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IVADAS

[lgéjanti gyvenimo trukmé, greitas zmogaus gyvenimo tempas skatina
ieSkoti veiksniy, kurie uztikrinty geresn¢ gyvenimo kokybe. MaZesnés vaisty
dozes, ilgesnis ir efektyvesnis jy veikimas, vaisty Salutiniy poveikiy sumazéjimas
ligoniui — tai vaisty perne$imo sistemy savybés, dél kuriy mazéja ligonio
patiriamas diskomfortas ar skausmas ir tokiu budu geréja gyvenimo kokybés
rodiklis. Lipidy vaisty neSikliai uzima tik neZymiag vaisty perneSimy sistemy
tobulinamy technologijy dalj. Lipidai vandeninéje terpéje susitvarko j funkcines
atvirkStines fazes. Jau deSimtmecius zinoma, jog atvirkstinés fosfolipidy fazés
stabilios vandeningje aplinkoje (Luzzati, 1968). Tokios nelamelinés skystyjy
kristaly (SK) fazés geba atpalaiduoti biologiskai aktyvigja medZiaga,
reaguodamos ] supancig aplinkg. Lipidy nelameliniy faziy neS$ikliai pasizymi
biologiniu skaidymu, jautrios medziagos apsauga ir kontroliuojamo i$¢jimo
savybémis. Taip pat lipidy skystyjy Kristaly fazés tinka membraniniy baltymy
jterpimui ir jy kristalizacijai (Li ir Caffrey, 2011).

Zinoma, jog klampios atvirkstinés SK fazés vandens pertekliuje, pvz.,
heksagoniné ir besitesianti kubiné (Shah ir kt., 2001), tinka létam aktyviyjy
medziagy i$éjimui i§ skystakristalio monolito. Glicerolio monooleato misiniai
placiai tirin¢jami bitent dél jy formuojamos kubinés fazés savybiy (Lutton, 1965;
Hyde ir kt., 1984; Qiu ir Caffrey, 2000). Taciau tokiy vieno lipido misiniy fazing
elgseng veikia jterpiamos vaistinés medziagos. Tikétina, jog dviejy lipidy miSiniai
turéty biiti kur kas pranasesni bei patvaresni pokyc¢iams. Vienas i8 tokiy yra dviejy
nesoCiyjy lipidy (pvz., dioleoilo) fosfatidilcholino ir glicerolio dioleato (GDO)
misinys. Vienas fosfatidilcholinas vandenyje formuoja skystaja lameling skystyjy
kristaly faze (L,) (Bergenstahl ir Stenius, 1987), o glicerolio dioleatas atvirksting
miceliy fazg (L,) (Borné ir kt., 2000). Todél tikimasi, jog Sie lipidy miSiniai

formuos nelameliniy faziy jvairove.


http://www.pnas.org/search?author1=Dianfan+Li&sortspec=date&submit=Submit
http://www.pnas.org/search?author1=Martin+Caffrey&sortspec=date&submit=Submit

Siame darbe dviejose atskirose dalyse nagrinéjamos lipidy Sojos
fosfatidilcholino (SPC)/GDO misiniy skystyjy Kristaly fazés (SK monolitas) ir
disperguoty faziy nanodalelés (LSKN). Pirmiau aptariami SK monolito pirmtakai,
kurie tinka poodiniam suleidimui, todél svarbu i$siaiSkinti kokius fazinius virsmus
pereina susiformaves SK monolitas. Sumodeliuojamos atitinkamos dalinés ir
visiSkos hidratacijos saglygos. Kuriant vaisty neSiklius lemiamuoju veiksniu tampa
ne tik hidratacijos, temperatiiros ar jterptos vaistinés medziagos veikiami
struktiiriniai pokyciai. Pateikiama sgsaja tarp skystyjy kristaly struktiiros ir
aktyviyjy medziagy iS¢jimo 18 jy funkcijos.

Skystakristaliy faziy panaudojimg oraliniam, intraveniniam ar per nosj
vaisty pernesSimui riboja jy makroskopinis dydis ir didelis pirmtaky klampumas.
Tode¢l greitai suvokta, jog mazi §iy faziy fragmentai, t.y. nanodalelés, puikiai tinka
tokiai pernasai. Neseniai pristatytas SPC, GDO ir Polisorbato 80 miSinys
parenteriniam vaisty perneSimui (Johnsson ir kt., 2006 a), sukonstruotas
konkreciai stabiliy nelameliniy LSKN paruosimui (Cervin ir kt.,, 2009). Tik
keliuose tyrimuose nagring¢jamas rySys tarp lipidiniy vaisty neSikliy fizikiniy ir
cheminiy savybiy bei jy sgveikos su modelinémis biologinémis mebranomis
(Svensson ir kt., 2008; Vandoolaeghe ir kt., 2006, 2008, 2009 a ir b). Vis dar
triiksta nanodaleliy adsorbcijos ant skirtingy, nuo silicio iki biologiniy membrany
modeliy, pavirSiy fundamentaliy tyrimy. Todél Siame darbe nagriné¢jamas
pavir§iaus chemijos, tirpalo savybiy ir daleliy dydzio poveikis LSKN elgsenai
saly¢io riboje. Siuo atveju, atsizvelgiama j nanodaleliy stabiluma laikymo,
transportavimo ir tikslinés adsorbcijos metu. Tokiu bidu bus jmanoma panaudoti
Sias daleles, atitinkamai, funkciniy pavir$iy dengimui ir biologiSkai aktyviyjy
medziagy perneSimui. Sukuriamos atitinkamy sgveiky su skirtingais pavirSiais
modelinés salygos.

Sie tyrimy rezultatai leis spresti apie tolimesnj analizuoty lipidy miginiy

panaudojimg, kuriant aktyviyjy biologiniy medziagy neSiklius. Atsizvelgus | tai,
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suformuluotas pagrindinis Sio darbo tikslas bei darbo uzdaviniai Siam tikslui

jgyvendinti.
DARBO TIKSLAS ir UZDAVINIAI:

Sio tiriamojo darbo tikslas — lipidy skystakristaliy vaisty neSikliu,
suformuluoty sojos fosfatidilcholino (SPC), glicerolio dioleato (GDO) ir vandens
pagrindu, struktiiriniy savybiy ir sgveiky su skirtingais pavir§iais tyrimas. Tokiam
tikslui jgyvendinti suformuluoti $ie uzdaviniai:

1. Detaliai istirti lipidy SPC/GDO miSiniy fazinius virsmus vandeniniuose
tirpaluose.

2. Nustatyti temperatiiros poveiki lipidy SPC/GDO skystyjy kristaly faziy
virsmams.

3. [vertinti lipidy SPC/GDO skystyjy kristaly faziy monolito nanostruktiiros
itakg uzdelstam fluoresceino i$¢jimui.

4, Istirti disperguoty lipidy SPC/GDO skystyjy kristaly faziy nanodaleliy
adsorbcijos pobiid; ant hidrofobinio, hidrofilinio ir katijoninio silicio pavirsiy.

5. Ivertinti disperguoty lipidy SPC/GDO skystyjy kristaly faziy nanodaleliy
susiliejimo efektyvumg su fosfolipidy liposomomis ir jy hemolizin] poveikj ir
palyginti su monogliceridy ir digliceridy miSiniy formuojamomis nanodalelémis.
6. Nustatyti glicerolio monooleato koncentracijos jtaka disperguoty lipidy
SPC/GDO skystyjy kristaly faziy nanodaleliy susiliejimo stipriui su fosfolipidy

liposomomis ir hemolizei.
MOKSLINIS NAUJUMAS

Dviejy lipidy sojos fosfatidilcholino ir diacilglicerolio (daugiausiai GDO)
misiniy fazin¢ elgsena pirmakart apraSyta Orddd ir kt. (1995). Taciau $i lipidy
SPC/GDO miSiniy priesStaringa fazin¢ diagrama sunkiajame vandenyje néra tiksli,
su nenustatytomis dviejy ir trijy faziy sritimis. Sie misiniai yra patrauklas ir
perspektyviis dél formuojamy savitvarkiy struktiry. Tam tikslui, Siame darbe

detaliai aprasyta naujai sukonstruota lipidy SPC/GDO miSiniy faziné elgsena
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tinkamesnémis fiziologinémis salygomis. Struktiirinés vaisty neSiklio savybés
susietos su aktyviosios medziagos i$¢jimo profiliu. Tokiu bidu taps lengviau
programuoti ir sukonstruoti norimy savybiy vaisty nesiklj.

Lipidy skystakristalés nanodalelés geba pernesti lipofilinius ir vandenyje
tirpstancius junginius intraveniniu biidu. Svarbu, jog tokie nesikliai nepasizyméty
hemoliziniu aktyvumu, t.y. biity saugiis ir organizmo toleruojami. Siame darbe
nustatyta, jog lipidy SPC/GDO miSiniy skystakristalés nanodalelés pasizymi Zzemu
hemoliziniu aktyvumu ir labiau nei kiti tirti lipidy miSiniai tinka intraveniniam
vaisty perneSimui. Pirmakart iStirtos Siy lipidy skystakristaliy nanodaleliy

adsorbcinés savybés ant skirtingy pavirSiy.
GINAMIEJI TEIGINIAL:

= Keiciant sojos fosfatidilcholino ir glicerolio dioleato tarpusavio santykj,
kontroliuojamas ir keiciamas jterptos medziagos uzdelstas i§¢jimas.

» KeiCiant pavirSiaus savybes, galima kontroliuoti disperguoty lipidy
SPC/GDO skystakristaliy faziy nanodaleliy adsorbcija.

= Disperguoty lipidy skystakristaliy faziy nanodaleliy tyrimai in vitro leidzia

prognozuoti jy elgesj in vivo.
Disertacijos aprobacija

Disertacijos tema iSspausdinti 4 moksliniai straipsniai (jtraukti j Thomson
ISI sarasa). Darbo rezultatai pristatyti 6 tarptautinése ir 2 nacionalinése

mokslinése konferencijose.
Asmeninis autorés indélis

Didzioji eksperimentinio darbo dalis buvo atlikta pacios autorés. Autoré
savarankiSkai paruos$¢ skystyjy kristaly faziy pirmtaky meéginius: faziy elgsenos
tyrimams dalinés ir visiSskos hidratacijos salygomis; skystyjy kristaly monolito

brinkimo kinetikos; modelinés medziagos jterpimo ir lipidy SPC/GDO/P80
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misiniy tyrimams. Autoré savarankiSkai atliko matavimus mazojo kampo rengeno
spinduliy difrakcijos metodu MAX-Lab laboratorijoje (Lundo universitetas,
Svedija) bei dalyvavo analizuojant $iuos duomenis. Taip pat koordinavo, planavo
bei atliko disperguoty lipidy skystakristaliy faziy nanodaleliy susiliejimo su
fosfolipidy liposomomis tyrimus (Fioresterio rezonansiné energijos pernasa) bei
dalyvavo analizuojant duomenis.

Fluoresceino i$éjimo i§ skystakristalio monolito in vitro tyrimus 37 °C
temperatiiroje atliko dr. Justas Barauskas.

Kiti straipsniy bendraautoriai atliko: disperguoty lipidy skystakristaliy
faziy nanodaleliy dydzio ir krivio (dinaminés Sviesos sklaidos metodas)
nustatyma; daleliy morfologijos charakterizavimag (konfokaliné mikroskopija ir
kriogeniné transmisiné elektroniné mikroskopija), adsorbcijos (elipsometrijos

metodas) ir hemolizés tyrimus.
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[ skyrius. Literatiuros apzvalga

| skyrius. LITERATUROS APZVALGA
1. Vaisty neSikliai

Dauguma S$iuo metu naudojamy vaisty nesikaupia tiksliniame
patologiniame organe, audinyje ar lasteléje. DazZniausiai, veiklioji farmaciné
medZiaga gana tolygiai pasiskirsto po organizmg. Be to, prie$ patenkant ; veikimo
vietg, vaistas turi kirsti daug biologiniy kliti¢iy, tokiy kaip kiti organai, lastelés ir
vidulgstelinés dalys. Juose aktyvioji medziaga gali inaktyvuotis arba
nepageidaujamai paveikti organus ir audinius, susijusius su patologiniu procesu.
De¢l to, siekiant uztikrinti veikligsias koncentracijas tam tikroje vietoje, reikéty
didinti vaisty kiekius, kuriy didzioji dalis yra tiesiog isSvaistoma sveikuose
audiniuose. Tokiomis sglygomis, citotoksiniai ir/arba antigeniniai vaistai gali tapti
daugelio neigiamy $alutiniy poveikiy priezastimi (Barakat ir kt., 2012). Taigi, kaip
optimizuoti vaisto farmakologinj poveikj, kartu sumazinant jo toksinj in Vvivo
Salutinj poveikj? Lokali vaisto koncentracija ligos pazeistoje vietoje (-0Se) turi
biuti didelé, o kituose netiksliniuose organuose ir audiniuose — mazesné nei
minimalus lygis. Toks tikslas jgyvendinamas, tikslingai pernesant apgaubtus
vaistus neSikliuose (Torchilin, 2000; Orive ir kt.,, 2003). PanaSiy sistemy
privalumus prie$ neapsaugotg vaistg vaizduoja schema pateikta I. 1 paveiksle.

Vaisty perneSimo sistemy (VPS) tikslas: pristatyti vaistus ,,j tinkamg
vietq ", ,, tinkamos koncentracijos “ it ,, tinkamu laikotarpiu . Jei vaisty pernesimas
S1y salygy neatitinka, pasirenkus tik vartojimo biidg arba toks patekimas sukelia
diskomfortg pacientui, taikomos VPS (Ferrari, 2005; Allen ir Cullis, 2004). Vaisty
pernes$imo sistemos placigja prasme — tai misinys ar jrenginys, uztikrinantis vaisto
patekimg j kiing bei pagerinantis jo veiklumg, kontroliuodamas vaisto i$¢jima,
trukme ir vieta organizme (Jain, 2008). VPS, pradedant nuo implantuojamy
elektroniniy prietaisy iki vieno polimero grandiniy, privalo bati biologiniu

atzvilgiu suderintos SU procesais organizme ir perneSamais vaistais. Kliitys,
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atsirandancios dél mazo vaisty tirpumo, skilimo (aplinkos arba fermenty
poveikio), greity iSsivalymo dazniy, nespecifinio toksisSkumo, nesugebéjimo
prasiskverbti pro biologinius barjerus, taip pat gali biiti nustatomos ir Salinamos

vaisty pernesimo sistemomis (Allen ir Cullis, 2004).

Vaisto koncentracija tikslinéje vietoje

Vaistas nesiklyje

I. 1 pav. Vaisty pernesimo sistemy privalumy pries neapsaugotq vaistq scheminé
iliustracija
Po patekimo j organizma, laikui bégant, iSlaikoma arba mazéja pirminé vaisto koncentracija: a)
akivaizdu, kad neapsaugoto vaisto koncentracija tikslinéje vietoje Zenkliai mazesné nei prading;
vaistas pasiskirsto po visg kiing; b) nesiklyje apgaubta aktyvioji medziaga apsaugota nuo iSoriniy
veiksniy (pvz., fermenty)

Vaisty patekimo ] organizmg kelias parenkamas priklausomai nuo ligos,
pageidaujamo poveikio ir turimo gaminio. Taip pat reikéty atkreipti démesj j
vaisty neSikliams keliamus tiirio reikalavimus. Pavyzdziui, po oda suleidziamyjy
vaisty neSikliy turis, turéty biiti mazesnis nei 1 ml, — taip mazéja ligoniui
sukeliamas skausmas ir nepatogumas. Taigi, idealios VPS savybés yra Sios:
padidina vaisto biologiska tinkamumg; tinkama kontroliuojamam vaistinés
medziagos atpalaidavimui; nepazeidziant sveiky Seimininko audiniy, Vvaisto
pernesSimas iki veikimo vietos; uZtikrina produkto stabilumg ir jvairiy fiziologiniy
kintamyjy palaikoma pernasg; yra tinkamos placiai vaisty grupei; lengvai
administruojamos ligoniams; saugios ir patikimos; su atitinkamu kaina-

veiksmingumas santykiu (Jain, 2008); su geromis tirpinimo savybémis; idealiai
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geba apgaubti vaistus, kurie gali turéti labai skirtingas chemines savybes ir
molekulines mases, taip pat nuo lipofiliniy mazy molekuliy iki amfifiliniy arba
hidrofiliniy peptidy bei didesniy baltymy (Tiberg ir kt., 2012). Atkreiptinas
démesys, kad mazai tirpiyjy vandenyje vaisty perneSimas vis dar tebéra
neisspresta problema.

Vaisty neSikliai skirstomi pagal sudedamyjy daliy cheming prigimtj, dydj,
buvj ir t.t.. Kadangi néra griezto jy priskyrimo tam tikrai grupei, kartais nesiklis
gali atitikti kelias 1§ jy. Taigi, atsizvelgus i Siame darbe naudojamas neSikliy
sistemas, toliau aptariami atitinkami jy analogai:

1. I poodinj sluoksnj, raumenis ir viding kiino ertmg jSvirk§¢iami implantai,
o suleidimo vietoje formuojamas lokalus monolitas.

2. Koloidinés nanostruktirinés sistemos tinkamos intraveninei vaisty

pernasai.

1.1. In situ besiformuojantys nesikliai

Vienas i§ budy uztikrinti vaisto nepertraukiamg i$éjima, tai jterpti jj
nesiklyje ir implantuoti (suleisti) pacientui. Tokiems veiksmams kartais reikalingi
chirurginiai metodai ir jleidimo jtaisai. Siy nesikliy medZiagos turi biti
biologiskai suderinamos, pvz., naudojami polimerai neturéty dirginti arba skatinti
pilinio formavimo suleidimo vietoje. Nesiklio patalpinimas po oda vienas i
tinkamesniy nepertraukiamo Vveikimo pernesimo sistemy administravimo budy.
Tokiu biidu lokalizuojamas vaisty pernesimas paodyje ar raumenyse. Suformuotas
monolitas veikia kaip vaisty telkinys, gebantis atpalaiduoti nepertraukiamai.
MiSinio savybés nulemia vaisto atpalaidavimo daznj.

Kaip jau minéta, mazinant paciento diskomforta, pageidautina, jog
suleidziamo neSiklio pirmtako klampumas biity kuo mazesnis. Medziaga turéty
biiti skysto biivio, tada jmanoma naudoti plonesnes adatas. Tokie skysti miSiniai,
kurie po suleidimo pereina j (pusiau-) kieta monolitinj telkinj (pvz., in Situ

besiformuojantys hidrogeliai (Ruel-Gariépy ir Leroux, 2004)), turi privalumy dar
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del keliy kity priezasCiy. Pirma, palyginus su kietaisiais implantais, kuriems
bitina vietiné nejautra ir chirurginé intervencija, ne tokia skausminga ir mazesné
intervencija | organizma, patogesné priezilira. Antra, jleidimo vietoje vaisty
1Séjimas 18 nesikliy paprastai trunka nuo vienos dienos iki keliy ménesiy. Taip pat
ekonominiu poziiiriu: 1ilgéja neSikliuose apgaubty vaisty gyvavimo trukme
(Packhaeuser ir kt., 2004).

Suleidziami in situ besiformuojantys implantai, i§ vaista apgaubiancio
pusiau kieto ar tirpale esancio polimero, po suleidimo patiria cheminius ar fizinius
virsmus. Priklausomai nuo monolito formavimo mechanizmo in vivo, jie skirstomi
1 keturias grupes (zr. 1.1 lentelg): 1) in situ polimero nusédimas (pvz., poli (D,L-
laktido-koglikolidas) (PLGA)); 2) termoplastinés pastos (pvz., poli(orto esteris)
(POE), triblokiniai kopolimerai (PLGA-PEG-PLGA)); 3) in situ susikryziavusio
polimero sistemos (pvz., hidrogeliy termogeliné sistema); 4) in situ kietéjantys
organogeliai (pvz., sorbitano monostearatas, L-alanino turintys organogeliai,
skystakristalés fazés) (Hatefi ir Amsden, 2002). Veiksniai, skatinantys $iy nesikliy
virsmus in situ po suleidimo: i. temperatira (kino temperatira aukstesné nei
laikymo); ii. skiedimas (miSinys daznai po suleidimo apsuptas vandens
pertekliaus); iii. druskos (dél fiziologinés elektrolito koncentracijos jmanoma
ekranuoti elektrostatines sgveikas misinyje); iv. pH (fiziologinis pH suleidimo
vietoje gali arba sumazinti, arba padidinti elektrostatines saveikas misinyje); ir v.
kalcio jony koncentracija (stiprus Ca?* surisimas su karboksilo grupémis, gali
pakeisti elektrostating sgveikg misSinyje po suleidimo) (Malmsten, 2007).

Polimerinés sistemos naudoja biologiskai suskaidomus poli(pieno riigsties)
(PLA) ar poli(laktido-koglikolido) kopolimerus. D¢l savo savybiy: pusiau
pralaidiis, biologiskai tinkami ir skaidis — S$ie polimerai tinka formuoti
suleidziamus monolitus (Makadia ir Siegel, 2011). Didziausias PLGA turin¢iy
sistemy trikumas — tirpiklis (pvz., N-metil-2-pirrolidonas) ir sterilumo

uztikrinimas. SABER® (sacharozés acetato izobutiratas) technologija — viena i%
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PLGA miSiniy alternatyvy (Okumu ir kt., 2002). Vis délto taip pat reikia tirpiklio
sudedamyjy daliy iSsklaidymui bei stebimas staigus aktyviyjy medziagy iSéjimas,

nebent ] miSin] pridedami atitinkami PLA kiekiai.

I. 1 lentelé. Biologiskai skaidzios in situ kietakiinj formuojancios polimerinés

pernesimo sistemos (Hatefi ir Amsden, 2

002)

Budingos problemos

Sudedamosios dalys

Termoplas

tinés pastos

auksta temperattira jleidimo metu

ir iniciatoriai —

PLA, PLGA
alkoholiai

PCL,;

In situ susikryzZi

avusios sistemos

reakcijos metu iSsiskiria neleistinas
kiekis; medzZiagos
»perdegimas® 18¢jimo metu; toksiski

Silumos

nesureagave monomerai; de¢l didelio
susikryZziavimo  laipsnio  polimeras
susitraukia ir tampa trapiu; trumpas

katalizatorius — alavo oktoatas; PLA,
PDLLA ir PCL oligomerai, pradininkai
polihidroksiliniai  alkoholiai ir
peroksidali kaip gydomasis veiksnys;
alginatas su Ca®* — gelinimo veiksnys;
PGA, PLA, PCL ir PEG, iniciatoriai —

apvalkalo gyvavimo laikas; ilgai
trunkantis skilimas

eozino dazas, Sviesos Saltinis (pvz., UV
arba lazeris)

In situ polimero nusédimas

PDLLA, PCL ir PLA. Tirpikliai DMSO
ar NMP; NIPAAM, PEG, PLA, PLGA
ir chitozanas, Poloksamerai

medZiagos ,,perdegimas® i§¢jimo metu;
naudojami organiniai tirpikliai; aliejy
stabilumas ir vasky Svarumas

Organogeliai

toksinio poveikio duomeny trukumas;
faziy atsiskyrimas (pvz., Beeswax ir Pericerol)

aliejai tokie kaip rieSuty aliejus ir vaSkai

Pastaba: PLA polipieno ragstis, PLGA poli(D,L-laktido-koglikolidas, PCL
polikaprolaktonas, PDLLA — poli-D,L-pieno riigstis, PEG — polietilenglikolis, NIPAAM — N-
izopropilakrilamidas, DMSO — dimetilsulfoksidas, NMP — N-metil-2-pirrolidonas.

Taigi, tapo aisku, jog reikéty kity technologijy platformy, kuriomis galima
bty jveikti bent kelis trikumus. Viena i§ tokiy skystakristalés fazés, kuriose
jmanoma jterpti didelius skirtingy fizikocheminiy savybiy turin¢iy biologiskai
aktyviyjy medziagy kiekius. Dél jy daznai didelio klampumo, skystieji kristalai
tinka lokalizuotam vaisty perneSimui, pvz., poodiniame sluoksnyje ar raumenyse,

kiino ertmése, ant odos ar skirtingy gleiviniy pavir$iy. Zinoma, jog klampios
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atvirkstinés liotropinés SK fazés vandens pertekliuje, pvz., heksagoniné (H,) ir
besitesianti kubiné (V,) (Shah ir kt., 2001), tinka létam aktyviyjy medZziagy
i8¢jimui i§ SK monolito. Tokiose struktiirose, talpinan¢iose labai didelj pavirSiy
(Ericsson ir kt., 1991), jmanoma papildomai jterpti hidrofilines, lipofilines ir/ar
amfifilines molekules, taCiau jterpti junginiai neturéty veikti liotropinés fazés
struktiiros. Hidrofilinés molekulés iSsidéstys arti lipido polinés galvutés arba
gausiame vandens plote. Lipofilinés molekulés pasiskirstys tarp lipido nepoliniy
uodegy (domenuose) ir amfifilinés lokalizuosis arti sgly¢io ribos (Sagalowicz ir
kt., 2006). Pasalinés molekulés jterpimas gali paveikti savitvarkés strukttiros
savybes. Tinkamai parinkus vandens pertekliuje skystuosius kristalus
formuojancias medziagas, gaunamas stabilus SK monolitas (Boyd ir kt., 2006).
Tadiau tokiy sistemy dél jy didelio klampumo paruoSimas, laikymas ir
administravimas gana sudétingas. Todél naudojami mazo klampumo miSiniai, po

suleidimo virstantys didelio klampumo nesikliais.

