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IEVADS

Sobrid pasaule véerojama padzilinata interese par miksto materialu funkcionalizaciju
ar magnetiskam nanodalinam saistiba ar to pielietojumiem biomedicina. Dzelzs oksids,
pateicoties labai biosaderibai attieciba pret citiem magnétiskiem materialiem, kas vei-
doti uz oksidu vai tiru metalu bazes, ir visvairak petitais magnetiskais materials Sajos
pielietojumos. Daba pastav vairaku veidu dzelzs oksidi, un tos var iegut laboratorija,
tomer musdienas tikai mehemits (y-Fe;O3) un magnetits (Fe3O,) var nodrosinat visas
nepieciesamas prasibas pielietojumam biomedicina un bioinzenierija. Sis prieksrocibas
ir pietiekami liels magnetiskais moments, kimiska stabilitate fiziologiska vide un zema
toksicitate, nemaz nerunajot par vieglu un ekonomisku sintézes procediiru, kas nepie-
cieSama materialu iegtisanai. Atomu sakartotibas pakape dzelzs oksida kristalrezgi, ka
arl nanodalinu dispersitate pec izmera un formas, ir svarigakie raditaji, kas ietekme ta
efektivitati terapeitiskajas un diagnostikas metodes [1].

Literatura atzimets, ka sekmigi realizeta magnetiska hipertermija veza arstesanai [1],
ko panak, sildot veza Stunas ar magnetisku nanodalinu palidzibu mainiga magnetiskaja
lauka. Tiek uzskatits, ka, optimalo izmeru del, 1pasi piemeérotas ir tas magnetiskas
nanodalinas, kuras sintezeé magnetotaktiskas bakterijas [2], tomer tiek izmantotas arl ci-
tas. Magnetiskas nanodalinas tiek izmantotas magnetiski vadamu zalu neseju radisanai
[3, 4]. Viens no iespejamajiem sadu neseju veidiem ir magneétiskas vezikulas [5], kuras iz-
veido, iesledzot magnetisku koloidu lipidu apvalka. Funkcionalizetas magnetiskas dalinas
tiek izmantotas, lai aktivizétu dazadus procesus $unu limeni (jonu kanali u.c.), ko var
lietot regenerativa medicina un audu inZenierija [6, 7].

Darba merkis — radit un pétit biosavietojamas magnetiskas nanodalinas (magnetits
un mehemits), pielietojot tas dazadu mikstu materialu (taja skaita Latvijas Organiskas
sintézes instituta (OSI) sintezeto lipidu tipa amfifilu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu)
funkcionalizacijai, nakotne to talakai izmantoSanai biomedicina.

Promocijas darbs atrodas dazadu zinatnu — fizikalas kimijas, organiskas kimijas, magne-
tisko paradibu fizikas un hidrodinamikas saskarsmes punktos. Ta sekmiga realizacija, iz-
mantojot ka sastavdalas nepiecieSamas organiskas vielas, laus iegtit informaciju un jaunus

materialus ar interesantam un perspektivam ipasibam un plasu pielietojumu.
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Promocijas darba uzdevumi

1. Realizet magnetisku nanodalinu sintezi idens vide ar lidzizgulsnesanas metodi, no-

drosinot kontroletus magnetisku nanodalinu fizikalos parametrus.
2. Veikt sintezeto koloidu 1pasibu petijumus un dot to raksturojumu.

3. Radit jaunus ar magnetiskam nanodalinam funkcionalizetus materialus (magnetiskas
liposomas, izmantojot polimérus un dihidropiridina tipa sintéetiskos lipidu analogus,

fluorescejosas magnetiskas nanodalinas).
4. Raksturot iegtito materialu ipasibas.

5. Izmantojot iegutos materialus, demonstret jaunas fizikalas paradibas (piemeram,

magneétisko mikrokonvekciju, lipida veidoto membranu elastibu).

Promocijas darbs ir veltits biosavietojamu magnetisku nanodalinu (magnetits (Fe3Oy)
un mehemits (7-FexO3)) sintezei, planojot to talaku modificesanu ar dazadiem mikstiem
materialiem, lai perspektiva varétu veidot jauna tipa magnetiski vadamus zalu nese€jus,
pielietot tas sunu terapija, piemeéram, sunu markesanai, audu atjaunosanai [3, 4, 6], ka
agentus magnetiskas rezonanses attelveidosana (MRI) [8-10]; hipertermija [11, 12]; mag-
netofekcija, kimijas terapija [4]. Ka mikstos materialus planots izmantot dekstrana at-
vasinajumus, lai aprobetu sintezes metodes un modificetu magnetisko koloidalo dalinu
virsmu, ka arT jauna tipa lipidveida savienojumus — amfifilus 1,4-dihidropiridina (1,4-
DHP) atvasinajumus, magneétisko liposomu (vezikulu) iegusanai, demonstret un pétit to
1pasibas. Esosas magnetisko koloidu iegtisanas metodes tiek raksturotas promocijas darba

literatuiras apskata.

Promocijas darba novitate

Pirmoreiz veikta sistematiska magnetisku liposomu iegiiSana, variejot un optimizejot
sintezes apstaklus, izmantojot sintetiskos lipidveida savienojumus — amfifilus 1,4-dihidropi-
ridina atvasinajumus — potencialos genu transfekcijas agentus, un magnetiskas dzelzs
oksida nanodalinas. Dots to raksturojums, izmantojot atomspeku mikroskopijas (ASM),
transmisijas elektronmikroskopijas (TEM) un dinamiskas gaismas izkliedes (DGI) meto-
des. Ar magnetiskas vezikulas metodi, merot sada veida membranas elastibu, apstiprinata
lipida polaras dalas skersgriezuma laukuma ietekme uz bislana mehaniskajam 1pasibam.
Petita liposomu stabilitate, ka ar1 izverteta magnetiskas liposomas veidojoso amfiilo sa-
vienojumu kritiskas micellu veidosanas koncentracija.

Realizetas magnetisko nanodalinu iegtiSana lava pirmo reizi pasaulé noverot un veikt
kvalitativu analizi virknei paradibu, taja skaita noteikt atrumu laukus magnétiska mik-

rokonvekcija.
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Promocijas darba praktiska nozime

Darba rezultata raditi jauni materiali, kas ieguti, izmantojot mikstu materialu fun-
kcionalizaciju ar magnetiskam nanodalinam, to eventualai izmantosanai biomedicina —
vadami zalu neseji, genu transfekcijas agenti, kontrastvielas kodolmagnetiska tomografija,
magnetiski vadamas Stinas audu inzenierija, vai jaunu zalu formu izstradei farmacija u.c.

Dots iegiito jauno originalo magnetisko nanosistemu raksturojums.

Promocijas darba rezultatu aprobacija
Zinatniskas publikacijas
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Pateicibas

Izsaku 1pasu pateicibu darba vaditajiem profesoram, Dr. habil. fiz. A.Céberam (Latvi-
jas Universitates Fizikas un matematikas fakultate, LU FMF), un Dr. kim., vad. pétn.
A.Plotniecei (Organiskas sintézes instituts, OSI) par teorétiskajam diskusijam un doto
iespeju stradat pie promocijas darba temas.

Izsaku lielu pateicibu
e Prof., Dr. phys. R.Perzynski un Dr. chem. Ch.Ménager (Parizes Universitate) par
sadarbibu, iespeju stazeties un metodisko palidzibu.
e M. Majorovam (LU Fizikas instituts) par palidzibu dalinu magneétisko 1pasibu no-
teikSana.
e Dr. fiz. A. Mezulim (LU Fizikas instituts) par ladetas nanodalinas termodifuziju efektu
izvertejuma salidzinajumu ar teoretisko modeli.
e Kolegiem Dr. fiz. K.Erglim un G.Kitenbergam (LU, FMF) par palidzibu magnétoforézes
un elastibas eksperimentu istenosana. Par mikrokonvekcijas eksperimentu istenoSanu un
analizi. e Dr. habil. biol. V.Osei (LU Biomedicinas studiju un petijumu centrs, BMC) par
transmisijas elektronmikroskopijas attelu registresanu un B.Skrivelei (Membranaktivo sa-
vienojumu un S-diketonu laboratorija, OSI) par atomspeku mikroskopijas attelu registresanu.
LU Kimiskas fizikas institutam par iespeju izmantot atomspeku mikroskopu.
e Dr. fiz. A.Misgovam (OSI) par nanodalinu rentgenstrukturalo analizi un Dr. fiz. J.
Kleperim (LU Cietvielu fizikas instituts, CFI) par vielas termogravimetrisko un diferen-
cialo termalo analizi (TGA/TG).

Sirsnigs paldies kolégiem no Membranaktivo savienojumu un S-diketonu laboratorijas
(OSI) un LU FMF Teoretiskas fizikas katedras par zinatniskajam diskusijam un moralo
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SATURS



Saisinajumi

AFI
ASM

dekstrans 40
dekstrans 100
1,4-DHP
DLVs

DDAB
DODAH
DOTAS

DOFH

DPFH

DMDS

DSTAP
DONDs
DONDs/citr.
DAAM iekarta

DGI

EDK - HCI

GVVs
GEH

HVs

apgrieztas fazes ietvaicesana
atomspeku mikroskopija

dekstrans ar molmasu 40 kDa

dekstrans ar molmasu 100 kDa
1,4-dihidropiridins

daudzlamelaras vezikulas
didodecildimetilamonija bromids
dioktadecildimetilamonija hlorids
N-(1-(2,3-dioleoiloksi)propil )-N,N,N-trimetilamonija
metilsulfats

1,2-dioleil- sn-glicero-3-fosfatidilholins
dipalmitoilfosfatidilholins
dimerkaptodzintarskabe
1,2-distearoil-3-trimetilamonijpropans

dzelzs oksida nanodalinas

ar citratu parklatas dzelzs oksida nanodalinas
dalinu attelu atrumu merisanas iekarta
(Particle image velocimetry, PIV)

dinamiska gaismas izkliede

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil )-karbodiimida
salsskaba sals

feroskidrums

feroskidrums ar v-Fe;O3 nanodalinam

feroskidrums ar v-Fe;O3 nanodalinam, kas parklatas

ar citratjoniem

feroskidrums ar v-Fe;O3 nanodalinam, kas

funkcionalizetas ar rodamiu B

ferroskidrums ar dzelzs oksida nanodalinam (magnetits, mehemits), kas
funkcionalizetas ar dekstraniem

gigantiskas vienlamelaras (bislaga) vezikulas (D > 20 pm)
gel-ekstriizijas hromatografija

hibridvezikulas
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IAO

KP
KM-dekstrans
KMK

LVVs

MES
MLs
ML
MNDs
MVVs

NDs
NDs/citr

OG
OM

POFH
PMMA
PEVA

PLGS

PAM

PEG

PEI

PVP

PVS
PolyNIPAAM

RhB

SRVs
SpPi

TOFO
TMAH
TEM

VLVs
VE

SATURS
indija~alvas oksids (ITO)

CdS/ZnS kvantu punkti (quantum dots, QDs)
karboksimetildekstrana natrija sals
kritiska micellu koncentracija

lielas vienlamelaras vezikulas (D = 100 nm — 20 pm)

2- N-morfolietansulfonskabe
magnetoliposomas

magnetizacijas Itkne

magnetiskas nanodalinas

mazas vienlamelaras vezikulas (D = 4-50 nm)

nanodalinas
mehemita nanodalinas, kas parklatas ar citratjoniem

oktil-3-D-glikopiranozids
optiska mikroskopija

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholins
poli(metilmetakrilats)
poli(etilén-ko-vinilacetats)
poli(D,L-lakto-ko-glikolskabe)
poliakrilamids

polietilenglikols

polietilenimins

polivinilpirolidons

poli(vinilspirti)

poli(N-isopropilamids)

rodamins B

sausas rehidratetas vezikulas
spontana piebriesana

tri-n-oktilfosfina oksids
tetrametilamonija hidroksids
transmisijas (caurstarojosa) elektronmikroskopija

vienlamelaras vezikulas
vairaku emulsiju
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1.1. Dzelzs oksida nanodalinas un feroskidrums

Magnetiskam nanodalinam piemit unikalas magnetiskas 1pasibas un speja funkcionet
sunu molekulari biologisko mijiedarbibu limeni, laujot tam but pievilcigam dazadiem bio-
medicinas pielietojumiem, pieméram, ka kontrastvielam magnétiskas rezonanses petiju-
mos, ka nesejiem zalu merktiecigai piegadei [13]. NDs magnetiskas ipasibas ietekme dazadi
faktori, starp kuriem jaizdala kimiskais sastavs, kristalisko rezgu tips un to defektivitates
pakape, nanodalinu forma un izmers [14]. Dzelzs oksida nanodalinas ir ferimagnetiskie
materiali!, kam ir inversa spinela struktura.? Mehemita (y-Fe,O3) bazes struktiira ir loti
tuva spinela magnetita rezga kubiskai struktiirai, kurai ir tetragonala virsstruktura, kas
nosacita ar katjonu vakancem [16].

Koloidalas dzelzs oksida NDs — magnetits (Fe3O4) un mehemits ir intensivi petitas
biomedicina, pateicoties lieliskai biosaderibai [1, 4, 10, 12, 17]. Metabolisma laika dzelzs
joni pievienojas organisma jau esosajiem, piem., hemoglobina, tapec v-Fe;O3 nanodalinas
ar virsmu, kas funkcionalizeta ar biosavietojumu materialu, var drosi izmantot eksperi-
mentos in vivo [17].

Lielu uzmanibu dzelzs oksida nanodalinu pétijjumiem sekmeéja art salidzinosi viegla
nanodalinu iegusana. Lidztekus magnetisko skidrumu pielietojumiem dazadas sferas (mag-
netiskas blives, dempferi), Sobrid verojama arvien pieaugosa interese magnétisku nanoda-
linu izmantosanai biomedicma [6, 8]. Tas tiek plasi izmantotas ka kontrastvielas kodol-
magnetiska tomografija [8, 9]. Dazadiem pielietojumiem nepieciesama specifiska koloidalu
dalinu virsmas funkcionalizacija [4, 12, 18]. Magnétiskie skidrumi ir ultradispersu fero-
ogludenrazi, silicij- un fluororganiskie skidrumi).

Magnetiskos skidrumus raksturo to plustamiba (viskozitate) un speja mijiedarboties
ar magnetisko lauku [19, 20]. Magnetisko skidrumu pasibas liela mera nosaka suspendeéto
dalinu Brauna kustiba un tas, ka katrai viendomenu dalinai® piemit konstanta magne-
tizacija. Brauna kustiba notur dalinas suspendeta stavokli, bet molekularais parklajums
aizsarga tas no salipsanas [19]. Magnetiskais skidrums ir unikals ar to, ka tam piemit liela
plustamiba, kas apvienojas ar magnetizaciju. Tas saistits ar to, ka skidruma ir milzigs
daudzums nanodalinu, kas darbojas ka loti mazi pastavigi magnéti. Arcjais magnétiskais
lauks oriente katras dalinas magnétisko momentu. Tas noved pie skidruma magnetisko un
reologisko Tpasibu izmainam. Magnetiskais skidrums var mainit savu viskozitati, atkariba
no aréja magneétiska lauka [20].

Magnetisma funkcionalo iespeju izmantosanai biomedicina un biotehnologijas vitali

svariga ir stabilu magnetisku koloidu sinteze tidens skidumos ar dazadu jonu speku un pH

!Ferimagnetiki — materiali, kam atomu magnetiskie momenti dazados apaksrezgos ir orienteti anti-
paraleli ka antiferomagnétikiem, tomeér dazadu apaksrezgu momenti nav vienadi pec vertibas, Iidz ar to
rezult€josais moments nav vienads ar nulli. Ferimagnetiki raksturojas ar spontano magnetizaciju.

2Spinelis ir minerala nosaukums. Tas ir struktiira ar kopejo formulu MeOFe;O3, kur Me —
Ni2t; Co?t; Fe?t; Mn?+; Mg?*; Lilt; Cu?* [15].

3Viendomenu dalinai raksturigais izmérs ir 1-30 nm [14].
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verttbam. Sim nolikam magnétisko koloidu iegusana lielu uzmanibu japievers sekojosam
1pasibam: e magnetisku dalinu stabilitatei; e augstam magnetiska momenta vertibam; e

noteiktam izmeram; e virsmas struktiirai; e adsorbcijas 1pasibam; e zemam toksiskumam.
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1.2. Feromagnetisko nanodalinu iegtiSanas metodes

Magnetisko skidrumu ieguisanas metodes var sadalit tris pamatgrupas (fizikalas, kimis-
kas un biologiskas). Mahmoudi un Iidz. apkopoja un prezentéja publikacija [4] magnetisko
skidrumu (nanodalinu) iegisanas metozu pielietojumu statistiskos datus, paradot, ka 90%
gadijumu izmanto kimisko metodi (skat. 1.1. att.). No magnetisku nanodalinu iegusanas

metodem sikak tiks aplukots tikai plasak lietotas.
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Publikaciju daudzums, %

Fizikalas Kimiskas Biologiskas
metodes
1.1. att.: Zinatnisku publikaciju par magnétisku nanodalinu sintézi procentualais
sadalijums lidz 2010.g. [4].

1.2.1. Fizikalas metodes

Mehaniska samalsana bumbu dzirnavas. Magnetiskas dalinas feroskidruma forma
ir zinamas jau no 1960. gada, kad Papell ieguva magnetisko skidrumu, samalot bumbu
dzirnavas magnetita dalinas lidz mikrometra simtdalu izmeriem (apmeéram 10 nm). Sis
process ir loti laikietilpigs (aptuveni 1000 stundas), un malsanas laika iegutas nanodalinas

nepartraukti tiek apstradatas ar virsmas aktivu vielu [19].

Ar lazera starojumu induceta pirolize. Izmantojot pirolizes metodi, var iegiit magne-
tiskas NDs sferiska forma ar dalinu izmeru 5-60 nm diapazona ar velamam magnetiskam
1pasibam (piesatinajuma magnetizacija 10-60 emu/g) un ar labu produktivitati. Diemzel,

procesa veidojas lieli agregati [6].

Kondensacija no gazes fazes. Klasiska varianta metala paraugu vai sakausejumu
karsé volframa laivina argona vai helija plusma. Iztvaiceta metala atomi sadursmes ar
inertas gazes atomu zaude savu kinetisko energiju, savienojas klasteros un kondensejas uz
atdzesetas pamatnes ka nanodisperss pulveris. Izmantojot So metodi, var iegit magnetiskas
nanodalinas sferiska forma ar izmeru 5-50 nm diapazona un sauru izméru sadalijumu [14].
Piesatinajuma magnetizacijas vertiba ir vairak neka 20 emu/g. Metode ir piemerota,
lai ieglitu planas magnétiskas pleves vai aizsargparklajumus. ST metode prasa loti lielu

energijas patérinu, jo notiek pie loti augstas temperaturas [6].
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1.2.2. Biologiskas metodes

Biologiskas dzelzs oksida iegliSanas metodes balstas uz biomineralizacijas procesiem
”sunas” [21]. Ta, piemeram, bakterija Magnetospirillum grysphiswaldense ir magnetoso-
mas, kas ir membrana ieklautas nanometru garas magnetita kedes. Parasti ”"stina” satur
no 15 lidz 20 magnetita kristalus [22]. Sadas bakterijas ir iespejams kultivet laboratorijas
un peéc tam izdalit magnetiskas dalinas [4, 23]. Ta pieméram, bakteriju olbaltumviela
Listeria innocua, kam ir ieksejais dobums ar diametru 5 nm, tika izmantota, lai sin-
tezetu v-FesO3 dalinas ar Ssauru izmeru sadalijjumu (9,3 4+ 0,2 nm), kas tika noteiktas
ar DGI metodi [24]. Ar biologisko metodi iegutam nanodalinam videéjais izmers ir 42
nm [25], bet metodes trukums ir maza produktivitate [4, 23]. Sava apskata Schiler un
Franke [26] raksta, ka parasti no 1000 ml baktériju celma Magnetospirillum AMB-1 var
iegtit 2,6 mg magnetita nanodalinu. Attiecigi, augstakie magnetita iznakumi iegtti no
M.gryphiswaldense MSR-1 bakteriju celma — 7,9 mg/1 diena [27].

1.2.3. Kimiskas metodes

Ka redzam no petijuma datiem [4] (1.1. att.), visplasak magnetisko nanodalinu iegusanai

tiek izmantotas kimiskas metodes (ap 90%). Tas saistits ar kimisko metozu prieksrocibam:

e tas ir ieverojami atrakas (sinteze notiek laika no minutem lidz paris stundam) neka

mehaniskas (nedeélas un menesi) [19];

e kimiskas metodes ir ertakas, jo var viegli mainit reakcijas apstaklus atkariba no

sinteézes merkiem;
e kimiskam metodem ir augsta produktivitate.

Visbiezak no kimiskam metodem izmanto lidzizgulsnésanas (27%), mikroemulsijas (20%)
un hidrotermalas (24%) metodes [4].

Lidzizgulsnesanas metodes. Magnetiskas nanodalinas biomedicinas vajadzibam gal-
venokart iegust, izmantojot dzelzs oksida nanodalinu kimiskas sintézes metodes [4]. Lielaka
dala no tam ir hidzizgulsnésanas metodes, kas tiek realizetas parklajosas vielas (vir-
smas aktivas vielas) klatbutne [6] (pamatmetode dzelzs oksida nanodalinu iegtsanai),
turklat, ta ir vienkarsaka, letaka un videi draudzigaka procedura [1]. Kimiskas reak-
cijas skidumos ir viens no ertakajiem veidiem, ka iegiit magnétiskas nanodalinas: dzelzs
oksida nanodalinu veidosanos panak, varigjot noteiktus reakcijas apstaklus (reakcijas tips,
vai daleji ierobezo lielaku kristalu augsanu. Ta, piemeéram, Bacri un lidz. [28] paradija, ka
viens no svarigakajiem faktoriem, kas ietekme dzelzs oksida nanodalinu izmeru un formu,

ir Fe™ /Fe?T attieciba. Khalafalla un Reimars 1974.g. [29] piedavaja iegiit magnetisko
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Skidrumu ar kimisko metodi: Fe?t un Fe3* salu lidzizgulsnésanu sarmaina vide, izmanto-
jot natrija hidroksidu (NaOH) [19]:

8NaOH + 2FeCl; + FeCl, — FeO - Fe;O3 + 8NaCl + 4H,O

un ieguto koloidu sterisko stabilizesanu, pieméram, ar oleinskabi (cis-9-oktadecenskabe)
[19, 29]. Peéc peptizacijas stadijas, kura dalinas tika parnestas no tudens fazes uz organisko
fazi, dalinu dispersija tiek magnetiski atdalita no tudens-salu atlikuma, tiek filtreta un
un kimiska iegtisana) ka stabilizejoSais agents tika izmantota oleinskabe [19]. Virsmas
aktivas vielas aizsargslanis palielina minimalo dalinu savstarp€jo attalumu ta, ka sil-
tumkustibas energija domine par agregaciju veicinoso paradibu energijam, galvenokart,
par magneétisko dipolu pievilksanos un Van der Valsa spekiem [28].

Massart [30, 31] aprakstija magnetisko NDs iegusanas metodi, neizmantojot stabi-
lizejoso agentu. Eksiste plass publikaciju skaits par magnetisku NDs iegtiSanas metodem
tdens vide [4, 33-37]. Tomer, galvenokart, magnétisko dalinu iegtisanas panémieni balstas
uz Massart un Iidz. [30-32] izstradato metodi nanodalinu iegusanai, neizmantojot orga-
nisko vielu ka stabilizéjoso agentu. Metodes pamata ir Fe?* un Fe?* salu lidzizgulsnésana
sarmaina vide. Natrija hidroksida aizstasana ar amonija hidroksida skidumu (NH4OH,
25%) lava izveidot maigakus apstaklus salu lidzizgulsnesanai un sintezi veikt istabas tem-
peratira. Trisvertiga dzelzs daudzuma attieciba pret divvertiga dzelzs daudzumu reakcija

ir 2:1. Sintéze notiek péc summaras reakcijas [21, 38]:
2F€Clg + FeClg + 8NH4OH — F€304\L + 8NH4C1 + 4HQO .

Sarma klatbiitne Fe?™ un Fe?' jonu maisijuma izraisa kondensacijas reakciju, kuras re-
zultata veidojas magnetits (FesO,4). Tadejadi uz izveidoto nanodalinu virsmas ir virsmas
elektriskais ladins, kurs kompensgjas ar bazes katjonu (visbiezak Nat vai NHJ) [28]. Sie
joni samazina nogulsnu mijiedarbibu ar udeni. Rezultata tiek iegtitas zelejveida Fe3Oy

nogulsnes, kuras tiek magnetiski atdalitas. Talak nogulsnes izmanto divejadi:

e nogulsnu peptizacija ar tetrametilamonija hidroksida (N(CHj3),OH) udens skidumu
(ieguistot bazisku magnetisko skidrumu). Tegiitas koloidalas dalinas ir specigi elek-
troliti. Tad iegtitas dalinas skidina tideni. Tas disocié jonos, un magnéetiskie skidrumi
ir stabili (koloidalas dalinas — anjonais Fe3O,). Sarmainas vides tadi vaji polarizejosi
joni ka N(CHj); neizsauc flokulaciju, taja laika, kad ta notiek stiprak polarizejosu
jonu (sarmu metalu joni, NH} ) klatbutne [28, 30]:

A(NH4)H . HQO\L + HN(CH3)4OH — A"+ HN(CHg)I + DNHgT,

kur A ir Fe3O, dalinas;

e noguldnu apstradasana ar stipru skabju: HCIOy [31], vai HNO3 un HCI [28, 32] udens
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skidumiem. Tadejadi veidojas skabs sols, kurs pec centrifugesanas, tam pievienojot

udeni, peptizecjas.

Procesa raksturiga iezime: bazes skidumam (NH,OH) jabut parakuma. Tikai Saja
gadijuma notiek pilniga anjona magnetita dalinu izgulsnésana. Tatad smalkdispersa
magnetita kimiskas nogulsnésanas metodes biitiba ir atra divvertigo un trisvertigo salu
neitralizacija ar amonjaka tdens skidumu.

Bee un lidz. [32] aprakstija, ka no Fe3O4 nogulsnem iegust megemita NDs (7-FeqO3).
Anjonais Fe3O, tiek oksidets ar Fe(NOj3)3 skidumu 95-100°C temperatiira, lai iegiitu po-
zitivi ladetas y-Fe, O3 dalinas (sk. 1.2. att.). Pec oksidesanas nav noverotas manamas NDs
izmeru izmainas [39]. Skabs koloids tiek ieguts, nogulsnes peptizejot ar udeni. Magneétiska
skiduma pH vertiba ir aptuveni 2. Ka stabilizators saja gadijuma strada slapeklskabe
30, 32]. Sadi magnétiskie skidrumi ir stabili pH veértibu diapazona no 1 lidz 3.

Autori sava darba [39] atzimeéja, ka sintezeétam nanodalinam, kas tika pétitas ar
transmisijas elektronmikroskopiju (TEM), piemit sferiska forma un ka dalinu izmeru ie-

tekme tadi mainigie parametri, ka:
e kopeja katjonu koncentracija (Fe*™ + Fe?™);
e vides pH;

e temperatura.

1.2. att.: Skaba feroskidruma (FFg) nanodalinas shematisks attéls — pozitivi ladetas

v-FeoO3 (megemits) nanodaligas [40].

Parasti pec §is procediiras iegiitajam dalinam diametrs ir diapazona no 2 lidz 20 nm.
Dalinu virsmas ladina veidosanas un pretjoni paraditi 1.2. attela.

Negativais koloidu ladins sarmaina vide un pozitivais — skaba vide rodas attiecigo OH™
vai H3O™ jonu adsorbcijas uz koloidalu dalinu virsmas rezultata [19]. Koloida stabilitati
nodrosina elektrostatiskas atgrusanas speki. Koloidi ar pH no 5 lidz 9 koagulé virsmas
ladina trukuma del. Tapéc ir nepiecieSams mekléet citas iespejas apstradat nanodalinu
virsmu, lai iegtitu stabilu skidrumu pie Stm fiziologiskajam pH vertibam.

Diemzel, ieguito dalinu magnetizacija pat starp dalinpam ar vienadiem izmeériem var
ieverojami mainities atkariba no iegiisanas metodes. So faktu var skaidrot, pieméram, ar

piemaistjumu, kas var sagraut kristalisko strukturu, ieklausanu, ka ari virsmas ietekmi.
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Parasti piesatinajuma magnetizacijas (Ms) vertiba ar kimisko metodi iegutam magnetita
nanodalinu koloidam ir robezas no 30-50 emu/g, kas ir zemaka neka cietam magnetitam

90 emu/g [6].

Mikroemulsijas metode. Vel viena populara kimiska metode [4] — mikroemulsijas
metode. Lidzizgulsnesanas metodi limite tidens virSanas temperatiira, un dzelzs oksida
nanodalinam, kas sintezetas sados apstaklos, parasti piemit zema kristalizacijas pakape un
liela polidispersitate. No st viedokla labs sintezes veids ir tidens-ella mikroemulsijas meto-
de [41]. Saja panemiena noteikts idens daudzums tick pievienots pie liela daudzuma ne-
pilieni, kas stabilizeti ar virsmas aktivu vielu, vienmerigi sadalas ellas faze un darbojas ka
mikro- vai nanoreaktori nukleacijai* un kontroletai dzelzs oksida nanodalinu veidosanai.
Ar So metodi var iegut dzelzs oksida nanodalinas ar loti sauru izmeru sadalijumu. Dalinu
forma ir kubiska vai sferiska, dalinu izmers — apmeram 4-15 nm. Dalinu piesatinajuma
magnetizacija ir > 30 emu/g. Metodes trukumi: loti gruti atdalit virsmas aktivo vielu un

loti maza produktivitate [6].

Termiska sadalisanas metode. Monodispersus magnetiskus nanokristalus ar mazaku
izmeru var sintezet termiski sadalot metalorganisku savienojumu organiska skidinataja ar
augstu virsanas temperaturu virsmas aktivas vielas klatbutne. Piemeram, Grzeta un lidz.
[42] izmanto magnetita sintezei dzelzs holina citratu (CssHs7FeaN3Oq4). Viela sakotnéji ir
granulu veida. Granulas silda caurulveida krasni temperatiiras diapazona 270-460°C un
atdzese ar udeni vai gaisu [4]. Izmantojot termiskas sadalisanas metodi ieguist magnetisko
nanodalinu Sauru izméru sadalijumu, bet process ir diezgan sarezgits, realiz€jas inerta

atmosfera.

Hidrotermala metode. Hidrotermala sintezes metode tiek izmantota, lai iegtitu krista-
liskas dzelzs oksida nanodalinas [43]. Saja gadijuma dzelzs salu maistjums tidens vide tick
ievietots slegta teflona reaktora un sildits virs tidens virSanas temperatiiras, un tadejadi
reakcija notiek pie spiediena, kurs ieverojami parsniedz atmosferas spiedienu. Ar So me-
todi var ieglit vienmériga izméra dzelzs oksida nanodalinas. ST metode ir labi realizéjama
dazadu izmeru reaktoros un atlauj variet iegito dalinu daudzumu.

Ir zinams, ka nanodalinu fizikalas 1pasibas liela mera atkarigas no to izmera. Liela dala
no esosajam sintézes metodem lauj iegtit nanodalinas ar diezgan plasu izmeru sadalijumu
[14]. Loti rupigi kontrolejot tadus reakciju parametrus ka procesa laiks, temperatura,
maisiSanas atrums, reagentu un stabilizatoru koncentracija, ne vienmer var saSaurinat
izmeru sadalijumu. Tapec kopa ar sintézes metozu par Sauru dalinu izmeru iegtiSanu
attistibu, tiek veikts darbs pie panemienu uzlabosanas, lai sadalitu iegiitas nanodalinas

pietiekosi monodispersas frakcijas. Ta, piemeram, izmantojot centrifugesanu, var atdalit

4Nukleacija — ir lokalizeta kadas termodinamiskas fazes izveidosana.
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lielas dalinas. Péc dekantesanas nogulsnes atkal redispergé skidruma. So processu var
atkartot, kamer netiek iegtits feroskidrums ar vajadzigo nanodalinu izmeru.

Lu un lIidz. [37] apkopotie dati, kas attiecas uz nanodalinu iegusanas metodem,
paraditi 1.1. tabula, kur isuma izvertetas prieksrocibas un trikumi iepriekSminétajam

kimiskajam metodem.

1.1. tabula: Magnétisko dalinu kimisko sintézes metozu salidzinajums, izmantojot
literataras datus [37].

