0.44

4 Standard deviation.

Table 4. Drug loading (DL%) of 9-PBThACI and DOX encapsulation in liposomes
Lpprc/9-pBThACI/DOX for different pH values.

Drug Loading (+std) @ [%]

pH X X
9-PBThACI in Lpppc/9-PBThACIDOX DOX in Lpppc/9-PBThACIDOX
5.50 6.58 £+ 0.36 6.57 +0.39
6.00 6.55 + 0.38 6.59 4+ 0.46
6.50 6.49 + 0.31 6.52 +0.32
7.40 6.53 +0.37 6.54 4+ 0.39

a Standard deviation.

The presented findings confirmed the impact of buffer pH on the encapsulation degree
of the investigated molecules.

2.2. Stability of Liposomal Preparations

The evaluation of physical and chemical stability is the principal research objective
in the investigation of novel potential carriers for therapeutic compounds. The provided
data form the basis for defining the conditions of technological conduct, the specification
of auxiliary agents in the development of drug formulations, and the selection of their
storage conditions. The durability of medicinal substances themselves and their transport
structures are directly dependent on physicochemical factors [20]. The 5 week time period
was chosen to analyze the stability of the prepared liposomal aggregates, during which the
samples were stored at a temperature of 4 °C. The weekly recorded drug release rates (R%)
calculated according to Equations (3) and (4) for varied liposomal systems are illustrated in
Figure 2(A1-D2).
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Figure 2. Drug release (R%) profiles of 9-PBThACl and DOX from DPPC/drug/drug and DPPC/drug
complexes for different pH values: ((A1,A2): pH = 5.50); ((B1,B2): pH = 6.00); ((C1,C2): pH = 6.50);
and ((D1,D2): pH =7.40).
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The greatest variations in the degree of the analyzed drug release were observed at a
pH level of 6.5 for the liposomal complexes Lpppc /9-pBThACl/DOX VS LDPPC/9-PBThACI and
Lppprc/9-pBThACI/DOX VS LDpPPC/DOX, Teaching an average of ~28-30% for 9-PBThACI and
~5% for DOX, respectively. For the same pH value in the environment, the percentage of
DOX and 9-PBThACI encapsulation in the liposomal Lpppc/9-pBThACI/DOX COnjugate is also
smaller (see Table 2), gaining 22.16% for 9-PBThACI and 40.37% for DOX. According to our
previous findings, the release percentage of the liposome-encapsulated drugs depends on
both the surrounding pH and the entrapment site in the nanocarriers [5]. In general, the
hydrophilic compounds are located in the central, buffered zone of the liposomes, while
the hydrophobic ones are incorporated in the phospholipid bilayer [21]. Consequently, the
drug arrangement itself within the liposome structure determines the degree of its release.
As a matter of fact, the molecules entrapped in the hydrophilic zone of the liposomes need
to penetrate the phospholipid bilayer; therefore, the liposomal membrane has to be in the
liquid (crystalline) phase, which is disordered and leaky [22]. The fluidity of the bilayer
is related to many factors [23], primarily: (i) the character and value of the electrostatic
charges of phospholipid ‘heads’ composing the liposomal structure; (ii) the length of fatty
acid chains that are present in phospholipids; (iii) the number of unsaturated bonds in
phospholipids; and (iv) the concentration of cholesterol and protein molecules. Due to
the lack of covalent bonds, the liposomal bilayer is not a stiff structure. In fact, twofold
interactions between the membrane building blocks are observed that outline the surface
(polar) area as well as the inner (hydrophobic) zone, which is characterized mainly by
dispersion interactions.

The accidental fluctuation of the electron density can occur in molecules without a
permanent dipole moment, resulting in the appearance of the instantaneous dipole moment
despite the lack of noticeable bond polarizations. The emerging force field surrounding
a molecule can induce the polarization of the neighboring molecule with the generation
of another dipole moment. The above phenomenon may happen within the entire bi-
layer simultaneously between the interacting molecules. It is believed that dispersion
forces decrease the energy of the system thanks to the correlated fluctuations of charge
distributions in the proximal molecules. The power of dispersion interactions reaches
the maximal values for molecules that are set parallel to each other; therefore, Van der
Waals forces strive towards the parallel arrangement of hydrocarbon chains—the closer
the better, since the dispersion energy is inversely proportional to the distance r between
the interacting molecules (r~°). In addition, the density of phospholipid packing depends
on the proportion between the ‘head’ size and the remaining hydrophobic part of the
molecule [24]. The hydrophilic areas of the phospholipid bilayer constitute the polar lipids,
interacting as ion-ion, ion-dipole, dipole-dipole, or hydrogen bonds (HB). Moreover, the
interface boundary with the absorbed water molecules (called the structural water) is
also a significant component of the phospholipid bilayer [25], particularly for glycolipids
that form the energetic barrier for transporting the hydrophobic molecules. Due to the
strong ionization of the bilayer, other ions and ionized molecules present in solution are
adsorbed on the membrane surface, particularly those not transported through the lipid
boundary. The strong adsorption properties of the multivalent ions play a valid role in
organizing polar (particularly ionized) parts of phospholipids situated on the membrane
interface (called phospholipid ‘head’ cross-linking). Doxorubicin, as well as 9-PBThACI,
are hydrophilic molecules. It seems that DOX is probably bonded with the polar bilayer
via relatively weak interactions. The resulting disorganization of the membrane polar area
facilitates the release of 9-PBThACI molecules that are localized in the central hydrophilic
part of the liposome (see Figure 3). Each modification of the bilayer structure involving
the introduction of another membrane component (even localized on the surface) directly
effects the process of drug release [26]. Undoubtedly, the surface area of the bilayer is
increased, resulting in changes in the membrane’s physicochemical properties.
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Figure 3. Liposomal location of 9-PBThACI1 and DOX.

2.3. Influence of Surrounding pH on Drug Release—Spectrophotometric Analysis

The preparatory procedures of liposomal systems were conducted so as to maintain
the constant ratio of the analyzed compounds to phospholipid, amounting to 30:1:1 for
Lpppc/9-peThACI/DOX; and 30:1 for Lpppc/9-perhacy; 30:1 for Lpppc/pox, respectively. The
detailed analyses of the absorption spectra obtained for Lpppc /9-peThACI/DOX, LDPPC /9-PBThACL
and Lpppc,/pox allowed us to evaluate the changes appearing in the liposomal complex
with two molecules in tandem (Lpppc/9-peThACI/DOX), @S shown in Figures 4 and 5. The
following assumptions were made:

(@) A =0, if subtracting the Lpppc/9-ppThACl/DOX Spectrum from the Lpppc,/9-pBThAc
or subtracting the Lpppc,9-peThacl/pDox spectrum from the Lpppc,/pox yields zero
absorbance, that means there are no interactions between the analyzed compounds;

(b) AA # 0, if subtracting the Lpppc,/9-pBThAaCl/DOX Spectrum from Lpppc/9-peThAct OF
subtracting the Lpppc/9-peThACI/DOX Spectrum from Lpppc,pox produces non-zero
absorbance that suggests interactions within the investigated complex;

() AA>0and AA <0 are particularly relevant because:

e AA >0, when the absorbance of molecule X in tandem is higher than the ab-
sorbance of X alone, is regarded as a reference value. Then, the growth of
absorbance is the result of the increased release degree of molecule X influenced
by the presence of compound Y in the binary system;

e AA <0, when the absorbance of molecule X in the binary complex is lower
compared to the corresponding A value observed for the singular complex
treated as a reference. In this case, the absorbance decrease results from the
reduced release degree of X affected by the appearance of molecule Y in tandem.

Agreed assumptions explain the competitive effect, while 9-PBThACI is incorporated
and then released from the phospholipid nanocarriers.
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Figure 4. Impact of 5 week incubation of liposomal complexes: Lpppc/9-peThAaCl/DOX and
Lpppc/9-pBThACt On absorbance A (Axmax 9-pBThact = 488 nm); ((A): pH = 5.50), ((B): pH = 6.00),
((C): pH = 6.50), and ((D): pH = 7.40).
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According to our previous findings, the fluidity of the phospholipid bilayer increases
with the rise of the surrounding pH [27]. The hydrogen bonds are probably formed between
the oxygen atom of the phosphate group in phospholipids and the hydrogen atom of the
hydroxyl group present in the proximal DPPC molecule. If the pH of the environment
goes beyond the value of 7.40, then the hydrogen bonds existing in the acidic environment
are broken down. As a consequence, an increment in the bilayer fluidity is observed.
Stiffened so far with the hydrogen bonds, the polar phospholipid ‘heads’ begin to move,
imparting the characteristic fluidity of the membrane. In the investigated range of pH
values (from 5.50 to 7.40), the noticeable adjustment of the membrane fluidity directly
affects the process of drug release for the analyzed set of compounds. Mathematical
fitting of a function to an average score of the absorbance recorded in the subsequent
weeks of the liposome incubation, which differs from the pH value (see Figure 6), is
comparable with the curve illustrating the impact of pH on the value of the N parameter
obtained via the analysis of the phospholipid membrane using EPR spectroscopy [5,28].
Compared to pH = 7.40, the fluidity of the phospholipid bilayer is lower in the range
of pH 5.50-6.50. It appears that the perpendicular movement of 9-PBThACI towards the
membrane surface along the aliphatic phospholipid chains is feasible thanks to the evolving
packing of phospholipids as well as the growing relaxation of the bilayer associated with
the increasing pH of the surroundings. A similar mobility of 5-DOXYL spin labels was
reported in our previous findings [27]. Moreover, the presence of DOX in the bilayer can
directly affect the penetration of 9-PBThACI into the surrounding tissues—depending on
the pH of the environment; it may strengthen or weaken the process of 9-PBThACl release
accordingly. Possibly, DOX is partly immobilized in the hydrophilic zone of the bilayer
using the hydrogen bonds formed with DPPC molecules. As a consequence of such a
location, the compact structure of the bilayer is noticeably disturbed, which facilitates
the permeation of the membrane via the unbonded 9-PBThACI molecules. The recorded
inversions of 9-PBThACI and DOX release characteristics manifest at the potential pH
cut-off value (pH ~ 6.8), as illustrated in Figures 6A and 6B, respectively.

