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FORKORTELSER

PCI
PDT
TPCSz2a
PS
CMC
CMT
ISC
F127
T20
T80
P123
PBS
MTT
SSC
FSC

Fotokjemisk internalisering (photochemical internalisation)
Fotodynamisk terapi

Meso-tetrafenyl klorin disulfonat

Fotosensibiliserende stoff (photosensitizer)

Kritisk micellekonsentrasjon (critical micelle concentration)
Kritisk micelletemperatur (critical micelle temperature)
Inter System Crossing

Pluronic F127

Tween 20

Tween 80

Pluronic P123

Fosfatbufret saltvann (phosphat-buffered saline)
3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromid
Side scatter

Forward scatter



SAMMENDRAG

Innen farmasgytisk formulering benyttes solubilisatorer som for eksempel
micelledannende stoffer, for a kunne lgse tungtlgselige forbindelser og derved
gke biotilgjengelighet, biologisk aktivitet og ofte forbedre kjemisk stabilitet av

inkorporerte stoffer.

[ dette arbeidet blir den fotosensibiliserende forbindelsen (PS) TPCSzi, som
studeres for bruk i fotokjemisk internalisering (PCI), studert sammen med ulike
micelledannende stoffer, for d se pa effekten av de micelledannende stoffene pa
nettverksdannelse av TPCSza i formuleringen. Tidligere formuleringsstudier av
TPCS2a har vist at solubilisering i polymere miceller av surfaktanten Pluronic
F127 (F127) ikke er tilstrekkelig, da viskositeten er for hgy i isoton NaCl-lgsning.
Det er derimot vist at surfaktanten Tween 80 (T80) kan hindre
viskositetsgkning. Hensikten med denne studien ble derfor a undersgke om

mixede miceller av F127 og T80 kunne vzere et alternativ.

For 4 studere effekten av de micelledannende stoffene, er det malt
absorpsjonsspektere, viskositet og osmolaritet av formuleringer med ulike
konsentrasjoner og sammensetninger av surfaktantene og TPCS:z,, og disse blir
sammenlignet i vandige og isotone medier. Formuleringene ble ogsa undersgkt
pa celler in vitro, der effekt av fotodynamisk terapi (PDT), celletoksisitet,
cellelokasjon og celleopptak av PS som funksjon av formuleringens

sammensetning ble vurdert.

Formuleringer av TPCS2. solubilisert i mixede miceller viste forbedringer pa
mange mater, men det lgste ikke problemet med hgy viskositet i isoton NaCl-
lgsning. Viskositeten var lav med formuleringene i isoton glukose, men da det er
fare for gkt viskositet og geldannelse nar disse kommer i kontakt med salter i
blodbanen, vil disse formuleringene av TPCSz, solubilisert i mixede miceller ikke

kunne injiseres intravengst.



HENSIKT

Den overordnede hensikten med arbeidet var d se nzermere pa
formuleringsprosessen av  meso-tetrafenylklorindisulfonat  (TPCSz2.), en
fotosensibiliserende forbindelse som kan brukes i kreftbehandling i en metode
som kalles fotokjemisk internalisering (PCI), hvor bade forbindelsen og metoden
er utviklet og patentert av PCI Biotech. Arbeidet er basert pa at Marianne
Lilletvedt Tovsen tidligere har vist at TPCSza i formuleringer med Pluronic F127
aggregerte, noe det ikke gjorde med Tween 80 (Lilletvedt et al. 2011). I disse
studiene er det derfor valgt & fokusere pa formuleringer av TPCSz. og
solubilisatorene Pluronic F127 og Tween 80 for a8 danne mixede miceller, for a se
om dette kunne vaere mer aktuelt. Absorbans, viskositet og osmolaritet av ulike
formuleringer av de nevnte stoffene ble studert pa Farmasgytisk Institutt i Oslo.
Studien skulle deretter fortsette pa Radiumhospitalet, hvor jeg skulle ta med
resultatene jeg hadde fatt pa Farmasgytisk Institutt, og se pa effekten av utvalgte
formuleringer pa celler in vitro. Her gnsket jeg a se pa effekt av fotodynamisk

terapi (PDT), celleopptak og cellelokalisering pa en utvalgt Kkreftcellelinje.



1 INTRODUKSJON

Kreft er et begrep som omfatter en stor gruppe sykdommer som kan pavirke alle
deler av kroppen, og er den stgrste dgdsarsaken pa verdensbasis. I 2008 dgde
7,6 millioner mennesker av kreft, og antallet er forventet a stige ar for ar (WHO
2013). Mange maligne tumorer er relativt resistente mot radioterapi,
kjemoterapi og andre ikke-kirugiske metoder. Det er derfor stort behov for

utvikling av nye behandlingsformer (Vaupel et al. 1989).

Fotokjemisk internalisering (PCI) av legemidler er en relativt ny teknikk som
kombinerer legemiddel, en fotosensibiliserende forbindelse (PS) og straling
(Norum et al. 2009b). PCI har vist et stort potensial innenfor kreftbehandling, og
man ser stadig etter metoder for & optimalisere denne teknikken (Weyergang
20009, Lilletvedt 2011, Faraj 2009, PCI Biotech 2013a). Formuleringen av PS er en
viktig faktor, som kan ha mye a si for de fysikalsk-kjemiske og fysiologiske
effektene av PS og effekten innen PCI (Berg et al. 2011). [ denne studien studeres
ulike farmasgytiske formuleringsprosesser for a best mulig kartlegge en god
sammensetning av hjelpestoffer sammen med TPCSz,, den fotosensibilserende

forbindelsen spesielt utviklet for PCI.

1.1 Fotosensibiliserende forbindelser

En fotosensibiliserende forbindelse (PS) er et kjemisk stoff som kan absorbere
lys og deretter indusere en kjemisk eller fysisk reaksjon av et annet kjemisk stoff.
En god PS bgr ha en hgy absorpsjonseffektivitet, hgyt kvanteutbytte av
triplettdannelse, og tripletten bgr ha lang levetid for & kunne reagere med
nerliggende stoffer. Kjemiske karakteristika pa gode PS er molekyler med
trisykliske, heterosykliske eller porfyrin-liknende ringstrukturer med konjugerte

dobbeltbindinger og fri flyt av elektroner (Berg et al. 2005).

Nar en PS absorberer energi i form av fotoner, vil den absorberte energien fgre

til at molekylet kan eksiteres til andre tilstander, tilsvarende den energien som
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absorberes (Tgnnesen 2004). Jablonski diagram i Figur 1 viser prosessene av

fotoaktivering og fotofysisk deaktivering.

interral 3
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Figur 1 Jablonski diagram (Smith 2011): Figuren illustrerer fotoaktivering og fotofysisk deaktivering av
en fotosensibiliserende forbindelse som kan oppsta nar den utsettes for strdling (T@nnesen 2004).

So er forbindelsens grunnstadium, og ved absorpsjon av energi, vil forbindelsen
kunne eksiteres til fgrste eller hgyere eksiterte stadier, som S1 og Sz, avhengig av
hvor mye energi som blir absorbert. [ de hgyere tilstandene vil molekylet kun
veere i pikosekunder, (10-12 s) men det vil raskt ga tilbake til fgrste eksiterte
tilstand, ved & gi fra seg energi i form av vibrasjon og varme (se vibrational
relaxation i Figur 1). S star for singlett, og i alle disse tilstandene har elektronene
motsatt spinn, vist i boksene pa venstre side i Figur 1, som illustrerer de
molekyleere orbitalene. Molekylet vil veere i den fgrste eksiterte tilstanden i
nanosekunder (10-°s). Fra S; kan energi frigjgres i form av vibrasjoner (se
internal conversion i Figur 1), eller som fluorescens, som fgrer forbindelsen
tilbake til grunnstadiet. Alternativt, kan forbindelsen gjennomga "intersystem
crossing” (ISC), noe som fgrer til at molekylet vil kunne ga fra a veere i singlett
farste eksiterte tilstand til triplett fgrste eksiterte tilstand (T1), hvor det er
parallell elektronspinn (vist i boksene til hgyre i Figur 1). ISC kan skje molekyler
som har konjugerte dobbeltbindinger i systemet (Berg et al. 2005). Triplett
tilstand kan ogsa frigjgre energi i form av vibrasjoner, eller i form av

fosforescens, a fa forbindelsen tilbake til grunnstadiet (Tgnnesen 2004). Da det
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er deaktiveringsprosessen av Ty til So som varer lengst, 10-4 - 10-2 s, er det denne

som kan forarsake mest skade (Tgnnesen 2004).

Med energien som frigjgres ved deaktivering av T, vil den fotosensibiliserende
forbindelsen kunne reagere pa to mater, via type 1 reaksjon og type 2 reaksjon
(Berg et al. 2005). Type I reaksjonen involverer overfgring av et elektron eller
hydrogenatom fra ett molekyl til et annet, og fgrer til dannelsen av et reaktivt
fritt radikal, ofte oksygenradikalet. Type II reaksjon involverer overfgring av
energi til et oksygenmolekyl, slik at reaktivt singlett oksygen dannes, og det er
hovedsaklig denne mekanismen som utnyttes medisinsk (Berg et al. 2005,
Tgnnesen 2004). Se prinsipp for medisinsk bruk av type Il reaksjon illustrert i

Figur 2.

LIGHT

OXYGEMN
P
t ] SINGLET OXIDATIVE DRUG
OXYGEN REACTIONS DELIVERY

Figur 2 Prinsipp for medisinsk bruk av type II reaksjon (PCI Biotech 2013b). En fotosensibiliserende
forbindelse (S) kan eksiteres til hgyere energitilstander (S*) i naerveer av lys, og omdanne oksygen til
singlett oksygen. Denne er sveert reaktiv og vil kunne fgre til oksidative rekasjoner in vivo. Dersom dette
skjer i de endocytiske vesiklene vil dette fgre til frisettelse av legemiddel, og mélstyrt legemiddellevering.

Avhengig av PS og dens fysikalsk-kjemiske egenskaper, vil PS kunne bli tatt opp
av cellen bade ved endocytose og ved aktiv eller passiv transport over
plasmamembranen. En PS vil ogsa dermed kunne lokaliseres forskjellig i cellen.
De som tas opp ved endocytose vil gjerne lokalisere seg i membranen av de
endocytiske vesiklene, med sin hydrofobe del inkorporert i membranen (Hggset

etal 2004).
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1.2 Fotodynamisk terapi (PDT)

Fotosensibiliserende forbindelser utnyttes terapeutisk, som for eksempel i
fotodynamisk terapi (PDT). PDT er en behandlingsmetode som utnytter de
cytotoksiske effektene som kan induseres av en PS og strdling i naerveer av
oksygen. PS vil lokaliseres ved malstedet og overfgre energi tatt opp fra straling
til molekyleer oksygen, for & danne reaktive oksygenspecier (ROS) som vil kunne
angripe vevet rundt (Dolmans et al. 2003). Den terapeutiske effekten kommer av
direkte cytotoksisitet som gdeleggelse av ulike fragmenter i cellen (Castano
2005a, Krammer 2001, Manda et al. 2009), vaskuleer skade (Krammer 2001) og
inflammatorisk og immunologisk respons (Agostinis et al. 2011, Dolmans et al.
2003, Castano et al. 2006). Dette er blant annet avhengig av vevsoksygeneringen,
type, dosering og formulering av den fotosensibiliserende forbindelsen,
distribusjonen og mengde absorbert lys (Agostinis et al. 2011, Norum et al

20093, Tgnnesen 2004).

Prinsippet for PDT er illustrert i Figur 3 under, der PS fgrst injiseres inn i

kroppen og akkumuleres i tumorvevet. Deretter bestrdles tumoren, slik at

tumoren selektivt gdelegges ved dannelse av ROS, hovedsaklig 102 (Agostinis et
al. 2011, Taft og Yuan 2008).

The chemical & mjected The chemical concentrates
o the body at the tumor wte,

LIGHT

The tumce is selocthely
acthated by the bght. devtroped

Figur 3 Prinsipp for PDT av tumor (Juzeniene et al. 2006, Center for Photochemical Sciences
Outreach 2013). PS injiseres og akkumuleres ved tumor. PS aktiveres ved straling, og tumor gdelegges.
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Valg av lyskilde er essensielt i PDT, og har mye a si for effekten av behandlingen.
Blatt lys penetrerer vev darlig og kan benyttes ved overflatebehandling, mens
rgdt lys penetrerer dypere og er den lyskilden som brukes terapeutisk til
dypereliggende tumorer (Agostinis et al. 2011). Figur 4 illustrerer penetrasjon

og type straling.

light beam

£ | ; » reflection

50-150 pm
l 1mm
\vv / =T

— ~—* scattering 2mm

7 [ i

absorption

»

10 mm

—W;& A

Figur 4 Penetrasjon i vev av ulike stralingskilder. Bildet viser at rgdt lys gar dypere ned i huden
(Agostinis et al. 2011).

Omradet fra 600-1200 nm blir ofte omtalt som vevets optiske vindu, men kun lys
opp til ca 800 nm kan generere singlett oksygen, da hgyere bglgelengder ikke
har nok energi til & initiere en fotodynamisk reaksjon (Juzeniene et al. 2006,
Agostinis et al. 2011). Det finnes ikke en optimal lyskilde for alle indikasjoner,
selv ikke med samme PS. Valg av lyskilde bgr derfor vaere basert pa PS sitt

absorpsjonsspekter, sykdom, kostnad og stgrrelse (Agostinis et al. 2011).

PDT er godkjent i bruk innen cancerterapi, og er ideell for behandling av
overfladiske og tidlige kreftsvulster med ingen eller lite metastasering. Det
kommer blant annet av at den fotosensibiliserende forbindelsen kan akkumulere
i cancervev i stgrre grad enn normalt vev. I tillegg vil lyset rettes mot
kreftcellene, slik at effekten malstyres og pavirkningen pa omliggende vev

minimaliseres (Berg et al. 2005).
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PDT har vist seg a gi gode kosmetiske resultater, lavt mutagent potensial, lav
systemisk toksisitet bortsett fra lyssensitivitet, ingen kumulative- eller
langtidsbivirkninger, og det induserer heller ikke resistens mot kjemoterapi eller
straling (Norum et al. 2009b). Ved bruk av riktige hjelpestoffer som danner en
malstyrt beerer, vil behandlingen kunne optimaliseres videre (Dolmans et al.
2003). PDT vil ikke gdelegge vevet rundt i samme grad som kirurgi. I tillegg vil
PDT ogsa virke pa celler som ikke deler seg. PDT kan derfor gjerne benyttes etter
annen terapi, og kan ogsa behandle samme tumor flere ganger, og er et godt
alternativ for pasienter som ikke kan utsettes for kirurgi, ioniserende straling
eller kjemoterapi (Norum et al. 2009b, Castano et al. 2005a, Peterson et al.
1996).

En begrensning av PDT vil veere at lyset maksimalt penetrerer ca 1 cm ned i vev
(Dawson et al. 1980, Sternberg et al. 1998, Hggset et al. 2004, Moan et al. 1998,
Berg og Moan 1998). I tillegg ser man mangler pa koordinerte randomiserte
kontrollerte forsgk, spesifisitet og potens av den fotosensibiliserende
forbindelsen, og andre praktiske utfordringer ved a optimalisere PDT-regimet.
Sekvenser av legemidler og lys pavirkes av doser, administrasjonsform, irradians
og timing, og optimalisering av dette er vanskelig, dyrt og tidskrevende. Mange
studier konkluderer med at behandlingseffekten ma spesifiseres ved a justere
behandlingsregimet, modifisere de allerede eksisterende fotosensibiliserende
stoffene eller utvikle nye og mer spesifikke PS (Dawson et al. 1980, Norum et al.
2009b, Castano et al. 2005a). En formulering som leder til gkt spesifisitet (det vil

si malstyring til tumor) er viktig i denne sammenheng.

1.3 Fotokjemisk internalisering (PCl)

PCI er basert pa de samme prinsippene som PDT, men den fotosensibiliserende
forbindelsen ma lokaliseres i de endocytiske vesiklene i malcellene (bilde 2 i
Figur 5). I tillegg ma et terapeutisk molekyl administreres. Ved lysaktivering
(bilde 3 i Figur 5) vil den fotosensibiliserende forbindelsen indusere fotokjemisk
gdeleggelse av endosomene og lysosomene, og sgrge for frisetting av de

terapeutiske molekylene som ble innkapslet i cellen ved endocytose, slik at disse
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kan nd virkestedet (bilde 4 i Figur 5) fgr de blir degradert av lysozymer, som er
den stgrste intracelluleere barrieren for makromolekyler som skal virke
intracelluleert. Dette vil skje i tillegg til de cytotoksiske, vaskulare og
immunogene effektene man finner ved PDT. PCI har vist a gi god effekt av mange

forskjellige molekyler, inkludert proteiner, peptider, oligonukleotider, gener og

lavmolekylaere legemidler, og i flere tilfeller mer enn hundre ganger gkt
biologisk effekt (Norum et al. 2009b, Hggset et al. 2004, Selbo et al. 2010, Wang
etal 2013, Selbo et al. 2002).

3 4

Figur 5 Fotokjemisk internalisering. 1: Bildet viser et legemiddelmolekyl (D) og fotosensibiliserende
forbindelse (S) lokalisert utenfor og i yttermembranen av cellen, samt malsetet for legemiddelet (T) inne i
cellen. 2: Bildet viser at legemiddelmolekylet og fotosensibiliserende forbindelse er tatt opp i cellen via
endocytose, og at fotosensibiliserende forbindelse er lokalisert i membranen pa den endocytiske vesikkelen.
3: Bildet viser at nar cellen bestrales, vil de fotosensibiliserende forbindelsene reagere og danne ROS. 4:
Bildet viser at den endocytiske vesiklen er gdelagt av ROS, og at legemiddelmolekylet har sluppet ut i
cytoplasma og reagert med malstedet (PCI Biotech 2013c).
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Fordelene med PCI er mange (Berg et al. 1999, Selbo et al. 2002).
e ubegrenset starrelse pa det farmasgytisk aktive makromolekylet

e hay spesifisitet, da de biologiske effektene er begrenset til de belyste omradene

e fabivirkninger grunnet hgy spesifisitet

o effektiv behandling

e administrert dose minimaliseres

o bade delende og ikke-delende celler kan angripes grunnet immunologisk respons
e |okal inflammasjonsrespons med ekspresjon og sekresjon av cytokiner i tumor

o synergistisk effekt mellom fotosensibiliserende forbindelse, makromolekyl og lys
o kan behandle tykkere lesjoner enn PDT

e  kan kombineres med andre malstyringsstrategier

e behandlingen kan repeteres flere ganger

Ulempene med PCI er at lyset som brukes har begrenset penetrering i vev, og det
avtar eksponentielt som funksjon av el hver 2-3 mm, med en maksimal
penetrasjonsdybde pa ca 2 cm (Selbo et al. 2002, Hggset et al. 2004, Berg og
Moan 1998, Moan et al. 1998). Dette kan ogsa veere en fordel, ved at det
minimerer padvirkning av normalt vev (Selbo et al. 2002). Den fotokjemiske
behandlingen induserer cytotoksisitet, men nar det er en tumor man bestraler,
er dette ogsa en fordel. Den fotosensibiliserende forbindelsen som brukes kan
inaktiveres fotokjemisk dersom den lokaliserer seg inne i endosomene, og dette
ma i alle tilfeller forventes i en viss grad (Norum et al. 2009a, Hggset et al. 2004,

Selbo et al. 2002).

Fotosensbiliserende forbindelser som brukes i PCI bgr veere amfifile og
lokaliseres i membranen av endocytiske vesikler for & forhindre fotokjemisk
inaktivering av legemiddelet som er inne i vesiklene. De bgr ha lav aggregering
da aggregering reduserer evnen til & overfgre energi fra eksitert tilstand til fritt
oksygen, og dermed reduserer effektiviteten av behandlingen. Den
fotosensibiliserende forbindelsen ma& ha en gnsket farmakokinetikk, som a
akkumulere raskt og selektivt i tumorvev, ikke vaere toksisk ved anvendte doser
og ha rask utskillelse for @ unnga langvarig lyssensitivitet. Den bgr ha maksimal
absorbans ved rgdt lys, da rgdt lys anvendes klinisk fordi det penetrerer dypest i

vev. | tillegg er det en fordel om den fotosensibiliserende forbindelsen er billig og
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lett & syntetisere, samt at den er stabil ved langtidslagring (Norum et al. 2009a,

Selbo et al. 2002, Castano et al. 2006, Sternberg et al. 1998, Via og Magno 2001).

1.4 TPCS,,
Meso-tetrafenyl Kklorin disulfonat (TPCSza) er et sulfonert klorin som har vist a
veere en god fotosensibiliserende forbindelse (Berg et al. 2011, Wang et al.

2013). Strukturen av TPCS:a kan ses i Figur 6.

‘-03 03-

Figur 6 Strukturen til TPCSza (Lilletvedt 2011).

Som vist i Figur 6, har TPCSza en hydrofob tetrapyrrol-aromatisk kjerne med
konjugerte dobbeltbindinger. Den reduserte dobbeltbindingen i den ene pyrrol-
ringen er karakteristisk for kloriner, og gir et fordelaktig absorpsjonsspekter
med hgy absorpsjon av rgdt lys. To hydrofile sulfonatgrupper er koblet til, og
gjor molekylet amfifilt, med en hydrofob del og en hydrofil del. Tabell 1 lister opp

noen av egenskapene til TPCSz..
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Tabell 1 Fysikalsk-kjemiske egenskaper til TPCSza (Lilletvedt 2011, Berg et al. 2011, Lilletvedt et al.

2011).

TPCS2a

Molekylnavn Meso-tetrafenyl klorin disulfonat

Molekylformel C44H32N406S;

Molekylvekt 899,05 g/mol

Karakterisering Anionisk fri base ved fysiologisk pH med
hgy amfifilisitet

Farge Mgrk brun

Lgselighet Godt lgselig i etanol, danner dimere i vann
ved c <106 M, og aggregater ved c < 10+ M

pKa 3,8 (gjelder for de to iminonitrogenene

(=N-) i kjernen av molekylet

Antall isomere

3 isomere

Absorpsjonsspekter Sentrale absorpsjonstopper ved ca 420 nm
(Soret band) og ca 650 nm (Q-bdnd) i
organiske lgsemidler

Oppbevaring Oppbevares i lufttett beholder i kjgleskap,
beskyttet mot lys.

CAS-nummer 501083-97-2

log D

0,4 (1-oktanol/vann )

Absorpsjonsspekteret til TPCSza kan for eksempel se ut som pa Figur 7. Der ser vi

at molekylet har et absorpsjonsmaksimum rundt 420 nm som er karakteristisk

for porfyriner, og dette kalles for Soret-band. De fire neste toppene, som ogsa

vises forstgrret i Figur 7 gverst til hgyre, kalles for Q band. Den hgyeste av dem

er karakteristisk for kloriner innenfor det rgde omradet ved 650 nm, og vil vaere

den toppen som blir utnyttet klinisk. Nar det videre snakkes om Q-bandet er det

denne absorpsjonstoppen det refereres til.
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Figur 7 Absorpsjonspekter av TPCS:za (Berg et al. 2011). Bildet viser absorpsjonsspekteret til TPCSza, her
lgsti 10% Cremophor ELP, med et absorpsjonsmaksimum ved 420 nm som kalles Soret-bandet, og fire sma
topper fra 500-680 nm som Kkalles Q-band, som vises forstgrret i ruten gverst til hgyre. Det siste Q bandet
ved 650 nm er det som anvendes medisinsk.