IegtiSanas Lidzizgulsne- Termiska Mikroemul- | Hidrotermala
metode Sana sadaliSana sijas sinteze
Sintezes 1patnibu sarezgits, sarezgits vienkarss,
novertejums loti vienkarss inerta atmosfera augsts spiediens
Procesa
temperatiira 20-90°C lidz 460°C 20-50°C 220°C
Procesa
laiks minttes stundas, dienas | stundas stundas, dienas
Skidinatajs organiskais organiskais

tdens savienojums savienojums tudens-etanols
Virsmas aktivais | obligats reakcijas | obligats obligats obligats
agents laika vai pec tas | reakcijas laika reakcijas laika | reakcijas laika
Izmeru salidzinosi loti salidzinosi loti
sadalijums Saurs Saurs Saurs Saurs
Dalinu formas
kontrole videji laba loti laba laba loti laba
Merogosana augsta augsta zema videja

Salidzinot tabulas datus, redzams, ka katrai metodei ir savi trukumi vai prieksrocibas,

kas butu janem vera pie to izmantoSanas.
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1.3. Feromagnetisku dalinu funkcionalizacija

Nanodalinu (NDs) funkcionalizacija ir nepieciesama ne tikai, lai stabilizetu feroskidru-
mu, bet ari, lai paplasinatu NDs pielietosanas lauku. Massart un lidz. [44] izstradatais
homogenu v-Fe,O3 dalinu atrais iegtiSanas process lauj izmantot parklasanai loti plasu
virsmas aktivo vielu loku, pieméram, aminoskabes, a-hidroksiskabes (citronskabe [38, 45],
vinskabe un glikonskabe (CgH1207) [35, 46], L-arginina N-hidroksiamida salsskaba sals
[47], dimerkaptodzintarskabe (DMDS) [48, 49] vai fosfatidilholins [50]). Loti biezi dzelzs
oksida nanodalinu parklasanai izmanto tiesi natrija citratu [32]. Tada veida palielinas

koloida stabilitate un ir mainama un reguléjama ta pH vertiba.

1.3.1. Dzelzs oksida nanodalinu parklajums ar citratjoniem

Lai iegutu magnetiskas 7-Fe,O3 dalinas, kas veido stabilus koloidu skidumus pie fizio-
logiskam pH vertibam, biezi mehemita dalinas tiek stabilizetas ar citratjoniem. Dalinu,
kas parklatas ar citratjoniem, virsmas ladina veidoSanas paradita 1.3. attela. Literatura
ir norades, ka citratjonu koncentracija ietekmé nukleacijas procesa iegiito magnétisko
dalinu (mehemits) ipasibas. Pievienojot arvien vairak citratjonu dzelzs oksida nanodalinu
ieglisanas procesa, var samazinat iegiito parklato dalinu diametru no 8 lidz 3 nm [32]. So
citratjonu iedarbibas efektu var skaidrot, nemot vera divus procesus: citrata helatu saikni
ar dzelzs joniem, kas novers nukleaciju, ka art citratjonu adsorbciju uz izveidota dzelzs
oksida kristala kodola [32].

1 4 7 10 14 PH

CH,

'OOC—(lf—(IHz—(I()( )
OH

Uz virsmas adsorbetais
citratjons

1.3. att.: Ar citratjoniem parklatu mehemita nanodalinu (y-Fe2O3/citr.) shematisks

attelojums [40].

NDs parklasana (funkcionalizesana) ir nepieciesama ne tikai, lai stabilizetu koloidu, bet
ar1, ka jau agrak tika minets, magnetisko dalinu izmantosanai biomedicina, pieméram, n
vivo petTjumi, prasa, lai magnetiskas nanodalinas biitu parklatas. Sadi virsmas parklajumi

parasti sastav no nelielas organiskas molekulas vai polimera, kura funkcijas ir [51]:

e aizsargat dzelzs oksida dalinu no aglomeracijas;
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e nodrosinat kimiskas iespejas zalu molekulu konjugacijai, izveidojot merka ligandus

un adreses grupas;

e ierobezot nespecifisku iedarbibu uz sunu.

1.3.2. Nanodaligu parklajums ar polimeéru (dekstrans u.c.)

Otrais no veidiem, ka stabilizet un funkcionalizet magnetiskas koloidas dalinas, vei-
dojot magnetiskas nanosistemas, ir poliméeru parklajums. Ta, piemeram, ar polimeru
parklatas feromagnetiskas nanosistemas ir iegtitas, izmantojot kontroletu radikalu poli-
merizaciju [52]. Lai iegiitu orientétas un kimiskas funkcionalas grupas saturosas magnéetis-
kas nanosistemas, Barber un lidz. [53] veikusi dazadus poliméru savienotajposmus sa-
turosu magnetoliposomu sintezi, izmantojot polietilenglikolu saturosus siloksietera atva-
sinajumus. Tapat aprakstita arl hidrofilu polimeru nanokedes® saturosu magnéetisko li-
posomu iegusana [54]. Magnetisko nanodalinu parklajumu var iegut, izmantojot vairakas
pieejas (sk. 1.4. att.), tostarp in situ parklajumu (magnetisku nanodalinu iegusanas laika),

vai péc magneétisku dalinu ieguisanas, adsorbejot poliméru uz virsmas u.c. [21].

Polimera parklajumi:

o—

OH SOCH, o H
. NH HOHO s"—\..u\
doAor e w e
Wary HQ% N
OH HO
polietilenglikols (PEG) hitozans dekstrans  ou polietilenimims (PEI)

Parklasanas veidi: Pl T

piesaistiti polimeri adsorbejas uz virsmas Fosfolipidi Kopolimeri
@ Vg @
& a 2
\/ N
@ - G YY)
PEG Hitozans, dekstrans,

Dzelzs oksida PEI

1.4. att.: Dazadu parklasanas materialu piesaistiSsana pie magnétiskas nanodalinas
kodola virsmas [51].

Veiseh un lidz. [51] paraditaja 1.4. attela, kas ilustre dazadu veidu polimeru saistisanu
ar NDs kodolu, tapat ir art ieklauta dalinu funkcionalizacija ar fosfolipidiem. Tomer fos-
folipida apvienosana ar magnetiskam dalinam nav parasta dalinu funkcionalizesana, jo

fosfolipidu 1pasibu del notiek mikstu materialu magnetisko nanosistemu veidosanas. In

Snanokédes — nanoizmeru polimerkedes
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situ un pec sintezes NDs funkcionalizacija ar polisaharidiem un kopolimeriem veidojas
parklajumi, kas vienmerigi iekapsulé nanodalinu. Alternativi, polimeri ar piesaistito galu
(piemeram, PEG) ir piestiprinati pie NDs virsmas ar polimeéru gala grupam, kas veido
otas-veida paplasinajumu (sk. 1.4. att.). Savukart, liposomas un micellas veidojosas mo-
lekulas (virsmas aktivas vielas, lipidi) rada apvalku apkart dzelzs oksida nanodalinam.
Sts struktiiras saglaba hidrofobo dalu, kas var tikt izmantota zalu iekapsulésanai. Kat-
ram panémienam ir savas prieksrocibas un trikumi, atkariba no izmantota parklajuma
materiala un parklasanas veida un no ta, kadam merkim §1 parklasana izmantota.
Vairakas publikacijas [6, 21, 55-63] aprakstitas dazadas feroskidrumu NDs funkcio-
nalizacijas iespejas: ar dekstrana atvasinajumiem un to ipaSibu petisana, ka art vezikulu
iegusana zalu transportésanai [55, 56]. Magneétisku NDs funkcionalizacija ar hidrofilu
polimeru kédem tiek veikta, lai pasargatu retikuloendotelialo sistemu®. Pieméram, ir
petijumi, kuri demonstre, ka ar dekstranu parklatas nanodalinas var izmantot, lai noteik-

tu veza Sunas piena dziedzer1 [64].

- ”O_CHz - "O_CHZ
o o
OH OH
-4-0 --1-1--O-CH, Na_8>CHzc———o --1-1--0-CH,
OH . OH o)
o-1,6 OH a-1,6 OH
+ OH - + OH
o-1,4 OH o-1,4 OH
m m
a-1,6 o-1,6
(a) (b)

1.5. att.: Strukturalas formulas: dekstrans (a) un karboksimetildekstrana natrija
sals (KM-dekstrans) (b).

Dekstrans ir viens no visbiezak izmantotajiem NDs parklajumiem, lai iegtitu magnetis-
kas rezonanses attelus [21, 65, 66] (sk. 1.5. (a) att.). Ir zinams, ka dekstranam, pateicoties
helatacijai un tudenraza saitem, piemit augsta tieksme saistities ar dzelzs oksida virsmu
[51, 67, 68]. Interesanti atzimet, ka mehemita NDs, kas iegutas pec magnetita (Fe3Oy)
nanodalinu oksidesanas [68] un parklatas ar dekstranu, labi inkorporéjas $unas, un péc §is
Ipasibas ir salidzinamas ar magnétisko koloidu, funkcionalizeétu ar peptidiem [67].

Vel viens svarigs faktors dekstrana ka parklajosa agenta izvele ir tas, ka piemerots
dekstrana kedes garums nodrosina optimalu polaru mijiedarbibu (galvenokart helataciju
un udenraza saistisanu) ar dzelzs oksida virsmu. Vienas udenraza saites energija ir
salidzinosi vaja, bet kopeja tidenraza saisu energija visa polisaharida molekulas garuma
var bt loti liela, jo molekula ir liels hidroksilgrupu skaits [21, 69].

Laurent un Iidz. [21] atzimeja, ka supermagnetiska dzelzs oksida NDs parklajuma
veidoSanu, stabilitati un magnetiskas ipasibas ietekme samazinats dekstrana ka polimera

glikozes molekulu skaits. Ir zinami dekstrani ar molmasu no 3 lidz pat 2000 kDa. Hong

6Iminas sistemas dala: retikuloendoteliala sistéma — sistema mezenhimalo §tinu (saistaudu) izcelsmei,
kas var parversties makrofagos.
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un lidz. [70] petija, ka dekstranu molmasa ietekme parklato dalinu stabilitati, dalinu
izmeru un parklasanas efektivitati. Noskaidrots, ka ar dekstrana molmasas palielinajumu
stabilitate, dalinu diametrs un parklasanas efektivitate palielinas, bet piesatinajuma mag-
netizacija samazinas parklajosa materiala nemagnetiskas dabas del [67]. Tadejadi, jamekle
kompromiss starp dalinu stabilitati un magnetiskam 1pasibam, izveloties dekstranu ar at-
bilstosu molekulsvaru. Dzelzs oksida NDs funkcionalizesanai visbiezak izmanto dekstranu
ar molekulsvaru 10-100 kDa diapazona.

Pardoe un lidz. [58] detalizeti aprakstiija magneétiskas un strukturalas ipasibas dzelzs
oksida NDs, kas iegutas dekstrana ar 40000 Da (dekstrans 40) molmasu klatbutne.
Analizes rezultati liecina, ka polimeéra klatbutne ierobezo dalinu izmeru, salidzinot ar
dalinam, kas veidojas bez polimera [21]. Dutz un lidz. [59] rekomende parklat dalinas
ar karboksimetildekstrana natrija sali (KM-dekstrans) (sk. 1.5. (b) att.), lai iegutu sta-
bilaku saiti starp polisaharidu un magnetisko NDs. Pollert un lidz. [60] atzime, ka
KM-dekstrans nodrosina magnetisko nanodalinu sterisku stabilizaciju, jo karboksilgrupai
(-COOH) ir tieksme pec Fe** joniem un dekstrana dala nodrosina dispersiju udent un
novers NDs agregaciju (nanodalinu parklajuma ar dekstraniem shematisks attéls paradits
1.4. attela).

Publikacijas tiek aprakstitas divas pamatparklasanas metodes. Parklasana ar dekstra-
na atvasinajumiem notiek vienlaicigi ar dzelzs salu lidzizgulsnesanu sarmaina vide un
magnetisko koloidu izveidosanos. legiitajam magnetita koloiddam pH vertiba ir 11, un
talak, lai iegutu fiziologiskas pH vertibas, tiek izmantota dialize [58, 63, 70, 71]. Pec
dializes koloidu centrifuge, lai atdalitu cieto materialu. Ar So metodi tiek parklatas FezOy4
nanodalinas.

Otra metode — jau iegutu magnetisku NDs apstrade ar dekstrana skidumiem pie no-
teiktas temperaturas [58, 72]. Sis metodes tritkums ir tas, ka pec 7-Fe,O3 nanodalinu
parklasanas ar dekstranu magnetiskais skidrums tiek atskaidits, ka rezultata samazinas ta
magnetiskas 1pasibas. Ka prieksrociba tiek atzimeéts, ka mehemita nanodalinas ir kimiski
stabilas un nemaina savas 1paSibas, pretéji magnetitam, kas var nekontroleti oksideties

skabekla klatbutne [72].

0
Tl G
CHa o) HMH
X y n
(a)

(b)
1.6. att.: Dazu sintetisko polimeru strukturalas formulas: (a) poli(lakto-ko-

glikolskabe) (PLGS). = — pienskabes vienibas daudzums; y — glikolskabes vienibas
daudzums. (b) polivinilpirolidons (PVP).

Gupta [6] piedavaja polimeru parklajuma materialus klasificet sintetiskajos un da-
biskajos. Polimeri, kuru pamata ir poli(etilen-ko-vinilacetats) (PEVA), poli(lakto-ko-
glikolskabe) (PLGS) (sk. 1.6. att. (a)), polivinilpirolidons (PVP) (sk. 1.6. att. (b)) polie-
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tilenglikols (PEG), polivinilspirti (PVS), utt. ir tipiski piemeri sintetisko poliméru grupam

[73-75]. Pie dabas polimeriem pieder Zelatins, dekstrans, hitozans, pullulans” utt. [76, 77].

Tapat tiek apskatitas arl dazadas virsmas aktivas vielas, piemeram, natrija oleats, dode-

cilamins, natrija karboksimetilcelulozes, kas tiek izmantotas, lai uzlabotu nanodalinu dis-

perggjamibu udens vide [50]. 1.2. tabula piedavats materialu saraksts, ko varétu izmantot

nanodalinu funkcionalizesanai ar talaku pielietojumu biomedicina [78, 79].

1.2. tabula: Nanodalinu virsmas parklasanas un kompleksveidosanas agentu saraksts

6, 78].

Parklasanas materiali

Materiala prieksrocibas

Polietilenglikols (PEG)

Dekstrans

Polikarboksimetildekstrans

Polivinilpirolidons (PVP)

Taukskabes
Polivinilspirti (PVS)

Poliakrilskabe

Polipeptidi

Fosfatidilholins

Poli(D,L-lakto-ko-
glikolskabe) (PLGS)

Poli(N-izopropilamids)
(PolyNIPA AM)

Hitozans

Zelatins

Ciete

Organiskas skabes
(citronskabe, glikonskabe,
olemskabe un utt.)

Nekovalenta PEG piesaistiSsana pie virsmas, palielina
cirkulacijas laiku asinssistema, uzlabo biosavietojamibu
un nanodalinu inkorporacijas efektivitati [79-81]

Palielina cirkulacijas laiku asinssistema un stabilize
koloidalu skidumu [65, 82]

Ilgs dzives laiks asinis plazma, samazina dalipu diametru [83]

Palielina cirkulacijas laiku asinssistema un stabilize
koloidalu skidumu [84]

Ietekme koloida stabilitati [85]

Novers dalinu koagulaciju, nodrosina dalinu
monodispersitati [86]

Palielina nanodalinu stabilitati un biosaderibu [87]

Labs pielietojumam §tnu biologija,
pieméram, $unu adresei [88, 89]

Koloidu stabilizators [50]

Biosaderigs, zema citotoksicitate [73]

Termojutigo zalu transports un $unu atdalisana [90]

Dabigs linearais katjonais polimers, kas plasi izmantots ka
nevirala génu transfekcijas sistéma, biosaderigs, izmantots
lauksaimnieciba, partika, medicina, biotehnologija,
tekstilpreces, poliméeros un udens attirisana [91]

Hidrofilais emulgators, biosaderigs,
dabigs polimers [92]

Plasa pH stabilitate, biosaderiba, modifikacijas iespejas [93]

Lielaks nanodalinu kodols ar planu lipofilu apvalku
[47, 94, 95]

"Polisaharidu polimeérs, kas sastav no maltotriozes vienibam.
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1.3.3. Fluorescejosas dalinas

Viena no nanodalinu funkcionalizesanas iespejam ir iegiit fluorescejosas dalinas. Fluo-
rescejoso IpaSibu apvienosana ar magnetiskajam paplasina magnetisko nanodalinu izman-
tosanas iespejas. Publikacijas biezi aprakstita ar1 dzelzs oksida nanodalinu markesana ar
fluorescejosam vielam (rodaminu B, fluorescemnu, Kongo sarkano u.c.) [96, 97].

Skaat un lidz. darba [98] aprakstiti biomarkieri, pieméram, fluorescenta magnetiska
~v-FeyOz-rodamina vai y-Fe,O3-Kongo sarkana veidotas nanodalinas, kuras varetu tikt iz-
mantotas Alcheimera sindroma agriai diagnosticésanai, kamer vel nav noveroti slimibas
kliniskie simptomi. Turklat, magnetizetas nervu Sunas tiek izdalitas pilniba nepartraukta
magneétiska lauka darbibas rezultata. Bertorelle un Iidz. [97] aprakstija magneétisko fluo-
rescejoso nanodalinu iegisSanu un to sekmigu izmantoSanu dzivu Stunu markesanai. Fluo-
rescejosas nanodalinas uzradija labu tieksmi pret Sunam, kas tika konstatets fluorescejosa
mikroskopa un pieradits ar magnétoforezi.

Fluorescejoso dalinu sinteze, ko aprakstija Bertorelle un lidz. [97], tika izmantoti:
iegtitais magnetiskais koloids ar -Fe,Os nanodalinam; 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimida salsskaba sals (EDK - HCI); cistamins; dimerkaptodzintarskabe (DMDS) un
fluorofori. Ka zinams [35], DMDS ir biezi izmantojams parklajuma agents, lai noverstu
koloida koagulaciju. Rezultata tika iegutas fluorescejosas nanodalinas. Kimiska sinteze
balstas uz kovalentas saites veidosanos starp modificeto organisko fluoroforu un DMDS,
kas stipri mijiedarbojas ar dzelzs oksida nanodalinu virsmam. Negativi virsmas ladini, kas
veidojas, pateicoties piesaistitas DMDS skabes-bazes 1pasibam, izraisa dalinu atgrusanos
un pasarga tas no agregacijas. Tada veida var iegut stabilu magnetisko fluorescejoso
nanodalinu koloidalu dispersiju [97]. Aprakstito sintézes gaitu var izmantot, lai piesaistitu
ka rodaminu, ta arl fluoresceinu, bet Bertorelle un Iidz. [97] raksta, ka, izmantojot So
metodi, var piesaistit ar1 citus fluoroforus.

Piedavataja [97] metodé izmanto mehemita NDs ar pozitivi ladétu virsmu. Sahoo
un Iidz. [96] raksta par fluorescejosam magnetiskam nanodalinam, kuru sinteze izmanto
mehemita NDs, kas parklatas ar citratjoniem. ~-Fe;Os nanodalinas, kas parklatas ar
citratjoniem, apstrada ar EDK-HCI 25 mM 2- N-morfolinetansulfonskabes bufera skiduma
(MES), velak pievienojot rodamimu B un kratot 4 stundas. ST procesa rezultata iegitas
fluorescejosas nanodalinas tika vairakas reizes mazgatas ar sonifikaciju un centrifugetas,

lai atdalitu nepiesaistito rodaminu.
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1.4. Mikstie materiali

Dazadu veidu nanosistemu pielietojums meérktiecigam vielu transportam [99] un citiem
biomediciniskiem meérkiem tiek pétits jau vairakas desmitgades [100]. Liposomas veido
lielu dalu no materialiem, kas tiek pielietoti magnetisko nanosistéemu veidosanai. Liposo-
mu membranu sastavs ir lidzigs Suinu membranam, un tas var kimiski modificet specifis-
kiem meérkiem [99, 101]. Dazas virsmas aktivas vielas var imitet biologiskas membranas.
Tapec virsmas aktivas vielas tidens vide ir svarigs modelis biomembranu petisanai. Kimija
attistas jauns virziens — ta saucama mimetiska kimija, kas veido biomembranu modelus,

peta to struktiru un darbibas mehanismus in vivo un in vitro [102].

1.4.1. Lipidi un citas virsmas aktivas vielas (lipidomimeétiki)

Lipidi ir viena no savienojumu pamatklasem, kura visbiezak sastopama dzivibas proce-
sos. Fosfolipidi ir biologiskas membranas galvenas sastavdalas, veidojot bislanu membra-
nas. Pie lipidiem, kam ir 1pasSa nozime cilveka organisma, pieder sterini, pieméeram, ho-
lesterins, fosfolipidi u.c. [103].

Amfifilas molekulas struktura tiek veidota no hidrofobas un hidrofilas (”polara gal-
va”) dalas. Pateicoties §im dualajam ipasibam, amfifili savienojumi darbojas ka virsmas
centraciju, kuru deve par kritisko micellu koncentraciju un kas ir atkariga no savienoju-

mu struktiiras, tie sak pasasocieties, veidojot dazadus nanoagregatus:

e micellas (sferiski un pavedienveida veidojumi, kuras monomera polara dala veido

micellas arejo virsmu, bet lipofila dala aizpilda tas centru),

e liposomas (sferiski veidojumi ar ieslegumu tas centra, kuru no apkartéjas vides noro-
bezo membrana, kas ir analoga Stinas membranai. Membranu veido lipidu bislanis,
kura lipofilas dalas atrodas viena pret otru, bet polara dala veido liposomas arejo

un ieksejo virsmu),

e lipidu bislani (lamelas). Videjais lamelas biezums (viens bislanis) udens fazeé ir 4 nm

[104] un organiskaja faze 10-40 nm diapazona [39],

e daudzlamelaras (daudzslanainas) liposomas (bislanu daudzums katra vezikula var

bt mainigs),
e oligovezikularas liposomas (viena lielaka vezikula ieklautas nelielas vezikulas).

So nanoagregatu dazadiba un amfifila struktiiras ietekme uz izveidoto lipidu agregatu
veidu ir paradita 1.7. attela [100].

Liposomas var raksturot ar to izmeéru, ar bislanu daudzumu un to virsmas ladinu.
Atkariba no virsmas ladina zimes, liposomas var klasificet — anjonas, katjonas un neitralas
[102]. Liposomas virsmas ladinu veido amfifils polaras dalas ladins, bet hidrofobo dalu

parasti veido garas alkilkedes. Hidrofilaja dala ietilpst viena no Sadam kategorijam:
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e ladetas grupas: anjoni — karboksilati; sulfati; sulfonati; fosfati un katjoni — piemeram,

amonija joni;
e polaras, ladinu nesaturosas grupas, piemeram, spirti, amini un oligoetilenglikols u.c.

Asociatu strukturas ir atkarigas no savienojumu uzbitives, polaras un lipofilas moleku-
las dalas attiecibas, ko raksturo ar pakoSanas parametru p un apraksta vispariga veida
Izraelasvili vienadojums [105]:

p:a7

kur [ — hidrofobas alkilkedes garums; v — tilpums, ko aiznem molekulas hidrofoba dala;
a — molekulas polaras dalas skersgriezuma laukums. Virsmas aktivas vielas geometrisko

parametru ietekme uz veidoto asociatu formu paradita 1.8. attela.

L Pakosanas Pakosanas Gaidama asociatu
Lipids parametrs (p) forma strukttra
a

Lipids ar vienu alkilkedi
un lielu polaras dalas <1/3
skersgriezuma laukumu

o

sferiska micella

Lipids ar vienu alkilkedi
un mazu polaras dalas 1/3—-1/2
skersgriezuma laukumu

noskelts konuss pavedienveida micella

Lipids ar divam lokanam (TS

alkilkedem un lielu 1/2 -1

polaras dalas ) A
skersgriezuma laukumu '

noskelts konuss lokans bislanis, vezikula

I Arfanee
BURBIUOLS

cilindrs plakans bislanis

Lipids ar divam alkilkedem
un mazu polaras dalas ~1
gkersgriezuma laukumu

L0

Lipids ar divam alkilkedem
un mazu polaras dalas >1
gkersgriezuma laukumu

0

apgriezts noskelts konuss

vai Kilis apgrieztas micellas

1.8. att.: PakoSanas parametru (p) lielumi, pakoSanas formas shematisks attelojums.
Lipida uzbiives un pakoSanas parametra ietekme uz gaidama associata formu [106].



1.4. MiKSTIE MATERIALI 37

Zinams, ka virsmas aktivas vielas koncentracijas palielinajums stimule daudzlamelaru
vezikulu veidosanos [102, 107]. Bislanus veidojosam amfifilu sistemam ir raksturigi, ka ar

koncentracijas palielinajumu ir iespejamas strukturalas izmainas, ka paradits 1.9. attela.

i
f”-'-%\\w\ I."II.;/K :"—-E%g__\\.'l WYY YT
O El(@) B
N = O
\*—:_ =
Vienlamelara vezikula Daudzlamelara Planars bislanis
(VLVs) vezikula (DLVs)

1.9. att.: Vezikulu strukturas atkariba no lipida (virsmas aktivas vielas) kon-

centracijas, parejas shema [102, 108].

Vezikulu izmers un ta sadalijums ir atkarigs ne tikai no virsmas aktivas vielas kon-
temperatiiras, ka arl no iegtiSanas veida. Membranas biezums vairak vai mazak ir kon-
stants, bet bislanu daudzums katras vezikulas sastava var biit mainigs: no viena lidz pat
simtiem [107]. Lipidi, nonakot udens vide, agregejas, veidojot dazada veida strukturas,
parsvara daudzlamelaras [102]. Vienlamelaru vezikulu (VLVs) iegusanai pielieto dazadas

metodes:

e sonifikacija (apstrade ar ultraskanu);

e dialize vai atskaidiSana;
e spiediena/mehaniska filtracija (vai ekstruzija).

Svarigi atzimet, ka, pieliekot sistémai aréjo energiju, daudzlamelaras vezikulas (DLVs)
tiek 7izjauktas” par vezikulam ar mazaku izmeru, parasti ar diametru (D), mazaku par
0,5 um. Ta, piemeram, sonificejot DLVs dispersijas, var iegit mazas vienlamelaras vezi-
kulas (MVVs) ar D = 50 nm, tapat ka ekstruzijas procesa [104].

Vienlamelaras vezikulas var but dazadu izmeéru: mazas vienlamelaras vezikulas (MVVs)
D = 4-50 nm; lielas vienlamelaras vezikulas (LVVs) D = 100 nm—20 pm; un gigantiskas
vienlamelaras vezikulas (GVVs) D > 20 um [102]. Gigantiskas vienlamelaras vezikulas
izmanto ka petisanas modelus, pateicoties to milzigajiem, izmeriem, kurus var noverot
optiskaja mikroskopa.

Magnetoliposomu izmantoSana merktiecigam zalu transportam un magnetiska lauka
hipertermijai [3] ir daudzsoloss pielietojums veza arstesanai [109]. Shinkai [3] norada, ka
starp magnetiskiem oksidiem, Fe3O, un v-Fe;Og3 ir vispiemerotakie sava salidzinosi zema
toksiskuma un tiem piemitoso magnetisko 1pasibu del. Lipidu paSorganizejosas 1pasibas
tiek izmantotas [100, 110-112], lai iegutu magnetiskas nanosistémas — magnetoliposo-
mas — lipidu vezikulas, kas satur magnetiskas dalinas (sk. 1.7. att. bislanus veidojosos
lipidus B(VI) — lipidus ar ieklautam NDs).
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Sintezejot magnetiskas nanosistemas, parasti ka amfifili savienojumi tiek izmantoti
fosfolipidi, piemeéram, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholins (POFH), dipalmi-
toilfosfatidilholins (DPFH), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholins (DOFH) utt., citi da-
bas lipidi, vai to sintetiskie analogi [99, 104, 113, 114]. Biezak izmantoto lipidu formulas ir
paraditas 1.10. attela. De Cuiper [115] pieradija, ka fosfolipidi spontani sakartojas apkart

magnetiska- jam koloidam, organizejot bislanu konfiguraciju.

0
POFH H
(@) CHS(CH2}130H2)J\O/\\‘/\O~IQ'O\/\?+ 3
C42HgaoNOgP | I NcH
o) O O [ 3
CH;
CHa(CH,)sCH=CH(CH,);CHj
0 CHy
PN 2 'N-CH
(b) DPFH CHS(CH2)13CH2 O/\"T/\O—I?—O/\‘/él_l 3
C4oHgoNOgP CH3(CH2}13CH2YO 0 ’
o)
CHa(CH2)CHs
0
[ P'S ? GHy
CH2(CHz)sCH> o/\l/\o—p—o’\—*m-cm
(c) DOFH o o CH,
Cy4HgyNOgP CH2(0H2)5CH2~\<
| 0
CHa(CHo)sCHg
(d) DDAB Br C|:+H2(CH2)SCH3
C3sHggNOgBr H3C_|}|_CH2(CH2)BCH3

CHg

1.10. att.: Liposomas veidojo$o vielu strukturformulas: fosfolipidi: (a) 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholins; (b) dipalmitoilfosfatidilholins; (c) 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfatidilholins; citas virsmas aktivas vielas: (d) didodecildimetilamonija

bromaids.

1.4.2. 1,4-Dihidropiridina atvasinajumi ka lipidomimetiki

un to 1pasibas

Latvijas Organiskas sintezes instituta Membranaktivo savienojumu un [-diketonu la-
boratorija (MAS) nukleotidu transportam [116] ir sintezeti genu transfekcijas agenti, ku-
riem par savienotajposmu starp polaro un lipofilo dalam ir izmantots 1,4-dihidropiridina
(1,4-DHP) gredzens. 1,4-DHP atvasinajumiem piemit farmakologisko aktivitasu daudz-
veidiba, ka atzimejis Triggle [117]. Variejot aizvietotajus 1,4-DHP cikla (sk. 1.11. att.),

pastav plasas iespejas iegut dazadus atvasinajumus ar plasu biologisko aktivitasu spektru.
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R4
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1.11. att.: 1,4-Dihidropiridina struktiira, paradot iesp€jamas aizvietotaju variaciju

vietas.

Biologisko 1pasibu raksturojums. Isuma apskatisim 1,4-DHP atvasinajumu farma-
kologiskas 1pasibas. Lidz sim detalizetak ir izpetita 1,4-DHP darbiba uz sirds-asinsvadu
sistemu, piemeram, 1,4-DHP atvasinajumi ir zinami ka kalcija kanalu blokatori kardiovas-
kularo slimibu terapijai [118, 119]. 1,4-DHP atvasinajumu vidu ir ar1 vielas ar neiropro-
tektoram [120], pretveza [116, 121], antioksidantu [122, 123], antibakterialam un radiopro-
tektivam [124], antidiabéta [125, 126] vai multirezistenci nopemosam [127, 128] ipasibam,
tadel sadi savienojumi ir interesanti ka potenciali transportmolekulu struktiirelementi,
jo tie ar savam Ipasibam var pildit ne tikai transportfunkciju, bet art kalpot organisma
aizsardzibai. Atkariba no kimiskas strukturas, 1,4-dihidropiridini var but vai elektronu,

vai protonu donori; tiem ir peptidiem vai lipidiem lidzigi strukturas elementi [123].

Amfifila 1,4-DHP atvasinajuma (KP-11) raksturojums. Veicot petijumus par
genu transfekcijas agentu strukturas-aktivitates sakartbam, tika noskaidrots, ka 1,1’-[3,5-
di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-1,4-dihidropiridin-2,6-diil]dimetilen-bispiridinija dibromids
(KP-11) (sk. 1.12. att.) ir aktivaks par komerciali pieejamajiem génu transfekcijas agentiem,
piemeéram, katjono lipidu N-(1-(2,3-dioleoiloksi)propil)-N,N,N-trimetilamonija metilsulfatu
(DOTAS) un katjono polimeéru polietileniminu (PEI 25) (25 kDa).

polara galva linkeris hidrofobas kedes

1.12. att.: (a) Katjona lipida vispareja struktura [129]; (b) Katjonais am-
fifilais 1,4-dihidropiridina atvasinajums — 1,1’-3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-fenil-
1,4-dihidropiridin-2,6-diil|dimetilén-bispiridinija dibromids (KP-11) [130].

Transfekcijas aktivitate tika noteikta ka savienojumu speéja parnest [-galaktozidazes
plazmidu pertika fibroblastu sunu Imija (CV1-P) [116, 131]. Petita amfifila 1,4-DHP
atvasinajuma molekula ir variets katjono fragmentu skaits un alkilaizvietotaju skaits un

garums molekula [131]. Starp petito savienojumu struktiiras variacijam tika atrasts, ka vi-
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saugstaka genu transfekcijas aktivitate ir 1,4-DHP 3,5-karbonskabes bisdodecildiesterim.
Tapat molekula ir nepieciesami divi katjonie centri, tadiem 1,4-DHP atvasinajumiem ir
augstaka transfekcijas aktivitate neka monokatjonus aizvietotajus saturosam molekulam
(sk. 1.13. att.). Paradits, ka sadi savienojumi veido nanodalinas, tiem piemit buferkapa-

citate fiziologiskaja pH 6-8 apgabala, ka arT noteikti lipopleksu® izmeri, paradot, ka tie ir

50-120 nm [131].
»
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Sav. grupa ar vienu katjono centru Sav. grupa ar diviem katjonajiem centriem
R" = C1oHas; CraHag; CiHss; R =H,R" = CyHz; R =H, R" = CioHas;
(CH2)OCOC5Hz:. R =H,R" = CiyHay; R =H, R" = CygHag;

R = CHj, R” = C1oHas.
1.13. att.: Genu transfekcijas eksperimentos ([-galaktozidazes plazmidu parnese

pertika fibroblastu §tnu linija (CV1-P)) pétito savienojumu struktaras [131].