0.4

AA 024

0.0

5.5

6.0 65 7.0 F =021

pH pH

Figure 6. Effect of surrounding pH on averaged value of absorbance AA ((A): Lpppc/9-PBThACL/DOX
— Lpppc/9-PBThACI, AAmax = 488 nm) and ((B): Lpppc,/9-pBThACI/DOX — LDPPC/DOX, AAmax =233 nm).

2.4. In Vitro Drug Release Examination

Pharmaceutical availability is the quantity of an active component released from a
pharmaceutical formulation and dissolved in the surrounding body fluid that is measured
under laboratory conditions [29]. Briefly speaking, pharmaceutical availability might be
equated with the rate of the drug release process that specifies the parameter characterizing
the first stage in the system of drug transformation in the body (LADME). Numerically,
the value is calculated as the percentage or ratio of the drug dose that is dissolved in the
received fluid as a function of time; however, only the free fraction of the therapeutic
compound is absorbed, exerting the corresponding pharmacological effect. Hence, the
drug’s active substance must be released from the structure of the drug (its form) in a timely
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manner. Accordingly, the appropriate drug formulation needs to be constructed a priori.
Obviously, the form of the drug and the method of administration primarily govern the rate
and degree of active ingredient release. Moreover, the procedure of medicine preparation
and the excipients applied are crucial for the release process; therefore, the search for new
alternative forms of drug transport seems valid.

According to the FDA guidelines, two basic approaches were proposed for dissolution
testing of immediate drug release: the independent and the model-related ones which were
successfully implemented in the statistical analysis of the medicine leakage [30]. It should
be emphasized that a range of statistical methodologies can be proposed for the quantitative
modeling of drug release from controlled delivery systems [31-34]; however, the first and
most widespread one is the concept of similarity and difference factors. Moreover, the math-
ematical testing and comparison of dissolution profiles can be based on multidimensional
(mD) data space analyses [31]. Actually, the FDA guidelines do not recommend the specific
modeling procedure, but rather the general objectives are provided to be met as follows:
(i) the acceptance criterion should be designated so that it is comparable with the data
variance calculated for the reference sample and suitable for distance multidimensional
specification; (ii) the multidimensional distance between the averaged values of the subse-
quent time points for the reference as well as the test data should be calculated; (iii) the
90% confidence level should be determined for the multidimensional distance; and (iv) the
calculated limit should be compared with the acceptance criterion. If the upper limit of the
confidence interval is smaller or equal to the acceptance criterion, the similarity between
the two profiles is statistically confirmed. The third group of methods suggested by the
FDA for the comparison of in vitro dissolution profiles are model-dependent procedures,
where the shape of the profile is specified using a theoretical curve [35]. At least a few
such functions are recommended for fitting the experimental data; however, a continuous
Weibull probability distribution is commonly applied.

In practice, six mathematical models were used, including First-order, Bhaskas, Higuchi,
Ritger-Peppas, Korsmeyer—Peppas, and an extension of the classical Freundlich model (see
Equations (5)-(10)) in order to explain the process of releasing encapsulated compounds
from liposomes composed of dipalmitoylphosphatidylcholine as the main component of
the membrane [32,36]. The release rate studies were carried out at 37 °C and 41 °C, as
shown in Figures 7 and 8, respectively.

As a matter of fact, the presented data confirm the tendency reported previously in
the literature, where the direct impact of surrounding pH and temperature on the drug
release profiles from liposomes was observed [37]. Overall, a wide range of aspects related
to the drug’s in vivo spreading are implemented in the mathematical models, calculated
according to Equations (5)-(10). A comprehensive review, including the systematic analysis
of different drug release systems in terms of mechanisms that limit the transport of the
active component, can be found elsewhere [33,38]. Accordingly, the drug release systems
are controlled by diffusion (within the material or through the membrane), degradation
of a carrier, material bulking, as well as environmental factors, e.g., pH and tempera-
ture variations. Nevertheless, the extensive list of operational parameters that should be
taken into account during the search for clarification of the drug release mechanisms is
definitely longer [33].

It was revealed that the course of profiles obtained at a temperature of 37 °C and
the surrounding pH equal to 5.50, 6.00, and 7.40 were approximated exponentially, as
reported in Table 5. Conversely, at pH = 6.5, the drug release process was estimated via
linear dependency since 3 out of 5 models (Ritger-Peppas, Korsmeyer-Peppas, and an
extension of the classical Freundlich model) were characterized by Rzadj = 1. An extension
of the classical Freundlich model was applied for decreasing functions at a temperature of
41 °C (see Table 5). Undoubtedly, the rise of the temperature to the point of the main DPCC
phase transition [39] destabilizes the investigated liposomal systems [40]. It seems that the
surrounding pH can directly alter the thermal characteristics of liposome-encapsulated
drug complexes.
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Figure 7. Release kinetics of 9-PBThACI and DOX from Lpppc/9-peThaci/DOX liposomes. Red lines
correspond to the fits of the best mathematical models; ((A1): pH = 5.50, 9-PBThACI, (A2): pH = 5.50,
DOX); ((B1): pH = 6.00, 9-PBThACI, (B2): pH = 6.00, DOX); ((C1): pH = 6.50, 9-PBThAC],
(C2): pH=6.50, DOX); and ((D1): pH = 7.40, 9-PBThACI, (D2): pH = 7.40, DOX). Measurement

temperature: 37 °C.
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Figure 8. Release kinetics of 9-PBThACl and DOX from the Lpppc/9-peThACl/DOX liposomes. Red lines
correspond to the fits of the best mathematical models; ((A1): pH = 5.50, 9-PBThAC], (A2): pH = 5.50,
DOX); ((B1): pH =6.00, 9-PBThAC], (B2): pH = 6.00, DOX); ((C1): pH = 6.50, 9-PBThACI, (C2): pH 6.50,
DOX); and ((D1): pH = 7.40, 9-PBThAC], (D2): pH = 7.40, DOX). Measurement temperature: 41 °C.
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Table 5. Fitting parameters of 9-PBThACI/DOX release profiles from Lpppc/9-peThAact/DOX liposomes in different kinetic models.

Mathematical Model
Liposome/pH/Temperature Parameter i
P P P First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas of Cll:sl;i]i:;eFr:- ZI::: dlich
SUM 0.09768 0.01645 0.7792 0.22736 0.1598 0.02245
« —14.30834 —2.28817 x 1021 —54.74838 —3.03185 x 1038 - —46.93909
Lpprc/9-pBThACI/DOX/PH = 5.50/37 °C k 0.01437 0.02123 0.05671 0.16944 0.21694 46.80077
n - - - 0.31929 0.27201 0.00423
R? 4 0.9761 0.99598 0.80932 0.94379 0.95318 0.99335
SUM 0.10566 0.01004 1.00753 0.31503 0.23156 0.06046
« —11.05408 —1.04804 x 10~25 —76.85931 —1.46195 x 10793 - —86.40557
Lpppc/9-pBThAcCl/DOX/PH = 5.50/37 °C k 0.01762 0.0256 0.05546 0.2016 0.26034 86.34303
n - - - 0.2908 0.24169 0.00219
R%, 0.97222 0.99736 0.73512 0.91632 0.92501 0.98022
SUM 0.10557 1.04336 x 107° 0.28586 0.00804 0.0046 3.32134 x 10~*
« —30.26692 —2.76888 x 1045 —39.67538 0 - —0.17533
Lpppc/9-pBThACI/DOX/PH = 5.50/41 °C k 0.00943 0.00113 0.0553 0.15838 0.16794 0.2838
n - - - 0.32099 0.30935 0.24546
R% 0.97304 1 0.92699 0.99793 0.99862 0.9999
SUM 0.09994 12.63109 0.24028 0.06956 0.05424 0.01785
« 6.45432 99.70089 —2.72015 x 1030 —4.30809 x 10~ - —0.16234
Lpppc/9-pBThaACl/DOX/PH = 5.50/41 °C k 0.00787 0.00303 0.05381 0.02193 0.02717 0.07086
n - - - 0.66833 0.62859 0.48583
R% 0.98759 —1.01957 0.96875 0.99086 0.99255 0.99752
SUM 0.07351 0.04538 0.50871 0.13905 0.09315 0.01249
o —14.76861 —9.77786 x 10~ —29.382 —1.5672 x 10731 - —2.03081
Lpppc/9-peThACl/DOX/PH = 6.00/37 °C k 0.01295 0.01863 0.06062 0.13742 0.17135 1.92341
n - - - 0.35925 0.31646 0.08062
R?adj 0.9837 0.98994 0.88722 0.96885 0.97606 0.99676
SUM 0.02046 15.00534 0.19185 0.25043 0.19051 0.06212
« 2.65348 66.33091 —1.9847 x 1074 —9.43837 x 10~% - —0.55753
Lpppc/9-pBThACI/DOX/ PH = 6.00/37 °C k 0.01098 0.00333 0.06135 0.04166 0.05845 0.34815
n - - - 0.57367 0.50928 0.26691
R?adj 0.99734 —1.31761 0.97394 0.96563 0.97226 0.99086
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Table 5. Cont.