== Ve ey AT rA ACTZor A
B - v
- . ' A . A
1. Poodinis SK 2. Vandeniniy 3. Suformuotas SK 4. Monolito
pirmtako suleidimas sKysciu (V) absorbcija  monolitas, létas biodegradacija,
ir SK formavimas vaisto (A) iSéjimas  tesiamas létas iSéjimas

. 2 pav. Scheminé FluidCrystal® (Camurus AB, Svedija) misiniy virsmy vizualizacija
Pateikti procesai: 1) poodinis suleidimas; 2) supancios aplinkos vandeniniy skysciy absorbcija ir
lipidy savitvarka; 3) aktyviosios medziagos i$¢jimas; ir, veikiant lipazei, monolito suskaidymas ir
erozija. SK: skystasis kristalas; V: vanduo; A: aktyvioji medziaga (adaptuota pagal Tiberg ir
Joabsson, 2010).

Vieno i$ nesikliy, formuojanciy lipidy skystakristales fazes, pavyzdziy —
FluidCrystal® (Camurus AB, Svedija) (zr. I. 2 pav.). Tai skystas, mazos klampos
tirpalas, kuris transformuojasi j skystojo kristalo monolitg in situ, absorbuodamas
kiino skyscius suleidimo vietoje. SK monolito formavimosi procesas vyksta i$

iSorés | vidy, tokiu budu nesiklio transformacijos metu apgaubta biologiskai
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aktyvioji medZiaga iSeina i supandia aplinka. FluidCrystal® VPS viso proceso
metu — nuo suleidimo iki galutinio suskaidymo jveikia tradicinius Salutinius
veiksnius: aukstg pradinj po suleidimo vaisty i§éjimg (vaisty ,,sprogimas®), menka
vaisty stabiluma ir apgaubimg monolito nanoporose. Tokiu biidu miSinys tinka
peptidy ir baltymy, bei stipriai veikian¢iy mazy molekuliy junginiy ilgalaikiam
parenteriniam perneSimui. Vienkartinés dozés suleidimas tolygus dienos, savaités
ar net ménesio vaisto poreikiui uztikrinti. Palyginus su kitomis monolity
technologijomis, tokiomis kaip polimero mikrosferos, §is miSinys pasizymi §iais
privalumais: i) tinka naudoti i§ karto, nereikalauja atkiirimo, ii) stabilus, iii)
lengvai didinami gamybos mastai, naudojant standartinius farmacinius gamybos

etapus ir jrangg (Tiberg ir Johnsson, 2011).

1.2. Koloidiniai vaisty neSikliai

Pastaraisiais deSimtmeciais atsirado nauji farmacijos gaminiai — peptidai ir
baltymai, kurie dazniausiai pasiZymi dideliais dydZiais, trumpu gyvavimo laiku
plazmoje, aukStu pasSalinimo dazniu (lengvai fermenty arba kiino skysciy
suardomi), ribotu peréjimu per Igstelés membranas ir Zemu biologiniu tinkamumu,
patenkant per zarnyng. Taip pat daznai Sie vaistiniai junginiai negali pasiekti
tikslinés veikimo vietos. D¢l to, gydant Siomis molekulémis, reikéty dazny
injekcijy visg gydymo laikotarp; (Hu ir kt., 2004). [veikti Sias problemas galéty
vaisty apgaubimas nesiklyje (zr. I. 3 pav.) (Martins ir kt., 2007).

Intraveninei pernaSai skirtos dispersijos su aktyviosiomis sudétinémis
dalimis turéty biiti koloidinés, kuriy daleliy dydis pageidautina biity mazesnis nei
1 um. Dispersijy su didesnémis dalelémis koloidinis stabilumas mazesnis. Dar,
gerai apibiidinamose sistemose lengviau kontroliuoti aktyviyjy medzZiagy i8¢jima
(Johnsson ir Tiberg, 2006).

Vaistai koloidiniais neSikliais perneSami jvairiais patekimo budais:
lokalizuotiems taikymams ant odos ir gleivinés bei sisteminiam naudojimui

parenteriniu arba inhaliacijos budu. Koloidiniy nesikliy pavyzdziai: polimerinés
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nanodalelés (De Jong ir Borm, 2008); mikroemulsijos, liposomos, kietosios lipidy
nanodalelés (KLN), nanostruktiriniai lipidiniai neSikliai (NLN) ir save
emulsifikuojancios vaisty perneSimo sistemos (SEVPS) (Schmidt, 2008);
hidrogeliai ir mikrosferos (Almeida ir Souto, 2007); kubinés skystakristalés
nanodalelés (Yang ir kt., 2004). Taciau tik dalis tokiy neSikliy rinkg pasieke
farmacijos gaminiai.

Tigos polimero grandys Iterptas vandeninis
(prailgina cirkuliacijos krovinys (pvz., nukleino
Iterpti vaistai laikus) riigstys, peptidai)

Iterpti vaistai

Tikslinis >

ligandas

Polimero micelé Maza vienlameliné vezikulé Polimeriné nanosfera
I. 3 pav. Nedetalizuotas liposomy, miceliy ir polimeriniy nanostruktiriniy koloidiniy
nesikliy vaizdas
Pateiktos struktiiros naudojamos tiksliniam, vietai specifiniam ir kontroliuojamam vaisty
pernesimui ir atpalaidavimui (adaptuota pagal Moghimi ir kt., 2012).

Lipidiniy nesikliy panaudojimas vaisty pernasoje i$ tikryjy daug zadantis
reiSkinys medicinoje. Taciau sistemy, tokiy kaip micelés, mikroemulsijos,
emulsijos ir liposomos taikyma riboja kelios priezastys. Visy pirma, miceliy ir
emulsijy sistemy naudojimg riboja mazai vandenyje tirpiyjy medziagy tirpinimas.
Liposomos naudojamos vandenyje tirpiyjy junginiy jterpimui, ta¢iau dazniausiai
reikia, pvz., pH gradienty, kurie riboja tokiy junginiy apgaubimg. Taigi, naujos
lipidy superstruktiros — nelamelinés skystyjy kristaly fazés ir disperguoty faziy
nanodalelés turéty bati pranasesnés (Tiberg ir Joabsson, 2008). Toliau, aptariami
koloidiniai vaisty nesikliai, kurie tinka intraveniniam vaisty pernesimui, tarp kuriy

1. Polimerinés nanodalelés (biologiSkai skaidis polimerai PLGA ir PLA)

egzistuoja jvairiose formose nuo nanosfery iki dendrimery, dé¢l didelés vandens
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dalies tinka jautriy baltymy perneSimui. D¢l savo polimerinés prigimties
nanodalelés supancioje aplinkoje (pvz., tam tikrose srityse, audiniuose ar lasteliy
tipuose) struktiriskai kinta. Siy nesikliy triikumai: maza hidrofobiniy vaisty
tirpumo talpa; sudétingas paruoSimas ir vaisto jterpimas; reikalingas tirpiklis;
probleminis gamybos masty didinimas (De Jong ir Borm, 2008; Schmidt, 2008;
Underwood ir van Eps, 2012).

2. Neorganiniai koloidiniai neSikliai

2.1. Metaly nanodalelés (aukso, sidabro, vario), 1-150 nm dydZio,
stabilios, tinka jvairiy funkciniy grupiy prijungimui, biologiniam vaizdinimui ir
vézio termoterapijai, taip pat tiksliniam vaisty perneSimui. Taciau toksiSkos,
sukelia chronines kvépavimo problemas, slopina natrio kalio ATP-azes, ilgai
iSlieka organizme (Underwood ir van Eps, 2012).

2.2. Magnetiniy nanodaleliy (pvz., gelefies oksidas) aukstas in vivo

skilimas, taciau toksiskos ir kaupiasi organizme (Jain, 2012).

2.3. Kvantiniai taskai (neorganiniai kristalai), < 10 nm dydZio, tinka
tiksliniam perneSimui j organus ir audinius; biologiniam vaizdinimui, bet
citotoksiski ir létai pasisalina (De Jong ir Borm, 2008; Underwood ir van Eps,
2012).

3. Micelés, mikroemulsijos ir emulsijos — paprasé¢iausios savitvarkés lipidy
ir pavirSiaus aktyviyjy medziagy struktiiros su placiu panaudojimu farmaciniuose
gaminiuose. Siomis sistemomis daZniausiai i$sprendziamas vaisty tirpumas.
Mazas tirpumas, o kartu ir jy vangus tirpinimas, labai sumazina daugelio
vandenyje netirpiyjy vaisty biologinj prieinamumg. Idealiu atveju, miSinys turéty
biiti jsisavintas kartu su iStirpintu vaistu per virSkinamajj trakta. Ypac efektyvios
save emulsifikuojanciy vaisty pristatymo sistemos. SEVPS mikroemulsijos
dazniausiai negalima naudoti parenteriniam vaisty perneSimui dél didelio
pagalbiniy medziagy aktyvumo.

3.1. Micelése, 5—100 nm dydZio, (nataralios ir sintetinés pavirSiaus

aktyviosios medZiagos, kopolimerai, lipidai) padidinamas vaisty tirpumas, tinka
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kontroliuojamam ir tiksliniam pernesimui; galimas ligando-tarpininko jterpimas;
dél mazo ir pastovaus dydzio kaupiasi naviko audiniuose; stabilios bei lengvai
paruo$iamos, zema pavirSiaus aktyviosios medziagos koncentracija. Bet jautrios
skiedimui, o taip pat po administravimo tikimybé skilti j sudedamasias dalis
(Malmsten, 2006; Schmidt, 2008; Underwood ir van Eps, 2012).

3.2. Emulsijos, > 0,5 um dydZio, (aliejai, pavirSiaus aktyviosios
medZiagos, vandeniné fazé) uzgozia karty vaisty skonj, bei pagerina atitinkamy
vaisty biologinj tinkamumag, vartojant oraliniu biidu. Taip pat emulsijos placiai
taikomos pavir$iy paruoSimuose. ToksiSkos dél pavirSiaus aktyviyjy medziagy,
bei ribotai panaudojamos dél galimo emboly formavimo (Schmidt, 2008).

3.3. Mikroemulsijos, < 100 nm dydZio, (aliejus, pavirSiaus aktyviosios
medZiagos, kopavirSiaus aktyviosioS medZiagos, kotirpiniai, vandeniné fazé)
tinka mazai vandenyje tirpiyjy ir hidrolitiSkai imliy junginiy tirpinimui;
intraveniniu biidu administruojamy vaisty sukeliamo sudirginimo, skausmo, ar
toksiSkumo mazinimui; ilgalaikiam i8¢jimui; tiksliniam vaisty perneSimui |
jvairius organus. Pasizymi ilgalaikiu stabilumu, lengvu paruoSimu, mazu
klampumu, ilgu apvalkalo gyvavimo laiku. Vis délto toksiSkos dél dideliy
pavirSiaus aktyviosioS medziagos koncentracijy ir ribotas jy parenterinis
panaudojimas (Malmsten, 2006; Schmidt, 2008, Israelachvili, 1994).

3.4. Save emulsifikuojancios vaisty pernesSimo sistemos, 50—300 nm
dydZio, apibidinamos kaip natiiraliy ir sintetiniy aliejy, kietyjy ir skystyjy
pavirSiaus aktyviyjy medziagy, arba kitaip vieno ar daugiau hidrofiliniy tirpikliy ir
kotirpikliy/pavirSiaus aktyviosios medziagos izotropinis misinys. Jis padidina
jterpto vaisto stabilumg ir absorbcijos greit], tinka mazai vandenyje tirpiyjy vaisty
tirpinimui ir pernedimui oraliniu biidu. Sie miginiai greitai suskaidomi, taciau yra
toksiski dél dideliy pavirSiaus aktyviyjy medziagy koncentracijy (Fanun, 2010).
Po lengvo sumaiSymo ir véliau vykstancio praskiedimo vandeningje terpéje, pvz.,
virskinimo trakto skysCiuose, Sios sistemos suformuos ,aliejus vandenyje®

emulsijas arba mikroemulsijas. Palyginus su emulsijomis, jautriomis ir
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metastabiliomis disperguotomis formomis, SEVPS lengvai paruosiami ir fiziskai
stabiliis mi$iniai. Taigi, Sios sistemos sitlo lipofiliniams junginiams geresnj greitj
ir absorbcijos laipsnj (Gursoy ir Benita, 2004; Pouton ir Porter, 2008)

4. Liposomos — iSskaidytos, uzdarytos lamelinés fazés vandens pertekliuje.
Biologiskai aktyviosios medziagos priklausomai nuo prigimties lokalizuojamos
vidinéje vandenin¢je Serdyje arba dvisluoksnyje. Dvisluoksnio mechanings
savybés ir pralaidumas nulemti pasirinktomis sudedamosiomis dalimis. Siuo metu
liposomos naudojamos dél dviejy priezas¢iy: siekiant sumazinti ,,laisvojo vaisto®
proporcijas ir taip 1iSvengti toksinio poveikio, bei modifikuoti vaisto
farmakokinetinj ir biologinj pasiskirstymo profilj. Liposomose gaminys
neaktyvus, o pats neSiklis kontroliuoja vaisto aktyvumg ir toksiSkumg. Liposomy
pavirSius, dél ilgesnés gyvavimo trukmés plazmoje, stabilizuojamas polimero
grandinémis, pvz., PEG-lipidais. Tiksliniam perne$imui liposomy struktiiros
apgaubiamos antikaniais.

4.1. Liposomos, 20 nm-2 um dydZio, (amfifiliniai fosfolipidai,
polimerai, cholesterolis, pavirSiaus aktyviosios medZiagos) mazina toksinj vaisty
kaupimasi netiksliniuose audiniuose, biologiskai suderinamos ir tinkamos, tinka
geny perneSimui; puikus biologinis suderinamumas. Liposomose galima pernesti
lipofilinius ir tirpius vandenyje vaistus. Tinkamos hidrofiliniy vaisty jterpimui,
kanaly baltymai gali biiti jterpiami be aktyvumo praradimo. Atkreiptinas démesys,
kad liposomos nestabilios, sudétingas jy paruoSimas. Fosfolipidy skilimas
autooksidacijos metu ir padidéjes pralaidumas skatina apgaubtos medZiagos
i8¢jimg. Staigus iSkritimas i§ cirkuliacijos kraujotakoje dél sunaudojimo
retikuloendotelingje sistemoje, pirmiausiai kepenyse (Malmsten, 2006; Martins ir
kt., 2007; Schmidt, 2008; Underwood ir van Eps, 2012).

4.2.Niosomos, < I um dydZio, (nejoniniy pavirSiaus aktyviyjy
medZiagy vezikulés) tinka ilgalaikiam vaisty i$¢jimui i§ neSiklio; vaisty apsaugai
nuo skilimo, biologiskai tinkamos ir skaidzioS, neimunogeninés, jy mazas

toksiskumas, jas panaudojant yra galimybé jterpti hidrofilinj ir lipofilinj vaista,
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gerina liposomy neigiamas savybes. D¢l fizinio nestabilumo, susiliejimo
tikimybés, agregacijos ir pirmalaikio jterpto vaisto iStekéjimo, ribotai tinka
pernasai (Schmidt, 2008).

4.3. llgos cirkuliacijos — erdviskai stabilizuotos liposomos, 100-200 nm
dydZio, (PEG, hidrofiliniai glikolipidai), kurios gali biti modeliuojamos
priklausomai nuo poreikiy; stabilios, atsparios agregacijai; joms biidingas ilgas
cirkuliacijos laikas kraujotakoje; gali biiti modifikuotos jvairiais ligandais, tinka
tiksliniam vaisty perneSimui. Taciau Sias sistemas sudétinga paruosti ir didelés jy
gamybos sanaudos, 0 patekusios intraveniniu budu gali biiti hiperjautrumo
priezastimi (Puri ir kt., 2009; Moghimi ir kt., 2012).

5. Kietosios lipidu nanodalelés (KLN) ir nanostruktiriniai lipidy
neSikliai (NLN) (kietieji lipidai kambario temperatiroje ir pavirSiaus
aktyviosios medziagos). KLN (50 nm — 1 pm) — netoksiné koloidiné sistema,
kurioje efektyviai jterpiami lipofiliniai ar hidrofiliniai vaistai. Tokioje lipidy
strukttroje hidrofobiniai vaistai lieka stabillis; tinka jautriy vaisty apsaugai. NLN
— antros kartos lipidy nanodalelés (i$ kietojo lipido ir skystojo lipido (aliejai)
misinio). Galima jterpti didesnius vaisty kiekius dél ne tokios tvarkingos,
netobulos lipidy struktoros formavimo. Strukttros lankstumas modeliuoja vaisto
i8¢jimag, didina vaisto jterpimg. Trikumai: mazos vaisty pakrovimo talpos; dél
alternatyviy koloidiniy struktiiry stabilumo, esanciy vandeninéje dispersijoje,
sudétingas laikymas arba perneSimas; méginio praskiedimas arba vandens
pasalinimas gali daryti jtakg sistemos pusiausvyrai; vaistas iStirpinamas arba
disperguojamas lipidy Kietojoje struktiiroje (Malmsten, 2006; Almeida ir Souto,
2007; Martins ir kt., 2007; Schmidt, 2008; Puri ir kt., 2009; Underwood ir van
Eps, 2012).

6. Lipidu skystakristalés nanodalelés (LSKN) (heksosomos, fleksosomos,
kubosomos) (poliniai amfifiliniai lipidai). PrieSingai nei dauguma liposomy,
kurios gali formuoti stabilias koloidines dispersijas, daznai reikia pridéti

stabilizuojancio agento j nelameliniy liotropiniy skystyjy kristaly dispersijas, kad
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biity uztikrinama, jog dalelés nesukibs ir liks diskrecios. Skystyjy kristaly fazés,
iSskaidytos vandenyje, pridéjus stabilizatoriaus/emulsiklio formuoja atitinkamos
vidinés struktiros submikrometrines minkstas daleles (100-500 nm dydzio) su
atitinkama vidine struktira. LSKN pasizymi dideliu sgly¢io pavirSiaus plotu ir
mazu klampumu. [terptos biologiskai aktyviosios molekulés gali paveikti viding
daleliy tvarka ir keisti jy struktorg (Amar-Yuli ir kt, 2009). Dél LSKN
nanostruktiros galima jterpti jvairiy hidrofiliniy, hidrofobiniy ir amfifiliniy
molekuliy. Visi Sie junginiai gali biiti jterpti Zymiai didesniais kiekiais dél
didesniy lipido kiekiy dalelei, lyginant su liposomomis, ir dé¢l labai didelio vidinio
pavirSiaus ploto, kuris gali biti palankus amfifiliniams vaistams. Mezofaziné
nanostruktiira siejama su junginio atpalaidavimo dazniu (Phan ir kt., 2011). Sios
nanostruktliros yra termodinamiSkai stabilios, biologiskai suderinamos,
atitinkamai  pasisavinamos ir adhezinés. LSKN tinka pernesti mazoms
molekuléms, peptidams ir baltymams, jos buna stabilios vandens pertekliuje
(Zeng ir kt., 2012; Garti, 2012). Nors tokiy koloidiniy struktiiry spektras teoriniu
poziliriu nuodugnus, tafiau praktikoje, atsizvelgus | finansinius, saugumo ir
norminius reikalavimus, ribojamas $iy misiniy naudojimas. Tik ribota dalis lipidy
ir pavirSiaus aktyviyjy medziagy gali biiti naudojama farmaciniy gaminiy pernasai
parenteriniu biidu be papildomy toksikologiniy tyrimy (Strickley, 2004; Chen,
2008). Taip pat reikéty papildomy tyrimy, kad jvertintume LSKN elgseng
skirtingomis sglygomis. Reikéty atsizvelgti  vaisto poveikj vidinei nanodaleliy
struktiirai, neSiklio talpuma ir sary§j su i8¢jimo profiliu. Taip pat papildomais
tyrimais turéty baiti jvertinti tokie veiksniai: neSiklio stabilumas ir tikslinis vaisto
perneS§imas po patekimo | organizmg bei nanostruktiiros pokyciai, siekiant
optimizuoti LSKN saveika su skirtingais biologiniais pavirsiais.

Labai svarbu uztikrinti koloidiniy LSKN dispersijy stabiluma, naudojant
nesiklius intraveninei pernasai. Kadangi net neZymi nekoloidiniy daleliy dalis, po
suleidimo gali biiti embolijos ar bent neprognozuojamo aktyviosios medziagos

iSéjimo priezastimi. Kai kuriy disperguoty lipidy miSiniy nanodalelés tirpale
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iSlieka stabilios tik kelis ménesius. Taigi, reikéty naujy lipidy miSiniy, kurie
formuoty koloidines stabilias nanodaleliy dispersijas su siauru dydzio
pasiskirstymu ir mazu toksiniu poveikiu. Bitent tokios sistemos pavyzdys

nagrin¢jamas Siame darbe.

2. Lipidy savitvarka

Lipidai — tai riebaly ragstys ir jy dariniai, bei medziagos susietos
biologiskai sintetiniu ar funkciniu btidu su $iais junginiais (Christie, 1987). Lipidy
hidrofiliné ,,polin¢* grupé chemiskai suriSta su viena, dviem ar trimis riebaly
riigi¢iy angliavandeniliy grandinémis. Sie amfifiliniai junginiai skirstomi j
paprastuosius ir kompleksinius, sociuosius ir nesociuosius bei polinius ir
nepolinius. Nepoliniams lipidams, kurie labai silpnai sgveikauja su vandeniu ir
nesudaro skystyjy kristaly faziy bei neformuoja monosluoksnio vandenyje,
priskiriami trigliceridai (riebalai/aliejai), digliceridai, parafinas, steroliai ir t.t.
Amfifiliniai i§ prigimties poliniai lipidai, pvz., monogliceridai ir fosfolipidai,
sgveikauja stipriau su vandeniu ir formuoja platy nanostruktiiriniy savitvarkiy
struktiiry spektra, — taip formuojamas stabilus arba nestabilus monosluoksnis.
Pagal elgseng vandenyje poliniai lipidai suskirstomi j tris grupes: 1) netirpieji,
nebrinkstantys amfifiliniai junginiai; 2) netirpieji, brinkstantys amfifiliniai
junginiai; 3) tirpieji amfifiliniai junginiai (su/be liotropiniu mezomorfizmu)
(Small, 1968). Poliniai lipidai dar suskirstomi } tris klases: dipoliy jony

(cviterjonai), be kriivio (glikolipidai) ir anijoniniy.

2.1. Fizikocheminés faziy savybés

Lipidai, kaip ir kitos pavirSiaus aktyviosioS medziagos, geba
saviorganizuotis ] jvairius agregatinius biivius: skystieji kristalai, micelés,
emulsijos ir kietieji kristalai. Skystakristaliy faziy arba mezofaziy (Friedel, 1922),
turinciy abiejy skystyjy ir kietyjy kristaly savybes, perversmas jvyko 1950-aisiais,

kai Luzzati su kolegomis pradéjo sistemingai tyrinéti muilo ir vandens misinius
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(Luzzati ir kt., 1957; Husson ir kt., 1960) ir véliau buvo atlickamas daug skirtingy
lipidus turinéiy liotropiniy faziy klasifikavimas (Luzzati, 1968). Liotropinés SK
fazés stebimos daugelyje lipidy ir pavirSiaus aktyviyjy medziagy vandeniniy
misiniy (Larsson, 1989; Lindblom ir Rilfors, 1989; Seddon, 1990 a ir b; Luzzati ir
kt., 1993; Luzzati ir Husson, 1962). Tam tikras lipidas arba lipidy derinys gali,
priklausomai nuo chemijos ir tarpmolekuliniy sgveiky, formuoti jvairias
savitvarkes struktiiras (zinomas kaip polimorfizmas) su 1-D (pvz., lameliné (L,)
fazé), 2-D (pvz., heksagoniné (H; ar Hy) fazé) ar 3-D (pvz., besitgsianti kubiné
fazé) periodiskumu (Rappolt, 2006). Savitvarké struktiira gali reaguoti j palyginti
mazus molekuliy arba aplinkos terpés savybiy pokycius. Lipido ir vandens
miSiniy turtingas polimorfizmas didzia dalimi kontroliuojamas geometriniy
molekulés pakavimo apribojimy, kurie dar labiau veikiami temperatiiros ir
koncentracijos (Seddon ir kt., 1990 b; Lindblom ir Rilfors, 1989).

Fazés formuojamos hidrofobinio atskyrimo poveikio tarp poliniy ir
nepoliniy sri¢iy, todél svarbi Siy regiony struktiiry sgsaja. Struktiiry savitvarka
susieta su lipido molekulés geometrija. Plotas vienai molekulei ir salyCio ribos
Kreivumas — tai svarbiausi struktiiriniai parametrai. Kreivumas bet kuriame sglycio
ribos taske apibiidinamas dviem dydziais: vidutiniu kreiviu H ir Gauso kreivumu
K. Sie parametrai susije su pagrindiniais kreivumais ¢, ir ¢, ( = 1/ry ir 1/r,, Kai ry ir

r, — pagrindiniai kreivio spinduliai) (Seddon ir kt., 2000):

H =9 (1.1)

K =cc, (1.2)
H ir K parametrai pastoviis arba nepastovis iSilgai sgly¢io ribos, taip pat
gali biiti teigiami, nuliniai arba neigiami (zr. |. 2 lentele¢). Pagal susitarimg
teigiamas H apibtdina sagly¢io ribos kreivuma, biidinga hidrofobinei grandinés
sri¢iai, 0 neigiamas H (atvirksStinis vingiuotumas) atitinka kreivuma, budinga
polinei, vandeninei sri¢iai. K parametro Zenklas nulemia sandiiros ribos forma

(Seddon ir kt., 2000). Tinkamiausia fazes iSdéstyti pagal jy vidutin} kreivuma, H,
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salycio riboje tarp poliniy ir nepoliniy sri¢iy (paprastai netoli tos vietos, kur lipidy
polinés grupés susijungusios su angliavandeniliy grandinémis). |. 4 paveiksle
pateiktas sisteminis H parametro pokytis, judant per diagrama i$ desinés j kairg. H
parametras yra suriStas su lipidy molekuline formg (Hyde, 2001), be to,
membranos kreivumas taip pat gali biti paaiSkinamas Israelachvili (1991)
pasitlytu kritiniu pakavimo parametru (KPP).