Veicot turpmakos pétijumus par struktiiras-aktivitates sakaribam, variéjot molekulas
katjono dalu, tika paradits, ka neaizvietota piridinija gadijuma saglabajas visaugstaka
genu transfekcijas aktivitate [130, 132].

Lai savienojums varetu tikt izmantots biomediciniskajos petijumos, svarigi noskaidrot
savienojumu kompleksu citotoksicitati. Sava darba Pajuste un Iidz. [130] pieradija, ka
savienojumu lipopleksi, tai skaita art KP-11/DNS komplekss, aktivajas koncentracijas nav
citotoksiski. Tadejadi sadi katjonie amfifili 1,4-dihidriopiridina atvasinajumi varetu tikt
intensivi petiti art magnetisko nanosistéemu veidoSana, tapec magnetoliposomu petijjumiem
tika izvelets aktivakais no visiem literatura aprakstitajiem genu transfekcijas agentiem
1,4-DHP amfifilu rinda — savienojums KP-11.

8Kompleksi no katjona lipida un DNS
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1.5. Magnetisku liposomu iegiiSana

Eksiste dazadi liposomalu magnetisko sistemu veidi, kuras satur magnetiskas dalinas.
Laurent un Iidz. [21] sava apskata atzime, ka literattra ir aprakstiti divi magnetoliposomu

(MLs) veidi:

e mazas liposomas, kas sastav no nanodalinam, kas stabilizetas ar fosfolipida bislani

e fosfolipida vezikulas ar iekapsulétu magnetisku skidrumu (magnetoliposomas).

Tam piemit 1pasSibas, kas balstas uz amfifilas molekulas raksturojosam ipasibam — spontana
liposomu veidosanas tidens vide. Magnetoliposomu veidosanai loti svariga ir temperatiira,
komponentu koncentracija un to savstarpejas attiecibas skiduma [99]. De Cuyper un
lidz. izstradajusi sintézes procesu, lai iegutu pirma veida magnetoliposomas (MLs) —
lipodalinas, kas satur vezikula 1-6 dzelzs oksida kristalus [115, 133]. Zinatnieku grupa
De Cuyper vadiba noveroja, ka dazada veida fosfolipidi (dipentadekanoil-, dipalmitoil-,
distearoilfosfatidilglicermi u.c.) adsorbéjas uz magnetiskam cietam dalinam (pieméram,
Fe30,), veidojot magnetoliposomas [134]. MLs tika pagatavotas, dializéjot maisijumu,
kura sastava bija mazas vienlamelaras vezikulas ar diametru 30 nm (MVVs), ieprieks pa-
gatavotas ar sonifikacijas metodi, un dzelzs oksida dalinas, kas ir parklatas ar laurinskabi
(C12H2405) 37°C temperatura. Sajé procesa uz NDs virsmas adsorbetas laurinskabes
molekulas apmainas ar fosfolipidu molekulam. Lidz ar to svarigs Saja procesa ir dializes
atrums. Sadi iegitas magnétiskas liposomas tika PEG-iletas, lai pagarinatu to dzives
laiku organisma (asins sistema). Neadsorbetie fosfolipidi tika atdaliti no liposomam ar
magnetoforezi augsta gradienta magnetiskaja lauka [115].

Maus vairak interesé otra tipa magnetoliposomu (ar ieklautu ferogkidrumu) iegusana.
Ka sava darba ir atzimejis Giri [109], pirmoreiz magnetoliposomas ieguva Kiwada 1986.
gada, iesledzot magnetitu liposomas ar diametru 1,54 pm. Sim nolikam tika izmantotas
magnetita nanodalinas, kas stabilizetas ar fosfatidilholinu. Magnetiskas vezikulas (mag-
netoliposomas) var tikt iegutas ari, izmantojot citas metodes: ar lipidu pléeves hidrataciju
[135], pec kuras seko ekstruzija caur dazada diametra polikarbonata membranam [136],
ar sonifikaciju [104, 109], apgrieztas fazes ietvaicesanu [99, 111, 113, 137].

Magnetiskas liposomas tiek atdalitas no tuksajam liposomam, izmantojot augstgra-
dienta magnetisko lauku. De Cuyper un Iidz. [114] apraksta MLs iegtsanu (magne-
toliposomas veidojas, maisot magnétisko skidrumu ar sonificetam aktivam vielam) un
frakcionesanu ar magnetoforezi.

Lai atturttu liposomu dispersiju no neieklautam NDs, var tikt izmantotas sekojosas
metodes [21]: centrifugésana, magnetiska separacija vai ekstruzija. Lesieur un lidz. [136]
piedavaja GEH ka efektivu metodi monodispersu magnétisku vezikulu (D = 195 nm)
attirisanai, kas novers dispersijas atskaidisanu un nodrosina magnetoliposomu tirtbu [138].

Apkopojot literaturas datus par liposomu iegisanas metodem, varam tas sadalit divas

dalas:
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e sonifikacija vai magnetiska skidruma iemaisisana kada organiskaja materiala (lipidi),
lidz plevites iegtisSanai un talakai apstradei, lai atdalitu magnetoliposomas no tuksa

materiala;

e dubultslana metodes.

1.5.1. Spontanas piebriesanas (hidratacijas) metode

Walde un Iidz. [104] atzimeja, ka vesturiski vienu no pirmajam GVVs iegusanas me-
todem aprakstija Reevs un Dowbek 1969. gada. Ta bija olu dzeltenuma fosfatidilholina
planas plevites hidratacija. Lipida plevite 2 vai ilgak stundas piebrieda, ka rezultata vei-
dojas gigantiskas vezikulas. Ja GVVs veidosana sakas no amfifila plevites veidosanas uz
cietas virsmas, iegustot pleviti, lipidi tiek sakartoti (organizeti) bislanos [139]. Pievieno-
jot udeni, pirmkart, notiek hidrofilas dalas hidratacija ar sekojosu bislanu piebriesanu, jo
vairak un vairak HoO molekulu ieklust starp bislaniem. Process javeic loti piesardzigi,
jo maistjumu mehaniski kratot piebriesanas procesa, veidojas vairak daudzlamelaras ve-
zikulas [104]. Tas ir viens no § procesa trikkumiem, ja ir vajadzigs iegtt vienlamelaras
vezikulas. Prieksrociba ir tada, ka process neprasa specialu aprikojumu un ir vienkarss.

Spontanas piebriesanas (SpPi) metode ir veiksmigi izmantojama, lai iegutu GVVs no
paraugiem, kas satur lipidus. Turklat, ir svarigi atzimet, ka hidratacijas process javeic pie

lipida gels/skidrums parejas temperaturas (71,) [104].

liposoma

udens
@ lipidu bislanis

dzelzs oksida nanodalina

1.14. att.: Magnetisku liposomu iegiSana, izmantojot spontanas piebriesanas (SpPi)
metodi [135, 140].

Sandre un Iidz. [141] piedavaja magnetisku liposomu iegusanu, izmantojot SpPi me-
todi. Petri traucina ievieto sausu 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfoholinu (DOFH) un nelielu
hloroforma daudzumu. Pec hloroforma iztvaikosanas veidojas plana lipidu plevite, kura
iemaisa feroskidrumu (FF,) (7-FeoO3 NDs parklatas ar citratjoniem, pH = 7), lidz
oranzas taukainas plevites iegusanai. Plevitei pievieno HyO un silda 45°C temperatiura,
lidz pléevite piebriest un sak veidoties GVVs, kuras pariet udent (sk. 1.14. att.). legutas
magnétiskas liposomas péta optiskaja mikroskopa (Leica 40x, NA 0,65) pec 1,5 stundam.
Liela dala no liposomam, kas iegtitas ar So metodi, ir kvazisferiskas ar diametru diapa-
zona no 10 Iidz 100 pm. Liposomu iekseja dala ir oranza krasa un to membranas uzrada

termiskas fluktuacijas.
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1.5.2. Apgrieztas fazes ietvaicesanas un vairaku emulsiju metodes

Literatura [99, 111, 115, 137, 138, 142-145] ir aprakstitas ta déevetas apgrieztas fazes
ietvaicesanas (AFI) un vairaku emulsiju (VE) metodes. Metodes péc istenosanas ir loti

lidzigas, atskiras tikai udens pievienosanas kartiba. Sajas metodes izmanto organiskos

R e & >

(B)
pievieno HoO

Parakuma/ Y&iceéama
e DO
e SO000

, zelejveida
P pigigiri e stavoklis

e, St

T

iztvaicesana
pievieno HoO
parakuma

Fluorescejosas un magnetiskas vezikulas

1.15. att.: Fluoresc€josu un magnétisku vezikulu iegtiSana, izmantojot: (A) vairaku
emulsiju (VE) un, (B) apgrieztas fazes iztvaicesanas (AFI) metodes [137]. KP —

kvantu punkti, fluorescejosais materials; MNDs — magnétiskas nanodalinas.

Ménager un lidz. [144] piedavaja metodes, ar kuru palidzibu var iegut vidéja izmera
(0,1-1 pm) magnetiskas vezikulas, kas satur magnétisku skidrumu ar ieverojamu magnétis-
ko nanodalipu (MNDs) daudzumu tilpuma. Membranu bislani veidoja didodecildimetil-
amonija bromids (DDAB) — katjontipa sintétiska virsmas aktiva viela. Izmantojot DDAB,
iegtito vezikulu membrana slikti padodas deformacijai, un liela dala no tam ir daudzla-
melaras [144]. Izmantojot vairaku emulsiju metodi un DOFH ka membranveidojoso vielu,
var iegut gigantiskas magnetiskas vezikulas (ar diametru no 10 lidz 40 pm) [145]. Dazas no
tam paradija membranu termiskas fluktuacijas un deformaciju magnetiska lauka. Abos
gadijumos, ka ar DOFH, ta arT ar DDAB tika izmantots magnetiskais skidrums, kas sa-

tureja anjonas nanodalinas (v-Fe,Og, parklatas ar citratjoniem).

Vairaku emulsiju metodes shéma (sk. 1.15. (A) att.): Lipidu skidina organiskaja
skidinataja (hloroforms), pie ta piejauc dietileteri. Saja maistjuma ievada magnetisko
skidrumu tudens vide. Maistjums tiek sonificets, kamer veidojas emulsija. Emulsiju (ap-

joms apm. 1 ml) loti leni ievada udent (apm. 15 ml). Maistjumu ievieto kolba. Kolbu

dzidrs (aptuveni 30 minusu laika) [144].
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Apgrieztas fazes ietvaiceSsanas shema (sk. 1.15. (B) att.): Lipidu skidina or-
ganiskaja skidinataja (hloroforms), piejauc dietileteri. Saja skiduma ievada magnétisko

skidrumu udens vide. Maisijumu sonifice, kamer veidojas emulsija. legtuta emulsija tiek

[113]. Tad pakapeniski (5-10 min. laika) tas talak klust par suspensiju udeni. Pie
iegiitas suspensijas pievieno nelielu @idens daudzumu. Skidinataja ietvaicesana un HyO
pievienosana izsauc liposomu (vezikulu) veidosanos, kuras satur magnetiskas nanodalinas.

Garsia-Jimeno un lidz. [146] liposomu iegusanai izmantoja modificeto AFI meto-
di, lai iegutu fosfolipida pleviti. Fosfolipidu skidina hloroforma/metanola (attieciba 2:1)
maisijuma. Process notiek 40°C temperatiira pie pazeminata spiediena. Plevite talak
tika hidratéta, izmantojot maisijumu, kas satur eteri un nanodalinas (FerroTec Corp.)
fiziologiskaja skiduma (0,16 mol/1 NaCl tident). Sis maistjums tika sonificets 5 min. 0°C
mm Hg spiediena istabas temperatira. Emulsija parvertas gela un talak transformejas
par liposomu suspensiju. Liposomas tika atskaiditas ar fiziologisko skidumu. Talak lipo-
somas ekstrudeja caur polikarbonata membranas filtru ar 0,2 ym poru izmeru vismaz 9
reizes. Dazas publikacijas [142, 143] ir aprakstits, ka no plevites, ko iegiist Ny atmosfera,
veidojas liposomas, kuras ar ekstrudesanu caur polikarbonatu filtriem tiek vienadotas un
nesaistitas MNDs talak tiek atdalitas ar gela hromatografiju. Dialize atdala neieklauto
MNDs no liposomam [110].

Beaune un Iidz. [137] sintezeja hibridvezikulas (HVs)?, izmantojot AFT un VE meto-
des. Abi procesi sakas no udens-organiskas fazes emulsijas, kura bija dispergeti kvantu
punkti (KP) (piemeéram, CdSe/ZnS dalinas)'®, kas parklatas ar tri-n-oktilfosfina oksidu
(TOFO) un mehemita nanodalinas, parklatas ar citratjoniem. FF dispersija vides pH = 7.
KP ir fluorescejosas dalinas. VE procesa starpstadija ir emulsijas veidosana, bet AFI pro-
cesam — starpstadija ir gela veidosana. Ka aktivas vielas tika izmantotas gan DDAB, gan
art DOFH. legutajam hibridvezikulam (HVs) bija magneétiskas un fluorescentas pasibas.

Diametrs iegtuitajam vezikulam ir diapazona no 0,1 lidz 10 pm.

HVs iegusana ar AFI metodi: Skidums ar KP dalinam, kas suspendétas ciklo-
heksana, tika sajaukts ar virsmas aktivu vielu (DOFH vai DDAB). Tad pievienoja magneétisko
skidrumu ar mehemita nanodalinam. Jaatzime, ka, izmantojot AFI metodi, tdens/ellas
emulsija tika ieglita pec 2 min. sonifikacijas vanna un cikloheksans iztvaicets, izmantojot

rotacijas ietvaicetaju. legtuta plana plevite tika dispergeta tideni, iegtistot vezikulas.

HVs iegtiSana ar vairaku emulsiju metodi: Organiska faze KP dalinu skidums,

kas suspendets cikloheksana; DDAB tika skidinats Saja faze. Magnetiskais skidrums ti-

9Hibridvezikulas ir vezikulas, kuras satur ne tikai magnetisko skidrumu, bet arT kvantu punktus. Tas
varetu but ka vienlamelaras, ta daudzlamelaras, kas ir atkarigs no izveletas iegtisanas metodes.

0Nanodalinas ar izteikti diskretam elektronu ITmenu energiju sistémam biezi sauc par ”kvantu pun-
ktiem” vai par ”maksligajiem atomiem” (parasti to sastavs ir ka tipiskiem pusvaditaju materialiem [14]).
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ka pievienots organiskajai fazei istabas temperatura un emulsija tika iegtita, izmantojot
maisitaju (20 s). Emulsiju loti atri ievadija tudent, tad cikloheksanu iztvaiceja 45-50°C
temperatiira slapekla plisma 30 mintsu laika.

Autori [137], analizéjot HVs fluorescentas mikroskopijas attéelu, noskaidroja, ka atskiras
fluorescence hibridas vezikulas, kas pagatavotas ar VE un AFI metodem. Fluorescence
lauj kontrolet KP lokalizaciju. Ja HVs iegtitas ar vairaku emulsiju metodi, to fluorescence
tika noverota membranu Iimeni (uz membranas un membranu ieksiené); kad vezikulas
tika iegutas ar apgrieztas fazes ietvaiceSanas metodi, tad notiek KP un NDs kopeja ie-
kapsulesana vezikulu iekseja udens tilpuma (sk. 1.15. att.). Autori arT atzimeja [137], ka
fluorescejosam KP dalinam piemit tada paradiba ka fotodegradesanas, kas ir atkariga no
fotodegradesanas notiek dazu minusu laika. Iekapsulejot KP vezikula, autori fluorescen-
taja mikroskopa noveroja, ka HVs ir loti spilgtas un fotodegradesanas efekts paradas tikai

pec dazam stundam.

1.5.3. Elektroformacijas metode

Ar elektroformacijas metodi galvenokart iegust gigantiskas vezikulas (liposomas), kas
savu izmeru del (5-200 pm) ir lieliska modelu sistéma fizikaliem un biofizikaliem pétijumiem
[147]. Gigantisko vienlamelaro vezikulu izmers ir tuvs dzivas Sunas izmeéram, atseviskas
vezikulas var tikt apskatitas optiskaja mikroskopa [148]. Gigantisko vezikulu (liposomu)
pétTjumi saistiti [149] arT ar:

e membranu izmantosanu skidumu osmotiska spiediena merijjumiem;
e membranu liekuma un elastiguma noteiksanu dazados apstaklos;
e lipida membranu un virsmu dazadu mijiedarbibu petisanu utt.

Lai izveidotu GVVs, var izmantot art liposomu elektroformacijas metodi [147-151].
Tas prieksrocibas: liposomu izmeéru homogenitate, liposomu kvalitate un iegtiSanas atrums
(elektriska lauka izmantosana paatrina GVVs izveidosanu), kas ir nozimigi darba ar bio-
molekulam. Ir aprakstita [147, 152] sekojosa GV Vs elektroizveidosanas metode: gatavo
lipidu suspensiju, kuras sastava var atrasties gan lielas vienlamelaras vezikulas (LVVs),
gan mazas vienlamelaras vezikulas (MVVs), kuras ieprieks gatavo ar tadam metodem
ka ekstruzija — lipida filtracija caur noteikta izmera membranas filtriem un rotacijas ie-
tvaicesana. ST svaigi pagatavota emulsija (lipida skidums CHCls/CHsOH) tiek ievietota
elektroformacijas suna ka viens punkts uz [AO stiklina (stiklins parklats ar indija-alvas
oksidu (InyO3: SnOy) — elektrovadosais slanis) (sk. 1.16. att. (A suna) shema), jeb uz
Pt elektrodiem (stieples D = 0,8 mm) 4-6 vietas visa garuma (sk. 1.16. att. (B suna)
shema). Organiskais skidinatajs iztvaiko vakuuma 1 stundas laika. Péc §is proceduras loti
uzmanigi un leni $tina pievieno tideni, lai noverstu lipidu dispersiju. Un tikai tad izmanto
elektrisko lauku (~ 10 Hz) un paaugstina spriegumu no 30 mV,/mm uz 400 mV/mm 10
mintusu laika. Pec 2 stundam veidojas sferiskas vezikulas. Parasti tas ir ”piestiprinatas”

pie vada. Dispersiju var ”"stimulét” ar zemfrekvencu elektrisko lauku (4 Hz).
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1.16. att.: ElektroizveidoSanas Stunas skices. A Suna: nepieciesama temperatuiras
regulesana. TAO elektrods — stiklins parklats ar indija-alvas oksidu slani (InsOj :

SnO2). B Stna: process notiek istabas temperatara [152].

Izmanto divas dazadas eksperimentalas $tunas (1.16. att.) atkariba no darba attaluma
lidz mikroskopa objektivam. A Suna (ieksejais tilpums ~ 100ul) tiek izmantota ar ellas
imersijas objektiva iestatisanu, kad ir nepiecieSama temperatiiras kontrole. Eksperi-
mentala B suna (ieksejais tilpums ~ 300ul) tiek izmantota pie istabas temperaturas, to
noverojot ar tdens imersijas objektivu. Vezikulu elektroformacijas process sakas, tiklidz
eksperimentala stna ir piepildita ar tdeni vai velamo vidi, lai izvairitos no spontanas
piebriesanas. Kopuma GVVs elektroformacija ietver tris posmus, katrs no tiem tiek kon-
trolets ar mainigu elektrisko lauku [147].

e Process ilgst laiku ¢ un atbilst lauka E ar konstantu frekvences f amplitudas pieaugumu
Iidz E..x: pamazam vezikulas sak veidoties no lipida plevites, kas bija izgulsnéta uz elek-
trodiem. Apmeram 20-30 min. laika GVVs izmers progresivi palielinas. Lai kontroletu
So posmu, elektriskajam laukam jabut pietiekami specigam, lai saglabatu vezikulu formu
tuvu sferiskai.

e Piebriesanas periods, kura laika elektriska lauka parametri (Ep.x un f) ir konstanti.
Sis periods ir svarigs, lai kontroletu vezikulu izmeru.

e Beigu (atgusanas) periods. Saja posma frekvence tiek samazinata, lai veicinatu vezikulu
veidoSanas noslegsanos un turpmaku atdalisanos no elektrodiem.

Tatad varam teikt, ka elektroformacijas metodi izmanto, kad nepiecieSsams iegut gigan-
tiskas vienlamelaras liposomas ar Sauru izmeru sadalijumu, jo to veidoSanas pamata ir

kontroléts piebriesanas process.
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1.6. Mikstu materialu petiSanas metodes

Lai iegtitu informaciju par miksto materialu 1pasibam, pielieto dazadas petisanas me-
todes. Ta piemeéram, lai iegtitu informaciju par nanodalinu inkapsulacijas efektivitati,
inkapsuléto dalinu skaitu un strukturu, pielieto magneétooptiskas metodes [153]. Hroma-
tografija tika izmantota, lai atdalitu dzelzs nanodalinas, kuras nav ieklautas liposomu
struktiiras, no magnéetiskam liposomam. Lai noverotu un novertetu mikrometru izmera
liposomu formu un izmeru, izmanto optisko mikroskopiju (pamatmetode). Lipidu bislani
neabsorbé gaismu, tatad ir nepieciesams fazu-kontrasta mikroskops [154]. Magneétiskas
liposomas (vezikulas) var noverot parasta optiska mikroskopa (Leica 40x NA 0.65), patei-
coties iekapsuléta feroskidruma oranzajai krasai [140, 155]. Liposomu pétisanai izmanto

arT transmisijas elektronmikroskopiju (TEM) un atomspeku mikroskopiju (ASM).

Troutier un lidz. [156] ir apkopojusi un analizéjusi fizikalas metodes, ko plasi izmanto

mikstu materialu petisanai un raksturosanai, tas paraditas 1.3. tabula.

1.3. tabula:
pétiSanai [156]

Eksperimentalas metodes lipidu/magnétisko nanodalinu asociatu

Metodes nosaukums

Informacija

Fluorescenta mikroskopija
Konfokala skanejosa mikroskopija

Transmisijas elektronmikroskopija
Skaneéjosa elektronmikroskopija
Krioelektronmikroskopija

Atomspeku mikroskopija

Dinamiska gaismas izkliedes metode
Elekroforetiska gaismas izkliedes metode
Ekstinkcijas mertjumi

Ramana spektroskopija

Rentgenstaru fotoelektronu spektroskopija
Plismas citometrija

Transmembranu potencialu merjjumi
Termogravimetriska analize

Diferenciala skanéjosa kalorimetrija
Fluorescenta depolarizacija

Deiterija kodolmagnétiska resonanse
Protonu kodolmagnetiska resonanse
Infrasarkana spektroskopija

Fluorescences atgusana pec fotobalinasanas

Morfologija, lipidu adsorbcija

Morfologija, lipidu adsorbcija,

liposomu membranu caurlaidiba
Morfologija

Morfologija

Morfologija, lipidu adsorbcija, adsorbcijas
mehanisms, lamelaritate (membranu struktura)
Virsmas topografija

Videjais hidrodinamiskais diametrs
Elektroforetiskais kustigums / (-potencials
Koloida stabilitate

Lipida/dalinu mijiedarbiba

Virsmas kimiskais sastavs

Lipida adsorbcija/kvantitativa analize
Liposomu membranu biezums

Lipidu daudzums

Lipidu fazu parejas temperatura

Lipidu fazu parejas temperatura

Lipidu garendifuzija, lipidu membranu sastavs
Lipidu agregatu (membranu) sastavs
Lipidu membranu sastavs

Lipidu agregatu plustamiba
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1.6.1. Magnetizacijas liknes metode

Feroskidrumu un magnetisko liposomu magnéetisko 1pasibu raksturosanai lieto vibracijas
magnetometru [157], apstradajot iegtitas magnetizacijas liknes (sk. 1.17. att.), un magnéto-

forezi [137].

o, emulg

H,Oe
0#:.::::::

5000 10000

1.17. att.: Tipiska feromagneétiska Skidruma magnetizacijas likne (¢ — magnetizacija

uz vienu masas vienibu, emu/g).

Magnetizacijas likne atspogulo magnetizacijas atkaribu no magnetiska lauka. Ap-

stradajot to, var noteikt butiskus koloidu raksturojosus lielumus:

e magnetiska Skidruma piesatinajuma magnetizacija (M;). Magnetiska skidruma mag-
netizacijas virziens ir versts uzlikta lauka virziena un ta lielums ir vienads ar magnétis-

ko momentu summu tilpuma vieniba [19];

e paramagnetiska uznemiba (x) — fizikalais lielums, kas raksturo vielas magnetizacijas

atkaribu no magnetiska lauka;

e koloidalo dalinu magnetisko momentu m; sadalijjumu, no kura var aprekinat ko-
loidalo dalinu izmeéru sadalijumu, magnetiska dzelzs oksida koncentraciju (mas.%).
Dalinu magnetiskais moments ir pamatfizikals lielums, kas raksturo vielas magneétis-
kas 1pasibas. Jo lielaks ir dalinas magnetiskais moments, jo mazaks magnetiskais

lauks H, ir nepiecieSsams piesatinajuma magnetizacijas noverosanai.

1.6.2. Dinamiskas gaismas izkliedes metode

Lai noteiktu liposomu hidrodinamisko diametru Dy, izmanto dinamiskas gaismas iz-
kliedes (DGI) metodi. ST metode balstas uz izkliedetas gaismas intensitates registraciju.
Hidrodinamiskais diametrs ir lielaks par diametru, kas meérits ar transmisijas elektronu
mikroskopu (sk. 1.18. att.) [158].

Hidrodinamiskais radiuss, vai Stoksa radiuss — objekta izmers, kuru aprekina, iz-
ejot no piepémuma, ka tam piemit sferiska forma (lodite), pec ta difuzijas koeficienta

skidruma (Dygjf)-
kT

Dajg = ——,
aif 6™ R

(1.1)
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kur k& — Bolcmana koeficients, T' — temperatura (K), n — skidruma viskozitate, = skaitlis
(3,14159), R — lodites radiuss. No (1.1) attiecibas péc difuzijas koeficienta aprekinatais

radiuss ir ta saucamais dalinas hidrodinamiskais radiuss.

1.18. att.: Nanodalinas hidrodinamiska diametra izveidoSanas attels. NDs kodola
izmers noteikts ar transmisijas elektronmikroskopu (TEM). Ry — hidrodinamiskais

radiuss, kas ir noteikts ar DGI metodi.

1.6.3. Membranu mehanisko 1pasibu noteikSanas metodes

Daba sastopamas membranas ir loti mikstas, tadel tas fluktue siltumfluktuacijas re-
zultata. So fluktuaciju merfjumi lauj giit informaciju par membranu fizikalajam Ipasibam.
Membranu mehanisko un reologisko!! Ipasibu noteiksanai tiek izmantotas gigantiskas
vienslana vezikulas (GVVs). Vezikulas tilpumu var uzskatit par konstantu, jo tas var
mainities, vienigi udenim filtrgjoties cauri membranai. Bet $is process ir loti lens. Ir di-
vi galvenie iemesli, kapec GUVs ir popularakais membranu mehanisko 1pasibu petisanas
objekts:

e vezikulu milzigais izmers lauj tas noverot optiskaja mikroskopa (tipiskais izmers
apm. 10-100 pm). Ta, pieméram, Méléard un lidz. [152, 159] noveroja gigantis-
kas vienlamelaras vezikulas spontanas deformacijas, kuras rodas Brauna kustibas

rezultata;
e samera vieglas iegisanas metodes [152, 159].

Membranu sistemu iespeja izliekties pie nelielas slodzes ir visraksturigaka mehaniska
1paSiba Sadu ”"mikstu” materialu raksturosanai; to raksturo liekuma elastibas modulis
(K3p), kuru loti gruti izmerit ta loti nelielas vertibas del (no daziem kT lidz 100 kT) un
kura lielums ir atkarigs no bislana strukturas. Terminu elastibas liekuma modulis
defingja Helfrich 1973.g. [160], vins pirmais noveérteja So ipasibu eritrocitu membranam,
izmantojot siltumfluktuacijas paradibas. Ja vezikulas tilpums ir mazaks par maksimalo
tilpumu, kads var but kermenim ar doto virsmas laukumu, tad vezikula ir nepiebriedusi

un lidz ar to var fluktuet. Raksturojot §is fluktuacijas, var noteikt membranu liekuma

HReologija — materiala deformacijas un plustamibas petisana, ieklaujot elastibas, viskozitates un plas-
tiskas Tpasibas.
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elastibu. Eksiste korelacija starp membranu mehaniskajam 1pasibam un molekulu, kuras
veido membranu, strukturu [161, 162].

Membranu liekuma elastibas noteiksanas metodes varam sadalit cetras kategorijas:

e vizuala noverosana vezikulam, kuras deformejas termisko fluktuaciju (Brauna kusti-
bas) rezultata [152, 159, 163, 164];

e mehaniska deformacija ka membranas atbilde uz mikropipetes aspiraciju; vai de-

formaciju elektriskaja lauka [154, 166];
e Rentgenstaru difrakcijas signalu analize lamelaram sistemam [152];

e petisanas objekts — magnetiskas vezikulas. Petisanas metode — magnetisko vezikulu

metode.

Magnétisko vezikulu metode. Ménager un Iidz. [155] piedavaja jaunu metodi bislana
elastibas pétisanai (magneétisko vezikulu metode). ST metode balstas uz magnetoliposo-
mu deformacijas (sk. 1.19. att.) meérisanu homogena magnetiskaja lauka. Ievietojot
magnetiskas vezikulas magnetiska lauka, tas deformejas, izstiepjoties magnetiska lau-
ka speka liniju virziena. Ta ka elipsoida laukums ir lielaks par sferas laukumu pie dota
kermena tilpuma, tad, vezikulai izstiepjoties, palielinas vezikulas projecetais laukums. Tas
notiek tadel, ka membranai pielikto magnetisko speku del pieaug spriegums membrana,
kas iztaisno membranas siltumfluktuacijas. Izmantojot So metodiku un magnetoforezes

metodi, ir iespeja aprekinat lieckuma modula vertibas liposomu membranam [154, 167].

@zﬁe, A=

1.19. att.: Magnetisko liposomu no sfériskas lidz elipsoidalai formai izlidzinasanas

deformacijas magnétiska lauka iedarbiba [155].

Piemeram, membranai, kuras sastava ir fosfolipids — 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidil-
holins (DOFH), molekulas K, = 20 kT [155]. Paradits, ka elastibas modula vertiba
mainas, kad membranai, kas veidota no DOFH, ir piemaisits oktil-3-D-glikopiranozids
(OG). Elastibas modulis K}, samazinas lidz daziem kT. Jo mazaka K}, vertiba, jo mikstaka
membrana [155]. Tas parada, ka piemaistjumi loti ietekme K, vertibu, mainot mambranas
elastibu. Membranas elastiba lauj raksturot un izvertet membranas 1pasibas un potencialo

pielietojumu.
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1.7. Materialu biosavietojamiba

Dzelzs oksida nanodalinas péc atbilstoSas virsmas apstrades (funkcionalizesanas) plasi
izmanto biomedicinas petijumos in vivo, piemeéram, Sunu markeSanai, lai neinvazivi vi-
zualizeétu marketas Stunas magneétiskas rezonanses attélu veidosanai (MRI) pec trans-
plantacijas, uzlabotu medikamentu efektivitati, genu transfekciju vai izmanto ka ins-
trumentu magnetiskaja hipertermija veza arstesanai, audu atjaunoSanai, magnetofekcijai
[6, 168, 169]. Visi sie biomedicinas un bioinzenierijas pielietojumi prasa, lai nanodalinam
ir augsta magnetizacijas vertiba un to izmers ir mazaks par 100 nm, pie Saura dalinu
izmeru sadalijuma. Turklat, ir nepiecieSama 1pasa magnetisku dalinu virsmas parklasana,
dalinam ir jabut ne tikai netoksiskam un biologiski saderigam, bet ar1 jalauj veikt
merktiecigs dalinu transports [6]. Ir zinams, ka dzelzs oksida dalinas nav toksiskas, un galu
gala sadalas, veidojot asins hemoglobmu [6]. Tomer, neskatoties uz sakotnejo parliecibu,
ka dzelzs oksida nanodalinam nepiemit citotoksiskas 1pasibas, ir pieradits, ka augsta in-
tracelulara koncentracija, kura ir nepieciesama MRI efektivitatei, rada nopietnus draudus
sunu homeostazei [170]. Soenen un lidz. [168] testéja dzelzs oksida nanodalinas ar 4
dazadu veidu parklajumu:

(a) nanodalinas, parklatas ar dekstranu (Endorem);

(b) nanodalinas, parklatas ar karboksidekstranu (Resovist);

(¢) nanodalinas, parklatas ar lipidu — katjonas magnetoliposomas (MLs) (3.33% distea-
roiltrimetilamonija propans (DSTAP));

(d) loti mazas dzelzs oksida nanodalinas, parklatas ar citratu (DONDs/citr).