Det er PCI Biotech som har patent pa bade TPCS2a og PCI-teknologien. PCI med
TPCSza studeres i kombinasjon med bleomycin, og er na i klinisk fase II for
behandling av hode- og nakkekreft. Studiene viser at kombinasjonen er vel
tolerert og at det er en sterk tumorrespons. Resultater fra de prekliniske
studiene viser at TPCSza kan gke effekten av flere viktige kreftlegemidler pa
markedet, og det er planlagt en ny studie med PCI med TPCSz.i kombinasjon
med gemcitabine mot gallegangskreft (Wang 2010, PCI Biotech 2013a).

PCI med TPCSza har ogsa blitt studert i kombinasjon med saporin i A431 human
epidermoid carcinoma cells, og in vitro resultatene indikerer at PCI kan indusere
relokalisering av saporin i cellen, og dermed indusere celledgd, mens in vivo
resultatene indikerer gkt vevsskade i normalt vev og tumorvev. TPCSz, viser

gode resultater, og vil studeres videre for bruk i PCI (Wang 2010).

20



1.5 Farmasgytisk formulering

For 4 kunne administrere TPCSza som en PS i PDT og PCI ma man ha en
formulering som kan solubilisere og stabilisere TPCSza (Boyle og Dolphin 1996),
da det i vandig lgsning danner aggregater som kan gi bieffekter in vivo, som
embolier (Singh et al. 2012, Torchilin 2007), samt redusert effekt av PDT og PCI
(Lee et al. 2007, Konan et al 2002). Under formuleringen studeres
sammensetningen av virkestoff (som i dette tilfellet er TPCS2a) og hjelpestoff
(som i dette tilfellet er Pluronic F127 og Tween 80) for & oppna best effekt av
virkestoffet (Gibson 2004, Steele 2004).

1.5.1 Miiceller og micelledannende stoffer

Miceller

Miceller er sma aggregater som dannes nar surfaktanter tilsettes i en
konsentrasjon over et gitt niva, kalt kritisk micellekonsentrasjon (CMC) (Jones og
Leroux 1999). Under dette nivdet vil solubilisatormolekylene opptre som
unimere i lgsningen, men ved CMC vil det veere en dynamisk likevekt mellom
unimere og miceller (Lee et al. 2007, Florence og Attwood 2006). De har en
kjerne som bestar av den hydrofobe delen av molekylet, mens skallet bestar av
de hydrofile delene av molekylet (Taft og Yuan 2008). Miceller dannes for a
oppna en reduksjon i total fri energi i systemet, ved a giemme hydrofobe grupper
fra det vandige miljget inne i micellen. Micelledannende stoffer brukes som
solubilisatorer i formuleringer hvor der er stoffer som er darlig lgselige eller
danner aggregater. Polysorbater er et eksempel pa surfaktanter som kan danne

miceller (Florence og Attwood 2006).

Polymere miceller

Polymere miceller har vist & gke lgseligheten, stabiliteten og biotilgjengeligheten
av legemidler, og vil derfor i tillegg til & veere solubilisator opptre som en
legemiddelbeerer i formuleringen (Kabanov og Alakhov 2002, Yuk et al. 2012).
Molekyler som har darlig lgselighet, ugnsket farmakokinetikk og/eller darlig
stabilitet i fysiologisk miljg, kan kapsles inn i den hydrofobe kjernen av micellen,

og pa denne maten kan polymere miceller virke solubiliserende og
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stabiliserende, samt forlenge sirkulasjonstid (Kabanov og Alakhov 2002, Jones
og Leroux 1999). Deres hydrofile skall sgrger for at micellene er dispergert i
lgsningen, samtidig som at det minimaliserer clearance av det mononuklezre
fagocytt-systemet (MPS) og forhindrer ugnskede interaksjoner med celler og
proteiner in vivo ved sterisk hindring (Lee et al. 2007, Kabanov og Alakhov
2002). Micellene kan ogsad sgrge for malrettet levering, beskrevet narmere i
neste avsnitt (Kabanov og Alakhov 2002, Jones og Leroux 1999, Taft og Yuan
2008, Lee et al. 2007). Pluronics er et eksempel pa surfaktanter som kan danne

polymere miceller.

Stgrrelsen pa micellene er viktig (Kabanov og Alakhov 2002). Miceller under 5-
10 nm vil raskt bli fjernet fra det systemiske kretslgpet ved ekstravasjon og renal
clearance. Miceller fra 10-70 nm er sma nok til 4 penetrere de minste
kapilleerene i kroppsvev, som kan veere gunstig for distribusjon til visse vev
(Kabanov og Alakhov 2002). Micellene som er mellom 70-200 nm har lengst
sirkulasjonstid, som vil kunne fgre til maksimal akkumulering ved malstedet. De
micellene som er stgrre enn 200 nm vil ende opp i leveren etter mekanisk
filtrering, og blir til slutt fjernet fra kroppen av fagocytter og makrofager, og vil
derfor ha begrenset sirkulasjonstid. I tillegg er det kjent at miceller under 200
nm vil kunne malstyres passivt til tumorvev ved EPR (enhanced permeability
and retention)-effekten, da tumorvev har lekk vaskulatur som fremmer
permeabilitet og retensjon i tumor (Hillery et al. 2001). Dette er vist i Figur 8
under. Dette vil ogsa fgre til redusert distribusjon til friskt vev (Jones og Leroux
1999). For at micellene skal kunne bli tatt opp i de endocytiske vesiklene ved
endocytose, mad de veere under 100 nm. Dette vil si at en micellestgrrelse pa 10-
100 nm er optimal for levering av legemidler til tumor (Kabanov og Alakhov
2002, Lee et al. 2007).Da polymere miceller har en diameter pa 20-80 nm, er de
godt egnet for malstyring (Kabanov og Alakhov 2002).
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Drug-
loaded
micelle

Receptor

Figur 8 Tumoropptak av miceller (Attia et al. 2011). En polymer micelle (a) med lang sirkulasjonstid har
funnet veien frem til tumor. P4 grunn av lekk vaskulatur (b) og svekket lymfedrenasje (c) akkumuleres de
polymere micellene i tumor (d), der de videre kan internaliseres uspesifikt (e) eller via spesifikke
reseptorer (f).

Mixede miceller

To eller flere ulike surfaktanter kan blandes sammen for & danne mixede
miceller. Dette vil kunne forbedre den fysiske stabiliteten av micellen, og gke
baerekapasiteten i forhold til miceller laget av kun en surfaktant (Attia et al.
2011, Yang et al. 2009). Figur 9 under illustrerer assosieringen av to surfaktanter

til en mixet micelle.

; H-bonding,
stereocomplex
+ or ionic
~+' interaction
+ Self-assembly
i’ ;: ) m— ..-""9%. :

b
Hydrophobic
J . ) interactions

Cc
Chemical
cross-linking

”, HydrophilicblockA .~ Hydrophobic block B
»  Molecular complementary
’6\- Hydrophilic block C ®  functional groups

Figur 9 Assosiering av micelledannere til mixede miceller (Attia et al. 2011). Figuren viser de

dannelsen av mixede miceller som resultat av ulike Kjerneinteraksjoner; hydrogenbinding,
stereokompleksering eller ioneinteraksjon (a), hydrofobe interaksjoner (b) og kjemisk kryssbinding som for

eksempel disulfidbindinger (c).
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Micelledannende stoffer
[ denne studien ble det valgt ut to ikke-ioniske surfaktanter som skulle fungere
som micelledannere og danne mixede miceller; en polysorbat (Tween 80) og en

pluronic (Pluronic F127). Egenskapene deres er listet opp i Tabell 2 under.

Tabell 2 Oversikt over egenskapene til Tween 80 og Pluronic F127 (Florence og Attwood 2006,
Sigma Aldrich 2013abcd, Kabanov og Alakhov 2002, Batrakova et al. 1999, Lilletvedt et al. 2011,

Merck 2013).

Egenskaper Tween 80 Pluronic F127
Molekylnavn Polyoxyethylenesorbitan Poly(ethylene glycol)-
monooleate block-poly(propylene

glycol)-block-poly(ethylene
glycol)

Molekylvekt (g/mol) 1310 12600

CMC i naerveer av TPCS;, 11,5 uM (25°C) 0,8 uM (25°C)

Oppbevaring Kjglig (2-8°C), Lufttett, Tgrt | Kjglig (2-8°C), Lufttett, Tgrt

CAS-nr 9005-65-6 9003-11-6

Ladning Ikke-ionisk Ikke-ionisk

Utseende Flytende, gul vaeske Klart, fargelgst tgrrstoff

HLB 15 22

Lgselighet Blandbar med vann Vannlgselig

Begge er godt kjente, biokompatible og vannlgselige forbindelser, og blir blant
annet brukt som hjelpemidler til d lgse opp, malstyre, kontrollere frisetting og
stabilisere legemidler. De ble valgt ut i denne studien basert pa tidligere
formuleringsstudier av TPCS2a som viste at at solubilisering i polymere miceller
av surfaktanten Pluronic F127 (F127) ikke er tilstrekkelig, pa grunn av for hgy
viskositet i isoton NaCl-lgsning. Det er derimot vist at surfaktanten Tween 80
(T80) kan hindre viskositetsgkning. Det ble derfor valgt 4 undersgke om mixede

miceller av F127 og T80 kunne veere et alternativ. (Lilletvedt et al. 2011).

Tween 80

Tween 80 er en hydrofil ikke-ionisk polyetylensorbitolester. Med 20
etylenoksidenheter, 1 sorbitol- og 1 oleinsyreenhet, er den beregnet a veie 1310

g/mol (Sigma Aldrich 2013b). Molekylet er illustrert i Figur 10.
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Figur 10 Molekylstruktur av Tween 80 (Sigma Aldrich 2013).

Tween 80 er godkjent av FDA for mange administrasjonsveier, inkludert
parenteral administrasjon (FDA 2013a). Den har et vidt bruksomrdade som
surfaktant og solubilisator innenfor farmasi (Boyle og Dolphin 1996, Nostrum
2004, Zhang et al. 2003, Florence og Attwood 2006, Thoman et al. 1989), og
finnes i legemiddelformer som sjampoer, miksturer, kremer, geler, gyedraper og
nesesprayer, men hovedsaklig i infusjoner og injeksjoner (Felleskatalogen 2013).
Tween 80 blir for eksempel brukt til & stabilisere injiserbare legemidler som
Remicade og Humira (Maggio 2012), men har kliniske bivirkninger som akutt
hypersensitivitet og perifer neuropati (Taft og Yuan 2008, ten Tije et al. 2003,
van Zuylen et al. 2001). Lgsninger av Tween 80 og vann er stabile over en kort

periode ved oppbevaring i kjgleskap (Sigma Aldrich 2013c).

Tween 80 er en god solubilisator av darlig lgselige stoffer i farmasgytiske
formuleringer. P4 grunn av en hgyere CMC, vil Tween 80 ikke kunne fungere som

en legemiddelbeerer, da micellene vil dissosiere ved fortynning etter injeksjon.

Pluronic F127
Pluronics er amfifile blokk-copolymere som har vist gode solubiliserende og
malstyrende egenskaper til bruk i farmasgytiske formuleringer, beskrevet

naermere under (Attwood et al. 2007).

De bestar av hydrofil polyetylenoksid (a) og hydrofob polypropylenoksid (b)
blokker i a-b-a struktur vist i Figur 11 (Kabanov og Alakhov 2002).
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diblock triblock
Figur 11 Blokk Copolymer (Princeton University 2013).
I Pluronic F127 star for "fast stoff". De to fgrste sifrene (12) gir en rgff beregning
av molekylvekten av polyetylenblokken (12 x 300 = 3600 Da), og 7 star for en
tidel av vektprosenten (70 %) av hva etylenoksidblokken utgjgr i forhold til hele

molekylet. Den har en molekylvekt pa 12600 g/mol, med sine 200 etylenoksid-
og 65 propylenoksid enheter, som vist pa Figur 12. (Kabanov og Alakhov 2002)

i

H—(- OCH.CH, 1L OCHCH, §——~0CH.CH}—OH
n y

F127 (n=100, y = 65)

Figur 12 Struktur av Pluronic F127 (Drake University 2013). Figuren viser Pluronic F127 med 65
propylenoksidenheter i midten, og 100 etylenoksidenheter pa hver side.

Etylenoksidenhetene danner skallet og propylenoksid danner kjernen av de
polymere micellene (Kabanov og Alakhov 2002). Kjernen vil inkorporere det
hydrofobe farmasgytisk aktive stoffet. Skallet vil sterisk stabilisere micellene slik
at de unngar a bli gdelagt av makrofager i blodbanen, og vil dermed forlenge

sirkulasjonstiden (Attwood et al. 2007).

[ tillegg har Pluronic F127 lav CMC-verdi (Attwood et al. 2007). Dette er en fordel
da surfaktanter med hgy CMC-verdi danner miceller som er ustabile i vandig
miljg og lett dissosierer nar de blir fortynnet, som ved intravengs injeksjon
(Jones og Leroux 1999). Dette vil fgre til utilstrekkelig akkumulering ved
malstedet. Miceller som dannes fra Pluronic F127 er derfor mer stabile, har

lenger sirkulasjonstid og gkt akkumulering ved malstedet (Lee et al. 2007).

Micellene har en stgrrelse pa omtrent 18 nm, og er derfor innenfor det

foretrukkede omradet i forhold til solubilisering og levering som beskrevet
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tidligere (Kabanov og Alakhov 2002). En illustrasjon av de polymere micellene

som dannes av Pluronic F127 er vist i Figur 13 under.

DHs, PO =9nm

o

DHs, PO + EO = 13nm

Dcontact = 18am
Figur 13 Miceller av Pluronic F127 (Rill et al. 1998): Skjematisk bilde av miceller dannet av Pluronic
F127 i flytende krystallinsk fase (20% lgsning). Den svarte regionen i midten representerer den indre delen
som dannes fra polypropylenoxid, og som er hydrofob. Den gra delen representerer den delen av micellen
som dannes av polyetylenoksid, som er hydrofil. Den hvite delen av micellen representerer den hydrerte

delen av polyetylenoksid. Stgrrelsen er antatt a totalt ligge pa 18 nm, dersom man baserer seg pa
aggregerings nummer n = 54 og en tetthet pa 1.0 g/cms3.

Pluronics brukes som emulgator for intravengse fettemulsjoner, som
solubilisator for a sgrge for klare eliksirer og siruper, og som fuktemiddel for
antibakterielle midler. I tillegg kan de bli brukt i salve- eller suppositoriebaser,
og som coating eller bindemiddel i tabletter (Florence og Attwood 2006).
Pluronic F127 som er brukt i denne oppgaven er godkjent av FDA for flere
administrasjonsveier, deriblant til gre, oralt, periodontalt og topikalt, men ikke
for parenteral administrasjon (FDA 2013b). Den er heller ikke inkludert i mer
enn to produkter med norsk markedstillatelse; én periodontalgel og én krem

(Felleskatalogen 2013).
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2 MATERIALER

2.1 Ravarer

TPCSza : Synthetica (renhet 98,7%), Norge og Sochinas SA (renhet 94,9 %), Sveits
TPCSz2a-lgsning : 0,35 mg/ml i 50 mM Trisbuffer (pH 8,5), 3 % Tween 20 og 2,8
% Mannitol (standard TPCSza -lgsning pa Radiumhospitalet) PCI Biotech, Norge
Pluronic F127: Sigma Aldrich, USA

Pluronic P123: Sigma Aldrich, USA

Tween 80 (Ph.Eur kvalitet): Merck, Tyskland

Vann: HPLC-vann "Milli-Q" og Destillert vann, Farmasgytisk Institutt, Norge
Etanol 96% (v/v): Arcus, Oslo, Norge og Kemetyl Norge AS, Norge

Glukose uten vann: Apotekproduksjon AS, Norge

NaCl: NMD, Norge

Medium: RPMI 1640 med NaHCO3 og L-glutamine, tilsatt 10% fgtalt kalveserum
(FCS) (Life technologies, Paisley,UK) og 100 units/ml penicillin og 100 pg/ml
streptomycin: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypsin: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fosfatbuffersaltvann (PBS): Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dimetylsulfoksid (DMSO): Riedel-da Haéen, Tyskland
3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromid (MTT) lgst i PBS til
5mg/ml: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2.2 Cellelinje
WiDr: Human kolorektal adenokarsinom, ATCC, Rockville, MD, USA

2.3 Utstyr

Pipetter: Thermo electron corporation Finnpipette + Finntips, 1-5 ml, 0,5-5 ml,
200-1000 pl, 100-1000 pl, 20-200 pl, 2-20 pl, 0,2-2 pl

Plastpipetter: VWR pasteur pipet 5 ml, non steril

Automatpipette: Eppendorf Multipipette plus med Eppendorf 5 ml, 1= 100 pl,

Germany
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Vekter: Sartorius analysevekt, nedre veiegrense: 1mg, usikkerhet: 0,02 mg
Sprgyter: BD Plastipak 5 ml sterile

Kanyler: BD Microlance 3, 0,8 mm x 40 mm, sterile

Filtre: Spartan 13/0,45 RC, 0,45 pM, sterile, Whatman

Aluminiumsfolie: Caterwrap aluminium catering foil, 450 mm x 150 m
Celleflasker: 75cm?, Nunc, Roskilde, Danmark

Tellekammer: Glasstic®slide 10 with grids, Hycor Biomedical Inc, CA, USA.
Brgnner: 96 og 4 brgnners brett, Nunc, Roskilde, Danmark

Objektglass: Thermo Scientific Menzel-Glaser 76x26 mm, Gerhard Menzel GmbH,
Brannschweig

Dekkglass: Microscop Cover Glasses, 10 mm, VWR, Germany

Prgveglass: 50 og 15 ml, Sarstedt

2.4 Instrumenter

Destilleringsmaskin: Bibby Aquatron

Ristebrett med inkubator: Edmund Biichler, 25 °C, 150 rpm,

Vannbad med UV-straler: Branson Ultrasonic Cleaner B-220, 50/60Hz, 125 Watt,
220 Volt.

Spektrofotometer: Shimadzu UV-Spectrophotometer UV-2401PC og Shimadzu
UV-Spectrophotometer UV-1800, 250-700 nm, ngyaktighet * 1 nm.
Dataprogram: UV Probe

Viskosimeter: Schott Gerate "Viscosity Measuring Unit AVS 310", "Bath
Thermostat CT050/2" Kapilleerer: "A" 516 10, 2ml, App. nr: 917247, "B" 516 10,
2ml, App. nr: 01025363, Tyskland

Kryometer: Knauer Cryoscopic Unit, Berlin, Tyskland.

Lys: LumiSource UV-lys (blatt), PCI Biotech, Norge

Inkubator: Thermo Electron corporation, Steri-Cycle CO2 Incubator, HEPA Class
100 (til utette brgnner) og Nuaire Air-Jacked DHD Autoflow Automatic CO:
Incubator NU-5510/E/G, HEPA Class 5 (til tette flasker)

LAF-benk: Labculture ESCO Class II Biological Safety Cabinet

Vannbad: Julabo TW20, 37°C
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Mikroskop: Nikon Diaphot, Interfoto Instrument (til generell overvaking av
cellelinjen, telling osv) og Zeiss Axiolmager Z1 mikroskop koblet til et Zeiss
AxioCam MRm monochrome cooled-CCD kamera Obercochen, Tyskland (til
studering av PS i cellene)

Sentrifuge: Hettich zentrifuge, Rotina 380R

Flowcytometer: LSR II Special Order System, FACStar plus flow cytometer, og
Dataprogram: PC Lysys Il software program, begge fra Becton Dickinson, CA, USA
Maleinstrument ved MTT: BioTek Powerwave XS2, USA

Ristebrett til 96-brgnners brett: Heidolp Instrument Titramax 101, Tyskland

Rister til formuleringer til cellestudier: IKA MS3 digital, Tyskland
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3 METODER

3.1 Prgveopparbeidelse

To ulike kvaliteter av TPCSza-tgrrstoff ble brukt i oppgaven, der den hgyeste
kvaliteten pa 98,7% fra Synthetica ble brukt i formuleringene til
absorpsjonspektere og cellestudier, mens den laveste kvaliteten pa 94,9% fra
Sochinas SA ble brukt formuleringene til viskositet- og osmolaritetsmalingene. |
cellestudiene ble det ogsa inkludert en standardlgsning av TPCSz. i
konsentrasjon 0,35 mg/ml lgsti 50 mM Trisbuffer (pH 8,5), 3 % Tween 20 (T20)
og 2,8 % Mannitol, fra PCI Biotech. Alle formuleringer med PS ble beskyttet mot
lys med aluminiumsfolie. Av micelledannere ble det brukt Pluronic F127 (F127)
og Pluronic P123 (P123) fra Sigma-Aldrich, USA, og Tween 80 (T80) fra Merck.
Etanol 96 % (v/v) fra Arcus, Oslo, Norge og Kemetyl Norge AS ble brukt til a 1gse
opp TPCSza. Videre ble det brukt Milli-Q vann, RPMI, PBS, MTT, DMSO.

3.1.1 Stamlgsninger

Det ble laget stamlgsninger av TPCSza (0,1 mM) og Pluronic F127, Tween 80 og
Pluronic P123 (2 mM og 2 uM), som ble ristet over natt ved 150 rotasjoner per
minutt (RPM) fgr bruk. Temperaturen nar miceller dannes blir definert som
critical micelle temperature (CMT), og er holdt konstant ved 25 °C. CMT er en
viktig parameter i bestemmelse av CMC, da det er rapportert at CMC er
temperaturavhengig, ved at en gkt temperatur kan gi lavere CMC-verdier
(Kabanov og Alakhov 2002). Stamlgsningene ble oppbevart i kjgleskap dersom
de skulle lagres over helg. Tabell 3-14 beskriver hvordan stamlgsningene ble

laget.

