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Магістерська дисертація присвячена актуальному нині питанню – використанню нанокон’югатів на основі наночастинок магнетиту та гемцитабіну як спосіб реалізації механізму адресної доставки лікарського засобу. Зокрема, розглянуто проблему підвищення біоактивності препарату, зменшення токсичних ефектів на організм пацієнта і досліджено цитотоксичність отриманих нанокон’югатів in vitro.

Метою роботи є дослідження впливу нанокомпозитів на основі монодоменного магнетиту та гемцитабіну на життєздатність клітин гепатоцелюлярної карциноми печінки людини лінії HepG2 in vitro, визначення оптимального складу і концентрацій компонентів відповідного нанокон’югату.

Об’єктом дослідження є поліфункціональний нанокомпозит на основі магнетиту та гемцитабіну.

Предметом дослідження виступає структура, склад та біоактивність нанокомпозиту. 
Було використано методи досліджень: рентгенофазовий аналіз, ІЧ-Фур’є спектроскопія, вібраційна магнітометрія, спектрофотометрія, термогравіметричний аналіз, метод магнітної гранулометрії; для дослідження цитотоксичності отриманого нанокон’югату – методи роботи із культурами клітин.

Виявлено особливості впливу складових та власне композитної системи на основі магнетиту, гемцитабіну і антитіл HepG2 на клітини гепатоцелюлярної карциноми, зокрема синергічний ефект компонентів магнітної рідини: магнетиту, цитостатику та антитіла.
Значення отриманих результатів полягає у можливості досягнення цитотоксичного ефекту при лікуванні пухлинних захворювань за використання значно менших концентрацій хіміо- і імунотерапевтичних препаратів. Також отримані експериментальні дані свідчать про перспективність використання досліджених магнітних суспензій в методі адресної доставки та локальної терапії онкозахворювань.
НАНОКОМПОЗИТ, МАГНЕТИТ, ЦИТОСТАТИК, ГЕМЦИТАБІН, АДРЕСНА ДОСТАВКА ПРЕПАРАТУ, ВИВІЛЬНЕННЯ, МАГНІТНА ГІПЕРТЕРМІЯ 
ABSTRACT
Master's Thesis: 83 pages, 17 figures, 24 tables, 61 sources. The master's thesis is devoted to the actual issue – the application of nanoconjugates based on magnetite nanoparticles and gemcitabine as a mechanism for targeted drug delivery. In particular, the problem of increasing the bioavailability of the drug, reducing the toxic effects on the patient's body, and investigating the cytotoxicity of the obtained nanoconjugates in vitro were considered.

The aim of this research are to investigate the effect of nanocomposites based on monodomain magnetite and gemcitabine on living systems and to determine the optimal composition and concentrations of the constituents of the respective nanoconjugate.

The subject of the study is a polyfunctional nanocomposite based on magnetite and gemcitabine. The structure, composition and bioactivity of the nanocomposite is the subject of the study.

The following research methods were used: X-ray analysis, IR-Fourier spectroscopy, vibration magnetometry, spectrophotometry, thermogravimetric analysis, magnetic granulometry method; to study the cytotoxicity of the obtained nanoconjugate - cell culture methods.
The action of the components and the composite system based on magnetite, gemcitabine and HepG2 antibodies on hepatocellular carcinoma cells, were researched,in particular the synergistic effect of the components of the magnetic fluid: magnetite, cytostatics and antibodies was found. The value of the obtained results is in the possibility of achieving a cytotoxic effect during oncotherapy at significantly lower concentrations of chemo- and immunotherapeutic drugs. Also obtained experimental data indicate the prospect of using the investigated magnetic suspensions in the method of targeted delivery and local therapy of cancer.
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ВСТУП

На сьогоднішній день однією з  найбільш розповсюдженіших та основних факторів захворюваності та смертності населення є утворення злоякісних пухлин. Показано, що онкологічні захворювання за останні сто років за цими критеріями перемістились з десятого на друге місце, поступаючись лише захворюванням серцево-судинної системи [1].
Робота присвячена питанню боротьби з прогресуючими онкозахворюваннями методами адресної доставки хіміотерапевтичних препаратів до місця локалізації злоякісного процесу, а саме – застосуванню нанокомпозитного матеріалу на основі магнетиту та препарату гемцитабін в різних модифікаціях.

Відомо, що загальновизнаною альтернативою класичній хіміотерапії ГЦ є використання методів адресної доставки, що дозволяє створити терапевтичну дозу лікарського препарату у вогнищі захворювання, здійснити терапію при значно меншій його загальній дозі та звести до мінімуму токсико-алергічні реакції організму пацієнтів. З-поміж різноманіття сучасних методів адресної доставки лікарських препаратів та локальної терапії захворювань на рівні органів, клітин та навіть генів, найвищого рівня розвитку на сьогодні досягнули саме методи із застосуванням магніточутливих наноструктур, що кон'юговані з протипухлинними засобами з різним механізмом дії. 

На цей час обґрунтовано концепцію фізико-хімічного конструювання магніточутливих НК з багаторівневою ієрархічною наноархітектурою, що характеризуються функціями так званих "наноклінік" та медико-біологічних нанороботів: розпізнавання мікробіологічних об’єктів в біологічних середовищах; адресної доставки лікарських препаратів до клітин та органів- мішеней і їх депонування; комплексної локальної хіміо-, імуно-, нейтронзахоплювальної, гіпертермічної, фотодинамічної терапії та магнітно-резонансної томографічної діагностики в режимі реального часу, детоксикації організму шляхом адсорбції рештків клітинного розкладу, вірусних частинок, іонів важких металів тощо та їх видалення за допомогою магнітного поля.

З метою виготовлення магніточутливих поліфункціональних НК значний інтерес дослідників викликають наноструктури за типом ядро-оболонка на основі монодоменного магнетиту (Fe3O4), що характеризуються унікальним комплексом фізичних, хімічних та біологічних властивостей, можливістю створення на їх основі магнітних рідин (МР), що містять протипухлинні лікарські засоби різного функціонального призначення та механізмів дії.

Актуальність. Показано, що одна з основних проблем сучасної протипухлинної терапії гемцитабіном полягає в його токсичності і слабкій біодоступності препарату. В останні роки значно зріс інтерес до використання природних механізмів ендоцитозу та різного типу наноструктур для доставки лікарських препаратів до пухлин, із залученням лігандів, таких як гормони, вітаміни і фактори росту, спрямованих проти асоційованих з пухлинами рецепторів, які надлишково представлені на поверхні пухлинних клітин і мають обмежений розподіл у нормальних тканинах. 

На цей час методами сучасної нанотехнології активно розробляються магніточутливі та немагнітні кон'югати для доставки ГЦ мішене-спрямованим способом до злоякісних клітин, що дозволить зменшити його системну токсичність. Перевагою, яку надає застосування кон'югації лікарського препарату на поверхні наночастинок для доставки лікарських засобів in vivo, є повільне вивільнення препарату, що потенційно забезпечує більш тривалу присутність лікарського засобу в потоці крові на необхідному рівні. Позитивним результатом використання гіпертермії в поєднанні з вивільненням ліків може бути поліпшення стану пацієнта та зменшення частоти прийому ліків.

Незважаючи на значну кількість успішних досліджень щодо застосування магнітних наночастинок як тераностичного матеріалу, а також багаторазові успішні результати на малих тваринних моделях, до цього часу вони не задовольняють клінічні потреби. Однак, при досягненні високої ємності по відношенню до лікарського препарату, збільшенні специфічності і спорідненості до пухлинних клітин, поєднанні томографії та мультимодальної локальної терапії, магнітні наночастинки можуть стати зручними для клінічного використання в найближчому майбутньому і значно вплинути на ефективність лікування онкологічних захворювань. Тому актуальною задачею є  розробка та дослідження нанокон’югатів на основі магнетиту та гемцитабіну, що дозволить збільшити біодоступність препарату та водночас зменшити негативні ефекти терапії.

Метою роботи є дослідження впливу нанокомпозитів на основі монодоменного магнетиту та гемцитабіну на життєздатність клітин гепатоцелюлярної карциноми печінки людини лінії HepG2 in vitro, визначення оптимального складу і концентрацій компонентів відповідного нанокон’югату.

Завдання дослідження:

1. Показати сучасне уявлення про структуру нанокомпозитів на основі магнетиту та гемцитабіну.
2. Синтез нанокомпозиту на основі магнетиту та гемцитабіну, дослідження його фізико-хімічних властивостей та біоактивність за відношенням до клітин гепатоцелюлярної карциноми (ГЦК) печінки людини лінії HepG2.
3. Оцінити дослідження з кінетики вивільнення та цитотоксичність нанокомпозиту in vitro.
4. Зробити висновки про перспективність застосування досліджених наносистем у медицині, зокрема, в онкотерапії.
5. Розробити стартап-проєкт за темою дослідження.
Об’єктом дослідження є поліфункціональний нанокомпозит на основі магнетиту та гемцитабіну.
Предметом дослідження виступає структура, склад та біоактивність нанокомпозиту. 
У роботі були використані наступні методи досліджень: для синтезу та дослідження властивостей нанокомпозиту - рентгенофазовий аналіз, ІЧ-Фур’є спектроскопія, вібраційна магнітометрія, спектрофотометрія, термогравіметричний аналіз, метод магнітної гранулометрії; для дослідження цитотоксичності отриманого нанокон’югату – методи роботи із культурами клітин.
Наукова новизна полягає у виявленні особливостей впливу складових та власне композитної системи на основі магнетиту, гемцитабіну і антитіл HepG2 на клітини гепатоцелюлярної карциноми, зокрема синергічний ефект компонентів цитостатику.
Практичне значення отриманих результатів полягає у можливості досягнення цитотоксичного ефекту при значно менших концентраціях хіміо- і імунотерапевтичних препаратів. Також отримані експериментальні дані свідчать про перспективність використання досліджених магнітних суспензій в методі адресної доставки та локальної терапії онкозахворювань.
Щодо апробації, то основні положення магістерської дисертації були викладені у статті Синтез, властивості та застосування в онкотерапії нанокомпозитів на основі гемцитабіну/ С.П. Туранська, Н.М. Опанащук, А.Л. Петрановська, Н.В. Кусяк, Б.І. Тарасюк, С.В. Горобець, В.В. Туров, П.П. Горбик, М.В. Абрамов // Поверхня. Збірник наукових праць. - 2019. - Вип. 11(26), - С. 577–616.
1 ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Препарат «Гемцитабін», структура та механізм дії

Хіміотерапевтичний препарат «Гемцитабін» [2] застосовується для терапії онкологічних захворювань раку підшлункової залози, раку сечового міхура, недрібноклітинного раку легень, раку молочної залози з метастазами і прогресуючого чи метастатичного раку яєчників. Гемцитабін (ГЦ) – назва за IUPAC 2–дезокси–2’,2-дифторцитидин монохлорид, молекулярна формула має вигляд C9H11F2N3O4•HCl, молекулярна вага 299,66, – синтетичний лікарський засіб, що за структурою (рис. 1) є аналогом піримідинових основ. Лікарська форма – ліофілізат для приготування розчинів для ін'єкцій. ГЦ відноситься до Переліку основних лікарських засобів Всесвітньої організації охорони здоров'я та є одним із найбільш ефективних і безпечних ліків, що необхідні в системі охорони здоров'я.
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Рисунок 1 – Структурна формула гемцитабіну

Механізм дії полягає в інгібуванні фермента рибонуклеотидредуктази, що спричиняє порушення синтезу ДНК, також іншим імовірним механізмом дії препарату вважається можливість ГЦ вбудовуватися у структуру ДНК і РНК, внаслідок чого гальмується синтез піримідинових нуклеотидів у S-фазі мітозу. Оскільки мітотична активність більш виражена у клітин, які швидко ростуть, то гемцитабін більш цитотоксичний до злоякісних пухлин та клітин крові. Після вбудовування внутрішньоклітинних метаболітів ГЦ в ланцюг ДНК, до її зростаючих ниток додається ще один додатковий нуклеотид. 
У результаті настає повне інгібування подальшого синтезу ДНК і запрограмований лізис клітини, або апоптоз. ГЦ швидко розподіляється в організмі після внутрішньовенної ін'єкції, біодоступність препарату становить 100 %. Препарат швидко метаболізується в організмі до своїх активних метаболітів. ГЦ погано зв'язується з білками плазми крові. Проникає через плацентарний бар'єр, даних за проникнення препарату в грудне молоко немає. Метаболізується у печінці з утворенням спочатку активних, пізніше неактивних метаболітів. Виводиться препарат із організму переважно у вигляді метаболітів. 
Період напіввиведення гемцитабіну з організму становить 42 – 94 хвилин, однак, цей час може збільшуватися при виражених порушеннях функції печінки або нирок. При застосуванні ГЦ побічні ефекти спостерігаються досить часто, що зумовлено високою токсичністю препарату, особливо висока токсичність спостерігається при одночасному застосуванні ГЦ з іншими хіміотерапевтичними препаратами, зокрема цисплатином або пеметрекседом [3, 4]. Найчастішими побічними ефектами препарату в традиційному клінічному застосуванні є алергічні реакції, порушення роботи серцевосудинної, травної, нервової, дихальної, сечостатевої систем, опорно-рухового апарату та ін. Загальні побічні ефекти включають пригнічення кісткового мозку, проблеми з печінкою і нирками, нудоту, лихоманку, висип, задишку і випадання волосся [5 – 8]. Мають місце також ряд протипоказань [2]. Тому у спеціалізованих наукових і науково-лікувальних центрах багатьох країн провадяться цілеспрямовані дослідження з метою пошуку шляхів подолання вказаних проблем [9 – 15]. Так, наприклад, в одному із підходів, обраних у департаменті гастроентерології, гепатології і ендокринології Hannover Medical School (MHH), Hannover, Germany, планується використання нанокомпозитів (НК), модифікованих хіміо- і імунотерапевтичними лікарськими препаратами та локальних методів терапії.