Izmantojot sistematiskus petijumus, tika noteiktas drosas koncentracijas katram dalinu
tipam, paradot, ka MLs var ievest lidz 67,37 + 5.98 pg Fe/stuna, bet DONDs/citr. ir
vistoksiskakas dalinas un var sasniegt tikai 18,65 + 2,07 pg Fe/suna. Tika paradits,
ka MRI efektivai vizualizeésanai nepieciesams lietot: (a) lidz 500 sunas/ul marketas ar
dzelzs oksida nanodalinam; (b) tikai 50 sunas/ul marketas ar MLs, un (c) 200 $tunas/ul
markétas ar Endorem un Resovist. Sie rezultati parada, cik svarigi ir padzilinats citotok-
siskas aktivitates novertejums Sinu markesanas petijjumiem, ka arl pie netoksisko kon-
centraciju lielumiem dazas dalinas skiet mazak piemerotas MRI vizualizeésanai marketas
sunas. Analizejot literatuiras datus, varam atzimet, ka, neskatoties uz kop€jo viedokli, ka
dzelzs nanodalinas ir it ka netoksiskas un biosavietojamas, dzilaka So jautajumu petisana
lauj iegut informaciju par drosako koncentraciju un dalinu parklajumu, kuri ir efektivi un
drosi dzivajiem organismiem un lauj nodrosinat dalinu pielietojuma merki.

Veselas aknas satur aptuveni 0,2 mg Fe/g, un cilveka kermeni kopuma dzelzs de-
po satur lidz 3500 mg Fe. Dzelzs oksida daudzums, kas izmantojams diagnostiskiem
izmeklejumiem (no 50 Iidz 200 mg Fe), ir neliels, salidzinot ar kermena normalo dzelzs sa-
turu [171]. Hroniska dzelzs toksicitate attistas tad, ja dzelzs koncentracija aknas parsniedz
4 mg Fe/g [171].
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2.1. Pielietotie materiali un aparatura

2.1.1. Reagenti
Magnetisko koloidu iegusanai

FeCl, - 4H,0, FeCl; - 6H,0, Fe(NO3)s (Fluka), HCl, NH4OH (Scharlau Chemie S.A.),
HNO; (Lach:Ner).

Nanodalinu parklasanai

Natrija citrats (Lach:Ner); dekstrans ar molmasu 100000 Da (dekstrans 100), dekstrans
ar molmasu 40000 Da (dekstrans 40), karboksimetildekstrana natrija sals ar molmasu
14400 Da (KM-dekstrans) (Sigma-Aldrich).

Magnetisko nanodalinu funkcionalizeéSana ar rodamimu B

Rodamins B, dimerkaptodzintarskabe (DMSA), cistamins, tetrametilamonija hidroksids
(TMAH) (Acros Organics); 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimida salsskaba sals
(EDK - HC) (Alfa Aesar); KOH, HCI], NaCl (Lach:Ner).

Dzelzs jonu koncentracijas noteikSanai

5-Sulfosalicilskabe, HNOj3 (Lach:Ner); NH,OH (Scharlau Chemie S.A.).

Vezikulu (liposomu) iegtsanai

Hloroforms, dietileteris (Lach:Ner); 1,1-3,5-di(dodeciloksikarbonil )-4-fenil-1,4-dihidropiridin-
2,6-diil]dimetilen-bispiridinija dibromids (KP-11) — sintezéets OSI Membranaktivu savie-
nojumu un 3-diketonu laboratorija, tirtha virs 98%.

2.1.2. Aparatura

e Svari KERN ABJ 220-4 Kern&Sohn GmbH, maksimalais sverSanas svars 220 g
(£0, 2 mg), precizitate 0,0001 g.

e pH-metrs Sartorius Basic Meter PB-11, merdiapazons 0 = 14 (10, 01), kalibracijas
standarti pH = 4, pH = 7, pH = 10 (Reagecon).

e Spektrofotometrs UviLine 9400 SI Analytics.
e Ultraskanas vanna Sonorexr Type RK 100.

e Rotacijas ietvaicetajs R-210 Buchi ar membransukni (/lmvac GmbH), izmanto magnétisku

liposomu iegtisanai.

e Centrifuga Eppendorf 5804.
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e Vibrometrijas magnetometrs Lake Shore Cryotronics, Inc., model 7404 VSM koloidu
magnétisko Tpasibu noteikSanai, ar atbilstoso programmatiiru (software) iegtito mag-
netizacijas datu apstradasanai. Programmaturas autors M.Maiorovs (LU Fizikas

instituts).

e Zetasizer Nano S90 aparats Malvern Instruments Ltd. ar originalo programatiiru

dalinu hidrodinamisko parametru noteiksanai.

e Optiska mikroskopija. Izmanto inversijas mikroskopu Leica DMI13000 B Leica

Microsystems, objektivs ar palielinajumu 40x.

e Atomspeku mikroskopija (ASM) (LU Kimiskas fizikas instituts). Nanoagregatu
strukturas tika petitas ar atomspeku mikroskopu MFP-3D-BIO Asylum Research.
Attelus registreja Baiba Skrivele (OSI, MAS).

e Transmisijas elektronmikroskopija. Vezikulu (liposomu un NDs attelus registréja
Dr. habil. biol. V.Ose (Latvijas Biomedicinas pétjjumu un studiju centrs) ar transmi-
sijas elektronmikroskopu JEM-1230 JEOL Ltd., ar paatrinoSo spriegumu 100 kV.
(Liposomu suspensijas (iegutas ar spontanas piebriesanas metodi) adsorbe uz oglekla-
formvar parklata Cu rezga un negativi iekraso ar 1% uranilacetata udens skidumu.

Liposomu suspensiju, kas iegtita ar AFI metodi, nekraso.

e Magnetisku dalinu rentgenogrammas ieguva Dr. fiz. A.Misnovs (Fizikali organiskas
kimijas laboratorija, OSI) ar pulverdifraktometru ULTIMA IV Rigaku, Japana.
CuKj starojums, Ni- filtrs, 40x40 mA, 1,6 kW. X’Pert HighScore datu baze PDF+.

e Mikrokonvekcijas attelus registréja un rezultatu analizeja Dr. fiz. K.Erglis un
G.Kitenbergs (Teoretiskas fizikas katedras Magnetisko mikstu materialu laboratorija
(MMML), LU FMF), izmantojot mikroskopu, kas aprikots ar dalinu attelu atrumu
merisanas (DAAM) iekartu (Dantec Dynamics).

e Termogravimetriska (T'G) un diferenciala termala analize (DTA) tika veikta izman-
tojot SHIMADZU DTG-60 instrumentu Ar atmosfera (plusma 50 ml/min., Argons
5.0 no AGA Ltd.) (Dr. fiz. J.Kleperis, Udenraza energétikas materialu laboratorija,
LU Cietvielas fizikas instituts).
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2.2. Magnetisko koloidu iegiiSanas un petisanas

metodes

2.2.1. Skabu magnetisko koloidu iegiiSana

FeCly-4H50 un FeCl3-6H,0 attieciba 1/2 skidina udent (350 ml). Nepartraukti kratot
30 min. laika pievieno pa pilienam 11 M NH,OH skidumu (25 ml). Izgulsnéjas anjonas
magnetita (Fe3O4) nanodalinas. Tas atdala no tdens fazes ar magnéta palidzibu un divas
reizes skalo ar destiletu tideni, kratot 10 min. Pec skaloSanas magnetita nanodalinas
atdala ar pastavigo magnetu vai centrifugesanu. Pie atdalitajam nogulsnem pievieno 2 M
HNOj; (40 ml), kratot 30 min. Lai ieguitu mehemita (y-Fe;O3) nanodalinas, magnetita
nogulsnes okside ar 0,34 M Fe(NOj); skidumu, sildot 90°C temperatura lidz ~-FesOg
iegtisanai. Novero raksturigu nogulsnu krasas mainu — tas paliek brunas. Magnetisko

skidrumu iegust, atdalitas nogulsnes peptizejot ar udeni.

2.2.2. Mehemita nanodalinu parklasana ar citratjoniem

Nanodalinu parklasana ar citratjoniem notiek péec skaba magneétiska skidruma (FFg)
iegtisanas. Nepieciesamo FFy daudzumu ielej glaze, kas atrodas tidens vanna, un karse
lidz 90°C, vienlaicigi maisa un titre ar 0,5 M natrija citrata skiduma tudeni. Nanodalinu
parklasana tiek kontroleta ar pH-metru (Sartorius Basic Meter PB-11) Iidz nepieciesama
pH iegtisanai. Tad titrésana tiek partraukta. Skidrums vel 20-30 min. tiek maisits. Péc
atdzesesanas iegutais feroskidrums ar y-Fe; O3 /citr NDs tiek centrifugets 10 min pie 9000

rpm apgriezieniem. Tada veida tiek ieguts feroskidrums ar negativi ladetam NDs (FF ;).

2.2.3. Magnetisko nanodalinu funkcionalizésana ar rodaminu B

17 mg rodamina B (RhB), 4 mg cistamma (pH = 3), 7 mg sausa EDK - HCI iemaisa
25 ml udens (pH = 3,2). Ar 0,1M KOH regule kopejo skiduma pH Iidz 5,3. Pie sis pH
vertibas Skidumu maisa 3 stundas. Tad pievieno 25 mg DMDS un 1,25 ml FFgy (1M)
un vel maisa 2 stundas pie pH = 3. MaisiSanas laika jaregule pH vertiba, lai saglabajas
pH=3.

Radusas hibrida magnetiskas nanodalinas atri atdala ar pastaviga magneta palidzibu.
Tas divreiz mazga ar udeni. Tad pievieno 25 ml udens. Ar 0,1M TMAH regule skiduma
pH diapazona 9-10, maisot vél 45 min. Skidumu neitralizé ar 0,1M HCI Iidz pH = 7.
Pie iegutas dispersijas pieliek NaCl (0,1 g NaCl uz katriem dispersijas 10 ml) — no-
tiek flokulacija. Nogulsnes atdala ar pastavigo magnetu un redisperge 25 ml tdens.
Mazgasanas proceduru (flokulacija, dekantésana, redispergesana) atkarto tikmer, kamer
virsgjais Skidruma slanis nebus pilnigi atmazgats no lieka RhB). Kad supernatantam nav
krasas, nogulsnes redisperge udeni (vai HEPES bufer1). Iegutas magnetiskas dalinas,

funkcionalizetas ar rodaminu B, glaba ledusskapt tumsa pudele, kas ir apvilkta ar foliju.
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2.2.4. Magnetisku nanodalinu parklasana ar dekstraniem

Dzelzs oksida nanodalinu parklasanai ar dekstraniem tika lietotas divas metodes.

1. Parklasana ar dekstranu notiek vienlaicigi (in situ) ar dzelzs salu lidzizgulsnesanu
sarmaina vide ar turpmaku magnetisko koloidu izveidoSanu. legiita magnetita ko-
loida pH = 11. Ar dializes palidzibu pH lielums tiek mainits Iidz pH=7 vertibai.
Parklatas dalinas ir Fe3O4. Feroskidrumu ar dekstranu parklatam nanodalinam

centrifuge, lai atdalitu dalinu agregatus.

Metodes apraksts. FeCl,-4H50 un FeCl;-6H,0 attieciba 1:2 skidina udent (100
ml). Nepartraukti maisot 15 min. 60°C temperatiira, pielej 100 ml 10% dekstrana
skiduma (vai KM-dekstrana). Nepartraukti maisot vel 30 min. 60°C temperatura,
pa pilienam pievieno 11M NH4OH skidumu (25 ml). Ieguto magnetisko koloidu
(FesO,4 dalinas parklatas ar dekstranu) dialize 24-72 stundas (sk. 2.1. attela). Ar
pH-metra palidzibu kontrole pH vertibas izmainu. Kad tidens pH klust sarmains,

piem. pH = 8, tidens tiek mainits.

2.1. att.: Dializes procesa realizéSana laboratorija. Dialize (dializes materials ar
caurlaidibu vielam ar molmasu, kas ir mazaka par 12400). Ar pH-metru tiek kon-

troleta tidens pH izmaina.

2. Magnetisko koloidu parklasana ar dekstranu notiek pec to iegtiSanas. Parklatas
dalinas ir 7-Fe,O3. Teguta koloida (v-Fe,O3 dalinas parklatas ar dekstranu) pH =

1,5. Izmantojot dializi, var mainit feroskidruma pH vertibu Iidz 3,5.

Ja izmanto feroskidrumu ar nanodalinam, kas parklatas ar citratjoniem (FF, ), var

iegut FFqes ar fiziologisko pH vertibu (pH = 7).

Metodes apraksts. Pie ieguta skaba feroskidruma (40 ml) pielej 40 ml 10%
dekstrana skiduma. Nepartraukti maisot 30 min. silda 60°C temperatura, vai 2

stundas 37°C temperatura.
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2.2.5. Dzelzs jonu koncentracijas noteikSana

Lai noteiktu dzelzs jonu koncentraciju feroskidruma, izmanto kalorimetrisko analizi.
Dzelzs koncentraciju feroskidruma nosaka ar sulfosalicilskabes palidzibu [172], izmantojot
spektrofotometru UviLine 9400. Pie A = 425 nm meéra parauga (sarmaina vide) optisko

blivumu un pec kalibresanas Iiknes nosaka Fe saturu feroskidruma.

Reagenti Sulfosalicilskabe, 10% skidums, vai natrija sulfosalicilats, piesatinats NH,OH
skidums udent (2:3). Standarta Fe (III) skidums, kas satur Fe 100 pg/ml (pagatavots no
FG(N03)3 . 9HQO)

Kopegjas dzelzs jonu koncentracijas noteikSana. Analizejama skiduma 10 ml jasatur
dzelzs no 1 lidz 10 pug. Koncentretie skidumi ieprieks tiek atskaiditi merkolba, lai nemta
alikvota dala saturétu Fe jonu noradita diapazona. Skidumam jabiit neitralam vai vaji
skabam. Pielej 5 ml sulfosalicilskabes, 5 ml amonjaka tdens skiduma, maisa un pec 10
min. mera parauga optisko blivumu pie A = 425 nm.

Rezultatus atrod izmantojot kalibresanas Iikni, kuru iegtst tados pat apstaklos ana-

lizéjot paraugus, izmantojot Fe (III) standarta skidumus.

2.2.6. Termogravimetriska un diferenciala termala

analize

Lai noteiktu temperatiru, kad karsesanas laika sakas izmainas cietam KP-11 parau-
gam, lieto termogravimetrisko (TG) un diferencialo termalo analizi (DTA), izmantojot
SHIMADZU DTG-60 instrumentu argona atmosfera (plusma 50 ml/min.).

Nosver 30,712 mg KP-11, ko ievieto aluminija stuna, kura, savukart, tiek ievietota
ierice. Paraugu leni karsé (1 stundu), pacelot temperaturu no 20 lidz 300°C. Siltuma
emisija (vai absorbcija) merita attieciba pret inertu materialu (aluminijs) inerta (Ar) at-
mosfera, izmantojot termopari, kas atrodas parauga un inerta materiala. Registre tempe-
ratlras izmainas parauga pret salidzinoso inerta materiala starpibu (DTA, V). DTA/TG

rezultats tika paradits grafiski.

2.2.7. Mikrokonvekcijas eksperiments

Eksperimentali mikrokonvekcija tiek pétita Hele-Sou tuvinajuma, t.i., izmantojot $tinu,
kuras gareniskie izmeri daudzkart parsniedz biezumu (10,0x 10,0x 0, 127 mm). Stina tiek
ievietota spole, kas rada homogenu magneétisko lauku perpendikulari sunas plaknei (sk.2.2.
att.). Sakotneji tiek iepildits magnetiskais skidrums (tdens bazes) (09-12 FFy) no viena
stunas gala, Iidz tas aiznem pusi no $unas, veidojot pusmeness formas izliekumu. Tad no
otra gala leni tiek pildits udens ar fluorescentam dalinam (D = 1 um; @y, = 0, 1%), lidz
abu skidrumu virsmas saskaras. No saskarSanas briza notiek atskirigo koncentraciju iz-

saukta samaisiSanas, kuru pastiprina magnetiskas mikrokonvcekcijas paradiba, ja magne-
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tiskais lauks parsniedz slieksna vertibu. SamaisiSana tiek noverots ar optisko mikrosko-
pu Leica DMI13000 B (objektivs 10x), kas aprikots ar dalinu attélu atrumu meérisanas
(DAAM) iekartu (Dantec Dynamics). SamaisiSanas process tiek registrets ar divam ka-

meram ar filmesanas atrumu 250 kadri/s un 15,2 kadri/s.

caurulite, pa kuru
. Suna tiek ievadits udens

2.2. att.: Eksperimentala ierice magneétiskas mikrokonvekcijas merisanai.

2.2.8. Dalinu hidrodinamisko parametru noteikSana

Paraugu hidrodinamisko diametru noteica ar dinamiskas gaismas izkliedes metodi
(DGI) izmantojot Zetasizer Nano S90 ierici. Apstarojuma lazera A = 633 nm. Ana-
lizesanai nem 1-1,5 ml parauga (liposomas, feroskidrumi), kas sagatavots pec 2.2.1-2.2.4;
2.3.1 un 2.3.3.-2.3.5 nodalu apraksta, ievieto to ierice. Parauga analizes rezultati pec
apstrades ar ierices programmatiru tiek izvaditi uz displeju. Rezultats var tikt sniegts

gan tabulas forma, gan grafiski.
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2.3. Liposomu ieguiSana

2.3.1. 1,4-Dihidropiridina atvasinajumu liposomu iegusana

Liposomu dispersijas bez magneétiska skidruma iegusana (KP-11/H,0). Pie
15,5 mg 1,4-DHP atvasinajuma KP-11 pielej 5 ml tidens un sonifice Sonorez ultraskanas
vanna 30 min.

1,4-DHP atvasinajumu daudzumu var mainit, atkartha no nepiecieSsamibas.

2.3.2. Kritiskas micellu koncentracijas noteikSana

Savienojumu kritiska micellu koncentracija tika noteikta, izmantojot Zetasizer Nano
S90 iekartu ar Malvern Instruments Ltd programmaturu. Savienojumu paraugi tika ieguiti
ka 10 skidumu sérija, koncentraciju diapazona no 0,5 mg/ml Iidz 0,1-1072 mg/ml. Katrs

nakosais skidums tiek pagatavots divas reizes atskaidot ieprieksejo.

2.3.3. Magnetisko liposomu iegiiSana, sonificejot paraugu

Liposomu dispersijas, izmantojot FF., ar negativi ladetam NDs iegiiSana
(KP-11/FF,/H20). Pie 15,5 mg 1,4-DHP atvasinajuma KP-11 pielej 5 ml udens,

4,5 pl 09-12 FF ., un sonifice Sonorex ultraskanas vanna apmeram 60 min.

Liposomu dispersijas, izmantojot FFy, ar pozitivi ladetam NDs iegusana (KP-
11/FFy/H20). Pie 15,5 mg 1,4-DHP atvasinajuma KP-11 pielej 5 ml udens, 4,5 ul

10-03 FFy un sonifice Sonorex ultraskanas vanna 40 min.

2.3.4. Spontanas piebrieSanas metode

Petri traucina ievieto 5 mg 1,4-DHP atvasinajuma KP-11, kas Skidinats hloroforma.
Pec hloroforma iztvaikoSanas veidojas plana lipidu plevite, kura iemaisa feroskidrumu,
lidz veidojas oranza taukaina plevite. Tad virs plevites ielej 1-2 ml destileta tidens. Petri

traucinu karse pie 45°C tudens vanna, Iidz liposomu parejai udent.

2.3.5. Apgrieztas fazes ietvaicesanas metode

Pie noteikta daudzuma (no 100 lidz 900 ul) 1,4-DHP atvasinajuma KP-11/hloroforma
skiduma (KP-11 koncentracija 10 mg/ml) pielej dietileteri (3 ml) un magnetisko skidrumu
(1 ml) (v-FesO3 nanodalinas). Veic sonificesanu Sonorer ultraskanas vanna 20 min.,
lai iegutu HyO/organiskas fazes emulsiju. Lai iegtitu liposomas, no emulsijas vakuuma
ietvaice eteri un hloroformu (ietvaicesanas temperatura 25°C, un procesa laiks no 15 lidz
30 min.).
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2.4. Bislanu membranu mehanisko 1pasibu petiSana

2.4.1. Magnetoforeze

Magnetoforezes eksperimentu veic optiska mikroskopa, lai noteiktu magnetoliposoma
ieklauta feroskidruma magnetiskas 1pasibas un ta atskaidiSanas faktoru «. Liposomu
magnetoforeze tiek veikta nehomogena pastaviga magneta magnetiska lauka ar gradientu
d/dx = 360 Oe/cm un intensitati H, = 630 Oe pie istabas temperaturas. Veziku-
lu kustibas atrumu v iegust, apstradajot optiskas mikroskopijas attelus ar programmu

ImageJ [173]. Vezikulas tiek analizétas pa vienai.

Petito vezikulu magnetisko momentu m,., magnetiska lauka H,, iegiist, izmantojot

Stoksa vienadojumu:
_ 3mnDyv

mveS(Hm) - W? (21)

kur 7 — dispersiju vides viskozitate (musu gadijuma tas ir udens), un Dy — vezikulu hidro-
dinamiskais diametrs, vienads ar vezikulas diametru "nulles” lauka D§®, kas ir noverojams
optiska mikroskopa. Mye,(Hpm) = Vies Myes(Hp ), kur Vi, ir vezikulas tilpums un Mes(H,y,)
— vezikula ieklauta atskaidita feroskidruma magnetizacija.

Izmantota feroskidruma magnetizacija magnetiska lauka H ir proporcionala liposoma
ieklauto nanodalinu tilpuma dalai ®.,; Prr — ir sakuma feroskidruma nanodalinu tilpuma

dala. Atskaidisanas parametrs a = ®,/Ppp tiek aprekinats no sakaribas:

. Mvez(Hm) - mves(Hm)
MFF(Hm) ‘/vezMFF<Hm) ’

o (2.2)

kur magetizacija; Mpp(H,,) — izmantota feroskidruma magnetizacija.

2.4.2. Magnetisko vezikulu elastibas modula (K;,) noteikSana

Dispersiju, kas satur magnetiskas vezikulas, ievieto optiska stina ar biezumu 65 pm.
Vezikulu deformaciju homogena magnetiska lauka novero optiska mikroskopa ar fazu
kontrastu pie istabas temperatiras. Attelu apstradasanai izmanto ImageJ programmu
[173]. Homogenais magnetiskais lauks radits ar ¢etru spolisu palidzibu. Katru spoli veido
368 0,7mm biezuma Cu stieples vijumi, kas dod kopeja magnetiska lauka H intensitati
0-200 Oe. Vezikulu deformaciju raksturo tas ekscentricitate e = /1 — (b/a)? (a un b
attiecigi vezikulas ka elipsoida garas un 1sas ass izmeri).

Cebers un Perzynski [174] izstradaja ieguto datu aprekinu metodi, lai iegutu bislana
membranas liekuma elastibas modula vertibu lielu deformaciju gadijjumam. Sakariba
starp ekscentricitati e, vezikulu magnetizaciju Mye,(Hiy) un dubultslana spriegumu 7
[175] ir:

M2, Dy 1

VezZ

h(e), (2.3)

T ™
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kur Dy — vezikulu optiska mikroskopa noverojamais diametrs. Funkcija h(e) ir:

(3 —2€e?)(1—e?)'/2/e? — (3 — 4¢?) arcsin(e) /3
(1—e2)7/5((3—e?)log ((1+e€)/(L—¢))/ed —6/e*)

h(e) =

Elipsoidala vezikula tas magnetizaciju M., un tas spriegumu 7 nosaka ieksejais magnetis-
kais lauks Hiy, = H — 47N (e) Mye,, kur N(e) ir elipsoida demagnetizacijas koeficients. Ta
ka magnetiskas 1pasibas ir diezgan vajas, Hy,, = H.

Svariga nepiebriedusas vezikulas deformacijas ipasiba ir bislana sprieguma pieaugums

pie ta termisko fluktuaciju izlidzinasanas

81K, %) '

24
kT X (24)

T = To€exp (
o ir sakotnéjais dubultslana spriegums, kad nav uzlikts magneétiskais lauks (pie lauka nul-
les vertibas), 7 — spriegums, kad uzlikts magnetiskais lauks, g ir vezikulu virsmas laukums
pie nulles magnetiska lauka; AY ir vezikulu virsmas laukuma palielinajums magneétiska
lauka. Elipsoidalas vezikulas gadijuma:

AY,  arcsin(e) /e + (1 — e?)!/?

Yo - 2(1 — e2)1/6 —1=f(e). (2.5)

Izsakot M., ar izmantota sintézes procesa feroskidruma magnetizaciju Mpr un ta atskaidi-
sanas faktoru « saskana ar (2.3), (2.4) un (2.5), iegustam sakaribu:

My = Le)m exp (8k1§bf(e)> , (2.6)

Tl Dy

kur gan e, gan My ir atkarigi no magnetiska lauka. Izmantojot feroskidruma magnetiza-
cijas likni Mpp(H), datu pari (e, H) transformejas uz pari (e, Mgp), kurus, saskana ar
sakaribu 2.6, apraksta funkcija c1h(e) exp(caf(e)).

No datu aproksimacijas iegtitie parametri ¢; un cs ir attiecigi saistiti ar 7o un Kj:

C2
Ky = —kgT 2.7
b 87T B4 ( )

70 = TDy%cia” . (2.8)
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3.1. Iegiuto magnetisko Skidrumu ipaSibas

Lai veiktu magnetisku feroskidrumu petisanu, funkcionalizesanu un mikstu materialu
magnetisko nanosistemu veidosanu, tika sintezeta virkne feroskidrumu (FF) paraugu, iz-

mantojot lidzizgulsnesanas metodi [30, 31] péc reakcijas shemas:
QFGClg + Fe012 + 8NH4OH — F6304\l/ + 8NH4C1 + 4H20 .

legiita magnetita nogulsnes tika apstradatas ar Fe(NO3) skidumu pie 90°C. Saja sintézes
posma magnetita (FesO4) nanodalinas (NDs) tika oksidetas, lai iegitu mehemita (-
Fe;03) nanodalinas. Magnetiskie skidrumi tika ieguti, peptizejot mehemita NDs udent.
Tada veida tika iegtiti skabie feroskidrumi ar mehemita nanodalinam, kuru virsmas ladins
ir pozitivs, ka art feroskidrumi ar nanodalinam, kas parklatas ar citratjoniem (NDs/citr),
kuru virsmas ladigs ir negativs (FF,).

Feroskidrumu magnetiskas ipasibas var ilustret, paradot skidrumu mijiedarbibu ar
pastavigu magnetu (sk. 3.1. (a) att.). Megene ar FF turas pie magnéta bez jebkada
stiprinajuma. Magnetisku nanodalinu (NDs) transmisijas elektronmikroskopijas (TEM)
attels paradits 3.1. (b) attela.

3.1. att.: (a) Skaba feroskidruma (~-FeoO3 nanodalinas) magnétisko Ipasibu de-
monstracija; (b) mehemita nanodalipu TEM attéls. Merogiedala 50 nm.

Feroskidrumi, kas iegiiti talakai izmantosSanai, tika petiti, lai iegtitu nepiecieSsamo in-
formaciju par to strukturu, magnetiskajam ipasibam, MNDs koncentracijam un NDs
izmeru sadalijumiem, kura ir apkopota tabulas, paraditas talak: magnétiskas 1pasibas
— 3.3. tabula, NDs koncentracijas un to tilpumu dalas — 3.4. tabula. Sikak par tabulas

ieklautajiem rezultatiem tiks skaidrots sekojosas nodalas.
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3.1.1. Nanodalinu struktira un sastavs

Ar rentgenstarojuma difraktometriju’ tika noskaidrota iegtita magnetiska skidruma
dalinu struktura. Tika petiti skaba feroskidruma (FFg) un feroskidruma, kura NDs
parklatas ar citratjoniem (FF.,), paraugi. Lai sagatavotu paraugu analizei, izmanto-
jot pulverdifraktometru, feroskidrumu paraugi pirms tam tika zaveti lidz pulverveida
stavoklim istabas temperatira. Skaba feroskidruma parauga rentgenogramma paradita
3.2. attela un to apstrades rezultati paraditi 3.1. tabula. FF paraugs, kura dalinas
parklatas ar citratjoniem (FF ., ), dod lidzigu rentgenogrammu, tikai maksimumi ir mazaki

neka FFy nanodalinam.
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3.2. att.: Feroskidruma (paraugs 12-01 FFy) nanodalinu rentgenogramma. 20 ir
difrakcijas lenkis.

3.1. tabula: Feroskidruma (paraugs 12-01 FF; ) dzelzs oksida rentgenogrammas mak-

simumi (3.2. att.) d — starpplakpu attalums. FWHM - refleksa pusplatums (Full
Width at Half Maximum), (°).

Nr. [ Poz. 20 (°)] | FWHM (°) [ d (A) | Rel. Int. (%)
1. 35,54 0,79 2,526 73
2. 62,85 1,15 1,478 100

legtito datu salidzinasana ar PDF4+ datu bazes datiem, izmantojot X-Pert HighScore
programmu, paradija, ka eksperimentala rentgenogramma atbilst mehemita fazei, kas sa-
stav parsvara no Mehemita-C, (struktiira — kubiska, a(A) = 8,35, krasa gaisi brina)
un Mehemita-Q (struktiira — tetragonala, a(A) = 8,34,c(A) = 25,02, krasa — brina).
Mehemitam-(QQ ir magnetitam lidziga struktira, kas atskiras no FesO, strukturas, jo
satur vakances oktaedriskas starppozicijas. Vakances var but haotiskas vai sakartotas,
kristalrezgim ir tetragonala simetrija [176]. Mehemita-Q modifikacija ir metastabila at-
tieciba pret hematita (a-Fe,O3) veidosanos. No Messbauera spektroskoskopijas un struk-

turaliem datiem [177] ieguta informacija liecina, ka vislielakajai deformacijai ir paklauti

Nanodalinu rentgenogrammu registreja A.Misnovs (Fizikali organiskas kimijas laboratorija, OSI)
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dzelzs joni tetraedriskas pozicijas. Izmantojot rentgenliniju platumu (sk. FWHM vertibas
3.1. tabula) un Serera formulu (3.1), tika aprekinats kristalttu (nanodalinu) vidgjais izmers

DOI
0,9

0= beosh’

kur A = 1,542 A ir starojuma vilna garums, b — refleksa pusplatums (°) un 6 — difrakcijas

(3.1)

lenkis (sk. tabula 3.1.). Paradits, ka petita parauga vidéjais dalinu izmers Dy atrodas
8,50-11,50 nm intervala.

3.1.2. Feroskidrumu magnetiskas ipasibas

leguto feroskidrumu magnetiskas ipasibas tika noteiktas, merot un apstradajot to mag-
netizacijas liknes, kuras tika ieglitas izmantojot vibracijas magnetometru®. 3.3. attela
paraditas feroskidrumu paraugu (12-01 FFg) un ta skidruma pec centrifugesanas (12-

01 FF¢,) magnetizacijas liknes (20 min.; 9000 rpm apgr.).
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3.3. att.: Feroskidruma 12-01 FFy, magnetizacijas Iiknes: (1) pirms centrifugésanas
(piesatinajuma magnetizacija, M; = 7,18 emu/g); un (2) péec centrifugesanas (12-01
FFS) (Ms = 5,82 emu/g). H — magnetiska lauka intensitate; ¢ — Ipatn€ja magne-

tizacija.

Magnetizacijas Iiknem, kas paraditas 3.3. attela, piemit superparamagnetikiem rak-
sturiga forma, jo dalinu magnetizacijas nelielas vertibas magnetiskaja lauka pieaug un,
palielinot magnetiska lauka vertibas, iziet uz piesatinajumu [19, 157]; tas apliecina, ka
ir ieglitas feromagnetiskas dalinas ar nepiecieSsamajam ipasibam. Jo lielaks ir dalinas
magnetiskais moments, jo mazaks magnetiskais lauks H ir nepiecieSams piesatinajuma
magnetizacijas noverosanai. Magnetizacijas liknes piesatinasanu ne 1pasi lielos laukos
sauc par superparamagnetismu, bet materialus, kam piemit Sadas 1pasibas, sauc par su-
perparamagnetikiem [19].

Centrifugejot feroskidrumu, var ne tikai sasaurinat izmeru sadalijumu, bet ar1 sadalit

FF pec to veidojoso nanodalinu izmeriem, atdalot NDs, kuru izmers ir lielaks neka sa-

2Rezultatus ieguva M.Majorovs, LU FI



3.1. IEGUTO MAGNETISKO SKIDRUMU iPASIBAS 67

dalijuma maksimuma videjais NDs diametrs (sk. 3.4. att.). Parauga 12-01 FF Iidz un pec
centrifugesanas raksturojosie lielumi ir apkopoti 3.2. tabula. Salidzinot 3.3. attela liknes,
redzams, ka dalinam ar lielaku izmeru piemit lielaki magnetiskie momenti, kas ietekme
piesatinajuma magnetizaciju (sk. 3.2. tabula). Redispergejot noseédusas dalinas, var iegut

feroskidrumu ar lielaku magnetisko nanodalinu koncentraciju (3.3. tabula paraugs nr.1.).

10 f)
g 8
= !
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| ! 1 |
Dbl'llnl IDE]’V | I Dmdx
— ! |<_
Dy (nm)
3.4. att.: Parauga 12-01FFy nanodalinpu izmeéru sadalijjumu histogrammas: fe-

roSkidrums pirms centrifugéSanas (1) un pec centrifugesanas (12-01FF ) (2).

3.2. tabula: Feroskidrumu 12-01FFy un 12-01FF¢_ (paraugs pec centrifugésanas)
raksturojosie lielumi, kuri iegtiti, apstradajot magnetizacijas Iiknes (sk. 3.3. att.).