Mathematical Model
Liposome/pH/Temperature Parameter i
P P P First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas of Clis:i]i:;el; le(:: dlich
SUM 0.10728 0.24733 2.08466 1.08316 0.90119 0.80717
« 1.90302 —3.24117 x 1075 —355.64372 —4.64015 x 107143 - —319.12996
Lpppc,/9-pBThACl/DOX/PH = 6.00/41 °C k 0.13825 0.1281 0.0441 0.488 0.628 319.65566
n - - - 0.14817 0.09537 3.0701 x 10~
R% 0.99338 0.90206 0.17448 0.56665 0.43852 0.49186
SUM 5.07434 5.07439 nd 5.07434 1.19337 1.27488 x 104
o —4.86652 x 108 —1.0214 x 107 nd 240 - 1.04237
Lpppc/9-pBThACl/DOX/PH = 6.00/41 °C k 7.10265 x 10~10 1.90998 x 108 nd 0.29225 1.80173 —0.12465
n - - nd 0 —0.41917 0.38784
R% —0.0102 —0.01021 nd —0.02062 0.73608 0.99997
SUM 0.1921 10.75796 0.312 2.37342 x 1075 1.82411 x 103 4.86778 x 10~°
« 4.41383 133.02569 —4.8194 x 10731 —1.0694 x 10~ - —0.00239
Lpppc/9-pBThACI/DOX/PH = 6.50/37 °C k 0.00604 0.00274 0.0479 0.01719 0.01727 0.01764
n - - - 0.68889 0.68804 0.68482
R% 0.97323 —1.06641 0.95627 1 1 1
SUM 0.14777 11.1602 0.15261 2.81027 x 1075 2.09504 x 1075 4.88823 x 10°°
« —2.19742 119.99359 —4.16627 x 1073 —5.2606 x 1034 - —0.00298
Lpppc/9-pBThACI/DOX/PH = 6.50/37 °C k 0.00622 0.00274 0.04934 0.02504 0.02517 0.02576
n - - - 0.62515 0.62425 0.62073
R% 0.97804 —1.20486 0.97732 1 1 1
SUM 88.89513 2.78547 nd? 9.81841 3.59485 0.01069
« 215.14679 215.14679 nd? 360 - 1.03922
Lpppc/9-peThaACl/DOX/PH = 6.50/41 °C k 0.0029 0.0029 nd? 0.56596 4.64382 —3.82332 x 1074
n - - nd? 0 —0.42724 1.34741
R%, —3.23449 —3.3079 nd? —0.02062 0.63013 0.99889
SUM 73.9963 3.1289 nd? 8.85841 3.63358 7.95487 x 1075
o 192.9854 192.9854 nd? 360 - 1.00365
Lpppc/9-pBThACl/DOX/PH = 6.50/41 °C k 0.00278 0.00278 nd? 0.52694 2.34809 —0.00145
n - - nd? 0 —0.31106 1.11092
R%, —3.08807 —3.15495 nd? —0.02062 0.57474 0.99999
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Table 5. Cont.
Mathematical Model
Liposome/pH/Temperature Parameter An Extension
First-Order Bhaskas Higuchi Ritger-Peppas Korsmeyer-Peppas of Classical Freundlich
SUM 0.0804 0.03148 0.8249 0.30075 0.20141 0.03443
« —12.44505 —1.50318 x 10~ —51.82758 —7.55056 x 10~ - —52.33001
Lpppc/9-pBThAcl/DOX/PH = 7.40/37 °C k 0.01354 0.01893 0.05517 0.14695 0.20033 52.13487
n - - - 0.34074 0.28255 0.00395
R? g 0.98154 0.99277 0.81061 0.93024 0.94535 0.99056
SUM 0.06641 0.07169 1.05337 0.41812 0.32759 0.08237
« —7.00963 —1.23382 x 102 —51.66095 —1.25531 x 10~ - —87.36594
Lpppc/9-pBThACI/DOX/PH = 7.40/37 °C k 0.01557 0.01986 0.05589 0.15435 0.20567 87.15269
n - - - 0.33397 0.28004 0.00244
R% 0.9856 0.98445 0.77157 0.9084 0.91651 0.97879
SUM 7.99984 7.99987 nd? 7.99983 14.61952 0.152
« —2.11684 x 108 —1.89848 x 107 nd? 352.61138 - 2.03435
Lpppc/9-pBThACt/DOX/PH = 7.40/41 °C k 1.52592 x 10~? 9.25849 x 10~? nd? 0.27604 —46673.80267 —0.69103
n - - nd? 0 —2095.26681 0.18869
R% —0.0102 —0.01021 nd? —0.02062 —0.97716 0.97923
SUM 7.38557 7.38562 nd? 7.38557 14.93784 0.06705
« —7.15868 x 10° —1.80919 x 107 nd? 360 - 1.62692
Lpppc/9-pBThACI/DOX/PH = 7.40/41 °C k 4.83212 x 10710 1.07961 x 10~8 nd? 0.29244 —9.27636 x 10° —0.38692
n - - nd? 0 —343663.40104 0.24804
R? g —0.0102 —0.01021 nd? —0.02062 —1.19362 0.99005

2 nd—non defined.
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3. Materials and Methods
3.1. Materials

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC, >99%), dichloromethane, chlo-
roform, potassium phosphate dibasic (>98%), sodium phosphate monobasic monohy-
drate (>98%), and Doxorubicin hydrochloride (98.0-102.0% (HPLC)) were purchased
from Sigma Aldrich, Schnelldorf, Germany. 9-(N-piperazinyl)-5-methyl-12(H)-quino[3,4-
b][1,4]benzothiazinium chloride (9-PBThACI) was synthesized at the Department of Or-
ganic Chemistry, Medical University of Silesia in Katowice, Poland [16].

3.2. The Synthesis of 9-PBThACI

The proposed method of quinobenzothiazine tetracyclic derivative synthesis relies on
the cyclization of betaine systems featuring 1-alkyl-4-(arylamino)quinolinium-3-thiolates
structure via nucleophilic substitution of the hydrogen or halogen atom in the phenyl
ring by a thiolate-derived sulfur atom. Reactions proceed with high yield even at room
temperature. Introducing such substituents or functional groups into the benzene ring
permits modification of the quinobenzothiazine system, which is difficult to achieve using
other methods of synthesis. The presence of oxygen in the reaction mixture has an impact
on the course of the reaction between bis-chloride and 4-piperazinylaniline (see Scheme 1).
In the presence of a hydrogen chloride donor and atmospheric oxygen, betaines underwent
cyclization to appropriate quinobenzothiazine chlorides. It should be highlighted that the
compound can also be synthesized directly from bis-chloride using adequate amines in a
one-pot reaction in the presence of atmospheric oxygen without separating the intermediate
product [16]. The synthesized 9-PBThAC] compound shows strong anti-proliferative
properties that are comparable with DOX and cisplatin.

_H

@
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H /©/ HCl, 0, NN _
Y —_— | | cl
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Scheme 1. Synthesis of 9-(N-piperazinyl)-5-methyl-12(H)-quino[3,4-b][1,4]benzothiazinium chloride.

3.3. Liposome Preparation

The modified reverse-phase evaporation method (mREV) was employed to prepare
the liposomes. The mREV procedure relies on the continuous mixing of specific volumes
of suitable phospholipid solutions in excess of organic solvents with water according to
the methodology described in detail by Papahadjopoulos [41]. The replacement of the
ultrasonic dispersion of the aqueous phase in the organic phase with mechanical dispersion
that allows complete conversion of the phospholipids to the liposomes is a modification to
the above method. Liposomes (Lpppc; Lpppc,9-peThac; and Lpppc,/9-pBThACI/DOX) WeTe pre-
pared by the mREV method using the DPPC:drug molar ratio 30:1 and the DPPC:drug:drug
molar ratio 30:1:1. The lipid dispersion at a final lipid concentration of ca. 2.64 x 1072 M
was used. Finally, a total of 0.34 mL of 9-PBThACI and Doxorubicin at a concentration of
5 x 1073 M were added to the prepared mixture. In order to unify the dimensionality of
the analyzed structures, the standard method of homogenization was applied using the
Avanti mini extruder with a 100 nm filter.

3.4. Solutions and Sample Preparation

Phosphate-buffered saline (PBS) pH 5.50, 6.00, 6.50, and 7.40 were used for the UV /Vis
measurements. All mixtures used in the reactions were prepared in triplicate to allow for
statistical analysis.
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3.5. The Liposome Size Measurement

Diameters of Lpppc,/pox, Lprpc/9-pEhact, and Lpppc/9-pBThACI/DOX liposomes were
measured at room temperature with a NanoSight NS300 instrument (NanoSight, Malvern,

UK) and subjected to nanoparticle tracking analysis (NTA), yielding size distribution
and concentration (particles/mL). The instrument was equipped with a CMOS camera
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) and a 488 nm laser. All experiments were
made in triplicate. The software used for capturing and analyzing the data was NTA
3.2 Dev Build 3.2.16.

3.6. Stability Study

The period of 5 weeks was chosen to analyze the stability of the prepared liposomal
aggregates, during which the samples were stored at a temperature of 4 °C.

3.7. UV/Vis Measurements

The absorption spectra of free 9-PBThACI, Doxorubicin, and the liposomal form
of 9-PBThACI and Doxorubicin were recorded with the Lambda Bio 40 spectrometer
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA), equipped with a PTP-1 Peltier System (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) automatic temperature controller. The temperature was maintained
at37 £ 0.1 °Cand 41 & 0.1 °C. All the spectra were recorded after the equilibration of the
samples with the automatic temperature controller. The spectral analysis was conducted
using UV WinLab Perkin Elmer Software (The Lambda Series).