Відомо також, що можливість використання ГЦ у складі магніточутливих НК з метою створення багатофункціональних протипухлинних лікарських засобів адресної доставки та локальної терапії, наприклад, раку молочної залози, гепатоцелюлярної карциноми, остеосаркоми тощо, активно вивчається [16 – 19].

1.2 Адресна доставка гемцитабіну за допомогою нанорозмірних носіїв з магнітними властивостями 

Зараз магнітні наночастинки (НЧ) активно застосовуються в протипухлинній терапії як контрастуючі агенти при магнітно-резонансній томографії, для магнітної гіпертермії, хіміо-, фотодинамічної та фототермічної терапії [20]. Повідомлялося про застосування НЧ Fe3O4 для комбінованої хіміо- та генної терапії. 
Системи цільової доставки лікарських препаратів/генів є ефективними завдяки унікальним магнітним властивостям, низькій токсичності, чудовій біосумісності, сприятливій деградації в біологічних системах, а також високій реакційній здатності поверхні, що сприяє модифікуванню біосумісними покриттями [21]. Дослідженнями встановлено, що зі збільшенням розміру магнітних наночастинок зростає їх накопичення       in vivo. 
Саме тому чіткий контроль за розмірами і поверхневим покриттям магнітних НЧ може призводити до зменшення їх токсичності і стабілізації магнітних властивостей [20]. Порівняно з іншими магнітними матеріалами, НЧ Fe3O4 мають перевагу через можливість перебування в суперпарамагнітному стані. Безгістерезисний характер кривої намагнічування суперпарамагнітних НЧ свідчить про відсутність залишкової намагніченості після вимкнення зовнішнього магнітного поля. Ця властивість сприяє запобіганню агрегації in vivo. Після застосування зовнішнього магнітного поля і надвисокочастотного випромінювання поблизу пухлинної тканини НЧ Fe3O4 можуть вивільняти лікарські препарати/гени і поглинати енергію мікрохвильового діапазону, швидко перетворюючи її в теплову для гіпертермічної терапії. Температура пухлини зростає, що призводить до зміни структури ліпідів і білків, покращення проникності клітинних мембран, сприяючи входженню лікарських препаратів/генів у пухлинні клітини і підвищенню ефективності хіміо-, гіпертермічної і генної терапії. 
Проте НЧ Fe3O4 характеризуються високою поверхневою енергією, що призводить до агрегації навіть за відсутності магнітного поля. Крім того, непокриті НЧ Fe3O4 мають високу хімічну активність поверхні і тому значною мірою схильні до окиснення на повітрі, що може обумовлювати значне зниження магнітних властивостей і дисперсності. Тому актуальним завданням залишається удосконалення і розробка методів функціоналізації НЧ Fe3O4 різними матеріалами, такими як кремнезем, оксиди металів, полімери, вуглецеві наноструктури, зокрема, що поглинають надвисокочастотне та інфрачервоне випромінювання, активні в люмінесцентних та магнітно-резонансних процесах тощо. Модифікуючі покриття покращують стабільність наночастинок Fe3O4, запобігають агрегаціїі та створюють поверхневі активні центри для координування/кон’югації лікарських препаратів, специфічних лігандів, генів та інших терапевтичних агентів, що може оптимізувати біомедичне застосування спрямованої доставки лікарських препаратів/генів [21]. Завдяки швидкій ферментативній деградації після внутрішньовенної ін'єкції, ГЦ має короткий період напіввиведення з крові. Це один з головних недоліків використання ГЦ у хіміотерапії. Тому при класичному використанні необхідно вводити високі дози препарату, щоб досягти необхідної терапевтичної реакції, збільшуючи, таким чином, побічні ефекти. Для підвищення локальної концентрації ГЦ у пухлині та його цитотоксичної дії, пропонується рішення, що полягає у використанні наночастинок як пасивних або активних носіїв хіміотерапевтичних препаратів [17, 22 – 24]. 
Пасивне націлювання базується на використанні ефекту підвищеної проникності і утримання, що пов’язаний з нещільними (пропускаючими) новоутвореними кровоносними судинами та відсутністю лімфатичного відтоку в пухлинній тканині. Активне націлювання здійснюють або за допомогою магнітного наведення, або шляхом застосування різних функціоналізуючих агентів, які специфічно зв'язуються з рецепторами на поверхні цільових ракових клітин. НЧ Fe3O4, кон’юговані з гемцитабіном, досліджували in vitro з метою покращення ефективності ліків [17, 25 – 27]. У роботі [17] для синтезу магнетиту використано модифікований метод Масарта [28]. Традиційно метод реалізують з використанням двох прекурсорів при мольному співвідношенні Fe3+:Fe2+ 2:1, однак для компенсації окиснення Fe2+ [29, 30] та покращення магнітних властивості Fe3O4 використано співвідношення між прекурсорами 1,65:1. Для утворення невеликих міцел як простору нуклеації наночастинок використано мікроемульсійний метод [31]. 
Хіміотерапевтичну речовину (ГЦ) вводили в осадкове середовище для сприяння прямій функціоналізації з органічною молекулою під час процесу росту наночастинок. Таким чином здійснено безпосередню функціоналізацію магнетиту хіміотерапевтичною речовиною ГЦ, не застосовуючи додаткового лінкера між двома складниками.
1.3 Характеристики нанорозмірних композитів

Методами рентгеноструктурного та рентгенофазового аналізу було встановлено, що наявність органічної хіміотерапевтичної речовини не впливала на кристалічну структуру наночастинок Fe3O4, не індукувало інших суттєвих змін фазового складу зразків (рис. 2).
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Рисунок 2 - Дифрактограма Fe3O4 і Fe3O4-ГЦ.

Термогравіметричний аналіз використовувався для вимірювання кількості органічної ГЦ-фази, що взаємодіє з неорганічними магнетитними НЧ. Застосовуючи кілька циклів нагрівання як для Fe3O4, так і Fe3O4-ГЦ, з різниці мас була розрахована наявна кількість ГЦ у функціоналізованому зразку (рис. 3). Перша втрата ваги нижче температури 250 °C пояснюється випаровуванням поглинутої води на поверхні наночастинок. Деградація органічної хіміотерапевтичної речовини відбувається у два етапи, між 250–350 і 350–500°C. Цей додатковий поріг може бути обумовлений деградацією гідроксильних груп на поверхні наночастинок.

За даними скануючої електронної мікроскопії (СEM) поверхня зразків Fe3O4 -ГЦ складається з агрегатів сфероїдних наночастинок розмірами від 4 до 20 нм. Метод просвічуючої електронної мікроскопії (ПЕМ) дає більше даних про морфологію та кристалічність як функціоналізованих, так і нефункціоналізованих наночастинок. За допомогою TEM високої роздільної здатності спостерігався високий ступінь кристалічності обох типів зразків, у випадку НК Fe3O4-ГЦ встановлено, що ГЦ індивідуально покриває кожну наночастинку Fe3O4, утворюючи суцільний аморфний шар на їх поверхні, в результаті чого утворюються наноструктури типу ядро-оболонка.
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Рисунок 3 - Криві TGA для Fe3O4 і Fe3O4-ГЦ; зниження значення маси, показане для зразка Fe3O4 становило 3,3 %, тоді як для Fe3O4-ГЦ – 10,1 %.

У [32] досліджено поведінку НЧ, стосовно агрегації та агломерації, при введенні в середовище клітинних культур, збагачене різною кількістю білків, амінокислот, електролітів тощо. Встановлено, що поведінка НЧ in vitro та in vivo змінюється, при цьому важливим є збереження колоїдної стабільністі НЧ після їх взаємодії з різними біологічними середовищами.

У роботі [17] поведінку ГЦ-функціоналізованих НЧ Fe3O4 оцінювали у двох поживних середовищах – DMEM та MEM. Інтервал розведень був обраний таким, що відповідає концентраціям в експериментах з оцінки життєздатності при використанні тетразолієвого барвника МТS, що відновлюється клітинними оксидоредуктазними ферментами в нерозчинний формазан, який має пурпурне забарвлення. НЧ Fe3O4-ГЦ, суспендовані в повному МЕМ, показали значення дзета-потенціалу вище 20 мВ, демонструючи підвищену стабільність порівняно з суспензіями ДМЕМ. Збагачуючись більшою кількістю білків і солей з високою іонною силою у випадку ДМЕМ, може бути певне пригнічення подвійного електростатичного шару [33 – 35], що зменшує сили електростатичного відштовхування, таким чином, дисперсії Fe3O4-ГЦ в середовищі DMEM демонструють нестабільність і осаджуються.
1.4  Дослідження процесів вивільнення гемцитабіну, цитотоксичності  нанокомпозитів  та магнітної гіпертермії за їх участі 
Надзвичайно важливим для терапевтичного використання досліджених кон'югатів є вивчення кінетики вивільнення лікарського засобу в культуральному середовищі. ГЦ- функціоналізовані наночастинки магнетиту вивільняють препарат у середовище протягом перших 24 год (рис. 4). Таке повільне вивільнення потенційно забезпечує більш тривалу присутність лікарського засобу в потоці крові на терапевтичному рівні in vivo, є однією з переваг, що надає перспектив їх практичного застосування [17].

Цитотоксичність НЧ магнетиту, а також функціоналізованих Fe3O4-ГЦ НК, тестували на трьох моделях пухлин людини: BT 474 (протоковій карциномі молочної залози людини) (рис. 5), HepG2 (людській гепатоцелюлярній карциномі) (рис. 6) та MG 63 (клітинах остеосаркоми людини) (рис. 7) [17].

Для всіх трьох клітинних ліній вихідий Fe3O4 не завдав суттєвих змін життєздатності. НЧ магнетиту виявились біологічно сумісними (життєздатність становила не менше 80 % відповідно до ISO 10993-12: 2001 (E)) [36 – 38].
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Рисунок 4 - Кінетика виходу препарату ГЦ з наночастинок Fe3O4-ГЦ у повному середовищі DMEM, при 37 ± 2 оC, 5 ±1 % СО2, вологість понад  90 %.

У випадку клітинної лінії раку молочної залози BT 474 (рис. 5) результати показали, що вільний ГЦ викликає незначне зниження життєздатності клітин (життєздатність клітин, оброблених ГЦ, перевищує 80 %, порівняно з контролем), починаючи через 24 год після лікування, для найвищої використаної концентрації (0,15 мг/ мл). Цитотоксичність ГЦ зростала через 48 та 72 год (життєздатність клітин близько 60 %, порівняно з контролем), незалежно від рівня хіміотерапевтичної дози. Характерно, що триваліший вплив (72 год) не посилював цитотоксичного ефекту ГЦ, порівняно з 48 год експозиції.
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Рисунок 5 - Життєздатність клітин BT-474 після інкубації з вільним ГЦ і Fe3O4-ГЦ (еквівалент концентрації ГЦ), визначена через: (А) 24 ; (B) 48 і (C) 72 год після лікування.

Наноструктурований кон'югат Fe3O4-ГЦ за найвищої еквівалентної використаної концентрації (0,15 мг/мл) починаючи через 24 год після лікування мав цитотоксичну дію (життєздатність знизилася до 60 %, порівняно з контролем); потім протипухлинний ефект став більш вираженим з часом, через 48 і 72 год після лікування, життєздатність зменшується нижче 80 % для 0,12 мг/мл і нижче 40 % для 0,15 мг/мл.
Активність препарату, як вільного, так і кон'югованого з наночастинками, виявилась залежною від дози та часу. Потенціюючий ефект для нанокон'югата, порівняно з вільним ГЦ, спостерігався за найвищої еквівалентної концентрації гемцитабіну (0,15 мг/мл) на всіх використаних інтервалах часу (рис. 5).