I. 2 lentelé. Skirtingy agregaty Gauso saly€io ribos vingiuotumas (Seddon ir kt.,
2000)

K Zenklas Salycio ribos Agr_egato Agregato tipas
forma pavidalas
teigiamas elipsiné sfera/elipsoidas elipsoidinés micelés
nulinis parabolin¢ | plokStuma/cilindras | dvisluoksniai/cilindro micelés
neigiamas | hiperboliné balno pavirSius besitesiancios fazés

KPP nulemia struktiiros morfologijg — tai abstraktus karkasas, susiejantis
molekuliy parametrus (galvutés plotg, grandinés ilgj ir hidrofobinés uodegos tiirj)
ir intensyvius kintamuosius (temperatiira, joning jéga ir t.t.) su amfifilinés

medZiagos mikrostruktiiromis (Israelachvili, 1991; Israelachvili ir kt., 1976):

KPP = -~ (1.3)

aole’
kai v ir I, atitinkamai, i§lydytos hidrofobinés molekulés dalies apimtis ir ilgis, ir
ag yra efektyvus polinés grupés plotas (Israelachvili ir kt., 1976). KPP naudingas
numatant pasirinkto lipido formuojamas fazes, kadangi jis sujungia molekuling
formg ir palankias polinis-nepolinis salyCio ribos kreivumo savybes, Kritinis
pakavimo parametras taip pat sujungia topologija ir agregato forma. Atvirkscios
fazés formuojamos amfifily su KPP > 1 reikSme.

I. 4 paveiksle pavaizduota idealizuota faziy seka, kuri netinka daugeliui
lipidy, kai kuriais atvejais galimos papildomos naujy tarpiniy faziy struktiros.
Akivaizdu, kad peréjimai tarp faziy gali vykti, keiCiant tirpiklio (vandens) sudétj

ar pridéjus kitas sudedamgsias dalis, tarp jy, kai kuriais atvejais, ir vaistus.
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Idealizuota lipidy faziy seka tinkama priemone, konstruojant vaisty neSiklius, kai

svarbu suprasti, kontroliuoti ir programuoti sistemos fazinius virsmus.

VeidrodZio plokStuma

Normalios fazés Atvirkscios fazés
"aliejus vandenyje"

"vanduo alyvoje"

kreivumas teigiamas kreivumas nulinis kreivumas neigiamas

KPP<1W KPP~1 @ KPP=1 } ; E \

l. 4 pav. Tipinés (idealizuotos) faziy eilés priklausomybé nuo vandens dalies

Taki lameliné skystakristalé fazé (L,) gali biiti laikoma veidrodZio plokStuma (briksniné linija)
tarp normaliy ,,aliejus vandenyje® struktiiry ir atvirkséiy ,,vanduo alyvoje® struktiiry. IS abiejy
pusiy galimas kubiniy besitesianciy (V; arba V;), heksagoniniy (H; arba H,), kubiniy miceliniy (I;
ar 1,) ir miceliniy faziy (L, arba L, ), taip pat kity tarpiniy faziy (pvz., ,.kempinés“, L, fazé)
formavimasis. Faziy elgsena gali buti paaiskinama, atsizvelgus i juy kritinj pakavimo parametra
(KPP). Liotropiniy SK faziy eilé isdéstyta pagal polinés-nepolinés dalies sandiiros ribos vidutinj
pavirsinj kreivuma, H (adaptuota pagal Tiberg ir kt., 2012; Seddon ir kt., 2000).

KPP <1 tinka normalioms fazéms (kairéje pus¢je, atvirkscio kiigio forma),
0 KPP >1 tinka atvirkStinéms fazéms (deSinéje puséje, kiigio forma). Lameliniy

faziy KPP yra artimas 1 (cilindro forma). KPP isreiskia agreguoto pavirSiaus
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kreivumo priklausomybe nuo amfifilinés molekulés formos. Jvairiy lipidy
formuojamos struktiiros yra Sios: atvirkscio kiigio formos lipidai — detergento
molekulés, lizofosfolipidai ir polifosfoinozitidai; cilindrinés formos lipidai —
fosfatidilcholinas ir sfingomielinas; kiigio formos lipidai — diacilglicerolis ir
fosfatidiletanolaminas (Janmey ir Kinnunen, 2006). Svarbu, kad pakavimo
parametras néra pastovus, o funkcija nuo sistemos kintamyjy, tokiy kaip
temperatiira, amfifilinio junginio koncentracija ir tirpalo sudétis. Taigi, pakavimo
parametras didéja, didéjant vandens daliai, dél padidéjusios galvutés hidratacijos,
kuri yra viena i$ pagrindiniy priezas¢iy faziy eilei (Seddon ir Templer, 1995).

Veiksniai, kurie skatina peréjimus tarp faziy: lipido cheminés struktiiros
jtaka: a) angliavandenilinés grandies ilgé¢jimas arba grandiniy skaiCiaus prie
polinés galvutés didéjimas skatina hidrofobiSkumg ir grandis-grandis saveiky
augimg; vyksta tendencingas atvirkStiniy nelameliniy faziy formavimasis; b)
lipido galvutei budingas hidrofiliskumas, efektyvus poliSkumas priklauso nuo
keliy veiksniy, tokiy kaip skirtingy galvuciy pusiy priéjimas prie vandens,
galimybé¢ tiesioginiam galvuté-galvute rysiui, sgveikos tarp galvutés ir vandens
silpnéjimas; lipidy misiniai, tirpiklio jtaka, tirpinio jtaka, fazés metastabilumas,
peréjimo kinetika (temperatura, pH, joniné jéga) (Seddon, 1996).

Toliau, po veiksniy skatinan¢iy amfifilines molekules sudaryti savitvarkes

struktiiras apzvalgos, aptarsime jy formuojamas liotropines skystakristales fazes.

2.2. Lipido ir vandens miSiniy skystakristalés fazés

Lamelinéje fazéje (ideali mezostruktira) amfifilinés molekulés susirenka j
vandens sluoksniais atskirtas lygiagrecias dvisluoksnes plokstumas, formuojama
vienmaté gardelé (Hyde, 2001). I. 5 paveiksle pateikti liotropiniuose miSiniuose
stebimi skirtingi lamelinés fazés tipai: kristaliné (L), geliné (Lg), skystujuy Kristaly,
banguota geliné (Pp). Ly fazé skiriasi nuo L, fazés anglies grandiniy baviu. I§
tikryjy, L, fazéje hidrofobinés grandys yra iSlydytos, 0 Ls fazéje jos dalinai

kristalinés. L. fazéje, tvarkingiausioje i$ lameliniy, kiekvienos lipidy molekulés
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grandys ,,uzsaldytos*. Fosfatidilcholiny lamelinéms fazéms daznai biidingas pries-
virsmas pries pagrindinj i§ Ly i L, faze  taip vadinamg banguota geling faze (Pp)
(Cevc, 1993; Lubensky ir MacKintosh, 1993). Lameliné fazé maziau klampi negu
heksagoniné ar kubiné faz¢, bei gali netgi tam tikrose sistemose tekéti (Rappolt,
2006; Luzzati ir Tardieu, 1974).

'rYe z

I. 5 pav. Lipidy lamelinés fazés
Pavaizduotos: kristaliné¢ (L), geline (Lg), banguota geliné (Pg) ir skystakristalé (L)
(Winter, 2001).

Paprastos heksagoninés fazés (zr. 1. 6 pav.) susideda i§ tankiai supakuoty
cilindriniy miceliy, i8déstyty 2D heksagonin¢je gardel¢je. Palyginti su
lamelinémis mezofazémis, kurios vienodai iSlenktos abiejy hidrofiliniy ir
hidrofobiniy sri¢iy kryptimi, heksagoninés mezofazés demonstruoja du tipus.
Normalios topologijos heksagoninés fazés (tipas I, Zyméejimas H;) atveju lipidy
cilindrai iSdéstyti iStestinéje vandeninéje matricoje. AtvirkScios heksagoninés
fazés (tipas 11, Zyméjimas H;) atveju vandeniu uzpildyti cilindrai i$sidésto j testing
lipidy struktiirg (Amar-Yuli ir kt., 2009). KPP parametras didesnis nei kubiniy
faziy. Tai anizotropinés, labai klampios, bet ne tokios standzios fazés kaip kubinés
(Hyde, 2001). Vienodo dydzio sferos glaudziai supakuotos (su maziausiu kiekiu
tus¢ios erdvés) plokStumoje, kai kiekviena sfera liecia kitas SeSias bei sudaro
taisyklingo heksagono forma. Paprasta heksagoniné gardelé — tai kai Sios
glaudziai supakuotos plokStumos (plokStuma eina per sfery ,,centrus) iSsidésto
tiesiai viena vir§ kitos. Taciau tai ne trijy matmeny glaudus heksagoninis
supakavimas (ghs) (zr. I. 6 pav.). Glaudaus heksagoninio supakavimo struktiiros
plokstumos privalo bati sudéliotos taip, kad virSutinés plokStumos atomai

glaustysi apatinés plokStumos trikampio ,,grioveliuose. Pazymétina, jog yra Sesi
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tokie ,,grioveliai® supantys kiekvieng atoma heksagoninéje plokstumoje, bet tik

trys i$ jy gali biiti uzdengiami kitos plokStumos (Hahn, 2005).

2D heksagoninés fazés

l. 6 pav. Skystakristaliy heksagoniniy faziy tipai
Kairéje puséje pateikta lipidy heksagoniniy atvirkscios ir normalios topologijos faziy iliustracija.
Hidrofiliné galvuté pazyméta raudonai, o angliavandeniliy grandinés pilka spalva (Tresset, 2009).
Desinéje puséje pateiktas nedetalizuotas ghs vienody atvirkstiniy miceliy (3D-H,) struktiiros
planas ir perspektyvinis vaizdas. Sferos — tai polinés sritys (vandens centrai ir lipidy galvutés) ir
likes skyscio tiiris uzpildytas lipido molekulés hidrofobinémis sritimis. Atspalviy skirtumas tarp
sfery sluoksniy parinktas dél aiSkumo (Shearman ir kt., 2009).

Kubiniy faziy erdviné savitvarka sudétingiausia tarp liotropiniy skystyjy
kristaly. Trijy matmeny periodiSkumg turincios struktiiros skirstomos j micelinés
ir besitesiancios struktiiros agregaty tipus. O jy topologija normali (tipas I, ,,aliejus
vandenyje®) ar atvirkstine (tipas II, ,,vanduo alyvoje*). KPP mazai kinta, judant
nuo netvarkingy miceliy link tvarkingos kubinés fazés, taigi, faziy peréjimas gali
buti apiblidinamas kaip miceliy ,.kristalizacija“. Tai izotropiné, skaidrioji faze,
turinti klampig sandarg, daugeliu atvejy labai standzig. Trys pagrindinés kubinés
struktiiros: paprastoji (po vieng micele kiekviename kubinés vienetinés gardelés
kampe), centruoty pavirsiy kubiné (micelés iSsidésto kampuose ir kiekvienoje
vienetinés gardelés puséje) ir centruoto tirio kubiné (micelés kampuose ir viena
micelé vienetinés gardelés centre) (Hyde, 2001; Rummel ir kt., 1998). Dazniausiai

kubines fazes galima priskirti net kelioms pagrindinéms struktiiroms, tereikia
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surasti atitinkan¢ig maziausig vieneting gardele (Laughlin, 1994). NetolydZios
miceliy kubinés fazés (I, ar I,), esancioje tarp miceliy ir heksagoninés faziy,
pavieniai sferiniai agregatai glaustai supakuoti kubingje struktiiroje.

Centruoty pavirSiy kubinés fazés primityviajame narvelyje atomai iSsidésto
visuose kampuose ir visy kubo pavirSiy centruose. Kiekvienas pavirSiaus centro
atomas priklauso dviem Salia esan¢ioms vienetinéms gardeléms ir tik %2 kiekvieno
atomo priklauso vienetinei gardelei (zr. 1. 7 pav.) (Hahn, 2005). Netolydzios
centruoty pavirSiy kubinés gardelés pavyzdys — 24 miceliy vienetingje gardeléje

turinti Fd3m erdviné grupé.

|. 7 pav. Centruoty pavirsiy kubinés vienetinés gardelés
Pavaizduotos: (a) atvira struktiira; (b) uzpildyta strukttra ir (¢) vienetinei gardelei priklausantys
Htikrieji* atomai (Sharma, 2012).

Besitesian¢ia kubine faze galima rasti kai kuriose sistemose tarp
heksagoninés ir lamelinés faziy (Fontell, 1990). Tai kubiné gardel¢ su dviejy
vandens kanaly sistemomis, atskirtomis dvisluoksnémis membranomis. D¢l
membranos jgaubto ir iSgaubto kreivumo pusiausvyros membrany Vvidutinis
kreivumas lygus nuliui. Sie pavir§iai vadinami begaliniais periodiniais
minimaliais pavirSiais (BPMP) (zr. 1. 8 pav.). Minimaliis pavirSiai dazniausiai
1§sidésto lipidy dvisluoksnio vidurio ploksStumoje (atvirkscios fazés) ar vandens
sluoksnio viduryje (normalios fazés). Liotropiniuose misiniuose nustatyti trys
besitesianciy kubiniy mezofaziy tipai: pirminé (Im3m), deimanto (Pn3m) ir
giroido (1a3d) (zr. I. 8 pav.) (Seddon, 1996; Fogden ir Hyde, 1999). la3d simetrija
yra pirmoji nustatyta bendra lipidy misiniams (Lindblom ir Rilfors, 1989).
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MIKROSTRUKTURA

G (giroido)
Ia3d
Q230

P (pirminis)
Im3m
Q229

D (deimanto)
Pn3m
Q224

I. 8 pav. Trijy besitesianciy lipidy kubiniy faziy skirtingy erdviniy grupiy (la3d, Im3m ir
Pn3m) animaciniai paveikslai

Desinéje puséje skirtingomis spalvomis pazymeéti du nesusisiejanciy vandens kanaly tinklai

(Landau ir Rosenbusch, 1996).

ISlydytos ir tarpinés fazés: mikroemulsijos (L; ir L) ir ,,kempinés*
fazés (L3). Mikroemulsijos — laisvai tekantys izotropiniai liotropai.
Mikroemulsijose galimi jvairiy struktiiry, pradedant nuo 1 ir 2 tipo miceliy
(sferiniy, elipsoidés, kolonos pavidalo, ir t.t.), iSdéstyty atsitiktiniu biidu, iki
besitgsian¢iy mikroemulsijy, gerai sumodeliuoty besitesianciy monosluoksniy
(Hyde, 2001). Tokios unikalios tarpinés struktiiros kaip ,kempinés* (L3) ar

»kaspino®“ (R|) fazés kartais apibiidinamos kaip neapibrézti skystieji kristalai
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(Bhansali ir kt., 2006). Tai skys¢iy analogai, turintys lokalig strukttirg, bet dél per
mazo tvarkingumo netinka gardelés apibiidinimui. Nors Sios mezofazés ir
netvarkingos, vis délto, iSrySkina daug tvarkingoms struktiroms budingy
skiriamyjy bruozy. Daznai modeliuojamos kaip keliy skystyjy kristaly faziy
lydalai. ,,Kempinés® tipo fazés (zr. . 9 pav.) pasizymi klampumu, nors ir
mazesniu nei besitesiancCios kubinés fazés. Jy struktiros artimai susietos su
besitgsianCiomis kubinémis gardelémis. Daznai formuojamos hidratuotuose
tarpiniuose tarp lamelinés ir besitgsiancios kubinés faziy regionuose. Taip pat gali
biti pateiktos kaip lamelinés fazés suirimas, kai kanalai jungia tik vietomis

tvarkingus dvisluoksnius.

I. 9 pav. Ls (,, kempinés “ tipo) fazés nedetalizuotas vaizdas (Hyde, 2001)

,Kilpings*“ fazés dar kelios tarpinés struktiros tarp lamelinés ir
besitgsiancios faziy. Tai ,,pradurty” dvisluoksniy tvarkingas kiigis Kkartu su
tvarkingu skyliy i$sidéstymu kiekviename dvisluoksnyje. Kaip diskreciy miceliy
ir besitesian¢iy faziy atveju organizuota trijy matmeny struktira. Zinomos dvi
struktiiry formos ,,R“ (romboedriné) ,kilpiné* fazé (erdviné grupé R3m), kurioje
skyliy masyvas glaustai supakuotas SeSiakampyje ir centruoto turio keturkampe
,» 1 fazé (erdviné grupé 1422) su kvadratiniu skyliy masyvu (Hyde, 2001).

Lipidy skystakristaliy struktiiry nustatymas ir jy elgsenos analiz¢ vykdoma
metodais, tokiais kaip: mazojo kampo rentgeno spinduliy difrakcija (MKReD),
polarizuojamos Sviesos mikroskopija ir/ar kriogenine transmisine elektronine
mikroskopija (krio-TEM).
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2.3. Disperguoty lipidy skystakristaliy faziy nanodaleliy
fizikocheminés savybés

Nelamelinés atvirkStinés lipido ir vandens fazés kartu su tam tikrais
dispersiniais agentais vandenyje gali formuoti termodinamiskai stabilias
nanodaleliy koloidines dispersijas (Larsson, 2000). Pagrindinis reikalavimas
nelameliniy lipidy skystakristaliy nanodaleliy paruoSimui yra tas, kad SK fazés
egzistuoty vandens pertekliuje. Taigi, kol kas tik gana nedaug Zinoma lipidy
misiniy, teoriSkai tinkan¢iy nelameliniy kinetiSkai stabiliy nanodaleliy
paruoSimui.

Liposomos — labiausiai zinomos koloidinés lipidy struktiiros, atrastos
Bangham kartu su bendradarbiais 1960-aisiais (Bangham ir kt., 1965). Liposomos
(pavyzdziui, turincios fosfatidilcholing (PC)) — tai disperguotos lamelinés skystyjy
kristaly fazés, nors daznai ruoSiamos i§, pvz., PC gelio faziy (Lasic, 1993).
Liposomos kitaip nei nelameliniy faziy nanodalelés gali biiti disperguotos vandens
pertekliuje be dispersijos stabilizatoriaus poreikio, bet ilgalaikiam stabilumui
daugeliui liposomy miSiniy reikia kurios nors stabilizatoriaus formos, pvz.,
polimerinés prigimties (Winterhalter ir kt., 1997). Landh ir Larsson uzpatentavo
nelameliniy liotropiniy SK faziy koloidiniy dispersijy paruosimg (Landh ir
Larsson, 1996). Gustafsson pasialé vandeniniy koloidiniy atvirkstinés
heksagoninés fazés dispersijy gamyba ir struktarg (Gustafsson ir kt., 1997).
Dalelés paruosiamos i§ glicerolio monooleato (GMO, monooleinas)/saulégrazy
aliejaus arba GMO/retinilio palmitato lipidy miSiniy ir erdviskai stabilizuojamos
nejoniniu triblokiniu polimeru vandenyje. Atvirks¢ios heksagoninés fazés
koloidinés dalelés pavadintos heksosomomis. Analogiskai besit¢siancios Kubinés
fazés — kubosomomis, diskretinés kubinés fazés — micelosomomis, o ,.kempinés*
fazés nanodalelés — fleksosomomis. Skirtingos studijos aprasé miceliniy
kubosomy (Nakano ir kt., 2002; Yaghmur ir kt., 2006), ,.kempinés tipo daleliy
(Barauskas ir kt., 2005 b, 2006), emulsuoty atvirkstiniy miceliy (de Campo ir Kkt.,
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2004) ir iSbrinkusiy miceliy (Yaghmur ir kt., 2005; Yaghmur ir Glatter, 2009) (zr.
I. 10 pav.) formavima.

Dispersijos stabilizatorius uztikrina auksta nelameliniy LSKN kinetinj
stabilumg. Per pastaruosius du desimtmecius kinetinio LSKN dispersijy stabilumo
problema sékmingai i§spresta, taip pat pasitlyti nauji lipidy misiniai (Barauskas ir
kt., 2005 a ir b; Johnsson ir kt., 2005, 2006 a; Gustafsson ir kt., 1997; Boyd ir kt.,
2009; Yaghmur ir Glatter, 2009). Geram kinetiniam stabilumui daznai reikia
santykinai dideliy stabilizatoriaus koncentracijy (pvz., 10-30 % nuo bendros
lipidy ar amfifiliniy junginiy koncentracijos). Jis gali suardyti norimos fazés
nanostruktiirg, tokiu biidu, jog dazniausiai nelamelinés atvirk§¢ios SK fazes
pereina | lamelines arba net micelines strukttiras (Barauskas ir kt., 2006; Johnsson
ir Edwards, 2001; Johnsson ir Bergstrand, 2004). Dispersijos stabilizatoriai
pirmenybe teikiantys nulinio arba teigiamo kreivumo struktiroms, daro jtaka
tokiam faziniam virsmui. Todél spontaniskas visy lipidy/pavirSiaus aktyvumo
medZiagy miSiniy vingiuotumas kei€iasi teigiama kryptimi, didé¢jant
stabilizatoriaus koncentracijai. Stabilizatoriai naudojami jvairioms LSKN
sistemoms: triblokiniai kopolimerai, pavyzdziui, Pluronics (Tiberg ir Johnsson,
2011); baltymai, tokie kaip kazeinas (Larsson, 1989); polisorbatai, kaip
Polisorbatas 80 (arba Tween 80); PEG-turintys monogliceridai ir tokoferoliai
(Barauskas ir kt., 2008), ir hidrofobiskai pakeisti PEG-turintys polimerai
(Rangelov ir Almgren, 2005).

Mazojo kampo rengeno spinduliy difrakcija ir kriogeniné transmisiné
elektroniné mikroskopija — tai metodai, kurie apibiidina disperguoty nanodaleliy
morfologija ir jy viding nanostruktiira (Gustafsson ir kt., 1997; Larsson, 2000;
Johnsson ir kt., 2006 a). Disperguoty daleliy dydis ir dydZzio pasiskirstymai gali
biti tikrinami lazerio Sviesos sklaidos prietaisais. Nelameliniy, pvz., atvirkstiniy
besitesiancios kubinés ar heksagoninés faziy, LSKN pasizymi dideliais pavirSiaus

plotais dél kartu esamy hidrofiliniy ir hidrofobiniy nanodomeny. Is 1. 10
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paveiksle pateikty krio-TEM vaizdy aiskiai matomi lipidy ir vandeniniai domenai,

atitinkamai, tamsios ir §viesios sritys.

I. 10 pav. [vairiy nelameliniy lipidy faziy nanodaleliy krio-TEM vaizdai
Pavaizduotos: V, (a), H, (b) Ls (c) ir I, (d), skalé 100 nm (Johnsson ir kt., 2006 a).

Didinant gamybos mastus, labai svarbus LSKN dispersijy paruoSimas.
Apskritai, panaSios procediiros, kurios yra taikomos dideliy kiekiy emulsijoms ir
liposomoms, pavyzdziui, auk$to slégio homogenizavimas arba membranos
ekstruzija, gali buti taikomos ir LSKN sistemoms. Taigi, turimoms LSKN/vaistas
sistemoms dazniausiai nereikia naujy gamybos procesy. Nepaisant to, reikéty
atkreipti démesj ] tam tikrus paruoSimo procediiros aspektus. Visy pirma,
nustatyta, kad klasikinéje kubinés fazés nanodaleles formuojancioje glicerolio
monooleatas (GMO)/Pluronic F127 LSKN sistemoje (Gustafsson ir kt., 1997),
priklausomai nuo gamybos proceso dispersijoje gali buti didelé dalis metastabiliy
pusleliniy terSaly (Spicer ir kt., 2001). Siy ter3aly nestabilumas susijes su kubinés

fazés dalelémis, susiformavusiomis i§ pusiausvyrinés besitgsiancios kubinés SK
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fazés. Tokie piusleliy terSalai laikui bégant susijungs 1 didesnes netvarkingas
daleles daZznai nekontroliuojamu badu, to pasekmé yra prastas dispersijos
koloidinis (arba kinetinis) stabilumas, daznai pastebimas kaip miSiniy biivio
kitimas, panaSus ] grietinés biivio mas¢. Veikimas kar$¢iu (arba autoklavavimas)
mazina arba paSalina Siuos pisleliy ,terSalus®. Tuo pat metu, paruoSiamos
vienalytés LSKN dispersijos su mazu polidispersiSkumu (Barauskas ir kt., 2005 a
ir b). Literatiroje apraSyti miSiniai, kuriuos naudojant galima ruosti LSKN
dispersijas minimaliomis energijos sgnaudomis ("savarankiSkai pasklindantys
misiniai') (Barauskas ir kt., 2006). Taigi, gerai apibtidinamos LSKN dispersijos
paruoSiamos paprastu mechaninio sukratymo budu.

Jeigu nekreipsime démesio j lipidy ar pagalbinés medziagos saugumo ir
suderinamumo  aspektus, apibendrintos lipidus-turin¢iy  vaisty  nesikliy
svarbiausios fizikinés, cheminés savybés bei techniniai reikalavimai yra tokie:

1) lipidas ar lipidy miS$iniai formuoja nelameling SK faze vandens pertekliuje;
2) dispersijos stabilizatorius suderinamas su lipidy struktiira: kinetiSkai
stabilizuoja daleliy dispersija ir iSsaugo nelameling nanostruktiirg;

3) lanks¢ios nelameliniy LSKN sistemos strategija: priklausomai nuo lipidy
misiniy, geba jterpti kuo jvairesnes vaisty risSis be zalingy poveikiy daleliy
strukturai, stabilumui ar funkcionalumui;

4) paruosta daleliy dispersija su vienaly¢iu dydzio pasiskirstymu bei mazu

polidispersiskumu optimaliu ilgalaikiam kinetiniam stabilumui.