TPCS,, stamlgsning

Tabell 3 Stamlgsning TPCS2a i etanol

Innholdsstoff Mengde til 0,1 mM
TPCS2a 0,0045 g
Etanol 96 % ad 50 ml
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NaCl stamlgsning

Tabell 4 NaCl stamlgsning

Innholdsstoff Mengde til 2 % Mengde til 0,9 %
NaCl 2g 22,5 ml 2 % NacCl
Milli-Q vann ad 100 ml ad 50 ml

Glukose stamigsning

Tabell 5 Glukose stamlgsning

Innholdsstoff Mengde til 5,05 %

Glukose anhydrat 2,525¢g

Milli-Q vann ad 50 ml

Pluronic F127 stamlgsning

Tabell 6 Pluronic F127 stamlgsning i vann

Innholdsstoff Mengde til 6 mM | Mengde til2 mM | Mengde til 2 pM
Pluronic F127 7,56¢g 0,63 g 0,00252 g
Milli-Q vann ad 100 ml ad 25 ml ad 100 ml

Pluronic F127 stamlgsning i isoton NaCl

Tabell 7 Pluronic F127 stamlgsning i isoton NaCl

Innholdsstoff Mengde til 2 mM
Pluronic F127 0,63 g
0,9 % NaCl ad 25 ml

Pluronic F127 stamlgsning i isoton glukose

Tabell 8 Pluronic F127 stamlgsning i isoton glukose

Innholdsstoff Mengde til 2 mM
Pluronic F127 0,63 g
5,05 % glukose ad 25 ml
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Pluronic F127 staml@sning i RPMI

Tabell 9 Pluronic F127 stamlgsning i RPMI

Innholdsstoff Mengde til 2 mM | Mengde til 2 pM

Pluronic F127 0,63 g 10 uyM 2 mM

RPMI ad 25 ml 10 ml

Tween 80 stamlgsning i vann

Tabell 10 Tween 80 stamlgsning i vann

Innholdsstoff Mengde til 6 mM Mengde til 2 mM Mengde til 2 pM
Tween 80 0,786 ¢g 0,0655 g 0,1 ml 2mM
Milli-Q vann ad 100 ml ad 25 ml ad 100 ml

Tween 80 stamlgsning i isoton NaCl

Tabell 11 Tween 80 stamlgsning i isotonNaCl

Innholdsstoff Mengde til 2 mM
Tween 80 0,0655g
0,9 % NaCl ad 25 ml

Tween 80 stamlgsning i isoton glukose

Tabell 12 Tween 80 stamlgsning i isoton glukose

Innholdsstoff Mengde til 2 mM
Tween 80 0,0655g
5,05 % glukose ad 25 ml

Tween 80 stamlgsning i RPMI

Tabell 13 Tween 80 stamlgsning i RPMI

Innholdsstoff Mengde til 2 mM Mengde til 2 pM
Tween 80 0,0655g 10 ul 2 mM
RPMI ad 25 ml ad 10 ml
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Pluronic P123 stamlgsning i vann

Tabell 14 Pluronic P123 stamlgsning i vann

Innholdsstoff Mengde til 2 mM Mengde til 2 pM
Pluronic P123 0,2875¢g 0,1 ml 2 mM
Milli-Q vann ad 25 ml ad 100 ml
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3.1.2 Formuleringer til spektroskopiske malinger

For d lage formuleringene til spektroskopiske undersgkelser, ble det brukt
TPCS2a av hgyeste kvalitet (98,7 %). Det ble laget 3 paralleller av hver prgve,
samt blindprgver uten TPCSza. Stamlgsninger ble blandet sammen i reagensrgr
og ristet over natt ved 150 RPM og 25 °C, fgr prgvene ble overfgrt til
kvartskuvetter og malt i spektrofotometeret. Formuleringene er beskrevet i
Tabell 15-21.

Prgver av 1 uM TPCS,, med ulike surfaktanter

Tabell 15 Prgver av 1 uM TPCS2a med ulike surfaktanter

Surfaktant | Blindprgve (n=1) | Prgve (n=3)

Ingen 0,1 ml etanol 0,1 ml TPCS2. 0,1 mM
9,9 ml Milli-Q vann | 9,9 ml Milli-Q vann

1 mMF127 | 0,1 ml etanol 0,1 ml TPCS2, 0,1 mM
4,9 ml Milli-Q vann | 4,9 ml Milli-Q vann
5ml F127 2mM 5mlF127 2mM

1 mM T80 0,1 ml etanol 0,1 ml TPCS2, 0,1 mM
4,9 ml Milli-Q vann | 4,9 ml Milli-Q vann
5ml T80 2mM 5ml T80 2mM

1 mMP123 | 0,1 ml etanol 0,1 ml TPCS2, 0,1 mM
4,9 ml Milli-Q vann | 4,9 ml Milli-Q vann
5ml P123 2mM 5ml P123 2mM
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Prgver av 1 uM TPCS,, med ulike konsentrasjoner av Pluronic F127

Tabell 16 Prgver av 1 pM TPCSza med ulike konsentrasjoner av Pluronic F127

Konsentrasjon av | Blindprgve (n=1) Prgve (n=3)
F127 (uM)
0,05 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
0,25 ml F127 2 uM 0,25 ml F127 2 uM
9,65 ml Milli-Q vann | 9,65 ml Milli-Q vann
0,1 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM
0,50 ml F127 2 uM 0,50 ml F127 2 uM
9,4 ml Milli-Q vann 9,4 ml Milli-Q vann
0,15 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM
0,75ml F127 2 uM 0,75 ml F127 2 uM
9,15 ml Milli-Q vann 9,15 ml Milli-Q vann
0,2 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2, 0,1 mM
1,0 ml F127 2 uM 1,0 ml F127 2 uyM
8,9 ml Milli-Q vann 8,9 ml Milli-Q vann
0,25 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM
1,25 ml F127 2 uyM 1,25 ml F127 2 uyM
8,65 ml Milli-Q vann 8,65 ml Milli-Q vann
0,5 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
2,5ml F127 2 uM 2,5ml F127 2 uyM
7,4 ml Milli-Q vann 7,4 ml Milli-Q vann
0,79 100 pl ren etanol 100 pl TPCS24 0,1 mM
3,95ml F127 2 uM 3,95 ml F127 2 uM
5,95 ml Milli-Q vann | 5,95 ml Milli-Q vann
1 100 pl ren etanol 100 pl TPCS24 0,1 mM
50ml F127 2 uM 5,0ml F127 2 uM
4,9 ml Milli-Q vann 4,9 ml Milli-Q vann
1,5 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM

7,5ml F127 2 uM
2,4 ml Milli-Q vann

7,5ml F127 2 uM
2,4 ml Milli-Q vann

Prgver av 1 uM TPCS,, med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween

80 i molare forhold 1:1

Tabell 17 Prgver av 1 pM TPCSza med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween 80 i

molare forhold 1:1

Total konsentrasjon av

F127 + T80 (uM)

Blindprgve (n=1)

Prgve (n=3)

0,1

100 pl ren etanol
0,25ml F127 2 uM
0,25 ml T80 2 uM
9,4 ml Milli-Q vann

100 pl TPCS2. 0,1 mM
0,25 ml F127 2 pyM
0,25 ml T80 2 uM

9,4 ml Milli-Q vann

0,2

100 pl ren etanol
0,50 ml F127 2 uM
0,50 ml T80 2 uM
8,9 ml Milli-Q vann

100 ul TPCS2. 0,1 mM
0,50 ml F127 2 uM
0,50 ml T80 2 uM

8,9 ml Milli-Q vann
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0,25

100 pl ren etanol
0,625 ml F127 2 pM
0,625 ml T80 2 uM
8,65 ml Milli-Q vann

100 pl TPCS22 0,1 mM
0,625 ml F127 2 uM
0,625 ml T80 2 uM
8,65 ml Milli-Q vann

0,3 100 pl ren etanol 100 pul TPCS2, 0,1 mM
0,75ml F127 2 uM 0,75ml F127 2 uM
0,75 ml T80 2 uM 0,75 ml T80 2 uM
8,4 ml Milli-Q vann 8,4 ml Milli-Q vann
0,35 100 pl ren etanol 100 pul TPCS2, 0,1 mM
0,875ml F127 2 uM 0,875 ml F127 2 uM
0,875 ml T80 2 uM 0,875 ml T80 2 uM
8,15 ml Milli-Q vann 8,15 ml Milli-Q vann
04 100 pl ren etanol 100 pl TPCS24 0,1 mM
1mlF127 2 uM 1ml F127 2 uM
1 ml T80 2 uM 1 ml T80 2 uM
7,9 ml Milli-Q vann 7,9 ml Milli-Q vann
0,5 100 pl ren etanol 100 pl TPCS2, 0,1 mM
1,25 ml F127 2 uyM 1,25 ml F127 2 uyM
1,25 ml T80 2 uM 1,25 ml T80 2 uM
7,4 ml Milli-Q vann 7,4 ml Milli-Q vann
0,6 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
1,5ml F127 2 uyM 1,5ml F127 2 uyM
1,5ml T80 2 uM 1,5ml T80 2 uM
6,9 ml Milli-Q vann 6,9 ml Milli-Q vann
0,8 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
2ml F127 2 uyM 2mlF127 2 uyM
2ml T80 2 uM 2ml T80 2 uM
5,9 ml Milli-Q vann 5,9 ml Milli-Q vann
1 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
2,5ml F127 2 uM 2,5ml F127 2 uyM
2,5ml T80 2 uM 2,5ml T80 2 uM
4,9 ml Milli-Q vann 4,9 ml Milli-Q vann
10 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
25 ul F127 2 mM 25 Wl F127 2 mM
25 ul T80 2 mM 25 ul T80 2 mM
9,85 ml Milli-Q vann 9,85 ml Milli-Q vann
100 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
250 Wl F127 2 mM 250 Wl F127 2 mM
250 pl T80 2 mM 250 ul T80 2 mM
9,4 ml Milli-Q vann 9,4 ml Milli-Q vann
1000 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM

2,5ml F127 2 mM
2,5ml T80 2 mM
4,9 ml Milli-Q vann

2,5ml F127 2 mM
2,5ml T80 2 mM
4,9 ml Milli-Q vann

37




Prgver av 1 uM TPCS,, med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween

80 i molare forhold 5:1

Tabell 18 Prgver av 1 pM TPCSza med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween 80 i

molare forhold 5:1

Total Kkonsentrasjon av
F127 + T80 (uM)

Blindprgve (n=1)

Prgve (n=3)

0,1 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
415 ul F127 2 uyM 415 ul F127 2 uM
85 ul T80 2 uM 85 ul T80 2 uM
9,4 ml Milli-Q vann 9,4 ml Milli-Q vann
0,2 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
830 ul F127 2 uM 830 ul F127 2 uM
170 ul T80 2 uM 170 ul T80 2 uM
8,9 ml Milli-Q vann 8,9 ml Milli-Q vann
0,25 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM
1040 ul F127 2 uM 1040 ul F127 2 uM
210 ul T80 2 uM 210 Wl T8O 2 uM
8,65 ml Milli-Q vann 8,65 ml Milli-Q vann
0,3 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
1250 ul F127 2 uM 1250 ul F127 2 uM
250 ul T80 2 uM 250 ul T80 2 uM
8,4 ml Milli-Q vann 8,4 ml Milli-Q vann
0,35 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM
1460 ul F127 2 uM 1460 ul F127 2 uM
290 ul T80 2 uM 290 ul T80 2 uM
8,15 ml Milli-Q vann 8,15 ml Milli-Q vann
0,4 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM
330 ul F127 2 uM 330 ul F127 2 uM
1670 ul T80 2 uM 1670 ul T80 2 uM
7,9 ml Milli-Q vann 7,9 ml Milli-Q vann
0,6 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM
2500 pul F127 2 uM 2500 ul F127 2 uM
500 ul T80 2 uM 500 ul T80 2 uM
6,9 ml Milli-Q vann 6,9 ml Milli-Q vann
0,8 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM
3330 Wl F127 2 uM 3330 ul F127 2 uM
670 ul T80 2 uM 670 ul T80 2 uM
5,9 ml Milli-Q vann 5,9 ml Milli-Q vann
1 100 pl ren etanol 100 pul TPCS24 0,1 mM

4170 ul F127 2 uM
830 ul T80 2 uM
4,9 ml Milli-Q vann

4170 pl F127 2 uM
830 ul T80 2 uM
4,9 ml Milli-Q vann
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Prgver av 1 uM TPCS,, med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween

80 i molare forhold 10:1

Tabell 19 Prgver av 1 uM TPCSza med ulik total konsentrasjon av Pluronic F127 og Tween 80 i

molare forhold 10:1

Total Kkonsentrasjon av
F127 + T80 (uM)

Blindprgve (n=1)

Prgve (n=3)

0,1 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
455 ul F127 2 uM 455 ul F127 2 uM
45 ul T80 2 uM 45 ul T80 2 uM
9,4 ml Milli-Q vann 9,4 ml Milli-Q vann
0,2 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
910 ul F127 2 uM 910 ul F127 2 uM
90 ul T80 2 uM 90 ul T80 2 uM
8,9 ml Milli-Q vann 8,9 ml Milli-Q vann
0,3 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
1365 ul F127 2 uM 1365 ul F127 2 uM
135 ul T80 2 uM 135 ul T80 2 uM
8,4 ml Milli-Q vann 8,4 ml Milli-Q vann
0,4 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
1820 ul F127 2 uM 1820 ul F127 2 uM
180 ul T80 2 uM 180 pl T80 2 uM
7,9 ml Milli-Q vann 7,9 ml Milli-Q vann
0,5 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM

2270 Wl F127 2 uM
230 ul T80 2 uM
7,4 ml Milli-Q vann

2270 ul F127 2 uM
230 ul T8O 2 uM
7,4 ml Milli-Q vann
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Prgver av 1 uM TPCS,, med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween
80 i molare forhold 1:5

Tabell 20 Prgver av 1 pM TPCSza med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween 80 i
molare forhold 1:5

Total Kkonsentrasjon av | Blindpregve (n=1) Prgve (n=3)
F127 + T80 (uM)
0,1 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
85 ul F127 2 uM 85 ul F127 2 uM
415 ul T80 2 uM 415 ul T80 2 uM
9,4 ml Milli-Q vann 9,4 ml Milli-Q vann
0,2 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
170 ul F127 2 uM 170 ul F127 2 uM
830 ul T80 2 uM 830 ul T80 2 uM
8,9 ml Milli-Q vann 8,9 ml Milli-Q vann
0,3 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
250 Wl F127 2 uM 250 Wl F127 2 uM
1250 ul T80 2 uM 1250 ul T80 2 uM
8,4 ml Milli-Q vann 8,4 ml Milli-Q vann
0,4 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
330 ul F127 2 uM 330 Wl F127 2 uM
1670 ul T80 2 uM 1670 ul T80 2 uM
7,9 ml Milli-Q vann 7,9 ml Milli-Q vann
0,5 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
415 ul F127 2 uM 415 ul F127 2 uM
2085 ul T80 2 uM 2085 ul T80 2 uM
7,4 ml Milli-Q vann 7,4 ml Milli-Q vann
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Prgver av 1 uM TPCS,, med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween
80 i molare forhold 1:10

Tabell 21 Prgver av 1 pM TPCSza med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween 80 i
molare forhold 1:10

Total Kkonsentrasjon av | Blindpregve (n=1) Prgve (n=3)
F127 + T80 (uM)
0,1 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
45 ul F127 2 uM 45 ul F127 2 uM
455 ul T80 2 uM 455 ul T80 2 uM
9,4 ml Milli-Q vann 9,4 ml Milli-Q vann
0,2 100 pl ren etanol 100 ul TPCS2. 0,1 mM
90 ul F127 2 uM 90 ul F127 2 uM
910 ul T80 2 uM 910 ul T80 2 uM
8,9 ml Milli-Q vann 8,9 ml Milli-Q vann
0,3 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
135 ul F127 2 uM 135 ul F127 2 uM
1365 ul T80 2 uM 1365 ul T80 2 uM
8,4 ml Milli-Q vann 8,4 ml Milli-Q vann
0,4 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
180 ul F127 2 uM 180 ul F127 2 uM
1820 ul T80 2 uM 1820 ul T80 2 uM
7,9 ml Milli-Q vann 7,9 ml Milli-Q vann
0,5 100 pl ren etanol 100 pl TPCSz2. 0,1 mM
230 Wl F127 2 uM 230 Wl F127 2 uM
2270 ul T80 2 uM 2270 ul T80 2 uM
7,4 ml Milli-Q vann 7,4 ml Milli-Q vann
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3.1.3 Formuleringer til viskositets- og osmolaritetsmaling

Lagsninger av NaCl i ulike konsentrasjoner til standardkurve

Fgr det ble gjort frysepunktsdepresjonsmalinger av formuleringene med TPCS2,,
ble det laget lgsninger av natriumklorid (NaCl) i ulik osmolaritet, som kunne
brukes som en standardkurve som formuleringene senere kunne sammenlignes
med. I tillegg var det gnskelig & finne nedre deteksjonsgrense, sa lgsninger ble
laget ned til 5 mosmol/1 (0,015 %). Det ble tatt utgangspunkt i at 0,9% NaCl er
isotont, og tilsvarer 301 mosmol/l. Det ble laget én parallell av hver
konsentrasjon i omradet 0 - 400 mosmol/I som tilsvarer 0 - 1,2 % NaCl (n= 14
konsentrasjoner). For a sjekke reproduserbarhet ble det laget 3 paralleller av
den med 300 mosmol/l (den isotone). Prgveopparbeidelsen av disse er

beskrevet i Tabell 22.

Tabell 22 Lgsninger av NaCl i ulike konsentrasjoner til standardkurve ved osmolaritetsmalinger

NaCl NaCl (%) Mengde Mengde Isotoni Antall
(mosmol/1) NaCl 2 mM | Milli-Q vann prever
(ml) (ml) (n)
0 0 0 5,000 Hypoton 1
5 0,015 0,038 4,925 Hypoton 1
10 0,030 0,075 4,850 Hypoton 1
20 0,060 0,150 4,775 Hypoton 1
30 0,090 0,225 4,700 Hypoton 1
40 0,120 0,300 4,625 Hypoton 1
50 0,150 0,375 4,630 Hypoton 1
100 0,300 0,750 4,250 Hypoton 1
150 0,450 1,100 3,900 Hypoton 1
200 0,600 1,500 3,500 Hypoton 1
250 0,750 1,880 3,120 Hypoton 1
300 0,900 2,250 2,750 Isoton 3
350 1,050 2,630 2,370 Hyperton 1
400 1,200 3,000 2,000 Hyperton 1

Direkte opplgsningsmetode (Kabanov og Alakhov 2002) ble brukt for a lage
formuleringene til viskositets- og osmolaritetsmalingene, ved at TPCSz, i lavere
renhet (94,9%) fra Sochinaz AS lgses direkte i Milli-Q vann og surfaktant-
stamlgsning. TPCS:za ble inkorporert i micellene ved 150 rpm og 25 °C over natt i
Biosan Environmental Shaker-Incubator ES-20. Alle formuleringer ble sugd opp

med BD Plastipak Syringe 5ml sprgyter og BD Microlance 3, 0,8 mm x 40 mm

42




kanyler og filtrert med Spartan 13/0,45 RC Filter Unit 0,45 pm fra Whatman,
GmbH, for a forhindre at partikler skulle sette seg fast i viskositetskapilleerene og
forstyrre resultatet. Alle formuleringer med TPCSza ble beskyttet mot lys ved

bruk av aluminiumsfolie, og sammenlignet med formuleringer uten TPCSza

(blindprgver). Prgveopparbeidelsene er beskreveti Tabell 23-27.

Prgver av 10 mg/ml TPCS,, med ulike konsentrasjoner av Pluronic F127

Tabell 23 Prgver av 10 mg/ml TPCS2a med ulike konsentrasjoner av Pluronic F127

Konsentrasjon av F127 | Blindprgve (n=1) Prgve (n=3)
(mM)
0,05 63 pl F127 2mM 25 mg TPCSz,
2437 ul Milli-Q vann 63 Wl F127 2mM
2437 pl Milli-Q vann
0,125 156 ul F127 2 mM 25 mg TPCSz,
2344 ul Milli-Q vann 156 ul F127 2 mM
2344 pl Milli-Q vann
0,25 313 pl F127 2 mM 25 mg TPCS2,
2187 ul Milli-Q vann 313 Wl F127 2 mM
2187 pl Milli-Q vann
0,5 625 pl F127 2 mM 25 mg TPCSz,
1875 pl Milli-Q vann 625 ul F127 2 mM
1875 pl Milli-Q vann
1 1250 Wl F127 2 mM 25 mg TPCSz,
1250 pl Milli-Q vann 1250 ul F127 2 mM
1250 pl Milli-Q vann
2 2500 pl F127 2 mM 25 mg TPCSz,
2500 pl F127 2 mM
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Prgver av 10 mg/ml TPCS,, med ulike konsentrasjoner av Tween 80

Tabell 24 Prgver av 10 mg/ml TPCSza med ulike konsentrasjoner av Tween 80

Konsentrasjon av Tween | Blindprgve (n=1) Prgve (n=3)
80 (mM)
0,125 156 pl T80 2 mM 25 mg TPCS;,
2344 pl Milli-Q vann 156 ul T80 2 mM
2344 pl Milli-Q vann
0,25 313 pl T80 2 mM 25 mg TPCSza
2187 pl Milli-Q vann 313 ul T80 2 mM
2187 ul Milli-Q vann
0,5 625 pl T80 2 mM 25 mg TPCSza
1875 ul Milli-Q vann 625 ul T80 2 mM
1875 pl Milli-Q vann
1 1250 pul T80 2 mM 25 mg TPCSz,
1250 pl Milli-Q vann 1250 pl T80 2 mM
1250 pl Milli-Q vann
2 2500 pl T80 2 mM 25 mg TPCSz,
2500 pl T80 2 mM
4 1667 ul T80 6 mM 25 mg TPCS2,
833 ul Milli-Q vann 1667 ul T80 6 mM
833 ul Milli-Q vann
6 2500 ul T80 6 mM 25 mg TPCSz,

2500 pl T80 6 mM
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Prgver av 10 mg/ml TPCS,, med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og
Tween 80 i molart forhold 1:1

Tabell 25 Konsentrerte prgver av 10 mg/ml TPCS:za med ulike konsentrasjoner av Pluronic F127 og

Tween 80 i molart forhold 1:1

Total Kkonsentrasjon av
Pluronic F127 + Tween

Blindprgve (n=1)

Prgve (n=3)

80 (mM)
0,25 52 Wl F127 6 mM 25 mg TPCS;,
52 pl T80 6 mM 52 pl F127 6 mM
2396 ul Milli-Q vann 52 ul T80 6 mM
2396 ul Milli-Q vann
0,5 104 pl F127 6 mM 25 mg TPCS;,
104 pl T80 6 mM 104 ul F127 6 mM
2292 ul Milli-Q vann 104 pul T80 6 mM
2292 pl Milli-Q vann
1 208 pl F127 6 mM 25 mg TPCSz,
208 pl T80 6 mM 208 pl F127 6 mM
2084 ul Milli-Q vann 208 ul T80 6 mM
2084 pl Milli-Q vann
2 417 Wl F127 6 mM 25 mg TPCSz,
417 ul T80 6 mM 417 Wl F127 6 mM
1666 pl Milli-Q vann 417 W1 T80 6 mM
1666 pl Milli-Q vann
4 833 ul F127 6 mM 25 mg TPCSz,

833 pl T80 6 mM
834 pul Milli-Q vann

833 ul F127 6 mM
833 ul T80 6 mM
834 ul Milli-Q vann

Prgver av 10 mg/ml TPCS,, med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og
Tween 80 i isoton NaCl-lgsning

Tabell 26 Prgver av 10 mg/ml TPCSza med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween

80 i isoton NaCl-lgsning

Total Kkonsentrasjon av
Pluronic F127 + Tween
80 (mM), molart forhold i
parantes

Blindprgve (n=1)

Prgve (n=1)

4 (1:1) 1,25 ml 2 mM F127 i NaCl 25 mg TPCSza
1,25 ml 2 mM T80 i NaCl 1,25 ml 2 mM F127 i NaCl
1,25 ml 2 mM T80 i NaCl
4 (1:10) 0,23 ml 2 mM F127 i NaCl 25 mg TPCSza

2,27 ml 2 mM T80 i NaCl

0,23 ml 2 mM F127 i NaCl
2,27 ml 2 mM T80 i NaCl
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Prgver av 10 mg/ml TPCS,, med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og
Tween 80 i isoton glukose-I@gsning

Tabell 27 Prgver av 10 mg/ml TPCSza med ulike totale konsentrasjoner av Pluronic F127 og Tween

80 i isoton glukose-lgsning

Total Kkonsentrasjon av
Pluronic F127 og Tween
80 (mM), molart forhold i
parantes

Blindprgve (n=1)

Prgve (n=1)

4 (1:1) 1,25 ml 2 mM F127 i| 25mgTPCSza
glukose 1,25 ml 2 mM F127 i
1,25 ml 2 mM T80 i glukose | glukose
1,25 ml 2 mM T80 i glukose
4 (1:10) 0,23 ml 2 mM F127 i | 25 mgTPCSza
glukose 0,23 ml 2 mM F127 i
2,27 ml 2 mM T80 i glukose | glukose

2,27 ml 2 mM T80 i glukose
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3.1.4 Formuleringer til celleforsgk

Formuleringer til celleforsgk in vitro ble laget pa samme mate som

formuleringene til de spektroskopiske malingene. Rotasjon per minutt var ikke

kontrollert, men det ble gjort visuell kontroll av at formuleringene var

homogene. Temperaturen ble holdt konstant pa 25 °C. Sammensetningene av

formuleringene er vist i Tabell 28.