Для клітин HepG2 (рис. 6) через 24 і 48 год лікування, життєздатність незначно знизилася після лікування препаратами чистого ГЦ та Fe3O4-ГЦ на, приблизно 80 %, порівняно з контрольними зразками, без значної залежності від концентрації. Для найвищих еквівалентних концентрацій ГЦ (0,15 мг/мл), ефект застосування нанокон'югату був статистично більш вираженим, ніж той, який демонструє чистий ГЦ.

Цитотоксичний ефект через 72 год після лікування Fe3O4-ГЦ став більш вираженим для всіх тестованих нами концентрацій, ефективність збільшується лінійно з дозою. У цей проміжок часу життєздатність знизилася на 40 %, у випадку Fe3O4-ГЦ, порівняно з чистим препаратом, для найвищої еквівалентної концентрації (рис. 6, С) [17].

Отже, встановлено, що ефект Fe3O4-ГЦ більш виражений при більш тривалому вивільненні ГЦ з поверхні НК. Відомо, що для вільного ГЦ проникання в клітини здійснюється за участю білків-переносників нуклеозидів, у той час як неорганічні наночастинки можуть бути або захоплені шляхом ендоцитозу, або безпосередньо дифундувати в         клітини [39].
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Рисунок 6- Життєздатність клітин HepG2 після інкубації з вільним ГЦ і Fe3O4 – ГЦ (еквівалент концентрації ГЦ), визначена через (А) 24; (B) 48 і (C) 72 год після лікування.

Третя клітинна лінія, остеосаркома MG-63, протестувана в роботі [3], характеризується наявністю щілинних контактів (білкових каналів, які дозволяють проходження іонів та невеликих молекул між сусідніми клітинами). Чистий ГЦ виявився високоцитотоксичним для цих клітин, починаючи з низьких концентрацій (рис. 7).

Цитотоксична активність чистого ГЦ, як було показано, є більш помітною, ніж ефект, викликаний нанокон'югатом. Однак ефекти наносистеми також виявилися сильно цитотоксичними для найвищої використаної еквівалентної концентрації ГЦ (0,12 мг/мл), що призводить до життєздатності менше 40 % після 72 год лікування. Захоплення аналогу нуклеозидів відбувається набагато швидше, порівняно з функціоналізованим магнетитом, що призводить до підвищення загибелі клітин.

Висока чутливість до гемцитабіну (життєздатність знизилася на 50 %, порівняно з контролями) спостерігалась і в інших клітинних лініях, що мають щілинні контакти, а саме – гліобластомі U87 та SKI-1, остеосаркомі MNNG/HOS. Підвищена ефективність лікування в цих випадках визначається тим, що механізм проникнення ГЦ здійснюється через щілинні контакти.

Дослідження біорозподілу наночастинок Fe3O4-ГЦ, які вводили в черевну порожнину мишам-альбіносам, показали відсутність очевидного накопичення наночастинок в таких органах як мозок, печінка, серце (міокард), легені чи підшлункова залоза через 7 і 14 днів після ін’єкції. Натомість, присутність наночастинок спостерігалася на рівні селезінки у вигляді добре окреслених агрегатів через ті самі часові інтервали. Через 7 днів після введення наночастинки були видимими в червоній пульпі за їх відсутності в білій пульпі, яка виглядала гіпертрофованою; це явище пов’язане з тим, що наявність наночастинок у кровоносній системі стимулює макрофаги. 
На рівні червоної пульпи наночастинки спостерігалися всередині клітин макрофагів, в кордонах Білрота, але також всередині синусних капілярів. Наночастинки Fe3O4 виглядали як агреговані темно- коричневі сферичні гранулярні структури різних розмірів (діаметром до 13 мкм). Через 14 днів після ін’єкції більш висока щільність агрегатів магнетиту виявлялася в червоній пульпі [17].
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Рисунок 7 - Життєздатність клітин MG-63 після інкубації з вільним ГЦ та НК Fe3O4-ГЦ (еквівалент концентрації ГЦ), визначена через (A) 24; (B) 48 і (C) 72 год.

Дослідження процесів вивільнення іммобілізованого лікарського засобу ГЦ з магніточутливих НК, а також магнітної гіпертермії з їх застосуванням, було проведено авторами [18]. Основою для синтезу НК обрано комерційні магнітні частинки типу ядро-оболонка (MagP®-OH), чияструктура (на рис. 8) містить магнетитне ядро та полімерну оболонку з кополімерів з 54 мас.% метилметакрилату (РММА), 31 мас.% етиленгліколю диметакрилату (PEGDMA) та 15 мас.%, гідроксилетилметакрилату або полі (PHEMA).
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Рисунок 8 - Структура MagP®-OH магнітних наночастинок.

Кінцеві мономери представлені у вигляді: ММА (пов'язані з магнітними частинками за допомогою емульсійної полімеризації) та HEMA (забезпечують наявність ОН груп на поверхні НК). Полімер EGDMA є  зшиваючим агентом, що визначає товщину шару і збільшує рівень біологічної сумісності, бо ПЕГ -  один з найкращих варіантів для уникнення опсонізації та подальшої атаки на частинки клітинами мононуклеарного фагоцита імунної системи [40]. 
Гемцитабін було асоційовано з частинками MagP-COOH шляхом диспергування їх у водному розчині препарату. Різні кількості MagP-COOH були дисперговані в 1 мл водного 1 мМ розчину ГЦ при механічному перемішуванні при кімнатній температурі протягом 18 год. Далі частинки з адсорбованим ГЦ центрифугували при 14000 об/хв протягом 30 хв з видаленням супернатанту. Потім багаторазово промивали частинки водою Milli-Q. У кінці частинки, покриті ГЦ, ліофілізували для отримання готових магнітних векторів. Вивільнення лікарського засобу з завантажених частинок досліджували методом спектрофотометрії наступним чином: 20 мг частинок було дисперговано в 5 мл PBS (pH 7,4); через певні проміжки часу частинки декантували застосовуючи постійний магніт, потім 0,5 мл супернатанту видаляли і замінили тим самим об'ємом чистого PBS.

Вилучену аліквоту потім центрифугували при 14000 об/хв протягом 30 хв за кімнатної температури, вимірювали абсорбцію супернатанту, кількість ГЦ вираховували із використанням калібрувального графіку. Після видалення ПАР частинки MagP®-OH досліджували методом ТЕМ. За даними рис. 12, їх можна описати як полімерну оболонку, яка інкапсулює ядра магнетиту.
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Рисунок 9 - (А) TEM-зображення інкапсульованих частинок MagP®–OH. Шкала масштабу: 200 нм. (Б) Деталізація однієї частинки. Шкала масштабу – 20 нм.

Гістограма розподілу розміру частинок, отримана з аналізу зображень TEM (рис. 10, а), визначає середній (±DS) діаметр частинок, рівний 76±13 нм. Гідродинамічний діаметр Dh цих частинок при їх диспергуванні у воді вимірювали методом лазерної кореляційної спектроскопії (DLS), отриманий розподіл розмірів показано на рис. 10, б; за цими даними Dh = 86 ± 11 нм.

Зазвичай значення гідродинамічного діаметра дещо перевищують отримані з ТЕМ за рахунок гідратації найвищого гідрофільного шару полімеру та можливості певної агрегації частинок у водному середовищі. Комерційні НЧ MagP®–OH демонстрували негативний дзета-потенціал −27,7 ± 0,5 мВ до промивання для видалення ПАР. Після такого видалення вимірювали дзета-потенціал при різних pH для визначення поверхневого заряду частинок без впливу ПАР. 
Як показано на рис. 11, ізоелектрична точка MagP®–OH відповідає рН 6,9. Це дозволяє вибрати оптимальне значення рН для проведення електростатичного приєднання лікарського засобу, оскільки ГЦ-гідрохлорид є позитивно зарядженим і стабільним при будь-якому значенні рН між відповідним рКа (= 3,6) ГЦ та рН 10, вище якого препарат зазнає деградації [41, 42 – 46]. Тому подальші експерименти з завантаженням та вивільненням лікарського засобу проводили при фізіологічному рН, завдяки чому магнетит був негативно заряджений, а ГЦ − позитивно.
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Рисунок 10 - Гістограми частинок MagP®–OH: за даними TEM (А) та DLS (Б).
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Рисунок 11 - Дзета-потенціал MagP®–OH.

На рис. 12 показано розподіл зета-потенціалу комерційних НЧ (MagP®–OH) до і після карбоксилювання частинок (MagP®–COOH). Видно, що середнє значення дзета-потенціалу при фізіологічному рН стає більш негативним (від -7,6±0,2 мВ до -17,5±0,3 мВ) після карбоксилювання, і це може сприяти більш високому приєднанні ГЦ. Це підтверджено експериментально, адже дзета-потенціал стає менш негативним (-12,4±0,3) мВ після контакту частинок MagP®–COOH (23 мг) з 1 мл водного розчину 1 мМ ГЦ при механічному перемішуванні протягом 18 год.
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Рисунок 12 - Розподіл дзета-потенціалу MagP– OH, MagP–COOH та системи MagP–COOH/ГЦ.

Суперпарамагнітна поведінка НЧ магнетиту проявляється в наноструктурі, хоча наявність немагнітної полімерної оболонки зменшує намагніченість насичення, порівняно з магнетитом (90 Гс·см3/г) до значення, близького 35 Гс·см3/г.

На рис. 13, а - залежність температури для різних частот поля (285, 236, 206 та 185 кГц) від часу суспензії наночастинок MagP®–OH перед завантаженням ГЦ. Видно, що час, необхідний для досягнення 41 °С, зменшується з частотою. Таким чином, для найвищої частоти виявляється швидке підвищення температури від 37 до 41 °C за час менше хвилини, що ідеально підходить для терапії раку. Значення SAR досягають практично необхідних значень, причому, вони збільшувались із частотою поля. Навпаки, потужність внутрішніх втрат, як показано в [18], не залежить від частоти. Аналіз цих результатів дозволяє зробити висновок, що частинки MagP®–OH є ефективним інструментом для локального нагрівання та генерування достатньої кількості тепла для локального підвищення температури пухлинної тканини та ефективного лікування методом гіпертермії.
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Рисунок 13 - (А) Зміна температури в часі для різних частот при гіпертермічних експериментах, проведених з суспензіями, що містять 10 мг/мл MagP®–OH. (Б) Оцінка поглинутої питомої потужності (SAR) та внутрішніх магнітних втрат (ILP). Амплітуда поля становила                         H0 = 16,2 кА/м у всіх експериментах.

Дослідження вивільнення ГЦ проводили в буфері PBS при рН 7,4, що імітує фізіологічний умови. Вивільнення лікарського засобу тестували при контрольованих температурах 37±1 та 43±1 °С. Третій тест на вивільнення проводили за допомогою магнітного поля змінного струму, яке застосовують при гіпертермії, щоб оцінити потенційну запускаючу дію поля на вивільнення лікарського засобу.

Результати типового експерименту з гіпертермією та вивільненням лікарських засобів показаний на рис. 14, а. На наночастинки, завантажені препаратом, впливали магнітним полем протягом 30 хв. Після швидкого збільшення температури система була стабілізована між 43 °С і 44 °С за допомогою ручного керування напруженістю магнітного поля. Результати вивільнення лікарських засобів наведені на рисунку 14, б. Встановлено, що найшвидше вивільнення ГЦ відбувалось при застосуванні магнітного поля, що забезпечує гіпертермічну дію на рівні 43 °C та повне вивільнення протягом 4 годин.
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Рисунок 14 - (А) Типовий експеримент з гіпертермією та вивільненням лікарського засобу; (б) вивільнення ГЦ в термостатованій ванні при 37, 43 °C та за гіпертермічної дії магнітного поля на рівні 43 °C.

Для покращання селективності і накопичення препарату в пухлинній тканині наночастинки часто кон’югують зі специфічними біомолекулами чи лігандами, такими як моноклональні антитіла чи інші білки (до прикладу трансферин), нуклеїнові кислоти (аптамери), малі молекули (фолієва кислота), полімери (гіалуронова кислота). Ці молекули мають специфічну спорідненість до рецепторів, які експресуються та в надлишку знаходяться на пухлинних клітинах, але в обмеженій кількості – на нормальних, що покращує ефективність накопичення препаратів у пухлинних ділянках і призводить до зменшення небажаних побічних ефектів [47]. 
Так, повідомляється про розробку наночастинок оксиду заліза, кон’югованих з гемцитабіном, для лікування гліобластоми (пухлини мозку). Хлоротоксин – пептид, здатний проникати через гематоенцефалічний бар’єр, прикріплювали до наночастинок після їх кон’югації з ГЦ. Наночастинки мали дрібний розмір (~ 32 нм), однорідний розподіл за розмірами та зберігали стабільність у біологічному середовищі. Наночастинки ефективно проникали в пухлинні клітини і без втрати активності, порівняно з вільним ГЦ, мали пролонгований час напіврозпаду у кровоносній системі і здатність проникати через гематоенцефалічний бар’єр на моделі мишей дикого типу [48].