3.8. Encapsulation Efficiency and Drug Loading

In order to separate the encapsulated drug from its unencapsulated form, the samples
were dialyzed immediately after preparing the liposomal forms of 9-PBThACI and DOX
(Loppc/9-pBThACI/DOX)- Aliquots (8 mL) of the liposomal form of the analyzed drug dis-
persion were placed into a Float-A-Lyzer G2 (Spectra/Por) cellulose ester dialysis tubing
(Spetra/ Por®, 8-10 kilodaltons MWCO, Spectrum Laboratories, Inc., Rancho Dominguez,
CA, USA), immersed in 50 mL buffer at 4 °C with magnetic stirring at 360 rpm. Then the
samples taken from the recipient solution at predetermined times were replaced with the
same volumes of fresh buffer and designated spectrophotometrically at 233 nm for the DOX
and at 488 nm for the 9-PBThACI ingredient. The standard curve of the drug was used to
analyze the concentration of the encapsulated drug by measuring the maximum absorp-
tion of the DOX (Amax 233 nm) and of the 9-PBThACI (Amax 488 nm). The encapsulation
efficiency (EE%) of 9-PBThACI and DOX entrapped within the liposomes was calculated
according to Equation (1) [42,43]:

Ctotal — Cfree

EE% = x 100. 1)

total

The drug loading (DL%) was calculated based on Equation (2) [44,45]:

C total — Cfree

DL% =
Chotal lipid

x 100, @)
where:

Ciotai—total concentration of the drug;

Cfree—concentration of free drug in the supernatant;

Ctotal lipid—total concentration of lipid.

3.9. Drug Release and Mathematical Modeling Study

The examination of 9-PBThACI and DOX release from liposomes (Lpppc /9-pBThACI/DOX)
was performed at 37 °C and at 41 °C for 5 h. Spectrophotometry was used to determine the
degree of drug release from liposomes. During the initial 60 min, the measurements were
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conducted at 5 min intervals. Afterwards, the measurements were recorded every 15 min.
Drug release (R%) was calculated according to Equations (3) and (4) [46]:

({21 ~[xlso)

R(%) = 1
(%) = @, < BBy < 10 @)
where:
R(%)—encapsulated drug percentage of leakage;
[x] 5 —concentration of leaked drug;
[x] fo—initial concentration of unencapsulated drug;
EE%—percentage of drug encapsulation.
[x];
[x]; = =2, @)
B

where:

[x];,—is the concentration of total drug in the original liposomes;
p—dilution.

The following mathematical models were implemented in order to theoretically ap-
proach the process and degree of drug release from the liposomes [47-49]:

First-order: X =1 — ¢ k(t-=2), (5)

Bhaskas: X =1 — e*k(t*“)o'és, (6)

Higuchi: X = k(t —a)%°, (7)

Ritger-Peppas : X = k(t —a)", (8)
Korsmeyer—Peppas : X = kt", )

and an extension of the classical Freundlich model : X = a + kt", (10)

where:

X—release percentage R(%) from the fitting of experimental data to mathematical formulas;
t—release time;

k—Xkinetic constant;

a—modified parameter;

a—the fit factor;

n—exponent describing the various mechanisms of release.

The value of n < 0.45 corresponds to Fick’s diffusion, and the square root of the
time value is then proportional to the amount of fraction released from the carrier. A
process other than Fick’s diffusion appears for 0.45 < n < 0.89, and drug release occurs as a
consequence of both the diffusion and controlled mechanisms [50]. Equations 5-10 were
evaluated using the residual sum of squares (SUM) and Rzad]' values.

3.10. Statistical Analysis

All experiments and measurements were conducted in triplicate, and the data were
reported as the mean + standard deviation (SD). The obtained findings were analyzed
using OriginPro 8.5.0 SR1 software (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).
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3.11. Weibull Probability Distribution

The Weibull probability distribution used in modeling the release curves was specified
according to the following formula:

,(L)ﬁ
m:moo{l—e tq }, (11)

where:

m—release percentage of the active substance in time ¢;

me—release asymptote (110 = 100%);

t;—parameter defining the time scale of the process;

p—parameter characterizing the shape of the release curve (if f = 1, the function shows
exponential, § < 1 parabolic, and > 1 sigmoidal growth).

It should be emphasized that § parameter stands for the model’s adaptability to almost
all characteristics of the drug release profiles. Hence, the  parameter is recommended by
the FDA guidelines to describe and compare the release profiles. Despite the undeniable
advantages, the Weibull probability distribution has its own limits—there are no kinetic
foundations for the model due to the lack of a parameter directly linked to the release
kinetics. In other words, the underlying kinetics of the drug release cannot be characterized
thoroughly, but profiling of the drug release is still provided.

4. Conclusions

The correctly prepared methodology of the pharmaceutical availability evaluation,
containing the comparison of the drug release profiles, should also provide knowledge
describing at least three main domains. First of all, the surveys of the drug release should
reflect the variations of the substance’s physicochemical properties resulting in the ob-
served changes in the volume and rate of the active component delivery. Secondly, other
procedures for product differentiation should be proposed, considering other excipients
as well. Finally, in the case of the demonstrated in vitro/in vivo correlation (IVIVC), the
drug release profile should be linked with the substance’s bioavailability. The validity of
the drug release studies was emphasized by the FDA and EMA agencies, which published
a group of guiding principles to follow.

In this context, we present the findings of the drug release modeling using six selected
mathematical models implemented to describe the release profiles of a new, biologically
tested 9-PBThACI molecule and the marketed drug (Doxorubicin). Firstly, the modified
methodology of reverse-phase evaporation (nREV) was employed to design and experi-
mentally prepare a set of liposome-based drug delivery systems. Moreover, the following
models were employed to approximate the empirical data: first-order, Bhaskas, Higuchi,
Ritger-Peppas, Korsmeyer-Peppas, and an extension of the classical Freundlich model.
As a matter of fact, First-order as well as Bhaskas models, which are based on the Weibull
probability distribution, ensured satisfactory compliance with the experimental data for
the liposomal complexes buffered at pH values of 5.50, 6.00, and 7.40, respectively. It was
also revealed that Ritger-Peppas, Korsmeyer-Peppas, and an extension of the classical Fre-
undlich model were characterized by the highest R? adj factor for the liposome/drug system
at pH = 6.50. On the other hand, the Higuchi model demonstrated the lowest compatibility
with the empirical data, with values of Rzadj ranging from 0.17448 to 0.97732—a complete
lack of conformity was also recorded. In general, the received experimental and modeling
data confirm the profound impact of the surrounding pH buffer on the physicochemical
profile of the produced liposomal complexes, as was reported previously [51].

It was also shown that the existing hydrogen bonds in the membrane might be broken
down according to the rise in temperature, resulting in an increment in the phospho-
lipid bilayer fluidity. It seems that the observed influence of the surrounding pH on the
liposomal membrane can stem from the protonation of phosphate groups in the acidic envi-
ronment and the formation of hydrogen bonds with DPPC molecules. An averaged value
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of absorbance, calculated as the absorbance difference between the Lpppc/9-peThACI/DOX-
Lpppc/9-peThAct and Lpppc/9-pBThAct/DOX-LDPPC/DOX Systems, enabled us to indicate the
pH value of the environment (pH ~ 6.8) at which the physicochemical property pro-
files of the liposomal complexes were noticeably changed. During the entrapment in
the liposomes, some competition between the investigated molecules was noticed be-
cause relatively high values of the encapsulation efficiency (EE%) were observed only
for the liposomal complexes containing one trapped drug molecule. For instance, the
Lpppc/9-pBThACI/DOX complex at pH 7.40 is characterized by roughly halved encapsulation
compared to the Lpppc/9-peThact and Lpppc/pox systems. In consequence, the surrounding
pH has a significant effect on the resulting liposomal properties.
As follows, the implemented mathematical models offer:

e  Ability to estimate the concentration changes of the released drug molecules as a
function of time;
Opportunity to track drug transportation;
Determination of factors limiting the rate of drug release;
Indication of postulated changes in order to optimize the liposomal drug release
profile.

It might be concluded that in silico prediction of the liposome-assisted drug delivery
characteristics may significantly reduce the cost and time of the drug carrier formulation.
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Abstract: Background/Objectives: The principal aim of this work was to prepare a liposo-
mal drug delivery system based on the commercial drug doxorubicin (DOX) and a budding
agent with promising anticancer activity, 9-(N-piperazinyl)-5-methyl-12(H)-quino [3,4-
b][1,4]benzothiazinium chloride (9-PBThACI). Methods: A spectrophotometric methodol-
ogy was used to meticulously investigate the drug entrapment and release characteristics
of the new liposomal complexes (L) based on dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) with
human serum albumin (HSA) and its defeated analog (dHSA). Results: The impact of the
operational parameters (temperature and pH) on the liposome/drug(s)/(d)HSA, namely
[Lorpc/9-pBThACI/DOX J:(d)HSA] systems, as well as the polarity of the phospholipid bilayer,
was examined. In order to compare the experimental findings, mathematical models were
employed to specify the analytical factors controlling the process of drug release/potential
drug release from liposomes. The observed variations in the drug encapsulation and re-
lease profiles were due to the combination of liposomal conjugates with human plasma
protein. Conclusions: It was proven that changes in the environmental pH directly af-
fect the percentage of drug entrapment in liposomes and the medicine release efficiency.
Moreover, the grouping tendency of the liposomal combinations was investigated using a
principal component analysis (PCA) and a hierarchical clustering analysis (HCA). Finally,
an analysis of variance (ANOVA) confirmed the statistical impact of pH buffering and
changing temperature factors on the drug release characteristics of liposomal conjugates.