Formuleringer av TPCS,, med surfaktanter

Tabell 28 Formuleringer av TPCSza med surfaktanter

A
Surfaktant, Sammensetning til | Sammensetning til
molart forhold i | 0,4 pg/ml (0,44 pM) | 0,2 pg/ml (0,22 pM)
parantes TPCSz2a med 1 pM | TPCSza med 0,5 uM
micelledannere micelledannere
1 Etanol 22 ul 0,1 mM TPCSz, i | 1,5 ml 1A
etanol 1,5 ml RPMI
5 ml RPMI
2 Tween 20 57 ul  0,35mg/ml | 1,5ml 2A
TPCS2.1T20 1,5 ml RPMI
5 ml RPMI
3 Pluronic F127 22 ul 0,1 mM TPCSz, i | 1,5 ml 3A
etanol 1,5 ml RPMI
2,5ml 2 uM F127
2,48 ml RPMI
4 Tween 80 22 pul 0,1 mM TPCSz2,i | 1,5 ml 4A
etanol 1,5 ml RPMI
2,5ml 2 uM T80
2,48 ml RPMI
5 Pluronic F127 og | 22 pl 0,1 mM TPCS2. i | 1,5 ml 5A
Tween 80 (1:1) etanol 1,5 ml RPMI
1,25 ml 2 uM F127
1,25 ml 2 uM T80
2,48 ml RPMI
6 Pluronic F127 og | 22 pl 0,1 mM TPCSz2. i | 1,5 ml 6A
Tween 80 (1:10) etanol 1,5 ml RPMI
0,25 ml 2 uM F127
2,25 ml 2 uM T80
2,48 ml RPMI
7 Pluronic F127 og | 22 pl 0,1 mM TPCS2.i | 1,5 ml 7A
Tween 80 (10:1) etanol 1,5 ml RPMI
2,25 ml 2 uM F127
0,25 ml 2 uM T80
2,48 ml RPMI
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3.2 Spektroskopi studier

UV-spektroskopi er en offisiell analysemetode i Ph. Eur (Pedersen-Bjergaard og
Rasmussen 2010). Denne metoden ble valgt for a finne CMC-verdier ved a
studere endringer i absorpsjonsspekteret, fordi den er rapportert & vaere den

mest anvendelige og beste metoden. (Kabanov og Alakhov 2002).

Soret-band og Q-band ble studert, sistnevnte spesielt ved hgyeste bglgelengde.

Omradene det ble fokusert mest pa er vist med bla pil i Figur 14.

0,25
0,2
0,15
% ~— TPCS2a
'*20 1 ~ TPCS2a + F127
é TPCS2a + Tween 80
0,05 \%'FPCSZa +P123

0 — N s 2 S gy

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

-0,05

Bglgelengde
Figur 14 Vurderingsgrunnlag CMC. Den fgrste pilen peker pa Soret-band. Den midterste pilen peker pa en
hale ved Soret-band som ofte ses under CMC. Den siste pilen peker pa det Q-bandet som utnyttes medisinsk.

Absorpsjonsspektere ble tatt av TPCS2a (1 pM),i ulike formuleringer, inkludert
Milli-Q vann, Pluronic F127 (0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,5, 0,79, 1 og 1,5 mM),
Tween 80 (1 mM) og Pluronic P123 (1 mM). Det ble ogsa tatt
absorbsjonsspektere av formuleringer med TPCSz2a (1 uM)i mixede miceller av
Pluronic F127 og Tween 80 i ulike totale molare konsentrasjoner (0,1, 1, 10, 100,
1000 pM) og molare forhold (1:1, 1:5, 5:1, 1:10, 10:1). Blindprgver uten TPCSza

ble inkludert for a korrigere for forstyrrelser fra hjelpestoffene.

Malingene ble gjort med et Shimadzu UV-Spectrophotometer UV-1800, med Scan
Speed innstilt pd medium, sampling intervall 0,5, og wavelenght window 250-
700 nm (med ngyaktighet + 1 nm), i kvarts kuvetter. Spektrene ble studert i et

dataprogrammet UV-Probe. Prossessen er illustrert pa Figur 15.
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Figur 15 Prosess for a studere absorpsjonsspektre (Shimadzu 2013)

3.3 Viskositet

Da formuleringene med TPCS2. var mgrke brune og utransparente, var det
vanskelig 4 vurdere om det var aggregering tilstede visuelt. Det ble derfor valgt a
inkludere viskositetsmaling for a se pa formuleringenes flytegenskaper, som en

av metodene for d avdekke aggregering.

Viskositet er definert som en vaeskes evne til & motsta a renne og er en egenskap
flytende formuleringer har (Teegarden 2004). Kinematisk viskositet angir
forholdet mellom en vaeskes dynamiske viskositet og dens tetthet, altsa hvor fort
vaesken sprer seg i forhold til dens masse nar vaesken helles utover en flate

(Schott Gerate 2013).

Et kapilleerviskosimeter kan brukes for a finne viskositeten av formuleringer
med Newtonsk flyt (Ph. Eur. 2005). Den kinematiske viskositeten v oppgitt i
mm?/s defineres etter Hagen-Poiseuille's lov om at kinematisk viskositet v (cSt)
er proporsjonell med en "flow-trough" tid,

v = kt,
der k er kapilleerets konstant oppgitt i mm?2/s? og t er flow-trough tiden som
analyseres av viskosimeteret, oppgitt i sekunder (Ph. Eur. 2005). Som referanse

har vann en viskositet pa 1 cSt ved 20,2 °C. 1cSt = 1 mm?2/s (Schott Gerate 2013).
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Formuleringene tilsettes kapillaerene i det tykke rgret. Kapilleerene "A" 516 10,
2ml, App. nr: 917247 og "B" 516 10, 2ml, App. nr: 01025363 fra Schott Gerate ble
satt ned i Schott Gerdte Bath Thermostat CT 05012 med destillert vann og med
kontrollert temperatur pa 25 °C (+ 0,1). Formuleringen pumpes opp i det tynne
rgret. Pumpen skrus av, og formuleringen synker ned i det tynne rgret, forbi to
sensorer. Tiden det tar fra formuleringen gar forbi den fgrste sensoren, til den
gar forbi den andre sensoren blir flowtrough-tiden, og en gjennomsnittstid blir
regnet ut fra disse. Denne tiden settes inn for t i formelen, og v kan beregnes. Jo
hgyere v, jo mer viskgs, og jo mer aggregering av TPCSzai prgven (Schott Gerate
2013). Av hver formulering blir det tatt 5 malinger i med Schott Geréte Viscosity
Measuring Unit AVS 310, tilsvarende Bilde 1 under, med temp. Cond.: 5 (tid i
minutter hvor temperaturen jevnes ut med vannbad) og mean 5 (antall
repetisjoner tatt av hver formulering). Hvert prgvevolum var pa 2 ml. Det ble tatt
malinger av 3 paralleller av hver formulering, og disse ble sammenlignet med

blindprgver. Kapillezerene ble vasket med etanol og destillert vann, og térket med

nitrogengass mellom hver prgvetakning.

Bilde 1 Schott Gerite Viscosity Measuring Unit AVS 310 (Laboratoria de Investigacion de Procesos
2013). Bildet viser hvordan viskosimeteret sa ut, med kontroll av instillinger og skjerm for resultat i boksen
til hgyre, og vannbad som kapilleerene med formuleringene ble fgrt ned i og analysert.

50



3.4 Osmolaritet
[ tillegg til a studere viskositet og flytegenskaper for a se pa aggregering, ble det
valgt & se pa osmolariteten av formuleringene, som er spesielt viktig for

intravengs formulering og karakterisering av strukturene som dannes (Lilletvedt

2011).

Osmolaritet er definert som den massen av en substans lgst i 1 liter prgve, som
vil fgre til et osmotisk trykk som er lik det trykket gitt av 1 mol ideell uionisert
substans opplgst i 1 liter prgve (Florence og Attwood 2006).

Formuleringenes osmolaritet ble malt i et osmometer tilsvarende det pa Bilde 2

under.

Bilde 2 Osmometer (Labexchange 2013)

Analyseprinsippet er basert pa nedsetting av frysepunkt i vandige lgnsinger,
frysepunktsdepresjon. Frysepunktet til en formulering er den temperaturen der

formuleringen er i likevekt med det faste stoffet.

I osmometeret blir prgven nedkjglt med en konstant nedkjgling, ned til under
frysepunktet. Deretter utsettes prgven for en intens nedkjgling ved en enkel

vibrering pa ca 1 sekund for d indusere perfekt krystallisering. De fine
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iskrystallene vil dannes og vise temperaturlikevektspunktet (DB Lab 2013). En

temperatur-tid kurve kan se ut som pa Figur 16 under.

Figur 16 Temperaturrespons av vann og en annen prgve fra et kryoskopisk osmometer (Herbert
Knauer GmbH 1979). Responsen starter med initiell supercooling, ned til initiering av krystallisering ved
det laveste punktet, etterfulgt av krystallisering/frysing, og over til plataet ved frysepunktstiden. Til slutt
ser vi sakte temperatursenkning.

Nedsetting av frysepunktet til under frysepunktsnivaet til destillert vann, er
proporsjonal med den osmotiske aktiviteten. Destillert vann fryser ved 0 °C, og
en vandig lgsning med osmolalitet pd 1 osmol/1 fryser ved -1,858 °C. Lgsningens
frysepunkt avtar med gkende konsentrasjon av opplgste partikler. I
osmometeret underkjgles formuleringen til en temperatur langt under
frysepunktet til veesken. En elektrisk puls setter i gang en mekanisk vibrasjon,
som gjgr at formuleringen fryser. Ved dannelse av is frigjgr vannmolekylene
bevegelsesenergi og varme frigjgres. Da vil temperaturen stige, og man oppnar
likevekt mellom frigjgring av varme og isdannelse, altsd frysepunktet.
Temperaturen ved frysepunktet mdles og omregnes til mosmol/l ved hjelp av

referanselgsninger (Herbert Knauer GmbH 1979).

Osmolaritetsmalinger ble gjort med Knauer Cryoscopic Unit no. 24 fra Dr.
Herbert Knauer GmbH, Berlin, Tyskland, med samme formuleringer som ble
brukt til viskositetsmalingene, med prgvevolum pa 150 pl. Det ble laget en
standardkurve med NaCl-lgsninger 0-1,2 %, og utslagene i mV fra kryoskopet ble

satt inn i likningen fra standardkurven for a finne osmolaritet.
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Teoretisk beregnet osmolaritet for fullstendig lgst og fordelt TPCS2i, med to
motioner fra monoetanolammonium, i en konsentrasjon pa 10mg/ml, er 33,4
mosmol/l. Tilsvarende teoretisk beregnet osmolaritet av 1 mmol/l Pluronic
F127 er 1 mosmol/l, og tilsvarende for Tween 80. Derfor bgr tilsetning av
Pluronic F127 og Tween 80 ha minimal pavirkning pa osmolariteten ved disse

konsentrasjonene (Lilletvedt et al. 2011, Viegas og Henry 1998).

3.5 Cellelinje og kultivering

Humane colorektale adenokarsinomceller (WiDr) fra ATCC, Rockville, MD, USA,
ble brukt i denne studien. De ble subkultivert to ganger i uken i RPMI 1604
medium med L-glutamin og NaHCOs3 fra Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA, tilsatt
10% FCS fra Life Technologies, Paisley, UK, og 100 enheter ml-! penicillin og
100pg ml-tstreptomycin fra Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Cellene ble dyrket
og inkubert i 75 cm? flasker fra Nunc, Roskilde Danmark, ved 37 °C i humidifisert
atmosfzaere med 5% CO2i Thermo electron corporation Steri-Cyclo CO2 Incubator,
Hepa class 100. Ved splitting ble mediet sugd av, og forfatbufret saltvann (PBS)
ble tilsatt for & vaske bort mediet. Deretter ble flasken trypsinert og inkubert 1-6
min, for at cellene skulle lgsne fra bunnen. Nytt medium ble tilsatt, og gnsket
mengde cellesupensjon ble tilsatt ny 75 cm? flaske. Alle tilsetningsstoffer ble
oppbevart i kjgleskap, men varmet opp i vannbad ved 37 °C fgr tilsetning til

cellene.

3.6 Fotodynamisk terapi av TPCS,, in vitro

For a finne optimal konsentrasjon av celler til forsgkene, ble det sdadd ut 2000,
4000, 6000, 8000 og 10000 WiDr-celler per brgnn med 3 paralleller i et 96
brgnners brett (Nunclon Delta Surface sterile brett, Nunc, Roskilde Danmark). Ca
24 timer senere ble cellene vasket og inkubert i 72 timer som tilsvarer den tiden
cellene inkuberes etter behandling for MTT-analyse for celleoverlevelse,
narmere beskrevet i avsnitt 3.7. Optimal cellekonsentrasjon finnes der det er

stgrst eksponentiell vekst.
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WiDr-celler ble sddd ut med 5000 celler/brgnn i 96-brgnners brett over natt, da
de bruker litt tid pa a feste seg til brgnnen. Cellene ble deretter inkubert med 0,4
pg/ml TPCSz2a (0,44 pM) i ulike formuleringer i 18 timer fgr det ble vasket bort 3
ganger med medium for d minimalisere lokalisering av TPCS2a i
plasmamembranen, slik at PDT effekten ble maksimert i den intracelluleere
organellemembranen. Brettene ble deretter inkubert ytterligere 4 timer i nytt
medium for & chase cellene, fgr de ble belyst med en Lumisource® lampe med
blatt lys fra PCI Biotech AS, Oslo, Norge, med maksimal emisjon ved 435 nm
(Berg et al. 2011), i 0, 15, 30, 45 og 60 sekunder. Blatt lys brukes av praktiske
grunner, da TPCSz, har sitt absorbsjonsmaksimum i det bla omradet, og mindre
lysdoser skal derfor til for a indusere cytotoksisk effekt. Klinisk vil rgdt lys
benyttes, men dette har ingen betydning for effekt, annet enn at lysdosen ma

justeres. Brettene ble inkubert i to dager fgr maling av celleoverlevelse.

3.7 Celleoverlevelse

For & male celleoverlevelse ble MTT-metoden brukt. MTT-metoden er basert pa
reduksjon av et vannlgselig tetrazoliumsalt (MTT) til et lilla, ulgselig
formazanprodukt, indusert av mitokondrielle dehydrogenaser som er tilstede
hos levende, metabolsk aktive celler (Berg et al. 2011). Cellene i 96-brgnners
brett ble tilsatt 100 pl 0,25 mg/ml MTT (3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazoliumbromid) og inkubert i 2-4 timer ved 37 °C i en 5 % CO:
humidifisiert inkubator. Deretter ble cellene vurdert visuelt med mikroskop, for
a sikre at madlbare mengder formazan-krystaller har blitt dannet. Mediet ble sugd
av og DMSO tilsatt, fgr brettene ble satt til risting i 5 minutter for a lgse opp
krystallene. Forandring i absorbans kunne males ved 570 nm i BioTek
PowerWave XS2, BioTek Instruments, USA. Celleoverlevelse ble malt som

prosent av kontrollprgver, som ikke ble utsatt for lys.

3.8 Intracellulzer lokalisering av TPCS,,
Intracellulzer lokasjon av TPCSza ble undersgkt med fluorescensmikroskopi.

WiDr cellene ble sadd ut pa 10 x 10 mm dekkglass i 4 brgnners brett fra Nunc,
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Roskilde, Danmark, til 30 000 celler per brgnn og inkubert over natt. Nytt
medium med 0,4 pg/ml TPCSz,, uten og med forskjellige lgsninger av Pluronic
F127 og Tween 80 (total konsentrasjon 1 pM, molart forhold 1:0, 0:1, 1:1, 1:10
og 10:1) ble tilsatt og inkubert over natt (ca 18 timer). Dekkglassene ble deretter
vippet opp fra brgnnene, vasket tre ganger i PBS, og lagt pad objektglass med
cellene ned. Mikroskoperingen ble gjort med en Zeiss Axiolmager Z1 mikroskop
koblet til et Zeiss AxioCam MRm monochrome cooled-CCD kamera med 65 x
oljeimmersjonsobjektiv og analysert med AxioVision program fra Zeiss,
Obercochen, Tyskland, og fluorescens og differensiell interferens kontrast (DIC)
mikroskopi. Eksponeringstiden ble satt til 100 ms for & unngd pavirkning fra
auto-fluorescens fra cellene. Det ble ogsa gjort mikroskopering med celler som
ble chaset. Chaset vil si at mediet med TPCSz. ble fjernet etter 18 timer, og
cellene ble vasket 3 ganger med nytt medium og inkubert med nytt medium i 4

timer, for a fa TPCSza vekk fra plasmamembranen (Berg et al. 2011).

3.9 Flowcytometri

Flowcytometri er en metode som kan brukes til a telle og se neermere pa celler i

vaeskefase. Figur 17 viser en skjematisk oversikt over metoden.
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Figur 17 Skjematisk oversikt over flowcytometri. Hydrodynamisk fokusering gjgr at cellene fortsetter
gjiennom flowcytomeret én og én. Laserlys sendes mot hver enkelt celle, og ulike detektorer registrerer
cellens lysbrytende egenskaper og eventuelt lys emittert fra PS som er tatt opp i cellen.
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Figur 17 viser at en cellelgsning tilsettes et separat kammer i flowcytometeret. |
kammeret rundt er det en cellefri vaeske med hgyere hastighet, som drar
cellelgsningen gjennom, slik at én og én celle fortsetter gjennom
flowcytometeret. Cellene blir belyst med en laser med en forhandsbestemt
bglgelengde. Detektorer brukes for a undersgke i hvor stor grad cellen bgyer
(forward scatter (FSC)) og sprer (side scatter (SSC) lyset. FSC sier noe om cellens
stgrrelse, og SSC sier noe om cellens kompleksitet eller granularitet (Fenstad og

Rg 2012).

[ tillegg til & undersgke de lysbrytende egenskapene, kan flowcytometri vurdere
kvantitativt opptak av PS. Nar PS blir bestrdlt med laseren, eksiteres den og
emitterer fluorescens i bestemte bglgelengder. Fluorescensen omdannes til
elektroniske spenningspulser, og stgrrelsen pa pulsen er proporsjonal med

mengde PS i cellen (Fenstad og Rg 2012, Landsverk 2006).

Det ble sadd ut 8 brgnner med ca 400 000 celler/brgnn i 6 brgnners brett, som
ble inkubert ca 24 timer i inkubator. 7 brgnner med WiDr-celler ble deretter
inkubert med 0,4 uM TPCSza i 7 ulike formuleringer, beskrevet i avsnitt 3.1.4. 1
brgnn ble brukt til kontroll uten TPCS»a. Etter 24 timer i inkubatoren, ble cellene
vasket 3 ganger med RPMI, og inkubert i ytterligere 4 timer med medium uten
PS. Mediet ble deretter sugd av, og 1 ml PBS ble tilsatt. PBS ble fjernet, og cellene
ble inkubert med 1 ml trypsin i 5 minutter i inkubator. Cellene ble vurdert i
mikroskop for a kontrollere at de hadde lgsnet fra brgnnene. 500 ul RPMI ble
tilsatt, og cellesuspensjonen ble sugd opp med pasteurpipetter og overfgrt til
plastrgr. Cellene ble deretter spunnet ned slik at mediet kunne suges av. Cellene

ble tilsatt 400 pl PBS, og lgsningene ble overfgrt til flowrgr via filterkorker.

Malingene ble gjort i et FACStar plus flow cytometer, og resultatene ble analysert

med PC Lysys Il software program, begge fra Becton Dickinson, CA, USA.
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4 RESULTATER OG DISKUSJON

TPCS2a aggregerer ved lave konsentrasjoner (= 107 M), og dette problemet ma
lgses med en passende formulering fgr det kan anvendes klinisk (Lilletvedt et al.
2011). Tween 80 er en mye brukt surfaktant med gode solubiliserende
egenskaper (Florence og Attwood 2006, Lilletvedt et al. 2011). Pluronic F127 er
en surfaktant med lav CMC-verdi, som er gunstig for stabilisering og lang
sirkulasjonstid in vivo (Kabanov og Alakhov 2002). Basert pa tidligere utfgrte
studier med TPCSza som viste at Pluronics alene ikke var en god nok solubilisator
for & hindre aggregering av TPCSz. (Lilletvedt et al. 2011), ble det bestemt a
inkludere Tween 80 i tillegg til Pluronic F127 i formuleringene, for a undersgke
potensialet for solubilisering og malstyring av TPCSza ved hjelp av mixede

miceller.

4.1 Bestemmelse av CMC-verdier

Det ble gjort bestemmelse av CMC-verdier av de ulike micellene for & kunne sikre
tilstedeveerelse av miceller i formuleringene for 4 oppna solubilisering.
Interaksjonene mellom TPCS2. og surfaktantene ble evaluert pa grunnlag av
endringer i absorpsjonsspekteret av vandig TPCS2a ved 25 °C, beskrevet i avsnitt

3.2. Alle absorpsjonsspektrene viser medianen av 3 paralleller.

Det ble gjort et innledende forsgk med 1 uM TPCS2a og 1 mM av de
micelledannende stoffene Pluronic F127, P123 og Tween 80 (n=3). Dette er langt
over CMC-verdi (se Tabell 29), for a forsikre at TPCSza er inkorporert i micellene.

Resultatet kan ses i Figur 18.

Tabell 29 Oversikt over CMC-verdiene til utvalgte surfaktanter (Lilletvedt et al. 2011).

Surfaktant CMC-verdi (uM)
Tween 80 11,5

Pluronic F127 0,8

Pluronic P123 0,9
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Figur 18 Innledende forsgk som viser endringer i absorpsjonsspekteret av TPCSza ved solubilisering

i ulike surfaktaner (n=3).