Отже, нанокомпозити на основі магнетиту з різними модифікаціями можуть стати перспективними агентами для здійснення локальної гіпертермії та вивільнення лікарського препарату в ході онкотерапії.

Отже, узагальнюючи розділ, встановлено, що ефект нанокомпозиту Fe3O4-ГЦ більш виражений при більш тривалому вивільненні ГЦ з поверхні НК і є більш цитотоксичним до злоякісних пухлин, аніж вплив окремо взятих компонентів в еквівалентних концентраціях.

2 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА

2.1 Матеріали та методи досліджень
 Синтез магніточутливого нанокомпозиту на основі магнетиту та гемцитабіну проводився у декілька етапів, зокрема, синтез нанорозмірного монодоменного магнетиту як магніточутливого носія; модифікування його поверхні з метою стабілізації; біофункціоналізація нанокомпозиту шляхом іммобілізації на його поверхні лікарського препарату – гемцитабіну. Потрібні реагенти наведені у Таблиці 2.1. Окрім цього, для синтезу магнетиту було необхідне лабораторне обладнання: конічні колби, скляні лійки, паперові фільтри, скляні палички, штатив, ділильна лійка, мірні циліндри, лійка Бюхнера, лакмусові індикатори. В процесі синтезу використовувалися такі апарати: електричні ваги, магнітна мішалка, вакуумний насос.
Таблиця 2.1 – Перелік необхідних реагентів для синтезу нанокомпозиту на основі магнетиту та гемцитабіну

	Найменування

	Сіль FeSO4 ГОСТ 4148-78

	Сіль FeCl3 ГОСТ 4147-74

	Вода дистильована Н2О ГОСТ 6709-72

	Гідроксид амонію25 % NH4OH ГОСТ 9-92

	Ol.Na –Олеат натрію

	PEG – поліетиленгліколь

	ФР - Фізіологічний розчин

	Антитіла HER2

	Гемцитабін – Тева Фармахемі (Нідерланди)


Сушка відбувалася у сушильній шафі СП-300. 

Рентгеноструктурний аналіз зразків виконували за допомогою дифрактометра ДРОН-УМ1 з геометрією зйомки по Бреггу-Брентано у випромінюванні Со Кα лінії аноду.

Питому поверхню (Sпит) зразків визначали методом термодесорбції азоту на приладі KELVIN 1042 фірми "COSTECH Instruments".

Вимірювання спектрів поглинання та екстинкції світла водних розчинів гемцитабіну та гемцитабіну з наночастинкам магнетиту та нанокомпозитами магнетит/вуглець проводилися на двоканальному спектрофотометрі УФ-видимого-ближнього ІЧ діапазону «UNICO SpectroQuest 4802» (United Products & Instruments, Inc., США) у близькому УФ та видимому спектральних  діапазонах  із кроком 1 нм.

Спектри ІЧ пропускання, поглинання та порушеного повного внутрішнього відбивання (ATR) в середньому інфрачервоному діапазоні (400-4000 cм-1) виміряні за допомогою вакуумного Фур’є спектрометра Bruker Vertex 70v. 

Для реєстрації спектрів використовувався DLaTGS детектор, кількість сканів – 64, роздільна здатність – 1 см-1. Приставка для вимірювання спектрів ATR обладнана алмазною призмою.

Магнітні властивості одержаного нанокомпозитного матеріалу досліджували на вібраційному магнітометрі у постійних магнітних полях з напруженістю магнітного поля до 150 кА/м. Зразки формували із сухого, розмагніченого матеріалу, як еталони використовували спеціальні зразки магнетиту.
На першому етапі роботи нанодисперсний монодоменний магнетит синтезували за реакцією Елмора, що відноситься до методів хімічної конденсації. Найпоширеніший спосіб отримання наночастинок магнетиту –  рідинофазний, в основу якого покладено процес співосадження солей двох-і тривалентного заліза за поданою реакцією [49]:

Fe+2 + 2Fe+3 + 8NH4OH ( Fe3O4 + 4H2O + 8NH4+.

Розмір одержуваних частинок складає від 3 до 23 нм при середньому розмірі 8 – 12 нм. Питома поверхня (Sп) синтезованого магнетиту, залежно від середнього розміру частинок, становила Sпит ~ 110 м2/г. Концентрація поверхневих гідроксильних груп розрахована за даними термогравіметричного аналізу, дорівнювала 2,4 ммоль/г.

Розміри частинок отриманого магнетиту визначалися з допомогою  електронної мікроскопії.

Петлі гістерезису магнітного моменту зразків вимірювали за допомогою вібраційного магнітометра. 

Для порівняння вимірювань петель гістерезису магнітного моменту зразків використовується нікелевий зразок і наночастинки Fe3O4 (98%) виробництва фірми "Nanostructured & Amorphous Materials Inc. ", USA.

Питому поверхню (Sпит) зразків визначали методом термодесорбції азоту на приладі KELVIN 1042 фірми "COSTECH Instruments". Розмір НЧ оцінювали за формулою DBET = 6/(ρSBET), де ρ – густина матеріалу НЧ, SBET – значення питомої площі поверхні, розрахованої за теорію полімолекулярної адсорбції Брунауера, Еммета і Теллера (БЕТ).

Використовуючи метод магнітної гранулометрії та припускаючи, що товщина шарів ГЦ мало залежить від діаметру НЧ Fe3O4, побудовано гістограми відносних частот діаметрів НЧ.

Синтезовано магнітні рідини (МР) на основі магнетиту і фізіологічного розчину (ФР), стабілізовані олеатом натрію (OlNa) і поліетиленгліколем (PEG), що містять ГЦ.

Дослідження впливу експериментальних зразків на життєздатність клітин гепатоцелюлярної карциноми печінки людини лінії HepG2 in vitro здійснено на серії експериментальних зразків.

2.2 Результати та їх обговорення
Синтезовані ансамблі НЧ Fe3O4 характеризувались розмірами                  3 – 23 нм. Середній розмір НЧ (d0) залежав від умов синтезу і становив      6–13 нм, розподілом за розмірами можна було керувати технологічно. Питома поверхня (Sп) синтезованого магнетиту, залежно від середнього розміру частинок, становила Sп = 90–180 м2/г, в роботі використовували зразки, для яких Sп = 110 ± 1 % м2/г, значення середнього діаметра НЧ Fe3O4, розрахованого за результатами досліджень рентгенівських дифрактограм по формулі Шеррера DXRD, становило 10.5 нм. Вивченням ІЧ-спектрів поверхні магнетиту виявлено функціональні групи ОН, концентрація яких становила 2,4 ммоль/г [50, 51].

Синтезований магнетит характеризується задовільними магнітними характеристиками: коерцитивна сила Hc = 55,0 ± 2,5 % Е, питома намагніченість насичення σs = 56,2 ± 2,5 % Гс·см3/г, відносна залишкова намагніченість Mr/Ms = 0,2 ± 2,5 %. 

Такі характеристики є важливими для медико-біологічних застосувань [50, 52], наприклад, при направленому транспорті лікарських препаратів по кровоносних судинах малого діаметру, в яких вкрай небажаними є емболізація та агрегація частинок.

У роботах [51, 53] встановлено, що синтезований магнетит з наведеними властивостями характеризується суперпарамагнетизмом наночастинок і знаходиться в абсолютно однодоменному стані. Як відомо, суперпарамагнетизм є формою магнетизму, що виявляється у феро- і феримагнітних частинках. Якщо такі частинки мають досить малі розміри, то вони переходять в однодоменний стан, тобто стають однорідно намагніченими по всьому об'єму при будь-яких значеннях і напрямках поля Н. До особливостей однодоменного стану вказаних частинок також можна віднести існування доменів не тільки в сплавах і сполуках у твердому стані, а й в рідких середовищах (суспензіях і колоїдах).

Адсорбцію ГЦ на поверхні магнетиту Fe3O4 проводили у середовищі фізіологічного розчину в діапазоні концентрацій С0 = 0,02 – 0,67 мг/мл           (g =0.03 г , V = 5 мл, pH = 3,0) протягом 2 год в динамічному режимі при кімнатній температурі. Рівень рН середовища розчину ГЦ на 0,9 % NaCl задано 0,1 н НCl. Кількість адсорбованої речовини на поверхні магнетиту визначали за допомогою спектрофотометра по калібрувальному графіку. Калібрувальний графік будували за УФ- спектрофотометричними даними. 

Для кількісного опису рівноважних процесів в дослідженому діапазоні концентрацій були використані моделі Ленгмюра, Фрейндліха, БЕТ [54]. Для визначення величин констант, що входять в рівняння ізотерм використані лінеаризовані рівняння даних моделей.

У експериментах спостерігалось відхилення характеру адсорбції від схеми Ленгмюра, що може бути зумовлене наявністю декількох типів центрів зв’язування, які характеризуються різними значеннями констант рівноваги (енергетична неоднорідність) та/або ефектів сумісної адсорбції. Найвище значення коефіцієнту кореляції R2 = 0,996 для ізотерми Фрейндліха вказує на можливість застосування даної моделі для опису адсорбції на поверхні Fe3O4, а кореляція розрахункових та практично отриманих величин адсорбційної ємності це підтверджує.

Експериментальні значення адсорбційної ємності А становили                ~ 37,2 мг/г, ступінь вилучення R (%) – 33,13 %, коефіцієнт розділення             E=82,58 ml/g. Результати наведених досліджень свідчать, що нанорозмірний магнетит може бути перспективними для виготовлення магніточутливих адсорбційних матеріалів медичного призначення, наприклад, для детоксикації організму після терапії ГЦ.

2.3 Дослідження магнітних властивостей та розмірів нанокомпозитів Fe3O4@ГЦ

Досліджено магнітні властивості нанокомпозитів Fe3O4@ГЦ. Виміряні петлі гістерезису НЧ магнетиту, та НК з іммобілізованим ГЦ, наведені на рис. 8 (σ – питома намагніченість, H – напруженість магнітного поля), в табл. 2.2 наведено магнітні характеристики магнетиту та НК з адсорбованим гемцитабіном, отриманих з експериментальних петель гістерезису.
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Рисунок 15 - Петлі гістерезису: 1 –магнетиту, 2 – композиту Fe3O4@ГЦ;       Т =300 К. 

Таблиця 2.2 - Магнітні характеристики магнетиту та нанокомпозиту Fe3O4@ГЦ
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Використовуючи метод магнітної гранулометрії та припускаючи, що товщина шарів ГЦ мало залежить від діаметру НЧ Fe3O4, побудовано       (рис. 16) гістограми відносних частот діаметрів НЧ Fe3O4 d і НК Fe3O4@ГЦ D (1, 2 відповідно).
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Рисунок 16 - Гістограми відносних частот діаметрів НЧ Fe3O4 і НК Fe3O4@ГЦ, (1, 2 відповідно).

Отримані результати є характерними для структур типу ядро-оболонка. Методом магнітної гранулометрії оцінено середнє значення товщини адсорбованого шару ГЦ у складі НК Fe3O4@ГЦ, яке становить 2,4±0,1 нм.

2.4 Синтез систем з магнітними рідинами та їх стабілізація

Синтезовано магнітні рідини (МР) на основі магнетиту і фізіологічного розчину (ФР), стабілізовані олеатом натрію (OlNa) і поліетиленгліколем (PEG), що містять ГЦ (Fe3O4@ГЦ/OlNa/PEG+ФР).

У якості дисперсійного середовища зразків магнітних рідин для досліджень використовували ФР. Зазначимо, що використання у якості дисперсійного середовища дистильованої води істотно магнітні властивості колоїдних систем не змінювало. Як дисперсну фазу використовували нанорозмірний магнетит в однодоменному стані в концентрації 14 мг/мл (для порівняння), або НК Fe3O4@ГЦ на його основі.

Для запобігання агрегації наночастинки Fe3O4 і НК стабілізували олеатом натрію (C8H17CH=CH(CH2)7CO–O–Na), динамічний режим, 1 год) і поліетиленгліколем (ПЕГ-2000).

Масу олеату натрію mOl.Na для стабілізації поверхні НЧ і НК у складі МР розраховували з врахуванням концентрації гідроксильних груп на поверхні магнетиту. Розрахунок проводили за формулою: mOl.Na = B·M·m, де B – концентрація гідроксильних груп (2,2 ммоль/г на поверхні вихідного нанорозмірного магнетиту, М – молекулярна маса олеату натрію (304 г/моль), m – маса Fe3O4 або НК. Відомо, що ПЕГ перешкоджає адсорбційним взаємодіям компонентів рідини з молекулами білків [55], що є важливим при медичних застосуваннях магнітних рідин.