Keywords: liposomes; drug release profile; human serum albumin; controlled drug delivery
systems; ANOVA

1. Introduction

Human serum albumin (HSA) is a widely distributed plasma protein in nature that
has attracted much attention in the development of drug delivery systems [1-4]. Due
to the versatile properties of HSA, HSA-based nanoparticles are regarded as attractive
therapeutic agents, characterized by desirable pharmaceutical, pharmacokinetic, and phar-
macodynamic profiles with enhanced efficacy, reduced toxicity, or an extended circulation
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half-life [5-7]. As a matter of fact, the protein’s ability to bind ligands (e.g., drug molecules)
and act as a carrier protein (or drug vehicle) for many exo- and endogenous compounds has
been extensively scrutinized so far [8-10]. Hence, a significant amount of data, including
the locations of binding pockets and potential guest-host (ligand-receptor) interactions,
have been periodically obtained [11,12].

HSA is a multifunctional protein synthesized exclusively by liver hepatocytes and
continuously secreted into the blood circulation system with a fairly long half-life of
19 days. It is the most abundant protein, accounting for 60-65% of the total plasma
protein; the total amount of HSA in the body is about 360 g, which is approximately
one-third of the bloodstream (the concentration of 35-50 g/L). HSA is observed to be
synthesized as a simple, monomeric protein without prosthetic groups and covalently
bound lipids or carbohydrates. In fact, the geometrical 3D structure of a single polypeptide
chain and its recombinant version (rHSA) has been crystallographically specified with
a satisfactory resolution of 2.5 A [13,14]. The polypeptide chain forms a heart-shaped
protein with approximate dimensions of 80 x 80 x 80 A and a thickness of 30 A, where
67% composes a regular « helix structure. HSA comprises three homologous domains
(I-III), each consisting of two subdomains, A and B, with six and four o helices connected
by flexible loops, respectively. All but 1 (Cys34) of the 35 cysteine residues are involved in
forming 17 stabilizing disulfide S-S bonds, as illustrated in Figure 1.

Figure 1. Crystal structures of HSA with the position of Cys34 indicated in red (a). The subdivision
of the protein into domains (I-1II) and subdomains (A, B). PDB id code: 1bm0. The locations of the
seven (1-7) binding sites common to fatty acid anions using palmitate are presented in red (b). PDB
id code: 1e7h.

Small-angle X-ray scattering studies of HSA in a solution revealed the general agree-
ment with the crystal structure [15]. Furthermore, a combined phosphorescence depolar-
ization hydrodynamic modeling study proved that the overall conformation of HSA in a
neutral solution aligns with the one observed in crystal structures [16].

Not surprisingly, the application of many drugs, for instance, chemotherapeutic or
gene therapy agents, is hampered by the drug’s poor solubility in aqueous media, marked
toxicity, and/or rapid degradation in vivo. In order to address the issues of drug distribu-
tion from the place of administration to the site of interaction, nanoparticles might be used
as carriers (named ‘Trojan horses’) of active substances. It seems that artificially structured
vesicles composed of a phospholipid bilayer (liposomes) are frequently used as nanoscale
carriers to encapsulate medicines in controlled drug delivery systems. In this context, albu-
min appears to be a promising entrapment medium due to its stability, biodegradability,
non-toxicity, non-immunogenicity, and ability to bind various drug molecules [17].
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In general, HSA serves as a transport protein exerting a mutually noticeable impact
on the drug’s ADMET-related properties (absorption, distribution, metabolism, excretion,
and toxicity). Interestingly, the binding of albumin may also affect ligands more individ-
ually, resulting in the increased solubility of the compound in plasma or the protection
of the ligand against oxidizing agents. Despite the universal ligand-binding potential,
HSA mainly binds organic anions and inorganic cations. In fact, the unique ability of
the HSA protein to bind the drug molecule is mainly induced by the favorable combi-
nation of hydrophobic pockets, side chain charge distributions, and side chain flexibility,
which is largely due to relatively long interdomains and intradomain polypeptide linkers
and flexible loops [18]. The albumin-bound paclitaxel (Abraxane®) was the first commer-
cially available protein-based nanoparticle (approved by the FDA in 2005) successfully
applied in oncology. Thence, a range of albumin-based carriers containing other active
compounds, such as doxorubicin [19,20], cisplatin [21,22], docetaxel [23,24], rapamycin [25],
vincristine [26], mitoxantrone [27], ferulate [28], and iron oxide [29,30], were produced. It is
known that the primary purpose of making such particles is their potential application to
medicalize various forms of cancer and vascular diseases, as well as for uses in imaging and
chelation therapy. In practice, trapped drugs are being extensively scrutinized at different
phases of clinical trials. It was noticed that using nanoparticles improves the drug’s biodis-
tribution (pharmacokinetics and pharmacodynamics) pattern, including bioavailability,
the release time of the active substance, and the extended duration of pharmacological
action. Synthetically, nanoparticles are frequently prepared for therapeutic purposes in
the form of liposomes, fullerenes, nanotubes, and dendrimers; however, in medicine, the
most commonly analyzed are liposomes — spherically shaped media made of a single-
or multi-layer lipid shell enclosed inside an aqueous space (liposomal core). Naturally,
the liposomal shell is constructed analogously to biological membranes that facilitate the
transport of both lipophilic drugs (located in the free spaces of the lipid layer) and hy-
drophilic substances (placed in the water solution). Unfortunately, the observed constraints
in using liposomes are their rapid uptake and degradation by liver macrophages, which
shorten the duration of action of the drug transported in the body. Luckily, the duration of
liposomal interaction within the human body might be noticeably extended by generating
a [liposome/drug]-albumin complex [31,32]. A unique feature that makes albumin so
attractive as an effective drug carrier is its ability to bind with receptors overexpressed
by tumors. The main metabolic path on which albumin depends during internalization
inside the tumor is the transcytosis endothelial path, where the protein intercedes. Albumin
is characterized by a fairly high affinity to the gp60 receptor (albondin) with a mass of
60 kDa. Additionally, the glycoprotein surface receptors gp18 and gp30 with masses of
18 and 30 kDa are targeted by albumin as well. It should be highlighted that gp60 allows
albumin to participate in the specific targeting of cancerous cells because it mediates the
transportation of medicines in albumin-based drug delivery systems via biological, epithe-
lial, and endothelial barriers, undergoing overexpression in cancer cells [33]. A detailed
study of albumin’s interactions with liposomal structures showed that proteins partially
penetrate and deform the lipid bilayer [34]. To some extent, HSA penetrates liposomal
bubbles partially being adsorbed on its surface.

The marketed drug doxorubicin (DOX) forms complexes with DNA by intercalating
between pairs of bases and inhibits topoisomerase 1I activity via stabilizing the DNA-
topoisomerase II complex due to the partial prevention of the ligation reactions that are
catalyzed by the topoisomerase II enzyme [35,36]. As a representative anthracycline antibi-
otic, doxorubicin exerts a cardiotoxic effect and exhibits antimitotic and cytotoxic activity.
Conducted clinical studies revealed a reduced number of cardiac events in patients treated
with liposomal DOX compared to those medicated using the conventional DOX; for in-



Pharmaceutics 2025, 17, 202

40f19

stance, a statistically significant lower incidence of heart failure was reported [37,38]. On
the other hand, the liposome-based DOX exhibited a similar activity against doxorubicin-
resistant cell lines. Moreover, the liposome-encapsulated DOX showed reduced drug
distribution to the heart, gastric mucosa, and intestines while maintaining antitumor ef-
ficacy. Drug encapsulation seems to protect the patient from the adverse effects of the
chemotherapeutics used.

Neuroleptic phenothiazines containing alkylaminoalkyl substituents at the thiazine
nitrogen atom exhibit antitumor activity; therefore, we proposed a new method of tetra-
cyclic phenothiazine derivative synthesis [39,40]. Briefly, the structure of the synthesized
compounds was modified by introducing different pharmacophoric groups in the 9-, 10-,
and 11-positions of the tetracyclic quinobenzothiazine system, revealing the dependence
of antitumor activity not only on the nature of the pharmacophoric groups but also on
their position in the tetracyclic quinobenzothiazine system [41]. In fact, the most active
derivatives showed anticancer activity comparable to drugs currently used in chemother-
apy (e.g., doxorubicin and cisplatin); therefore, the most probable mechanism of action
is the intercalation of the DNA helix of cancer cells [42]. The most potent molecules con-
tain the substituents (e.g., amino groups) in the 9- or 10-position of the tetracyclic system
that form hydrogen bonds (HBs) with purine and pyrimidine bases of the DNA helix
stabilizing the compound-DNA complex. Hence, 9-(N-piperazinyl)-5-methyl-12(H)-quino
[3,4-b][1,4]benzothiazinium chloride (9-PBThACI), containing a piperazyl substituent in
the 9-position, was examined as an antiproliferative agent with a promising ICsg value
(compared to cisplatin as a reference drug molecule).

The choice of the liposome administration route depends on the type of cancer, the
properties of the drug, and the intended therapeutic effect. In fact, some anticancer or anti-
inflammatory drugs are designed to work more effectively in an acidic pH environment.
The proposed carriers indicate the difference in drug release in response to pH changes.
The effect of pH on the release and action of the drug is a key element of pharmacokinetics;
therefore, the selected temperatures were intended to replicate physiological conditions,
with 37 °C representing the normal state and 41 °C representing an inflammatory state.