[ Figur 18 kan man se Soret-bandet ved 420 nm, og de fire Q-bandene ved hgyere
bglgelengder. Man kan se en senkning av absorbans i Soret-bandet, og en gkning
av absorbans i det siste Q-bandet ved tilsetning av miceller. Man ser ogsa at
toppene forflyttes mot hgyere bglgelengder. En oversikt over absorbans og

bglgelengder fra forsgket er i Tabell 30.

Tabell 30 Absorpsjonsegenskapene til TPCSza ved tilsetning av F127, T80 og P123

Surfaktant TPCSz, Micelle- Soret-band Soret-band Q-band Q-band
(MM) danner (mM) absorbans balge- absorbans bglgelengde

lengde (nm) (nm)

Ingen 1 0 0,198 415,5 0,019 645,0

Pluronic 1 1 0,172 420,0 0,039 652,0

F127

Tween 80 1 1 0,160 420,5 0,035 652,5

Pluronic 1 1 0,125 420,0 0,028 652,0

P123

[ Tabell 30 vises de mest sentrale endringene som skjer i spekteret nar vandig
TPCSz2a solubiliseres. Nar surfaktanter tilsettes formuleringen flyttes toppen i
Soret-bandet fra ca 415 nm til ca 420 nm, samtidig som at toppen har lavere
absorbans og far en splitt. Samtidig som at Soret-bandet endres, vil ogsa Q-
bandet endres ved at toppen flyttes fra 645 nm til ca 652 nm og gker absorbans.
Det er Q-bandet som studeres narmest nar CMC-verdier ble bestemt under, og

er derfor forstgrret i figurene sa det skal vaere lettere a se.
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4.1.1 CMC-bestemmelse av miceller av Pluronic F127
Det ble tatt absorpsjonsspekter av formuleringer med 1 uM TPCSza solubilisert i
Pluronic F127 (0- 0,25 uM, 6 konsentrasjonsnivaer, n=3). Absorpsjonsspekteret

er visti Figur 19 under.

TPCS,, + Pluronic F127

0,18
0,16
0,14
0,12
% 0,1 F127-
T 008 650 700 konsentrasio
2 0,06 o O
0,04 — 0,05 um
0,02 - 0lpm
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Figur 19 Absorbsjonsspekter av TPCSza som funksjon av Pluronic F127-konsentrasjon (0- 0,25 pM,
n=3).

[ Figur 19 vises endringene i absorpsjonsspekteret som oppstar nar TPCS2a
solubiliseres i Pluronic F127. Med gkende konsentrasjon av F127 synker
absorbansen av Soret-band, samtidig som det kommer en ekstra topp til syne.
Toppen i Q-bandet flytter seg mot hgyere bglgelengder, for det til slutt
stabiliseres ved 651,5 nm. Etter dette gker absorbansen med gkende
konsentrasjon F127. I bestemmelsen av CMC-verdi, er det valgt a fokusere pa
den fgrste konsentrasjonen som stabiliserer Q-bandet ved 651,5 nm. I denne
formuleringen blir CMC-verdien av Pluronic F127 bestemt til a veaere 0,15 pM. I
Tabell 31 vises de mest sentrale endringene som skjer i spekteret nar vandig

TPCS2a solubiliseres i F127.
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Tabell 31 Endringer i absorpsjonsegenskapene til TPCSza ved tilsetning av gkte konsentrasjoner
F127

TPCSy, | Pluronic | Tween | Micelledannere | Soret- Soret-band | Q-band Q-band
(M) F127 80 (uM) band bglgelengde | absorbans | bglgelengde
(LM) (LM) absorbans | (nm) (nm)

1 0 0 0 0,158 416,5 0,010 645,0

1 0,05 0 0,05 0,166 416,0 0,018 649,5

1 0,10 0 0,1 0,151 416,5 0,020 650,5

1 0,15 0 0,15 0,143 418,5 0,023 651,5

1 0.20 0 0.2 0,139 420,0 0,025 651,5

1 0,25 0 0,25 0,141 420,5 0,028 652,0

4.1.2 CMC-bestemmelser av mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i ulike
molare forhold

Det ble tatt absorpsjonsspekter av formuleringer med 1 uM TPCS2a solubilisert i

Pluronic F127 og Tween 80 (total konsentrasjon micelledannere: 0-0,25 uM,

molare forhold: 1:10, 1:5, 1:1, 5:1, 10:1, n=3).

Absorpsjonsspekteret av formuleringen med TPCSz. og surfaktanter i det molare

forholdet 1:10 er vist i Figur 20.

TPCS,, + F127 og T80
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0,2
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Figur 20 Absorbsjonsspekter av TPCSza som funksjon av total surfaktantkonsentrasjon i molare
forhold 1:10 (n=3).

[ Figur 20 vises endringene i absorpsjonsspekteret som oppstar nar TPCS2a
solubiliseres i mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i det molare
forholdet 1:10. I motsetning til formuleringen av TPCSz. i kun F127, vil en
gkende total konsentrasjon av surfaktant i dette tilfellet i noe grad gke
absorbansen av Soret-bandet. Det skjer heller ikke en splitting av Soret-band.
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Toppen i Q-bandet flytter seg mot hgyere bglgelengder, for det stabiliseres ved

649,5-650,0 nm. Etter dette gker absorbansen med gkende konsentrasjon av

micelledannere. I bestemmelsen av CMC-verdi, er det valgt & fokusere pa den

farste konsentrasjonen som stabiliserer Q-bandet ved 649,5 nm. I denne

formuleringen blir CMC-verdien til de mixede micellene av Pluronic F127 og

Tween 80 bestemt til & veere 0,3 puM. I Tabell 32 vises de mest sentrale

endringene som skjer i spekteret nar vandig TPCSz. solubiliseres i mixede

miceller av F127 og T80 i molart forhold 1:10.

Tabell 32 Endringer i absorpsjonsegenskapene til TPCSza ved tilsetning av gkte konsentrasjoner
F127 og T80 i molart forhold 1:10

TPCS,a | Pluronic | Tween | Micelledannere | Soret- Soret-band Q-band Q-band

(UM) F127 80 (uM) band bglgelengde | absorbans | bglgelengde
(LM) (LM) absorbans | (nm) (nm)

1 0 0 0 0,158 416,5 0,010 645,0

1 0,009 0,091 0,1 0,168 416,5 0,017 646,5

1 0,018 0,182 | 0,2 0,166 416,0 0,019 648,0

1 0,027 0,273 | 0,3 0,168 416,0 0,020 649,5

1 0,036 0,364 0,4 0,167 416,0 0,021 650,0

1 0,046 0,454 0,5 0,163 416,0 0,022 650,0

Absorpsjonsspekteret av formuleringen med TPCS:a og surfaktanter i det molare

forholdet 1:5 er vist i Figur 21.
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Figur 21 Absorbsjonsspekter av TPCSza som funksjon av total surfaktantkonsentrasjon i molare

forhold 1:5 (n=3).
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[ Figur 21 vises endringene i absorpsjonsspekteret som oppstar nar TPCS2a
solubiliseres i mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i det molare
forholdet 1:5. En gkende total konsentrasjon av surfaktant i dette tilfellet vil
senke absorbansen av Soret-bandet, men toppen holder seg ved en konstant
bglgelengde. Toppen i Q-bandet flytter seg mot hgyere bglgelengder, for det
stabiliseres ved 650,5 nm, og absorbansen gker med gkende konsentrasjon av
micelledannere. I bestemmelsen av CMC-verdi, er det valgt 4 fokusere pa den
fgrste konsentrasjonen som stabiliserer Q-bandet ved 650,5 nm. I denne
formuleringen blir CMC-verdien til de mixede micellene av Pluronic F127 og
Tween 80 bestemt til & vaere 0,3 puM. I Tabell 34 vises de mest sentrale
endringene som skjer i spekteret nar vandig TPCSz. solubiliseres i mixede

miceller av F127 og T80 i molart forhold 1:5.

Tabell 34 Endringer i absorpsjonsegenskapene til TPCSza ved tilsetning av gkte konsentrasjoner
F127 og T80 i molart forhold 1:5

TPCS,, | Pluronic Tween Micelledannere | Soret-band | Soret-band Q-band Q-band

(UM) F127 (uM) 80 (UM) (uM) absorbans | bglgelengde | absorbans | bglgelengde
(nm) (hm)

1 0 0 0 0,158 416,5 0,010 645,0

1 0,017 0,083 0,1 0,166 416,0 0,016 646,5

1 0,034 0,166 0,2 0,161 416,0 0,017 648,0

1 0,050 0,250 0,3 0,150 416,0 0,021 650,5

1 0,066 0,334 0,4 0,153 416,0 0,025 650,5

1 0,083 0,417 0,5 0,137 416,5 0,025 651,5

Absorpsjonsspekteret av formuleringen med TPCSz. og surfaktanter i det molare

forholdet 1:1 er vist i Figur 22 under.
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Figur 22 Absorbsjonsspekter av TPCSza som funksjon av total surfaktantkonsentrasjon i molare
forhold 1:1 (n=3).

I Figur 22 vises endringene i absorpsjonsspekteret som oppstar nar TPCS2a
solubiliseres i mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i det molare
forholdet 1:1. Resultatene fra absorpsjon av TPCSza i denne formuleringen var
vanskelige & tolke, da endringene i de ulike delene av spekteret var
motstridende. Ved 0,20 puM total konsentrasjon av micelledannere sank
absorbansen i Soret-band, men toppen holdt seg ved 416,5 nm. Ved videre gkt
konsentrasjon til 0,25 uM gkte absorbansen ved Soret-band igjen, men forflyttet
toppen mot litt hgyere bglgelengder. Ved 0,35 uM ble toppen bredere. Av toppen
i Q-bandet ble det observert et shift i bglgelengde allerede ved 0,2 uM, som fgrst
stabiliserte seg ved 651 nm, for sa & gke videre ved 0,35 pM igjen. Ved 0,35 uM
ble det ogsa observert en lavere absorband pa halen etter Soret-bandet. Det ble
til slutt bestemt en CMC-verdi pa 0,3 uM, som en mellomting av de diskuterte
konsentrasjonene, men dette resultatet er noe usikkert. [ Tabell 33 vises de mest
sentrale endringene som skjer i spekteret nar vandig TPCS2. solubiliseres i

mixede miceller av F127 og T80 i molart forhold 1:1.
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Tabell 33 Endringer i absorpsjonsegenskapene til TPCSza ved tilsetning av gkte konsentrasjoner
F127 og T80 i molart forhold 1:1

TPCS,, | Pluronic Tween Micelledannere | Soret-band | Soret-band Q-band Q-band

(UM) F127 (uM) 80 (M) (uM) absorbans | bglgelengde | absorpsjon | bglgelengde
(nm) (nm)

1 0 0 0 0,158 416,5 0,010 645,0

1 0,100 0,100 0,20 0,145 416,5 0,021 651,0

1 0,125 0,125 0,25 0,155 418,5 0,022 651,0

1 0,150 0,150 0,30 0,149 419,0 0,023 651,0

1 0,175 0,175 0,35 0,141 419,5 0,025 651,5

1 0,200 0,200 0,40 0,146 420,0 0,026 651,5

Absorpsjonsspekteret av formuleringen med TPCSza. og surfaktanter i det molare

forholdet 5:1 er vist i Figur 23.
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Figur 23 Absorbsjonsspekter av TPCSza som funksjon av total surfaktantkonsentrasjon i molare
forhold 5:1 (n=3).

[ Figur 23 vises endringene i absorpsjonsspekteret som oppstar nar TPCS2a
solubiliseres i mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i det molare
forholdet 5:1. Endringene i dette absorpsjonsspekteret var ogsa litt vanskelige a
tolke. Q-bandet stabiliseres ved 651,5 nm fra 0,2 pM, men splittingen av Soret-
bandet kommer fgrst ved 0,3 uM. Halen etter Soret-bandet stabiliseres pa den
laveste absorbansen ved 0,3 pM. I denne formuleringen blir CMC-verdien til de
mixede micellene av Pluronic F127 og Tween 80 derfor bestemt til &4 vaere 0,3
UM, men ogsa med en viss usikkerhet. I Tabell 34 vises de mest sentrale
endringene som skjer i spekteret nar vandig TPCSz. solubiliseres i mixede

miceller av F127 og T80 i molart forhold 5:1.
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Tabell 34 Endringer i absorpsjonsegenskapene til TPCSza ved tilsetning av gkte konsentrasjoner
F127 og T80 i molart forhold 5:1

TPCS,, | Pluronic | Tween | Micelledannere | Soret- Soret-band Q-band Q-band

(UM) F127 80 (uM) band bglgelengde | absorpsjon | bglgelengde
(UM) (LM) absorbans | (nm) (nm)

1 0 0 0 0,158 416,5 0,010 645,0

1 0,083 0,017 0,10 0,159 4175 0,019 650,0

1 0,166 0,034 0,20 0,148 4195 0,024 651,5

1 0,208 0,042 0,25 0,142 420,5 0,026 651,5

1 0,250 0,050 0,30 0,137 420,5 0,027 651,5

1 0,292 0,058 0,35 0,137 421,0 0,028 652,0

1 0,334 0,066 0,40 0,140 4215 0,029 652,0

Absorpsjonsspekteret av formuleringen med TPCS:z. og surfaktanter i det molare

forholdet 10:1 er vist i Figur 24.
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Figur 24 Absorbsjonsspekter av TPCSza som funksjon av total surfaktantkonsentrasjon i molare
forhold 10:1 (n=3)

[ Figur 24 over vises endringene i absorpsjonsspekteret som oppstar nar TPCS2a
solubiliseres i mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i det molare
forholdet 10:1. Endringene i dette absorpsjonsspekteret skjedde ved 0,3 pM ved
alle fokusomradene. Ved denne Konsentrasjonen stabiliserte Q-bandet seg ved
652 nm, Soret-bandet viste tegn til splitting, og halen etter Soret-bandet
stabiliserte seg med lavere absorbans. I denne formuleringen blir CMC-verdien
til de mixede micellene av Pluronic F127 og Tween 80 derfor bestemt til a vaere
0,3 uM. I Tabell 35 vises de mest sentrale endringene som skjer i spekteret nar
vandig TPCSza solubiliseres i mixede miceller av F127 og T80 i molart forhold

10:1.
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Tabell 35 Endringer i absorpsjonsegenskapene til TPCSza ved tilsetning av gkte konsentrasjoner
F127 og T80 i molart forhold 10:1

TPCS,, | Pluronic Tween Micelledannere | Soret- Soret-badnd | Q-band Q-band
(MM) F127 (uM) 80 (UM) | (UM) band boglgelengde | absorbans | bglgelengde
absorbans | (nm) (nm)

1 0 0 0 0,158 416,5 0,010 645,0

1 0,091 0,009 0,1 0,149 418,0 0,018 650,0

1 0,182 0,018 0,2 0,145 420,0 0,023 651,5

1 0,273 0,027 0,3 0,132 421,0 0,025 652,0

1 0,364 0,036 0,4 0,143 421,5 0,030 652,0

1 0,454 0,046 0,5 0,139 4215 0,030 652,0
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4.1.3 Oppsummering

[ litteraturen fortelles det at miceller er gode solubilisatorer, mens de polymere
micellene er gode legemiddelbzerere som sgrger for lang sirkulasjonstid og
malrettet levering av aktiv ingrediens (Florence og Attwood 2006, Kabanov og
Alakhov 2002, Yuk et al. 2012). Tanken var d undersgke en kombinasjon av
miceller og polymere miceller for & danne mixede miceller, som har potensialet
for & ta med de gode egenskapene fra begge. CMC-verdiene er viktige parametere
for sirkulasjonstiden i kroppen etter intravengs injeksjon, da lavere CMC gir

lenger sirkulasjonstid, noe som er gnskelig (Attwood et al. 2007).

[ tidligere formuleringsstudier av TPCS2a er det funnet at Pluronic F127 har en
CMC-verdi pa 0,8 pM og Tween 80 har en CMC-verdi pa 11,5 uM (Lilletvedt et al.
2011). I dette arbeidet ble det funnet en CMC-verdi av Pluronic F127 pa 0,15 uM ,
som avviker fra Lilletvedts resultat pa 0,8 uM. Det ble gdtt naermere inn pa
konsentrasjonene mellom 0 og 0,8 M enn det ble gjort i Lilletvedts arbeid, og en

eventuelt lavere CMC-verdi av Pluronic F127 kunne derfor observeres her.

Det man ser i formuleringene med de mixede micellene er at jo hgyere
konsentrasjon av Pluronic F127 tilstede, jo mer tydelig splitting av Soret-band.
Hgyere konsentrasjon av Pluronic F127 gir ogsa stgrre absorbans ved Q-bandet,
og et litt stgrre rgdt shift enn da Tween 80 er dominerende i formuleringen (se

Figur 19-24).

Det viser seg at beregnet CMC-verdi er ca 0,3 uM av mixede miceller av Pluronic
F127 og Tween 80 i neerveer av TPCSza uansett hvordan det molare forholdet
mellom surfaktantene er. En viss usikkerhet i vurderingene ma inkluderes da det
til tider var vanskelig a tolke endringene. Tabell 36 viser CMC-verdiene funnet i

denne studien.
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Tabell 36 CMC-verdier av mixede miceller i formuleringer med 1 uM TPCSza

Konsentrasjon Molare forhold CMC
TPCSza (M) (F127:T80) (1M)
1 10:1 0,3
1 5:1 0,3
1 1:1 0,3
1 1:5 0,3
1 1:10 0,3

De beregnede CMC-verdiene til de mixede micellene i formuleringene i dette
arbeidet ble alle 0,3 uM. Da denne CMC-verdien ligger sa naer CMC-verdien til
F127 enn til T80, ser det ikke ut til at Tween 80 pavirker CMC-verdien av de
mixede micellene i betydelig grad. Dette vil si at selv i formuleringer med lavere
konsentrasjoner av Pluronic F127 enn Tween 80, vil de mixede micellene fa

beholde den lave CMC-verdien som er observert med Pluronic F127 alene.

68



4.2 Viskositetsmalinger

Viskositetsmalingene ble utfgrt for a karakterisere nettverket og solubiliseringen
av TPCS2ai formuleringene. Aggregater av TPCS2. vil gi en hgyere viskositet av
formuleringen, og vil derfor kunne avslgres av metoden. Formuleringene til
viskositetsmalinger er med klinisk brukbare konsentrasjoner av TPCS;,, Pluronic
F127 og Tween 80. Konsentrasjon av surfaktant (0,125-10 mM) er godt over
CMC-verdiene (0,8 pM og 11,5 puM) beskrevet i 1.5.1 innledningsvis. Ved
konsentrasjoner over 0,24 mM er det rapportert at effekten av F127 begynner a
avta, ved at nedsetting av viskositet flater ut (Lilletvedt et al. 2011). Ved
konsentrasjon av T80 pa 4,6 mM, er det i litteraturen beskrevet en fullstendig
solubilisering av TPCS2. (Lilletvedt et al. 2011). Konsentrasjonsomradet av
surfaktanter i viskositetsmalingene dekker konsentrasjoner som i litteraturen er

rapportert a ha god effekt (Lilletvedt et al. 2011).

Det ble gjort malinger av 3 paralleller av hver formulering med TPCSz,, og hver
parallell ble malt 5 ganger i viskosimeteret. Resultatene av disse formuleringene
er dermed basert pa n=15 malinger. Av blindprgvene ble det kun laget én

parallell, altsa er n=5.

4.2.1 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCS,, etter
solubilisering med Pluronic F127
Tabell 37 og Figur 26 wunder gir en oversikt over resultatene fra

viskositetsmalingene av formuleringer av 10 mg/ml TPCS2. etter solubilisering

med F127.
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Tabell 37 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCS:. etter solubilisering med F127

Konsentrasjon | Konsentrasjon | Antall Viskositet Standardavvik | Relativt

av TPCS2. | avF127 (mM) | malinger | (cSt) (cSt) standardavvik
(mg/ml) (n) (RSD) (%)

10 0 - - - -

10 0,125 15 2,077 0,004 0,2

10 0,250 15 2,832 0,008 0,3

10 0,500 15 1,913 0,006 0,3

10 1,000 15 1,497 0,003 0,2

10 2,000 15 1,630 0,001 0,1

Viskositetsmadlinger av formuleringer
av 10 mg/ml TPCS,, etter solubilisering
med F127

3,0
s /7\
2,0

1,5

=—¢=—TPCS2a + F127
Blindprgve "FT2

0,5

Kinematisk viskositet (cSt)

0,0

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Pluronic F127 (mM)

Figur 26 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCSza etter solubilisering med F127.
Figuren viser gjennomsnittlig kinematisk viskositet (cSt) av 15 malinger; 3 paralleller, 5 repetisjoner av
hver (RSD < 0,4 %)

Figur 26 viser at formuleringen uten tilsatt F127 ikke kunne males med metoden
da den var for viskgs. Formuleringene har en hgy viskositet ved lave
konsentrasjoner av F127. Det er fgrst ved 2 mM F127 at visKkositeten er pa linje
med blindprgven uten TPCS2,, ved 1,5 cSt. Dette tyder pa at TPCSza er solubilisert
i formuleringen med 2 mM Pluronic F127 tilstede, og TPCSza vil herfra ha

minimal pavirkning pa viskositeten. Ved 0,24 mM F127, som er oppgitt som
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optimalt i tidligere studier (Lilletvedt et al. 2011), ville TPCSz. ikke veert

fullstendig solubilisert i formuleringen (Figur 26).

4.2.2 \Viskositetsmalinger

av formuleringer

solubilisering med Tween 80

Tabell

av 10 mg/ml

etter

38 og Figur 27 under gir en oversikt over resultatene fra

viskositetsmalingene av formuleringer av 10 mg/ml TPCS2. etter solubilisering

med T80.

Tabell 38 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCS:a etter solubilisering med T80

Konsentrasjon | Konsentrasjon | Antall Viskositet Standardavvik | Relativt

av TPCSz. | av T80 (mM) malinger | (cSt) (cSt) standardavvik
(mg/ml) (n) (RSD) (%)

10 0 15 - - -

10 2 15 4,365 0,087 2,0

10 4 15 0,992 0,000 0,0

10 6 15 1,051 0,000 0,0
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Viskositetsmalinger av formuleringer
av 10 mg/ml TPCS,, etter
solubilisering med T80

5,0
45

: >
4,0 \
35 AN
3,0 N\

' \
2,5

\ —6—TPCS2a + Tween 80
2,0
1,5 \ Blindprgve Tween 80

Kinematisk viskositet (cSt)

0,5
0,0

Tween 80 (mM)

Figur 27 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCS2. etter solubilisering med T80.
Figuren viser gjennomsnittlig kinematisk viskositet (cSt) av 15 malinger; 3 paralleller, 5 repetisjoner av
hver (RSD < 2,1 %)

[ formuleringene med TPCSz. i Tween 80, var viskositeten for hgy til & kunne
males med metoden frem til 2 mM T80. Ogsd her var formuleringen veldig
viskgs, og et stort standardavvik i madlingene av denne ble observert. De
tilsvarende formuleringene med F127 viste solubilisering ved lavere
konsentrasjoner enn T80. Dette kan ha sammenheng med den lavere CMC-
verdier av de polymere micellene som dannes av F127, og at det raskere dannes
miceller som bryter ned nettverket til TPCSza med F127. Figur 27 viser at i
formuleringen med 4 mM T80 tilstede er viskositeten pa linje med blindprgven
uten TPCSz,, ved 1,0 cSt. Dette tyder pa at ved 4 mM T80 er TPCS2. godt
solubilisert i formuleringen, og har minimal pavirkning pa viskositeten.
Formuleringene med TPCSz. solubilisert i T80 har en lavere viskositet enn
formuleringene solubilisert i F127, og ser derfor ut til & veere bedre egnet som
solubilisator i intravengse formuleringer av TPCSza. Dette stemmer overens med

tidligere viskositetsstudier av formuleringer av TPCS;a (Lilletvedt et al. 2011).
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4.2.3 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCS,, etter
solubilisering med Pluronic F127 og Tween 80 i molare forhold 1:1

Tabell 39 og Figur 28 wunder gir en oversikt over resultatene fra

viskositetsmadlingene av formuleringer av 10 mg/ml TPCS:. etter solubilisering

med F127 og T80 i molare forhold 1:1.