Додаткове модифікування ПЕГ-2000 здійснювали в динамічному режимі з використанням шейкера, кількість полімеру складала 10–15 % від маси наважки НЧ Fe3O4, або НК [51, 53].

На рис. 17 наведено петлі гістерезису водних МР Fe3O4@Ol.Na/PEG+ФР (товщина шару стабілізатора ~ 3 нм) (1) і Fe3O4@ГЦ/Ol.Na/PEG+ФР (2). Товщина шару ГЦ ~2,3 нм, стабілізатора       ~3 нм, об’єми води в МР однакові.
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Рисунок 17 - Петлі гістерезису водних МР Fe3O4@Ol.Na/PEG+ФР

(товщина шару стабілізатора ~ 3 нм) (1) і Fe3O4@ГЦ/Ol.Na/PEG+ФР (2).

Як відомо, з урахуванням розподілу нанокомпозитних частинок за об’ємами p(V) криву намагніченння МР можна представити у вигляді [56]:
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де ϕρ – об'ємна доля магнетика в МР, визначена за її густиною, [image: image19.png]e[~ (v/v,)/ (203,)],




ν – об’єм НК частинки, Ms – намагніченість насичення ядра, νc – об’єм ядра,
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магнітна сприйнятливість оболонки, νs – об’єм оболонки. Основний вклад в намагніченість МР вносить суперпарамагнетизм ядер і парамагнетизм оболонок частинок. У порівнянні з суперпарамагнетизмом ядер у полях H = 0–10 kOe у більшості випадків парамагнетизмом оболонок (другий доданок в (1)) можна знехтувати.

Основний вклад в намагніченість МР вносить суперпарамагнетизм ядер і парамагнетизм оболонок частинок. У порівнянні з суперпарамагнетизмом ядер у полях H = 0–10 kOe у більшості випадків парамагнетизмом оболонок (другий доданок в (1)) можна знехтувати.

Модифікування МР Fe3O4@ГЦ/Ol.Na/PEG+ФР АТ HER2 (отримання МР Fe3O4@ГЦ/Ol.Na/PEG/АТHER2+ФР) здійснювали в динамічному режимі з використанням шейкера.

Встановлено оптимальні параметри дослідних МР на основі магнетиту: концентрація Fe3O4 – 14 мг/мл, розмір частинок Fe3O4 –               4-22 нм, середній розмір частинок Fe3O4 – 10,8 нм; середній розмір частинок Fe3O4, стабілізованих олеатом натрію – 16,8 нм; намагніченість насичення М∞ = 14,1±2,5 % Гс, гіпсометрична висота – 25±10 % см, в'язкість              η = 1,14±3 % мПа·с, густина ρМР = 1,14 ±1,0 % г/см3, концентрація ГЦ становила 1,25 мг/мл, АТ HER2 – 3,75 мкг/мл. Концентрація ГЦ і АТ HER2 в таких МР визначається терапевтичною необхідністю. У вихідних МР концентрація ГЦ і АТ HER2 становила 1,25 мг/мл і 3,75 мкг/мл відповідно, що дозволяє забезпечити необхідні дози лікарського препарату в дослідних зразках шляхом розбавлення вихідної МР. 

Крім того, така рідина характеризується задовільними реологічними властивостями та седиментаційною стійкістю.

2.5 Дослідження впливу експериментальних систем на життєздатність клітин гепатоцелюлярної карциноми печінки людини лінії HepG2 in vitro

Дослідження впливу синтезованих магнітних рідин - зразків на життєздатність клітин гепатоцелюлярної карциноми печінки людини лінії HepG2 in vitro здійснено на серії таких експериментальних зразків:

Таблиця 2.3 – Серія експериментальних зразків (Магнітні рідини)

	№
	Зразок

	1
	Fe3O4@OlNa/PEG+ФР - контрольний зразок 1

	2
	Гемцитабін - контрольний зразок 2

	3
	АТ HER2 - контрольний зразок 3

	4
	МР + ГЦ:           Fe3O4@ГЦ/OlNa/ПЕГ+ФР

	5
	МР + АТ:           Fe3O4@OlNa/ПЕГ+ФР+HER2

	6
	МР + ГЦ + АТ:  Fe3O4@ГЦ/OlNa/ПЕГ+ФР+HER2

	7
	ГЦ + HER2 - контрольний зразок 4

	8
	ФР – контрольний зразок 5


Внаслідок аналізу впливу експериментальних зразків на життєздатність клітин гепатоцелюлярної карциноми печінки людини лінії HepG2 виявлено особливості впливу композитної системи МР+ГЦ+АТ (Fe3O4@ГЦ/OlNa/PEG+ФР+HER2) та кожного з її компонентів окремо (МР, ГЦ, АТ, ФР, відповідно) на клітини ГЦК. 

Були отримані наступні висновки:

ІС50 (є показником концентрації лікарської речовини, необхідної для 50% інгібування тестової реакції in vitro)  для МР складала 0,155 мг/мл (контроль 1). 
У зразках з концентрацією МР більше 0,19 мг/мл кількість живих клітин не визначається, що, вірогідно, обумовлено високою оптичною густиною зразків.

АТ HER2 в одиничному застосуванні (контроль 3) в досліджених концентраціях не впливає на життєздатність або проліферацію клітин карциноми печінки людини лінії HepG2, оскільки його дія не призводить до зниження життєздатності клітин та практично не відрізняється від впливу ФР (контроль 5).

Культивування клітин HepG2 одночасно в присутності МР і АТ HER2 за концентрацій, менших за 0,05 мг/мл і 0,013 мкг/мл відповідно, практично не мало впливу на життєздатність клітин карциноми печінки. Проте комплексне застосування МР і HER2 в концентрації 0,1 мг/мл і 0,025 мкг/мл, відповідно, зменшувало кількість життєздатних клітин зазначеної лінії до ~ 85,9 % (зі 100%).
ІС50 для ГЦ дорівнювало 0,015 мг/мл (контроль 2). Дія ГЦ в одиничному застосуванні в концентрації 0,008 мг/мл зменшувала життєздатність клітин до ~ 78 % клітин. Використання ГЦ у цій концентрації в комплексі з МР (0,1 мг/мл) виявляло синергічну дію та підвищувало ефективність такого цитостатику на приблизно10 % (тому що кількість живих клітин складала ~68 %).

Комплексне застосування ГЦ і АТ HER2 (контроль 4) за концентрації 0,008 мг/мл і 0,025 мкг/мл, відповідно, також виявляло синергічну дію, що зменшувало кількість життєздатних клітин до ~ 65 %.

Застосування композитної системи МР + ГЦ + АТ, що складається з ГЦ та HER2 в концентраціях 0,008 мг/мл і 0,025 мкг/мл, відповідно, та МР (в концентрації 0,1 мг/мл за Fe3O4) призводило до зменшення кількості життєздатних клітин карциноми печінки людини лінії HepG2 до ~ 55 %, що вказує на значний синергічний ефект дії зазначених складових. 

Виявлений синергічний цитотоксичний/цитостатичний ефект можна пояснити високою біологічною активністю комплексу з інтегрованим лігандом Fe3O4-ГЦ-HER2 внаслідок розпізнавання рецепторів пухлинних клітин HepG2 та фармакологічної корекції обміну ендогенного заліза, що забезпечується застосуванням залізовмісної МР, ГЦ та АТ HER2.

Справді, в механізмах реалізації програми апоптозу внаслідок формування медикаментозного впливу НК суттєву роль відіграють порушення обміну ендогенного заліза в онкоклітинах [57].

 Указані порушення викликають підвищену потребу клітин в залізі, яка задовільняється накопиченням значної кількості наночастинок Fe3O4 з МР. 

Високий рівень «вільного заліза» у формі накопиченого Fe3O4 та кислого середовища в клітинах обумовлює прискорене утворення іонів заліза та активних форм кисню (реакція Фентона), що, в свою чергу, призводить до оксидативного стресу клітин та апоптозу. При цьому відбувається також підсилення ефективності дії як ГЦ, так і АТ HER2. Прикладом цього є підвищення на ~ 10 % дії ГЦ при концентрації 0,008 мг/мл у складі МР та виникнення цитотоксичної дії комплексу МР+HER2 на рівні ~ 10 % при концентрації HER2 0,025 мкг/мл, порівняно з відсутністю активності АТ в цих дозах при монозастосуванні.

Таким чином, спільна дія МР, ГЦ та АТ HER2 на клітини лінії HepG2 значно перевершує їх вплив у монозастосуванні в тих же концентраціях, що і обумовлює виявлений синергічний ефект.

Отже, in vitro на прикладі впливу нової магнітокерованої колоїдної системи, до складу якої входить магнетит, протипухлинний препарат ГЦ і антитіло HER2, на клітини ГЦК печінки людини лінії HepG2, показана можливість досягнення цитотоксичного ефекту при суттєво менших концентраціях хіміо- і імунотерапевтичного препаратів та створення умов для зменшення токсико-алергічних реакцій організму в цілому. Крім того, отримані експериментальні дані свідчать, що досліджені МР можуть бути перспективними для використання в методі адресної доставки та локальної терапії онкологічних захворювань [58-61].

3 СТАРТАП ПРОЕКТ

3.1 Резюме: конкретизація бізнес-ідеї, мети стартапу, об'єкту дослідження, місця розробки у інноваційному ланцюжку цінностей

Загальна характеристика розробки: Створення нової лікарської форми, що дозволяє зменшити дозу хіміотерапевтичного препарату, і, як наслідок, токсико-алергічні реакції організму і собівартість препарату. Такі нанокомпозити можуть стати конкурентноспроможною інновацією на ринку хіміотерапевтичних лікарських засобів, що поєднує в собі якість, безпеку та ефективність.
Тема: Створення нанокомпозиту на основі магнетиту та гемцитаціну як перспективного онкотерапевтичного засобу. 

Мета проекту: Створення та впровадження на ринку магнітокерованого нанокомпозиту на основі магнетиту та гемцитабіну, перспективного для онкотерапії злоякісних утворень гепатоцелюлярної карциноми (ГЦК).
Суб'єкт замовлення: Міністерство охорони здоров’я України;

Об'єкт дослідження: Магнітокерований нанокомпозит на основі магнетиту та гемцитабіну.
Місце розробки у інноваційному ланцюжку цінності: ідея знаходиться на етапі  розробки та потребує проведення клінічних та доклінічних досліджень.

Місце товару у міжнародній класифікації товарів: клас 1,  біологічні препарати для використання у промисловості та науці; 

Цінність: підвищення ефективності лікування пацієнтів зі злоякісними утвореннями (ГЦК); 

Гранична корисність товару: зростання ефективності лікування онкохворих та зменшення дози препарату. 

Таблиця 3.1 – Резюме стартап-проекту

	Показник
	Характеристика

	1. Сутність ідеї
	Створення та впровадження на ринку магнітокерованого нанокомпозиту на основі магнетиту та гемцитабіну, перспективного для онкотерапії злоякісних утворень гепатоцелюлярної карциноми (ГЦК).

	2. Наявність аналогів або прототипів ідеї
	Відсутні

	3. Основна потреба, яку задовольнить реалізований стартап
	Підвищення ефективності лікування пацієнтів зі злоякісними утвореннями (ГЦК);

	4. Ступінь розробленості технології реалізації
	Лабораторне дослідження

	5. Класифікація продукту стартапу за міжнародною класифікацією товарів
	Клас 1 – біологічні препарати

	6. КВЕД, до якого може належати дане виробництво
	М 72.1 ( Дослідження та експериментальна розробка в природничих науках)

	7. Очікувана потужність стартапу
	Мале

	8. За масштабом виробництва
	Серійне

	9. За рівнем спеціалізації
	Вузькопрофільне

	10. За ресурсами, що споживатимуться
	Матеріаломістке, капіталомістке

	11. За чисельністю персоналу
	Мале

	12. Органи управління при реалізації стартапу
	Національні

	13. Бажане географічне розташування - потужностей стартапу;

- офісу стартапу;

- збутової мережі;

- постачальників комплектуючих.
	– потужностей : м. Київ;

–офіс старатапу: вул. Генерала Наумова, 17
Київ, 03164, Україна
– збутова мережа : вся Україна

– постачальники : національні

	14. Місце ідеї у ланцюжку цінностей інноваційного процесу
	Розробка
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	15. Гранична корисність ідеї стартапу
	Зростання ефективності лікування онкохворих та зменшення дози препарату.

	16. Бізнес-модель стартапу
	В2В, B2C

	17. Конкуренти вітчизняні (ціна, на якому етапі реалізації знаходяться, основні конкурентні переваги, фактори успіху)
	Немає

	18. Конкуренти іноземні (ціна, на якому етапі реалізації знаходяться, основні конкурентні переваги, фактори успіху)
	Немає



	19. Ключові фактори успіху стартапу
	Нова лікарська форма, що дозволяє зменшити дозу хіміотерапевтичного препарату, і, як наслідок, токсико-алергічні реакції організму і собівартість препарату.