Paraugs: | 12-01FF,, | 12-01 FF¢,
Piesatinajuma magnetizacija (M;), emu/g: 7,18 5,82
Sakotneja magnétiska uznemiba (), cm?/g: 7,68-1073 | 4,54-1073
NDs magnetiskais moments (m;), emu: 1,10-107% | 9,40- 1071
Mehemita koncentracija, mas.% : 8,76 7,17
Mehemita tilpuma dala (® iﬁ;gn) %: 1,79 1,46
Nanodalinu, kuru ir visvairak feroskidruma,

diametrs (Dg"), nm: 16,30 15,40
Maksimalais nanodalinu diametrs (D§***), nm: 22,50 20,20
Minimalais nanodalinu diametrs (DF"), nm: 9,80 9,50

leguto magnetisko skidrumu (FFg un FF ;) raksturojosie lielumi ir apkopoti 3.3. ta-
bula. Piesatinajuma magnetizacijas M; lielums ir vienads ar magnétisko momentu (m;)
summu tilpuma vieniba. Sakotneja magnetiska uznemiba raksturo lauka orientejosas ie-
darbibas konkurenci ar dalinu siltumfluktuacijam, ka rezultata pie mazam lauka vertibam
tikai neliels dalinu skaits, ko nosaka attieciba m;H/kgT, ir orientets lauka virziena, kas
vides magnetizacijai dod ieguldijumu M ~ nmgm;H/kpT. Saja gadijuma sakotnejo
uznemibu izsaka ar vienadojumu y ~ nm?/kgT (precizu aprekinu dod x = nm?/3kgT —
Lanzevena formula). Sakotnéja magnetiska uznemiba — ta ir uznémiba, kuru mera mazos
magneétiskos laukos un ta atbilst magneétizacijas liknes linearajai dalai (sk. 3.3. att.).

Visi feroskidrumi, kas paraditi 3.3. tabula, ieguiti izmantojot vienu iegtiSanas pro-

ceduru. Lielaku NDs koncentraciju var iegiit, izmantojot centrifugesanu un redispergejot
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nogulsnes mazaka tudens apjoma. Kad sintezi realize vienados nosacijumos, iegtitais re-
zultats var atskirties, jo metodes gaita ir daudz gadijuma rakstura faktoru, piemeram,
var rasties magnetisko dalinu zudumi daudzkarteja magnéetisko nogulsnu mazgasana un

atdaliSanas posma. Sintézes procesa veidojas plags NDs izmeru sadalijums.

3.3. tabula: Ar magnetizacijas liknes metodi iegiitie magnétisko koloidu raksturojosie
lielumi. FFg— feroskidrumi ar pozitivi ladetam nanodalinam. FF ;. — feroskidrumi
ar negativi ladetam NDs, kas parklatas ar citratjoniem.

Nr. | Paraugs Piesat. | Sakotneja Dalinu magne- | NDs Dalinu sadalijjumu
magn. | uzpémiba tiskais moments | konc., | raksturojosie izmeri
(My), | (x), em®/g | (m;), emu mas.% | (Dp — diametrs),
emu/g nm
DE)/V D(I)Ilax Dénln
1 2 3 4 5 6 7 8
1. | 09-13 FFg 9,30 6,40 - 1072 7,06 - 10716 12,19 | 14,0 | 19,3 8,5
2. | 09-02 FFy 5,91 4,51-1072 5,65 10716 794 | 130 17,2 | 88
3. | 09-01 FFy 5,80 4,06-1072 5,40 - 10716 7,71 | 12,8 | 16,9 8,7
4. | 11-02 FFy 556 | 5,13-1072 9,6-1016 6,90 | 15,5 | 20,9 | 10,0
5. | 11-04 FFy, 5,19 3,71-1072 7,28 10716 6,46 | 14,2 | 19,1 9,0
6. | 10-03 FFg 4,43 | 2,07-1072 5,75-10716 596 | 131 ] 17,1 | 87
7. | 09-07 FFgr | 8,20 7,08 1072 5,84-10716 10,70 | 13,2 | 17,6 8,7
8. | 09-03 FFg | 5,63 | 4,16-1072 5,13-10716 7,36 | 12,6 | 16,9 | 84
9. | 09-05 FFg | 3,90 | 3,51-1072 5,90 - 10716 5,18 | 132 | 174 | 9,3
10. | 09-06 FF | 3,66 | 4,09-1072 7,01-10716 4,83 | 14,0 | 18,3 | 10,1
11. | 09-11 FFs, | 3,60 | 3,29-1072 5,87-10716 4,73 | 132 | 174 | 9,2
12. | 09-12 FFq | 3,00 | 3,31-1072 6,81-10716 3,80 | 138| 17,9 | 9,9
13. | 09-09 FF, | 2,33 0 4,72-10716 3,11 | 12,3 | 16,1 | 8,7
14. | 09-10 FFeir | 1,89 8,36-1073 3,58 10716 253 | 11,2 | 14,7 7.9

3.1.3. Feroskidrumu dzelzs oksida nanodalinu koncentracijas.

Nanodalinu tilpuma dala

Dzelzs koncentracija feroskidrumos tika noteikta, izmantojot kalorimetrisko metodi ar
5-sulfosalicilskabi (kimiska analize). Dzelzs koncentraciju izmanto koloidalo dalinu tilpu-
ma dalas (®iyp) aprekinasanai. Py, ir svarigs lielums feroskidrumu un citu objektu, kas
satur FF, ipasibu novertesanai: My = My®yp, kur M, — piesatinajuma magnetizacija; M
— cieta materiala magnetizacija (magnetits, mehemits). 3.4. tabula paraditi feroskidrumu
paraugu, kuru magnetiskas 1pasibas prezentetas 3.3. tabula, magnetisko nanodalinu til-
pumu dalas lielumi. Feroskidrumu ®, aprekinasanai izmanto dazadus panemienus:

a) sversanas metodi, izmantojot feroskidruma blivumu (p,re,0,, g/ml):

(%) = —LFE— P10 0, (3.2)
PAFea03 — PH20

@SV

tilp




69

>

3.1. IEGUTO MAGNETISKO SKIDRUMU 1PASiBAS

L9°0 290 160 ze0 16°0 0£°'Ga 9.0 870 LLO 70'8¢ 9.0 0€0°T WAL 0160 | T
79°0 7.0 29’0 6£°0 79°0 01°'1€ 18°0 GG'0 060 Vo' vy 00°'T 00T WId 60-60 | €T
290 0.0 9.0 870 LL°0 00°8¢ 011 0L°0 21’1 02°SS Gzl 670°T WAL 2160 | 2T
9.0 78°0 €60 650 960 0% LY VI'T cL'0 LTT VLG 8C'T 0G0°T WAL T1-60 | 'T1T
LL°0 9.0 G6°0 19°0 86°0 0&'8¥ 62T 280 €e'1 73'c9 8C'T 0S0°T I 90-60 | 0T
18°0 €8°0 €0°'T 690 G0'T 08°'TSG 9z°'1 08°0 1€T GE'Y9 0€'T IG0°T AT 6060 | 6
1.0 690 ay'T 260 0S'T 9'¢. 0€°'C 91 LE°C 99°9TT 01°C Z80°T I €060 | '8
LLO gL'o 112 7e'T 8T°C 00°20T 10°¢ 16T 60°¢ 8G'TGT 78°C OTT'T I L0-60 P
7.0 gL'0 LTT 7.0 ea'1 0965 69T L0'T QLT 08°GR 99°'T G90‘T TIL€0-0T | 9
120 0L°0 8C'T 18°0 2e'1 0979 68T 02T 96T €G6°96 181 €L0°'T TAId 70-11 G
660 660 9¢‘T 98°0 0F'T 0069 87T 760 eq'1 80°G. 87T 8G0‘T TII G011 | ¥
6L°0 1.0 0G°'T 960 LGT 0T'LL 12°C ov'1 GT'C SAA 00°C 8L0°'T TA4 10-60 | '€
280 9.0 0G°'T 660 29T 0762 AN ve'1 8T°C Gz L0T 161 LLO'T TId 6060 | ¢
86°0 660 Vjare ee'1 67°C 6121 eq'c 09°'T 29t 0L'8TT €G°C 660°T TAT €160 | T
€1 4! T 01 6 8 L 9 G i4 ¢ e T
F¢) (¢'¢) (F¢) (¢¢) (z'¢)
ou "ade | ([/[ow) | ou -ade | (u/Swr) | ou -ade | ({/towr) | ou -ade | ([u/Sw) || ou -ade | ( uo/3)

dm dm

P | (%)t | P | e | 0o | ()W | fal | () %We | foRiy || (%)M | cd1d

deaﬂv QM@E@

Ipojew seuyI| selroezijou IZI[eue OYSIWLY 9pol IN
-3ew Je e)yqejou ‘elroeajusduoy] Ie eppjou  ‘elerjusduoy -9l SBURSIIAS sgnereg

‘[6LT] (w0/8 6'F speusIA ‘SWINALQ SE[OIA SE)OIO JI f0%dld -selroe1juaduosy] episyo sz[ezp sejnsol
1pojowr (TIA) souxI selidezijouSew Je un izijeue ossiuiy te jofojuewizr ‘rursipade (1Mg) sefep nwndy SN epPISYO SZ[EzZ( :R[N(e} F'¢



70 3. NODALA: REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

b) izmantojot dzelzs oksida nanodalinu (y-Fe;O3) koncentraciju (Cpe,0,, mg/ml), kas

noteikta, analizejot magnetizacijas liknes:

Cre
Dy (%) = —2229 10 ; (3.3)

p'yFBQ O3

¢) izmantojot kalorimetriski noteikto (kimiska analize) dzelzs koncentraciju ([Fe], mol/1).

So formulu izmantoja Lucas un lidz. publikacija [178]:

(2Mpe + 3Mo) - [Fe]

2Fey04

q)tilp(%) =

= 1,577 - [Fe](mol/1) , (3.4)

kur My, un Mo ir atbilstosi dzelzs un skabekla molmasas, pre,0, ir mehemita blivums (4,9
g/cm?). Tilpuma dalas lielumi, kas aprekinati, izmantojot (3.3) un (3.4) vienadojumus,
ir salidzinosi tuvi. Nemot vera, kada informacija par feroskidrumu ir pieejama, lai iegtitu
prieksstatu par NDs tilpuma dalas lielumu, var izmantot sverSanas metodi. Tomer precizi
aprekinat @, (%) vertibu var, izmantojot (3.3) vai (3.4) vienadojumus, atkariba no ta,
kada informacija ir zinama — nanodalinu koncentracija vai dzelzs jonu koncentracija.
Mehemita koncentracija, kas noteikta ar magnetizacijas liknes (ML) metodi, ir mazaka,
neka koncentracija, kas noteikta ar kimisko analizi (sk. 3.4. tabula). Tas pierada, ka tikai
dalai no cietas vielas (y-FeqO3), kas ir suspendeta skidruma, piemit magnetiskas ipasibas.
No 3.4. tabula apkopotiem datiem varam secinat, ka kvalitativos feroskidrumos magnetis-
kas fazes saturs var mainities 70-90% robezas. Sis lielums labi atbilst literatiras da-
tiem [157, 180], saskana ar kuriem Ipatneja magnetizacija samazinas, samazinoties dalinu
izmeriem. Ir zinams, jo mazaki ir magnetisko dalinu izmeri, jo lielaks ir to regularas
struktiiras nesakartotibas efektivais dzilums. Tomer dalinu izmers, ka redzam no 3.3. un
3.4. tabulu datiem, nav vienigais faktors, jo dalinu izmers dazados feroskidrumos atskiras
nenozimigi (Dy¥ izmers variéjas no 11,2 Iidz 15,5 nm). Literatura ir izvirzits piepémums
[180, 181], ka viens no &1 efekta céloniem ir ta saucamais "mirusais” slanis, kas veidojas
uz dalinas virsmas, kad virsmas spiniem ir samazinats kaiminu skaits. Otrs piepemums —
tapat kimisku reakciju rezultata, istenojot dzelzs oksida magnetisko nanodalinu sintezi,
izmantojot lidzizgulsnesanas metodi gaisa, pie dzelzs salu skiduma tiek pievienots amoni-
ja hidroksids, ka rezultata veidojas ne tikai magnetits, bet arm a-Fe,O3 dalinas. Ir zinams
ka a-FeyO3 raksturo ta saucamais ”vajais” feromagnetisms [14]. Nanodalinpu parklajums
ar1 samazina FF magnetiskas 1ipasibas. Ta, piemeram, skabo feroskidrumu 1.-6. parau-
gu magnetiskas fazes dala ir 83%; feroskidrumu ar NDs/citr 7.—14. — magnetiskas fazes
dala ir 72% (sk. 3.4. tabula). Paraugi, kas prezenteti 3.4., tabula tika izmantoti dalinu

funkcionalizeSanai un magnetisku liposomu iegtiSanai.

3.1.4. Feroskidruma nanodalinu hidrodinamiskais diametrs

Vel viens veids, ka raksturot magnéetiska skidruma NDs izmeru sadalijumu, ir dina-

miskas gaismas izkliedes (DGI) metode. Ta ir atra izmeéru noteiksanas metode, kura
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balstas uz izkliedetas gaismas intensitates registraciju un lauj noteikt hidrodinamisko
dalinu diametru (Dy), kas ir lielaks par NDs kodola diametru (Dy). Hidrodinamisko
diametru aprekina pec ta difuzijas koeficienta. Ieguto feroskidrumu nanodalinu (NDs)
hidrodinamiskie diametri tika noteikti ar DGI metodi, izmantojot Zetasizer Nano S90
aparatu.

Lai noskaidrotu ka citratjonu parklajums ietekme nanodalinu izméru sadalijumu, ar
DGI metodi tika analizetas skaba feroskidruma (13-01 FFyy) un ferogkidruma (13-02 FF ., ),
kura mehemita (7-Fe,O3) nanodalinas parklatas ar citratjoniem (NDs/citr)?, hidrodina-
misko diametru histogrammas.

25 e SERRREES EERREEES REREERPE SERRREES SEEEEERPEERRPRE REEREEE SERRREES
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3.5. att.: 4-FeoO3 NDs hidrodinamisko diametru izmeéru sadalijumi. 1.litkne — paraugs
13-01 FFg:: NDs sadalijjuma maksimuma vid€jais hidrodinamiskais diametrs Dﬁid =
22,97 nm. 2.likne — paraugs 13-02 FF,: Dﬁid = 22,16 nm.

3.5. tabula: FeroSkidrumu paraugu 13-01 FFy un 13-02 FF., NDs magnétisko
un hidrodinamisko sadalijumu raksturojoso izmeéru salidzinajums. (Dﬁ‘Ave — vi-
sa sadalijuma videjais dalipu hidrodinamiskais diametrs; Dﬁid — dalinu sadalijumu
maksimuma vidéjais hidrodinamiskais diametrs; Dj} — dalinu, kuru ir visvairak fe-
roskidruma, hidrodinamiskais diametrs).

Nr. | Praugs Dalinu izmeri, ieguti || Dalinu izmeri, ieguti ar
ar magnetizacijas Itknes || DGI metodi
metodi
DSV D(r)nax D(I)nin Dﬁv D}_/Ild ’ D%I-Ave
(nm) | (nm) (nm) (nm) || (nm) || (nm)
1. 10-03 FFg, 13,1 | 17,1 8,7 24,36 | 27,69 || 34,21
11-01 FFe, | 12,5 | 164 8,4 24,30 || 30,53 || 45,83

Salidzinot paraugu 13-01 FFg un 13-02 FF 4, NDs izmeru sadalijumu, kas paraditi
3.5. attela, redzam, ka to profili sakrit. Skaitliskie rezultati, kas apkopoti 3.5. tabula,
nenozimigi atskiras, jo paraugs 13-02 FF ., pec parklajuma procediuras tika centrifugets,
dala no lielakam NDs tika izgulsnetas. 3.5. tabula salidzinati 3.5. attela paraditie parau-
gu magnetisko un hidrodinamisko izmeru sadalijumi. No iegiitajiem rezultatiem varam
secinat, ka nanodalinu parklajums ar citratjoniem butiski neietekme to hidrodinamisko

diametru.

3Paraugs 13-02FFj, tika ieguts, parklajot skaba feroskidrumu parauga 13-01 FFg nanodalinas ar
citratjoniem, pievienojot pie ta pa pilienam un nepartraukti maisot 0,5M natrija citrata Skidumu (3 ml).
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3.2. Feromagnetisko nanodalinu funkcionalizacija

3.2.1. Ar rodaminu B funkcionalizetas dzelzs oksida nanodalinas

Funkcionalizesana ar fluorescéjoso vielu, piemeram rodammu B (Rh B), ir viena no
iespejam, ka paplasinat magnetisko nanodalinu pielietojumu. Fluorescejosas NDs izman-
to par markieri, lai sekotu NDs atrasanas vietai, piemeram, vezikula. Fluorescéjosas
dalinas tika ieguitas izmantojot funkcionalizesanai ieprieks sintezeto magnetisko koloidu
(paraugs 10-03 FFy) ar v-FeoO3 NDs. 10-03 FFy, feroskidruma magnetiskas 1pasibas
paraditas 3.3. tabula (6. paraugs). NDs funkcionalizesana tika veikta pec procediras,
kas aprakstita eksperimentala dala (56.1pp.). Feroskidruma parauga (10-04 FFgy,), kura
mehemita NDs ir funkcionalizetas ar RhB, iegutajai magnetizacijas liknei (sk. 3.6. att.)
piemit superparamagnetikiem raksturiga forma, kas apliecina, ka ir iegutas fluorescentas

NDs ar nepieciesamajam 1pasibam [157].
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3.6. att.: Feroskidruma, kas satur fluoresc€josas mehemita NDs (paraugs 10-04

FFRrn), magnetizacijas likne. H ir magnetiska lauka intensitate; o ir Ipatnéja mag-

netizacija.
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3.7. att.: Feroskidrumu paraugu 10-03 FF(‘Sk 1)\TDS pirms (1.Iikne) un péc funkcio-
nalizesanas ar RhB NDs paraugs 10-04 FFg; (2.likne) hidrodinamisko diametru
sadalijjumi. Parauga 10-03 FF ;. maksimuma videjais hidrodinamiskais diametrs
Di’fd = 27,69 nm, parauga 10-04 FFgy D}’Iid =109,0 nm.

Ar dinamiskas gaismas izkliedes (DGI) metodi iegutie rezultati paradija, ka palie-

linajas fluorescéjoso nanodalinu izmers (paraugs 10-04 FFgy,) (3.7. att. 2.likne, maksimu-
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ma videjais hidrodinamiskais diametrs Dyj¢ = 109,0 nm), salidzinot ar dalinu sakotngjo
izmeru, kuras izmantojam funkcionalizésanai ar RhB (paraugs 10-03 FFg) (3.7. att.
1.likne, Dyi¢ = 27,69 nm). No ta varam spriest, ka pie mehemita nanodalinam ir pie-
saistijies rodamis B. Ar ML un DGI metodem pirms un pec funkcionalizeésanas ar RhB
iegiitie feroskidrumu raksturojosie lielumi apkopoti un salidzinati 3.6. tabula. Noveroto
magnetisko 1pasibu samazinasanos var skaidrot ar RhB piesaistiSanas procesa notiekoso
FF atskaidisanu, jo nanodalinu magnétiskie momenti pirms un pec RhB piesaistisanas
mainas nenozimigi.

3.6. tabula: Ar rodaminu B funkcionalizétu dzelzs oksida nanodalinpu feroskidrumu

10-03 FFy un 10-04 FFRy raksturojosie lielumi, kas iegiiti ar magnetizacijas liknes
un DGI metodem.

Paraugs: 10-03 FFg | 10-04 FFgy
Piesatinajuma magnetizacija (Ms), emu/g: 4,43 0,19
Sakotneja uznemiba (), cm?3/g: 2,07-1072 | 8,70-107%
NDs magnetiskais moments (m;), emu: 5,75-10716 | 5,25.10716
Mehemita koncentracija, mas.% : 5,96 0,23
Mehemita tilpuma dala (® Eﬁgn) %: 1,22 0,05
Nanodalinu, kuru ir visvairak FF, diametrs (DgY), nm: 13,1 12,7
Maks. nanodalinu diametrs (Dg'**), nm: 17,1 17,4
Min. nanodalinu diametrs (D§*"), nm: 8,7 7,1
Dalinu sadalijuma maksimuma videjais hidrodinamiskais

diametrs (D}), nm 26,6 109

(a) fotodegradacijas paradiba (apm. 10-15 sekunzu laika)

20 sekunzu laika magnets

3.8. att.: Feroskidruma 10-4 FFy; fluorescéjoso dalinu optiskas mikroskopijas atteli
atkariba no laika.

leguto koloidu petijam ar fluorescéjoso mikroskopu Leica DMI3000B (filtrs N 2.1, iero-
sinasanas diapazons — zalg; ierosinasanas filtrs BP 515-580), lai noteiktu ta fluorescences
1pasibas. 3.8. attela paradita fotodegradacijas paradiba. Dalinam, kas parklatas ar ro-
daminu B, starojums ir sarkana krasa, kura piemit RhB saja vilnu diapazona. Ar laiku pa-

raugs paliek tumsaks (a)—(b). Tas ir ta saucamais fotodegradacijas efekts* (b). Savukart,

4Fotodegradacijas, pieméram, fotoatbalinasanas paradiba notiek, ja apstarojuma rezultata fluorofors
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pietuvinot magnetu pie parauga, redzam, ka paraugs atkal sak fluorescet. Magnets pievelk
svaigu (neapstarotu) magneétisko fluorescejoso dalinu slani — atteli (b)—(e) (sk. 3.8. att.).
Nemot vera noveroto paradibu, un to, ka pec modifikacijas dalinu izmeri ieverojami palie-
linajas (ka paradits 3.7. attela), varam secinat, ka ir izveidotas fluorescéjosas magnetiskas
nanodalinas. Izmantojot tas, var izveidot metodi dalinu difuzijas koeficienta noteiksanai.

Sts metodes biitibu paskaidro 3.9. attéla paraditie rezultati®.
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3.9. att.: Ar rodaminu B funkcionalizétu feroskidrumu ar NDs, fluorescentas gaismas
intensitates pieauguma peéc apstarojuma izslegSanas diftizijas procesa atkariba no

laika. Intensitates vienibas ir normeétas pret sakotnéjo (pie laika ¢ = 0).

Feroskidrumu paraugi 10-4 FFgy, (svaigi pagatavots) un 10-1 FFgy, (glabajas lidz ek-
sperimentam 1 meén.) ar nanodalinam, kas tika funkcionalizetas ar rodaminu B, apmeram
100s tika apgaismoti ar ierosmes gaismu (A = 515—580 nm) un tika noverots fluorescentas
gaismas (A = 590 nm izspidesana) intensitates samazinajums. Péc 100 s ierosmes gaisma
tika izslegta un tika noverots fluorescentas gaismas intensitates pieaugums, apstarojot
paraugu ar 1 s isiem ierosmes impulsiem. ST paradiba ir saistita ar svaigu, nebalinatu
dalinu nonaksanu mikroskopa redzes lauka difuzijas procesa rezultata. Apzimesim lazera
apstarota laukuma radiusu ar R (eksperimenta R = 0,5 mm). Nebalinatu dalinu difuzijas

procesu apraksta vienadojums:

(3.5)

pie sakuma nosacijuma c(r,0) = 0; r < R un ¢(r,0) = 1; » > R, kas apraksta to, ka visas

dalinas, kuras atradas apstarotaja laukuma, ir izbalinatas (fotodegradetas). Difuzijas

zaude speju fluorescet sakara ar fotonu izraisitajiem kimiskajiem bojajumiem un kovalentas saites modi-
fikaciju.
SEksperimentu veica G.Kitenbergs MMML LU FMF laboratorija.
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procesa rezultata svaigas dalinas noklust mikroskopa redzes lauka (0,39 x 0,3 mm, ko

aproksimejam ka apli ar radiusu 79 = 0,15 mm). Tada gadijjuma normeéta noverotas

gaismas summara intensitate I/Iy(t) var tikt izteikta ka

2@ [0 e(r tyrdr

—(t 3.6
)= T (3.
Diftizijas vienadojuma (3.5) skaitliska atrisinajuma rezultata aprekinata funkcija
I/Iy(Dgiet/ R?) paradita 3.10. attela ar nepartrauktu lmiju.
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3.10. att.: Normeta fluorescentas gaismas intensitate ka funkcija no bezdimensionala
laika Dt/R?. Nepartraukta Iinija — teor&tiski aprékinata sakariba, rigki — eksperi-
mentalie rezultati. (a) Paraugs 10-1FFgy; (b) paraugs 10-4 FFgy,.

Nemts vera, ka sakotnejas fotodegradacijas rezultata ne visas dalinas ir tikusas izbalinatas,

ka rezultata sakotneja fluorescentas gaismas intensitate ir
1/1,(0) = 0,23.

Eksperimenta rezultati, piemeklejot raksturiga difuzijas laika 7p,, = R?*/Dgy vertibu
Tpy = 10% s, parauga 10-1 FFgy, gadijuma atteloti 3.10. (a) attela ar rinkiem. Rak-
surigais diftizijas laiks atbilst dalinu difuzijas koeficientam Dy = 2,5 - 107% cm?/s, kas ir
aptuveni par kartu lielaks neka sagaidamais dalinam ar hidrodinamisko radiusu 15 nm,
noteiktam ar DGI metodi. Sis neatbilstibas iemesli Sobrid paliek neskaidri. Iespejams,
no svaigam dalinam ar1 tiek fotodegradeta, tas apstarojot ar isiem gaismas impulsiem.
Lidziga rezultatu apstrade paraugam 10-4 FFgy, paradita 3.10. (b) attela. Saja gadijuma
novertetais difuzijas koeficients ir tads pats ka pirmaja gadijuma. Lai art 3.10. (a) un
(b) attelos paradita eksperimentalo un teoretisko rezultatu atbilstiba nav perfekta, tomer
iegtitie rezultati parada, ka, pirmkart, ir izdevies sintezet fluorescentas magnetiskas NDs
un, otrkart, var cerét, ka uz fotodegradacijas efekta pamata ir iespejams izveidot metodi
koloidalu dalinu difuzijas koeficienta noteiksanai. Piezimesim vel vienigi, ka lielako inte-
resi Sadas dalinas izraisa ka markieri, lai noteiktu to inkorporacijas mehanismus dazadas

biologiskas struktiras.
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3.2.2. Ar dekstranu parklatu magnetisku nanodalinu ipasibas

udens vide

Dzelzs oksida nanodalinu parklajumam izmantojam dekstranus ar dazadu molmasu
(FFqeks) un karboksimetildekstrana natrija sali (FFgygeks). Parklasanu veicam ar divam
metodem, kas aprakstitas eksperimentalaja dala. In situ metode, kad parklasana notiek
vienlaicigi ar NDs iegusanu (parklajamas nanodalinas — Fe3O,), un pec sintézes metode,
kad ar dekstranu apstrada ieprieks iegutas v-FesO3 NDs. Péc sintezes parklasanai lite-
ratura ir doti sekojosi procesa nosacijumi: 30 mintutes 60°C temperatura [60, 61] vai divas

stundas 37°C temperatura [62].

YO e s g aem s e sam s

0.1 I 10 100 1000
Dy (nm)
3.11. att.: Hidrodinamisko diametru sadalijumi: 1.likne — neparklatam y-FesO3 NDs
(09-20 FFg); 2. Iikne — péc parklasanas ar KM-dekstranu, izmantojot pec sintezes me-
todi 37°C temperatura (10 FFgy\_qdeks), 3. ltkne — 60°C temperatura (09 FFxy—deks)-

3.7. tabula: Feroskidrumu paraugu, kas paraditi 3.11. attela, hidrodinamisko dia-
metru sadalijumu skaitliskie rezultati.

’ Paraugs: 09-20 FFsk 10 FFKMfdeks 09 FFKMfdeks
NDs magneétiskais diametrs (Dg"), nm 11,8 11,8 11, 8
Sadalijumu maksimuma NDs videjais
hidrodinamiskais diametrs (Dﬁid), nm: 20,92 32,31 35,80
Polidispersitates indekss (PdI) 0,239 0,133 0,141
Visa sadalijuma NDs videjais
hidrodinamiskais diametrs (DIZ{_AUE), nm: 29,72 40,48 44,59

3.11. attela paraditi FF paraugu hidrodinamisko diametru sadalijumi paraugam pirms
NDs apstrades ar karboksimetildekstranu (KM-dekstranu) (1. likne) un pec parklasanas,
izmantojot pec sintezes metodi: 2 stundas 37°C temperatura (2. likne), 30 min. 60°C tem-
peratura (3. likne), kas ieguti ar DGI metodi. Tika noverots, ka abos gadijumos iegutais
rezultats ir praktiski vienads, ko labi ilustre iegiito paraugu hidrodinamisko izmeru sa-
dalijjumi un dati, kas paraditi 3.7. tabula. Vel paradits, ka NDs parklasana ar dekstraniem
palielina to hidrodinamisko diametru un neitekme parklato NDs magnetisko diametru.
Noverotais tika pamatots, salidzinot attiecigo paraugu: ar KM-dekstranu parklatu (pa-
raugi 09 FFxyrdeks, 10 FFkyders) un neparklatu v-FeoO3 NDs (paraugs 09-20 FFyy) hid-
rodinamisko diametru sadalijumu (sk. 3.11. att.) un magneétisko diametru sadalijumu

histogrammas (sk. 3.12. att.), kas ir noteiktas ar ML metodi. Magnetizacijas liknes un
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magnetisko NDs izmeru sadalijumi FF ar neparklatam un parklatam mehemita NDs ir
vienadi.
14
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3.12. att.: Magnétisko diametru sadalijjumu histogrammas neparklatam ~-Fe;O3 NDs
(09-20 FFg) un ~-FesO3 NDs, kas parklatas ar KM-dekstranu (09 FFgn-deks un 10

FFKM-deks)-

Polidispersitates indeksa® (PdI) vertibas samazinasanas, parklajot NDs ar karboksi-
metildekstrana natrija sali (KM-dekstrans) (sk. 3.7. tabula), var tikt skaidrota ar KM-
dekstrana stipraku piesaistiSanos pie dalinu virsmas un to, ka KM-dekstrans novers dalinu

agregaciju, kas labi atbilst literatiiras datiem [60].

nm

!

0,4 , 08 1,0
pm
3.13. att.: (a) Feroskidruma (09-20 FFy) v-Fe2O3 NDs Iidz parklasanai un (b) to pasu
NDs péc parklasanas ar KM-dekstranu (09 FFgm-deks) ASM atteli.

So paradibu ilustré arT paraugu atomspeku mikroskopijas atteli. 3.13. attela paraditi
parauga 09-20 FFg ar neparklatam 7-Fe,O3 nanodalinam (sk. 3.13. (a) att.) un pa-
rauga 09 FFqas ar KM-dekstranu parklatam ~-Fe,O3 nanodalinam (sk. 3.13. (b) att.)

S6Polidispersitates indekss (PdI), kas iegiits, izmantojot DGI ierici, ir hidrodinamisko diametru sa-
dalijuma standartnovirzes (¢) un vidgja hidrodinamiska diametra (D% Y°) vértibas attiecibas kvadrats

o 2 . e o
Pdl = (W) un raksturo sistémas heterogenitati pec dalinu izmeriem.
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ASM atteli. Redzams, ka neparklatas nanodalinas ASM paraugu sagatavoSanas pro-
cesa salip, veido agregatus, un otradi, NDs, kas parklatas ar KM-dekstranu, pateicoties

parklajumam, nav salipusas, nav agregetas.

Nanodalinu parklasanas metozu salidzinajums. Lai noskaidrotu, ka parklasanas
metodes — pec sintézes un in situ, ietekmeé nanodalinu izmerus, tika ieguti paraugi (07
FFgers un 12 FFyes), izmantojot dekstranu 100 nanodalinu parklasanai. Paraugi tika
petiti ar DGI (3.14. att.) un ML metodem (3.15. att.). Petito paraugu magneétiska fe-
roskidruma raksturojosie lielumi, kas iegiiti ar magnetizacijas liknes metodi un nanodalinu
hidrodinamiskie diametri, kas iegiiti ar dinamiskas gaismas izkliedes metodi, apkopoti
3.8. tabula. 3.14. attela 1.Iikne ir NDs hidrodinamisko diametru sadalijjums dalinam, kas
parklatas ar péc sintézes metodi: D54V = 48,3 nm, PdI = 0,120. Savukart, 3.14. attela
2. likne raksturo NDs, parklatu ar in situ metodi, hidrodinamisko diametru sadalijjumu:
DZAve = 271 4 nm, PdI = 0,241.

DO e R R RREE G R R RRREE :

0.1 1 10 100 1000 10000

Dy (nm)

3.14. att.: Ar dekstranu 100 parklatu nanodalinu hidrodinamisko diametru sa-
dalijjumi: 1. likne — parklasana veikta ar pec sintézes metodi (07 FFgeks); 2. Itkne —

parklasana veikta ar in situ metodi (12 FFgexs).