Tabell 39 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCS:za etter solubilisering med F127
og T80 i molare forhold 1:1

Konsentrasjon | Total Antall Viskositet | Standardavvik | Relativt

av TPCSz. | konsentrasjon | malinger | (cSt) (cSt) standardavvik

(mg/ml) av (n) (RSD) (%)
micelledannere

(mM) i molare

forhold 1:1
10 0 15 - - -
10 0,25 15 2,473 0,005 0,2
10 0,5 15 2,117 0,015 0,7
10 1 15 1,321 0,001 0,0
10 2 15 1,347 0,001 0,0
10 4 15 1,738 0,000 0,0
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Viskositetsmalinger av formuleringer av
10 mg/ml TPCS,, etter solubilisering med
F127 og T80 i molart forhold 1:1

n N
= Ul

Kinematisk viskositet (cSt)
[y
ul

—_— ——"TPCS2a F'127 + T80"

0,5

0,0
0 1 2 3 4 5
Pluronic F127 + Tween 80 i molart forhold 1:1 (mM)

10 - "Blindprpv F127 + T80"

Figur 28 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCS:za etter solubilisering med F127 og
T80 i molar forhold 1:1. Figuren viser gjennomsnittlig kinematisk viskositet (cSt) av 15 malinger; 3
paralleller, 5 repetisjoner av hver (RSD < 0,8 %)

[ formuleringene med TPCS2a i mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i
molart forhold 1:1, ser vi i Figur 28 at det ved en total konsentrasjon av
micelledannere pa 2 mM er sa solubilisert som det kan bli i denne formuleringen.
Ved ytterligere gkt total konsentrasjon av micelledannere vil viskositeten gke.
Ved 2 mM er formuleringens viskositet pa niva med blindprgven, et sted mellom
1,0 og 1,5 cSt. Ved samme konsentrasjon av micelledanner i formuleringen med
kun F127 var viskositeten over 1,5 cSt, og i formuleringen med kun T80 var den
opp mot 4,5 cSt. Dette tyder pa at en formulering med mixede micellene gir

gunstigere viskositet enn med enkle miceller.

4.2.4 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCS,, etter
solubilisering med Pluronic F127 og Tween 80 i isotone medier

Det er viktig at intravengse injeksjoner er isotone med blod, for & unnga

innskrumping eller svelling av de rgde blodcellene (Florence og Attwood 2006).

Det ble derfor inkludert viskositetsmalinger pa formuleringer i isotone medier,

for & kontrollere solubilisering i formuleringer egnet for intravengs injeksjon.

74



Tabell

40 og Figur 29 wunder gir en oversikt over resultatene fra

viskositetsmdlingene av isotone formuleringer av 10 mg/ml TPCS2. etter

solubilisering med F127 og T80 i ulike molare forhold.

Tabell 40 Viskositetsmalinger av formuleringer av 10 mg/ml TPCSza etter solubilisering med
Pluronic F127 og Tween 80 i isotone medier

Konsen- Total Konsen- Konsen- Molart Antall Lgsnings | Visko- | Standard | Relativt
trasjon konsen- trasjon trasjon forhold mal- middel sitet avvik standard
av TPCSza | trasjon av | F127 T80 micelle- inger (cSt) (cSt) avvik
(mg/ml) micelle- (mM) (mM) dannere (n) (RSD)
dannere (%)
(mM)
10 4 2,0 2,0 1:1 5 0,9% - - -
NaCl
10 4 0,4 3,6 1:10 5 0,9% - - -
NaCl
10 4 2,0 2,0 1:1 5 505 % | 1,671 0,009 0,5
Glukose
10 4 0,4 3,6 1:10 5 505 % | 1,863 0.003 0,2
Glukose
10 10 5,0 5,0 1:1 5 0,9% 4,823 0.071 1,5
NaCl
10 10 1,0 9,0 1:10 5 0,9% - - -
NaCl
10 10 9,0 1,0 10:1 5 0,9% 3,505 0,003 0,0
NaCl
Viskositetsmalinger av isotone formuleringer med 10 mg/ml TPCSz i
Pluronic F127 + Tween 80
5,0 4,823
¥ Formulering med TPCS2a
45
— Formulering uten TPCS2a
[l
0 4,0
2 3,505
D 35
=
g 3,0 2819
S Z
2 25
g 20 1,671 Lo 174
©
g 15 1,226 296
o = 0,999 - 1,067 1,078
£ 10 - -
¥z
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0 0 0
00
0,9% NacCl 0,9% NacCl 5,05 % Glukose 5,05 % Glukose 0,9% NacCl 0,9% NaCl 0,9% Nacl
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Lesningsmiddel

Molart forhold
micelledannere
(F127:780)

Konsentrasjon T80
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onsentrasjon F127|
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[Total konsentrasjon
av micelledannere
(mm)

Figur 29 Viskositetsmaling av isotone formuleringer av 10 mg/ml TPCSz2. i F127+T80 (RSD < 1,6 %)

Det ble kun laget én parallell av hver formulering i isotone medier for a fa en

raskere oversikt over viskositeten til de ulike formuleringene. I fremtidige
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studier bgr det lages flere paralleller for d sjekke reproduserbarhet og sikkerhet
av resultatene. Det ble gjort 5 repetisjoner av hver formulering i viskosimeteret
(n=5). Noen av formuleringene var for viskgse for a kunne males med metoden,
og vises kun med tallet 0 over i Figur 29. Dette gjaldt formuleringene med TPCS2a
i0,9 % NaCl og 4 mM F127 + T80 (1:1), TPCS2a1i 0,9 % NaCl og 4 mM F127 + T80
(1:10) og TPCS2a1 0,9 % NaCl og 10 mM F127 + T80 (1:10), og er ikke aktuelle
for intravengs injeksjon, da de vil kunne gi embolier og redusert effekt av TPCSza
in vivo (Torchilin 2007, Lee et al. 2007, Konan et al. 2002). Det samme gjelder
formuleringene med 10 mg/ml TPCSza i 10 mM total konsentrasjon av Pluronic
F127 og Tween 80 (1:1 og 10:1), i 0,9% NaCl som ga en viskositet som var for
hgy. Formuleringene med 10 mg/ml TPCSz. og 4 mM total konsentrasjon av
F127 og T80 i glukoselgsning viste lav viskositet, og det ble derfor ikke gjort
videre forsgk med 10 mM. Formuleringene uten TPCSz. ga generelt lave
viskositeter (0,999-1,740), og viser at surfaktantene ikke har stor pavirkning pa
viskositeten nar ikke TPCSza er tilstede (Figur 29).

[ tidligere studier er det rapportert at tilsetning av glukose til formuleringer med
10 mg/ml TPCSz2a og T80 har minimal effekt pa viskositeten i forhold til
formuleringer med F127, og at tilsvarende formuleringer med tilsatt NaCl blir for
viskgse til & kunne males (Lilletvedt et al. 2011). Formuleringene med 10 mg/ml
TPCSza solubilisert i F127 og T80 i glukoselgsning viste ogsa lav viskositet i dette
arbeidet (Figur 29). Med totalt 4 mM micelledannere, og molart forhold 1:1
mellom F127 og T80, hadde formuleringen en viskositet pa 1,670 cSt da 10
mg/ml TPCSza var tilstede i isoton glukose. Dette er en lavere viskositet enn den
tilsvarende formuleringen uten glukose som var 1,738 cSt. Formuleringen med
10 mg/ml TPCSz2a 0og 4 mM micelledannere, molart forhold 1:10 mellom F127 og
T80, viste ogsa lav viskositet pa 1,863 cSt, men resultatene tyder pa at T80 i
overskudd i mixede miceller i isoton Igsning ikke er mer gunstig. Pa tross av
lavere viskositet i blindprgvene (Figur 29) og av formuleringene med T80 i de
ikke-isotone formuleringene (Figur 27), vises ikke dette nar 10 mg/ml TPCSzaer

tilstede.
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Resultatene viser at ved tilsetning av salter (Na+ og Cl-) til isotont medium er
viskositeten for hgy for bade 1:1 forhold og 1:10 forhold av Pluronic F127 og
Tween 80 nar samlet konsentrasjon av micelledannende stoffer er 4mM i
neerveer av 10 mg/ml TPCSza. Nar konsentrasjonen er 10mM av micelledannere
er viskositeten ogsa for hgy til 4 males i 1:10 forhold. Ved 1:1 forhold kan
viskositeten males, men viskositeten er nesten 5 cSt, noe som vil vaere ugunstig
ved intravengs injeksjon. Hgy viskositet ved tilsetning av salter kan komme av
dehydrering eller elektrostatiske effekter i formuleringen (Desai et al. 2001,
Patel et al 2010). Hgy viskositet er observert i tidligere studier nar de
isotoniregulerende stoffene NaCl og glukose er tilsatt formuleringer med TPCS2a
solubilisert i polymere miceller av F127, men ikke i formuleringer med TPCSza
solubilisert i miceller av T80 (Lilletvedt et al. 2011). Viskositeten holder seg lav i
formuleringer med TPCSza solubilisert i mixede miceller av F127 og T80 nar det
er isoton glukoselgsning som er brukt (Figur 29), noe som tyder pa at mixede
miceller av F127 og T80 klarer & bryte opp TPCSza-nettverket og hindre

aggregatdannelse i isoton glukoselgsning.

4.2.5 Sammenligning av viskositet nar TPCS,, er tilsatt ulike medier

I Figur 30 under gis en oversikt over resultatene fra viskositetsmalingene av
formuleringer av 10 mg/ml TPCS:. etter solubilisering med F127 og T80 i molart
forhold 1:1 i ulike medier.
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molart forhold 1:1 i ulike medier

1,738

Lt
-]

1,581

-
=)
1

1,671

¥ Formulering med TPCS2a

Kinematisk viskositet (cSt)
T8 8 65 % %

k=]
]

Formulering uten TPCS2a

1,226

0

1,296

o
=]

Vann

1:1

0,9% NaCl
11

5,05 % Glukose

11

Lgsningsmiddel

Molart forhold micelledannere
(F127:T80)

Konsentrasjon T80 (mM)
Konsentrasjon F127 (mM)

Total konsentrasjon av
micelledannere (mM)

Figur 30 Viskositetsmaling av formuleringer av 10 mg/ml TPCSza i F127+T80 i molart forhold 1:1 i

ulike medier.

Figur 30 viser at formuleringen med 10 mg/ml TPCSza i 4 mM total

konsentrasjon av Pluronic F127 og Tween 80 i molart forhold 1:1, har minst like

gunstig viskositet i isoton glukoselgsning som uten glukose. Den samme

formuleringen i isoton NaCl-lgsning viser ikke samme gunstige viskositet, og var

for viskgs for & kunne madles. Resultatene tyder pa at formuleringen med 10

mg/ml TPCSza i 4 mM total konsentrasjon av Pluronic F127 og Tween 80 molart

forhold 1:1 er gunstig for intravengs injeksjon, men man kan risikere at ogsa

denne formuleringen blir viskgs nar den mgter salter in vivo.
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4.3 Osmolaritetsmalinger

Hensikten med 4 madle osmolariteten av formuleringene er a
karakterisere strukturene som dannes. Man kan beregne teoretisk
osmolaritet av formuleringene, beskrevet i avsnitt 4.3.2 under.
Disse kan sammenlignes med de observerte osmolaritets-
verdiene, og man kan fa et bilde av hvordan strukturen i
forumleringene er. Er den observerte osmolariteten lavere enn
teoretisk beregnet kan dette tyde pa aggregatdannelse ved at
TPCSz2a klumper seg sammen til stgrre enheter, eller solubilisering

ved at TPCSza solubiliseres i miceller (Figur 31).

Q ~ @ Osmolaritet:
[j - j{j Teoretisk > observert
s

SO D]

7 S

A) Aggregering

1 393LIR[OWIS

JI9AI9S(O0 < YSN8J09 ],

Figur 31 Karakterisering av struktur i formuleringer. Figuren viser at en observert
osmolaritet som er lavere enn teoretisk beregnet kan komme av: A) aggregering av
TPCSza, B) solubilisering av TPCSza i miceller
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Osmolaritet er spesielt viktig for intravengse formuleringer, da de
ma vere isotone med blod (ca 300 mosmol/l) for & ikke skade

blodcellene (Lilletvedt 2011, Florence og Attwood 2006).

4.3.1 Nedre deteksjonsgrense og referansegraf

For & finne frem til osmolaritetene var det ngdvendig med en
referansegraf til og sammenligne utslagene i mV fra
formuleringene med. Det ble laget NaCl-lgsninger i ulike kjente
konsentrasjoner (0-400 mosmol/1), som ble malt i osmometeret.

Utslagene er vist i Tabell 41 under.

Tabell 41 Utslag av NaCl-lgsninger fra osmometeret oppgitti mV

NaCl kons. (mosmol/l) | Utslag (mV)
0 3,35
5 4,5
10 58
20 8,4
30 10,8
40 13,4
50 15,75
100 27,6
150 38,7
200 50,2
250 62,6
300 74,5
350 84,8
400 98,3

Det ble inkludert lavkonsentrerte NaCl-lgsninger (0-50 mosmol/I)
for & bekrefte en nedre deteksjonsgrense, og linezritet
(R2=0,99981) ble observert helt ned til 0 mosmol/l, vist i Figur 32

under.
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Frysepunktskurve for nedre
deteksjonsgrense
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Konsentrasjon av NaCl
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Figur 32 Frysepunktskurve for NaCl i vandig lgsning, detektert som mV, brukt til a
kontrollere nedre deteksjonsgrense.

Figur 32 viser at man kan bruke metoden for formuleringer med

osmolaritet ned til 0 mosmol/I.

Alle utslagene fra Tabell 41 er plottet inn i Figur 33 under, med
uendret R% (0,99981).

Osmolaritetskurve av NaCl

120
100 R%= u,wy
E 80
é 60 == Utslag (mV)
2 40
= —— Linear (Utslag

20 (mV))
R4 )

0 200 400 600
Kons. NaCl (mosmol/1)

Figur 33 Frysepunktskurve for NaCl i vandig lgsning, detektert som mV.

[ Figur 34 ble utslag i mV fra Figur 33 satt langs x-aksen, og utslag
ble omregnet til osmolaritet i mosmol/l som ble satt langs y-aksen.
Dette ga en linaer graf (R2=0,99981) med tilhgrende likning

y = 4,2547x — 15,487
Dersom man antar full dissosiasjon av NaCl i hele maleomradet

kan likningen brukes for a finne osmolariteten til formuleringene
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med ukjent osmolaritet, ved a sette inn utslagene fra kryometeret

inn for x.

Referansegraf til osmolaritetsmalinger

y =4,2547x - 15,487
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Figur 34 Referansegraf av NaCl som brukes for i finne osmolariteten av de ulike
formuleringene av TPCSza.
4.3.2 Beregninger

Teoretisk osmolaritet av de ulike formuleringene kan regnes ut

som vist under.

Osmolaritet av TPCSza, ved full dissosiasjon av saltet:

10mg/ml = 25mg/2,5ml

n=0,025g/899,05g/mol = 0,0278 mmol

C=0,0278 mmol / 2,5 ml=0,01112 mmol/ml = 11,12 mmol/l
Osmolaritet = 11,12 mmol/l x 3 specier (TPCS2a + 2 motioner) =
33,4 mosmol/I

Osmolaritet av Pluronic F127, basert pa Kkonsentrasjon av

unimere:

0,125 - 2 mmol/1 -> 0,125 - 2 mosmol/] (da kun 1 specie)

Forventet osmolaritet av Tween 80, basert pa konsentrasjon av
unimere:

0,125 - 6 mmol/l -> 0,125 - 6 mosmol/l (da kun 1 specie)
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4.3.3 Frysepunktdepresjon av vandige formuleringer av TPCS;,

Det ble malt osmolaritet av 10 mg/ml TPCSzai vann, vist i Tabell
42 under.

Tabell 42 Osmolaritet av vandig TPCSza.

Konsentrasjon | Utslag fra | Observert
TPCS2a osmometeret | osmolaritet
(mg/ml) (mV) (mosmol/1)
10 53 7,0

Vandig TPCSza 10mg/ml ga utslag pa 53 mV som gir
osmolariteten, i fglge likningen fra Figur 34, en verdi pa 7,0
mosmol/l. Dette er 21,0 % av teoretisk osmolaritet, og tyder pa

aggregering.

4.3.4 Osmolaritetsmaling av formuleringer med 10 mg/ml TPCS,, i
Pluronic F127
Osmolariteten til formuleringer med 10 mg/ml TPCS2. i F127 (0-2

mM, n=3). Utslagene fra osmometeret er vist i Tabell 43 under.

Tabell 43 Utslag (mV) av vandige formuleringer av TPCSza og Pluronic F127

Konsentrasjon | Konsentrasjon | Utslag fra
TPCS:a F127 (mM) osmometeret
(mg/ml) (mV)

10 0 53

10 0,125 6,7

10 0,125 6,1

10 0,125 55

10 0,25 8,4

10 0,25 6

10 0,25 55

10 0,5 6,4

10 0,5 6,5

10 0,5 6,1

10 1 7,3

10 1 7,3

10 1 7,3

10 2 8,7

10 2 8,7

10 2 9,8
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Utslagene ble samlet i Tabell 44 under, som ogsa viser

standardavvik.

Tabell 44 Osmolaritetsmaling av 10 mg/ml TPCS:za solubiliserti F127

Konsentrasjon | F127 | Antall Utslag fra | Standardavvik | Relativt
TPCS:a (mM) | malinger (n) | osmometeret (mV) standardavvik
(mg/ml) (mV) (%)

10 0,000 |3 53 0,000 0,0

10 0,125 |3 6,1 0,600 9,8

10 0,250 |3 6,6 1,550 23,5

10 0,500 |3 6,3 0,208 3,3

10 1,000 |3 7,3 0,000 0,0

10 2,000 |3 9,1 0,635 7,0

Det ble ogsa gjort malinger av blindprgver uten TPCS:a for a se hva

surfaktanten

bidrar

til osmolariteten, og

osmometeret er vist i Tabell 45 under.

Tabell 45 Osmolaritetsmaling av blindprgver uten TPCSz2a

utslagene

fra

TPCS:za F127 Antall Utslag fra
(mg/ml) | (mM) malinger | osmometeret
(n) (mV)

0 0,125 1 3,7

0 0,250 1 3,7

0 0,500 1 3,8

0 1,000 1 4,2

0 2,000 1 5,4

Utslagene fra Tabell 44 og 45 oppgitt i mV ble regnet om til

mosmol/l ved bruk av likningen i Figur 34, og plottet inn i Figur

35.

84




Osmolaritetsmaling av 10 mg/ml
TPCS,, og Pluronic F127
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Figur 35 Osmolaritetsmaling av formuleringer med 10 mg/ml TPCS:z. i gkende
konsentrasjon F127 (n=3). Blindprgver uten TPCSza (n=1) er markert med mgrk
gra kurve. (RSD < 23,6%)

Figur 35 viser en kurve der osmolariteten stiger bratt i
formuleringene med 0 - 0,25 mM F127, for sa d synke ned i 0,5 mM
F127. Ved 0,25 mM ble det observert et stort standardavvik blant
de 3 parallellene, trolig pa grunn av hgy aggregering av TPCSza. |
viskositetsmalingen av samme formulering ble det observert en
hgy viskositet, som tyder pa aggregering av TPCS2.. | aggregerte
lgsninger vil ikke TPCS2a vare jevnt fordelt, noe som fgrer til at
uttak fra disse blir forskjellige, og standardavviket blir stort som

observert i Figur 35. Toppen ved 0,25 mM kan derfor vare en falsk

topp.

Formuleringen med 10 mg/ml TPCSz2a i 1 mM Pluronic F127 ga et
utslag pa 7,3 mV, som gir en osmolaritet pa 15,5 mosmol/l.
Teoretisk osmolaritet av denne formuleringen er 33,4 + 1 = 34,4
mosmol/l. Observert osmolaritet utgjgr 45,1 % av teoretisk

osmolaritet. Da osmolariteten av denne formuleringen er hgyere
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enn TPCS»2a lgst i vann uten surfaktanter tilstede, kan man anta at 1
mM Pluronic F127 har fgrt til mindre aggregering. Da
osmolariteten gker videre frem til formuleringen med 2 mM F127
tilstede, kan det veere fordi flere aggregatenheter solubiliseres, slik

at flere unimere er tilstede i formuleringen.

Figur 26 viste at 10 mg/ml TPCS;a var tilneermet helt solubilisert
ved tilsetning av 2 mM F127, ved at viskositeten var ca lik
viskositeten pa blindprgven. I osmolaritetsmdlingen av samme
formulering ble det observert en osmolaritet pad 21,5 mosmol/],
som er 60,7 % av den teoretiske osmolariteten til denne
formuleringen (35,4 mosmol/l). En lavere osmolaritet pa den
observerte vil i dette tilfellet heller tolkes som at flere TPCSza-
molekyler bindes til micellene slik at antall enheter blir feerre, enn
at det er aggregater tilstede, og at TPCSza er godt solubilisert i

formuleringen.

Det ble observert en gkning i osmolaritet pdA 8 mosmol/l nar
konsentrasjon av F127 gkte fra 0,05 - 1 mM. I tidligere studier er
det observert samme trend, med kun en svak gkt osmolaritet (<9
mosmol/l) ved gkt konsentrasjon av F127 fra 0,05 - 0,8 mM
(Lilletvedt et al. 2011).
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4.3.5 Osmolaritetsmaling av vandige formuleringer av TPCS,, og
Tween 80

Osmolariteten til formuleringer med 10 mg/ml TPCS2. i T80 (0-6

mM, n=3). Utslagene fra osmometeret er vist i Tabell 46 under.

Tabell 46 Utslag fra osmometeret av vandige formuleringer av 10 mg/ml TPCSza
solubilisert i T80

Konsentrasjon | Konsentrasjon | Utslag fra
TPCS:a T80 (mM) osmometeret
(mg/ml) (mV)
10 0 53
10 0,125 51
10 0,125 51
10 0,125 5

10 0,25 51
10 0,25 51
10 0,25 51
10 0,5 51
10 0,5 51
10 0,5 51
10 1 52
10 1 52
10 1 52
10 2 5,7
10 2 5,7
10 2 5,7
10 4 6,3
10 4 6,2
10 4 6,2
10 6 6,6
10 6 6,5
10 6 6,6

Utslagene ble samlet i Tabell 47 under, som ogsa viser

standardavvik.