3. Lipidy skystuju Kkristaly fazés vaisty pernasoje

Pirmasis nelameliniy SK faziy vaisty neSiklis patentuotas 1980-yjy
pradzioje (Engstrom ir kt., 1983). Pirmas vaistinis produktas Elyzol danty gelis
pradétas pardavinéti 1990-yjy pradzioje. Norling su bendradarbiais apra$é
stabilaus, antimikrobinio agento metronidazolo formuluotés plétra periodonto ligai
gydyti. Gaminys — tai monogliceridy ir trigliceridy misinio bevandené suspensija,

pereina ] atvirksting heksagonine fazg apydanciy kisenéje (Norling ir kt., 1992).
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Taip pat tyrinétas ir kubinés fazés panaudojimas, bet atvirksStiné heksagoniné fazé
pasirodé palankesné tokiam danty gydymui (Stelzer ir kt., 1996).

SK fazés formuojamos tik dalinai arba visiSkai hidratuotose lipidy
miSiniuose. Hidratuotas SK monolitas, arba gana klampus jo lipidy pirmtakas,
netinka biiti neSikliu dél per maZzo skystumo. Todél pageidautina, kad neSiklio
pirmtakas in situ virsty j skystojo kristalo monolita. Vis délto, SK fazes
formuojancios sistemos netinka suleidimui j vena, bet funkcionalios kaip vaisty
monolitas poodiniame sluoksnyje arba raumenyno audiniuose, arba kiino vidaus
ertmeése. Taip pat dél santykinai didelio klampumo ir hidratuoty SK faziy
biologinés adhezijos, tokios sistemos netinka gleiviniam, nosies, vaginaliniam
perneSimui, ar patekimui per akj. Todél iSeitimi tampa maziau klampis
bevandeniai SK faziy monolito pirmtakai su maza atitinkamo tirpiklio dalimi.

Glicerolio monooleatas — tai lipidas formuojantis nelamelines SK fazes,
placiai naudojamas tyrimuose susijusiuose su vaisty pernasa. Salytyje su
vandeniu, GMO saviorganizuojamas j lameling, heksagoning ir kubing fazes,
priklausomai nuo vandens kiekio ir temperatiiros (zr. I. 11 A pav.). Fiziologinémis
salygomis vandens pertekliuje, GMO sudaro besitesiancig kubing faze (Larsson ir
kt., 1980; Hyde ir kt., 1984). Santykinai vandenyje tirpaus lidokaino hidrochlorido
pridéjimas 1 GMO ir vandens miSinj skatina per¢jimg nuo V; | L, ar ,.kempinés*
faze, pridéjus daugiau lidokaino lipofilinés laisvosios bazés pakeicia tg pacia V,
faze 1 H, faze (Engstrom ir Engstrom, 1992). Monoglicerida turin¢iy SK faziy
atpalaidavimo savybés daznai priklauso nuo difuzijos (Chang ir Bodmeier, 1997).
Greitis priklauso nuo vaisto ar modelinio junginio molekulés dydzio ir kubinés
fazés vandeninio kanalo dydzio (Clogston ir Caffrey, 2005). Kaip jau minéta
auksciau vienkomponentés GMO sistemos taikymga riboja faziy poky¢iai, atsirade
dél istirpinty sistemoje vaisty, sutrikdoma sistemos faziy pusiausvyra. Tokiu
atveju, dvikomponenciy lipidy misiniy naudojimas, vis délto iSspregsty Sig
problema ir leisty kompensuoti fazés elgsena, tiesiog koreguojant dviejy lipidy

santykj. Be to, gali biiti uztikrinamas geresnis apgaubimas dél per¢jimo nuo
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difuzijos iki biologinio skaidymo valdomos ribotos pernasos (Tiberg ir Johnsson,
2011).

A 100

Temperature “C

B DAG

I. 11 pav. A — dvikomponenté glicerolio monooleato ir vandens faziné diagrama, B —
trikomponenté s0jos fosfatidilcholino, diacilglicerolio ir sunkiojo vandens fazine
diagrama
Vandens pertekliuje esan¢iy faziy zyméjimas: besitesianti kubiné (D ar V,) ir atvirkstiné
heksagoniné (H, ar H,) fazés. A atejis — GMO/vanduo (Hyde ir kt., 1984); B atvejis — lipidy SPC
ir DAG (diacilglicerolis; daugiausia glicerolio dioleatas) bei vandens (deuteruotas) fazinés
diagramos. Pateikiamos dviejy ir trijy faziy sritys, atitinkamai per 2¢ ir 3¢ zyméjimag (Oradd ir

kt., 1995).
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Dviejy lipidy atvirkStines fazes formuojanti sistema — ilgos grandinés
fosfatidilcholino ir diglicerido lipidy miSinys, pvz. SPC arba sintetinio dioleoil-PC
ir glicerolio dioleatas (GDQO) (zr. 1. 11 B pav.). Didéjant GDO daliai, Siame
miSinyje vyksta tokie faziniai virsmai: lameliné, atvirkstiné heksagoning,
tvarkingy atvirkstiniy kubiniy miceliy (l,) ir atvirkstiniy miceliy (L) fazé; su
tarpiniy faziy galimybe (Oradd ir kt., 1995). H, ir I, fazés ir jy miSiniai tinka
vaisty pernesimui dél jterpimo ir apgaubimo savybiy. Sios fazés geba koegzistuoti
vandens pertekliuje ir prieSintis faziy pokyc€iams dé¢l Zemo diacilo lipidy tirpumo.
Tokiu biidu Sios faziy struktiiros yra tinkamos stabiliai in vivo vaistams pernesti.

Norint sumazinti PC/GDO — SK faziy pirmtako klampuma, patogiau bei
lengviau paruosti ir tvarkyti, galima pridéti nedidelius pasirinkty tirpikliy kiekius,
pvz., etanolio ir/farba propilenglikolio (Thuresson ir kt., 2005). Svarbu, jog
selektyviai pasirinkto tirpiklio rtSis ir koncentracija nepaveikty neigiamai SK
faziy i$¢jimo savybiy. PC/GDO lipidy misiniy SK fazés labai tinka ilgo veikimo
perneSimui, o dalis medicininiy gaminiy, naudojanciy $ig perne$imo sistema, turi
FluidCrystal® prekés Zenkla (Camurus AB, Svedija). I. 3 lenteléje pateikti keli,
jterpty j FluidCrystal® biologiskai aktyviyjy junginiy pavyzdZiai.

I. 3 lentelé. Keli biologiskai aktyviyjy junginiy, jterpty FluidCrystal® VPS,
pavyzdziai. Pateikiami vaisty tiksliniai jterpimo kiekiai, 25 °C (Tiberg ir kt., 2012)

MedzZiaga Klase Iterpto vaisto | Molekuline
kiekis, mg/ml | masé, g/mol
Mazos molekulés
Lidokainas Vietinis anestetikas 300 234,3
Granisetronas Pries vémima 90 312,4
Buprenorfinas Skausmg mazinantis 100 467,6
Peptidai ir baltymai
Oktreotidas Peptidinis hormonas 100 1019
Somatostatino analogas
Lizocimas Hidrolizuojantis fermentas 20 14,300
Krieny peroksidazé | Fermentas 10 40,000
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I. 12 paveiksle pateiktas endogeninio peptidinio hormono somatostatino 1-
14, jterpto PC/GDO (FluidCrystal®) misinyje, farmakokinetinio profilio pavyzdys.
Nors somatostatino 1-14 pusinis biologinio poveikio laikas minutés trukmés, i$
SK monolito stabilus i$¢jimas trunka daugiau nei vieng savaite, o jo koncentracija

kraujo plazmoje proporcinga suleistai dozei (Cervin ir kt., 2009).

—
=
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e 4 0 Ngikg
[ =030 mglkg

=) mg/kg

Endogeninis lygis
plazmoje

Koncentracija plazmoje (ng/mL)
=]

001 ——rr—r————tr
0 7 14

Laikas (dienos)
I. 12 pav. Vidutinés hormono somatostatino 1-14 koncentracijos plazmoje
priklausomybé nuo laiko pusiau logaritminéje skaléje
Pateikiami apibendrinti tyrimo rezultatai. Atliekant tyrimg | Ziurkiy poodj buvo suleisti
vienkartiniai skirtingi peptido tariai (n = 8) PC/GDO miSinyje (adatuota pagal Tiberg ir kt.,
2012).

SK faziy pirmtakai tinka ir pavirSinei, gleivinei vaisty pernasai ir patekimui
per oda. Ant biologinio pavirSiaus, pvz., burnos gleivinés, lipido tirpalas gali
pasklisti plonu sluoksniu. Virsmas j stipriai biologiskai adhezinj SK faziy pavirsiy
vyksta hidratacijos metu. Vandens molekulés, dujy arba skystojoje (pvz., seilés)
fazeje, patenka 1§ supancios aplinkos. Tokie SK faziy pirmtakai tampa patrauklis
biologiskai adheziniam vaisty perneSimui. Lipidy miSiniy biologing adhezija
salygoja faziy elgsena ir biologinio pavirSiaus prigimtis. Taip pat, pridéjus
biologiskai aktyviyjy junginiy, padidéja daugiakomponenc¢iy sistemy privalumas,
kadangi jy faziy elgsena atsparesné vaisty poveikiui. Kaip jau minéta, Elyzol
danties gelis — vienas i§ pirmyjy, SK fazes formuojanciy, rinkoje pasirodziusiy

medicininiy gaminiy (Norling ir kt., 1992). GMO ir trigliceridy miSinyje apgaubta
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metronidazolo suspensija suleidZiama ] dantenas su SvirkStu. Danty kiSen¢je
Elyzol pereina in situ i§ skystosios L, (vaisto dispersija) fazés j biologiskai
adhezing H, faze, kuri savo ruoztu biologiskai suskaidoma ir metronidazolas yra
atpalaiduojamas. 25 % metronidazolo gelio isé¢jimas suleidimo vietoje trunka
ilgiau negu 24 val. PC/GDO misinys taip pat pasizymi stipria biologine adhezija
L, ir H, faziy formavimo srityje, Kai tirpiklio kiekiai yra riboti. Episil, PC/GDO
misinio medicininis gaminys, numalSina po chemoterapijos atsiradusius pazeistos
burnos gleivinés skausmus. Salytyje su burnos gleivine po 5 min. spontaniskai
formuojamas adhezinis ir apsauginis sluoksnis, skausmas sumazéja iki 8 val.
(Tiberg ir kt., 2009).

Lipidy SK fazes formuojantys pirmtakai dél savo unikaliy tirpinimo,
uzlaikyto i8¢jimo ir/arba jautriy vaisty apsauginiy savybiy nuo skilimo, pvz.,
proteazémis, tinka ir oraliniam perne$imui. Sios sistemos apgaubtos Zarniniais
apvalkalais (pvz., kapsulés) pereina per virSkinamajj trakta ir iSvengia suskaidymo
skrandyje. Viename 1§ paskutiniyjy tyrimy dviejy lipidy jautrumas lipazés
suskaidymui iStirtas sarySyje su mazai tirpaus vaisto cinarizino (CIN) isé¢jimu
(Boyd ir kt., 2007). CIN isé¢jimas zenkliai uzdelsiamas i$ oleilo glicerato Sistemos

formuojamos H, fazés, lyginant su GMO sistemos formuojama V, faze.

4. Disperguoty lipidy skystakristaliy faziy nanodaleliy vaisty nesikliai

Nelamelinés LSKN, tinkamos ir alternatyvios, gali bati naudojamos
daugeliui skirtingy vaistiniy medziagy, tarp kuriy netirpios arba amfifilinés mazos
molekulés, taip pat baltymy ir peptidy, pernasai. Lyginant su liposomomis, kurios
netgi mazo skersmens pripildytos vandens ir dazniausiai tinka vandenyje tirpiyjy
vaisty pernasai, lipidy dalis nelamelinése LSKN didesné (paprastai svyruoja nuo
50-70%). D¢l sios nanodaleliy savybés jmanomas didesnis lipofiliniy vaisty
jterpimas negu liposomy sistemose. Kita vertus, dél didelio vidaus lipidas/vanduo
pavirSiaus ploto, LSKN tinka amfifiliniy ar pavirSiaus aktyviyjy vaisty jterpimui.

Taigi, nelameliniy LSKN sistemos geriau pritaikytos tam tikry rasiy vaistams nei
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liposomos, emulsijos ir micelés. Deja, nedaug liotropiniy skystakristaliy sistemy
plétojama kaip vaisty neSikliai. Daugelis moksliniy tyrimy skirti daleliy
charakterizavimui be jy daugiafunkcinés analizés, — nepaisant nanostruktiiriniy
daleliy privalumy, palyginus su liposomomis, jterpiant hidrofobinius ar
amfifilinius junginius, taip pat ir peptidus ar baltymus (Mulet ir kt., 2009; Conn ir
kt., 2010). Camurus AB (Svedija) ir Phosphagenics (Australija) — farmacijos
jmonés, kurios specializuojasi skystyjy kristaly faziy plétroje, perneSant
biologiskai aktyviagsias medziagas, ir sékmingai patvirtino komercinius gaminius
tokiy junginiy pernasai.

Literatiiroje aprasytos lipidy skystakristalés dispersijos su jterptais jvairiais
vaistais: sojy pupeliy aliejaus ir Polisorbato 80 emulsija su estradioliu (Novavax);
fosfatidilcholino/cholesterolio liposomos su doksorubicinu (Zeneus ir Ortho
Biotech); fitantriolio arba glicerolio monooleato ir F127 kubosomos su cinarizinu
(Nguyen ir kt., 2011); GMO/F127 su indometacinu (Esposito ir kt., 2005) ir su
flurbiprofenu (Han ir kt., 2010); glicerolio monooleato/oleino rtigstis/F127
heksosomos su ciklosporinu A ir vitaminu K (Lopes ir kt., 2006; 2007), bei su
progesteronu (Swarnakar ir kt., 2007); sojos fosfatidilcholino/glicerolio
dioleato/P80 micelosomos su propofolu (Johnsson ir kt., 2006). Akivaizdu, jog
skirtingy Struktiiry sistemos pasizymi skirtingais vaisto jterpimo slenksciais, vir$
kuriy vyksta faziy virsmas. Daznai stebimi gardelés nanostruktiiros parametry
pokyciai Zemesnése nei faziy virsmo slenks€io koncentracijose. Jeigu vaistas
paveikia saly¢io ribg link padidéjusio kreivumo, daznai gardelés parametras
sumazg¢ja ir priesingai. Norint suprasti vaisto sgveikg su nanodaleliy struktiiromis,
svarbu apibudinti faziy struktiirg ir gardelés parametrg, didéjant vaisto
koncentracijai (Mulet ir kt., 2013).

Lipidai, tarp kuriy kubinés fazés nanodaleles formuojantis nesotus
monogliceridas, nelabai tiko vaisty pernasai parenteriniu btidu (Gustafsson ir kt.,
1997). Taciau naujos jvairiy fizikocheminiy savybiy lipidy sistemos kartu su

patikimais gamybos procesais sumazino galutines kliatis taikyti nelamelines
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LSKN parenteriniame perneSime (Barauskas ir kt., 2005 b; Johnsson ir kt., 2006
a). Nelamelinés sojos fosfatidilcholino ir glicerolio dioleato miSiniy LSKN, kuriy
vidutinis dydis apie 100 nm, paruoSiamos 1§ lipidy miSinio, pridéjus atitinkamas
dispersijos stabilizatoriaus (P80) koncentracijas (Johnsson ir kt., 2006, a). Jrodyta,
jog tokia sistema tinka saugiai vaisty pernasai j veng in vivo (Cervin ir kt., 2009).
Paskutiniuoju metu apraSyta naujoji H, faz¢ formuojanciy glicerato pavirSiaus
aktyviyjy medziagy klasé (Boyd ir kt., 2006). Sie lipidai struktiiriSkai panasis i
GMO ir tinka pvz., suformulavimui ir sisteminiam irinotekano, prie$vézinio
vaisto, perneSimui.

Kaip jau minéta, daugiausia duomeny yra apie kubosomas. DaZniausiai
apie nesociyjy mono ir digliceridy, ypa¢ glicerolio monooleato, jo miSiniy su
Kitais lipidais ar GMO struktiirinius darinius. Nors Sie lipidai nebrangiis ir
biologiskai skaidis, esterio dalis pavercia juos jautriais hidrolizei. Fitantriolis kaip
pagalbiné medziaga daznai naudojamas kosmetikos pramonéje, taip pat formuoja
besitgsian¢ia kubing faze vandens pertekliuje fiziologin¢je temperatiiroje
(Barauskas ir Landh, 2003). Fitantriolio kubosomos paruosStos i skystyjy
pirmtaky optimali GMO alternatyva (Rizwan ir kt., 2011). Kitas pavyzdys, kai
modeliné medziaga istirpinta — vitamino E (VitE), fitantriolio (FIT) ir vandens
miginyje. Sis tirinis lipidy miinys toliau i§skaidomas vandeniniame tirpale kartu
su stabilizuojan¢iu agentu F127, — taip formuojamos kubosomos ir heksosomos.
Siy misiniy (VitE ir FIT) dispersijos panaSios j gryno fitantriolio dispersijas.
Pasirodo, jog F127 gali dalinai buti atsakingas dél terminés elgsenos skirtumy
(Amar-Yuli ir kt., 2009). Lee kartu su kitais tyréjais (Lee ir kt., 2009) paruosé dvi
skirtingas glicerolio monooleato ir fitantriolio besit¢sianéias kubines fazes ir
atvirks¢ig heksagoning faze, pridéjus vitamino E | fitantriolj, atitinkamai, V,
GMO, V, FIT ir H, FIT+VIitE. Is¢jimo kinetikos in vitro duomenys surinkti jterpus
modelinius hidrofilinius vaistus su skirtingomis molekulinémis masémis.
Nustatyta, jog kiekvieno i§ vaisty i§éjimo dazniai mazéja, Kintant stuktiirai i§ V,
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Nelamelinés nanodalelés galimos kandidatés pavirSiniam perneSimui, pvz.,
per zando, nosies ir odos pavirSiy. Be to, d¢l biologinio sukibimo savybiy LSKN
lengvai paruoSiamos jvairiems taikiniams. Dar, LSKN gali biiti paruostos iS
lipidy, tokiy kaip monogliceridai, digliceridai ir fosfolipidai, ilgai naudojamy kaip
maisto, kosmetikos farmacinés priemaisos. Diglicerolio monooleato (DGMO) ir
glicerolio dioleato misSinys priesklinikiniuose tyrimuose tirtas vaisty pernasai per
oda. ,,Kempinés* fazés (Lz) LSKN formuojamos vandeninés fazés pertekliuje
mechaninio suplakimo metu, pridéjus Polisorbato 80 dispersijos stabilizatoriaus
(Barauskas ir kt., 2006). Sios dalelés lengvai deformuojamos minkstais ir
lankséiais lipidy dvisluoksniais sujungtais tarpusavyje netvarkingu badu. Si
ypatybé savo ruoztu gali buti privalumu prasiskverbimui/pernasai per oda.
Vandeniniai purkStuvai, kremai, geliai ar pusiau Kieti misiniai yra galimi dél tokiy
misiniy fizikiniy formy, o gaunamo gaminio savybés gali buti priderintos prie

pageidaujamy naudojimy (Johnsson ir kt., 2006 b).

5. Perspektyvos ir jZvalgos

Nelamelinés skystakristalés fazes ir jy nanodalelés jau vir§ dvideSimt mety
skinasi kelig | vaisty neSikliy rinka. IS pradziy daugelis tyrimy buvo skirti
atvirksc¢iosioms SK fazéms, o ypac besitgsianc¢iosioms kubinéms fazéms, kurios
formuojamos glicerolio monooleato. Taciau norimi rezultatai galutinio vaistinio
gaminio pavidalu nebuvo pasiekti. Situacija pradéjo keistis, kai atsirado nauji
inovatyvis lipidy misiniai, kurie formuoja nelamelines skystyjy kristaly fazes ir jy
nanodaleles. Spartus Siy busimyjy vaisty nesikliy vystymas ir tobuléjimas aprépé
ir tyrimus su ligoniais. Stipréjant tokiy sistemy saugumo savybéms ir terapiniams
poveikiams, tikétina, jog SK technologijy panaudojimo galimybés plésis. Tikétina,
kad ateityje, bus plétojama asmeniné medicina ir, mazinant finansinius isteklius,
reikéty priemoniy, gebaniy perneSti naujas medZiagas | tikslines vietas.

Pavyzdziui, si-RNR perneSimas vis dar kirimo stadijoje, o sukonstruotos
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daugiafunkcés LSKN struktiiros ateityje iSsprgs pernesimo problemas. Tokiu bidu
si-RNR bus taikomi ligoms gydyti.

Kokios kitos novatoriskos vaisty neSikliy perneSimo sistemos turéty
atsirasti? Tikétina, kad SK formuojancios sistemos galés biiti naudojamos iS dalies
lokaliai, peroralinei pernasai. Atsizvelgiant j esamas zinias, naujy lipidy miSiniai

galéty ateityje atverti naujas nelameliniy skystakristaliy faziy taikymo sritis.
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11 skyrius. MEDZIAGOS ir METODAI
1. Cheminés medZiagos

Lipidai: sojos fosfatidilcholinas  (Lipoid S100), kurj sudaro
fosfatidilcholinas (> 94 %), lizofosfatidilcholinas (< 1,0 %), trigliceridai (< 1,0 %)
ir laisvosios riebaly ragstys (< 0,05 %), vidutiné molekuliné masé 770 g/mol
(Lipoid GmbH, Vokietija). Glicerolio dioleatas, kurj sudaro digliceridai (96 %),
monogliceridai (0,2 %), ir trigliceridai (3,8 %); glicerolio monooleatas, kurj
sudaro monogliceridai (95 %) ir digliceridai (4,1 %); diglicerolio monooleatas:
diglicerolio monoesteris (87 %), glicerolio monoesteris (2 %) ir laisvas glicerolis
ir poliesteriai (5,2 %) (Danisco, Danija). 1,2-Dioleoil-sn-glicerolio-3-
fosfocholinas (DOPC, > 99 %) ir dioleoilfosfatidiletanolamino—poli(etileno
glikolis) 2000 (DOPE-PEG (2000) ar PEG-lipidas) (Avanti Polar Lipids Inc.,
JAV). o — tokoferolis (Vitaminas E), > 95,5 % (Sigma Aldrich, Vokietija).

Amfifiliniai polimeriniai junginiai: hidrofilinis nejoninis trijy bloky
kopolimeras polietileno oksidas—polipropileno oksidas—polietileno oksidas (PEOgg
—PPOg; —PEQgg) (Pluronic F127, F127), vidutiné molekuliné masé 12600 g/mol
(BASF Svenska AB, Svedija). Polioksitileno (20) sorbitano monooleatas
(Polisorbatas 80, P80, Tween 80) (Apoteksbolaget AB, Svedija). Polietileno
glikolio p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenilo eteris (Tritonas X-100) (Loba Chemie
PVT. LTD., Indija).

Fluoroforai: metakriloksietilo tiokarbamoil rodaminas B (PolyFluor® 570,
Polysciences, Inc., JAV). Fluoresceino dinatrio druska (Fluo) (Fluka, Sveicarija).
5-(6) — karboksifluoresceinas (misriis izomerai) — nesuriSamas polinis zymuo (KF)
ir Zyméti lipidai: N-(7-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol-4-il)-1,2-diheksadekanoil-sn-
glicerolio-3-fosfoetanolamino trietilamonio druska (NBD-PE, donoras, N360) ir
1,2-diheksadekanoil-sn-glicerolio-3-fosfoetanolamino trietilamonio  druska

(Lissamine ™/Rodaminas B, rodamino DHPE, akceptorius, L1392) (Invitrogen,
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JAV). Il. 1 paveiksle pateikiamos Siame darbe naudoty lipidy ir polimery

strukttirinés formulés.
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Fermentai ir cukriis: vistos kiausinio baltymo lizocimas (14,6 kDa, Fluka,
Belgija), pepsinas (35 kDa), krieny peroksidazé (~ 44 kDa) ir D(+)-trehalozé (i$
Saccharomyces cerevisiae) (Sigma Aldrich, Vokietija); sacharozé ir D-manitolis
(dovana i§ Camurus AB, Svedija).

Kitos medziagos: NaCl, chitozanas, dimetiloktilchlorsilanas (DMOCS), 2%
3-aminopropiltrietoksisilanas (APTES) ir chloroformas i§ Fluka (Sveicarija);
NaOH, toluenas, tetrahidrofuranas, natrio-fosfatinio buferio tabletés (pH 7,4) ir
Sephadex® G-50 (granuliy dydis 20-80 pm) i§ Sigma-Aldrich (Vokietija); 36 %
HCI, 2-amino-2-hidroksimetil-propano-diolis (TRIS), NH,OH ir H,0O, i§ Merck
(Vokietija); Etilo alkoholis 96,3 % (Vilniaus degtiné, Lietuva), absolutus etanolis
(99,5 %) (Kemetyl AB, Svedija arba Solveco AB, Svedija), acto riigtis
(Eurochemicals, Lietuva); deuterio oksidas 99,8 atom% D (Dr. Glaser AG,
Sveicarija). Milli-Q (Merck Millipore, JAV) isvalytas vanduo (18,2 MQxcm) arba
Chromasolv™ Plus vanduo (Sigma-Aldrich, Vokietija) naudotas visy tirpaly
gamybai. Visos medziagos, jeigu nenurodyta kitaip, naudotos be papildomo

valymo ar kitokio paruosimo.