Attiecigo paraugu (07 FFges un 12 FFge) magnetizacijas liknes un NDs izmeéru sa-
dalifjumu histogrammas paraditas 3.15. attela. Tika salidzinatas magnetizacijas Iiknes un
NDs izmeru sadalijumi feroskidrumiem, kuriem parklasana veikta, izmantojot gan pec
sintézes metodi (3.15. (a), (b) att.) gan in situ metodi (3.15. (c), (d) att.). Paradits,
salidzinot 3.15. attela (b) un (d) histogrammas, ka dekstrans ietekme NDs nukleaciju
lidzizgulsnesanas reakcija, ko redzam, salidzinot magnetisko NDs diametru (D) dalinam,
iegitam ar in situ un péc sintézes metodem (sk. 3.8. tabulu). Ar pec sintézes parklasanu
ar dekstranu 100, iegtito nanodalinu, kuru ir visvairak feroskidruma, magnetiskais dia-
metrs (DY = 13,8 nm) ir ieverojami lielaks neka dalinam, kas iegutas, parklajot NDs ar
dekstranu 100, lietojot in situ metodi (DF¥ = 9,5 nm), kas labi atbilst Pardoe un lidz. [58]

viedoklim, ka poliméra izmantosana NDs sintezes procesa gaita ierobezo dalinu izmeru.
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3.15. att.: Parauga 07 FFgus (a) magnetizacijas Itkne un (b) izmeru sadalijjuma
histogramma ~-Fe;O3 NDs, parklatam ar dekstranu 100 (parklasana ar pec sintézes
metodi). Parauga 12 FF4. (c) magnetizacijas Iikne un (d) izméru sadalijjuma his-

togramma Fe304 NDs, parklatam ar dekstranu 100 (parklasana ar in situ metodi).
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3.8. tabula: Magnetisko materialu raksturojosie lielumi, kas iegtiti ar magnetizacijas
Iiknes un DGI metodém, ar dekstranu 100 parklatam feroskidrumu NDs (sk. 3.15.

att.), izmantojot péc sintézes un in situ parklasanas metodes.

Paraugs: 07 FF goks 12 FFgeks
Parklasanas veids: pec sintézes mn situ
Parauga pH : 1,50 7,50
Piesatinajuma magnetizacija (M;), emu/g: 3,85 0,93
Sakotneja uznemiba (), cm?/g: 2,36-1072 6,40-1073
NDs magnetiskais moments (m;), emu: 6,70 - 10716 [ 2,20-10~16
Dzelzs oksida koncentracija, mas.% : 5,08 1,12
Mehemita tilpumu dala (®75"), %: 1,04 0,22
Nanodalinu, kuru ir visvairak FF, diametrs (Dg"), nm: 13,8 9,50
Maksimalais nanodalinu diametrs (D§***), nm: 18,4 19,3
Minimalais nanodalinu diametrs (DF), nm: 9,30 5,40
Pdl 0,146 0,241
Videjais dalinu hidrodinamiskais diametrs (DIZ{'AVG), nm 40,7 271
Dalinu sadalijuma maksimuma vidéjais hidrodinamiskais

diametrs (D), nm 39,8 338

Lai noskaidrotu ka dekstranu molekulsvars ietekme dzelzs oksida nanodalinu parkla-
jumu, tika veikta NDs parklasana ar dazadu molekulsvaru dekstraniem, izmantojot peéc
sintezes un in situ metodes. legutie paraugi tika petiti ar ML un DGI metodem (parau-
gu nanodalinu magnetiskie un hidrodinamiskie diametri paraditi 3.9. tabula). Apkopo-
jot ar DGI metodi ieguito NDs hidrodinamisko diametru sadalijumu datus atkariba no
parklasanas metodem un parklajosa materiala molekulsvara, tika grafiski atrasta hidrodi-
namisko diametru lielumu atkariba no parklajosa dekstranu molekulsvara, kas ir paradita
3.16. attela.

140
120 1
100 /
80 /

60 /

. e,

Metode:

== N Situ
-~ pec sintezes

Dy (o)

20

0 ' r r
0 144 40 100
Dekstranu molmasu vertibas (kDa)

3.16. att.: Dzelzs oksida NDs hidrodinamisko diametru sadalijjumu maksimuma
vid

videja hidrodinamiska diametra D}}“ atkariba no parklajosa dekstrana molmasas.

1. Iikne — parklasana ar in situ un 2. Itkne — ar pec sintézes metodem.

Parklajot NDs ar dekstranu, kam lielaka molmasa, NDs hidrodinamiskais diametrs art

ir lielaks. Izmantojot parklasanai in situ metodi, §1 sakariba ir ieverojami izteiktaka (sk.
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3.16. att. 2. Iikne). Ar magnetizacijas Iiknes metodi tika noteikti feroskidrumu magnetisko
kodolu izmeri (Dy) ar dekstraniem parklatam FezO4 nanodalinam, kad parklasana notiek
vienlaicigi ar MNDs nukleaciju. Ta, piemeram, izmantojot KM-dekstranu, parsvara vei-
dojas nanodalinas ar D§Y = 6,60 nm, savukart, izmantojot dekstranu 40 un dekstranu
100, NDs diametri ir 8,63 nm un 11,0 nm, attiecigi (sk. 3.9. tabula). Lidzizgulsnésanas
reakcijas KM-dekstrana klatbutne izveidoto NDs magnetisko diametru mazakus lielumus
varam skaidrot ar KM-dekstrana stipraku piesaistiSanos pie dalinu virsmas, kas labi at-
bilst literaturas datiem [59], salidzinajuma ar vajaku dekstrana mijiedarbibu, kuru veido
tdenraza saites [51, 67]. Tatad, nemot vera lielas parklato NDs hidrodinamisko diametru
vertibas un mazas magnéetisko nanodalinu izmeéra vertibas, varam secinat, ka izmantojot
parklajumam in situ metodi, dekstrans var apvalkot dalinu agregatus, veidojot agregatus

ar lielu hidrodinamisko diametru.

3.9. tabula: Magnetisko nanodalinu, parklatu ar dazadu molmasu dekstraniem,
aprekinato (Dj") un eksperimentali iegtito hidrodinamisko diametru salidzinajums
(DY ir sadalijumu maksimuma videjais hidrodinamiskais diametrs).

vid

Paraugs Izmantojamais dekstrans | DYV (nm) | D{H (nm) | D" (nm) %
(molekulsvars) H

Pec sintezes:
10 FFiniders | KM-dekstrans (14,4 kDa) | 11,90 32,05 20,00 | 1,60
16 FF s dekstrans (40 kDa) 15,90 29,72 9848 | 1,04
07 FF goe dekstrans (100 kDa) 13,80 42,01 3246 | 1,29
In situ:
11 FFindeks | KM-dekstrans (14,4 kDa) 6,60 28,91 14,70 | 1,97
08 FF o dekstrans (40 kDa) 8,63 53,57 2121 | 2,53
06 FFgeks dekstrans (100 kDa) 11,00 124,2 29,66 4,19

Senti un Iidz. [182], petot dekstranu ar dazadam molmasam ipaSibas, atrada, ka

poliméra molmasa un ta giracijas radiuss’ (Ry) ir saistiti ka
R,[A] = 0,66M2% (3.7)

kur M,, ir dekstranu molmasa. Aprekinatie giracijas radiusi izmantotam tiram dekstranam
Skiduma ir sekojosi: dekstranam 100 R, = 9,33 nm;
dekstranam 40 R, = 6,29 nm;
KM-dekstranam R, = 4,05 nm.

Tika aprekinats varbutejais parklato NDs hidrodinamiskais diametrs, izmantojot sekojosu
sakaribu: D" = D§V + 2R,, kur DyV ir NDs, kuru ir visvairak konkréta feroskidruma,
magnetiskais diametrs; R, ir izmantota dekstrana giracijas radiuss. 3.9. tabula salidzinati
aprekinatie un eksperimentali, ar dinamiskas gaismas izkliedes metodi noteiktie hidrodina-

miskie diametri nanodalinam, kas parklatas ar dekstranu. Eksperimentali ar DGI metodi

"Giracijas radiuss raksturo objekta masas sadalfjumu tilpuma. Ja visa ta masa ir koncentréta viena
punkta, ta giracijas radiuss ir nulle.
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noteiktas realas hidrodinamisko diametru vertibas ir lielakas, salidzinot ar aprekinatajam,
kas, acimredzot, arT apstiprina dalinu aglomeraciju parklasanas procesa un to, ka nanoda-
linas ir parklatas vairak neka ar vienu dekstrana slani. Lielaka NDs aglomeracija rak-

sturiga tam veidojoties lidzizgulsnesanas procesa dekstrana skiduma klatbutne (in situ).

Augstgradienta magnéetiska separacija un feroskidruma koncentresana. Diali-
zes un centrifugesanas procesu gaita FF tiek atskaidits. Turklat, izmantojot parklasanai
i situ metodi, ieglito nanodalinu izmeru sadalijums ir diezgan plass. Lai atdalitu loti

maza izmera nanodalinas no lielam, izmanto augstgradienta magnetisku separaciju.
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3.17. att.: Ar dekstranu 100 parklatu magnetisko NDs diametru (Dy) sadalijjumu

histogrammas (a) lidz un (b) péc augstgradienta magneétiskas separacijas. Augseja
frakcija — paraugs 03 FFE%E’{S, apakseja frakcija — 03 FF:°! . Parklasana veikta ar pec

sintezes metodi.

Augstgradients magnetiskais lauks tiek realizets mégene, kura ievieto nikela stiepli
(Ni pastiprina magnetiska lauka iedarbibu). Ar FF aizpildita megene tiek piestiprinata
pie pastaviga magneta. Separacija turpinas atkariba no izmantota parklajuma dekstrana
molmasas no 7 Iidz pat 20 dienam. Lielaks laiks separacijai nepieciesams NDs, parklatam
ar mazas molmasas dekstraniem. Ta ka magnets atrodas zem mégenes, kur notiek se-
paracija, faze, kur atrodas liela izmeéra magnetiskas NDs, tiek nosaukta par apaksejo
(bot) frakciju. Un otradi, faze ar maza izméru NDs tiek apzimeéta par augSejo (top)
frakciju.

Ar dekstranu 100 parklatu magnetisku nanodalinu, izmantojot pec sintézes meto-
di (paraugs 03 FF4es) magnetisko diametru (Dg) sadalijumu histogrammas, iegutas ar

magneétiskas Itknes metodi, lidz un péc augstgradienta magnetiskas separacijas (14 dienu
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laika) paraditas 3.17. attela. Ar magnetizacijas liknes un DGI metodem ieguto parau-
gu 03 FF 4 pirms un pec augstgradienta magnetiskas separacijas raksturojosie lielumi

apkopoti un salidzinati 3.10. tabula.

3.10. tabula: Ar dekstranu 100 parklatu magnétisko nanodalinu (7-Fe3O3) (03 FF exs)
raksturojosie lielumi, iegiiti ar magnetizacijas Iiknes un DGI metodem, lidz un pec
augstgradientas magnetiskas separacijas.

Paraugs: 03 FFgeks 03 FFZ‘;{’{S 03 FFhot
augseja frake. | apakseja frake.

Piesat. magnetiz. (M), emu/g: 2,25 0,22 3,29

Sakotngja uznem. (x), cm?/g: 1,19-1072 | 2,43-107% 1,32-1072

NDs, kuras visvairak FF,

magn. moments (m;), emu: 7,04-10716 | 1,21.10716 4,63 -10716

~v-Fes O3 konc., mas%: 2,99 0,29 4,43

~v-Fes O3 tilp. dala (@,ﬁign), %: 0,61 0,05 0,90

NDs, kuru ir visvairak FF,

diametrs (Dg"), nm: 14,0 7,80 12,2

Maks. NDs diametrs (Dg***), nm: 18,3 15,8 9,8

Min. NDs diametrs (DF'™"), nm: 8,40 5,80 8,70

Sadaljjumu maksimuma vidéjais

hidrodinamiskais diametrs (DIV{id), nm: 40,9 26,6 131

Aprekinatais hidrodinamiskais

diametrs (Dgf"), nm: 32,7 26,5 30,9

Eksperimentali noteikta NDs

hidrodinamiska diametra attieciba

pret aprekinato , Dyj¢/DiP" 1,25 1,01 4,24

Analizejot datus, kuri paraditi 3.10. tabula, varam secinat, ka augsejas frakcijas sa-
dalijumu maksimuma videjais hidrodinamiskais diametrs ir ieverojami mazaks, neka ap-
aksejas frakcijas hidrodinamiskais diametrs. Eksperimentalais merijjums sakrit ar apreki-
nato hidrodinamisko diametru. Lielo apaksejas frakcijas parklato nanodalinu hidrodi-
namisko diametru vertibu var saistit ar magnetiska lauka ilgstoSas iedarbibas ietekmi.
Parklatas NDs ar lielu magnétisko diametru (Dy) ir agregetas. Apaksejas frakcijas po-
lidispersitates indeksa vertiba ir maza (Pdl = 0,161). Augsejas frakcijas Pdl = 0,386.
Lai ar1 apaksejas frakcijas polidispersitates indeksa vertiba ir maza, salidzinot ar augsejas
frakcijas, tomer teoretiski aprekinato un eksperimentali noteikto hidrodinamisko diametru
attieciba apaksejai frakcijai ir 4x lielaka (4,24) neka augsejai (1,01) (sk. 3.10. tabulu).
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3.3. Magnetisko koloidu hidrodinamika un siltumfizika

3.3.1. Magnetiska mikrokonvekcija

Tika petita mikrokonvekcija, induceta ar pastavigu magnetisku lauku. Tas ir inte-
resanti samaisiSanas procesu intensifikacijai mikrofluidika. Magnetiska mikrokonvekcija
ir paradiba, kas novérojama, sajaucoties magnetiskajam skidrumam un citam sajauk-
ties spejigam Skidrumam homogena magnetiskaja lauka. Tas rezultata uz skidrumu sa-
jauksanas frontes veidojas hidrodinamiskas nestabilitates, kas, talak attistoties, iegtist
raksturigu pirkstveida formu magnetiska paslauka radito ponderomotoro speku del.

Eksperimentali mikrokonvekcija tiek petita Hele-Sou §una, kuras gareniskie izmeéri
daudzkart parsniedz biezumu (10,0 x 10,0 x 0,127 mm). Mikrokonvekcijas eksperi-
menta izmantota feroskidruma (paraugs 09-02 FFy, ar v-Fe;O3 NDs) raksturojosie lielumi,
ieglitie ar magnetizacijas liknes metodi, paraditi 3.3. tabula. Magnétisko nanodalinu til-
pumu dala ®3*" = 1,62%, kas ir 76% no kopgjas, noteiktas ar kimisko analizi, tilpumu
dalas (O = 2,18%).

Stuna tiek ievietota spole, kas rada homogenu magnetisko lauku perpendikulari stnas
plaknei. Sakotneji tiek iepildits feroskidrums no viena Sunas gala, lidz tas aiznem pu-
si no stnas, veidojot pusmeness formas izlieckumu. Tad no otra gala leni tiek iepildits
tdens, Iidz abu skidrumu virsmas saskaras. No saskarSanas briza notiek atskirigo kon-
centraciju izsaukta samaisisanas, kuru papildina magnétiskas mikrokonvcekcijas paradiba,
ja magnetiskais lauks parsniedz slieksna vertibu. Magnetisko NDs koncentracijas lau-
ku atteli ieguti ar mikroskopu, kas aprikots ar dalinu attelu atrumu merisanas (DAAM)
iekartu (Dantec Dynamics). Magnetisks skidrums, kas ievietots areja homogena magnetiska
lauka, rada, atkariba no ta konfiguracijas, nehomogenu magnetisko lauku. Starp fe-
roskidrumu un tiro nesejskidrumu (udens) veidojas diftizs robezslanis, kura dalinu kon-
centracija samazinas Iidz nullei. Ja uz slani darbojas tam perpendikulars magnetisks
lauks, diftiza robezslani veidojas nehomogens inducetais lauks. Ta rezultata uz magnéetisko
koloidu darbojosais lauks pieaug nesejskidruma virziena. Ta ka ponderomotorais speks,
kurs darbojas uz magnetizejosos vidi, ir proporcionals ta magnetizacijai un tatad magnéetisko
dalinu koncentracijai, tad, lidzigi ka nehomogeni sasildita skidruma konvektivas nestabi-
litates gadijuma, veidojas konvektiva nestabilitate.

Kritisko lauka vertibu nosaka magnetiskais Releja skaitlis, kurs raksturo attiecibu
starp raksturigo skidruma kustibas laiku un dalinu diftizijas laiku. ST paradiba tika at-
klata ZA Fizikas instituta 1983. gada [183], bet tas adekvats modelis tika izveidots 1994.
gada [184], tomer eksperimentali dota paradiba ir palikusi praktiski neizpétita. Izman-
tojot Magnetisko Miksto Materialu Laboratorijas (MMML, FMF LU) eksperimentalas
iespejas® un sintezetos feroskidrumus, pirmo reizi pasaule tika registreti FF mikrokon-
vektivas kustibas atrumu lauki un to evolucija laika, kas aprakstitas musu grupas pub-
licetaja darba [185].

8Eksperimentu veica K.Erglis un G.Kitenbergs MMML LU FMF laboratorija.
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4.5G 3.4G

6.75G

258 5s 758 10s

3.18. att.: Mikrokonvektivas kustibas dinamika atkariba no magnétiska lauka inten-
sitates un laika [185].

Mikrokonvektivas kustibas dinamika laika ir paradita 3.18. attela, kur var skaidri redzet,
ka mikrokonvektiva kustiba rodas, magnetiskam laukam parsniedzot slieksna vertibu, kura

ir apmeram 3 G. Reprezentativa atruma lauka registracija paradita 3.19. attela.

1

3.19. att. Reprezentativa atruma lauka registracija [185].

Noteiktie atruma lauki lava noteikt kustibas virpulainibas evoliciju laika. Mikrokon-

vektiva kustiba attistoties sasniedz savu maksimumu, bet talak dziest dalinu difuzijas
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del, izlidzinoties koncentracijam starp veidojoSiem magnetiskiem pirkstiem. Tas ilustre
magnetiskas mikrokonvekcijas potencialo izmantosanu mikrofluidika, jo, attistoties mik-
rokonvekcijai un tai dziestot, tiek panakta biitiska magnetisko dalinu un nesejskidruma
samaisisanas. Ir labi zinams, ka dazadu skidrumu samaisiSana ir biitiska probléema mik-
rofluidika. Eksperimentalais rezultats kvalitativi atbilst ieprieks veiktajam (TFK FMF
LU) dotas paradibas skaitliskam simulacijam [185].

Japiezime, ka, veicot atruma lauku merijumus, tika atrasts, ka, neskatoties uz niecigam
blivumu starpibam starp magneétisku koloidu (p = 1,077 g/ml) un neséjskidrumu (tdens

p =1 g/ml), butiska nozime ir ar1 gravitacijas speku izsauktai kustibai.

3.3.2. Termoforeze

Ir zinams, ka koloidos eksiste ta saucamais termoforezes efekts, kurs raksturojas ar
dalinu kustibu temperaturas gradienta iespaida. Ta lielumu raksturo Soret koeficients

St, ka rezultata koloidalo dalinu plusmu var izteikt ka
j=—DVe¢—DSpcVT, (3.8)

kur D ir dalinu diftzijas koeficients un c¢ ir dalinu koncentracija tilpuma vieniba.
Literatura [186] dota teoréetiska sakariba starp termodifuzijas koeficientu Sr un ladetas

koloidalas dalinas elektrofizikaliem parametriem. Ladeto koloidalu dalinu termodifuzijas

modeli izstradajis Morozovs [186], kurs paradija, ka Soret koeficients ir atkarigs no Debaja

un dalinu radiusu attiecibas, ka ar1 koloidalo dalinu virsmas potenciala ¢,

3 Ry
ST - _Z LBTU<>\’ 9011) : (39)

9.
, €

Ry ir nanodalinu hidrodinamiskais radiuss un Ly = e?/ekgT ir Bjerruma garums
— elementarais elektriskais ladins, ¢ — dielektriska caurlaidiba. Termodifuzijas kustibu
raksturojosa funkcija u(\, p,) ir atkariga no attiecibas A starp dubultslana biezumu un
nanodalinu radiusu R
Ao Tp
Ry

un ¢, = epr,/kpT — nanodalinu virsmas potenciala, izteikta bezdimensionalas vienibas,

kur

2kgT 2rolp
= arcsh ,
ke

kur k — siltumvaditspéjas koeficients. Dubultslana biezumu izsaka ar Debaja garumu rp

PRo (3.10)

un atrod pec formulas:
1

- \/47TNALBZCZ'Z¢2 ’

kur z; ir jonu ar koncentraciju ¢; ladins. Teoretiskas modelesanas rezultati dazadu para-

(3.11)

D

9Divu ladetu dalinu attalums, pie kura to elektostatiskas mijiedarbibas energija ir vienada ar sil-
tumkustibas energiju.
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metra A\ vertibam paraditi 3.20. attela [186].
Musu darba [187] merkis bija dotas paradibas un teorétisko modelésanas eksperi-

mentala parbaude.

o

0.001

3.20. att.: Termodifuzijas atrums v ka funkcija no nanodalinu virsmas potenciala (

un koeficienta A\ (ta vertibas noraditas pie ltknem) [186].

Sim nolikam tika sintezéti mehemita ~-Fe,O3 nanodalinu koloidi. Pirmais paraugs
S1 tika sintezets ka "idealais” teoretiska modela parbaudei. Ta nanodalinam ir pozitivs
virsmas ladins. Ferokoloida pH=1,6. Dalinu tilpuma koncentracija ®;, = 1,6%. Debaja
garums atbilstosi (3.11) vienadojumam ir 1,96 nm. Nanodalipu radiusa R, sadaljjums,

kas tika noteikts ar magnetizacijas liknes metodi, paradits 3.21. (a) attela.

12% 16%
10%
12%
8% - _
I3 c
6% X 8% -
=— c
4%
4% -
HHHHN H | NH
0% HHH‘HHH‘HHH‘HHH‘ T ‘Hﬂn‘m S g I [
10 14 20 28 39 54 76 107 150 21,0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
R (nm) Ry (nm)

3.21. att.: Paraugam S1 (a) magnetisku nanodalinu izmeéru sadalijums materiala;

(b) nanodalinu hidrodinamisko radiusu sadalijums parauga [187].

Videjais magnetiskais radiuss (Rg) S1 paraugam ir 7,4 nm (vidéjais magnetiskais radiuss ir
6,6 nm un mehemita rezga konstante ir 0,8 nm). Soret koeficienta merjjumi dod sekojosu
Sy lielumu —0,17 & 0,01 K~!. Nanodalinu hidrodinamiskais radiuss tika noteikts ar
Zetasizer Nano S90 aparatu. legutie rezultati paraditi 3.21. (b) attela. S1 paraugam
iegtitais videjais hidrodinamiskais radiuss Ry ir 17 nm.

Salidzinot eksperimentali noteikto hidrodinamisko radiusu Ry ar aprekinato hidro-
dinamisko radiusu (magnetisko dalinu radiusam 6,6 nm pieskaitot rezga konstanti un

dubultslana biezumu, iegustam 9,4 nm), redzam, ka eksperimentali noteiktais hidrodina-



88 3. NODALA: REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

miskais radiuss ir aptuveni divas reizes lielaks par aprekinato. Tad var uzskatit, ka koloida
notiek neliela dalinu agregacija.

Otrais paraugs S2 sintezets ar noluku iegut aglomereto dalinu apvalka. Cietu y-FeyO3
nanodalinu tilpumu dala ir 3,0%. NDs tika dispergetas glicerina: udens (tilp.% attieciba
50:50) skiduma. Aprekinata dielektriska caurlaidiba ¢ = 63, tad tam atbilstosa Bjerruma
garuma vertiba maz atskiras no tas vertibas tideni. Magnetisko nanodalinu virsmas ladins
ir pozitivs, koloidda pH ir 1,2. Aprekinatais kope€jais jonu speks ir 0,126 mol/l, Debaja
garums ir 1,09 nm. Ar DGI metodi noteiktais videjais radiuss Ry = 35 nm pie T =
20°C ir divreiz lielaks neka paraugam S1. Sada tipa NDs aglomeracija tika pétita [188]
darba. Tika atrasts, ka NDs tilpuma koncentracija aglomeratos, neatkarigi no dazadu
parametru vertibam, ir 24%. Papildus testi rada, ka agregacija ir atgriezeniska un neved
pie flokulacijas un nogulsnem [188].

3.11. tabula: Sintezeto paraugu datu analize saskana ar teoretiski aprekinatiem re-
zultatiem [187].

Paraugs vide skidruma | Debaja garums, | NDs radiuss, NDs hidrodin.
pH rp (nm) Ry (nm) radiuss, Ry (nm)
S1 udens 1,6 2,0 7,4 17
S2 udens : glicerins 1,2 1,1 7,9 35
(1:1)
Paraugs Soret koef. termodif. attieciba, nanodalinu p pretrunas
Sy (K™h) kustibas A=71p / Ry virsmas ar teoret.
atrums, u potencials ¢, modeli
S1 -0,17 2,78 0,27 6,1 20%
S2 -0,11 0,86 0,14 5,4 20%

Zinot eksperimentali noteikto virsmas ladina blivumu o < 0,20 C/m? [32] un koloidalo
dalinu izmerus (Ry un Ry radiusi), pec darba [187] dotajam formulam no eksperimentali
noteiktiem termodifuizijas koeficientiem koloidiem ar dotajam pH vertibam, aprekinatas
eksperimenta noverotas virsmas vertibas salidzinatas ar teoretiski aprekinatam. So vertibu
salidzinajums kopa ar raksturigiem koloidu parametriem paradits 3.11. tabula.

Eksistejosa ladetas nanodalinas termodifuzijas teoretiska modela salidzinajums ar ek-
sperimentalajiem datiem paradija 20% atskirtbu. Galvenais $adas nesakritibas iemesls ir
dazadas teoretiskas metodes dubultslana biezuma novertesanai, ka art nanodalinu izmeru

sadalijuma polidispersitate.
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3.4. legiito magnetisko liposomu 1pasibas

Vezikulas (vai liposomas) — sferiski veidojumi ar ieslegumu to centra, kurus no apkarte-
jas vides norobezo membrana. Ja membranu veido lipidu bislanis, So sferisko veidojumu
sauc par liposomu. Lipida bislant lipofilas dalas atrodas viena pret otru, bet polara
dala veido liposomas ar€jo un ieksejo virsmu. Ja liposomas ieksejais tilpums aizpildits ar
feroskidrumu, tadas liposomas ir magnetiskas un tiek saukas par magnetoliposomam.

Magnetoliposomu iegtisSanas metodes aprakstitas eksperimentalaja dala. Darba tika iz-
mantotas sekojosas liposomu iegtisSanas metodes: sonifikacija, spontanas piebriesanas
(SpPi) un apgrieztas fazes ietvaicesanas (AFI) metodes.

Liposomu iegusanai izmantojam katjono 1,4-dihidropiridina atvasinajumu: 1,1-[(3,5-
didodeciloksikarbonil-4-fenil-1,4-dihidropiridin-2,6-diil)dimetilen]-bispiridinija dibromidu
(CyoH71N304Bry x 2H50, molmasa 925,94 + 36,04 g/mol; tgga = 156 — 158°C) (KP-
11), kas sintezets Latvijas Organiskas sintézes instituta Membranaktivo savienojumu un
p-diketonu laboratorija (OSI MAS), peéc literatura aprakstitas metodes [131].

Péc literattiras datiem, magnetisku liposomu sintézei izmantojot katjono lipidu 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholinu (DOFH) [135, 137], lieto feroskidrumu (FF ) ar me-
hemita (y-Fe;O3) nanodalinam, kas parklatas ar citratjoniem (7-Fe,Og/citr). Ta ka KP-
11 ir jauns lipidveida savienojums, tika nolemts izmantot magnetoliposomu iegtiSanai
dazadus feroskidrumus (FF): (a) FF, kas satur «-Fe;O3 nanodalinas (NDs) ar pozitivi
ladetu virsmu (FF); (b) FF, kas satur 74-Fe;O3 nanodalinas, kas parklatas ar citratjoniem,
ar negativi ladetu virsmu (FF,) un salidzinat rezultatus, lai iegutu informaciju par NDs
virsmas ladinu ietekmi uz magnetoliposomu veidosanos. Izmantoto FF magnetiskas un
fizikalas 1pasSibas paraditas 3.3. un 3.4. tabulas. Eksperimentalie rezultati registreti ar
atomspeku mikroskopijas (ASM)!9 transmisijas elektronmikroskopijas (TEM)!! un dina-

miskas gaismas izkliedes (DGI) metodem.

3.4.1. Ar sonifikacijas metodi iegiitas liposomas

Ar sonifikacijas metodi tika pagatavoti dazadi liposomu dispersijas paraugi: izmanto-
jot feroskidrumu ar negativi ladetam NDs (FF,); feroskidrumu ar pozitivi ladetam NDs
(FFg) un liposomu dispersija bez magneétiska skidruma (liposomu ieguisanas aprakstu sk.

eksperimentala dala 60. lpp.).

Liposomu dispersijas, kas ieguitas neizmantojot FF, 1pasibas. Ar sonifikacijas
metodi tika ieguts liposomu dispersiju paraugs KP-11/H,O. Paraugs ir dzidrs. Dispersijas
pH ir 4,6. KP-11 koncentracija ir 3,1 mg/ml. Elektronmikroskopijas rezultati rada, ka
parauga sonifikacijas rezultata rodas dazadas formas liposomas un veidojumi. 3.22. attela

paraditi viena parauga (KP-11/H50) tris dazadu vietu atteli: (a) un (b) ”klasiskas” apalas

108 Skrivele, OSI
11V Ose-Klinklava, LV BMC
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formas vezikulas (liposomas), ka ar1 tiek noveroti lipida dubultslaga fragmenti (sk. 3.22.
(c) att.). Liposomu izmeérs, noteikts ar TEM mikroskopiju, ir 30-50 nm. Paraugu ASM
dati arT dod lidzigus vezikulu izmerus (sk. 3.23. (a) att.), ar ASM noteikts paraugam
KP-11/H,0, vezikulu izmeérs 30-50 nm.

3.22. att.: TEM attels: liposomu dispersijas paraugs (KP-11/H20) ar aktivas vielas

koncentraciju 3,1 mg/ml. Sonifikacijas laiks 30 min. Liposomu izmeérs 30—-50 nm.

Liposomu dispersijas, kas satur FF;, ar negativi ladetam ~-Fe,O3 NDs, 1pasibas.
Ar sonifikacijas metodi tiek pagatavots liposomu dispersijas paraugs, kas satur magnetisko
skidrumu ar negativi ladetam NDs, KP-11/FF,/H20O. Liposomu dispersijas pH ir 7.
KP-11 koncentracija parauga KP-11/FF ., /HyO ir 3,1 mg/ml. Tegutaja liposomu disper-
sija mehemita koncentracija ir 0,05 mg/ml, NDs tilpuma dala ®pp = 1073%. Parauga
KP-11/FF ., /H2O ASM rezultats paradits 3.23. (b) attela.

pm pm
3.23. att.: Liposomu dispersiju ASM atteli: (a) paraugs KP-11/H,0, liposomu

izmers 30-50 nm; (b) paraugs KP-11/FF,./H20, liposomu izmeérs 40-90 nm.
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Veziklulu izmers noteikts 30-50 nm diapazona. Vajag atzimet, ka, atskirtba no pa-
rauga KP-11/H,O ASM attéla, liposomu dispersija ar nanodalinam, kas parklatas ar

citratjoniem, maza izmera vezikulas salip un veido diezgan regularus agregatus.

3.24. att.: Liposomu dispersijas KP-11/FF ., /H20, iegutas ar sonifikacijas metodi,
TEM atteli. Liposomu izmers 30—60 nm.

Parauga KP-11/FF ., /HsO elektronmikroskopijas atteli (sk. 3.24. att.) paradija, ka
dispersija tika noverotas maza izmera liposomas (30-60 nm), bislanu fragmenti, pie daziem
bislanu fragmentu sakopojumiem ir klat dzelzs oksida dalinu agregati. Salidzinot vezikulu
izmerus, registrétus KP-11/FF, /H,O paraugam ar ASM un TEM, redzams, ka rezultati

ir lidzigi, objektu diametri ir salidzinami.

Liposomu dispersijas, kas satur magnetisko skidrumu (FFy) ar pozitivi ladéetam
~v-Fe;O3 NDs, 1pasibas. Ar augstak aprakstito sonifikacijas metodi tiek pagatavots li-
posomu dispersijas paraugs KP-11/FF /H,O. Liposomu dispersijas pH ir 4,1. Dispersija
ir dzidra. Izmantojamaja feroskidruma (10-03 FFy) pH ir 1,5. KP-11 koncentracija pa-
rauga ir 3,1 mg/ml. Iegutaja liposomu dispersija v-Fe;O3 nanodalinu koncentracija ir
0,08 mg/ml. NDs tilpuma dala ®pp = 1,5 - 1072%. Ar TEM registreti parauga KP-
11/FFy/Hy0O atteli dazadas vietas paraditi 3.25. attela. Ar elektronmikroskopiju tika
noteikts, ka viena parauga var eksistet gan apalas, gan caurulveida liposomas, kuras ir
aizpilditas ar dzelzs oksida nanodalinam. Izmantojot NDs ar pozitivu virsmas ladinu,
tiek noverota lielaka speja veidot apalas magnetiskas liposomas ar izmeru 50-80 nm,
atskirtba no nanodalinam ar negativu virsmas ladigu (paraugu KP-11/FF, /H50), kuru
liposomam ir dazadas formas. To varétu skaidrot tadejadi, ka katjonam lipidam (KP-

11) ir diezgan liela polara dala (a = 120 A?) [174] un, kad lipids savienojas ar negativi
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ladetam NDs, tad veidojas lieli agregati — dalinas salip. To var redzet 3.23. (b) ASM
attela. Dispersija ir stabila apmeéram 2 nedelas, tad tiek noverotas magnetisku agregatu

nogulsnes.