87



Tabell 47 Osmolaritetsmaling av 10 mg/ml TPCS:za solubilisert i T80

Konsent | Konsentrasjon | Antall Utslag fra | Standardavvik | Relativt
rasjon T80 (mM) malinger | osmometeret | (mV) standardavvik
TPCS2a (n) (mV) (%)
(mg/ml)

10 0,000 3 53 0,000 0,0

10 0,125 3 51 0,058 1,1

10 0,250 3 51 0,000 0,0

10 0,500 3 51 0,000 0,0

10 1,000 3 52 0,000 0,0

10 2,000 3 5,7 0,000 0,0

10 4,000 3 6,2 0,058 0,9

10 6,000 3 6,6 0,058 0,9

Det ble ogsa gjort malinger av blindprgver uten TPCS:za for a se hva

disse bidrar til osmolariteten, og utslagene fra osmometeret er vist

i Tabell 48.

Tabell 48 Osmolaritetsmaling av blindprgver uten 10 mg/ml TPCSza solubilisert i

T80

Konsentrasjon | Konsentrasjon | Utslag fra
TPCS:za T80 (mM) osmometeret
(mg/ml) (mV)

0 0,125 3,5

0 0,250 3,6

0 0,500 3,7

0 1,000 3,6

0 2,000 3,6

0 4,000 3,9

0 6,000 3,9

Utslagene fra Tabell 47 og 48

oppgitt i mV ble regnet om til

mosmol/l ved bruk av likningen i Figur 35, og plottet inn i Figur 36

under.
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Osmolaritetsmaling av 10 mg/ml
TPCS,, i Tween 80
14
12
= 10
e
£ 8
g
E’ 6 TPCS2a + Tween 80
= =¢—Blindprgver
=
o
=
S 2
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2 4 6 8
2 Konsentrasjon av Tween 80 (mM)

Figur 36 Osmolaritetsmaling av formuleringer med 10 mg/ml TPCS:z. i gkende
konsentrasjon T80 (n=3). Blindprgver uten TPCSza (n=1) er markert med mgrk gra
Kkurve. (RSD < 1,2%)

[ viskositetsmalingene av 10 mg/ml TPCS2. matte det 4 mM T80 til
for & fa TPCSza solubilisert i miceller. I samme formulering er det
malt 11,3 mosmol/l. Teoretisk osmolaritet er 37,4 mosmol/l i
denne formuleringen, sa observert osmolaritet utgjgr 30,2 % av
teoretisk osmolaritet. Ved ytterligere gkt konsentrasjon av T80,
stiger osmolariteten svakt, som tyder pa at TPCS2. enten er
aggregert eller kompleksert i miceller. [ formuleringen med 2 mM
F127 tilstede, var osmolariteten 60,7 % av teoretisk osmolaritet
(se avsnitt 4.3.4). Med lik konsentrasjon T80 var osmolariteten 8,7
mosmol/l, som utgjgr kun 24,6 % av den teoretiske osmolariteten.
Dette tyder pa at det ma hgyere konsentrasjoner til av T80 i
formuleringen for a gi samme effekt som F127 gir, og dette
stemmer overens med resulatatene i viskositetsmadlingene. Dette
kan komme av F127 sin lave CMC-verdi, eller forskjellig struktur

pa micellene av F127 og micellene av T80.
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4.3.6 Osmolaritetsmalinger av formuleringer med 10 mg/ml TPCS,,

med mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i molart

forhold 1:1

Osmolaritet ble malt av formuleringer med 10 mg/ml TPCSz. i

mixede miceller av F127 og T80 (total konsentrasjon 0-4 mM, n=3)

i molart forhold 1:1. Utslagene fra osmometeret er vist i Tabell 49

under.

Tabell 49 Utslag fra osmometeret av vandige formuleringer av 10 mg/ml TPCS:za

solubiliserti T80

Konsen- | Total Molart Konsen- Konsen- | Utslag fra
trasjon | konsentrasjon | forhold trasjon trasjon osmometeret
TPCS:za surfaktant surfaktanter | F127 T80 (mV)
(mg/ml) | (mM) (F127:T80) (mM) (mM)

10 0 1:1 0 0 53
10 0,250 1:1 0,125 0,125 53
10 0,250 1:1 0,125 0,125 54
10 0,250 1:1 0,125 0,125 55
10 0,500 1:1 0,250 0,250 58
10 0,500 1:1 0,250 0,250 59
10 0,500 1:1 0,250 0,250 59
10 1,000 1:1 0,500 0,500 6,3
10 1,000 1:1 0,500 0,500 6,4
10 1,000 1:1 0,500 0,500 6,7
10 2,000 1:1 1,000 1,000 7,5
10 2,000 1:1 1,000 1,000 7,4
10 2,000 1:1 1,000 1,000 7,7
10 4,000 1:1 2,000 2,000 9,3
10 4,000 1:1 2,000 2,000 9,3
10 4,000 1:1 2,000 2,000 9,2

Utslagene ble samlet i Tabell 50 under, som

standardavvik.

ogsa viser
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Tabell 50 Osmolaritetsmaling av 10 mg/ml TPCSza solubilisert i mixede miceller av

F127 og T80
Konsen- | Total Konsen- | Konsen- | Antall Utslag Standard- | Relativt
trasjon | konsent | trasjon trasjon malinger | fra avvik standard-
TPCS:2a rasjon F127 T80 (n) 0Ssmo- (mV) avvik (%)
(mg/ml) | surfakta | (mM) (mM) meteret
nt (mM) (mV)
10 0,000 0,000 0,000 3 53 0,000 0,0
10 0,250 0,125 0,125 3 54 0,100 1,9
10 0,500 0,250 0,250 3 59 0,058 1,0
10 1,000 0,500 0,500 3 6,5 0,208 3,2
10 2,000 1,000 1,000 3 7,5 0,153 2,0
10 4,000 2,000 2,000 3 9,3 0,058 0,6

Det ble ogsa gjort malinger av blindprgver uten TPCS:za for a se hva

surfaktantene

bidrar

til

osmometeret er vist i Tabell 51.

osmolariteten,

og utslagene

fra

Tabell 51 Osmolaritetsmadling av blindprgver uten 10 mg/ml TPCSza solubilisert i

F127 og T80

Konsen- | Total Molart Konsen- | Konsen- | Utslag fra
trasjon konsen- forhold trasjon trasjon osmometeret
TPCS:za trasjon surfaktant | F127 T80 (mV)
(mg/ml) | surfaktant | (F127:T80) | (mM) (mM)

0 0,250 1:1 0,125 0,125 3,8

0 0,500 1:1 0,250 0,250 39

0 1,000 1:1 0,500 0,500 4,1

0 2,000 1:1 1,000 1,000 4,6

0 4,000 1:1 2,000 2,000 6,2

Utslagene fra Tabell 50 og 51 oppgitt i mV ble regnet om til

mosmol/l ved bruk av likningen i Figur 34, og plottet inn i Figur

37.
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Osmolaritetsmaling av TPCS,, i
Pluronic F127 + Tween 80 i molart
forhold 1:1
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)
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E 15 TPCS2a + Pluronic F127 +
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E 10 —— _»
) / =&—Blindprgver
g s
O /

o
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Total konsentrasjon av Pluronic F127 og Tween 80 i molart
forhold1:1(mM)

Figur 37 Osmolaritetsmaling av formuleringer med 10 mg/ml TPCS:z. i gkende
total konsentrasjon F127 + T80 i molart forhold 1:1 (n=3). Blindprgver uten
TPCSza (n=1) er markert med mgrk gra kurve (RSD < 3,3%)

10 mg/ml TPCSz. i 2 mM samlet konsentrasjon av Pluronic F127
og Tween 80 i molart forhold 1:1, ga en lav viskositet, som tyder
pa at nettverket av TPCSz. var brutt og TPCSz. var solubilisert i
mixede miceller (Figur 29). Samme formulering ga en osmolaritet
pa 16,5 mosmol/I . Teoretisk osmolaritet er 35,4 mosmol/l i denne
formuleringen. Oberservert osmolaritet er 46,6 % av teoretisk
osmolaritet og tyder pa mindre fri TPCSza i formuleringen, enten
fra aggregering eller fra solubilisering i mixede miceller, trolig

solubilisering grunnet den lave viskositeten i formuleringen.
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4.3.7 Sammenligning av osmolaritet i de ulike formuleringene
Sammenligninger ble gjort av ulike formuleringer, med konstant
konsentrasjon av TPCSza (10 mg/ml) og micelledannere (1 mM

tilsammen, > CMC) i vann.

[ Tabell 52 er det laget en oversikt som viser teoretisk osmolaritet

opp mot observert osmolaritet.

Tabell 52 Oversikt over teoretiske og observerte osmolariteter

Innhold Teoretisk Observert Prosent
osmolaritet osmolaritet av teoretisk
(mosmol/1) (mosmol/1) osmolaritet

(%)

TPCS:a 34,4 15,5 45,1

(10 mg/ml) i

Pluronic F127

(1 mM)

Vandig TPCSz. | 34,4 6,6 19,2

(10 mg/ml) +

Tween 80

(1 mM)

Vandig TPCSz. | 34,4 12,0 34,9

(10 mg/ml) i

Pluronic F127

+ Tween 80

(1 mM, 1:1)

Tabell 52 viser at 10mg/ml TPCS2a solubilisert i mixede miceller
av totalt 1 mM F127 og T80 i molart forhold 1:1 gir en osmolaritet
pa 12,0 mosmol/l, som ligger mellom osmolaritetene av
formuleringen med 10mg/ml TPCS2ai 1 mM F127 (15,5 mosmol/I1)
og formuleringen med 10mg/ml TPCSza i 1 mM T80 (6,6
mosmol/1). Det er vanskelig & avgjgre hvilke av formuleringene
som er best, da det ved hgyere osmolaritet tyder pa separering av
TPCS2a partiklene, men lavere osmolaritet kan tyde pa maskering
av TPCSza inne i miceller. Da osmolariteten av formuleringen med
mixede miceller ligger neermere osmolariteten av formuleringen

med 10mg/ml TPCS2.1 F127, kan dette tyde pd at F127 har mer og
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si for strukturene i formuleringen enn hva T80 har. Dette ble ogsa

observert i viskositetsmalingene (avsnitt 4.2.1-4.2.3)

4.3.8 Frysepunktdepresjon av isotone prgver av TPCS,, med
Pluronic F127 og Tween 80

Det ble gjort forsgk av isotone formuleringer med 10 mg/ml

TPCS2a i mixede miceller av F127 og T80 som er aktuelt for

intravengse injeksjoner. Resultatet er vist i figur 38 under.

Osmolaritetsmalinger av formuleringer med og uten TPCS,, i isotone
medier

400 s TPCS2a
336,4 337,7 34833385 3334, ¢ 1266 |
' 311,7 3173
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3236 3258

w
o
=}

w
o
<]

276,84

N
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o

& Formuleringer med

Blindpregver uten

N
=]
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Osmolaritet (mosmol/l)
g 8 %

o

0,9% Nacl 0,9% Nacl

11 1:10

5,05 % Glukose

1:1

5,05 % Glukose

1:10
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0,9% Nacl

1:10
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L#sningsmiddel
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micelledannere
(F127:T80)

konsentrasjon av
micelledannere
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Formulering
Figur 38 Osmolaritetsmalinger (n=1) av formuleringer med 10 mg/ml TPCS2a
solubiliserti F127 og T80 i isotone medier.

Figur 38 viser at i alle formuleringene er osmolariteten av prgvene
hgyere enn blindprgvene. Dette er som forventet, da ikke alle
TPCSza partiklene vil veere inkorporert i miceller hele tiden. TPCS2a

i fri tilstand vil bidre til hgyere osmolaritet.

Figuren viser at alle formuleringene er hypertone, og dette tyder
pa at TPCSzaer i komplekser med de mixede micellene ogsa i de
isotone mediene. Dette har ogsa blitt observert i tidligere studier

(Lilletvedt et al. 2011).
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Formuleringen med 10 mM micelledannere i molart forhold 10:1
av Pluronic F127 og Tween 80 har hgyest osmolaritet (109,0 % av
teoretisk). Dette tyder pa at det er flere partikler i denne
formuleringen. Det kan ikke veere pa grunn av mindre aggregering
av TPCSz,, da blindprgven ogsa er hgyere enn i de andre. Det kan
derimot tyde pa at micellene som dannes i denne lgsningen er
mindre, slik at det er flere av de, og at det pd den maten

observeres en hgyere osmolaritet.

Det er observert lavest osmolaritet i formuleringen med 10 mM av
surfaktantene i 1:10 molart forhold (92,4 % av teoretisk
osmolaritet), som derfor vil kunne tyde pa stgrre miceller av disse.
Da tilsvarende formulering med totalt 4 mM av surfaktantene
tilstede, ble det observert en osmolaritet som pa 100,1 %. Dette
tyder pa at det ikke er ngdvendig a gke total konsentrasjon av
surfaktanter til 10 mM, og ble ogsa sett i viskositetsmalingene
(Figur 29). Av formuleringene med 4 mM total konsentrasjon av

surfaktanter var det minimale forskjeller mellom de ulike.

Osmolaritet sier noe om hvor mange opplgste partikler/specier
som er i prgvene og kan dermed en indikasjon pd om vi har
aggregater tilstede. En lavere osmolaritet enn teoretisk kan enten
tyde pa aggregering eller at partikler maskeres av tilsatte
surfaktanter som danner miceller. Det er vist at surfaktantene
F127 og T80 virker solubiliserende, da osmolariten til

formuleringene med surfaktant tilstede er lavere enn teoretisk.
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4.4 |In vitro celleforsgk

4.4.1 Vekstkurve av WiDr celler

Det ble fgrst gjort forsgk med WiDr celler for d etablere en
vekstkurve for cellelinjen. Det er viktig at man velger et antall
celler som skal sds ut per brgnn som er innenfor et omrade hvor
cellene har eksponentiell vekst. Resultatene er vist i Figur 39.

Vekstkurve WiDr celler

2,0

1,8 A

1,6 1

14 -

1,2 A 1

Absorbans

1,0 1

0,8 A

0,6 A

0,4 A

0,2 T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Antall celler/brgnn

—e— WiDr

Figur 39 Vekstkurve av WiDr-celler. Vekstkurven viser sammenhengen mellom antall
utsddde WiDr-celler og absorbans (standardavvik markert med error bars).

Vekstkurven i Figur 39 viser at det er en lineaer sammenheng
mellom antall utsiadde celler og antall celler malt med
celleoverlevelse-metoden (beskrevet i avsnitt 3.7) opp til ca 6000
utsadde celler per brgnn. Dette indikerer at nar det sdes ut mer
enn 6000 celler/brgnn blir brgnnen tilnzermet konfluent i Igpet av
inkubasjonstiden. Det ble derfor valgt a sa ut 5000 celler/brgnn i

det videre arbeidet.
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4.4.2 PDT respons med TPCS,,i Tween 20

Det fgrste PDT-forsgket som ble gjort pa WiDr celler var med
TPCS2a i en formulering fatt av PCI Biotech, som brukes i de
kliniske studiene og for tiden i alle prekliniske studier. Det ble
malt 3 paralleller ved hver lysdose, i tillegg til ubehandlede celler
(NT). Resultatet fra forsgket er vist i Figur 40.

PDT Respons i WiDr celler

140

120 4

100 A

80 A

60

Celleoverlevelse (%)

40 4

20 A

0 T T T T T T
NT 0 15 30 45 60

Lysdose (sekunder)

—— WiDr

Figur 40 PDT-respons og celleoverlevelse (%) av WiDr-celler etter behandling
med 0,4 pM TPCSza i 50 mM Trisbuffer, 3 % Tween 20 og 2,8 % Mannitol, som
funksjon av ulike lysdoser (standardavvik markert med error bars).

Resultatene som vist i Figur 40 er i overensstemmelse med
tidligere resultater (Berg et al. 2011), men da kun den hgyeste
lysdosen viste en klar cytotoksisk effekt ble det bestemt a bruke
lysdoser pa 30, 60 og 90 sekunder i videre forsgk.
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4.4.3 PDT respons i WiDr celler med TPCS,, i ulike formuleringer

I de videre forsgkene ble alle formuleringene beskrevet i avsnitt
3.1.4 inkludert. Det ble malt 3 paralleller av hver formulering, i
tillegg til 3 paralleller av blindprgver uten TPCSza-formuleringene

(NT). Resultatene fra disse forsgkene er vist i Figur 41.

PDT respons i WiDr celler

160 -
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100 A

80 -
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Celleviabilitet (%)

40 A

'20 T T T T T T
NT 0 30 60 90 N.a.N.

Lysdose (sekunder)

TPCS2a + Tween 20
TPCS2a + etanol

TPCS2a + Pluronic F127
TPCS2a + Tween 80
TPCS2a + Pluronic F127 og Tween 80 (1:1)

TPCS2a + Pluronic F127 og Tween 80 (1:10)

bt e

TPCS2a + Pluronic F127 og Tween 80 (10:1)

Figur 41 PDT-respons og celleoverlevelse (celleviabilitet) i WiDr celler malt ca 48
timer etter lys, og 72 timer etter behandling med 0,4 pM TPCSza i ulike
formuleringer, som indikert i figuren og beskrevet i avsnitt 3.1.4. Blindprgve med
ubehandlede celler ble inkludert (NT). (standardavvik markert med error bars)

Figur 41 viser at alle formuleringene med 0,4 uM TPCSza gir en viss
cytotoksisk effekt etter lyseksponering. Formuleringen som skiller
seg mest ut er den med TPCSz. i nervaer av Tween 20. Denne
formuleringen har drept ca 50 % celler ved 90 sekunders
lyseksponering, da de andre formuleringene har drept naermere
100 %. Dersom man sammenligner de formuleringene som som

har drept neermere 100 % av cellene, synes formuleringene med
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de mixede micellene av Pluronic F127 og Tween 80 gi raskest og

mest celledrap, men forskjellene er minimale.

Med unntak av behandling i neervaer av Tween 20, synes alle
viabilitetskurvene & flate ut ved de hgyeste lysdosene.
Erfaringsmessig synes dette d skyldes dgende, trolig apoptotiske
celler som fortsatt opprettholder mitokondriell aktivitet som

detekteres med MTT-metoden.

4.4.4 Celletoksisitet av de ulike formuleringene

Ser man pa verdiene ved 0 sekunders eksponering av lys i Figur
41, ser man at det er en viss toksisitet ved alle formuleringene.
Dette kan veere et falskt resultat, da det er en viss fare for
lysspredning i brettet. Det ble gjort et isolert forsgk for a finne ut
av dette, med kun NT-brgnnene og 0 sekunders lyseksponering.
Resultatet fra forsgket er vist i Figur 42 wunder. Dersom
formuleringene fortsatt viser toksisitet, vil det veere aktuelt i
videre arbeid a finne de formuleringene som i seg selv ikke er
toksisk, og sa gjgre tilsvarende forsgk med disse. Det er gnskelig at
formuleringene ikke er toksiske i seg selv, da dette vil kunne

hindre malrettet drap av cancerceller, og fgre til mer bivirkninger.
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Figur 42 Celleviabilitet (%) som angir celletoksisitet av de ulike formuleringene
med 0,4 uM TPCSza (standardavvik markert med error bars).

Resultatene viser at alle formuleringene har en viss toksisitet.
Bade formuleringen med 0,4 uM TPCS2. i etanol, og solubilisert i
T20 eller F127 viser hgy toksisitet, med celledrap >60 %, og mer
enn hva man kunne se i Figur 41. Arsaken til denne gkte
toksisiteten er ukjent. Det er i tidligere studier bekreftet at
konsentrasjonene av F127 som er inkludert i denne studien ikke
viser toksisk effekt pda WiDr-celler (Singh et al. 2012). At
formuleringen med 0,4 pM TPCSza lgst i etanol og tilsatt medium
uten surfaktanter tilstede viser celletoksisitet, tyder pa at det er
TPCS2a selv i denne konsentrasjonen som er celletoksisk, og at
verken 3 % T20 eller 1 uM F127 er tilstrekkelig for a hindre dette.
Formuleringen med 0,4 uM TPCS2a solubilisert i T80 viser lavere
toksisk effekt, med ca 30 % celledrap. Denne formuleringen viste
ingen toksisitet ved 0 sekunders lyseksponering i Figur 41, men
viste i motsetning at antall celler gkte i brgnnen. Formuleringene
med de mixede micellene viser toksisk effekter avhengig av
sammensetning, der et overskudd av F127 gir hgyere

toksisitet, og omvendt.
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4.5 Intracellulzer lokalisering av TPCS,, - effekt av formulering

Ved a se pa cellenes fluorescens i mikroskop, ble intracelluleer
lokalisering av TPCS2a undersgkt. Denne metoden kan gi et bilde
av om TPCSz; er tatt opp av cellene, og hvor i cellen TPCS2a

befinner seg.

4.5.1 Mikroskopering av celler fgr chase
Cellene ble studert bade fgr og etter chase, for a kunne se endring
av TPCSza sin lokasjon i cellen. Bildene som ble tatt av cellene far

chase er vist i Tabell 53.

Tabell 53 Mikroskop-bilder av ubehandlede celler og celler behandlet med ulike
formuleringer av 0,4 pM TPCS:za far chase. Det ble tatt omlag 3 bilder av forskjellige
celler fra de ulike behandlingene, og bildene som er plukket ut er representative for alle
cellene. Bildene er organisert etter hvordan formulering cellene har blitt behandlet med,
og hvordan type bilde som er tatt. Under DIC vises fasekontrast-bilder som viser cellenes
struktur. Under TPCSza vises bilder av fluorescensen til TPCSza i cellen. Under DIC +
TPCSza vises en overlapping bildene under DIC og TPCSza for a fa frem lokasjon av
fluorescens fra TPCSza i cellen merket med rgdt. Alle bilder ble tatt etter 100 ms
eksponeringstid, og ble deretter autojustert for a fa et best mulig bilde.

Formulering DIC Kommentar

Ubehandlede
celler (NT)

[ngen fluorescens.

0,4 UM TPCSz i
<1% EtOH

[ stor grad grunuleer

fluorescens, som
indikerer opptak i
endocytiske vesikler,
samt noe diffus

fluorescens.
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Granuleer og til en

0,4 uM TPCSza i
3 9% T20

iss grad diffus

fluorescens.

0,4 uM TPCS2, i

Diffus fluorescens,

1 uM F127 som kan tyde pa at
det ligger en del PS
pa celle-membranen,
som ikke er tatt opp.

0,4 UM TPCS;. i Mer

1uM T80 granuleer

0,4 uM TPCSz, i
1uM fluorescens.
F127+T80 i

molart forhold

1:1

0,4 uM TPCSz, i
1uM fluorescens.
F127+T80 i

molart forhold

1:10
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0,4 pM TPCS3, i Granuleer

1uM fluorescens, samt

F127+T80 i noe diffus

molart forhold fluorescens.