2. Lipidy skystakristaliy faziy pirmtakai

Lipidy skystyjy kristaly (SK) faziy pirmtaky miSiniai paruosti atsvérus
atitinkamus lipidy kiekius (0,2-0,4 g), véliau misiniai iStirpinti etanolyje santykiu
9/1. Visiskai homogenizacijai méginiai dedami ant sukamojo stalo 1 val. Paruosti
misSiniai gali buti laikomi —18 °C iki panaudojimo. Kai kuriais atvejais etanolis yra
nugarinamas ant sukamojo rotoriaus su vandens pompa (IKA, Vokietija). Likutiné
etanolio koncentracija mazesné nei 1 %, apskai¢iuota sveriant méginius pries ir po
nugarinimo. Taip pat paruosti atitinkami SK faziy pirmtakai su jterpta modeline
medziaga. Liofilizuojamas fermento (10 mg/ml) ir trehalozés (10 mg/ml) (1:1)
vandeninis tirpalas, gauti purts kristalai sumaiSomi su SK faziy pirmtakais, o

véliau bandiniai atitinkamai hidratuojami.
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3. Lipidy skystakristalés fazés

Lipidy skystakristalés fazés paruostos i§ SK pirmtaky miSiniy pagal tokius
protokolus: i) visiSkai hidratuoti méginiai toliau ruoSiami pridéjus 90 % vandens
(kai Kkuriais atvejais pridéta H,O/D,0 (8/2) misinio) arba 0,9 % NaCl tirpalo.
Visiskai hidratuoti méginiai paruosti taip, jog galutiné etanolio koncentracija sieke
1 %; ii) | méginius su daline hidratacija, i§ kuriy i§ pradziy pasalinamas etanolis,
pridedami atitinkami vandens arba druskos tirpalo kiekiai. Galutiné vandeninio
tirpalo koncentracija sudaré 5-50 % nuo bendros méginio masés. Intensyviai
iSmaiSoma, uzsandarinama ir palieckama pusiausvyrintis maziausiai trims
savaitétms. Gerinant faziy iSsimaiSymg, jeigu prireikia meéginiai papildomai
centrifuguojami, buteliukus apverciant keletg karty (2-3 min., 1500 g) (Eppendorf
AG, Vokietija); iii) kinetiniams SK faziy formavimo ypatumams tirti,
sumodeliuotos  atitinkamos  monolito  apvalkalo  brinkimo  salygos
(nepusiausvyrinés salygos). Tyrimams panaudoti apie 8 cm ilgio stiklo kapiliaral,
kuriy vidinis skersmuo iki 1,6-1,8 mm (HR6-124, Hampton Research, JAV).
Lipidy SPC/GDO SK faziy pirmtakai, paruosti kaip apraSyta auksciau (su ar be
etanolio), ilaSinami  kapiliaro apacia (apie 30 mm), kad uzimty apie puse jo tiirio.
Papildomai leidziama nusistovéti vertikalioje padétyje, kad susidaryty lygi riba
tarp lipido ir oro. Véliau atsargiai i§ virSaus jlasinamas 0,9 % NaCl tirpalas (apie
30 mm), méginiy laisvi galai yra greitai uzgarinami, ir palickami vertikalioje

padétyje nuo 5 iki 21 dienos.

4. Disperguoty skystakristaliy faziy nanodalelés

Lipidy skystakristaliy faziy nanodalelés ruoSiamos disperguojant jy SK
faziy pirmtakus vandenyje, pridéjus daleliy stabilizatoriaus. ISlaikomas bendras
misinio lipidas ir polimeras:EtOH/vanduo svorio santykis 90:10/95. Hemolizés
tyrimams SK faziy pirmtakai disperguojami ne vandenyje, o 5 % gliukozés

vandeniniame tirpale. Méginiai i$ karto sukratomi ir paliekami maisytis 48—72 val.
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termostatuojamoje purtykléje (30 °C, 180—400 aps./min.). Kad susidaryty didesnés
dalelés, disperguoty faziy nanodalelés po supurtymo veikiamos kar$¢iu, taip
maZzinamas metastabiliy vezikuliniy agregaty kiekis, geré¢ja dispersijos savybes.
Paveikus kar$¢iu susiaurinamas daleliy dydziy pasiskirstymo diapozonas,
nepasizymintis ryskiu lipidy skilimu (Barauskas ir kt., 2005 a). Paruostos
nanodaleliy dispersijos atvésinamos ir laikomos kambario temperatiroje iki
panaudojimo. Prie$ tolimesnius darbus paruostos 5 % lipidy skystakristaliy
nanodaleliy dispersijos praskiedZiamos iki atitinkamy koncentracijy druskos
tirpale.

Paruostos lipidy skystakristaliy nanodaleliy dispersijos su fluorescencine
zyme turinciais fosfatidiletanolamino lipidais (zr. II. 2 pav.). 0,4 mg NBD-PE
(donoras) arba 0,5 mg rodamino DHPE (akceptorius) istirpinami 1,250 ml
chloroformas/etanolis (santykiu 1:4 pagal tir]); galutiné bazinio tirpalo
koncentracija, atitinkamai, 0,335 mM ir 0,3 mM. 8 uM fluorescuojanc¢iy NBD-
PE/DHPE lipidy (1:1) tirpalas paruosiamas atskiedus bazinius 0,24 ml NBD-PE ir
0,27 ml DHPE tirpalus 19,49 ml etanolyje. Norint fluorescuojanciais fosfolipidais
pazymeéti LSKN, sumaiSomi atitinkami 8 pM fluorescuojanciy lipidy (1:1) tirpalo
kiekiai (80-150 pl) su 6 ml 0,003 % LSKN dispersijos, kad fluorescuojancios
zymés sudaryty 1 mol% lipidy bendros koncentracijos. Prie§ kiekvieng

panaudojimg dispersijos maiSomos ant magnetinés maiSykles 48 val.

(H3CHZCJoN P o o~ ZN(CHLCHg),

rodamino DHPE}\ 7 T T:z r NBD-PE

. N ~ R |
[ +
+ e . //’/
N A _so, o] - o J
o { ) = H P

P ' . | H3C{HChaH,C”

- B —

o { “o

AT T T /

HsC{HAC)1aHaC 0 Xy - PE /

3C(HC )3 o o N Sy

. . HaC{HChaHC
HaClH,C)1aH;C .0 o S0, H
-~ P
‘ | ~ Pe—0" \\/,.
P -~ S o

4 \\O‘/ \

1. 2 pav. Fluorescuojancias Zymes turinciy lipidy struktiirinés formulés
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5. Fosfolipidy liposomy paruoSimas

Daugialameliniy liposomy dispersijos paruostos pridéjus 2,25 g SPC |
47,75 ml 0,9 % druskos tirpalg (150 mM NaCl). Paruosto miSinio galutiné
koncentracija ~ 4,5 %. Meéginys sukratomas stipriai ir pastatomas |
termostatuojamag purtykle (~ 29 °C, 180 aps./min) 48-72 val. Susidariusios
daugialameliniy liposomy dispersijos apibiidintos monodomeniniu dydzio
pasiskirstymu ir vidutiniu daleliy dydziu 1,3 pm (dinamine Sviesos sklaida
iSmatuoto polidispersiSkumo indekso (PdI) skaitiné reiksmé lygi 0,23) (Malvern
Instruments Ltd., JK).

SPC ar SPC/DOPE-PEG (2000) (PEG-lipidas) vienlamelinés liposomos
paruostos, istirpinus lipida arba lipidy miSinj chloroforme, véliau vakuume
tirpiklis iSgarinimas bei susiformuoja sauso lipido plévélé. Lipidai hidratuojami
0,9 % NacCl tirpale kartojant Saldymo — Sildymo etapus (Saldymas skystajame
azote ir Sildymas vandens voneléje, 50 °C) su tarpiniu maiSymu. Dispersijos po to
15 karty perleidziamos pro 2 sustatytus polikarbonatinius filtrus, kuriy pory dydis
400 nm, naudojant LIPEX ekstruderj (Avanti Lipids Inc., Kanada),
suformuojamos vienlamelinés liposomos. PanaSiai, vienlamelinés liposomos Su
jiterptu  karboksifluoresceinu paruostos standartinés sauso lipido sluoksnio
hidratacijos metodu su 100 mM 5-(6) — karboksifluoresceino tirpalu (Senior ir
Gregoriadis, 1984), TBS buferyje (20 mM TRIS ir 150 mM NaCl, pH 7,4). KF
nuo pH priklausomas daZas, tod¢l jo milteliai pirmiau yra iStirpinami maZame
NaOH Kkiekyje, paskiau pridedamas TBS buferis. SPC brinkintas paruostame
tirpale (1 %), kratytas ant maisSyklés ir paliktas 48-72 val. termostatuojamoje
purtykléje (180 aps./min, 30 °C). Véliau turi bti deSimt pasikartojanciy Saldymo
(20 °C) — sildymo (50 °C) etapy. Veikiama ultragarso voneléje apie 1 val.,
dispersijos po to 21 kartg perleidziamos ekstruderyje pro polikarbonatinj filtrg
(Whatman, JAV), pory dydis 200 nm (Avanti Polar Lipids Inc., JAV),

suformuojamos vienlamelinés liposomos. O liposomose jterptas KF atskiriamas
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nuo laisvojo dazo gelfitracijos metu per chromatografing kolonele (12,5x1,5 cm),
uzpildyta Sephadex® G-50, eliucija vyksta su TBS buferiu.

6. Lipidy skystakristaliy nanodaleliy saveika su eritrocitais

Sviezias ziurkiy kraujas (heparinizuotas) sumaiSomas su lipidy nanodaleliy
dispersijomis 5 % gliukozés tirpale (santykiu 1:19), arba su kontrolémis santykiu
1:1 (pagal turj) (bendras turis 1 ml). 5 % gliukozés ir 2 % Triton X-100
(pavir$iaus aktyviosios medziagos) tirpaly injekcijos vandenyje, atitinkamai, kaip
neigiama ir teigiama kontrolé. Méginiai inkubuojami 37 °C, maisant 200 aps./min.
purtyklégje 1 wval., véliau nucentrifuguojami 10 min. 2000 g. Supernatantai
paveikiami vandeniniu 10 % Triton X-100 tirpalu santykiu 1:4 (pagal tirj)
(bendras turis 200 pL), taip anuliuojami klaidingai pozityviis rezultatai, kurie
atsiranda i§ lipidy dispersijy drumstumo. Supernatanto, paveikto Triton X-100,
adsorbcija nustatoma spektrofotometriskai 96-sulinéliy mikrotitro ploksteléje 540
nm bangos ilgyje. Hemolizé pateikiama kaip pozytivi kontrolé (100 % hemolizés)

% pagal absorbcijy skirtumus:

AbSmeginio—AbSneigiama
g giama o 100 (11.1)
Absteigiama—ADbSneigiama

7. Fluoresceino in vitro iséjimas

Lipidy skystakristaliy faziy pirmtakai su jterptu fluoresceinu (Fluo, zr. II. 3
pav.) paruosti 6 ml talpos buteliukuose, atsvérus 10 mg Fluo ir 1,99 g SPC/GDO
misinio, turinCio 10 % etanolio. Bandiniai sumaiSomi ant maiSyklés, iki
homogeninio misinio. In vitro tyrimai atlikti 8 ml buteliukuose, 100 mg SK faziy
pirmtako miSinio jSvirkS§¢iama j 5 ml natrio-fosfatinj buferinj tirpalg (pH 7,4).
Naudojami sterilis BD Plastipak (KA, JAV) 1 ml S$virkstai ir 18G adatos.
Kiekvienam miSiniui paruoSta po tris méginius. Buteliukai uzplombuojami ir
laikomi termostatuojamoje purtykléje (150 aps./min., 37 °C). Po 2, 4 ir 7 dieny 0,1

ml vandeninés méginio fazés praskiedziama 15 karty su natrio-fosfatiniu buferiu.
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Fluo koncentracija nustatyta spektrofotometriSkai Lambda 40 spektrofotometru
(Perkin Elmer, JAV), jrengtu su EL808IU mikroploksteliy skaitytuvu (BioTek,
JAV) ir 96 Sulinéliy plokstele. 0,3 mL méginio tenka kiekvienam Sulinéliui.

Absorbcija matuojama 490 nm bangos ilgyje.

MNa0™” el O
1. 3 pav. Dinatrio fluoresceino druskos struktiiriné formulé

Koncentracija ir iSéjusi Fluo (%) dalis apskaiciuojama i§ kiekvienos
plokstelés kalibravimo kreivés. Kalibravimo kreivés gautos, matuojant Fluo
tirpaly absorbcija natrio-fosfatiniame buferyje, kai koncentracijos ribos 0,00016—
0,0134 mg/ml. Visy ploksteliy kalibravimo kreiviy tiesiy r* = 0,995.

Vaisto iS¢jimas i§ skystakristaliy nanostruktiiry valdomas difuzijos, bet
skiriasi priklausomai nuo nanostruktiros (Phan ir kt., 2011). Kai atpalaidavimo
matavimas atliekamas kontroliuojamomis salygomis, vaisto i$éjimo Kinetika
s¢kmingai modeliuojama Higuchi modeliu (Higuchi, 1961):

Q = K,t/?, (11.2)
kai Q — i8¢jusios i$ nesSiklio medziagos kiekis per t laikg, Ky — Higuchi konstanta, t
— laikas. Modelis apraso difuzinj vaisto i$éjimg priklausomai nuo laiko
kvadratinés Saknies.

Fluo i8¢jimo i§ pasirinkty miSiniy matavimai atlikti ir kambario
temperatiiroje (25 °C). SK faziy pirmtakai su 0,5 % dinatrio fluoresceino
sulasinami j vandenj 1:10 santykiu, tokiu biidu likutiné etanolio dalis mazesné nei
1 proc. MiSiniai fotografuoti laiko atzvilgiu ir, norint palyginti, paruosti

atitinkamy mi$iniy méginiai fiziologiniame tirpale (37 °C).
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8. MazZojo kampo rentgeno spinduliuy difrakcija

IS maZojo kampo rentgeno spinduliy difrakcijos gaunami duomenys apie
struktiiros makrodomenus 1-100 nm lygmenyje. Metodas pagristas atsitiktinés
bangos difrakcija nuo tiriamos medziagos ir jos interferencija ant detektoriaus
(Hahn, 2005). Duomeny interpretacijai naudojamas Brego désnis, apraSomas
nesudétinga lygtimi, kuri teigia, jog difrakcijos smailé atsirandanti i§ tvarkingos
struktliros su kartotiniu atstumu d bus stebima tik tada, kai atitiks $io désnio
salygas:
2d sin 8 = n4, (11.3)
¢ia: n — daugiklis (sveikasis skaiCius), 4 — krentan¢ios Rentgeno spinduliuotés
bangos ilgis, ir 8 — kampas ties kuriuo stebima difrakcija, kintamas dydis d —
atstumas tarp atominiy plokstumy kristale (zr. Il. 4 pav.) (Guinier, 1994; Warren,
1990). Taigi, d atvirkS¢iai proporcingas sinf, todél kuo didesni kartotiniai
atstumai d, tuo mazesni kampai ties kuriais stebima difrakcija. Todél, MKReD
metodas idealus tvarkingy struktiiry su dideliais kartotiniais atstumais, pavyzdziui,
tokiy kaip skystyjy kristaly mezofaziy, kompleksiniy skysc¢iy ir nuo nanoporini7

ki mezoporiniy medZiagy tyrimui.

I1. 4 pav. Brego désnio aiskinamasis principas
Briksniné linija — krentantis Rentgeno spindulys, 6 — difrakcijos kampas, taskai — kristalinés
gardelés plokStumy atomai (Guinier, 1994).

Difraktogramose pateikiami atspindéjimo intensyvumai ir q — sklaidos
vektorius, apskaic¢iuojamas pagal Brego désnio iSvestine lygti:

- 41 sin@ 2T
gl = = (11.4)

A d
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Il. 1 lentelé. Dazniausiai darbe indeksuojamy kristaly Seimy tarpplokStuminio
atstumo (dj,;) skai¢iavimo formulés

Sistema Ak

_1/2

Kubiné (a—lz (h? + k? + 12))

2"V
Heksagoniné (% (h? + hk + k?) + i—z) ? heksagoninis indeksavimas

Erdvinés grupés suskirstomos | SeSias kristaly Seimas: kubiné,
heksagoniné (Zr. Il. 1 lentelg), tetragoniné, ortorombiné, monoklininé ir triklininé
(Hahn, 2005). Milerio indeksai (h, k, ) kristalografijoje naudojami kristalinés
gardelés plokStumoms ir kryptims apibudinti. Jeigu naudojama trijy matmeny
difrakciné gardelé kaip matematinis modelis, tai trys indeksai h, k, | tampa
gardelés krastiniy a, b, c ilgiy atitikmenimis.

Il. 2 lentelé. AtspindZio désniai: lamelinés, kai kuriy kubiniy ir heksagoninés
faziy

L, (3) =1,2,3,4,5,6..kaid = 7 a...gardelés parametras
Pn3m (Cp) a \2
(—) =23468910,11.
hkl
la3d (Cg) a \?
(—) = 6,814,16,20,22,24 ..
hkl
Im3m (Cp) a \?
<—> —246810,12,14 ..
hkl
Fd3m <a>2—24568
hkl
k V3-a\' _ 1347
Z-dhk - »H'Ln

Kristalografinés erdvinés (Fedorovo) grupés atvaizduoja kristalo
simetrijos tipa, 1§ viso tokiy yra 230 grupiy su 3 dimensijy matmenimis. Kai
kurioms i$ jy Il. 2 lenteléje pateikti atspindzio désniai: lamelinei, kubinéms (su

deimanto (Pn3m (Cp)), giroido (la3d (Cg)), ir primityviu (Im3m (Cp)) minimaliu
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pavirSiumi ir glaudaus supakavimo (Fd3m)) bei atvirkstinei heksagoninei fazei
(Hahn, 2005).

Siame darbe maZojo kampo rentgenostruktiiriniai matavimai atlikti
Nacionalinéje sinchrotroninéje laboratorijoje MAX-lab (Lundo universitetas,
Svedija) 1711 spindulio stotyje. Naudotas Marresearch 165 CCD detektorius
uzdétas ant Marresearch Desktop Beamline pagrindinés plokstés (Cerenius ir kt.,
2000; Knaapila ir kt., 2009). Keliy miligramy lipidy SPC/GDO skystakristaliy
faziy pavyzdziai dedami tarp poliimidiniy langeliy (Kapton®) plieno méginiy
laikiklyje arba kapiliary atveju, kurie iSmatuoti horizontalioje padétyje, ribg tarp
lipido ir druskos tirpalo zymint brinkimo pradzios tasku. Atstumas tarp méginio ir
detektoriaus 1250-1683 mm ribose. Difraktogramos uzraSytos vakuume, Kkai
bangos ilgis 0,1066-0,1201 nm ir spindulio dydis 0,25%0,25 mm (visas plotis
maksimumo viduryje) einanciu per méginj. DaZniausiai difraktogramy uZraSymo
temperatiira 25 °C, taciau kai kuriais atvejais ir 5-75 °C temperattiry diapozone,
pusiausvyrinimo laikas kiekvienoje i§ temperatiiry 10 min. Ekspozicijos laikas 3—
5 min. Sidabro behenatas (CHs-(CH;),0-COOAg, kurio d (tarpplokstuminis
kartotinis atstumas) lygus 5,838 nm) naudojamas kaip iSmatuoto kampy mastelio
intensyvumo  kalibracijos standartas. Difraktogramos gautos integruojant
duomenis su  Fit2D  programiniu  paketu (dr. A.  Hammersley
(http://Iwww.esrf.fr/computing/scientific/FIT2D)), ir panaudojus kalibracines

reikSmes bangos ilgiui ir detektoriaus padéciai.

9. Dinaminé Sviesos sklaida ir { potencialas

Daleliy dydziy pasiskirstymai iSmatuoti dinamine Sviesos sklaida, 0 daleliy
pavirSiaus krivis stebétas, matuojant { (zeta) potenciala su Doppler lazeriu
elektroforezés metodu (Malvern Instruments Ltd., JK), naudojant atitinkamai
vienkartines kiuvetes arba { elementus, uzpildytus 1 ml 0,5 % LSKN dispersijos,
25 °C temperatiiroje. Daleliy dydzio pasiskirstymo duomenys surenkami po 2

min. pusiausvyrinimosi laiko ir apskaiciuoti vidurkiai i§ daugiau nei 12 matavimy.
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Atitinkami 1GZio rodikliai 1,48 ir 1,33 panaudoti lipidy nanodaleléms ir vandeniui.
Tikrasis hidrodinaminis spindulys apskai¢iuojamas panaudojus Stokes-Einsteino

ry$] sferinéms daleléms:

p = BT (11.5)

6nnr
¢ia: D — difuzijos konstanta, kg — Boltzmano konstanta, T — absoliuti temperatiira,
n — aplinkos klampumas, r — sferiniy daleliy spindulys. Daleliy dydzio
pasiskirstymai apibiidinami i§ apskaiiuoty intensyvumy vidurkio ir
polidispersiskumo indekso. O ( potencialas apskaiCiuotas panaudojus
Smoluchovskio aproksimacijg dispersijai vandenyje su dinaminiu klampumu

0,8872 mPa:-s, refrakcijos indeksu 1,33 ir dielektrine konstanta 78,5.

10. Fluorescenciniai metodai

Lipidy skystakristaliy nanodaleliy ir liposomy susiliejimo arba paZaidos
tyrimai matuoti su liuminescenciniu spektrometru LS-55 (Perkin Elmer, JAV).
Fiorsterio rezonansiné energijos pernasa (FREP) — tai fluorescencinis metodas, kai
donoro molekulés suzadinimo energija perneSama akceptoriaus molekulei
nespinduliniu biidu per dipolis-dipolis saveikg. FREP — tai nuo atstumo
priklausoma sgveika tarp dviejy dazo molekuliy elektroniniy suZadinty biiviy,
kurioje suzadinimas nuo donoro molekulés pereina iki akceptoriaus molekulés be
fotono emisijos. (Stryer ir Haugland, 1967). FREP salygas tenkina atstumas tarp
donoro ir akceptoriaus 1-10 nm ribose (Struck ir kt., 1981).

Il. 5 paveiksle pateikta principiné eksperimento schema: a) j jvairias
nanodaleles jterpiami fluorescuojancias zymes turintys lipidai (NBD-PE ir
DHPE), kai donoras ir akceptorius yra per Ry (Fioresterio atstumas), suzadinus
donora stebima akceptoriaus emisija — vyksta FREP; b) j Zyméty LSKN dispersija
prid¢jus fosfolipidy liposomas, vykstant susiliejimui R, didéja ir FREP
nebevyksta. Energijos pernasa registruojama suzadinus donorg NBD-PE 463 nm

bangos ilgyje ir detektuojama akceptoriaus DHPE emisija 580 nm bangos ilgyje.
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SuZadinimas FREP Emisija FREP nevyksta
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Fosfolipidy liposoma

I1. 5 pav. Principiné LSKN sqveiky su fosfolipidy liposomomis schema
Fluorescuojantys lipidai jterpiami j LSKN dvisluoksnj, donoras (NBD-PE, Zalias) suzadinamas
bangos ilgiu 463 nm; akceptoriaus (rodamino DHPE, raudonas) emisija detektuojama 580 nm
bangos ilgyje. Donoras ir akceptoriai i$sidést¢ $alia vienas kito membranoje, FREP sglyga
iSpildoma (a). Vykstant susiliejimui su fosfolipidy liposomomis, atstumas tarp donoro ir
akceptoriaus fluorofory didéja, akceptoriaus emisija nyksta, kol FREP jau nebevyksta (b). Realis
dydziai: fosfolipidy liposoma — 1,3 um, LSKN — apie 300 nm.

NBD-PE svarbios optinés savybeés: fotopastovumas, nuo koncentracijos
priklausomas savigesinimas ir fluorescencijos rezonansinés energijos pernasa
rodamino akceptoriams (jprastai rodaminas DHPE). Rodaminas DHPE nenoriai
pereina tarp atskirty lipidy dvisluoksniy. Fluorescencijos energijos pernaSa tarp
NBD ir rodamino tinka membranos susiliejimo tyrimams. NBD-PE atsparus
pernasai tarp vezikuliy (Invitrogen).

2 ml paruosty LSKN (0,003 % palyginus su lipidais), pazyméty su 1 mol%
fluorescuojanciy fosfolipidy (0,5 mol% DHPE ir 0,5 mol% NBD-PE), pridétos j 1
cm kvarcines Kiuvetes ir sumaiSytos su 13 pl 4,5 % daugialameliy SPC liposomy,
uztikrinant galutinij LSKN ir liposomy svorio santykj 1/10. Fluorescencijos

emisijos gesinimas registruotas kambario temperatiiroje 30 min., kai bangos ilgis
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580 nm. Gautos fluorescencijos gesinimo kreives koreguotos atsizvelgus 1 foninj
signalg (atémus intensyvumo duomenis i§ SPC liposomy maiSymosi su LSKN
dispersijomis be fluorescenciniy Zymeny), ir normalizuotos (pradinis
intensyvumas prilygintas 100 %). Papildomai visos LSKN dispersijos tikrintos, ar
iterpty  fluorescenciniy  Zymeny fluorescencijos intensyvumas nemaz¢ja
spontaniskai, pvz., dél fotoblukinimo maiSymosi eksperimento metu. Imituojant
kuo tiksliau in vivo sglygas, visi FREP maiSymosi eksperimentai tikslingai
vykdomi, kai LSKN/SPC liposomy masés santykis lygus 1/10, pvz., imituojamas
iSvirksty LSKN sisteminis praskiedimas su lgsteliy membrany pertekliumi. Visi
FREP matavimai atlikti su naujai paruoStomis, pazymétomis fluorescuojanciais
lipidais, LSKN dispersijomis.