[r—
100nm

3.25. att.: Liposomu dispersijas KP-11/FF/H20, iegutas ar sonifikacijas metodi,
TEM atteli. Liposomu izmers 50—-80 nm.

Lai novertetu liposomu dispersijas paraugu, iegutu ar sonifikacijas metodi, ipasibas un
to, ka izmantota feroskidruma NDs virsmas ladins ietekme liposomu veidoSsanos un for-
mu, tika izmantota art dinamiskas gaismas izkliedes (DGI) metode. Zetasizer Nano S90
aparata analizem izmanto liposomu dispersijas bez specialas sagatavosanas. Tadejadi
liposomu paraugi atrodas tudeni (naturala vide) bez jebkadas deformacijas. Hidrodina-
miskais diametrs ir lielaks par diametru, kas ir merits ar TEM, jo dispergetas dalinas
kustas skidruma. Tad objekta izmeru aprekina pec ta difuzijas koeficienta skidruma, iz-
ejot no pienemuma, ka tam piemit sferiska forma. Analizejot sadalijumu, var raksturot

iegtito dispersiju.
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3.26. att.: Ar sonifikacijas metodi iegtitu liposomu dispersiju hidrodinamisko dia-
metru sadalijumi: 1. Iikne — paraugs 09-12FF, FF; 2. Iikne — KP-11/H,0; 3.
Iikne — KP-11/FF .3, /H20.
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Liposomu dispersijas paraugu, izmantojot FF ar nanodalinam, kam ir negativs virsmas
ladiys (paraugs KP-11/FF ., /H20) un pozitivs virsmas ladins (paraugs KP-11/FF /H,0),

hidrodinamisko diametru sadalijumi paraditi 3.26. un 3.27. attelos attiecigi.
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3.27. att.: Ar sonifikacijas metodi iegutu liposomu dispersiju hidrodinamisko dia-
metru sadaljjumi: 1. Iikne — 10-03 FFy FF paraugs; 2. Iikne — KP-11/FF/H>0;
3. Iikne — KP-11/H,O0.

Katra parauga sadalijums tiek salidzinats gan ar liposomu iegtiSanas procesa izmantota
feroskidruma sadalijumu, gan ar liposomu dispersiju, kas nesatur magnetiskas NDs (pa-
raugs KP-11/H,0) hidrodinamisko diametru sadalijumu. Liposomu dispersiju paraugu,
iegtitu ar sonifikacijas metodi, hidrodinamisko diametru sadalijjumu skaitliskie rezultati

apkopoti un salidzinati 3.12. tabula.

3.12. tabula: Ar sonifikacijas metodi iegutu liposomu dispersijas paraugu hidro-
dinamisko diametru sadalijjumu (sk. 3.26. un 3.27. att.) skaitlisko rezultatu

salidzinajums. PdI — polidispersitates indekss. DEI'AVG — visa sadalijuma vidg&jais
dalinu hidrodinamiskais diametrs.
Paraugs dispersiju | PdI D%I‘A"e Sadalijuma lokalo maksimu-
pH (nm) ma vidgjais hidrodinamiskais

diametrs, D}{¢ (nm)

1. maksim. | 2. maksim. | 3. maksim.
KP-11/H20 4.6 0,355 | 165,7 150,9 5153 -
09-13 FF ity 7,0 0,140 | 35,68 26,32 — —
KP-11/FF i, /H20O 5,2 0,356 | 359,2 81,11 742,5 4977
10-03FFg/H20 1,5 0,147 | 34,21 27,69 - -
KP-11/FFy /H20 4,1 0,277 | 148,7 36,99 195,3 —

Analizejot liposomu dispersiju hidrodinamisko izmeru sadalijumu, TEM un ASM re-
zultatus, tika noverota rezultatu atbilstiba. Piemeram, liposomu dispersijas, kas nesatur
magneétiskas NDs (paraugs KP-11/H,O 3.26. att. 2.Iikne un 3.27. att. 3.likne), hidro-
dinamiska izmeru sadalijuma ir divi maksimumi ar attiecigiem vidéjiem hidrodinamisko
diametru lielumiem: 1. maksimuma D} = 150,9 nm un 2. maksimuma Dy = 5153 nm.
Ar TEM un ASM noteiktie ”kvaziapalie” liposomu diametri atrodas 30—50 nm diapazona.

TEM atteli paradija $aja liposomu dispersija lielu skaitu bislana fragmentu (3.22. att.), ka
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ar apalu liposomu agregatus ar bislana fragmentiem. Parauga KP-11/H,0 1. maksimuma
hidrodinamisko diametru lielumu varam pienemt ka raksturigo apalo liposomu, agregeto
ar neliela garuma bislana fragmentiem (sk. 3.22. (a), (b) att.). Parauga 2. maksimums
atbilst bislana fragmentu agregatu hidrodinamiskajiem izmeériem.

Tapat var interpretet parauga KP-11/FF ., /H20O hidrodinamisko izmeéru sadalijumu
(sk. 3.26. att., 3.Iikne). Liposomu dispersija hidrodinamisko diametru sadalijumam ir
tris maksimumi, kuri atbilst: 1.maksimums (D¢ = 81,1 nm) atbilst apalas formas
magnetiskam liposomam; 2. maksimums (D{9 = 742, 5 nm) atbilst liposomu dispersijai
ar NDs/citr, maza izmera vezikulu agregatiem (sk. 3.23. (b) att.). 3. maksimums — atbilst
bislana fragmentu agregatiem.

Ar sonifikacijas metodi, izmantojot KP-11 lipidveida savienojumu ka aktivo vielu un
magnetisku feroskidrumu ar pozitivi ladetu nanodalinu virsmu, iegtitas mazu liposomu
dispersijas. Liposomas ir viendabigas péc formas, par ko liecina KP-11/FFy,/H5O hidro-
dinamisko diametru sadalijuma (sk. 3.27. att.), Pdl = 0,277. Sis lielums ir mazaks neka
dispersiju paraugu KP-11/FF,/H2O un KP-11/H20 polidispersitates indeksa vertibas
PdI= 0,356 un PdI = 0,355 attiecigi (sk. 3.12. tabula), kas rada, ka parauga ir vairak
dazada diametra objekti. Ar sonifikacijas metodi iegutajas liposomu dispersijas ir novero-
jamas ne tikai maza izmera liposomas, bet art nanodalinu agregati un bislana membranu
fragmenti. TEM un ASM metodes nedod viennozimigu atbildi, vai iegutajas liposomas
ir ieklautas magnetiskas nanodalinas. Lai iegitu magnetiskas liposomas ar izmeéru, kuru

var noverot optiskaja mikroskopa, izmanto spontanas piebrieSanas metodi.

3.4.2. Ar spontanas piebrieSanas metodi iegiitas liposomas

Liposomu iegtisanas process, izmantojot spontanas piebriesanas (SpPi) metodi, ir loti
vienkarsi realizéjams. ST metode neprasa specialu aprikojumu un lauj mainit procesa
parametrus (piebriesanas temperatura, komponentu koncentracija un to attieciba, procesa
ilgums), meklejot optimalos sintézes nosacijumus. Neliela izmeéra Petri traucina ievieto
1,4-DHP atvasinajuma KP-11, kas skidinats hloroforma. Aktivas vielas daudzums tika
ir redzamas mikroskopa, saka veidoties, izmantojot 5 mg aktivas vielas. Péc hloroforma
iztvaiceSsanas veidojas plana lipidu plevite, kura iemaisa feroskidrumu, lidz veidojas oranza
taukaina plevite. Tad virs plevites ielej 1-2 ml destileta tidens. Petri traucinu karse tidens

vanna lidz liposomu parejai udent.

KP-11 termogravimetriska (TG) un diferenciala termala analize (DTA). Lai
noteiktu temperatiiru, kad karsesanas laika sakas izmainas cieta KP-11 parauga stavokli,
un noteiktu temperatiiras diapazonu, kura var veidoties liposomas tika veikta KP-11
termogravimetriska (TG) un diferenciali termala analize (DTA)'?. 1,4-DHP atvasinajuma

KP-11 DTA /TG analize tika veikta argona atmosfera (plusma 50 ml/min.). Tika nosverts

2DTA /TG analizi veica J.Kleperis (Udenraza energétikas materialu laboratorija, LU CFI)
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KP-11 paraugs un ievietots aluminija Stuna, kura, savukart, tika ievietota ierice. Paraugs
tika leni karsets, pacelot temperaturu no 20 lidz 300°C. DTA /TG rezultats paradits 3.28.

attela.
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3.28. att.: 1,4-DHP atvasinajuma KP-11 DTA /TG analizes rezultats, kurs ir attelots
ka vielas masas izmainas atkariba no temperaturas (melna Iikne); siltuma absorbci-

jas atkariba no karsésanas temperatiiras (sarkana likne).

KP-11 tika karsets lidz 300°C. Siltuma emisija vai absorbcija, kas paradas parauga
karseSanas procesa, tika merita attieciba pret inertu materialu (aluminijs), izmantojot
termoparus, kas atrodas parauga un inerta materiala. Registré temperatiiras izmainas
parauga pret salidzinoSo inerta materiala starpibu (DTA, pV). Analizéjot temperatiiras
Iikni (sk. sarkano likni 3.28. attela), noverojam, ka pie apmeéram 80°C temperaturas ir
pirmie minimumi — endotermisks process — sakas vielas stavokla izmainas: pareja uz gela
fazi. Analizeéjot masas izmaingas liknes (sk. melno Iikni 3.28. att.), no 20° lidz 150°C
temperatira notiek masas zaudesana (divu udens molekulu zaudejums, savienojums KP-
11 ir kristalhidrata veida, kas satur divas udens molekulas). Otrais endotermiskais process
— kusana sakas 150°C temperatiira. Sis rezultats labi sakiTt ar literatiiras datiem [189)],
kura dots st savienojuma raksturojums. Talak notiek pilna KP-11 sagrausana. Tadejadi,

spontanas piebrieSanas procesu istenosanai noteikts temperatturu diapazons 30-80°C.

Liposomu dispersiju magnetiska separacija. Lai atdalitu neieklautas magnetiskas
NDs no liposomam, tiek izmantota magnetiska separacija. Galvenais princips — pa-
staviga magneta izmantosana. Magnetisko separaciju realize gan glaze, kas stav uz pa-
staviga magnéta virsmas, gan §lirce. Slirces izmantosana piemérota liposomu dispersiju
atdaliSsanai no liposomas neieklautam nanodalinam, 1pasi, ja liposomu dispersijai ir mazs
tilpums. Peéc iegusanas liposomu dispersiju (0,5 ml) atskaida ar udeni (1 ml). Ievie-
to skidrumu §lirce un piestiprina to pie pastaviga magneta sanu malas, tad tiek veikta
magnetiska separacija 24 stundas. Iznemot §lirces virzuli, augseja faze'® atdalas, kamer

apakseja faze'* ar liposomas neieklautam NDs vél turas pie magnéta.

BParaugu pec sadaliSanas augsejas fazes apzimeésanai tiks talak izmantots apzimejums ”top”.
M Paraugu pec sadalisanas apaksejas fazes apzimeésanai tiks talak izmantots apzimejums ”bot”.
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3.29. att.: Liposomu dispersiju (paraugs SpHy-R-1: 10 mg KP-11; 10 ul 10-03 FFy;
t = 70—80°C; procesa laiks 20 min.) un izmantota feroskidruma NDs hidrodinamisko
izmeéru sadalijumu salidzinajums. 1. Iikne — 10-3 FF; 2. Iikne — paraugs SpHy-R-1
pirms magnétiskas separacijas; 3. likne — liposomu dispersiju paraugs SpHy-R-1'P

péc liposomas neieklauto NDs magnéetiskas atdaliSanas.

Analizejot 3.29. attela datus, redzam, ka liposomu dispersijas parauga pirms magnetiskas
separacijas (SpHy-R-1) (2. likne) pirmais maksimums sakrit ar iegusana izmantota fe-
roskidruma sadalijumu (1. likne) un atbilst liposomas neieklauto NDs signalam. Li-
posomu dispersijas parauga pec magnétiskas separacijas augseja faze SpHy-R-1'°P (3.
likne) demonstre, ka neieklautas NDs ir atdalitas. Savukart, 3.29. att. 3. Iiknes un 2.
liknes otrais un tresais maksimumi attelo dazadu izmeru liposomu eksistenci parauga. Ar
DGI metodi iegtito liposomu dispersiju paraugu SpHy-R-1 un SpHy-R-1%P skaitliskie dati
paraditi 3.13. tabula.

3.13. tabula: Ar DGI metodi iegtito liposomu dispersijas izmeéru sadalijjumu skaitlis-
kie rezultati (dati no 3.29. att.). PdI — polidispersitates indekss.

Paraugs PdI DIZ{‘Ave Sadalijuma lokalo maksimuma vidé&jais
(nm) hidrodinamiskais diametrs, D{{¢ (nm)
1. maksim. | 2. maksim. | 3. maksim. | 4. maksim
SpHy-R-1 0,251 | 136,8 21,19 76,23 230,4 5120
SpHy-R-1%P | 0,416 | 1434 93,44 540,7 5107 -
10-03 FF 0,154 | 33,85 26,63 - - -

Feroskidruma daudzuma un nanodalinu parklajuma ietekme uz liposomu vei-
dosanu. Literatura minetos petijumos, lietojot katjonos fosfolipidus, parsvara tiek lie-
totas magnetiskas nanodalinas ar negativi ladetu virsmu. Jau tika paradits, izmantojot
sonifikacijas metodi liposomu iegtiSanai, ka, izmantojot ka aktivo vielu 1,4-DHP atva-
sinagjumu KP-11, rezultati nav tik viennozimigi. Lai sasniegtu labako rezultatu, bija
nepiecieSams noskaidrot, kadas magnetiskas NDs ir labakas magnetisku liposomu vei-
dosanai. Tika iegtiti liposomu dispersijas paraugi, izmantojot FF ar pozitivi ladetam

~-FeyO3 nanodalinam (FFgy), ka art feroskidrumu ar negativi ladetam NDs/citr (FF ., ).
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3.30. att.: TEM atteli ar SpPi metodi iegutai liposomu dispersijai, izmantojot ne-
gativi ladetas NDs/citr (5 mg KP-11; 10 ul FFg,, 2 ml HyO; 40-50°C; 40 min.).

Liposomu izmers 70-900 nm. (a), (b) un (c) viena parauga dazadu vietu atteli.

50 pm

(a) [KP-11]/[NDs/citr] = 0,85 (b) [DOFH]/[NDs/citr] =0, 3
3.31. att.: Liposomu dispersijas OM atteli: (a) 5 mg KP-11; 30 pl 11-01 FF 5 3 ml
H20). Redzamais liposomu diametrs 1,2—4,5 ym; (b) 1 mg DOFH; 10 p1 09-06 FF i,
1 ml H20). Redzamais liposomu diametrs 3,7-47 pm.

Izmantojot negativi ladetas dalinas, jau iemaisot FF.y, savienojuma KP-11 veidotaja
plevite, notiek agregacija, veidojas nogulsnes. Sis paradibas de] tika izmantoti minimali
FF . daudzumi: 10 pl un 30 pl. Ar FF, iegutajai magnetisko liposomu dispersijai, tika
registreti TEM (sk. 3.30. att.) un optiskas mikroskopijas (OM) dati (sk. 3.31. (a) att.).
Analizejot iegutos datus, redzam, ka viena parauga veidojas gan maza izmera liposomas
(3.31. (a) att., 3.30. (a, b) att.), gan ar1 bislana fragmenti (3.30. (c) att.). Liposomas un
bislana fragmenti veido agregatus (sk. 3.30. (c) att.).

legutais rezultats, kad membranveidojosa viela ir 1,1°-[3,5-di(dodeciloksikarbonil)-4-
fenil-1,4-dihidropiridin-2,6-diil]dimetilén-bispiridinija dibromids (KP-11), atskiras no li-
teratira aprakstita [135, 155], kad gigantisko liposomu'® iegisanai ar SpPi metodi iz-
manto 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfatidilholinu (DOFH). Lai ilustrétu liposomu veidoSanos
atkariba no izmantota lipida strukturas, tika veikta modelsinteze ar DOFH. Gan DOFH,
gan KP-11 ir amfifili, to strukturas ar polaro dalu un divam nepolaram alkilkedem vei-

do bislanu membranas. Iegutas liposomu dispersijas OM atteli paraditi 3.31. attela.

15Gigantiskas vienlamelaras liposomas izmérs ir > 20 pym.
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Magnetisku liposomu, kas iegutas, izmantojot DOFH, Dy** var sasniegt pat 47 pm (sk.
3.31.(b) att.). Agregaciju nenovéerojam.

Nemot vera ieprieksejo rezultatu (3.31. (a) att.), kad liposomu iegusana izmantojam
KP-11 un negativi ladetas NDs, noverojot dalinu agregaciju un nogulsnu veidosanos,
turpmak magnetoliposomu iegusanai tiek lietotas pozitivi ladetas NDs. Tika petita fe-
roskidruma FFg, daudzuma, katjona lipida un nanodalinu (y-Fe2O3) molaro koncentracijas
(mol/1) attiecibu ([KP-11]/[NDs]) ietekme uz liposomu veidosanos un to daudzumu. Ar
SpPi metodi iegutas liposomu dispersijas, kad mainigais parametrs ir FFy daudzums, tika
paklautas magnetiskajai separacijai. Katra atdalita faze tika apskatita optiskaja mikros-
kopa. Nesadalitu dispersiju optiskas mikroskopijas atteli paraditi 3.32. attela. 3.33. attela
paradita parauga (3.32. (c) att.) magnétiskas separacijas shema un iegto augsejas un
apaksejas fazu OM atteli. Analizejot attelus, redzam, ka separacijas gaita atdalas ne tikai

liposomas neieklautas nanodalinas, bet arm magnétisku vezikulu dala (3.33. (c) att.).

(a) 10 ul FF (b) 50 ul FF ) 100 ul FF
SpHy-R-11 SpHy-R-30 SpHy—R 09

3.32. att.: OM atteli ar SpPi metodi iegutai liposomu dispersijai (5 mg KP-11; 11-
02FFg; t = 40 — 50°C; procesa ilgums 20 min.), mainot FF daudzumu. Noteiktie
liposomu diametri: (a) 1 —3pm; (b) 1 —10pum; (c) 3 — 18 um. Meérogiedala 20 pm.

3.33. att.: Ar SpPi metodi iegttu liposomu dispersiju (10 mg KP-11; 100 pl 11-
02FFy; t = 45 — 50°C; 7 = 20 min.) OM atteli: (a) pirms magnétiskas separacijas
(paraugs SpHy-R-9); (b) pec magnetiskas separacijas augseja faze (SpHy-R-9'°P;
(c) magnétiska — apakséja faze (SpHy-R-9P°!), kas satur magnétiskas liposomas un
brivas NDs.
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Liposomu dispersijas pirms un pec magnetiskas separacijas raksturojosie rezultati
atspoguloti 3.14. tabula. Atrasts, ka FF daudzums ietekme iegtito liposomu lielumu un
to daudzumu. NDs daudzuma palielinajums un [KP-11]/[NDs| attiecibas samazinasana
palielina lielu liposomu skaitu. Paradits, ka ar NDs daudzuma palielinasanos veidojas

vairak liela izmera magnetiskas liposomas (sk. 3.14. tabulu).

3.14. tabula: Ar SpPi metodi iegiitu liposomu izméru atkariba no sintézeé izmantota

FF daudzuma. Liposomu izmeéri noteikti ar OM metodi un programmas ImageJ
KP-11

palidzibu. Dj* — optiskaja mikroskopa redzamais liposomu diametrs. ﬁ —
S

molaro koncentraciju attieciba.

Nr. Paraugs FFg (pl) | 7-FeaO3 (mg) [IE\I;];S; ] Dg*” diapazons (pm)
1. | SpHy-R-11 10 0,75 1,152 1,7 48
SpHy-R-30 2,0-7,6
2. | SpHy-R-30%P 50 3,75 0,231 <1,0-74
SpHy-R-30P°* 1,8-12,7
SpHy-R-09 3.218,0
3. | SpHy-R-09%P 100 7,51 0,113 1,0-5,0
SpHy-R-09P°t 3,2-18.9

Sis rezultats tapat ir apstiprinats, analiz€jot paraugu pec magnetiskas separacijas
atdalitas fazes ar transmisijas elektronmikroskopijas palidzibu (3.34. att.). Liposomas,
kas ir iegiitas, sintézé izmantojot 50 ul feroskidruma, paraditas 3.34. (a) un (b) attéelos.
Ir redzams, ka liposomas parauga apakseja faze satur magnetiskas dalinas. Savukart,
magneétiskas liposomas (apakseja faze), kas iegutas, izmantojot 100 ul feroskidruma,

paraditas 3.34. (c) attela ir lielas un satur daudz dzelzs oksida NDs.

S506nm zf . |
(a) SpHy-R-30%P. Liposomu  (b) SpHy-R-30P°t. Liposomu  (c) SpHy-R-09"°t
izmers 300-700 nm izmers apt. 750 nm no 6,25 Iidz 13,2 pm

3.34. att.: TEM atteli liposomu dispersijai péc magnetiskas separacijas: (a) parauga
SpHy-R-30'P (augseja faze) (sk. 3.14. tabula paraugs nr.2); (b) parauga SpHy-R-
30! (c) parauga SpHy-R-09"°" (3.14. tabula paraugs nr.3).
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Augseja faze satur ne tikai ”tuksas”, bet arml magnetiskas lipsomas, kas tiek pieradits
ar magnetoforézes eksperimentu. Saja eksperimenta svarigi, lai liposomas neieklautas
NDs tiktu atdalitas, tadel magnetoforezes eksperiments tika veikts, izmantojot liposo-
mu dispersijas augsejo fazi, kas atdalita pec separacijas. Liposomu magnetisko 1paSibu

raksturojums magnetoforezes rezultata paradits 3.35. attela.

3.35. att.: Magnetoforézes optiskas mikroskopijas attéli. Paraugs sagatavots, izman-
tojot SpPi metodi (5 mg KP-11, 50 pul, FF, t = 45°C, 7 = 20 min.)

Magnéetiska indukcija 2 cm attaluma no magneta, kur tiek veikts eksperiments, ir
628 G; gradients ir 360 G/cm. Ar krasainiem apliem atzimetas atseviskas magnetiskas
liposomas (6-8 um), kuras parvietojas magnétiska lauka. Maza izmera liposomas (0,8—1,0
pm) veido magnetisko liposomu kedes. Gubins un Iidz. [14] izpetijusi, ka tadu paradibu
var noverot, kad nanodalinu dipola-dipola mijiedarbibas energija ir lielaka par siltuma
kustibas (Brauna kustibas) energiju kgT (Bolcmana konstante); tad magneétiskas dalinas
apvienojas kédes ansamblos. Sadas lidzigas kédes veidojas arf miisu pétijumu rezultata,
kas pierada, ka KP-11 veidotas liposomas satur magnetiskas NDs. Tapat var prognozeét,
ka lielaka dala magnetisko NDs ir ieklautas liposomu iekSpuse.

Turpreti, eksiste iespeja, ka apakseja faze var atrasties ”tuksas” liposomas, kuru vir-
spusé adsorbejas magnetiskas NDs, vai magnéetiskas liposomas ar mazu NDs saturu. Iz-
mantojot magnetisko separaciju pakapeniski vai reguléjot separacijas laiku, var izdalit
atseviski ”tuksas” liposomas (kas nesatur magnétisku materialu), magneétiskas liposo-
mas un liposomas neieklautas nanodalinas. Ka jau tika paradits, SpPi procesa veidojas
gan magnetiskas, gan "tuksas” liposomas, kuras nesatur magnetisko skidrumu. Palie-
linot feroskidruma daudzumu sintézes procesa, vairak veidojas magnetiskas liposomas.
Tomer, saja varianta ir problematiski atdalit neieklautas magnetiskas nanodalinas no

magnetiskajam liposomam.

Piebriesanas temperatiiras ietekme uz liposomu veidosanos. Piebriesanas tem-
peratira ir vel viens svarigs sintézes parametrs, kas ietekmé liposomu veidosanos. Lai
atrastu temperaturas rezimu, kad vairak veidojas liela izmeéra (redzamas optiska mik-
roskopa) magnetiskas liposomas, tika iegutas liposomu dispersijas ar SpPi metodi pie
dazadam temperaturam. Merktiecigi tika iegtitas liposomu dispersijas, kas nesatur fe-
roskidrumu (FF) (5 mg 1,4-DHP atvasinajums KP-11, 2 ml H,O; 7 = 20 min.) 30°C;
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45-50°C; 60°C temperaturas, ka art liposomu dispersijas, kas satur FF (5 mg KP-11; 50 ul
FFg; 7 = 20 min.) plasa temperaturas diapazona no 30°C lidz 80°C.

leguitas dispersijas tika petitas ar optiskas mikroskopijas, dinamiskas gaismas izklie-
des metodem un transmisijas elektronmikroskopiju. Ar SpPi metodi pie dazadam tempe-
raturam iegutu liposomu, neizmantojot feroskidrumu, OM atteli atkariba no piebriesanas
temperatiiras paraditi 3.36. attela. Skaidri redzama tendence — ar temperatiiras palie-

linasanu samazinas gan liposomu izmers, gan lielo liposomu skaits.

(a) SpHy-54 (b) SpHy-57 (c) SpHy-58
3.36. att.: Ar SpPi metodi iegutu liposomu dispersiju (5 mg KP-11, 2 ml H,O; 7 = 20
min.), neizmantojot feroskidrumu, OM atteli. PiebrieSanas temperatura: (a) 30°C;
(b) 45-50°C; (c) 60°C.

”Tukso” liposomu dispersijas (paraugs SpHy-R-60) ieguts 30°C temperatura, kad pie-
briesanas laiks ir 40 min, viena parauga triju atskirigu vietu TEM rezultati paraditi 3.37.
attela. TEM atteli dod vertigu informaciju par iegtito objektu strukturu. Dispersija
veidojas pec izmeéra un struktiras loti dazadi objekti, dati ir lidzigi liposomam, kuras
tika iegutas ar sonifikacijas metodi. 3.37. (a) attela redzami mazi (20-30 nm) veidojumi,
liposomas un lipida bislana fragmenti, 3.37. (b) attela — sferiskas struktiiras veidosanas
stadija. Tas veidojas no membranveidigiem savijumiem un var sasniegt 500 nm diametru.
3.37. (c) attela ir redzamas tievas smalkas micellas un elektronblivi sferiski veidojumi ar

izmeru 1,0-1,5 pym.

(a) (b)
3.37. att.: ”Tuksu” liposomu dispersijas parauga SpHy-R-60 TEM atteli. Paraugs

sagatavots, izmantojot SpPi metodi (5 mg KP-11, ¢t = 30°C, 7 = 40 min.)
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Pie dazadam temperaturam (sk. 3.15. tabulu) ieguto dispersiju, kas nesatur NDs, hidrodi-
namisko diametru sadalijjumi paraditi 3.38. attela. Ar TEM paradita (3.37. att.) veidoto
strukturu daudzveidiba tika apstiprinata art ar DGI metodi, analizejot dispersiju, iegtitu
neizmantojot FF, hidrodinamisko diametru sadalijjumu (sk. 3.38. att.). Abas metodes

apstiprina dazadu veidojumu eksistenci paraugos.

L - e e e e e S ——
Wb —— SpHy-R-54 |. ... ..
12; ...................................... = SpHy-R-57 |..............
ol = SpHy-R-58 |..............

Tilpums (%)

10 100 1000 10000

Dy (nm)

3.38. att.: Ar SpPi metodi dazadas piebriesanas temperatiiras iegtitu liposomu dis-
persiju (5 mg 1,4-DHP atvasinajums KP-11, 2 ml HyO; 7 = 20 min.) neizmantojot
FF, hidrodinamisko diametru sadalijumi: SpHy-R-54 (30°C); SpHy-R-57 (45-50°C);
SpHy-R-58 (60°C).

ES S5 5 5 4 S S S W5 S S RO S50 6
< SpHy-R-23
B — py._
> : , : :
" I SRRREE R E R . s SPHY-R-24 |+ oven e :
g : : m—— SpHy-R-25 .
=
=T P = SpHY-R26 |
@ == S pHy-R-27
——— SpHy-R-28

1000 10000

3.39. att.: Ar SpPi metodi dazadas piebriesanas temperatiras iegutu liposomu dis-
persiju (5 mg KP-11; 50 ul; procesa laiks 7 = 20 min.), hidrodinamisko diametru
sadalijumi: SpHy-R-23 (30 — 35°C); SpHy-R-24 (40 — 45°C); SpHy-R-25 (45 — 50°C);
SpHy-R-26 (60 — 65°C); SpHy-R-27 (70 — 75°C); SpHy-R-28 (80 — 85°C).

"Tuksu” liposomu dispersijas paraugam SpHy-R-57, iegutam 45— 50°C temperatura, Pdl
vertiba ir salidzinosi mazaka neka paraugiem SpHy-R-54 (30°C) un SpHy-R-58 (60°C)
(sk. 3.15. tabulu. 1.-3. paraugi). Liposomu dispersija (paraugs SpHy-R-57 3.38. att.
zala likne) vairakuma ir ”tuksas” liposomas (vai veidojumi), kuras ir pietiekosi mazas pec
izmera un nav noverojamas optiskaja mikroskopa. Tatad, izmantojot temperatiiras in-
tervalu 45—50°C, var izvairities no ”tuksu” liposomu, micellu un citu agregatu klatbtitnes
liposomu dispersijas parauga. Salidzinot magnetisku liposomu dispersijas OM un DGI re-
zultatus (sk. 3.15. tabulu, 5.-6. paraugi un 3.14. tabulu, 2. paraugs), tika atrasts, ka tem-
peratiras intervala 40-50°C vairak veidojas liela izmera (lielakas neka 1 um) magnétiskas

liposomas.
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20 pm 20 pm

(a) SpHy-R-23 (b) SpHy-R-24

20 pm 20 pm

(c) SpHy-R-25 (d) SpHy-R-26

5 mg KP-11; 50 pl 11-02 FFy;

procesa laiks 20 min.

Temperatiira:
a) 30 — 35°C, liposomu izmers 1-6 um
b) 40 — 45°C, liposomu izmers 2-7 pm

d) 60 — 65°C, liposomu izmers 2—6 pym

(
(
(c) 45 — 50°C, liposomu izmers 2-10 ym
(
(

e) 70 — 75°C, liposomu izmers < 1-3 pm

(e) SpHy-R-27
3.40. att.: Ar SpPi metodi iegtutu liposomu dispersijas OM atteli. Liposomu izmeéra

un daudzuma atkaribaa no piebrieSanas temperatiras.
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3.15. tabula: Ar SpPi metodi iegitu liposomu izmeéru atkariba no piebriesanas tem-
peraturas. DGI (sk. 3.39. att.) un OM (sk. 3.40. att.) rezultati. ¢t°C — piebrieSanas
temperatira; PdI — polidispersitates indekss; D%‘A"e — visa sadalijuma videjais hid-
rodinamiskais diametrs; ng — sadalijuma lokalo maksimuma vid€jais hidrodinamis-
kais diametrs; Dj* — optiskaja mikroskopa redzamais liposomu diametrs.

Nr. | Paraugs FF t (°C) | Pdl | DZAve D4 (nm) Dye*

(p1) (nm) (pm)
1.maks. | 2.maks. | 3.maks.

SpHy-R-54 | 0 30 0453 | 1914 | 6481 | 649,7 | 4121 |1-8,5
SpHy-R-57 | 0 45— 50 | 0,269 | 146,9 | 24,91 | 1320 | 5048 | 1-—4,7
SpHy-R-58 | 0 60 | 0,406 | 185,2 - 1202 | 2455 | <1-2,8

SpHy-R-23 | 50 | 30 —35 | 0,491 | 1155 | 37,0 285.3 | 4758 |1-6
SpHy-R-24 | 50 | 40—45 | 0,963 | 106,9 | 29,73 | 717,6 | 4679 |2—7
SpHy-R-25 | 50 | 45— 50 | 0,861 | 91,60 | 24,51 | 499,1 | 3928 | 2— 10
SpHy-R-26 | 50 | 60 — 65 | 0,039 | 92,75 | 26,51 | 9348 | 4178 |2—6
SpHy-R-27 | 50 | 70— 175 | 0,549 | 75,84 | 26,37 | 4154 | 4784 | <1-3
SpHy-R-28 | 50 | 80 — 85 | 0,566 | 53,56 | 26,29 - 1200 |<1-2

S R Pl Rl N Bl R R R

Liposomu dispersiju, kas satur feroskidrumu un iegitas, izmantojot dazadas piebriesanas
temperatiiras, hidrodinamisko diametru sadalijumi paraditi 3.39. attela un optiskas mik-
roskopijas rezultati — 3.40. attela. Ar DGI un optisko mikroskopiju iegutie rezultati ap-

kopoti 3.15. tabula, no kuras datiem izveidots 3.41. attels.