	20. Споживачі (основні на етапі впровадження, групи, орієнтовна чисельність)
	Міністерство охорони здоров’я

	21. Планова кількість продукту розробки для першого етапу реалізації
	За перший рік реалізації планується випустити 5 тисяч доз препарату.

	22. Мінімальна кількість виробництва за методом точки беззбитковості
	5000

	23. Споживачі на етапі розвитку
	Власне виробництво

	24. Споживачі на етапі зрілості
	Українські фармацевтичні підприємства

	26. Плановий рівень рентабельності при реалізації продукту
	127%

	27. Капіталовкладення в проект
	3 201 540 грн

	28. Джерела фінансування
	Зовнішні, внутрішні, національні

	29. Основні компоненти продукції стартапу (їх доля у готовому товарі, ступінь готовності компонентів у наявному виробництві)
	Гемцитабін 20%

Магнетит 60%

Полігель 20%
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	30. Потенційні постачальники складових компонентів розробки (виділити вітчизняних і закордонних, плановий обсяг замовлень, наявна потужність постачальника)
	НАН України

	31. Планове місце реалізації результату розробки (місце, планова доля реалізації продукту через це місце)
	Інститут хімії поверхні ім. О.О. Чуйка  НАН України



	32. Наявність посередників при реалізації (так, ні, орієнтовні посередники, форми оплати їх діяльності)
	Немає

	33. Методи просування результатів розробки на ринок
	Пропаганда, реклама


Терміни:

 
1. Продукт: Магнітокерований нанокомпозит - нанорозмірні частинки монодоменного магнетиту, чия поверхня модифікована вуглецем та містить адсорбований препарат Гемцитабін.

2. Технологія: Синтез нанорозмірного монодоменного магнетиту як магніточутливого носія; модифікування його поверхні вуглецем з метою стабілізації та хімічної функціоналізації; біофункціоналізація нанокомпозиту шляхом іммобілізації на його поверхні лікарського препарату – гемцитабіну, перевірка властивостей фізико-хімічними методами та дослідження впливу на живі системи.

3. Кваліфікація персоналу: Науковий співробітник; повна вища освіта; володіє знаннями фізики та хімії наноматеріалів; має основи медичних знань та володіє методологією біологічних досліджень.

 
4. Споживач: хворі на онкологічні захворювання, Міністерство охорони здоров’я, фармпідприємства
5. Ринок збуту:  Інститут хімії поверхні ім. О.О. Чуйка  НАН України
6. Конкурентні переваги: нова лікарська форма, що дозволяє зменшити дозу хіміотерапевтичного препарату, і, як наслідок, токсико-алергічні реакції організму і собівартість препарату.
3.2 Аналіз зовнішнього та внутрішнього середовища стартапу

Таблиця 3.2 – Аналіз загроз і можливостей зовнішнього середовища

	
	Загрози
	Можливості

	Економіка

	Зміна курсу гривні (інфляція)


	Нестабільний курс валют
	Зменшення кількості конкурентів.



	Мале фінансування науково-дослідних установ
	Зниження швидкості реалізації
	Пошук іноземних інвесторів

	Політика

	Нестабільне військове положення
	Зниження прибутку
	Надання робочих місць громадянам з окупованих територій

	Географія

	
	Високий рівень забрудненості навколишнього середовища
	Пошук нових методів модифікації поверхні магнетиту

	Науково-технічний прогрес

	Постійний розвиток технологій виробництва лікарських засобів
	Поява ефективніших, дешевших, доступніших препаратів
	Вдосконалення існуючих методів, поліпшення виробництва

	Демографія

	Міграція професійних кадрів закордон
	Зменшення кількості вітчизняної робочої сили
	Залучення іноземних кадрів


Таблиця 3.3 – Аналіз факторів зовнішнього оперативного середовища

	Фактор
	Переваги
	Недоліки

	Конкуренти
	Відсутність вітчизняних виробників аналогічного продукту – відсутність прямих конкурентів
	Наявність конкурентів у світі, проте їх технології значно  дорожчі.

	Споживачі
	Найкращі фармацевтичні підприємства розташовані неподалік, розташування в м. Київ
	Мала кількість фармацевтичних підприємств, що готова випускати нову лікарську форму

	Постачальники
	Актуальна наявність
	Закордонне виробництво основних реагентів


За результатами аналізу факторів зовнішнього і зовнішнього оперативного середовищ формуємо перелік зацікавлених сторін (табл.3.4) для визначення потенційних загроз у балах  у процесі впровадження.

Таблиця 3.4 – Аналіз зацікавлених сторін

	Зацікавлена сторона 
	Вплив її на реалізацію проекту


	Цікавість її до проекту 
	Загальний коефіцієнт впливу на проект 

	Суб’єкти зовнішнього оперативного середовища 

	Виробник: 

	Власне виробництво
	5
	5
	25

	Постачальник: 

	Власне виробництво
	5
	5 
	25

	Споживачі: 

	Виробництво 
	4 
	5 
	20 
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	Посередники:

	Реклама
	3
	3
	9

	Політичні структури:

	Міська рада 
	3
	4
	12

	Субєкти економічного середовища

	Податкова служба
	3
	2
	6

	Інвестори
	5
	5
	25

	Фінансові установи
	4
	4
	16

	Власник геогрфічних об’єктів

	Місцеве наслення
	2
	2
	4

	Суб’єкти демографії

	Молоді люди
	5
	5
	25

	Люди середнього віку
	5
	5 
	25 

	Люди похилого віку 
	5
	5 
	25 

	Суб’єкти культурного середовища 

	Субкультура  
	1 
	4
	24

	Суб’єкти НТП 

	Університети  
	4 
	3 
	12 


Переваги та недоліки внутрішнього середовища наведено в табл.3.5.
Таблиця 3.5 – Переваги і недоліки внутрішнього середовища  

	Фактор 
	Переваги 
	Недоліки 

	Набір молодих спеціалістів  
	Можливість працевлаштування для випускників профільних університетів та гідна оплата праці
	Потреба в навчанні 

	Оренда 
	Менші витрати у порівнянні з будівництвом або купівлею готового приміщення 
	Обладнання може бути застарілим і можуть виникати проблеми через це 
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	Власне виробництво продукту
	Незалежність від поставок, можливість корегувати експлуатаційні властивості  
	Збільшення витрат на додатковий персонал та дороге обладнання  

	Розташування лабораторії у великому місті 
	Дешевші ціни на тарифи, працю, матеріали 
	Наявність кваліфікованих кадрів; неготовність до переїзду висококваліфікованих кадрів.


3.3 Визначення ключових факторів успіху 

Таблиця 3.6 - Визначення ключових факторів успіху бізнес-плану методом Шонфільда

	№

п/п
	Характеристики
	Коефіцієнт

вагомості

характерис-

тики
	Оцінка характеристик

	
	
	
	Нанокомпозит
	Хіміотерапія
	Імунотерапія

	1
	Ефективність
	0,3
	3
	3
	4

	
	
	
	0,3∙3=0,9
	0,3∙3=0,9
	0,3∙4=1,2

	2
	Ціна
	0,2
	5
	3
	1

	
	
	
	0,2∙5=1
	0,2∙3=0,6
	0,2∙1=0,2

	3
	Безпечність
	0,2
	3
	2
	2

	
	
	
	0,2∙3=0,6
	0,2∙2=0,4
	0,2∙2=0,4

	4
	Кількість побічних ефектів
	0,2
	4
	3
	5

	
	
	
	0,2∙4=0,8
	0,2∙3=0,6
	0,2∙5=1

	5
	Тривалість курсу прийому препарату
	0,1
	4
	5
	4

	
	
	
	0,1∙4=0,1
	0,1∙5=0,5
	0,1∙4=0,4
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Рисунок 3.1 - Бальна оцінка з урахуванням коефіцієнту вагомості кожної характеристики для нашої препарату й відомих методів лікування (Ряд1 – Нанокомпозит; Ряд2 – Хіміотерапія; Ряд3 - Імунотерапія).
Відповідно до отриманих результатів факторами переваги застосування нашого препарату нанокомпозиту є ціна та безпечність в порівнянні з аналогічними методами лікування раку. Отже, розроблений продукт є конкурентоспроможним.
Таблиця 3.7 – Варіанти розвитку ідеї стартапу 

	Варіант 
	Стислий опис можливого розвитку 

	1. Продаж стартапу
	Розробка технологічних креслень, специфікацій, схем виробництва та методичних вказівок, їх продаж

	2. Впровадження стартапу
	Розробка технології та її впровадження за рахунок зовнішніх капіталовкладень, отримання патенту та технологію.

	3. Виробництво 
	Впровадження серійного виробництва нової форми препарату з попередніми клінічними дослідженнями, розбудова виробничих потужностей, реєстрація торгової марки.


3.4 Визначення потенційних споживачів 

Метою оцінки потенційних споживачів є визначення перших клієнтів, які придбають дану стартап-розробку. В табл. 3.8 наведено основні критерії для вибору потенційних споживачів.

Таблиця 3.8 – Класифікація потенційних споживачів 

	Критерій
	Значення

	 Юридична особа 

	1. Форма власності  
	Державне, приватне  

	2. КВЕД 
	М 72.1 ( Дослідження та експериментальна розробка в природничих науках)

	3. За потужністю (малі, середні, великі) 
	Малі, середні, великі

	4. За масштабом виробництва  
	Масові 

	5. За рівнем спеціалізації 
	Вузькопрофільні 

	6. За ресурсами, що споживаються  
	Матеріаломісткі, капіталомісткі 

	7. За чисельністю персоналу  
	Великі 

	8. За сферою діяльності  
	Виробничі, комерційні 

	9. За приналежністю капіталу і контролю  
	Національні 

	10. За географічним розташуванням 
	На всій території України 

	11. За віддаленістю органів управління  
	Національні 

	12. За характером господарської діяльності  
	Фармацевтичне

	13. За рівнем технологічної цілісності  
	Провідні, філії 

	14. За долею іноземного капіталу  
	Більше 10 % 

	15. За формуванням статутного капіталу  
	Унітарні, корпоратині 

	16. За організацією виробничих процесів 
	Безперервні 

	17. За роботою протягом року 
	Позасезонні 

	18. За географічним розташуванням на території України 
	Будь-яка 

	19. За наявністю вільних ОбЗ (коштів) 
	Наявні  
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	20. 
За 
динамікою 
розвитку регіону розташування юридичної особи: 

· Регіон 

· Чисельність населення 

· Динаміка росту регіону 

· Структура регіону 

· Правові обмеження торгівлі 
	Великий регіон 

Чисельність населення більше 100 000 

Позитивна динаміка росту регіону 

Структура регіону: великі міста без правових обмежень торгівлі 

	Фізична особа

	1. Вік
	Призначений для будь-якої вікової категорії, що стикнулась з онкологічними проблемами

	2. За платоспроможністю (визначити розмір готовності платити за придбання продукту, послуги)
	Споживачі будуть готові платити за даний продукт, оскільки він безпечніший за класичну хіміотерапію та дешевший від імунотерапії

	3. За соціальним рівнем споживачів (кількість майна, рівень зарплати, доступ до ресурсів)
	Препарат матимуть змогу придбати особи з середнім та високим рівнем достатку

	4. За способом життя (звички, традиції, стереотипи поведінки) 

− Фізичні 

− Психологічні

− Емоційні 

− Духовні 

− Соціальні 

− Інтелектуальні
	Продукт підходить особам, які страждають від онкозахворювань, відкриті до нових методів лікування та довіряють досягненням сучасної науки.

	5. Тип особистості споживачів (традиціоналіст, ідеаліст, фрустрант (низька самооцінка), реаліст, гедоніст (задоволення тут і зараз))
	Усі

	6. За ставленням до товару 

− Мотивація придбання 

− Пошук вигоди 

− Ставлення до товару 

− Інформованість про товар 

− Інтенсивність споживання товару
	 -Одужання з мінімізацією негативних ефектів терапії
- Вимога до безпеки та якості

- Рекомендація медпрацівників

-До ремісії чи повного одужання
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	7. За сімейними цінностями (склад сім’ї, рівень сімейного доходу, етап життєвого циклу сім’ї, традиції)
	Склад сім’ї та сімейний статус не впливає на вибір продукту. Рівень сімейного доходу повинен бути середній або вище середнього.

	8. За співвідношенням бажання  придбати і цінової межі (порівняти цифри парами «місячний дохід – вартість одиниці товару»)
	Не залежно від ціни, якщо продукт є ефективний при лікуванні онкологічних хворих то споживачі будуть платити за нього.