Kitas fluorescencinis metodas — savigesinancios fluorescencijos metodas
gali biti efektyviai taikomas lipidinés membranos pralaidumo pokycCiy tyrimams.
Metodas taikomas tyrimuose, kuriuose yra naudingas fluorescencijos intensyvumo
praradimas dél fluorescuojandio dazo molekuliy tarpmolekuliniy saveiky. Sio
darbo metu | paruoSty vienlameliniy lipidiniy struktiiry vidy jterpiamas
fluoroforas 5-(6) — karboksifluoresceinas (zr. II. 6 pav.). Kai fluoroforas dimerinés
formos, vyksta fluorescencijos gesinimas. Matavimo metu, keiciantis
vienlameliniy liposomy membrany pralaidumui, karboksifluoresceinas iSeina i§
liposomy ] supancig aplinkg (tirpalg), jo dimerinei formai virstant monomerine.
Nutolus KF monomerams, fluorescencija detektuojama spektrofotometru.
Vykstant membranos pokyc€iams ir iStekant fluorescuojanc¢iam dazui, stebimas
fluorescencijos didéjimas. KF pasirinktas dél to, kad: (a) nesirisa su liposomy
membranomis; (b) inertiSkas; (c) lengvai kiekybiskai nustatomas analitiniais
metodais (fluorimetrija) (Senior, 1987). Matavimai, kuriy trukmé 30 min, atlikti

Aswradinimo — 492 NM, Aemisijos — 520 NM bangos ilgiuose.
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Il. 6 pav. Karboksifluoresceino struktiriné formulé

Maksimalus (100 %) KF is¢jimas pasiektas, sumaisius SPC liposomas su
10 ul 5 % Triton X-100 tirpalo. O i$¢jusio KF dazo procentiné koncentracija
apskaiciuota pagal Sig formule:

I14—1
Xisejes kpoo = 0 % 100 %, (111.6)
’ It—Ip

kai lg ir I — galutinés fluorescencijos intensyvumo reik§més po 30 min liposomy
sgveikos, atitinkamai, su nanodaleliy dispersijomis ir Triton X-100 tirpalu. Iy —

pradinis SPC liposomy fluorescencijos intensyvumas.

11. Elipsometrija

Oksiduoti silicio pavirSiai paruosti i§ poliruoty silicio vafliy (p-tipo, boro
dopinguoti, savitoji varza 1-20 Q#cm) (Lin¢iopingo universitetas, Svedija ir
Semiconductor Wafer Inc., Taivanas). 10 mm plo¢io plokstelés nuvalomos,
pirmiausia baziniame misinyje: NH4,OH 25 %, 30 % H,O, ir H,O (1:1:5 pagal
ttir]) (5 min, 80 °C); tada nuplaunamos su vandeniu, toliau laikomos riig§tiniame
misinyje: 32 % HCI, 30 % H,O, ir H,O (1:1:5 pagal tirj) (5 min, 80 °C).
Elipsometrijos padéklai kruopsciai nuplaunami vandeniu, etanoliu ir laikomi
etanolyje (> 99 %) iki panaudojimo. Prie§ matavimus padéklai nuplaunami su
etanoliu ir vandeniu, i§dziovinami su azoto dujomis ir nuvalomi 5 min plazmoje
(Harrick Scientific Corp., JAV).
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Katijoniniai silicio pavirSiai paruosti skystosios-fazés silanizacijos metu.
Plazmoje isvalyti padéklai iSdZiovinami krosnyje, kad pasiSalinty likutiné vandens
dréegmé. Plokstelés inkubuotos apie 2 val. bevandeniame toluene su 2 % 3-
aminopropiltrietoksisilanu azoto atmosferoje. Silanizuoti padéklai veikiami
ultragarsu toluene, toluenas/etanolis (1:1), ir etanolyje tam, kad pasisalinty
nesureagavusios medziagos. Katijoniniai padéklai iSdZiovinami (120 °C) ir
laikomi etanolyje iki panaudojimo.

Hidrofobiniai silicio pavirSiai paruosti dujinés-fazés silanizacijos metu. 1§
karto pries silanizacija, silicio plokstelés valomos plazmoje (5 min ore, 0,04 mbar)
bet kokiems organiniams terSalams pasalinti, ir dedamos j desikatoriy su mazdaug
1 ml dimetiloktilchlorsilano. Paliekama pernakt desikatoriuje (apie 0,01 mbar)
kambario temperatiiroje. Kitg dieng, nesurcagavusioms medziagoms pasalinti,
silanizuoti padéklai veikiami ultragarsu tetrahidrofurane ir etanolyje 20 min.
Padéklai laikomi etanolyje iki panaudojimo. Sios procediiros metu paruosty
hidrofobiniy pavirS§iy vandens kontaktinis kampas > 90° (duomenys
nepateikiami).

Chitozanu dengti pavirSiai paruoSti adsorbuojant jj vandenyje ant silicio
pavirSiaus. Chitozanas tirpinamas 1 % acto ruigstyje (10 mg/ml) 24 val., nuolat
maisant, iki visi§ko iStirpinimo. Tirpalas toliau skiedZziamas vandeniu iki 1 mg/ml
koncentracijos. 500 pl 1 mg/ml chitozano tirpalo suleidziama j elipsometring
kiuvete, kurioje galutiné chitozano koncentracija lygi 0,1 mg/ml. Silicio
padengimas, stebétas realiu laiku, baigiamas, pasiekus adsorbavusio chitozano
storio ir kiekio pusiausvyra. Padéklai panaudojami iskart.

LSKN adsorbcija ant skirtingy pavirSiy iSmatuota in situ nulinés
elipsometrijos metodu (Tiberg ir Landgren, 1993; Vandoolaeghe ir kt., 2006)
automatiniu plonyjy sluoksniy elipsometru (Rudolph Research, JAV) su
ksenonine lankine lempa. Nufiltruoto $viesos Saltinio bangos ilgis 401,5 nm.
Padéklas dedamas j 5 ml trapecijos formos kiuvete. Méginio gardelé maiSyta ant

magnetinés maisyklés (25 °C). Matavimai atlikti, kai §viesos kritimo kampas ~
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67,85°. Pries kiekvieng matavima, silicio pavirSiaus savybés apibiidinamos,
panaudojus 3 sluoksniy modelj, darant prielaidg, jog pirminis izotropinis silicis
supancioje terpeje yra su plonu oksido sluoksniu. Pirminio silicio padéklo
kompleksinis lazio rodiklis (N, = n, — jk,), oksido sluoksnio storis bei luZio
rodiklis nustatomi iSmatavus elipsometrinius kampus (y ir A) ore ir vandeningje
aplinkoje. Apskaic¢iuojami iSmatuoty dydziy i§ daugiau nei keturiy skirtingy zony
vidurkiai, kad kompensuoty prietaiso komponenty optinius trikumus. Adsorbuoto
sluoksnio optinis storis (d) ir ltzio rodiklis (n) modeliuojami pagal optinj keturiy
sluoksniy modelj. Adsorbuotas kiekis, I, apskai¢iuojamas panaudojus de Feijterio

aproksimacijg (De Feijter ir kt., 1978):

__ (n—-np)d
F——dn/dc : (1.7)

Cia: ng — tirpiklio luzio rodiklis ir dn/dc — adsorbuoty medziagy luzio rodiklio
padidéjimo  priklausomybé nuo jo pirminés Kkoncentracijos.  SKirtingy
koncentracijy LSKN vandeniniams tirpalams luzio rodiklio augimo reik§mé
(dn/dc = 0,15 ml/g) iSmatuota refraktometru (Multiscale Automatic, RFM-81, A =
589,3 nm, BS, Anglija). Po pavirSiy apibiidinimo, j kiuvete suleidZiama 10 pl
LSKN dispersijos (5 % arba 50 mg/ml) iki galutinés 0,1 mg/ml koncentracijos.

12. Kriogeniné transmisiné elektroniné mikroskopija

Méginiai paruosti kontroliuojamos (25-28 °C ribose) temperatiiros ir
drégmés (santykiné drégmé arti jsotinimo) aplinkoje, tokiu biidu uZtikrinama
stabili temperatiira ir iSvengiama vandens praradimo méginio ruo$imo metu.
UzneSama 5 pL 5 % LSKN dispersijos ant anglimi dengty vario grotéliy ir
Svelniai nusausinama su filtravimo popieriumi. Méginys gaunamas su plona
skys¢iy plévele (20-400 nm). Grotelés greitai panardinamos skystame etane (—180
°C), vanduo esantis méginiuose paver¢iamas amorfiniu ledu. Siekiama iSvengti

matavimy laikomi skystame azote (—196 °C). Méginiy perneSimui ] elektroninj
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mikroskopa (EMBL Heidelberg, Vokietija) su jrengtu po kolonélés energijos filtru
(Gatan Inc., JAV), panaudotas kriogeninis laikiklis (Cryospares, JK). Matavimo
salygos: jtampos pagreitis 120 kV ir darbin¢ temperatiira palatkoma mazZesne nei —
180 °C. Vaizdai jraSyti skaitmeniSkai su CCD kamera zemy elektrony doziy

salygomis.

13. Konfokaliné mikroskopija

Ant pavirSiaus adsorbuotos nanodalelés nufotografuotos su fluorescenciniu
lazeriniu skenuojanciu mikroskopu (Leica, TCS, SPS Italija). 30 uL vandeninio
0,1 mg/ml rodamino (PolyFluor 570) tirpalo pridedama j 1 ml 5 % LSKN
dispersijos. Fluorescuojanciy dazy jterpimas trunka ilgiau nei 2 val. Silicio
padéklai paruosti kaip apra$yta auksCiau. Zymeétos LSKN  dispersijos
adsorbuojamos ant silicio pavir$iaus 1 val. 1 mg/ml, ir tada nuplaunamos pH 4
vandeniu. Adsorbuoti padéklai nufotografuojami po vandeniu su 0,15 mm
vaizdavimo tarpikliu (Secure-Seal Spacer) tarp dengiamojo stiklelio, kad
ISvengtume suspaudimo. Suzadinty fluorescenciniy daleliy 543 nm He-Ne lazeriu

emisija stebéta 572 nm bangos ilgyje.
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111 skyrius. REZULTATAI ir jy APTARIMAS

| skyriuje. Literatiros apzvalgoje aptarti keli skystuosius Kristalus
formuojantys lipidy misiniai, kurie tikty kurti vaisty nesiklius. Sio darbo pagrinda
sudaro sojos fosfatidilcholino ir glicerolio dioleato lipidy mis$iniai. Tokie miSiniai
pasizymi jdomiomis ir naudingomis biologiskai adhezinémis savybémis. SPC
natiiralus, plac¢iai naudojamas maisto pramongje ir nebrangus lipidas. Kaip
parodyta ankstesniuose tyrimuose, SPC ir GDO misiniy nelameliniy SK faziy
savybés jdomios ir dél to tinka uzdelstam bei létam vandenyje tirpiyjy modeliniy
ir vaistiniy junginiy i$¢jimui (Rosenbaun ir kt., 2010; Cervin ir kt., 2009, 2010).
Todél tikslinga susieti tokiy misiniy strukttirines savybes su biologiskai aktyviyjy
junginiy atpalaidavimo geba.

Skystojo kristalo pirmtako misinys tinka aktyviyjy medziagy pernasai
paodyje, o disperguoty SK faziy nanodalelés — intraveniniam vaisty perneSimui.
Taigi, toliau Sios sistemos nagriné¢jamos atskirai. Pirmame poskyryje apibtidinama
lipidy SPC/GDO misiniy faziné elgsena ir SK faziy formavimasis. O antrame
poskyryje aptariamos nanodaleliy savybés ir jy susiliejimas su Igsteliy membrany

modeliais ir jvairiais kietaisiais pavirsiais.
1. Lipidy sojos fosfatidilcholino ir glicerolio dioleato miSiniy faziy elgsena

Lipidy skystyjy kristaly formavimas: vaisty nesikliai susvirk§¢iami i paodj
ar kiino ertme¢ salyginai skysto biivio SK pirmtako pavidalu; laikui bégant ir
bevandeniam SK pirmtakui palengva absorbuojant kiino skys¢ius, formuojamas
skystakristaliy faziy apvalkalas; tuo paciu metu iSeina biologiskai aktyvioji
medziaga (zr. III. 1 pav.); laikui bégant neSiklis suskaidomas suleidimo vietoje.
Visi §ie sudétingi procesai jvyksta lygiagreCiai vienu metu. Taigi, svarbu
iSsiaiskinti kokias savitvarkes struktiiras formuos lipido ir vandens miSinys,
kei¢iant miSinio sudétj. Be to, formuojamos skystakristalés strukttiros gali bti

siejamos su vaisto iS8¢jimo profiliu. Vadinasi, detalus supratimas apie
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formuojamas SK fazes, t.y. faziy elgseng, padés kontroliuoti ir programuoti
atitinkamas busimyjy vaisty neSikliy savybes. Todél itin svarbu nustatyti lipidy
SPC/GDO miSinio faziy elgseng dalinés ir visiSkos hidratacijos salygomis. Oradd
jau apraseé lipidy SPC ir GDO bei sunkiojo vandens misinio fazing elgseng (Oradd
ir kt., 1995), taciau ji kontraversiska bei paliktos nenustatytos dviejy ir trijy faziy
sritys (zr. 1. 11 B pav.). Todél Sio darbo tikslas buvo detaliau istirti lipidy
SPC/GDO misiniy faziy virsmus tinkamesnémis fiziologinémis sglygomis.
Vandens skverbimasis

m
,,“C,

Vaisto i8éjimas

oo

Skystakristaliy faziy T Skystuju kristaly apvalkalo
pirmtakas Tirpiklio iS¢jimas formavimasis
Laikas

I11. 1 pav. Nedetali skystojo kristalo monolito formavimosi iliustracija

Lipidy faziy elgsenos (polimorfizmai) pateikiamos daznai fazinése
diagramose, i§ kuriy paprasciausiose kinta vandens dalis ir temperatiira. Norima
lipidy miSinio faz¢ gaunama, parinkus atitinkamg hidratacijos laipsnj ir
temperatiira. Siame darbe lipidy SPC/GDO miginiy faziy elgsena apibidinta
klasikiniu metodu — mazojo kampo rentgeno spinduliy difrakcija. Matavimai
atlikti sinchrotroninéje laboratorijoje (Lundas, Svedija), kadangi laboratorinio
rentgeno spinduliy Saltinio srauto skiriamosios gebos nepakanka nelameliniy
struktiiry analizei. O su sinchrotroniniu rentgeno spinduliy auksto srauto Saltiniu

gautos aukstos kokybés difraktogramos.

1.1. Tirpiklio jtaka

Etanolis (EtOH) lipidy SPC/GDO miSiniy paruo$imo metu naudojamas
kaip tirpiklis miSinio homogenizacijai. Taip pat per didele EtOH koncentracija

nesiklyje po suleidimo j paodj gali biiti vietinio sudirginimo priezastimi. Jvertinta
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reikalinga etanolio koncentracijos riba, kai vyksta virsmas i$ atvirkstiniy miceliy
(L,) 1 nelamelines skystakristales fazes. Duomenys surinkti i§ lipidy SPC/GDO

misiniy (svorio santykis 50/50) su skirtingomis etanolio koncentracijomis.

a) b
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1. 2 pav. Hidratuoty SPC/GDO/EtOH misiniy MKReD profiliy priklausomybé nuo
fiziologinio tirpalo koncentracijos
Pateiktuose MKReD profiliuose SPC/GDO/EtOH misiniy svorio santykiai: a) 46,5/46,5/7; b)

45/45/10; c) 44/44]12; d) 42/42/16 ir ) 40/40/20. Fiziologinio tirpalo koncentracijos kinta tarp 0
ir 90 % nuo bendros misinio masés. Matavimai atlikti 25 °C temperatiroje.
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1. 2 paveiksle pateikiamos SPC/GDO/EtOH misiniy MKReD
difraktogramos fiziologinio tirpalo nuo 0 iki 30 % (did¢ja kas 5 svorio %) ir nuo
40 iki 90 % (didéja kas 10 svorio %) koncentracijy ribose. Pageidautina, jog
suleidziamas pusiau skysto buivio nesiklis pasizyméty mazu klampumu. I11. 2 a
paveiksle parodyta, kai etanolio koncentracija 7 % nuo bendros misinio masés,
jog jau 5 % fiziologinio tirpalo koncentracijos pakanka nelamelinés SK fazes
suformavimui. SK fazé (Siuo atveju, atvirkstiné heksagoniné H,) atsiranda greitai
po kontakto su vandenine terpe. Formuojama dvimacio periodiSkumo H, fazé
charakterizuojama gerai iSreikstais trimis atspindziais, kuriy santykinés pozicijos
sudaro $ig eile: 1:V3:2.

Kity dviejy miSiniy, kai etanolio koncentracija, atitinkamai, 10 ir 12 %,
faziné elgsena labai panasi tarpusavyje. Taciau visiSskos hidratacijos sglygomis (90
% fiziologinio tirpalo) tik vienu atveju, kai etanolio dalis siekia 10 % nuo bendros
misinio masés, formuojasi tvarkinga atvirkstiné heksagoniné fazé. O, kai etanolio
koncentracija 16 ir 20 %, prireikia, atitinkamai, 30 ir 40 % fiziologinio tirpalo nuo
bendros misSinio masés nelamelinés skystyjy kristaly fazés suformavimui. Etanolio
koncentracijai didéjant, ple¢iasi membrana, kartu mazéja jos storis (Gurtovenko ir
Anwar, 2009). Toliau SK faziy pirmtakai ruoSiami su 10 % etanolio, kuris
nugarinamas, jeigu ruoSiami méginiai dalinés hidratacijos salygomis. Likutiné
EtOH dalis miSinyje sieké apie 1 % nuo bendros miSinio masés. Vandeningés fazés
pertekliuje (90 %) etanolio dél prasiskiedimo miSinyje lieka nezenkli dalis (apie 1
%). Taip pat tirpiklis nenugarinamas i§ méginiy skirty biologiskai aktyviyjy

medziagy i§¢jimo modeliavimo tyrimams.
1.2. Faziy elgsena vandens pertekliuje

Dviejy lipidy SPC ir GDO miSiniy pusiausvyriné faziy elgsena detaliai
tirta: vandens pertekliuje ir dalinés hidratacijos sglygomis, taip pat, pakeiciant

vieng i§ sudedamyjy daliy. Sojos fosfatidilcholinas — tai keliy lipidy miSinys
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iSskirtas 1§ sojy pupeliy, 1§ kuriy didziausig dalj sudaro fosfatidilcholinal,
dazniausiai su nuo Cig iki Cyg ilgio grandinémis su nei viena arba dviem
dvigubom jungtim. Kadangi tyrime naudojamas SPC gamtinés kilmeés, todél jj
sudaro ir ne-PC ,,priemaisos.

I11. 3 paveiksle pateikiami gauti visiskai hidratuoty (90 % vandens) lipidy
SPC/GDO misiniy MKReD profiliai. Lipidy SPC ir GDO tarpusavio svorio
santykiai kinta kas 2,5 % tarp 70/30 ir 20/80. Taip pat palyginimui IIl. 4
paveiksle pateikti lipidy dioleoilfosfatidilcholino (DOPC)/GDO misiniy MKReD
profiliai visiskos hidratacijos salygomis (90 % vandens), kai lipidy svorio santykis
kinta kas 2,5 % tarp 60/40 ir 25/75. DOPC - sintetinis fosfatidilcholinas, dviejy
Cig ilgio grandziy su vienu dvigubu rysiu kiekvienoje grandyje. DOPC pagal
struktiirg labai panasus j PC, kurie sudaro didziausig (> 94 %) SPC miSinio dalj.
Kaip matome i§ MKReD duomeny lipidy SPC/GDO misiniy faziné elgsena is
tiesy jvairesné, gausesné ir kompleksiné negu pateikti lipidy DOPC/GDO misinio
faziniai virsmai. Ypac reikéty atkreipti démesj 1 PC/GDO svorio santykiy atkarpa
tarp 60/40 ir 40/60.

MiSiniuose su mazesne GDO dalimi ir jai augant iki SPC/GDO svorio
santykiy 62,5/37,5 formuojama dvimacio periodiskumo (2D) H, fazé,
charakterizuojama penkiais savitais atspindziais, kuriy santykiniy pozicijy eilé yra
1:V3:2:N7:3 (atitinkamas Milerio indeksavimas 100, 110, 200, 210, 300 ir t.t.).
Suskaiciuotas gardelés parametras (a) 2D-H, (erdviné grupé P6mm) fazei mazéja
nuo 7,66 iki 7,25 nm tarp lipidy SPC/GDO miSiniy svorio santykiy 70/30 ir
62,5/37,5.

Didéjant GDO daliai miSinyje, pradeda atsirasti atvirkstiné diskretiné
kubiné fazé, kurios vienfazinis regionas yra tarp SPC/GDO 50/50 ir 45/55 svorio
santykiy. Tai aiSkiai nurodo pirmy 9 Brego smailiy santykinés padétys, esancios
V3:V8:V11:V12:416:V19:424:N27:N32, kurios gali biti indeksuojamos kaip

kubinés fazés FAd3m erdvinés grupés atspindziai (zr. II1. 5 a pav.).
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1. 3 pav. Visiskai hidratuoty lipidy SPC/IGDO misiniy MKReD profiliy priklausomybé

nuo lipidy misinio sudéties
Svorio santykiai kinta kas 2,5 % tarp 70/30 ir 20/80, matavimai atlikti 25 °C temperatiiroje.
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1. 4 pav. Visiskai hidratuoty lipidy DOPC/GDO misiniy MKReD profiliy
priklausomybé nuo misinio sudéties
Svorio santykiai kinta kas 2,5 % tarp 60/40 ir 25/75, matavimai atlikti 25 °C temperatiroje.
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Vis did¢jant GDO daliai miSinyje, kubinés fazés gaunama Gardelés
krastinés (a) skaitiné reik§mé varijuoja nuo 18,7 iki 17,3 nm. Gardelés krasStinés
maz¢jimas siejamas su neigiamo iSlinkimo augimu ir/arba kubinés fazés brinkimo
gebé¢jimo sumaz¢jimu. Judama link neigiamesnio vidutinio pavir§iaus kreivumo
(H, zr. 1.4 pav.).

MiSiniuose su didesnémis GDO koncentracijomis atsiranda ypac siauras
kitos SK fazés regionas, iSsidéstes mazdaug tarp 42/58 ir beveik 40/60 SPC/GDO
svorio santykiy (zr. III. 5 b pav.). Identifikuoti 20 Brego piky pateikiami Il1. 1
lentelé¢je. MKReD duomenys indeksuoti, darant prielaidg, jog §i trimacio
periodiskumo fazé yra glaudaus heksagoninio supakavimo (ghs) struktiira.

III. 1 lentelé. 3D heksagoninés fazés indeksavimas su P6z/mmc simetrijos

formavimu visiSkai hidratuotose SPC/GDO (40/60) miSiniuose, naudojant
gardelés parametrus a = 69,85; ¢ = 113,5.

Nr| hicl [APSKaiCiuotas| |\ ine2@| Nr. | hi| | APSKaiCiuotas | o\ tas 20
20 20

1/010] 0,862 0862 | 11 |022 1,953 1,952
2 |002| 0919 0019 | 12 |014 2,030 2,028
3(011| 0977 0978 | 13 |023 2,207 2,205
41012 1,260 1,260 | 14 120 2,281 2,278
5/110| 1,493 1494 | 15 |121 2,326 2,325
6013 1626 1628 | 16 |114 2,368 2,365
71020| 1,724 1,727 | 17 |o015 2,453 2,455
g |112| 1,753 1,752 | 18 | 030 2,586 2,584
9 |021| 1,784 1,779 | 19 [123 2,665 2,662
10/004| 1,838 1832 | 20 | 032 2,744 2,745

Analizé parodo, jog fazé suderinama su ghs gardele, vienody sferiniy
atvirkstiniy miceliy turin¢ia P6s/mmc simetrija. Panaudojome sarysj (III.1), kur

dh suristas su dviem gardelés kraStiniy parametrais, a ir ¢, ir kai R=c/a:
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1. 5 pav. Visiskai hidratuoty (90 % vandens) SPC/GDO misiniy SK faziy MKReD
profiliy priklausomybé nuo lipidy misinio sudéties
Lipidy SPC/GDO svorio santykiai: 47,5/52,5 (a), 40/60 (b), 37,5/62,5 (c) ir 35/65 (d). Struktaros
atitinkamai indeksuotos Milerio indeksais, matavimai atlikti 25 °C temperatiiroje.
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L= (Yh2 4k Rk + ) (I11.1)

G ahu

Apskaic¢iuoti 3D heksagoninés gardelés parametrai a = 6,99 ir ¢ = 11,35
nm, su c/a santykiu lygiu 1,624, kuris labai artimas idealios ghs vienody sfery
gardelés reikSmel Rigeai = \8/3 = 1,633. Be to, gauty MKReD atspindziy
intensyvumai  panaSiis  gautiems 3D  heksagoninei = P6s;/mmc  fazei
DOPC/GDO/cholesterolis (Shearman ir kt., 2009) ir pavirSiaus aktyviyjy
medziagy (Zeng ir kt., 2007) miSiniams vandenyje.

Tarp lipidy SPC/GDO svorio santykiy apie 39/61 ir 37/63 egzistuoja labai
siauras dar nenustatytos SK fazés regionas (zr. III. 5 c¢ pav.). Pateikiami
maziausiai 30 Brego atspindziy, Kurie néra suderinami nei su kubinés ar 3D
heksagoninés struktiiry gardelémis. Kol kas Sios struktiiros nepajégéme nustatyti.
Galime tiktai spélioti, kadangi ji yra tarp P6z/mmc ir Fd3m, tai jos struktiira turéty
biiti ,,tarpiné*: tarp vienody miceliy glaudaus heksagoninio supakavimo strukttiros
ir atvirkstiniy miceliy Fd3m kubinés gardelés. Dél to 1. 5 ¢ paveiksle i fazé
priesingai nei kitos néra indeksuojama Milerio indeksais. Taip pat Sios fazés
profilyje pateikti siauri atspindziai nurodo labai tvarkingg nanostruktiira.