The molecular entrapment and the release characteristics of liposomal delivery sys-
tems, including the promising anticancer agent 9-(N-piperazinyl)-5-methyl-12(H)-quino
[3,4-b][1,4]benzothiazinium chloride (9-PBThACI) and the marketed drug doxorubicin
(DOX), were investigated in the presence of serum albumin molecules HSA and dHSA
(deprived of endogenous fatty acids). In practice, new liposomal complexes 1-12 with hu-
man serum albumin ([Lpppc,9-peThACI/DOX :HSA Vs. [Lpppc/9-pBThACI/DOX]:AHSA) were
experimentally and theoretically examined in the changing operational conditions of tem-
perature and pH using the spectrophotometric methodology and modeling procedures
as well.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC, >99%), dichloromethane, chlo-
roform, potassium phosphate dibasic (>98%), sodium phosphate monobasic monohydrate
(>98%), and doxorubicin hydrochloride (98.0-102.0% (HPLC)) were purchased from Sigma
Aldrich, Schnelldorf, Germany; albumin from fatty acid-free and globulin-free human
serum lyophilized powder (>99%) was from Sigma Aldrich; and albumin from human
serum fraction V, high purity, was from EMD Millipore, Germany. 9-(N-piperazinyl)-5-
methyl-12(H)-quino [3,4-b][1,4]benzothiazinium chloride (9-PBThACI) was synthesized at
the Department of Organic Chemistry, Medical University of Silesia in Katowice, Poland.
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2.2. Liposome Preparation

The modified reverse-phase evaporation method (mREV) was used to produce the
liposome conjugates. The mREV methodology consists of the continuous mixing of spe-
cific volumes of appropriate phospholipid solutions in excess of organic solvents with a
water phase following the procedure described in detail by Papahadjopoulos [43]. The
proposed adjustment of the above method involves substituting the ultrasonic dispersion
of the aqueous phase in the organic phase with mechanical dispersion, which enables the
comprehensive conversion of phospholipids to liposomes. The DPPC:drug molar ratio
of 30:1 and the DPPC:drug:drug molar ratio of 30:1:1 were applied in order to prepare
liposomes (Lpppc; Lpppc/9-pBThAC; LDPPC/9-PBThACI/DOX) USing the mREV approach. Lipid
dispersion at a final lipid concentration of ca. 2.64 x 1072 M was used. In practice, a total
of 0.34 mL of 9-PBThACI (the synthesis of 9-PBThACI was described previously in [44])
and doxorubicin at a concentration of 5 x 1072 M were added to the mixture. Briefly, equal
amounts (0.34 mL) of 9-PBThACI and DOX at a concentration of 5 x 10~3 were mixed with
lipid dispersion. An amount of 2 mL of PBS buffer with the appropriate pH value and
4 mL of an organic solution prepared from dichloromethane and chloroform were applied.
The average time required for liposome preparation did not exceed 12 min. The method
used is fast, does not generate high costs, and allows for the complete transformation of
phospholipids into liposomes.

2.3. Solutions and Sample Preparation

Phosphate-buffered saline (PBS) at pH = 5.50, 6.00, 6.50, and 7.40 was employed in
the UV /Vis measurements. A stock solution of 9-PBThACI/DOX in H,O (5.0 x 1073 M)
was prepared for the examination of the human serum albumin-drug interaction. Stock
solutions of human serum albumin (HSA and dHSA) at the concentration of 1.0 x 1073 M
were used at the specific pH of the environment. All mixtures used in the reactions were
prepared in triplicate, fulfilling the statistical analysis requirements.

2.4. UV/Vis Measurements

The absorption spectra of pure 9-PBThACI, doxorubicin, the liposomal form of
9-PBThACI, and doxorubicin with HSA and dHSA were recorded using a Lambda Bio
40 spectrometer (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) equipped with a PTP-1 Peltier System
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) automatic temperature controller. The temperature
was controlled in the range of 37 + 0.1 °C and 41 + 0.1 °C. All spectra were recorded after
the equilibration of the samples with the automatic temperature controller. The spectral
examination was performed using UV WinLab Perkin Elmer Software (V6.0.4).

2.5. Drug Release Versus Mathematical Modeling

The specification of 9-PBThACI, DOX release from liposomes [Lpppc /9-pBThACI/DOX]:
HSA, and [Lpppc/9-peThAct/DOX]:dHSA was carried out at 37 °C and 41 °C in a period
of 5h. Spectrophotometry was employed to examine the degree of drug release from
liposomes. During the first 60 min of experiments, the measurements were recorded in
5 min intervals. Subsequently, the surveys were recorded every 15 min. Drug release (R%)
was calculated according to Equations (1) and (2) [45].

(Il = [¥lso)

R(%®) = o < EE%)

x 100 1)
where

R(%)—encapsulated drug percentage of release;

[x] f —concentration of released drug molecule;
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[x] f—initial concentration of unencapsulated drug;
EE%—percentage of drug encapsulation.

where

[x];,—concentration of total drug in original liposomes;

B—dilution.

In order to theoretically estimate the release process and the degree of drug leakage
from the liposomes, a set of mathematical models [46—48] was implemented as follows:

First-order : X =1 — ¢ k(t=%) 3)

Bhaskas : X = 1 — e k(-2 (4)

Higuchi: X = k(t — )" )

Ritger-Peppas : X = k(t —a)" (6)
Korsmeyer—Peppas : X = kt" )

An extension of the classical Freundlich model : X = a + kt" (8)

where

X—release percentage R [%] based on fitting of empirical data to mathematical
equations;

t—release time;

k—Xkinetic constant;

x—modified parameter;

a—fit factor;

n—exponent factor depicting various mechanisms of drug leakage.

The numerical value of n < 0.45 corresponds to Fick’s diffusion, and the square root of
the time value is then proportional to the number of fractions released from the carrier. A
process other than Fick’s diffusion is used in the condition that 0.45 < n < 0.89, and drug
release appears as a consequence of both the diffusion and controlled mechanisms [49].
The residual sum of squares (SUM) and Rzad]- parameters were estimated according to
Equations (3)—(8).

2.6. Encapsulation Efficiency

Following the preparation of the liposomal formulation containing 9-PBThACI and
DOX, the samples were subjected to dialysis to separate the encapsulated molecules from
their free forms. A total of 12mL of the liposomal formulation was placed in cellulose ester
dialysis tubing (Spectra/Por®, MWCO 8000-10,000 Da, Spectrum, Quebec, QC, Canada).
The dialysis bag was immersed in 50 mL of buffer solution and maintained at 4 °C. Dialysis
was continued until no characteristic peaks of the compounds were detected in the UV /Vis
spectrum at wavelengths of 488 nm and 233 nm, indicating the removal of unencapsulated
9-PBThACI and DOX. The concentrations of encapsulated 9-PBThACI and DOX within
the liposomes were determined spectrophotometrically by comparing absorbance values
to a standard calibration curve. The encapsulation efficiency (EE%) of 9-PBThACI and
doxorubicin in the liposomal formulation was calculated using the following equation:

C total — Cfree
= total T free

EE% = 100 (9)

Ctotal
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where
Crotg—total amount of drug;
Cfree—free amount of drug in supernatant.

2.7. Zeta Potential and Particle Size Measurements

Zeta potential and particle size measurements were performed using electrophoretic
light scattering (ELS) on the Zetasizer Advance Malvern Panalytical. The suspended
particles begin to move at a characteristic speed called electrophoretic mobility under the
influence of an electric field. The zeta parameter can be measured using light scattering
with phase analysis (PALS technique), which examines the tiny phase shifts in the scattered
light caused by moving particles. The electrophoretic mobility can then be converted to the
zeta potential. Dynamic light scattering (DLS) is a widespread method of measuring the
size of nanoparticles dispersed in a liquid, where a laser beam illuminates the dispersion
of nanoparticles. The laser light is scattered on particles vibrating with Brownian motion
and hits the detector. The signal on the detector changes depending on the speed of the
particles, which is correlated with their size—small particles move faster, and large ones
move slower. The sizes of the particles are determined using the Stokes-Einstein equation.
Zetasizer analyzers use the patented non-invasive back scatter (NIBS), where the detector
is positioned at an angle of 173°.

2.8. Statistical Analysis

All experiments and measurements were conducted in triplicate, and the data were
reported in the typical form of the mean with the standard deviation (+5D). The gener-
ated findings were analyzed using OriginPro 8.5.0 SR1 software (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA). All PCA, HCA, and ANOVA calculations were performed using
MATLAB R2016a (MathWorks, Natick, MA, USA) on a computer running the Windows 11
operating system.

3. Results and Discussion
3.1. In Vitro Drug Release Evaluation

In order to theoretically approach the operational parameters and the degree of drug
(DOX) and/or potential drug (9-PBThACI) release from liposomes, six mathematical mod-
els were applied, including first-order, Bhaskas, Higuchi, Ritger-Peppas, Korsmeyer—
Peppas, and an extension of the classical Freundlich model (see fitting variables reported
in Tables S1 and S2). Practically, the release rates of the drug/prospective drug molecules
were examined at temperatures of 37 °C as well as 41 °C. Additionally, the procedure
of drug entrapment within liposomes was extended by the application of two forms of
human serum albumin: HSA and dHSA. The released kinetics of the resulting complexes
[Lpppc/9-peThACI/DOX [:HSA and [Lpppc/9-peThAcl/DOX [:dHSA are presented graphically
in the functions of time (1-300 min), environment pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.4), measurement
temperature (37 °C and 41 °C), and liposomal composition conjugated with human serum
albumin (HSA and dHSA), as shown in Figures 2-5.
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Figure 2. The release kinetics of 9-PBThACl and DOX from the [Lpppc/9-pBThACl/DOX]:HSA liposomes.
The red lines represent the fitting of the best mathematical models: (Al: pH = 5.5, 9-PBThACI, A2:
pH =5.5, DOX), (B1: pH=6.0, 9-PBThACI, B2 pH = 6.0, DOX), (C1: pH =6.5, 9-PBThACI, C2:
pH = 6.5, DOX), and (D1: pH = 7.4, 9-PBThACI, D2: pH = 7.4, DOX). Measurement temperature:

37 °C.
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Figure 3. The release kinetics of 9-PBThACl and DOX from the [Lpppc/9-pBThACI/DOX]:HSA liposomes.
The red lines represent the fitting of the best mathematical models: (Al: pH = 5.5, 9-PBThACI,
A2: pH =55, DOX), (B1: pH = 6.0, 9-PBThACI, B2 pH = 6.0, DOX), (C1: pH = 6.5, 9-PBThAC],
C2: pH = 6.5, DOX), and (D1: pH = 7.4, 9-PBThACI, D2: pH = 7.4, DOX). Measurement temperature:
41°C.
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Figure 4. The release kinetics of 9-PBThACIl and DOX from the [Lpppc/9-peThAct/DOX]:dHSA lipo-
somes. The red lines represent the fitting of the best mathematical models: (Al: pH = 5.5, 9-PBThACI,
A2: pH = 5.5, DOX), (B1: pH = 6.0, 9-PBThACI, B2 pH = 6.0, DOX), (C1: pH = 6.5, 9-PBThACI, C2:
pH = 6.5, DOX), and (D1: pH = 7.4, 9-PBThACI, D2: pH = 7.4, DOX). Measurement temperature:
37 °C.
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Figure 5. The release kinetics of 9-PBThACI and DOX from the [Lpppc/9-perhact/pox]:dHSA lipo-
somes. The red lines represent the fitting of the best mathematical models; (Al: pH = 5.5, 9-PBThACI,
A2: pH =5.5, DOX), (B1: pH = 6.0, 9-PBThACI, B2 pH = 6.0, DOX), (C1: pH = 6.5, 9-PBThACI, C2:
pH = 6.5, DOX), and (D1: pH = 7.4, 9-PBThACI, D2: pH = 7.4, DOX). Measurement temperature:
41 °C.
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The data, illustrated in Figures 2-5, confirm the previously presented tendency (see
part 1 of our studies [44]), where the direct influence of temperature and environmental
pH on the drug release characteristics from liposomes was reported. In general, the
applied models, calculated according to Equations (3)—(8), enabled the examination of
different aspects of the in vivo drug distribution. A comprehensive review (including the
profound examination of various drug release systems with respect to the mechanism
of action that restricts the drug from spreading within the body) is beyond the scope of
this paper; however, it can be found elsewhere [50]. Overall, the drug release profiles
are functionally dependent on diffusion processes (within the material and/or via the
membrane), carrier degradation, material bulking, and environmental parameters, e.g.,
temperature and pH changes.

In practice, the drug release profiles produced at a temperature of 37 °C and the
environmental pH values of 5.5, 6.0, 6.5, and 7.4 for the complexes with HSA and
dHSA were approximated exponentially, as reported in the Supplementary Materials
(see Tables S1 and S2). As a matter of fact, the best fit for HSA was recorded using the
first-order model, while for dHSA, an extension of the classical Freundlich model exhibited
satisfactory consistency with the experimental data. Conversely, the ultimate match for
HSA data was demonstrated at pH = 6.5 by extension of the classical Freundlich model,
whereas for dHSA, it was the first-order model at the same pH in the surrounding envi-
ronment. Similarly, an extension of the classical Freundlich model was used to decrease
functions at 41 °C for both HSA and dHSA data, as shown in Tables S1 and S2 in the
Supplementary Materials. Not surprisingly, an increase in temperature to the main point
of the DPCC phase transition destabilized the tested liposomal conjugates [51]. It appears
that an ambient pH can explicitly modify the thermal profiles of drug complexes trapped
in liposomes with HSA as well as dHSA proteins. Furthermore, the thermal characteris-
tics of drug release for the [Lpppc/9-pBThACl/ DOX]:dHSA liposome complex prepared at a
temperature of 41 °C and in surrounding buffer with pH = 6.0, 6.5, and 7.4 were described
by Rzadj = 1. In contrast, the recorded drug release pattern varied considerably from the
system generated at pH = 5.5. Thus, the pH of the environment determines the specific con-
formation of phospholipids, which translates into the kinetics of releasing the compound
enclosed in liposomes.

3.2. Characteristics of Liposomes

The zeta potential () depends on the surface charge and is essential for the stability of
nanoparticles in suspension [52]. It is also a significant factor in the initial adsorption of
nanoparticles on the cell membrane. The electrokinetic potential of liposomes is related
to the presence of a double electrical layer on the surface of the particles with oppositely
charged ions. The zeta potential is revealed by the mutual motion of particles relative to
the medium—it is defined as the potential occurring at the surface interface separating
the particle (liposome) with adsorbed ions from the rest of the double layer [53]. In
the case of high and negative or positive potential, due to electrostatic repulsion, the
system is characterized by good stability and is less susceptible to chemical degradation
or aggregation. On the other hand, a potential close to 0 indicates low system stability,
which adversely affects the properties of liposomes, which in turn fuse to form larger
aggregates. Biodistribution and the rate of therapeutic removal by macrophages of the
reticuloendothelial system (RES) depend on the sizes of the liposomes [54]. In fact, large
liposomes with a diameter (d) of about 1000nm are recognized to be removed faster
by macrophages compared to smaller liposomes (d ~ 100 nm), which show increased
accumulation in tumor tissue and a longer circulation time in the blood. Liposomes with a
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size in the range of 100-1000 nm are responsible for efficient drug delivery to tumors using
the effect of increased permeability and retention (EPR).

In order to provide the basic characteristic of the generated liposomal systems, the
zeta potential ({ = —1.8 & 07 mV) and liposome particle size (67-68 nm) were measured
three times at a temperature of 250 °C. A low negative zeta potential result was obtained,
which affects liposome aggregation after several weeks.

3.3. Similarity-Guided Drug Release Evaluation

As a matter of fact, the grouping tendency of the analyzed liposomal complexes can be
examined via retracing the (dis)similarities in the multidimensional (mD) parameter’s space
of drug release potency produced empirically using UV /Vis measurements. In practice, the
drug release profiles generated at temperatures of 37 °C and 41 °C and an environmental
pH of 7.4 for the liposomal systems composed of 9-PBThACI and DOX molecules with HSA
and dHSA were applied as entry descriptors to the principal component analysis (PCA)
as well as the hierarchical clustering analysis (HCA). At first, the metric-related (distance-
based) drug release assessment was performed on a pool of 37 absorbance measurements
organized into matrix Xj, x 37 with rows representing various 1-12 liposomal systems (1:
[Loprrct/pox]s 2: [Loppc/9-peThaci], 3: [Loppc/o-pBThACH/DOXIAL 4: [LDPPC/9-PBThACI/ DOX]A2/
5: [Lpppci/pox]:HSA, 6: [Lpppci/pox]:dHSA, 7: [Lpppc,/9-peThaci:HSA, 8: [Lpppc/9-pBThACI:

dHSA, 9: [Lpppc/9-pemact/pox]a:HSA, 10: [Lpppe /9 pemact/poxIa2HSA, 11: [Lpppe /9-pEmact/poxIat:
dHSA, and 12: [LDPPC/9—PBThACl/DOX]AZ:dHSAI where A] =233 nm and Az =488 nm) and

columns representing numerical parameters (descriptors) of the recorded experimental ab-
sorbance. In order to highlight the absorbance variations (differences), the resulting matrix
was centered by subtracting the particular column mean values from each absorbance value
at the preprocessing step. Roughly speaking, the PCA method is a projection procedure
used to model multivariate data with a relatively small number of so-called principal com-
ponents (PCs) that enables not only the reduction in data dimensionality (mD — 2/3D) but
also graphical data presentation and distance-based similarity evaluation. In practice, the
input matrix, X, is decomposed into two mutually orthogonal matrixes of scores (T) and
loadings (P)—the principal components (PCs) are constructed as linear combinations of
original variables to maximize the description of data variance [55]. Ordinarily, a restricted
number of the relevant PCs is selected, taking into account the percentage of the modeled
data variance. In our case, the first two PCs account for 99.9% of the total data variance;
therefore, the investigated liposomal systems were projected on plane PC1 vs. PC2 which
was color-coded according to the experimental TLC lipophilicity of 9-PBThACI and DOX
molecules, as illustrated in Figure 6.

Noticeably, the examined liposomal conjugates (1-12) are generally clustered into two
main groups according to the first principal component (PC1). Basically, DOX-containing
liposomes compose the first group with PC1 < 0, while liposomes with the encapsulated 9-
PBThACI molecule are clustered together along the positive values of the PC1 axis (PC1 > 0).
Moreover, the thought-provoking distributions of liposome-drug-albumin complexes can
be observed along the second principal component (PC2), where double-drug systems such
as 9-PBThACI and DOX (named a ‘combo’) are placed on the negative side of the PC2 axis
(PC2 < 0) and are discernibly separated from liposomes containing a single drug molecule
(9-PBThACI or DOX).
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Figure 6. Projection of liposomal systems 1-12 on plane defined by PC1 and PC2. Col-
ors code empirical TLC lipophilicity of 9-PBThACI and DOX molecules in logarithmic
scale (logPrLc), where 1: [Lpppci/pox], 2: [Lpppc/go-pethacil, 3: [Lpppc/o-pBThact/poxIa, 4
[Lprrc/9-pBThACH/DOXIA2, 5: [LDPPC1/DOXIHSA, 6: [Lpppci/pox]:dHSA, 7: [Lpppc/9-pBThACIHSA,
8: [Lpppc/9-peThACI:|AHSA, 9: [Lpppc,/9-pBThACH/DOXIA1:HSA, 10: [Lpppc/9-pEThACt/DOX]A2:HSA, 11:
[Lpppc/9-pBThACt/DOXIA1:dHSA, and 12: [Lpppc/9-peThact/DoxIa2:dHSA.

The Euclidean distances (d) were calculated using PC1 and PC2 coordinates for all
1-12 liposomal formulations and introduced as a color-coded triangular matrix in Figure 7.
It was confirmed that liposomal complexes 5, 6, 11, and 12 (DOX-based systems) are
characterized by the extreme values of PC1 and PC2 coordinates being situated on the
edges of the PC1 vs. PC2 plane.