8000 грн(місячний дохід) – 1500 грн (вартість одиниці продукту - дози)

	9. За інтенсивністю споживання товару 

−Разове придбання 

−Періодичне придбання 

−Систематичне придбання
	Систематичне придбання

	10. За інформованістю (самоосвіта, ЗМІ, спеціальні джерела)
	Самоосвіта, ЗМІ, спеціальні джерела


Анкета для споживачів для визначення їх бачення нашої інновації:
	1. Ваша стать:

	А) Жіноча
	Б) Чоловіча

	2. Ваш вік:

	А) до 18
	Б) 18-35
	В) 35-50
	Г) 50+

	3. Місце проживання:

	А) Місто
	Б) СМТ
	В) Сільська місцевість

	4. Представляєте юридичну особу?

	А) Так
	Б) Ні
	В) Важко відповісти

	5. Чи знаєте Ви, що на рак хворіють 50-65% населення, віком 35-70 років?

	А) Так
	Б) Ні

	6. Чи знаєте Ви будь-якого вітчизняного виробника протипухлинних препаратів?

	А)Так
	                     Б) Ні
	

	7. Чи чули ви щось про магнітокеровані нанокомпозити?

	А) Так
	Б) Важко відповісти
	В) Ні

	8. Який критерій при виборі лікарських препаратів є для Вас найважливішим?

	А) Ефективність дії
	Б) Ціна
	В) Запах, колір, консистенція 
	Г) Дизайн упаковки

	9. Який критерій при виборі лікарських препаратів є для Вас найменш важливим?

	А) Дизайн упаковки
	Б) Запах, колір, консистенція
	В) Ціна
	Г) Ефективність дії

	10.  Чи готові Ви для профілактики/лікування онкозахворювань вживати препарати тільки вітчизняного виробництва?

	А) Так
	Б) Ні
	Важко відповісти


 *Анкета є повністю анонімною.

Дякуємо за участь в опитуванні!
Таблиця 3.9 – Основні групи потенційних споживачів та їх потреби

	Категорія клієнтів
	Потреби, які він задовольняє за допомогою наших послуг

	Пацієнти уражені ГЦК, з середнім та високим рівнем доходів, готові до випробування інноваційних продуктів у лікуванні, інформаційно обізнані.
	Лікування захворювання

	Фармацевтичні компанії
	Нова лікарська форма, що дозволяє зменшити дозу хіміотерапевтичного препарату, і, як наслідок, токсико-алергічні реакції організму і собівартість препарату.


	МОЗ України
	Нова лікарська форма, що дозволяє зменшити дозу хіміотерапевтичного препарату, і, як наслідок, токсико-алергічні реакції організму.


Таблиця 3.10 - Паспорт основних споживачів

	Характеристика 
	Значення

	Організаційно-правова форма
	Приватне акціонерне товариство

Акціонерне товариство

	Класифікація 

- за потужністю

-за чисельністю персоналу

- за обсягом виробництва

- за сезонністю
	Велике, мале, середнє 

Велике, мале, середнє

Більше тисячі флаконів

Несезонне

	Розташування
	Україна

	Вид продукту, який потрібний данному споживачеві
	Готовий продукт

	Призначення придбанної розробки
	Продаж чи терапія


Продовження табл. 3.10
	Кваліфікація персоналу підприємства -робочі 

-службовці

-керівники
	Кваліфіковані робітники III та IV розрядів та висококваліфіковані V та VI розрядів. Вантажники, вахтери, прибиральниці, пакувальники – можуть бути малокваліфіковані – ті, що мають І та ІІ розряди та не кваліфіковані

	Потенційний обсяг споживання розробки
	5000 доз препарату.

	Хто приймає рішення про придбання розробки
	Керівник відділу постачання чи відділу розробки 


3.5 Ціна інновваційної пропозиції на ринку 





Ціноутворення –  це процес обґрунтування, затвердження та перегляду цін і тарифів, визначення їх рівня, співвідношення та структури. 

 Методи ціноутворення, що ґрунтуються на врахуванні витрат називаються витратними. Розглянемо метод повних витрат. Ціна розраховується, виходячи із суми постійних і змінних витрат на одиницю продукції й запланованого прибутку з урахуванням нижнього порогу ціни. 

Ц = С + П, 

де   Ц – ціна одиниці товару, грн; 

С – собівартість одиниці товару, грн; 

П – величина прибутку, яку бажає отримати підприємство від реалізації одиниці товару, грн. 
3.5.1 Основні фонди підприємства
Згідно Податкового кодексу термін експлуатації наступних основних фондів та амортизаційні відрахування наведено в таблиці 3.11

Будівлі та обладнання надано Інститутом хімії поверхні для роботи безкоштовно. 


Таблиця 3.11  – Вартість основних фондів

	Одиниця
	Кількість 
	Вартість одиниці обладнання
	Норма
амортизації, %
	Амортизаційні відрахування, грн

	Конічні колби 500 мл
	10
	142 грн
	25
	355

	Скляні лійки
	10
	80 грн
	25
	200

	Паперові фільтри
	100
	1 грн
	25
	25

	Скляні палички
	50
	5 грн
	25
	62,5

	Штатив
	10
	112 грн
	25
	280

	Ділильна лійка
	10
	120 грн
	25
	300

	Мірні циліндри 500 мл
	10
	75 грн
	25
	187,5

	Лійка Бюхнера
	10
	320 грн
	25
	800

	Лакмусові індикатори
	200
	30 грн
	25
	1500

	Електричні ваги
	5
	500 грн
	25
	625

	Магнітна мішалка
	1
	22561 грн
	25
	5640,25

	Вакуумний насос
	1
	28400 грн
	25
	7100

	Сушильна шафа СП-300
	1
	52415 грн
	25
	13103,75

	Дифрактометр ДРОН-УМ1
	1
	65700 грн
	25
	16425

	Термосорбційний прилад KELVIN 1042
	1
	2250 грн
	25
	562,5

	Двоканальний спектрофотометр               УФ-видимого-ближнього ІЧ діапазону «UNICO SpectroQuest 4802»
	1
	81200 грн
	25
	20300

	Вакуумний Фур’є спектрометр Bruker Vertex 70v
	1
	95600 грн
	25
	23900

	DLaTGS детектор
	1
	6840 грн
	25
	1710

	Вібраційний магнітометр
	1
	22560 грн
	25
	5640

	Загальна вартість
	
	394 866 грн
	
	98 717 грн


3.5.2 Оборотні фонди підприємства

До прямих матеріальних витрат відносяться витрати на сировину та матеріали, електроенергію, водопостачання та водовідведення, а також малоцінні необоротні активи. Дані витрати зазначені у табл. 3.1
Таблиця 3.12 – Прямі матеріальні витрати
	№ п/п
	Назва параметру
	Од. вимір.
	Ціна
	Кількість ресурсу
	Потреби на місяць (грн.)
	Потреби на рік (грн)

	1
	Витрати сировини та матеріалів:

· препарат «гемцитамін»

· стабілізатори
· фізіологічний розчин
	грн/    100 мл

грн/л
грн/л
	1200

6560
70
	50

1,2
100
	60 000

7872
7 000
	720 000

94464
84 000

	
	Всього
	
	
	
	74 872
	898 465,5

	2
	Електроенергія
	грн за кВт/год
	2,11
	3750
	7912,5
	94950

	3
	Водопостачання та водовідведення
	грн/куб. м
	18,29
	30
	548,7
	6584,4

	Всього:
	156273,7
	1000000,00


В таблиці 3.13 наведені заробітні плати працівників для розрахунку ФОП. 

Таблиця 3.13 – Заробітні плати працівників

	Посада
	Кількість
	Зарплатня за місяць на одного працівника, грн
	Зарплатня, грн/рік

	Директор
	1
	20000
	240 000

	Бухгалтер
	1
	12000
	144 000

	Інженер
	2
	12000
	288 000


	Лаборант
	2
	10000
	240 000

	Прибиральник
	2
	5000
	120 000

	Всього
	1 032 000

	ФОП
	1 259 040


Таблиця 3.14 – Вартість оборотних засобів

	Комплектація номеру
	Ціна, грн/од
	Загальна кількість, шт
	Загальна вартість, грн/рік

	Допоміжні реактиви
	700
	1300
	910 000

	Пакування
	0,5
	5 000
	2 500

	Прямі витрати
	200000
	1
	1000000

	Проведення маркетингових досліджень та рекламна компанія
	30000

	ФОП
	1 259 040

	Всього
	3 201 540


3.5.3 Розрахунок собівартості НДР

Отже, собівартість проекту складає:

С = А + Об.З = 98 717 + 3 201 540 = 3 300 257 грн/рік.

Розраховуємо ціну інноваційної пропозиції на ринку за наступними методами:

· Витратний – ціна нового товару складається з суми собівартості товару й певного відсотку від собівартості:

Ц = С + %С, де %С = П = 3%

Ц = 3 300 257 +0,03۔3 300 257 = 3 399 264 грн/рік

Тоді ціна однієї упаковки препарату становить:

Цпрепарату = 3 399 264/5 000 = 680 грн/упаковку

· Агрегатний – ціна нового товару розраховується як сума складових частин:

Цпрепарату = А + Об. з + ФОП = 98 717 /5000 + 1 942 500 /5000 +  1 259 040/5000= = 660 грн/упаковки

· На підставі точки беззбитковості (П = 0):

Цпрепарату = Супаковки = С/5000 = 3 300 257 /5000 = 660 грн/добу;

· Метод конкурентних цін – приймаємо середню ціну за препарати-аналоги:

Цпрепарату = 3000 грн/упаковку.

Аналізуючи отримані дані, дійшли висновку, що вартість упаковки препарату буде становити 1500 грн/добу.
Прибуток – це частина виручки від реалізації продукції, яка залишилась на підприємстві після компенсації витрат на виробництво і реалізацію та інших обов’язкових платежів.  Середня ціна 1 од продукції становить 1500 грн

Так як плановий випуск продукції 5000 од/рік, тому  

Спит = 3 300 257 /5000 = 660  грн/од

Річний прибуток підприємства: 

П= К – С

П = (5000·1500) – (3300257) = 4199743 грн/рік

Очікуваний прибуток з одиниці продукції:  840 грн за реалізацію 1 од продукту. 

Отже, за витратним методом прогнозована ціна продукту становитиме:  

Ц = С + П = 840+660 = 1500 грн/од.

Капіталовкладення за рік:

К = ОФ + ОбЗ = 3 300 257 грн.

Рентабельність:  

Р= (П/С ) × 100;

Р = (4199743 / 3 300 257) × 100 = 127%  

Термін повернення капіталовкладень: 


 К
        3 300 257

Тпов к. . = 
  =
           = 0,78 року.

П
       4199743
          Фондовіддача виробничих фондів:                                        

ФВ = (Ц×В)/ОФ;

ФВ = (1500×5000)/ 98717  = 75,97 грн./грн.

Продуктивність праці:

ПП= В/(Чсп× Т);

ПП= 5000/(8× 4,5)= 138,8 грн./ос.

Коефіцієнт економічної ефективності: 

Е= П/К;

Е= 1,3

Таблиця 3.15 – Техніко-економічні показники проекту  
	Показники 
	Одиниця виміру
	Значення

	1. Річний обсяг реалізації ідеї, технології, методики 
	Одиниці
	5000

	2. Середньорічна чисельність персоналу за списком
	Осіб 
	8

	3. у тому числі  

· основних 

· інженерно-технічного персоналу 
	Осіб 
	4

4

	4.Середньорічний виробіток робітника 
	Т/особу 
	312

	5. Капіталовкладення у проект:

- всього 

- на одиницю продукції
	Грн.

Грн./од.
	3 300 257 
660

	6. Повна собівартість

 - всього

 - на одиницю продукції
	Грн.

Грн/од
	3 300 257 
660

	7. Відносний прибуток 

- всього

 - на одиницю продукції
	Грн.

Грн./од. 
	4199743

 839,9

	8. Рентабельність 
	% 
	127

	9. Період повернення капіталовкладень 
	Років 
	0,78

	10. Фондовіддача виробничих фондів 
	Грн./грн.
	75,97

	11. Фондоємкість
	Грн./грн. 
	75,97

	12. Продуктивність праці 
	Грн./особу 
	11,1

	13. Коефіцієнт економічної ефективності
	 
	1,3


3.6 Концепція бізнес-моделі проекту та карта бізнес-процесів реалізації проекту
Концепція бізнес-моделі проекту - B2C або Business to consumer - в перекладі з англійської означає «бізнес для споживача», це своєрідна форма торгівлі, яка орієнтована на кінцевого споживача. 
Використання такої моделі дозволяє зробити послуги більш доступними навіть для споживачів найвіддаленіших регіонів. Працюючи без посередників або мінімізувавши їх кількість, з'являється можливість встановлювати конкурентні ціни, що прямо пропорційно впливає на зростання прибутку.