250
= 200
g = n
]
2 150 |
Nz + FFy (50ul)
Q M

100 " B bez FFy

»
50 %
0 . . .
0 20 40 &0 80 100

Piebriesanas temperatura (°C)

3.41. att.: Liposomu dispersiju, kas nesatur (3.38. att.) un satur magnetiskas NDs
(3.39. att.) sadalijjumu videéjo hidrodinamisko diametru DEI'A"e atkariba no pie-

brieSanas temperatiras.

3.41. attela paraditas liposomu dispersijas sadalijumu vidéjo hidrodinamisko diametru
DZ%Ave yertibas atkariba no sintezé izmantotas piebriesanas temperatiiras. Sarkana likne
rada ”tukso” liposomu dispersiju D%4ve vertibas atkariba no temperatiiras. 40-50°C
temperatiira noverojama D%V vertibas samazinasanas, ta saucamo — "bedre”. Talak,
ar temperatiiras palielinajumu, palielinas sadalijumu videjais hidrodinamiskais diametrs.

Zila Iikne raksturo liposomu dispersijas, kas iegtitas izmantojot FF. Noverojam sadalijumu
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DEAVe gkaitlisko lielumu

ietekme ne tikai liposomu izmers, bet art to daudzums. Ka paradits optiskas mikroskopijas

videja hidrodinamiska diametra vertibu nelielu samazinasanos.

3.40. (b) un (c) attela, vislabakie rezultati ir tad, kad noverots lielakais liposomu skaits

un lielums, kas ir 40-55°C temperatura (paraugi SpHy-R-24 un SpHy-R-25).

3.16. tabula: Procesa ilguma (7) ietekme uz veidoto liposomu izmeériem 30°C un
40-50°C temperatiiras; 50 pl FFg. Liposomu izmeri noteikti ar OM pirms un pec
magnetiskas separacijas. Dj® — optiskaja mikroskopa redzamais liposomu diametrs.
LVVs — lielas vienlamelaras vezikulas, kuru diametri ir 100 nm — 20 ym diapazona.

Nr. | Paraugs t (°C) | Laiks Dy (pm)
T
(min.)

1. | SpHy-R-45 30 10 1,3-4,1 (liposomu nav daudz)
SpHy-R-45¢°P 1,655
SpHy-R-45Pt 0,9-1,0 (NDs agregati, maza izmera

LVVs)

2. | SpHy-R-46 30 | 20 2,214
SpHy-R-46%P 2,9-11,2 (daudz maza izmera LVVs)
SpHy-R-46P°t 2,2-10 (liposomu skaits ir neliels)

3. | SpHy-R-47 30 30 0,9-9,0 (loti daudz neliela izmera LVVs)
SpHy-R-47tP 1,8-6,8 (daudz maza izmeéra LVVs)
SpHy-R-47bot 1,3-5,9

4. | SpHy-R-44 30 40 1,3-12,8 (daudz LVVs)

SpHy-R-44%P 1,6-11 (daudz LVVs)
SpHy-R-44bot 0,9-1,0 (daudz neliela izmeéra liposomu)

5. | SpHy-R-48 30 50 0,9-1,0; 1-6,8
SpHy-R-48tP 1,3-11,8
SpHy-R-48P°t 0,9; 1-6,6 (liela izmera LVVS nav daudz)

6. | SpHy-R-35 40-50 | 10 1,0-9,0
SpHy-R-351P 1,6-8,2
SpHy-R-35P°t NDs agregati

7. | SpHy-R-36 40-50 | 15 daudz maza izmera LVVs apm. 0,9-1,0
SpHy-R-36%P daudz maza izmera LVVs apm. 2,0
SpHy-R-36P°t NDs agregati

8. | SpHy-R-30 45-50 | 20 1,0; 2,2-7,57
SpHy-R-30t°P 0,9-7,34
SpHy-R-30P°t 1,8-12,7 (liels liposomu skaits)

9. | SpHy-R-29 45-50 | 30 1,3-6,7; 9,4 (liels liposomu skaits)
SpHy-R-29t°P 1,5-6,0
SpHy-R-29b°t 2,0-5,5 (liels liposomu skaits)

10. | SpHy-R-39 45-50 | 40 1,1-3,8 (neliels skaits)

SpHy-R-39%°P 1,6-6,8 (neliels skaits)
SpHy-R-39Pot 0,9 (niecigs skaits)

11. | SpHy-R-40 45-50 | 45 1,0-1,3 (parsvara); 5,9 (niecigs skaits)
SpHy-R-40%P 2,0 (parsvara); 3,8-7,9 (neliels skaits);
SpHy-R-40Pot apm. 1,0-1,5
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Piebriesanas procesa laika ietekme uz magnetisko liposomu veidoSanos. Ana-
lizéjot ieguitos rezultatus (sk. 3.16. tabulu), varam secinat, ka temperatira ir loti svarigs
parametrs, tapat arl procesa laiks. Lai iegitu magnetiskas liposomas 30°C temperatiura,
procesa laikam jabtut 30-50 min. Tomer lielu LUVs daudzums ir loti neliels. Savukart,
veicot liposomu iegtiSanu 45-50°C temperatira, optimalais procesa laiks ir 20 min. Pa-
garinot procesa laiku, liposomu izmeri samazinas. Varam pienemt, ka, karsejot liposomu
dispersijas ilgaku laiku, liela izmera liposomas tiek sagrautas, jo tadas nav redzamas mik-
roskopa.

Magnetisko liposomu iegtiSanai, izmantojot spontanas piebrieSsanas metodi un savie-
nojumu KP-11 ka aktivo vielu, ir daudz faktoru, kuri ietekme rezultatu. Analizejot visus
datus par magnetisko liposomu dispersiju iegtiSanu un ipasibam, tika atrasts, ka spontanas
piebriesanas procesa veidojas ka magnetiskas, ta ar1 "tuksas” liposomas. Pieradits, ka ar
temperatiiras un procesa laiku var regulet iegiito magnetoliposomu skaitu un lielumu.
Optimalie temperaturas nosacijumi magnetisko liposomu sintezei, izmantojot lipidveida
katjonu amfifilu 1,4-DHP atvasinajumu KP-11 un pozitivi ladetas v-Fe;O3 NDs, atrasti
45-50°C temperaturas diapazona. Tatad varam secinat, ka SpPi metode ir loti vienkarsi
realizejama, neprasa sarezgitu aparaturu. Ka trukumu var minet gadijuma rakstura fak-
toru, kas ir nozimigs liposomu veidosanai un rezultatu atkartojamibai. Tomer ir skaidri

redzama eksperimenta rezultatu tendence.

3.4.3. Arapgrieztas fazes ietvaicesanas metodi iegiitas liposomas

Lai parbauditu apgrieztas fazes ietvaicesanas (AFT) metodi un skatitu, ka citas meto-
des izmantoSana ietekmé iegtito liposomu dispersiju struktiiru, ipasibas, tika iegiiti mag-
netoliposomu paraugi, izmantojot AFI metodi. Realizéjot magnetoliposomu iegusanu,
vienigais mainigais parametrs ir 1,4-dihidropiridina atvasinajuma KP-11 daudzums, kas
izmantots. Feroskidruma (FF) daudzums visos liposomu dispersiju paraugos ir vienads
(1 ml). Tika izverteti un analizeti rezultati, kas ieguti ar OM, ka art ar TEM un ASM

metodem. letvaicesanu realizejam, izmantojot rotacijas ietvaicetaju.

e
10 ym

3.42. att.: Optiskas mikroskopijas attéls emulsijai, kas iegtita péc sonifikacijas. Tas

liecina (bruna krasa), ka vezikulu (vai micellu) iekSpuse atrodas feroskidrums.
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Lai ieguitu magnetiskas liposomas ar apgrieztas fazes ietvaicesanas metodi, vispirms
jagatavo organiskas fazes emulsija, kuras sastava ir katjonais lipids — savienojuma KP-
11 noteikta daudzuma skidums hloroforma (koncentracija 10 mg/ml), dietileteris un fe-
roskidrums ar 7-Fe,O3 NDs. Sis maistjums tiek 20 minfites sonificets ultraskanas vanna.
leguta HyO/organiskas fazes emulsija tika analizéta optiskaja mikroskopa un rezultati
paraditi 3.42. attela. Analizejot attelus, varam spriest, ka tumsa vezikulu krasa apstip-
rina, ka FF ieklausana organiskaja faze notiek jau emulsijas pagatavosanas laika. Otrais
metodes posms ir emulsijas ietvaicesana pie pazeminata spiediena. letvaicesanas tempe-
ratiiru nosaka dietilétera virsanas temperatura (t = 34°C). IetvaicéSsana var turpinaties

no 15 lidz 40 mintutem, atkariba no katra atseviska parauga, kamer nav ietvaicets viss

Feroskidruma nanodalinu virsmas ladina ietekme uz liposomu veidoSanos, iz-
mantojot AFI metodi. Izmantojot magnetiskas NDs, kas parklatas ar citratjoniem,
lai iegutu liposomu dispersiju, sintezes procesa notiek dalinu un lipida agregacija. Ir
nepieciesama ekstruzija. Sintezes rezultata, izmantojot galvenokart NDs/citr, var iegut
liposomas ar diametru 40-300 nm, kas ir paradits ar TEM datiem (sk. 3.43. (a) att.)
un apstiprinats art ASM (sk. 3.43. (b) att.) attelos. Optiska mikroskopa ir redzamas
magnétiskas liposomas ar izmeéru 1-1,5 um (sk. 3.44. att.). To nav daudz. Liposomas ir
magnetiskas. 3.44. attela paradits, ka, pietuvinot paraugam pastavigu magnetu, liposo-
mas, kas satur magnetiskas nanodalinas, veido ta sauktos kedes ansamblus. Ka jau tika
minets iepriekseja nodala (100 Ipp.), pec analogijas ar literatturas datiem [14], pieradijam,

ka misu gadijuma veidojas magnétiskas liposomas.
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3.43. att.: Ar AFI metodi ieguitu magnétisku liposomu (2 mg KP-11), izmantojot
negativi ladetas NDs, (a) TEM attéls un (b) ASM attéls.

Izmantojot KP-11 ka membranveidojoso agentu un pozitivi ladetas NDs ar AFI metodi

liposomu sintezei, varam pagatavot liela izmeéra magnétiskas liposomas (lidz 20 pm).
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3.44. att.: Ar AFI metodi (2 mg KP-11) iegutu magnétisku liposomu, izmantojot
negativi ladetas NDs, OM attels.

Liposomu dispersijas tika paklautas magnétiskajai separacijai, lai atdalitu liposomas
neieklautas NDs. Magnetiskas separacijas process tika aprakstits iepriekseja dala (sk.
96.1pp.) un saja gadijuma realizéts Slirce, izmantojot pastavigo magnétu. Ar So pro-
cediiru iespejams atdalit lielo izmeru magnetiskas liposomas (augseja faze) no maza izmera

magnetiskajam liposomam, kuras atdalas kopa ar neieklautajam NDs.

Intensitate (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Dy (nm)

3.45. att.: Magnetisko liposomu (8 mg KP-11) hidrodinamisko diametru sadalijumi:

1. Iikne — paraugs pirms magnéetiskas separacijas; 2. likne — pec magnetiskas se-

paracijas augseja faze; 3. likne — pec magnéetiskas separacijas apakseja faze.

3.45. attela paradita parauga, kas iegtits, izmantojot 8 mg KP-11, ar dinamiskas gais-
mas izkliedes metodi registretu liposomu sadalijumi pirms un pec magnetiskas separacijas.
3.45. attela 2. Itkne demonstre, ka augseja faze ir loti plass liposomu sadalijums pec
izmeriem, tas polidispersitates indekss Pdl = 0,848, atskirtha no 1. un 3. Iiknes, kad
PdI = 0, 245, kas norada, ka parauga ir dazada izmera magnetiskas liposomas.

Tas arl ir redzams, analizéjot parauga augsejas fazes optiskas mikroskopijas attelu (sk.
3.46. att.). Liposomas ir dazadas ne tikai pec izmera. Ar bultinu paradita multilamelara
liposoma (MLv), kad ir vairak neka viens bislanis. MLv sintezéjas, paaugstinot lipida
koncentraciju, kas lidzigi noverots fosfolipidiem [108].
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3.46. att.: Magnetisko liposomu dispersijas (8 mg KP-11) OM atteli: (a) liposomu
dispersijas pec magnetiskas separacijas augséja faze (liposomu diametrs 1-20 ym);
(b) liposomu dispersijas peéc magnétiskas separacijas apakseja faze (maza izmera

magnetiskas liposomas (Iidz 1 ym) un liposomas neieklautie NDs agregati).

Liposomu dispersijas (8 mg KP-11) augséja faze tika petita arT ar transmisijas elektronmik-

roskopiju. 3.47. attela paraditi tas rezultati, kuri sakrit ar optiskas mikroskopijas datiem.

3.47. att.: TEM atteli ar AFI metodi iegutam magnetiskam liposomam (8 mg KP-
11): (a) liposomu lielums 18,5 ym, (b) liposomu lielums 2,5 pm.

3.48. attela paraditi ar AFI metodi iegttas liposomu dispersijas OM rezultati. Lipo-
somu dispersijas, kas ieglitas, izmantojot pozitivi ladetas NDs un dazadu savienojuma
KP-11 daudzumu, paraugi analizeti pirms un péc magnetiskas separacijas. Mainot savie-
nojuma KP-11 daudzumu, eksperimentali tika pieradits (sk. 3.48. att.), ka KP-11 kon-
centracijas palielinasana dod lielaku iespéju liposomu veidosanai. Iegtito liposomu izmeru
sadalijums ir loti plass. Veidojas gan vienlamelaras, gan daudzlamelaras vezikulas, bet to
daudzums nav liels. Optiskas mikroskopijas atteli (sk. 3.48. att.) tika ieguti, pietuvinot
prieksmetstiklinam ar paraugu pastavigo magnetu. Visos attelos redzams, ka liposomu
dispersijas gan pirms, gan pec magnéetiskas sadaliSanas liposomas apvienojas kedes. Ta ir
specifiska magnetisko liposomu atbilde uz magnetiska lauka iedarbibu. Ieguto liposomu

veidi ir dazadi, piemeram, vienslana un daudzslanu liposomas.
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Pirms magnetiskas atdalisanas Peéc magneétiskas atdalisanas (augseja faze)

(a) 2 mg KP-11
liposomu izmers
1-3 ym

(b) 3 mg KP-11
liposomu izmeérs
1-10 pm

(c) 4 mg KP-11
liposomu izmers
1-16 pm

(d) 5 mg KP-11
liposomu izmeérs
1-17 pm

! (e) 8 mg KP-11
‘ liposomu izmers
1-14 pm

3.48. att.: Ar AFI metodi iegiitu magnetisku liposomu dispersijas paraugu, izmanto-
jot FFy ar pozitivi ladetam nanodalinam un variejot izmantoto KP-11 daudzumu,
OM atteli.
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Noverojot iegutas liposomu dispersijas optiskaja mikroskopa pec 6 meénesiem, noskaid-
rots, ka liela izmera liposomas sabriik. Liposomas ar diametru diapazonu 1-6 pm ir
stabilakas. Paradits, ka pie lielakas savienojuma KP-11 koncentracijas iegtitajam lipo-
somam ir garaks dzives periods, jo veidojas vairak neka viena bislana membranas, ta
saucamas multilamelaras vezikulas. Tatad, izmantojot AFI metodi, varam iegut liela
izmera magnetiskas liposomas, lai tas izmantotu ka modeli membranu mehanisko 1pasibu
petisanai. Magnetisko vezikulu 1pasibu raksturoSanai perspektiva tiks izmantoti vezi-
kulu magnetoforezes merijjumi. Bislanu mehaniskas 1pasibas tiks noteiktas, piemeram,
membranu elastibas raksturosanai, kas ir svariga membranveidojoSo vielu praktiskajam
pielietojumam biologija un zalu formu izstradei farmakologija, merot vezikulu deformaciju

magnetiskaja lauka.

3.4.4. leguto magnetisko liposomu elastiba

Lipida bislanu lickumu elastibai ir biitiska loma liposomu endocitozes'® procesos §tinas.
Lai noteiktu bislana membranas mehaniskas ipasibas, to elastibas modula vertibu, javeic
magnetoforeze un janosaka magnétisko vezikulu deformacija magnetiskaja lauka. ST meto-
de dod informaciju par vezikula ieklauta FF ipasibam un ta atskaidisanas faktoru. Merot
vezikulu deformaciju, iegiist ekscentricitati (e'”), vezikulu izmeru, kuru izmanto elastibas
modula aprekinasanai. Tas noteiksanai ar AFI metodi, kas ir aprakstita eksperimentalaja
dala, tika ieglitas magnetiskas liposomas, un to liekuma elastiba noteikta, merot iegtito
liposomu deformaciju areja magnetiska lauka un liposomu dispersijas magnetoforezi. Li-
posomu iegusanai tika izmantoti: lipids KP-11 un feroskidrums 11-04 FFg ar -FesOg
nanodalinam (ferogkidruma ipasibas sk. 3.3. un 3.4. tabulas). Koloidalo NDs tilpuma
dala noteikta, izmantojot kimisko analizi @ = 1,8%; magnetisku NDs ®}j*" = 1,3%.
FF blivums p = 1,073 g/cm?. Tika ieguti dazi liposomu paraugi, izmantojot dazadu
lipida daudzumu: A paraugam — 9 mg KP-11; B paraugam — 8 mg; C paraugam — 7 mg

un D paraugam — 3 mg. Lai atdalitu liposoma neieklautas magnétiskas nanodalinas, tika

veikta dispersijas magnetiska separacija.

3.49. att.: Ar AFI metodi ieguito magnétisko vezikulu TEM attéli. (a) A paraugs un
(b) B paraugs no 3.17. tabulas [174].

Liposomu dispersijas tika pétitas ar optisko mikroskopu un ar transmisijas elektronmik-

roskopu. 3.49. attela paraditi dazu dispersiju liposomu TEM atteli. Tipisks liposomu

16Stinu argja materiala inkorporacija, veidojot membranu vezikulas
1"Ekscentricitate e = /1 — (b/a)? (a un b attiecigi vezikulas ka elipsoida garas un isas ass izméri).
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izmers, noteikts ar TEM, ir mazaks neka noverots ar optisko mikroskopu, jo lielaka izmera
liposomas tiek sagrautas TEM paraugu sagatavosanas gaita. Ar optisko mikroskopu no-
teiktie ieguto liposomu diametri ir 5-20 pm diapazona. Vezikulu (Bl no 3.18. tabulas)

deformacija pie dazadam magnetiska lauka intensitates vertibam paradita 3.50. attela.

0 Oe 28 Oe 56 Oe 110 Oe 170 Oe

3.50. att.: Magnetisku liposomu ar optiskaja mikroskopa redzamo diametru Dj* =

7um (liposoma B1 sk. 3.18. tabulu) deformacija magnetiskaja lauka [174].

3.17. tabula: Peétito vezikulu dispersiju IpasSibas: Ckp_1; ir sintézé izmantota pa-
matSkiduma lipida koncentracija; & ir liposoma ietverta feroSkidruma videjais
Skaidisanas faktors a (sk. 3.51. att.).

| Liposomu dispersijas | Ckp—11 (mol/1) | a |
paraugs A 9,72-1073 0,104
paraugs B 8,64-1073 0,098
paraugs C 7,56 1073 0,100
paraugs D 3,24-1073 0,085

Liposomu dispersijas paraugu ipasibas (FF koncentracija, videjais skaidisanas faktors)
paraditas 3.17. tabula. Jaatzime, ka sintezes procesa beigas, liposoma ieklautam FF ir
tads pats nanodalinu izmeru sadalijums ka sakotneja feroskidruma, tomer tas ir atskaidits.
Skaidisanu raksturo skaidisanas faktors a, kas ir mazaks par 1. D parauga vezikulu (ar
dazadu diametru no 5 lidz 20 um) aprekinatas « vertibas paraditas 3.51. attela, de-
monstrejot ieverojamu liposoma ieklauta FF magnetisko nanodalinu koncentracijas sa-

mazinasanos, salidzinot ar sakuma FF koncetraciju.
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3.51. att.: SkaidiSanas faktors o = M, /Mpp ka funkcija no pétito vezikulu D parauga
OM redzama diametra. Videjais Skaidisanas faktors a = 0,085 [174].
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Atrasts, ka ta ir aptuveni 7 reizes mazaka neka sintézes procesa izmantotajam magneétiskam
koloidam. legutas Skaidisanas faktoru videjas vertibas & katrai no petamajam liposomu
dispersijam paraditas 3.17. tabula. Visam dispersijam « vertibas ar kartu 107!, kas at-
bilst vezikula ieklautu nanodalinu tilpuma koncentracijai @ *" = 0,2%. Tika noverots,
ka katrai petitajai vezikulai vienas dispersijas ir sava skaidiSanas faktora a vertiba un §1
vertiba nav atkariga no vezikulu diametra D§®.

3.18. tabula: Petitas magneétisko liposomu 1pasibas. D§® ir liposomu diametrs; K —

liekumu elastibas konstante; 7y ir sakotnéjais dubultslana spriegums, kad nav uzlikts
magnetiskais lauks (pie lauka nulles vertibas).

| Vezikulas | Dy (um) | Ky/kpT | 79 (erg/cm?) |

Al 11,3 2,00 5,0-107°
Bl 7.0 1,40 3,2-1076
B2 12,5 4,80 4,6-107¢
C1 7.0 0,22 7,2-10°¢
D1 11,9 0,77 1,2-107°

Elastibas eksperimenta vezikulu deformacija tika registreta ka funkcija no pielikta
magneétiska lauka (sk. 3.52. att.). Apstradajot liposomas ekscentricitates (e) atkartbu no
magnetiska lauka (H), ka paradits 3.52. attela, atrasts, ka dota tipa liposomas raksturojas
ar zemu liekuma elastibas moduli. To var saistit ar 1pasi lieliem lipida (KP-11) polaras
dalas izmeriem. 3.18. tabula paraditi atrastie vezikulu liekuma elastibas moduli K, /kgT.
Elastibas modulu vertibas atrodas intervala 0,22-5,0 k,7. Sie lielumi ir diezgan zemi,
ieverojot, ka redzama membranu deformacija nav liela. Tika atrasts, ka sakotnejais bislana
spriegums 75 ~ 107% —107° erg/cm? labi atbilst datiem, kas iegiti citu amfifilu bislaniem
(piemeram, tadiem fosfatidilholmiem!® ka DOFH un POFH, kuru 7 varigjas no 1071 —

1079 erg/cm?, atkariba no liposomu izmera) [165, 166].
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3.52. att.: Ar magneétisko lauku izraisita liposomas B1 (Ilikne ar melniem punktiem)
un D1 (Itkne ar baltiem punktiem) (sk. 3.18. tabula) deformacijas e(H) atkariba no
pielikta magnetiska lauka. Ar nepartraukto liniju attélota teoretiska sakariba (2.6)
vien. (atbilstosas K}, un 7y vertibas dotas 3.18. tabula) [174].

18Fosfatidilholini — fosfolipidu klase, kuram holins ir polara dala.
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Bislana elastibas modula lielums ir loti atkarigs no amfifila morfologijas [161]. KP-11
ir liela polara dala (¢ = 120 A?) un hidrofobas kédes (12C) (L = 12d). d = 1,27 A ir
metilengrupas garums. Teoretiski aprekinatais K;,/kpT ir 1,72. Sis lielums ir tuvs videjam
eksperimentali noteiktajam lielumam 1,80.

Literatura ir dati par citu amfifilu elastibas modulu vertibam. Vajag atzimet, ka
tas iegutas ar dazadam metodem un var atsSkirties. Ta piemeram, [165] darba elastibas
moduli tika aprekinati, izmantojot vezikulu deformaciju elektriska lauka un to vertibas
tadiem fosfolipidiem ka 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfatidilholins (DOFH) un 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholins (POFH) ir attiecigi 15,2 kgT un 14,5 kgT'. Izmantojot
termisko fluktuaciju analizes metodi, DOFH elastibas modula vertiba ir 6,0 kg7 un POFH
elastibas modula vertiba ir 9,75 kgT. Magnetisko liposomu membranu, kuru veidoja
DOFH, modula vertiba, kura tika apréekinata [155] darba, varigjas ap 20 kgT.

Misu darba izmantojam aprekinu metodi, kuru speciali lielu deformaciju gadijumam
izstradaja Cebers un Perzinsky [174, 190]. Lai salidzinatu rezultatus tika sintezetas
magnétiskas vezikulas, izmantojot DOFH ka membranveidojosu vielu. Sadam vezikulam
ar izmeru apmeram 50 pm (optiskas mikroskopijas dati 3.31.(b) att.) elastibas modulis,
kas aprekinats ar izmantoto metodi ir K, = 9,76 kgT. Darba autori [190] petija endo-
somu!® deformaciju magnetiska lauka. Izmantojot miisu darba piemeroto metodi, tika
atrasts, ka endosomu elastibas modula vertiba ir 5,2 kgT un 7y = 0, 06 erg/cm?.

Perspektiva tiks veikta membranu elastibas modula noteikSana, izmantojot termisko
fluktuaciju analizes metodi, kas laus salidzinat rezultatus iegutus ar dazadu aprekinu
metozu palidzibu. Ta rezultata tiks veikti plasaka lipidu klasta, t.sk. sintetisko lipid-

veida 1,4-DHP atvasinajumu veidoto membranu 1pasibu mérijumi.

YEndosoma — ieksstinas membranu organoidu.
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3.5. leguto liposomu kritiska micellu koncentracija

Raksturojot pasasociejosos liposomas veidojosus savienojumus, svarigs lielums ir kri-
tiska micellu koncentracija (KMK). KMK ir koncentracija, sakot no kuras skiduma vei-

dojas liposomas vai citi nanoagregati.
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3.53. att.: 1,4-Dihidropiridina atvasinajumi:
struktiras analogi.

savienojums KP-11 un ta tuvi

Lai raksturotu savienojumu KP-11 un ta tuvus strukturas analogus (sk. 3.53. att.),
veicam KMK noteiksanu, izmantojot DGI metodi. Tika pagatavots sakotnejais liposo-
mu Skidums ar atbilstoso savienojumu, koncentracija 0,5 mg/ml, tapat ka ieprieksejos
petijumos. Katrs nakosais skidums tiek pagatavots divas reizes atskaidot ieprieksejo,
iegustot 10 skidumu seriju katram paraugam koncentraciju diapazona no 0,5 mg/ml lidz
0,1-1072 mg/ml. Paraugus analizéjam ar DGI metodi, izmantojot Topel un lidz. pie-
davato metodiku [191], skatot parauga signala intensitates atkartbu no savienojuma kon-

centracijas.

3.19. tabula: Izveleto katjono 1,4-DHP atvasinajumu zeta-potenciali, un, ar DGI
metodi iegiito liposomu dispersijas izmeru sadalijjumu skaitliskie rezultati. PdI —

polidispersitates indekss, D%‘A"e — visa sadalijjuma vidéjais hidrodinamiskais dia-
metrs.
Savienojums Pdl DIZ{‘Ave Sadalijuma lokalo Zeta-
(nm) maksimuma  videjais potencials
hidrodinamiskais dia- (mV)
metrs, DY (nm)/(%)
1. maksim. | 2. maksim.
KP-11 0,345 | 113 151/98,6 | 5210/1,1 | 82,149,54
KP-11-N(Me)2 | 0,323 100 151/96,6 24,10/3,4 | 65,9+13,6
KP-11-Me 0,607 74,8 147/88,7 2,21/3,4 | 67,0£11,7
KP-11-Ac 0,270 150 154/100 - 61,0£11,7

Loti atskaiditos skidumos intensitate ir tuva tira tidens intensitatei, noteiktai ar DGI me-
todi. Savukart, paaugstinot savienojuma koncentraciju, pieaug liposomu skaits parauga
lidz ar to ar? intensitate. Liknes lizuma punktu pienem par aptuveno savienojumu kri-

tisko micellu koncentraciju. Noteiktas KMK vertibas visiem savienojumiem ir 30, 35,
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20 un 15 uM 25°C temperatura, atbilstosi. Varam secinat, ka nelielas izmainas mole-
kulas katjonaja dala butiski neietekme amfifilo 1,4-DHP atvasinajumu kritisko micellu
koncentraciju.

Izveletajiem savienojumiem tika noteikti arT veidoto liposomu zeta-potenciali?’ un
hidrodinamiskie diametri, izmantojot DGI metodi, rezultati atspoguloti 3.19. tabula [130],
paraugi gatavoti ka jau tika aprakstits ieprieks.

Analizejot iegtitos datus, redzam, ka visu savienojumu veidoto liposomu zeta-potenciali
ir pozitivi un ar salidzinamam vertibam, kas liecina, ka lidzigas strukturas veidoto li-
posomu virsmas 1paSibas ir vienadas [130]. Analizgjot izvéleto savienojumu liposomu
dispersijas polidispersitates indeksu un hidrodinamisko diametru vertibas, redzam, ka sa-
vienojumam KP-11-Ac ir vismazaka Pdl vertiba (0,270), kas liecina, ka ir viendabigaks
paraugs neka citu savienojumu gadijuma. To apliecina §1 savienojuma liposomu hidrodi-
namiskais diametrs, jo ir tikai viens raksturigais maksimums, kamer parejiem izveletajiem
savienojumiem, veidojot liposomas, dazu procentu robezas ir liposomas ar atskirigu hid-

rodinamisku diametru [130]. Pargjie savienojumi plasak tiks petiti nakotne.

20Zeta-potencialus nosacija E. Morin-Picardat, Farmacijas fakultate Helsinku Universitate.



Secinajumi

e Realizeta magnetisko koloidu sintéze udens vides. Paradits, ka magnetisku koloi-
du sinteze udens vides, izmantojot lidzizgulsnesanas metodi, iespejams iegut fe-
roskidrumus ar nepiecieSamajam virsmas IpaSibam, taja skaita ar pozitivi ladetu
virsmu (péc sintézes nosacijumiem), vai negativi ladéetu virsmu, izmantojot parkla-

Sanai citratjonus.

e leguti biosavietojami magnetiski koloidi, funkcionalizéjot nanodalinas ar dekstraniem.
Paradita dekstranu ietekme uz nanodalinu izmeriem to veidoSanas procesa. Izman-
tojot parklasanas metodi, kad parklasana notiek vienlaicigi ar nanodalinu nukleaciju
(in situ metode), iegtitam nanodalinam ir mazaks izmers, neka parklajot nanodalinas
pec to iegusanas (péc sintezes metode). Sadas dalinas perspektiva var tikt izman-

totas sunu markesanai pie to transplantacijas.

e Izmantojot sintezetos magnetiskos koloidus, paradita iespeja tos izmantot dazadu
fizikalu paradibu petijjumos — magnetiskas mikrokonvekcijas, koloidalu dalinu ter-

moforezes procesos u.c.

e Noskaidroti optimalie apstakli magnetoliposomu iegtisanai, izmantojot feroskidrumus
(koloidi satur y-Fe,O3 nanodalinas) un katjona tipa 1,4-dihidropiridina atvasinajumu
—1,1’-3,5-di(dodeciloksikarbonil )-4-fenil-1,4-dihidropiridin-2,6-diil]dimetilen-bispiri-
dinija dibromidu (KP-11), variejot feroskidrumus un katjona lipida daudzumu. Para-
dits, ka liposomu veidosanai ir izmantojamas pozitivi ladetas nanodalinas. Izmanto-
jot spontanas piebriesanas metodi, atrasti sekojosie optimalie magnetisku liposomu
iegtisanas nosacijumi: 5 mg KP-11; 50 ul feroskidruma, piebriesanas procesa tem-

peratiira ir 45-50°C, procesa laiks — 20-30 min.

e Paradits, ka apgrieztas fazes ietvaicesanas metode, izmantojot 1,4-dihidropiridina
atvasinajumu KP-11, ir piemerota gigantisku magnéetisko liposomu iegtiSanai. Va-

riejot KP-11 daudzumu, var reguléet liposomu izmeru.

e Noverojot magnetoliposomu deformaciju areja magnetiska lauka, izmantojot apreki-
nu metodi lielu deformaciju gadijumam, paradits, ka lipitda KP-11 membranam ir
mazs liekuma elastibas modulis (elastibas modulu vertibas atrodas intervala 0,22—

5,0 kgT), ko varetu saistit ar &1 lipida polaras dalas lieliem izmériem. Izmantojot
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3. NODALA: REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

So pasu metodi, tika atrasts, ka endosomas elastibas modula vertiba ir 5,2 kgT', kas

ir salidzinama ar lipida KP-11 membranas elastibas modula vertibu.

Izmantojot dinamiskas gaismas izkliedes metodi, noteikta kritiska micellu koncentra-
cija katjonajam 1,4-dihidropiridina atvasinajumam KP-11 un ta tuviem strukturas
analogiem. Noteiktas kritiskas micellu koncentracijas vertibas visiem savienoju-
miem ir 15-30 uM robezas 25°C temperatira. Varam secinat, ka nelielas izmainas
molekulas katjonaja dala butiski neietekme amfifilo 1,4-DHP atvasinajumu kritisko

micellu koncentraciju.
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