10:1

Tabell 53 viser at formuleringene med 1uM TPCSza solubilisert i
mixede miceller av 1 uM total konsentrasjon av F127 og T80 gir
stgrst grad av graunuler fluorescens av TPCSzai cellen. Granuleer
fluorescens tyder pa at TPCSza er tatt opp i cellen via endocytose
og lokalisert i membranen av de endocytiske vesiklene. Da det er
PS i membranen av den endocytiske vesiklen som gir effekt av PCI-
behandling, vil formuleringene med mixede miceller av F127 og

T80 veere best egnet til bruk i PCI.
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4.5.2 Mikroskopering av celler etter chase
Etter chase er det forventet at det er mindre TPCS2a i cellemembranen, som vil gi

mindre diffus fluorescens pa mikroskop-bildene, og mer granuleer fluorescens av

TPCS2.. Bildene som ble tatt av cellene etter chase er vist i Tabell 54.

Tabell 54 Mikroskop-bilder av ubehandlede celler og celler behandlet med ulike formuleringer av
0,4 pM TPCS:a etter chase. Det ble tatt omlag 3 bilder av forskjellige celler fra de ulike behandlingene, og
bildene som er plukket ut er representative for alle cellene. Bildene er organisert etter hvordan formulering
cellene har blitt behandlet med, og hvordan type bilde som er tatt. Under DIC vises fasekontrast-bilder som
viser cellenes struktur. Under TPCSza vises bilder av fluorescensen til TPCSza i cellen. Under DIC + TPCSza
vises en overlapping bildene under DIC og TPCSza for 4 fa frem lokasjon av fluorescens fra TPCSza i cellen
merket med rgdt. Alle bilder ble tatt etter 100 ms eksponeringstid, og ble deretter autojustert for a fa et best
mulig bilde.

Formulering | DIC TPCS2a DIC + TPCSza Kommentar
Ubehandlede Ingen fluorescens.
celler (NT)

0,4 uM Klar graunleer
TPCS221 <1% fluorescens fra
EtOH endosomene.

0,4 uM Klar granuleer
TPCS2.i 3 % fluorescens.

T20
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0,4 uM
TPCSza11 pM
F127

Klar granuleer

fluorescens.

0,4 uM
TPCSz.i 1 uM
T80

Graunleer

fluorescens samt
litt diffus
fluorescens fra

cellemembranen.

0,4 uM
TPCSzai1 uM
F127+T80 i
molart

forhold 1:1

Graunleer
fluorescens samt
litt diffus
fluorescens fra

cellemembranen.

0,4 uM
TPCSza11 puM
F127+T80 i
molart

forhold 1:10

Graunleer

fluorescens samt
litt diffus
fluorescens fra

cellemembranen.

0,4 uM
TPCSzai1 pM
F127+T80 i
molart

forhold 10:1

Graunleer

fluorescens samt
litt diffus
fluorescens fra

cellemembranen.

Tabell 54 viser fluorescens av TPCSz, etter at cellene er vasket og inkubert med

rent medium i 2-4 timer (chaset), for at TPCSza skulle trekkes bort fra

cellemembranen via endocytose og i stgrre grad lokalisere seg i membranen av

de endocytiske vesiklene. Formuleringene med 0,4 uM TPCSz, solubiliserti 1 pM
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F127 synes a gi klarere granulaer fluorescens etter chase, som ogsa viser seg i
formuleringen med 0,4 uM TPCSz, solibiliserti 1 pM F127 + T80 i molart forhold
10:1, som far chase viste litt diffus fluorescens. Generelt sett viser alle
formuleringene i stor grad granuleer fluorescens av TPCS2,, som tyder pa at alle

formuleringene kan gi god effekt i PCI-behandling.

4.5.3 Oppsummering

Hensikten med fluorescensmikroskopistudiene var a undersgke betydningen av
TPCSz2a-formuleringene pa intracelluleer lokalisering av TPCSz.. Undersgkelsene
viser at TPCSza i alle formuleringene akkumulerte i stor grad i granula som
tidligere er vist a veere endocytiske vesikler som endosomer og lysosomer (Berg
etal 2011). TPCSza tas opp i celler via adsorptiv endocytose som vises ved at
TPCS2a initielt binder seg til plasmamembranen og fglger passivt med alle
endocytiske prosesser. Etter 18 timers inkubering har TPCSz, i stor grad
akkumulert i endocytiske vesikler, men man finner fortsatt TPCSz. pa

plasmamembranen.

Det ser ut til & veere mer PS pa cellemembranen nar Tween 80 er
tilstede/dominerer, ved at man ser en diffus fluorescens, trolig fra TPCS:a
lokalisert i cellemembranen. Dette gjgr at en formulering med overskudd av
Pluronic F127 er mer gunstig, da det er PS i endosomene som er avgjgrende for
effekt av PCIL. Formuleringer med mixede miceller av F127 og T80 synes og ha
sterkere granuler fluorescens enn med enkle miceller, og disse formuleringene
kan derfor veere et bra alternativ til formulering av TPCS2a. Det er vanskelig a
trekke konklusjoner ut fra fluorescensmikroskopistudiet, da det kun gjgres en

visuell vurdering.
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4.6 Flowcytometri

Flow kan brukes til & kvantifisere hvor mye fluorescerende PS som tas opp i
cellene. Konsentrasjon av fluorescerende PS er ikke ngdvendigvis det samme
som totalopptaket, da aggregert PS ikke fluorescerer. Flowcytometri er

imidlertid en god kontroll mellom fluorescens og fotodynamisk aktivitet.

Studier av formuleringenes effekt pa opptak i flowcytometri ble gjort pa celler
behandlet med TPCSza i ulike formuleringer (avsnitt 3.1.4) etter vask og chase i 4
timer. Metoden er beskrevet i detalj i avsnitt 3.9. Da studien bare ble gjort én
gang med én parallell, vil dette ikke gi sikre resultater. Resultatene vil derfor kun
gi oss en indikasjon pa effekten av de ulike formuleringene. Figurer av
resultatene fra flowcytmetristudiet er vist i avsnitt 4.6.1-4.6.8 under.

4.6.2 Celler behandlet med 0,4 uM

4.6.1 Ubehandlede celler TPCS,,i <1% etanol (v/v)

Figur 43 Resultat fra flowcytometri av

ubehandlede celler. Figur 44 Resultat av flowcytometri av celler

behandlet med 0,4 pM TPCSza 0g <1% etanol
(v/v).
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4.6.3 Celler behandlet med 0,4 pM 4.6.5 Celler behandlet med 0,4 pM
TPCS,.i 3 % Tween 20 TPCS,, i 1uM Tween 80

Figur 45 Resultat fra flowcytometri av celler Figur 46 Resultat fra flowcytometri

behandlet med 0,4 pM TPCSza solubilisert i av celler behandlet med 0,4 uM
miceller av 3 % Tween 20. TPCSza solubilisert i miceller av 1 pM

Tween 80.

4.6.4 Celler behandlet med 0,4 uM
TPCS;,, i 1 uM Pluronic F127

4.6.6 Celler behandlet med 0,4 uM
TPCS,, i totalt 1 pM Pluronic
F127 og Tween 80 i molart
forhold 1:1

Figur 47 Resultat fra flowcytometri av celler Figur 48 Resultat fra flowcytometri
behandlet med 0,4 pM TPCS:za solubilisert i av celler behandlet med 0,4 pM
miceller av 1 uM Pluronic F127. TPCSza solubilisert i mixede miceller

av 1 uM Pluronic F127 og Tween 80 i
molart forhold 1:1.
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4.6.7 Celler behandlet med 0,4 pM
TPCS,, i totalt 1 pM Pluronic
F127 og Tween 80 i molart
forhold 1:10

Figur 49 Resultat fra flowcytometri av celler
behandlet med 0,4 uM TPCSza solubilisert i
mixede miceller av Pluronic F127 og Tween
80 i molart forhold 1:10.

4.6.8 Celler behandlet med 0,4 uM
TPCS,, i totalt 1 puM Pluronic
F127 og Tween 80 i molart
forhold 10:1

Figur 50 Resultat fra flowcytometri av celler
behandlet med 0,4 pM TPCS:2a solubilisert i
mixede miceller av Pluronic F127 og Tween
80 i molart forhold 10:1.
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4.6.9 Oppsummering

Flow kan brukes for a kvantifisere fluorescerende TPCS:. i cellene. Malinger blir
gijort pd alle enkeltstdende levende celler tilstede. Flow registrerer
spenningspuls proporsjonal med konsentrasjon av fluorescerende PS i cellene,
og medianen av spenningspulsen oppgis. En hgy spenningspuls tyder pa hgy
konsentrasjon av fluorescerende TPCSz,, det vil si fri TPCS2a i cellene.

Resultatene fra flowcytometristudiet er vist i Tabell 55 under.

Tabell 55 Resultat fra flowcytometri av WiDr-celler behandlet med 0,4 uM TPCS:za solubilisert i ulike

formuleringer.

Formulering Antall Spenningspuls
enkeltstaende, | (Median)
levende
celler/10000
celler (Events)

Ubehandlede

celler (NT) 6528 105

0,4 UM TPCSy, i

<1% EtOH 5686 126459

0,4 UM TPCSy, i

3 % 720 6312 54302

0,4 UM TPCSy, i

1 uM F127 6207 82613

0,4 UM TPCSy, i

1 iM T80 6150 110322

0,4 UM TPCSy, i

1uM F127+4T80i

molart forhold 6217 95698

1:1

0,4 UM TPCSy, i

1uM F1274T80i

molart forhold

1:10 6452 139175

0,4 UM TPCSy;, i

1 UM F1274T80

molart forhold

10:1 6490 88349

Et sgylediagram viser resultatene fra flowcytometristudiet i Figur 51.
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Flowcytometri av WiDr-celler behandlet med 0,4
puM TPCS,, i ulike formuleringer

160000
140000
120000
100000
80000 —
60000 —
40000 —
20000 —
0

Spenningspuls

Formulering

Figur 51 Sgylediagram av resultatene fra flowcytometristudiet av WiDr-celler behandlet med 0,4 pnM
TPCSza solubilisert i ulike formuleringer. Studiet inkluderer ubehandlede celler (NT), og celler behandlet
med 0,4 uM TPCSza i henholdsvis <1% etanol (EtOH), 3 % T20 (Tween 20), 1 pM F127 (Pluronic F127), 1
uM T80 (Tween 80), samt formuleringer med mixede miceller av F127 og T80 i ulike molare forhold (1:1,
1:10, 10:1, (F127:T80)).

Figur 51 viser at autofluorescens fra cellene var sveert lav under de betingelsene
som benyttes for d analysere TPCSza (NT). Alle formuleringene med 0,4 uM
TPCS2a viser opptak av fluorescerende TPCS2i, som ogsa ble bekreftet i
fluorescensmikroskopering (Tabell 53 og 54), men i varierende grad.
Formuleringen med miceller av F127 viste darligere opptak av TPCS2. enn
formuleringen med miceller av T80. Formuleringen som viser best opptak er
med 0,4 pM TPCS:za solubilisert i 1 pM samlet konsentrasjon av F127 og T80 i
molart forhold 1:10. Det synes a vare en synergistisk effekt nar man blander
disse F127 og T80 med et overskudd av T80, og at dette vil veere en gnsket
formulering ut ifra disse resultatene. Dette stemmer godt overens med resultatet
fra PDT respons, som viste at samme formulering ga raskest cytotoksisk effekt
(Figur 41). De andre formuleringene med mixede miceller av F127 og T80 har et

opptak som ligger mellom F127 og T80 hver for seg.

Formuleringen med 0,4 uM TPCS2. og <1 % etanol viste ogsa et bra opptak av fri
TPCS2a, men da TPCS:za i denne formuleringen ikke er solubilisert i miceller, vil
TPCS2a ikke komme seg til malstedet in vivo. Denne formuleringen er derfor ikke

klinisk brukbar.
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Figur 42 viste at formuleringen med 0,4 uM TPCS:a solubilisert i 3 % Tween 20
induserte lavest cytotoksisk effekt etter PDT, som stemmer overens med det lave

opptaket av fri TPCSza av denne formuleringen vist med flowcytometri i Figur 51.
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5 KONKLUSJON

Vandig TPCS:a i konsentrasjoner over 1 pM aggregerer og farmasgytiske
hjelpestoffer behgves for a unnga dette. I dette arbeidet har det blitt gjort mange
forsgk for & kartlegge hvordan ulike formuleringer opptrer. Resultatene er

oppsummert og konkludert i avsnitt 5.1-5.5 under.

5.1 CMC

Absorpsjonsspektere av TPCSza ble studert for a finne CMC-verdi av de mixede
micellene av Pluronic F127 og Tween 80 i ulike molare forhold (1:10, 1:5, 1:1,
5:1, 10:1) i neerveer av 1 pM TPCSza.. Resultatet ble en total molar konsentrasjon
av surfaktantene pa 0,3 uM ved 25 °C i alle formuleringene. Dette er en ganske
lav CMC-verdi, noe som er en fordel da dette tilsier gkt solubiliseringsevne samt

bedre stabilitet av formuleringen in vivo.

5.2 Viskositet

Viskositet ble malt i et viskosimeter for a fa et bilde av formuleringenes struktur.
En formulering der TPCSz. er aggregert vil gi en hgy viskositet, og nar TPCS2a
solubiliseres i miceller vil viskositeten synke. Det antas at TPCSza er fullstendig
solubilisert nar viskositeten av formuleringer med TPCS2. er pd nivd med
tilsvarende formulering uten TPCS2a. 10 mg/ml TPCS2. i vann er for viskgs til a
kunne males med metoden som ble brukt (cSt > 5). Pluronic F127 senker
viskositeten til ca 1,5 cSt i formuleringer med 10 mg/ml TPCSz. ved ca 2 mM, og
det antas at TPCSza er fullstendig solubilisert i denne formuleringen. Tween 80
senker viskositeten til ca 1,0 ¢St i formuleringer med 10 mg/ml TPCS2. ved ca 4
mM, hvor det antas at TPCSz, er fullstendig solubilisert. I formuleringen med 10
mg/ml TPCSz. solubilisert i 4 mM T80 er viskositeten lavere enn formuleringen
med 10 mg/ml TPCSza solubilisert i 2 mM F127, og dette kommer av at F127 i
seg selv bidrar til hgyere viskositet enn T80. I formuleringene med 10 mg/ml
TPCS2a solubilisert i mixede miceller av F127 og T80 i molart forhold 1:1, vil en

total molar konsentrasjon surfaktant pa 2 mM senke viskositeten til ca 1,7 ¢St
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evd fullstendig solubilisering av TPCSz.. Viskositeten endres minimalt av
tilsvarende formulering i isoton glukoselgsning, men gker til ca 4,8 cSt i isoton
NaCl-lgsning. En formulering med 10 mg/ml TPCS2a solubilisert i 2 mM total
konsentrasjon av F127 og T80 i molart forhold 1:1 i isoton saltlgsning vil ikke
kunne injiseres intravengst, da dette kan fgre til bieffekter som embolier. Det
kan heller ikke utelukkes at en formulering med 10 mg/ml TPCSza solubilisert i
F127 og T80 i isoton glukoselgsning ikke geler ndr den mgter salter i blodbanen.
Annen administrasjon som for eksempel lokal injeksjon kan vurdereres som

alternativ.

5.3 Osmolaritet

Osmolaritetsmalinger ble ogsa gjort for & Kkarakterisere strukturene i
formuleringer med 10 mg/ml TPCSza. TPCS2. aggregerer i vann, og dette fgrer til
en lavere osmolaritet enn det som kan regnes ut teoretisk. Pluronic F127 og
Tween 80 solubiliserer TPCSza i miceller og hindrer aggregering, slik at
osmolariteten gker. Bdde F127 og T80 hver for seg, og sammen i mixede miceller
gker osmolariteten av formuleringer med 10 mg/ml TPCSza. F127 gker
osmolariteten mer enn T80, og de mixede micellene gker osmolariteten et sted
midt mellom de to hver for seg. At F127 gker osmolariteten mer, kan komme av
dens lavere CMC-verdi ved at det dannes miceller ved lavere konsentrasjoner,
eller at F127 danner miceller som er mindre. Nar formuleringene med mixede
miceller lages i isotone medier av glukose eller NaCl blir alle hypertone (317,3-
374,3 mosmol/1) som tyder pa at TPCSz. er solubilisert i mixede miceller ogsa i

isotone medier.

5.4 Celleoverlevelse

Celleoverlevelse ble studert for & undersgke den cytotoksiske effekten av TPCS2a
i de ulike formuleringene i kombinasjon med lys (PDT). Cytotoksisk effekt ble
observert i alle formuleringene, med en litt bedre effekt av formuleringene med

mixede miceller.
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[ forbindelse med celleoverlevelse-studiet, ble det ogsa sett pa celletoksisitet av
de ulike formuleringene. Alle formuleringene i studien viste en toksisk effekt pa
WiDr-celler. Det tyder pa at 0,4 uM TPCSza trolig har en toksisk effekt pa WiDr-
celler, og at formuleringene ikke lgste dette problemet. Formuleringen som viste
minst celletoksisitet var den med 1 puM total konsentrasjon av F127 og T80 i

molart forhold 1:10.

5.5 Cellelokasjon

Hensikten med a se pa lokasjon av TPCSza i celler i mikroskop var a undersgke
om TPCSza blir tatt opp i cellen ved endocytose ved alle formuleringer. Opptak
ble bekreftet for alle formuleringene av 0,4 uM TPCS2: som ble inkludert i
studien. Videre ble det stilt spgrsmal til om formuleringene som inneholdt
Tween 80 hadde en tendens til a feste seg til cellemembranen i stgrre grad enn
de andre, da det ble observert en viss diffus fluorescens av TPCSz. pa bildene av
formuleringene med miceller av T80 alene og med mixede miceller med T80 i
hgyere konsentrasjon enn F127. Det ble kun gjort en visuell vurdering da det er
ikke mulig & male noen forskjell pa bildene. Og vurdere mer utfra bildene som

ble tatt blir kun spekulasjon.

5.6 Flowcytometri

Hensikten med flowcytometri forsgkene var a kvantitativt analysere om
formuleringene pavirker akkumulering av fluoriscerende TPCS2a i cellene. Det
ble observert opptak av alle formuleringene, men formuleringen med 0,4 pM
TPCSz2a solubilisert i 1 pM total konsentrasjon Pluronic F127 og Tween 80 i
molart forhold 1:10 ble tatt opp best.

5.7 Mixede miceller

Bade Pluronic F127 og Tween 80 viser generelt gode solubiliserende
egenskaper, F127 til en viss grad bedre. Mixede miceller av disse viser ogsa god

effekt, som legger seg midt mellom effekten av F127 og T80.

Pluronic F127 har en lavere CMC verdi enn Tween 80, som er gnskelig for

injiserbare formuleringer. Alle formuleringene med mixede miceller ga samme
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CMC-verdi, sa denne studien ga ingen indikasjon pa hvilken formulering som var

best.

Viskositetsstudiene viste at Pluronic F127 solubiliserer TPCS:a i lavere
konsentrasjoner (2 mM) enn Tween 80 (4 mM), men nar TPCSz, er fullstendig
solubilisert gir formuleringen med Tween 80 som gir lavere viskositet (ca 1 cSt)
enn formuleringen med F127 (ca 1,6 cSt). Mixede miceller solubiliserte TPCS2a
fullstendig ved 2 mM total konsentrasjon av F127 og T80, med en viskositet
rundt 1,3 cSt. Det vil si at formuleringen med TPCS2a solubilisert i mixede
miceller er gunstig, ved at konsentrasjon av T80 minimaliseres, samtidig som at

viskositeten blir lavere.

Formuleringene med Pluronic F127 gir en hgyere osmolaritet enn
formuleringene med Tween 80, som kan tyde pa bedre solubilisering og
gdeleggelse av nettverket til TPCSz.. Sammen i mixede miceller vil osmolariteten

gke et sted i mellom F127 og T80 hver for seg.

[ forhold til effekt av PDT, viste formuleringene med mixede miceller av Pluronic
F127 og Tween 80 raskere celledrap enn de med miceller av F127 og T80 hver
for seg. Av formuleringene med de mixede micellene var det den med mest
Tween 80 som var mest effektiv. Det var ogsa formuleringen med F127 og T80 i

molart forhold 1:10 som var minst toksisk uten lys.

[ studiene der celleopptak og cellelokasjon ble vurdert med
fluorescensmikroskopi, viste Tween 80 en tendens til 3 feste seg mer pa
membranen enn inne i de endocytiske vesiklene. I formuleringene med Pluronic

F127 var i overskudd var dette ikke et problem.
[ studiet der celleopptak av TPCS2. ble studert ved flowcytometri var det

formuleringen med mixede miceller av Pluronic F127 og Tween 80 i forhold 1:10

som viste best opptak.
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Det viser seg at formuleringer av TPCSza solubilisert i mixede miceller av F127 og
T80 generelt gir bedre resultater i formuleringsstudiene og cellestudiene enn
med formuleringer i miceller av surfaktantene hver for seg. Formuleringene kan
likevel ikke brukes i intravengs injeksjon, da det er stor risiko for geldannelse
nar de mgter salter in vivo. Det er helt grunnleggende med en stabil og god
formulering av et preparat dersom det skulle kunne bli praktisk mulig a bruke,
og resultatene i dette arbeidet kan brukes for & vurdere sammensetning av

senere formuleringer, men flere studier ma gjgres.
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6 VIDERE ARBEID

De pagdende kliniske studiene av TPCS:za i PCI-teknologi viser lovende resultater
for behandling av ulike krefttyper. Utvikling av gode formuleringer av TPCSz, er
derfor av stor interesse. Det ble ikke funnet en passende formulering av TPCSz, i
dette arbeidet for intravengs injeksjon, men alternativer som lokal injeksjon og

forsinket frisettingsmetoder kan vurderes.

6.1 Formulering

[ studier relatert til formulering, som CMC, viskositet og osmolaritet, bgr det
gjgres tilsvarende studier av formuleringene i medier som RPMI, som ble brukt i
cellestudiene. I forhold til viskositet- og osmolaritetsstudier, kan det testes ut
flere konsentrasjoner av TPCSz.. Det kan gjgres flere forsgk for a finne frem til en
formulering av TPCS2a som ikke geler i neerveer av salter. Zetapotensial og
bestemmelse av micelleladning kan inkluderes. Det bgr ogsa tas bilde av prgvene
med atomkraftmikroskopi (AFM), for & visualisere strukturene i formuleringene.
For & kunne bestemme partikkelstgrrelser kan fotonkorrelasjonspektroskopi

benyttes.

6.2 Celleforspk

Det bgr jobbes videre med a finne formuleringer av TPCSza som ikke er
celletoksiske. Det kan forsgkes a senke konsentrasjonen fra 0,4 uM TPCSz,, eller
a gke konsentrasjonen av surfaktanter. Etter en passende formulering er funnet,
bgr alle cellestudiene repeteres for & undersgke opptak, cellelokalisering og
PDT-effekt av TPCSza. I tillegg ma formuleringen undersgkes i kombinasjon med
et cytostatika, for a vurdere effekt av PCI i kreftbehandling. Det bgr ogsa
inkluderes flere kreftcelletyper, da effekt kan variere stort fra celletype til
celletype. Forsgkene ma i tillegg repeteres flere ganger for a kontrollere
reproduserbarhet og fa sikre resultater. Nar en formulering av TPCS2. viser

lovende resultater i in vitro cellestudier, bgr in vivo cellestudier inkluderes.
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