У випадку, коли споживачем будуть фармацевтичні компанії/дистриб’ютори або лікарні, концепція бізнес-моделі проекту - B2В або Business to business - в перекладі з англійської означає «бізнес для бізнесу», тобто діяльність буде орієнтована на співпрацю з фармацевтичними компаніями/дистриб’юторами або лікарнями.
Таблиця 3.16 –Карта бізнес-процесів виконання стартап-проекту

	Стадія реалізації стартап проекту
	Бізнес-процеси
	Характеристики

	
	
	Задіяні ресурси
	Орієнтовна тривалість процесу
	Верхня межа

фінансових витрат

	Розробка ідеї стартапу

(10 тисяч гривень)
	Розробка ідеї; 

Аналіз ринку; 

Формування команди;  

Перевірка потреб споживача; 

Розробка схем експерименту
	Інформаційні, людські, засоби пошуку інформації (комп’ютер, підключений до інтернету), фінансові. 
	48 год; 

10 год; 

8 год; 

2 год; 

48 год; 


	2 тис грн; 

1 тис грн; 

13 тис грн; 

1 тис грн; 

8 тис грн; 

 


Продовження табл. 3.16
	Реалізація ідеї

(30 тис грн)
	Оформлення патенту 

Заключення договору про намір з банком; 

Заключення договору про намір з виробником; 

Заключення договору про намір з точкою збуту. 
	Людскі, фінансові. 
	40 год; 

24 год; 

36 год; 

36 год; 
	5 тис грн; 

3тис грн; 

4 тис грн; 

3 тис грн; 

	Впровадження

у

виробництво

(3 300 257 грн)
	Запуск договорів; 

Виготовлення 


	Фінансові, людські.
	40 год

100 год
	-

3 300 257  грн

	Масова реалізація 
	
	- 
	- 
	- 

	Закриття або продаж 

проекту (якщо передачено) 
	
	- 
	- 
	- 


Визначено фактори і елементи бізнес-процесів методом системного аналізу (табл. 3.17).

Таблиця 3.17 – Системний аналіз бізнес-процесів стартапу 

	Функції
	
	
	
	
	Елементи
	
	
	

	
	Автор
	Команда розробників
	Банк
	Юрист
	Бухгалтер
	Маркетолог
	Виробник
	Реалізатор
	Споживач

	Розробка ідеї 
	+ 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Аналіз ринку 
	+ 
	 
	 
	 
	 
	+ 
	 
	 
	 

	Формування команди 
	+ 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Перевірка потреб споживача 
	+ 
	+ 
	 
	 
	 
	+ 
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	Розробка схеми експерименту
	+ 
	+ 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Оформлення патенту
	+
	+
	
	
	
	
	
	
	

	Заключення договору про намір з банком 
	+ 
	 
	+ 
	+ 
	 
	 
	 
	 
	 

	Заключення договору про намір з виробником 
	+ 
	 
	 
	+ 
	 
	 
	+ 
	 
	 

	Заключення договору про намір з точкою 

збуту 
	+ 
	 
	 
	+ 
	 
	 
	 
	+ 
	 

	Запуск договорів 

 
	+ 
	 +
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Виготовлення 
	 
	 +
	 
	 
	 
	 
	+ 
	 
	 

	Споживче тестування 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	+ 


3.7 Ризики стартап – проекту та методи управління ними
У розділі визначені найбільш імовірні ризики, які можуть виникнути при реалізації даного проекту
Tаблиця 3.18 – Ризики інноваційної розробки

	Назва процесу стадії реалізації стартап проекту
	Бізнес-процеси
	Зовнішні ризики
	Внутрішні ризики

	Розробка ідеї стартапу
	Розробка ідеї; 
	Підвищення курсу валют, як наслідок підвищення витрат на розробку
	Нестача

фінансування

	
	Аналіз ринку; 
	Розробка ефективніших препаратів 
	Проблеми з логістикою

	
	Формування команди;  
	Міграція кваліфікованого персоналу за кордон
	Велика кількість некваліфікованих кадрів


Продовження табл. 3.18
	
	Перевірка потреб споживача; 


	Покращення стану екології, зниження відсотку захворюваності на онкологічні захворювання
	Мала обізнаність про лікування 

	Реалізація ідеї
	Оформлення патенту 
	Наявність в Україні вже готового патенту
	Невідповідність вимогам технічних регламентів

	
	Заключення договору про намір з банком 
	Інфляція та банкрутство банку
	Неспроможність виплати кредиту

	
	Заключення договору про намір з виробником
	Банкрутство фірми-виробника
	Проблеми своєчасного постачання матеріально-технічних ресурсів та реагентів

	
	Заключення договору про намір з точкою збуту.
	Відмова від реалізації продукції
	Рекламації на продану продукцію з причини неякісного комплектування

	Впровадження у виробництво
	Запуск договорів
	Підробка документів
	Некомпетентність керуючих кадрів

	
	Виготовлення
	Відсутність споживчого попиту на продукт
	Необхідність доопрацювання в процесі виробництва технології виготовлення продукції

	Масова реалізація
	-
	-
	-

	Закриття або продаж проекту
	-
	-
	-


Ступінь впливу на дохід підприємства та ймовірність настання ризиків наведено в таблиці 3.19.
Таблиця 3.19 – Ризики інноваційної розробки та ймовірність їх настання 

	Види ризиків
	Назва ризик
	Ймовірність настання
	Вплив на очікуваний результат

	Зовнішні ризики

	Природо-екологічний
	Покращення стану екології, зниження відсотку захворюваності на онкологічні захворювання
	Низька ймовірність
	Середній рівень

	Демографічний 
	Міграція кваліфікованого персоналу за кордон
	Висока ймовірність
	Високий рівень

	Науково-технічний
	Розробка ефективніших препаратів
	Висока ймовірність
	Високий рівень

	
	Наявність в Україні вже готового патенту
	Низька ймовірність
	Низький рівень

	Ринковий
	Підвищення курсу валют, як наслідок підвищення витрат на розробку
	Висока ймовірність
	Високий рівень

	
	Інфляція та банкрутство банку
	Середня ймовірність
	Середній рівень

	
	Банкрутство фірми-виробника
	Низька ймовірність
	Низький рівень

	
	Відмова від реалізації продукції
	Середня ймовірність
	Високий рівень

	
	Відсутність споживчого попиту на продукт
	Низька ймовірність
	Низький рівень

	Інвестиційний
	Відсутність інвестицій
	Середня ймовірність
	Середній рівень


Продовження табл. 3.19
	Внутрішні ризики

	Фінансовий
	Недостатнє фінансування
	Середня ймовірність
	Середній рівень

	
	Неспроможність виплати кредиту
	Низька ймовірність
	Високий рівень

	Організаційний
	Велика кількість не кваліфікованих кадрів
	Низька ймовірність
	Середній рівень

	
	Проблеми своєчасного постачання матеріально-технічних ресурсів та реагентів
	Середня ймовірність
	Високий рівень

	Технічний
	Рекламації на продану продукцію з причини неякісного комплектування
	Низька ймовірність
	Високий рівень

	
	Необхідність доопрацювання в процесі виробництва технології виготовлення продукції
	Середня ймовірність
	Високий рівень

	Транспортний
	Проблеми з логістикою
	Середня ймовірність
	Середній рівень

	Інформаційний
	Мала обізнаність про лікування
	Висока ймовірність
	Високий рівень

	Майновий 
	Невідповідність технічним регламентам
	Низька ймовірність
	Низький рівень


 
Групуються всі ризики за критеріями настання та впливом на очікуваний результат у Матриці оцінки ризиків (табл. 3.21)
Таблиця 3.20 – Матриця настання ризиків

	За впливом ризиків на очікуваний результат
	За ймовірністю настання ризиків

	Критерій ризику
	Числове значення
	Низька ймовірність
	Середня ймовірність
	Висока ймовірність

	
	
	1
	2
	3

	Високий
	3
	Неспроможність виплати кредиту

3
	Проблеми своєчасного постачання матеріально-технічних ресурсів та реагентів

6
	Міграція кваліфікованого персоналу закордон

9



	
	
	
	
	розробка ефективніших препаратів

9

	
	
	
	Необхідність допрацювання в процесі вироництва технології виготовлення продукції

6
	

	
	
	Рекламація на продану продукцію з причини неякісного комплектування

3
	
	Підвищення курсу валют, підвищення витрат на розробку

9

	
	
	
	
	Мала обізнаність про лікування

9


Продовження табл. 3.20
	Середній
	2
	Покращення стану екології

2
	Інфляція та банкрутство банку

4
	Відмова від реалізація продукції

6

	
	
	
	Відсутність інвестицій

4
	

	
	
	Велика кількість некваліфікованого персоналу

2
	
	

	
	
	
	Недостатнє фінансування

4
	

	
	
	
	Проблеми з логістикою

4
	

	Низький
	1
	Наявність в Україні готового патенту

1
	
	

	
	
	Банкруство фірми-виробника

1
	
	

	
	
	Відсутність споживавчого попиту на продукт

1
	
	

	
	
	Невідповіднсть технічним регламентам

3
	
	


Таблиця 3.21 – План заходів з управління ризиками

	Назва ризику
	Назва методу управління ризиком
	Відповідальні виконавці
	Період виконання / застосування методу
	Очікувані результати від впровадження методів управління

	Організаційний
	Ухилення від ризику
	Автор
	Затримка постачання матеріально-технологічних ресурсів
	Знаходження нових постачальників

	Технічний
	Попередження ризику
	Команда розробників
	Необхідність допрацювання технології
	Покращення технології 

	Демографічний
	Попередження
	Автор
	Масовий потік кадрів закордон
	Забезпечення кращих умов праці

	Комерційний
	Попередження
	Комада розробників
	Відмова від реалізації продукту
	Створення більш вигідних умов для компанії-покупців

	Інформаційний
	Попередження
	Комада розробників
	Мала інформації про даний засіб
	Розповсюдження засобами ЗМІ інформації


Було визначено основні ризики інноваційної робробки і створено план з управління ризиками.
ВИСНОВКИ
На сьогоднішній день основні проблеми в застосуванні гемцитабіну як хіміотерапевтичного агента полягають в його високій токсичності та слабкій біодоступності. У роботі розглянуті питання створення нової лікарської форми на основі гемцитабіну з використанням монодоменного магнетиту як тераностичного агента. Дослідження показали, що таким можна підвищити біодоступність препарату, пролонгувати його дію, досягнути кращого ефекту терапії у поєднанні з іншими препаратами та методами терапії, використовуючи механізм адресної доставки.  
Останнім часом суттєво виріс інтерес до використання природніх механізмів ендоцитозу для доставки лікарських препаратів до живих клітин із залученням лігандів, таких як гормони, вітаміни і фактори росту, спрямованих проти асоційованих з пухлинами рецепторів, які надлишково представлені на поверхні пухлинних клітин і мають обмежений розподіл у нормальних тканинах. 
Сьогодні методами фізико-хімічного наноконструювання активно розробляються магніточутливі та немагнітні композитні системи для доставки гемцитабіну способом цільової доставки  до клітин-мішеней - злоякісних клітин, що дозволить зменшити системну токсичність засобу. Перевагою є повільне вивільнення препарату, що потенційно забезпечує більш тривалу присутність лікарського засобу в кров’яному потоці в необхідній концентрації. Позитивним результатом використання гіпертермії в поєднанні з вивільненням ліків може бути поліпшення стану пацієнта та зменшення частоти прийому ліків. 
Було синтезовано нанокон’югати у вигляді магнітних рідин на основі магнетиту та гемцитабіну, стабілізовані олеатом натрію та поліетиленгліколем, модифіковані антитілами HER2, досліджено їх структуру та магнітні властивості.
Досліджено вплив синтезованих систем на на життєздатність клітин гепатоцелюлярної карциноми печінки людини лінії HepG2 in vitro.
Виявлено синергічну дію комплексів МР + ГЦ + АТ:  Fe3O4@ГЦ/OlNa/ПЕГ+ФР+HER2, яка призвела до більшого цитотоксичного ефекту у порівнянні із монозастосуванням компонентів у тих же концентраціях [53]. Показано перспективність дослідженого нанокон’югату для створення магнітокерованого протипухлинного лікарського засобу. 
Незважаючи на значну кількість успішних досліджень щодо можливості застосування магнітних наночастинок як тераностичного матеріалу, а також багаторазові успішні результати на малих тваринних моделях, донині вони не задовольняють клінічні потреби. Проте при досягненні високої ємності за відношенням до лікарського препарату, збільшенні специфічності і спорідненості до пухлинних клітин, поєднанні томографії та мультимодальної локальної терапії, магнітні наночастинки можуть стати зручними для клінічного використання в найближчому майбутньому і значно вплинути на ефективність лікування онкологічних захворювань.
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