Pradedant nuo lipidy SPC/GDO tarpusavio svorio santykio 35/65 vél
atsiranda atvirkstiné kubiné Fd3m fazé. MKReD profilyje identifikuota maziausiai
15 Brego piky (zr. III. 5 d pav.). Didéjant GDO daliai, apskaiciuotas gardelés
kraStinés parametras a $iai struktiirai mazéja mazdaug nuo 15,81 iki 15,42 nm
prie$ virsmg ] atvirkstiniy miceliy faze, kai lipidy SPC ir GDO tarpusavio svorio
santykis 20/80.

Visiskai hidratuoti lipidy SPC/GDO miSiniai su didéjanc¢ia GDO dalimi
formuoja $iy faziniy virsmy eile: lameliné (L,) — 2D atvirkstiné heksagoniné (H,,
iki SPC/GDO svorio santykio 62,5/37,5) — kubiné atvirkstiniy miceliy, Fd3m
erdviné grupé (SPC/GDO svorio santykiai 50/50-45/55) — 3D atvirkstiné
heksagoniné, erdviné grupé P6s/mmc (SPC/GDO svorio santykiai 42/58-40/60)
— nenustatytos struktiiros (SPC/GDO svorio santykiai 39/61-37/63) — Fd3m
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(SPC/GDO svorio santykiai 35/65-22,5/77,5) — L, (nuo SPC/GDO svorio
santykio 20/80). Pazymétina, kad Fd3m fazés grjztamasis atsiradimas skirtinguose
GDO dalyse nestebina ir neprieStarauja Gibso faziy taisyklei. Aptarta tokia
sudétinga faziné elgsena anksCiau nebuvo stebima. Dauguma tyrimy, atlikty su
DOPC/GDO misiniais, pasizyméjo ne tokia gausia faziniy virsmy jvairove (Das ir
kt., 1986; Seddon, 1990 a; Luzzati ir kt., 1992).

1. 4 paveiksle pateikti musy gauti MKReD rezultatai patvirtina, kad
DOPC/GDO misiniai vandens pertekliuje formuoja tiktai H, ir Fd3m fazes.
Atvirkstiniy miceliy Fd3m kubiné fazé¢ pradeda formuotis nuo 52,5/47,5
DOPC/GDO tarpusavio svorio santykiy. P6s/mmc struktiira nenustatyta grynam
lipidy DOPC/GDO (40/60) misiniui dalinés hidratacijos salygomis (Seddon ir kt.,
2000). 3D heksagoniné fazé formuojasi tik trijy sudétiniy daliy lipidy
DOPC/GDO/cholesterolis misinyje (Shearman ir kt., 2009).

Taip pat reikéty paZzyméti, kad prieSingai nei misy radiniai, anksc¢iau
apraSyta visiS$kai hidratuoty lipidy SPC/GDO miSiniy faziné elgsena, taip pat
neparodé P6s/mmc ir ,tarpinés* nenustatytos fazés formavimo (Orédd ir kt.,
1995). Sio skirtumo priezastimi yra autoriy tyrime naudotas deuteruotas, o ne
grynas vanduo. Be to, visiskai hidratuoti méginiai apibuidinti kaip dviejy ar trijy
faziy sritys.

Kaip pateikta I111. 6 A paveiksle, SPC/GDO faziné elgsena, net pridéjus
nedaug deuteruoto vandens, H,O/D,O (8/2) pertekliuje drastiskai kitokia negu
gryname vandenyje, formuojamos tik H, ir Fd3m fazés pateiktame lipidy misiniy
sudéciy intervale. Atvirkstiniy miceliy Fd3m kubiné fazé pradeda formuotis,
didéjant GDO daliai, nuo 56/44 lipidy SPC/GDO (90 % H,O0/D,0O misinio)
tarpusavio svorio santykiy. Tvarkinga atvirkstiné kubiné fazé atsiranda, didéjant
GDO daliai mi$inyje, nuo lipidy SPC ir GDO tarpusavio santykio 60/40.

Deuteruoto vandens poveikis fosfatidilcholiny misiniy faziy elgsenai yra
aptartas ir literatiroje. D,O poveikis lameliniy faziy fosfolipidy dvisluoksniy

faziniy virsmy peréjimams tirtas kalorimetrigkai (Matsuki ir kt., 2005). Sie tyrimai
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parodé, jog D,O mazina fosfolipidy uzimtag molekulinj plotg dvisluoksnio
sandiiroje. Taip pat jrodyta, jog D,O nepaveiké fosfatidilcholino dvisluoksnio
storio, bet nulémé tarplamelinio atstumo sumazéjimg, palyginus su H,0
(Kobayashi ir Fukada, 1998). Sis poveikis — tai bangavimo jégy pokytis tarp
dvisluoksniy (Israelachvili, 1991). Ploto mazéjimas, paveikus D,O, gali biiti
susijes su pokyciais vidiniuose molekuliniuose ir/arba tarpmolekuliniuose
vandeniliniuose rySiuose. Daromos Sios prielaidos: D,O poveikj galima paaiskinti
per dideliu kubinés fazé jautriu; o H, fazés supakavimas turbiit per glaudus, kad
reaguoty j pasikeitusj tirpiklj (Takahashi ir Jojiki, 2012).

Atkreiptinas démesys, jog pakeitus GDO j a-tokoferolj (Vitaminas E, VitE)
vandeninés fazés pertekliuje (H,O/D,0 (80/20)) (zr. III. 6 B pav.) stebima tokia
pat fazin¢ elgsena kaip ir gryname vandenyje (Barauskas ir kt., 2008). AtvirkStiniy
miceliy FA3m kubiné fazé pradeda formuotis i$ H,, didéjant VitE daliai, nuo 63/37
lipidy SPC/VIitE (90 % H,O/D,0 misinio) tarpusavio santykiy. SPC/VIitE miSinys
formuoja atvirksting Fd3m kubine faze ir, dél to patrauklus, konstruojant
parenterinius kontroliuojamo jterpty medziagy atpalaidavimo nesiklius, pvz.,
tinkamus poodiniam suleidimui (Thuresson ir kt., 2005). Didéjant VitE daliai,
misinys pereina i§ netvarkingos H, (SPC/VIitE svorio santykis 60/40) j tvarkinga
atvirk$tiniy miceliy Fd3m faze (SPC/VItE svorio santykis 35/65). Palyginus
SPC/GDO ir SPC/VitE miSinius, pastebime, jog atvirkstiniy miceliy kubiné fazé
GDO atveju atsiranda, kai GDO dalis didesné nei 55 % nuo bendros lipidy misinio
mases. SPC/VitE miSinyje peré¢jimas vyksta, kai VitE dalis sudaro apie 40 % nuo
bendros lipidy masés.

Pakeitus vieng i§ sudedamyjy daliy lipidy SPC ir GDO miSiniuose (SPC
pakeic¢iamas DOPC ir GDO pakei¢iamas VitE miSinyje), sudaroma faziy seka: H,
- Fd3m, didéjant, atitinkamai, DOPC ir VitE daliai miSiniuose. Kadangi Sie
misSiniai formuojama nelamelines struktiiras, — tai puikais kandidatai kaip uzdelsto

atpalaidavimo vaisty nesikliali.
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1. 6 pav. Visiskai hidratuoty (90 % pagal svorj, H,OID,0 (80/20)) lipidy misiniy
MKReD profiliy priklausomybé nuo lipidy misinio sudéties
Kaip matome A) atveju SPC/GDO svorio santykiai tarp 62/38 ir 35/65, o B) atveju SPC/VitE
svorio santykiai tarp 54/46 ir 30/70. Lipidy tarpusavio svorio santykiy skalé dél patogumo
suvienodinta.

1.3. Temperatiiros jtaka

Lipidy SPC/GDO misiniy faziy virsmai fiziologinio tirpalo (0,9 % NaCl)
pertekliuje (zr. III. 7 a pav.) panasis j vykstan¢ius vandens pertekliuje (zr. III. 3
pav.) 25 °C temperatiroje. Vienintelis skirtumas, jog lipidy misiniy fiziologiniame
tirpale faziy virsmy ribos Siek tiek pasislinkusios mazesniy GDO daliy kryptimi
negu vandens pertekliuje. Svarbu, jog tinkamesnés fiziologinés temperattiros (37—

42 °C) veikia atvirkstiniy miceliy P6z/mmc heksagoninés (SPC/GDO svorio
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santykis 40/60) ir Fd3m kubinés faziy stabilumg (zr. III. 7 b ir ¢ pav.). Taigi,
SPC/GDO(/fiziologinis tirpalas misinys 42 °C temperatiroje pasizymi tik 3 i§ 6
skirtingy regiony: 2D-H, fazé transformuojasi j netvarkinga, panasia j atvirkstiniy
miceliy Fd3m kubine struktirg (kai SPC/GDO svorio santykis 45/55), savo
ruoztu, atvirkstiné kubiné fazé tiesiogiai virsta j L, fazg (kai SPC/GDO svorio
santykis 25/75). Atvirkstiné kubiné fazé maziau stabili, didéjant temperatirai,
tiesiogiai virsta j L, fazg, kai SPC/GDO svorio santykiai 35/65 ir 30/70.
Atvirkstine 2D heksagoniné fazé (SPC/GDO svorio santykiai nuo 65/35 iki 50/50)
iSlieka, keliant temperatiirg iki 42 °C.

Atvirkstinés kubinés fazés (Fd3m erdviné grupé) nepatvarumas, Keliant
temperatiirg, taip pat stebétas SPC/VitE miSinyje visiSkos hidratacijos salygomis
(Barauskas ir kt., 2008). Tiesa, Siuo atveju, stebéti faziy pokyciai ne tokie
dramatiski kaip lipidy SPC/GDO miSinyje. Taip pat iStirta detalesné faziy elgsena,
kai tarpusavio SPC/GDO svorio santykis kito kas 1 % tarp 42/58 ir 35/65 (zr. II1.
8 pav.) ir 10-43 °C temperatiiry intervale (zr. III. 9 pav.). Lipidy SPC/GDO
misinys patiria |, = L, fazinj virsmg labiau fiziologinése temperatiirose, didéjant
GDO daliai nuo lipidy SPC/GDO svorio santykio 38/62. Atvirkstiniy miceliy
P6s/mmc heksagoninés fazés stabilumas mazéja, didéjant GDO daliai miSinyje.

I11. 9 paveiksle pateikiami trijy pasirinkty lipidy SPC/GDO misiniy svorio
santykiy: a) 35/65; b) 37/63 ir c) 39/61 MKReD profiliai. Siekiama iSsiaiSkinti
tikslesnius faziy virsmy temperatiros intervalus. Kaip matome, atvirkstiné kubiné
faz¢ (SPC/GDO svorio santykis 35/65) pereina ] atvirkStiniy miceliy faze, kai
temperatiira siekia 31 °C. Maz¢jant lipidy miSinyje GDO daliai, per¢jimas j L,
faze vyksta aukStesnése temperatirose, kai lipidy SPC/GDO svorio santykiai
37/63 ir 39/61, atitinkamai, 37 °C ir 40 °C temperatiiroje. Gauti rezultatai leidzia
susieti vaisty i§¢jimo i§ neSiklio duomenis su faziy elgsena, keiCiant aplinkos

temperaturg.
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H1. 7 pav. Visiskai hidratuoty (90 % fiziologinio tirpalo) lipidy SPC/GDO misiniy
MKReD profiliai skirtingose temperatiirose
Lipidy SPC/GDO misiniy, svorio santykiai kinta kas 5 % tarp 65/35 ir 25/75, MKReD profiliai
skirtingose temperatiirose: a) 25 °C, b) 37 °C ir ¢) 42 °C. Pastaba: GDO dalis mi$inyje didéja nuo
apacios j virsy.
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l1. 8 pav. Visiskai hidratuoty (90 % fiziologinio tirpalo) lipidy SPC/GDO misiniy
MKReD profiliai skirtingose temperatiirose
Lipidy SPC/GDO miSiniy, svorio santykiai kinta kas 1 % tarp 42/58 ir 35/65, MKReD profiliai
skirtingose temperatiirose: a) 25 °C, b) 37 °C ir ¢) 43 °C. Pastaba: GDO dalis miSinyje didéja nuo
apacios j virsy.
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H1. 9 pav. Visiskai hidratuoty (90 % fiziologinio tirpalo) lipidy SPC/GDO misiniy
MKReD profiliai

Lipidy SPC/GDO miSiniy svorio santykiy: a) 35/65, b) 37/63 ir c¢) 39/61 MKReD profiliai
temperattry 10-43 °C intervale.
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1.4. Skystakristalio monolito brinkimas

Aptartos skystyjy kristaly fazés, formuojamos visiskos hidratacijos metu,
atitinka galuting monolito faziy struktiirg biologiskai aktyviosios medziagos
i8¢jimo metu. Taciau vis dar neaiSku kaip greitai formuojasi SK fazés ir kaip jy
apvalkalo dydis siejamas su perneSimo efektyvumu. Taigi, Sioje darbo dalyje
didesnj démes; skirsime fazés elgsenos tyrimui dalinés hidratacijos salygomis.
Kokie vyksta faziniai virsmai kiekviename miSinyje, didéjant vandeninés fazés
daliai; kokios faziy sritys ir t.t.?

Tikslinga istirti tarpiniy tarp H, ir Fd3m faziy lipidy miSiniy fazing elgsena
ir dalinés hidratacijos sglygomis. Dalinés hidratacijos salygomis, 5—40 % gryno
vandens arba fiziologinio tirpalo, formuojami faziniai virsmai, atitinkamai,
pateikti 111. 10 ir 11l. 11 paveiksluose. Visuose lipidy SPC/GDO miSiniuose
(svorio santykiai kinta kas 2,5 % tarp 45/55 ir 35/65) faziné elgsena
fiziologiniame tirpale stebima panasi kaip ir gryname vandenyje: i) kai SPC/GDO
svorio santykis 45/55 hidratacijos metu tarp 15-40 % formuojama 2D-H, fazé; ii)
kai SPC/GDO svorio santykis 42,5/57,5 tarp 15-40 % vandeninés fazés egzistuoja
atvirksStiniy miceliy kubiné fazé; iii) kai SPC/GDO svorio santykis 40/60
hidratacijos metu fiziologiniame tirpale tarp 10-30 % egzistuoja atvirkstiniy
miceliy kubiné faz¢, o vandenyje Sios fazés sritis siauresn¢ ir i§sidés¢iusi 10-15 %
vandens regione; iv) kai SPC/GDO svorio santykis 37,5/62,5 fiziologiniame
tirpale 5-40 % ribose egzistuoja atvirkstiniy miceliy kubiné fazé, o vandenyje
matome Siek tiek kitg fazine elgseng: 5—10 % vandens atvirkstiniy miceliy kubiné
fazé, 1540 % nenustatytos struktiiros; v) kai SPC/GDO svorio santykis 35/65
visame hidratacijos regione suformuojama atvirkStiniy miceliy Fd3m kubiné fazé.
Kai kurie difraktogramose pateikti profiliai lieka nenustatyti, nes i§ tikryjy
sudétinga priskirti Brego pikus tam tikrai struktiirai. Vis délto dalinés hidratacijos

misiniy virsmy tendencijos yra panasios kaip ir vandeninés fazés pertekliuje.
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I11. 10 pav. Skirtingy lipidy SPC/GDO misiniy brinkimo elgsenos MKReD profiliai
vandenyje

Lipidy SPC/GDO misiniy, kuriy svorio santykiai: (a) 42,5/57,5; (b) 40/60; (c) 37,5/62,5; (d)
35/65, brinkimas vandenyje (0—40 %)
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1. 11 pav. Skirtingy SPC/GDO misiniy brinkimo elgsenos MKReD profiliai
fiziologiniame tirpale
Lipidy SPC/GDO misiniy, kuriy svorio santykiai: 45/55 (a), 42,5/57,5 (b), 40/60 (c), 37,5/62,5
(d) ir 35/65 (&), brinkimas fiziologiniame tirpale (040 %).

1.5. Skystakristalio monolito brinkimo eigos tyrimas

Auksciau pateikti duomenys charakterizuoja faziy virsmus dalinéje

hidratacijoje pusiausvyrinémis sglygomis. Taciau vis dar neaiSku per kurj laikg i$
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tikryjy susiformuoja tam tikros struktiros, t.y. kokia hidratacijos eiga
nepusiausvyrinémis sglygomis. Tuo tikslu SK faziy pirmtakai uzlaSinami j
kapiliarus, o i§ virSaus uzpildoma fiziologiniu tirpalu (zr. III. 12 pav.). Méginiai
palickami vertikalioje padétyje. Po nustatyto laiko skirtingose kapiliaro vietose
gauti MKReD profiliai. Tokiu budu modeliuojamos apvalkalo brinkinimo salygos.
Suleisto | paodj SK faziy pirmtako iSoréje brinkimo metu susidaro skirtingo storio
SK apvalkalas. Skystakristalio apvalkalo storis nustatomas i§ gauty MKReD
profiliy pagal susiformavusias SK fazes, atstumas skai¢iuojamas nuo sandiiros

ribos tarp lipido ir fiziologinio tirpalo.

(a) (b)

Vandeniné
fazeé

. J'A\'_J/J 0

SK apvalkalas

ro

Rentgeno spinduliai -

Lipidy
misinys

Intensyvumas / log (sant. vnt.)
Atstumas nuo sandaros ribos / mm

05 1,0 1,5 20 25 30
q/ nm’
I11. 12 pav. SK monolito brinkimas

Hidratacija kapiliaruose (a). SK apvalkalo storis apskai¢iuojamas i§ gauty MKReD profiliy (b).
Riba tarp lipido ir fiziologinio tirpalo pazyméta ,,0 mm®.

IS MKReD profiliy iSmatuotas atstumas nuo sandiiros ribos tarp lipido ir
fiziologinio tirpalo, t.y. ir SK apvalkalo storis, kuris didéja, didéjant sojos
fosfatidilcholino daliai miSinyje (zr. III. 13 a pav.). Priklausomai nuo misinio
sudéties kiekviename kapiliare stebimi panasts faziy virsmai: H, 2 Fd3m =2 L,.

Duomenys nepateikiami, nes sudétinga kai kuriuos profilius priskirti tam tikrai
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struktirai deél faziy riby persiklojimo. Priklausomai nuo miSinio SK faziy
apvalkalas po 21 dienos svyruoja nuo 1,5 mm (SPC/GDO svorio santykis 20/80)
iki 22 mm (SPC/GDO svorio santykis 60/40).

SPC dalis / %

0 5 10 15 20 25
Atstumas nuo sandiuros ribos / mm

(b)

/44,

222777777777

laikas / dienos

Hl SPC/GDO=40/60
SPC/GDO=50/50

SK apvalkalo formavimo

0 5 10 15 20
Atstumas nuo sandiuiros ribos / mm

I11. 13. pav. Skystojo kristalo apvalkalo storis
Skystojo kristalo apvalkalo storio priklausomybé nuo SPC % dalies lipidy SPC/GDO miSinyje po
21 dienos (a). SK faziy apvalkalo suformavimas po: 5, 9, 13, 18 ir 21 dienos (b). Pastaba: tamsi
spalva — lipidy SPC/GDO svorio santykis 40/60, pilka uztuSuota — lipidy SPC/GDO svorio
santykis 50/50. Etanolis nugarintas, 25 °C.

Tarpusavyje sulyginti lipidy SPC/GDO svorio santykiy 40/60 ir 50/50
miSiniai (zr. III. 13 b pav.). Pasirodo, didesn¢ SPC dalis miSinyje ne tik gerina

brinkimo savybes, bet ir hidratacija akivaizdziai spartesné. Akivaizdu, jog
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skystakristalés fazés formuojasi jau pirmosiomis dienomis. Abiejy miSiniy atveju,
po 5 dieny SK faziy apvalkalas sieké daugiau negu 5 mm. Lipidy SPC/GDO
misiniy svorio santykiy 40/60 ir 50/50 apvalkalo storis atitinkamai buvo 5,5 mm ir
9 mm. Taciau per likusj laika, iki 21 dienos, lipidy SPC/GDO svorio santykiy
40/60 ir 50/50 miSiniuose apvalkalas padid¢jo, atitinkamai, iki 8,5 mm ir 18 mm,
t.y. nuo 1,5 iki 2 karto.

Atkreiptinas démesys, kad Sie rezultatai gauti nugarinus etanolj 1§ SK faziy
pirmtaky. Taip pat atlikti matavimai su tirpikliu (etanolis sudaré¢ 10 % nuo
bendros misinio masés) parodé, jog skystakristalio monolito brinkimo tendencijos
tokios pat kaip ir be etanolio. Taciau Siuo atveju brinkimas vyksta sparéiau ir
susiformaves SK faziy apvalkalas po 3 savaiciy storesnis. SPC/GDO/fiziologinio
tirpalo misiniy hidratacija kapiliaruose suteikia naudingos informacijos apie
skirtingy SPC/GDO misiniy brinkimo eiga.

1.6. Modelinés medzZiagos jterpimas

Kuriant vaisty neSiklius, svarbu, jog neSikliai bity stabilis ir jy
nanostruktiiros nepaveikty jterpta vaistine medziaga. Siam tikslui bandyta
vizualiai jvertinti kiek galima iStirpinti papildomos medZiagos lipidy miSinyje.
Taigi, jvairtis cukriis: trehalozé, manitolis ir sacharozé, jy struktiirinés formulés
pateiktos 11l. 14 paveikslyje, sumaiSomi su SK faziy pirmtakais iki tol, kol
misinys iSlieka homogeniniu. Atkreiptinas démesys, jog skystakristaliy faziy
pirmtakai paruosti su 10 % etanolio. Daugiausia jterpta trehalozés (daugiau negu 3
% nuo misinio masés be etanolio), o manitolio ir sacharozés, atitinkamai, tik po 1
ir 2 % nuo misinio masés be etanolio.

Toliau buvo ruoSiami trehalozés ir jvairiy fermenty: krieny peroksidazeés,
lizocimo ir pepsino (zr. III. 15 pav.) (1:1) miSiniai, kurie po liofilizacijos
sumaiSomi su SK faziy pirmtakais. Cukrus S§iuo atveju naudojamas fermento
apsaugai nuo skilimo Saldymo metu. Atkreiptinas démesys, kad neliofilizuoti

fermentai netirpsta SK monolito pirmtake. Véliau méginiai atitinkamai
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hidratuojami. Modeliuojamos lipidy SPC/GDO miSiniy faziy elgsenos stabilumo
salygos, pridé¢jus kity medziagy. Fermentai parinkti kaip modelinés skirtingy
molekuliniy masiy medziagos. Véliau juos naudojant biity galima nustatyti, ar
prarandamas i$ nesikliy iS¢jusiy aktyviyjy medziagy funkcinis aktyvumas.

HO HO

A

HO,,

HO

OH OH

I11. 14 pav. Struktirinés cukry formulés: a) D(+)-trehalozé, b) D-manitolis; ¢)
sacharozé

Lizocimas Krieny peroksidazé Pepsinas

I11. 15 pav. 3D fermenty struktiiros
Lizocimas 132L; krieny peroksidazé 1HCH ir pepsinas 5PEP (3altinis: PDB duomeny bazé).

[terpto fermento jtaka neSiklio struktiirai jvertinta, apskai¢iavus kartotinj
atstuma tarp atominiy plokstumy (d). I11. 16 paveiksle pateiktos lipidy SPC/GDO
svorio santykiy: 35/65; 50/50 ir 60/40 miSiniy, su jterptomis skirtingomis

modelinémis medziagomis, d parametro priklausomybés nuo fiziologinio tirpalo
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koncentracijos. Maksimali jterpimo riba 6 % (3 % trehalozeés ir 3 % baltymo) nuo

masés be etanolio, vir$ kurios méginiai tampa nevienaly¢iais.
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I11. 16 pav. Tarpplokstuminio kartotinio atstumo kitimo priklausomybé nuo fiziologinio
tirpalo koncentracijos
Lipidy SPC/GDO miSiniy tarpusavio svorio santykiai: (a) 60/40; (b) 50/50 ir (c) 35/65.
Zyméjimai: Be model. med. — be modelinés medZiagos (,,tus¢ias* nesiklis); TRE — trehalozé; LIZ
— lizocimas; PEP — pepsinas; K. PER. — krieny peroksidazé.
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Kaip matome i§ pateikty duomeny parametras d didéja nuo 3 nm iki 6 nm,
didéjant fiziologinio tirpalo koncentracijai iki 20 proc. Toliau didinant vandeninés
fazés koncentracijg, atstumas tarp plokStumy nebedid¢ja. Ryskiausiai tai pateikta
I11. 16 c paveikslyje, kai lipidy SPC/GDO miSiniai su jterptais baltymais
brinkinami 1ki 95 % fiziologinio tirpalo nuo bendros miSinio masés. Galima
1zvelgti, jog tusciy (be liofilizuoto baltymo) miSiniy tarpplokStuminis atstumas
maziausias. Didéjant d parametrui, didéja atstumas tarp plokStumy. ,,Tusciy“
nesikliy d parametras didéja dél hidratacijos, o neSikliy su jterptais baltymy ir
cukry miSiniais tarpplokstumis atstumas didesnis dar ir dél jterpty medziagy.