Euclidean distance d

2 4 6 8 10 12

Figure 7. Color-coded matrix of Euclidean distances calculated for liposomal sys-

tems 1-12, where 1: [Lpppciypox], 20 [Lpepcso-rethactl, 3:  [Lpppc/o-pBThAC/DOXIA, 4
[Lpppc/9-pBThACI/DOX]A2, 58 [LDPPC1/DOX]:HSA, 6: [Lpppci/pox]:dHSA, 7: [Lpppc/9-pBThACI]:HSA,
8: [Lpppc/9-pBThACI:AHSA, 9: [Lpppc/9-pEThACH/ DOXIAT:HSA, 10: [Lpppc/9-pBThACI/DOXIA2:HSA, 11:
[Lpppc/9-pBThACI/DOXIA1:dHSA, and 12: [Lpppc/9-pRThAC/DOX]A2:dHSA.
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Briefly, the exploratory HCA procedure generates the clustering pattern of ob-
jects/molecules illustrated as a 2D dendrogram produced in the Euclidean-based distance,
where the OX axis presents the order of objects (or parameters) and the OY one shows
the (dis)similarity between them that is basically related to the clusters’ employed linkage
method—Ward’s linkage algorithm is usually employed [56]. In order to confirm the
PCA grouping tendency of the investigated liposomal complexes, the HCA method was
applied. Similarly to our previous PCA findings (Figure 6), the DOX-containing liposomes
form cluster B which varies from collection A with the 9-PBThACI molecule mainly being
encapsulated inside liposomes, as presented in the dendrogram in Figure 8.

122

10

Dissimilarity

| I s B R

4 8 12 10 7 2 1 3 5 9 11 6

Figure 8. Dendrogram of liposomal conjugates 1-12. AB are cluster names; 1:
[Lorrciypox)s 2: [Lpppcso-perhactl 3t [Lpppc/o-perhaci/pox]a, 4 [Lpppc/9-perhact/pox]az, 5
[Loprci/pox]:HSA, 6: [Lpppcr/pox]:dHSA, 7: [Lpppc/9-peThAci:HSA, 8: [Lpppc/9-pBThACI:AHSA, 9:
[Lpppc/9-pBThAct/DOXIA1:HSA, 10: [Lpppc/9-pBThACt/DOXIA2:HSA, 11: [Lpppc/9-pBThACH/ DOX]IAT:AHSA,
and 12: [Lpppc/9-pBThACI/DOXIA2:dHSA.

3.4. One-Factor Analysis of Variance (ANOVA)

An analysis of variance (ANOVA) is one of the most commonly used statistical meth-
ods in medical research, focusing on the difference in variances between two or more
groups of data [57]. In other words, an ANOVA compares the means of at least two data
groups to determine whether statistical evidence shows that the means of the associated
population vary significantly according to the chosen factor of interest. In the one-factor
version of the ANOVA procedure, the null hypothesis (Hp) assumes that all k population
means (y) are equal, whereas at least one of the k population means is not equal to the others
according to the alternative hypothesis (H1). To test the validity of the null hypothesis,
one should check whether the contribution of the tested factor is larger with respect to the
contribution of the errors (for instance, the random error). If the variances between groups
are noticeably large compared to the variances within particular groups of data, then the
Hj hypothesis is not true (it can be rejected) based on the assumed level of significance p
(typically p = 0.05). In practice, the statistical equality of the group’s means is verified by
comparing the calculated statistics F (so-called F-value) with the tabulated critical values of
F-distribution Fyf1, 4p) on the appropriate degrees of freedom (df) and p values.

In order to investigate whether there is a statistically significant impact of temperature
and the environmental pH on the degree of encapsulated drug release, a classical one-way
analysis of variance (ANOVA) was used on the absorption spectra of liposomal systems
1-12. At first, we assumed in the null hypothesis Hy that there is no statistical difference
between the means of absorbance for liposomal complexes 1-12 in different environmental
pH values, where pH; = 5.5, pH; = 6.0, pH3 = 6.5, and pHy = 7.4 were recorded in a constant
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temperature of T = 37 °C. The calculated F statistics (see Table S3 in the Supplementary
Materials) for all of the analyzed liposomal systems were considerably larger (by at least
a few orders of magnitude) with regard to the critical F-value (Fq o5 (3144) = 3.144) at a
significance level of 0.05, indicating that the null hypothesis can be withdrawn and the
alternative Hj stating that there is an important environmental pH effect can be accepted
simultaneously. In the next step, the dependences of absorbance measured for all 1-12
liposomal conjugates at a constant pH = 7.4 (physiological liquid) were analyzed in relation
to different temperatures, T, where T1 = 37 °C and T, = 41 °C, respectively. Similarly to
the previous findings (see Table S4 in the Supplementary Materials), almost all calculated
F-values were noticeably larger in comparison to the critical F statistics (F o5(1,72) = 3.97),
revealing the statistical importance of temperature on the drug release process. Only in one
case, probably due to the systematic error related to the spectrometer calibration process,
the absorbance data were accidentally disrupted.

Overall, the influence of the surrounding pH and temperature on the drug release
characteristics of liposomal conjugates 1-12 was statistically confirmed, which is in line
with our experimental findings as well.

4. Conclusions

The provided empirical and statistical findings prove that the practical application
of the mREV approach is appropriate for preparing stable liposome-based drug release
systems with prospects to be therapeutically implemented. The modified methodology
enabled the examination of the impact of temperature and pH on the leakage process of
9-PBThACI and DOX from Lpppc/9-pBThACI/DOX lipOSsomes. Moreover, the analysis of the
interaction of the generated liposomes with human serum albumin was described. In order
to evaluate the physicochemical properties of the liposomal structure Lpppc /9-pBThACIL/DOX-
the stability of the preparation and the release degree of encapsulated drugs were assessed.
The process of encapsulation of the tested compounds in liposomes did not include the
impact of HSA /dHSA. Encapsulation was analyzed in terms of the influence of the environ-
mental pH on the final liposomal form of both 9-PBThACI and doxorubicin. The albumin
used in the studies provides insights into the physiological conditions and processes that
liposomes may undergo. According to data in the literature, albumin molecules partially
penetrate the bilayer phospholipid, stimulating the release process of the tested compounds.
The fact that both 9-PBThACI1 and DOX molecules bind with albumin after being released
from liposomes is also meaningful. The analysis of the encapsulation degree in liposomes
of 9-PBThACI and doxorubicin showed some competition between the studied molecules
since relatively high values of encapsulation efficiency (EE%) were only observed for liposo-
mal complexes containing one compound; for example, the [ pppc/9-pBThACI/DOX COmMplex
at pH = 7.40 was characterized by encapsulation that was approximately two times lower
Compared to the LDPPC /9-PBThACI and LDPPC /DOX systems.

The theoretical parameters of liposome-based drug leakage modeling were established
based on six selected mathematical models (first-order, Bhaskas, Higuchi, Ritger-Peppas,
Korsmeyer-Peppas, and an extension of the classical Freundlich model) implemented to
describe the release characteristics of the prospective drug molecule (9-PBThACI) and to
compare it with the marketed drug (doxorubicin). In this context, the influence of two
temperature points (37 °C and 41 °C) and four pH values, including 5.5, 6.0, 6.50, and 7 4,
were investigated in detail. It was revealed that the extension of the classical Freundlich
model was characterized by the highest R? agj coefficient value. In contrast, the Higuchi
model showed the lowest agreement with the empirical data, with Rzadj values ranging
from 0.05669 to 0.99391; however, a complete lack of agreement was recorded as well
(R?,g5 =~ 0).
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Not surprisingly, the obtained experimental and modeling data confirm the impact of
the surrounding pH on the physicochemical profile of the produced liposomal complexes.

Moreover, the PCA and HCA revealed that the examined liposomal conjugates are
generally clustered into two main groups. In general, DOX-containing liposomes compose
the first group, while liposomes with the encapsulated 9-PBThACI molecule are clustered
together. Finally, the impact of operational conditions (surrounding pH and temperature)
on the drug release characteristics of liposomal conjugates was statistically confirmed by
the ANOVA method, which is in line with our experimental findings as well.

The presented results include an in-depth characterization of the new liposomal system
Lpprc/9-pBThACI/DOX, Particularly the interactions of HSA molecules with the phospholipid
bilayer, thus giving insights into the critical process of drug release from non-specific
carriers such as liposomes. It was proven that albumin can directly bind to the surfaces
of liposomes, influencing the stability and mechanical properties of their phospholipid
bilayers. These interactions can lead to changes in the liposome structure, such as the
destabilization of the bilayer and the increased permeability of the liposome membrane to
the drug, which facilitates drug release.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/pharmaceutics17020202/s1, Table S1: Fitting parameters of 9-
PBThACI1/DOX release profiles from [; pppc /9-pBThACI/DOX]HSA liposomes in different kinetic models;
Table S2: Fitting parameters of 9-PBThACI/DOX release profiles from [Lpppc/9-perhact/pox]:dHSA
liposomes in different kinetic models; Table S3: Statistical parameters of ANOVA for 1-12 liposo-
mal complexes in different environment pH values, where pH; = 5.5, pH, = 6.0, pH3z = 6.5 and
pH4 =7.4 recorded in the constant temperature T = 37 °C. Critical F-value at significance level of
0.05 is Fp g5(3,144) = 3.144; Table S4. Statistical parameters of ANOVA for 1-12 liposomal complexes
in different temperatures T; = 37 and T, = 41 °C recorded at the constant pH = 7.4 (physiological
liquid). Critical F-value at significance level of 0.05 is Fg o5(1,72) = 3.97.
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