MKReD profiliy analizé: a) kai lipidy SPC/GDO miSinio svorio santykis
60/40, miSiniai visais nagrinétais atvejais pereina j atvirksting heksagonine faze i8
karto po kontakto su vandenine terpe (5 % fiziologinio tirpalo); b) kai lipidy
SPC/GDO misinio svorio santykis 50/50, miSiniai visais nagrinétais atvejais
pereina | atvirksSting heksagoning fazg su 10 % fiziologinio tirpalo; c) kai lipidy
SPC/GDO misinio svorio santykis 35/65, miSiniai visais nagrinétais atvejais lieka
atvirkstiniy miceliy tirpalo fazéje. Galime teigti, jog pasirinkty lipidy SPC/GDO
misiniy vidiné struktiira lieka nepakitusi, jterpus aktyvigsias modelines medziagas.

Kaip matome, galima jterpti didelés molekulinés masés junginius, pvz.
krieny peroksidaze ~ 44 kDa, nekeiciant vidinés neSiklio nanostruktiiros. Taip pat
tolimesniuose tyrimuose tikétina biity jmanoma analizuoti baltymy struktiiriniy
pokyc¢iy priklausomybe nuo vandens dalies neSiklyje arba jvertinti sgveikas tarp

lipidy ir jterpty baltymuy.

1.7. Funkcija ir fluoresceino in vitro i§é¢jimas

Pagrindinis Sios darbo dalies tikslas iStirti sary$j tarp lipido skystojo
kristalo atpalaidavimo savybiy ir konkretaus lipidy misinio agregacijos elgsenos.
Atliekant tyrima, bandoma susieti struktiirines/funkcines nesiklio savybes, kurios
gali pagelbéti, kuriant lipidy SK turincias ilgo veikimo atpalaidavimo sistemas.

Siam tikslui pasiekti, visiSkos ir dalinés hidratacijos salygomis gauti lipidy
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SPC/GDO misiniy fazés elgesio savybiy duomenys papildomi in vitro i$éjimo
matavimais.

Siekiant nustatyti jvairiy lipidy SPC/GDO misiniy in vitro i$éjimo savybes,
paruo$ta 11 bevandeniy SK faziy pirmtaky su 0,5 % dinatrio fluoresceinu (Fluo)
misiniy. Lipidy SPC/GDO svorio santykiai varijavo nuo 70/30 iki 20/80 (zr. III.
17 pav.). SK faziy pirmtakai jSvirkS§Ciami j fosfato buferj, inkubuoti 37 °C
temperatiroje ir Fluo i$éjimas matuotas po 2, 4 ir 7 dieny nuo inkubacijos
pradzios. Atkreiptinas démesys, jog naudoti lipidy SPC/GDO miSiniai su 10 %
etanolio. Taip SK faz¢ atsiranda i§ karto po kontakto su vandenine terpe ar tai
biity in vivo jleidimo vieta ar kontaktuojant su buferiniu tirpalu in vitro.

I11. 17 paveiksle pateikiamos Fluo is¢jimo i§ jvairiy SPC/GDO miSiniy
priklausomybés nuo misinio sudéties. 1§ pateikty duomeny stebime, jog Fluo
18¢jimas priklauso nuo lipidy SPC/GDO miSinio sudéties. Atsizvelgiant | 1§¢jimo
elgseng, visi miSiniai gali biiti suskirstyti j tris grupes. Fluo i§¢jimas i§ miSiniy su
didele SPC dalimi (70/30 ir 65/35 pagal svorj) masyvus ir greitas. Beveik visas
Fluo i$¢jo po keliy dieny inkubacijos. MiSiniai su gana lygiomis SPC ir GDO
dalimis (tarp 60/40 ir 40/60 pagal svorj) parodo geras uzlaikyto i§¢jimo savybes,
tik keli Fluo procentai atpalaiduoti netgi po savaités inkubacijos. Kai kuriems
miSiniams, ypac tarp lipidy SPC/GDO svorio santykiy 50/50 ir 40/60, i5¢j¢s Fluo
kiekis po savaités sieké tik 2—4 %. Toliau didéjant GDO daliai lipidy miSinyje,
staigiai padidéja dazo iS¢jimas. Beveik visas fluoresceinas i§ lipidy SPC/GDO
misiniy svorio santykiy tarp 35/65 ir 20/80 1$éjo per savaite.

I11. 18 paveiksle pateikiama i$¢jimo kinetika, apibidinama miSiniy
uzlaikyto i8¢jimo savybiy priklausomybe nuo laiko kvadratinés Saknies. IS
duomeny stebime, jog Fluo i$¢jimas difuzijos kontroliuojamas, kadangi jo tiesine
priklausomybé nuo laiko kvadratinés $aknies (visais atvejais r’ geriau negu 0,98).
Tokia i$é¢jimo kinetiky elgsena sutampa su kity lipidy SK miSiniy tyrimais.
Atkreiptinas démesys, jog pries tai tyrimai apra$¢ vienkomponente vaisty nesikliy

sistemg, pvz., glicerolio monooleato, kuris spontaniskai formuoja besitgsiancig SK
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I11. 17 pav. In vitro atpalaiduotos fluoresceino dalies priklausomybé nuo lipidy
SPC/GDO misinio
Atpalaiduota fluoresceino i$ lipidy miSinio dalis (x standartinis nuokrypis) po 2 (a), 4 (b) ir 7
dieny (c), 37 °C temperatiiroje. Kiekvienam miSiniui naudoti trys bandiniai.
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kubing faze salytyje su vandeniu (Drummond ir Fong, 1999; Shah ir kt., 2001;
Helledi ir Schubert, 2001; Peng ir kt., 2010; Chang ir Bodmeier, 1997). Be to,
daugelyje tyrimy naudotos paruostos SK fazeés, kuriy tinkama i$éjimo kinetika
trunka trumpai, i$ tikryjy klampios ir netinka tikram in vivo panaudojimui. Keli
18¢jimo savybiy patobulinimai pasiekti su sintetiniais glicerato dariniais, parodyta,

jog specifineé SK struktiira butina uzlaikytam 1$¢jimui (Boyd ir kt., 2006).
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I11. 18 pav. Iséjusios is lipidy SPC/GDO misiniy fluoresceino dalies (+ standartinis
nuokrypis) priklausomybé nuo laiko kvadratinés Saknies
Lipidy SPC/GDO misiniy svorio santykiai: 60/40 (1), 55/45 (2) ir 50/50 (3), 37 °C. Kiekvienam
misiniui panaudoti trys bandiniai. 100 % atitinka visiSka fluoresceino i§éjimg i$ lipidy miSinio j
tirpala.

Skirtumas tarp atpalaidavimo dazniy i$ skirtingy skystakristaliy faziy
daznai minimas kaip potencialus mechanizmas pritaikyti vaisto i8¢jimo elgsenai.
Pasirodo, jog besitesianCios kubinés fazés pasizymi didziausiu difuzijos
koeficientu, o atvirkstinés heksagoniné ir miceliné fazés pasizZymi maZzesniu ir
labai panaSiu difuzijos koeficientu. Vaisto difuzija i§ monolito difuzijos
kontroliuojamas procesas valdomas vandens kanaly dydziy ir kristalinés gardelés
matmenimis (Phan ir kt., 2011; Boyd ir kt., 2006, Clogston ir Caffrey, 2005).
Pateiktame 111. 17 paveiksle maziausiu Fluo i$¢jimu pasizyméjo lipidy SPC/GDO
misinio svorio santykiy tarp 60/40 ir 40/60. Sis intervalas aprépia 2D-H, regiono
pabaigg — netvarkingg atvirkStiniy miceliy Fd3m kubing¢ — atvirkstiniy miceliy
P6s/mmc heksagoning fazes.

96



111 skyrius. Rezultatai ir jy aptarimas

Fluoresceino is¢jimo vizualizacijai i§ pasirinkty miSiniy matavimai atlikti ir
kambario temperatiiroje (25 °C). Lipidy SPC/GDO misiniai fotografuoti laiko
atzvilgiu. Norint palyginti bandymo rezultatus, buvo paruosti atitinkamy misiniy
méginiai fiziologiniame tirpale (37 °C). Il1l. 19 paveiksle pateikiamos miSiniy
nuotraukos po 24 val. nuo suleidimo. Tirpalai su jlasintais lipidy SPC/GDO
miSiniais, kuriy tarpusavio svorio santykis 60/40, H, faz¢, jau po keliy valandy po
suleidimo pakeité spalva i§ skaidrios j Sviesiai gelsva. Reikéty pazymeéti, jog
staigus spalvos pokytis jvyko abiem atvejais (25 °C ir 37 °C), bet laikui bégant
mazai tebekito. Tai galima susieti su pradiniu Fluo i$¢jimo sprogimu i§ 2D

atvirkstinés heksagoninés fazés.

I11. 19 pav. Tirpalai su iséjusiu fluoresceinu in vitro po 24 val. nuo jlasinimo
Lipidy SPC/GDO miSiniai su Fluo jlasinti kambario temperattroje i vandenj (A) ir j fiziologinj
tirpalg 37 °C temperatiiroje (B). IS kairés j deSing lipidy SPC/GDO svorio santykiai: I. 50/50 be
Fluo. 11. 60/40 su Fluo. I11. 50/50 su Fluo. 1V. 40/60 su Fluo ir V. 35/65 su Fluo.
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Aukstesnéje temperatiiroje (37 °C) i8¢jimo procesas vyksta kur kas
spar¢iau nei kambario temperatiroje. Reikéty atminti, jog temperatiiros
padidéjimas link fiziologiSkai labiau tinkamy (3742 °C) veikia atvirkStiniy
miceliy P6s/mmc heksagoninés (SPC/GDO svorio santykis 40/60) ir Fd3m
kubinés (SPC/GDO svorio santykis 35/65) faziy stabilumg (zr. I1I. 7 pav.). Fluo i$
lipidy SPC/GDO misinio svorio santykis 35/65, Fd3m, stebimas praéjus savaitei
po suleidimo kambario temperatiiroje, kai 37 °C temperatiiroje i8S L, fazés iS¢jimas
vyksta kur kas spar¢iau. Sio miinio spalvos intensyvumas po 17 dieny didesnis
nei likusiy miSiniy 25 °C, 0 miSiniuose paliktuose 37 °C panaSus efektas
pasireiSke po 5 dieny.

Fluo i$¢jimas iS atvirkStiniy miceliy P6z/mmc heksagoninés fazés
(SPC/GDO svorio santykis 40/60) tiek 25 °C, tiek ir 37 °C pasiZymejo
minimumu. Praéjus tam paciam laikui, auksStesnéje temperatiiroje spalva
intesyvesné, t.y. daugiau iSéjusio Fluo | vandening faze. Vizualiai po kurio laiko
visy misiniy spalva esant 37 °C temperatiirai nebesiskyré, iSskyrus sodresne lipidy
SPC/GDO misinio svorio santykio 35/65 spalva. Idomu tai, kad i$éjimo
minimumas kambario temperatiiroje po laiko nusistovéjo ties lipidy SPC/GDO
svorio santykiais 50/50 ir 40/60, Siek tiek intensyvesné SPC/GDO svorio santykio
60/40 miSinio spalva. Tinkamiausi $iuo atveju uzdelstam ilgalaikiam biologiskai
aktyviyjy medziagy i$éjimui lipidy SPC/GDO misiniai, kuriy svorio santykiai
50/50 (atvirkstiné kubiné fazeé, erdviné grupé Fd3m) ir 40/60 (3D heksagoniné

fazé, erdviné grupé P6s/mmc).

1.8. Lipidy skystakristaliy faziy elgsenos apibendrinimas

Lipidy sojos fosfatidilcholino ir glicerolio dioleato miSiniy formuojamos
savitvarkés strukttros iStirtos mazojo kampo rentgeno spinduliy difrakcija. IS
gausiy MKReD profiliy 25 °C temperatiiroje nustatyta, kad vandeninés fazés
pertekliuje Sie misiniai formuoja skirtingas atvirkstinio tipo nanostruktiiras. Lipidy

SPC/GDO misinys pasizymi sudétinga ir turtinga faziy jvairove. Nustatyta, jog

98



11 skyrius. Rezultatai ir jy aptarimas

kontroliuojant lipidy tarpusavio svorio santykius, sukuriama pageidaujamy
savybiy turinti stabili vaisty neSikliy sistema. ISnagrinéti lipidy SPC/GDO miSinio
faziniai virsmai ir skirtingose aplinkos temperatirose, tokiu budu duomenys
labiau atspindi savitvarkiy struktiiry buvimg fiziologinémis sglygomis. Siekiant
imituoti poodinj vaisty suleidimg, atlikti fluoresceino i§¢jimo 1§ miSiniy tyrimai
laiko atzvilgiu. Dazo i$¢jimas 1§ lipidy SPC/GDO skystakristaliy strukttry
priklausomas nuo difuzijos.

Ateityje vaisto i$¢jimo mechanizmui apibiidinti i§ in Situ formuojamy
savitvarkiy nanostruktiry reikéty papildomy tyrimy. Reikéty jvertinti jvairius
veiksnius tokius, kaip vaisto fizikocheminés savybés, savitvarkés strukttros
atpalaidavimo pavirSiaus plotas, kity iSoriniy veiksniy buvimas. Taip pat Siems
poveikiams patikrinti, reikéty in vivo tyrimy. Lipidy SPC/GDO miSiniai

patrauklis uzlaikytam, ilgalaikiam vaisty pernesimui.
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2. Disperguoty SPC/GDO misiniy skystakristaliy faziy nanodalelés

Lipidy skystakristalés fazés iSskaidomos vandeninés terpés pertekliuje su
stabilizuojanciais agentais (pvz., Polisorbatas 80) j atitinkamas skystakristales
nanodaleles. Kaip keiciasi vidiné SK faziy nanostruktiira pereinant j stabilizuotas
nanodaleles? Aptarsime lipidy SPC/GDO/P80 misinio morfologijg ir fizikinius
parametrus, taip pat SK nanodaleliy adsorbcijos ypatybes ant skirtingy pavirsiy:
ant skirtingy kietyjy pavirSiy (hidrofilinis, hidrofobinis ir katijoninis), su

fosfolipidy liposomomis ir eritrocitais (zr. III. 20 pav.).

I11. 20 pav. Disperguoty lipidy SPC/GDO misiniy skystakristaliy faziy nanodaleliy
tyrimy strategijos
Pateiktos strategijos: 1. adsorbcija ant hidrofilinio, hidrofobinio ir katijoninio silicio pavirsiy; II.
susiliejimas su fosfolipidy liposomomis; I11. hemolizinis poveikis.

2.1. SPC:GDO/P80 misiniy struktiiros tyrimas

Gauti keturiy SPC/GDO/P80/vanduo sudedamyjy daliy misinio MKReD
duomenys: vandeninés aplinkos pertekliaus sglygomis, kai lipidy SPC/GDO
svorio santykiai 35/65, 40/60, 50/50, ir 60/40 ir jvairioms P80 svorio dalimis.
Skirtingy misiniy MKReD profiliai pateikiami Il1l. 21 paveiksle. Kaip iSsamiai
apraSyta auk$Ciau, atkreipiame démesj, kad lipidy SPC/GDO misinio fazinis
elgesys vandenyje i§ tikryjy yra sudétingas, su papildomais siaurais faziy
regionais ir sudétingomis struktiiromis. Kalbant apie P80 poveik],

fragmentuojancio ir stabilizuojancio agento, i§ I1l. 21 paveikslo difraktogramy
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matome, kad santykinai mazos pavirSiaus aktyviojo etileno oksido monoacilinty
lipidy dalys miSinyje sglygoja palyginti gana radikalius fazés struktiiros pokyc¢ius.
Labiausiai stebimi pokyciai tenka didZiausia GDO dalig turintiems miSiniams.
Siuo atveju, kai lipidy SPC/GDO svoriy santykis lygus 35/65, netgi 5 % P80
skatina peréjimg i§ kubinés Fd3m fazés j L,. Atvirkséiy miceliy fazé apibiidinama
i§sisklaidziusiomis difrakcijos smailémis (zr. III. 21 a pav.). Pirmos ir antros eilés
Brego smailés stebimos ties mazdaug 1 ir 2 nm™ q reik§meémis, nurodo vidutinj
atstumg d = 6,3 nm tarp atvirkstiniy miceliy L, fazéje. Padidéjus P80 daliai tarp 10
ir 20 %, atsiranda L, fazé, apibtidinama trijomis Brego smailémis. Kai 30 % P80,
apskai¢iuojamas $ios fazés kartotinis atstumas d ~ 11,2 nm. Smailiy piko
platéjimas apibiidina maZziau tvarkingy ir labiau lanks¢iy dvisluoksniy buvima.
Panasus P80 poveikis taip pat stebétas lipidy SPC/GDO svorio santykiui
40/60 (zr. I11. 21 b pav.), kur originali 3D heksagoniné fazé su P6s/mmc erdvine
grupe pirmiausia yra transformuojama j L, faze, kai P80 sudaro mazdaug 10 %
nuo bendros lipidy masés. Toliau didéjant stabilizatoriaus daliai, daugiau negu 20
%, atsiranda L, fazé su d = 10,9 nm. MisSinyje su vienodu lipidy SPC/GDO
(50/50) svorio santykiu, didéjant P80 daliai (zr. III. 21 ¢ pav.), stebimi keli faziy
per¢jimai. Kai P80 sudaro 5 ir 10 %, originali Fd3m fazé pereina j tarping
skystakristale faze ar faziy miSinj, nes negalime priskirti apibidinamus Brego
atspindZius tam tikrai nanostruktirai. Kita vertus, SPC/GDO/P80 miSiniai rodo tik
vieng siaurg Brego smaile ties q = 0,48 nm™ ir dvi placias difrakcines smailes
mazdaug ties 0,92 ir 1,70 nm™. Sie duomenys netinka grieZtai nustatyti
skystakristale faze (-es); taigi, iSanalizuota méginiy serija su skirtinga 5-50 %
vandens koncentracija ir gautos difraktogramos pateikiamos I11. 22 paveiksle.
Kai vandens < 15 %, formuojama atvirkstiné heksagoniné fazé, kuriai biidingi trys
skiriamieji atspindziai santykinése q pozicijose 1:V3:2. Aukstesniuose hidratacijos
lygiuose, S§i fazé pereina | lameling faze¢ (L,) su budingomis Brego smailémis,

kuriy santykinés ¢ pozicijos sudaro eil¢ 1, 2, ir 3. Didéjant vandens koncentracijai,
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lamelinis kartotinis atstumas padidéja nuo ~ 8 nm, kai vanduo sudaro 25 %

vandens, iki beveik 14 nm, kai vanduo sudaro 50 %.

40:60/x (b

35:65x (a)

f A

1

0
5
0
N

C/GDO/P80 santykiai (%)

SPC/GDO/P80 santykiai (%)
Intensyvumas / log (sant. vnt.)

Intensyvumas / log (sant. vnt.)

05 1,0 1,5 20 25 30 05 1,0 1.5 20 25 3,08

q/nm'l q/nm'l

= S 5 .
= = = -
> > 2
< 50:50/x (¢ % < 60:40/x (d) | 5
g w5 & S w| %
g0 Y =
= S =2 S
: ws §— NN E
: e 2
= — & £ S
N 75] N

B 05 1.0 15 20 Z5 3.0 =05 1,0 15 20 25 3,08

q/ nm’ q/ nm’’

1. 21 pav. Lipidy SPC/GDO misiniy su skirtingomis P80 koncentracijomis MKReD
profiliai perteklinio vandens sqlygomis (50 %),
Lipidy SPC/GDO misiniy svorio santykiai: 35/65 (a), 40/60 (b), 50/50 (c), ir 60/40 (d). Visi
matavimai atlikti 25 °C temperatiiroje. Pastaba: P80 dalis miSinyje — skaiciai desingje paveiksly
puséje.

Kaip matyti i§ Ill. 22 paveikslo, H, ir L, fazés dalinés ir visiskos
hidratacijos difraktogramose turi papildomg placig difrakcijos smaile, kai ¢
reikimé mazdaug lygi 0,8-0,9 nm™, kurig galima priskirti atvirkstiniy miceliy
tirpalo fazei. Stebéta g reikSmé atitinka kai kuriy faziy vidutinj atstuma tarp

atvirkStiniy miceliy 7-8 nm. Brinkimo elgsenos MKReD duomenys ir jy
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palyginimas su duomenimis be P80 rodo, jog SPC/GDO/P80 misinj sudaro L, ir
L, faziy miSinys visiSkos hidratacijos salygomis. IS jungtiniy MKReD ir krio-
TEM rezultaty galime daryti iSvada (zr. Ill. 23 pav.), jog LSKN daleliy
branduolys turi didele lipidy dalj su netvarkinga skystakristale struktiira, labiausiai
tikétina, jog tai L,, 0 apvalkalas yra daugiau vandeniu isbrinkgs su iSorine dalimi,
kurios lameliné struktiirg suteikia koloidinj stabilumg (Barauskas ir kt., 2005 a ir
b). Su didéjancia P80 koncentracija $i fazé (-€s) virsta | menamaja L, faze ir
galiausiai ] L, faze su d = 10,5 nm, kai P80 sudaro 30 % nuo bendros lipidy

mases.

e e
= o~
> ~
- =,
8 3
ar | —__ 5 g
(-1 1] ’f\‘l‘ﬂ St e E
=S — 3% 8
oy ——— 3 =
- \\' T 25 ¢
= T~ »
= - 15 S
} [ e = -

>o = — A /' 5 v
n — e =
= ~
S 05 10 15 20 25 30 35 »
=

q/nm'l

I11. 22 pav. SPC/GDO/P80 (40/40/20) misiniy MKReD duomenys dalinés ir visiskos
hidratacijos sqlygomis
Vandens dalis kinta nuo 5 % (daliné hidratacija), iki visiskai hidratuoty, kai vanduo sudaro 50 %
nuo bendros misinio masés. Visi matavimai atlikti 25 °C temperatiroje.

Galiausiai, kai lipidy SPC/GDO miSinio svorio santykis 60/40,
suformuojama H, fazé (Sioje lipidy sudétyje yra ir Fd3m fazés frakcija), kuri
pasizZymi trimis skirtingomis Brego smailémis santykinése pozicijose 1:V3:V4. Be
to, pridéjus 20 % P80, misinyje atsiranda H, ir L, fazés, kurios padidinus iki 40 %
P80 dalies, transformuojamos j gryng L, faz¢ (d = 8,3 nm). IIl. 2 lenteléje

pateikiama $iy rezultaty santrauka.
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P80

100 nm

I11. 23 pav. LSKN krio-TEM nuotraukos su skirtingais lipidy santykiais (SPC, GDO) ir

P80 sudaro 15 % (virSutiné eilé: a — ¢) ir 20 % (apatiné eilé: d — f) nuo bendros lipidy masés.
SPC:GDO/P80 svorio santykiai (a) 35:65/15, (b) 50:50/15, (c) 65:35/15, (d) 40:60/20, (e)
50:50/20, ir (f) 60:40/20. Zym¢jimo skalé 100 nm.

I11. 2 lentelé. SPC/GDO/P80 skystakristaliy struktiry MKReD duomeny apzvalga
vandens pertekliuje (50 %), 25 °C temperatiiroje

SPC/GDO
P80 (%)
35/65 40/60 50/50 60/40
0 kubiné Fd3m | 3D heksagoniné P6s/mmc | kubiné Fd3m | H,+Fd3m
5 L, 3D heksagoniné P6s/mmc | nenustatyta
10 L,+L, L,+L, nenustatyta
20 L, L, L+L, Ho+L,
30 L, L, L,
40 L,
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Idomu tai, jog atvirkstiniy miceliy Fd3m kubiné fazé jautriausia P80
pridéjimui bei yra toliausiai nuo ,,normaliy* faziy, formuojamy vien tik paviriaus
aktyviosios medziagos vandenyje (Barauskas ir kt., 2006). I$ tiesy, maziau nei 5
% P80 galima pridéti, iSsaugojant |, fazés savybes. Daroma iSvada, kad P80
skatina lameliniy strukttry formavimasi. Jdomu tai, kad virsmas j lamelines fazes
vyksta auks$ta neigiamg kreivumg turinCiose fazése, pvz., atvirkStiné kubine
miceliné fazé, kai P80 sudaro mazesn¢ dalj. O heksagoniné fazé struktiriSkai
labiau tvirtesné ir tesiasi iki ne maziau kaip 20 % P80. Be to, kartotinas atstumas d

L, fazei mazéja, didéjant SPC daliai.

2.2. Dydzio ir kravio kontrolé

Pries aptariant SPC:GDO/P80 LSKN salyCio savybes, nanodaleliy
dispersijy savybés apibiidintos, atsizvelgus 1 jy dalelés dydj, kriivi, morfologija, ir
viding struktiirg. [vairiy SPC:GDO/P80 (35:65/15, 50:50/15, 65:35/15, 40:60/20,
50:50/20, ir 60:40/20) misiniy dydis ir dydzio pasiskirstymai apibtidinti dinaminés
Sviesos sklaidos metodu. Kaip parodyta Ill. 3 lenteléje, LSKN dispersijos gan
gerai apibudinamos, daleliy skersmeny dydziai tarp 240 ir 420 nm ir su
polidispersiSkumo indeksais tarp 0,06 ir 0,17 — abiem atvejais didéja, didéjant
SPC daliai. Jdomu tai, jog vidutinis daleliy dydis ir PdI didéja nezymiai, didéjant
SPC daliai miSinyje. O struktiiros su didesniu GDO ir mazesniu SPC labiausiali
jautrios P80 daliai. Taciau nanodaleliy sistema turinti papildoma laisvés laipsnj,
skirtingi blokai lokalizuoti pirmiausiai dalelés Serdyje arba pavirSiaus plote.

Pavir§iaus ir turio santykis dar priklauso nuo LSKN dydzio (zr. III. 23
pav.). Taigi, tankesné nanodaleliy Serdis praturtinta GDO, kai j lamel¢ panaSios
apvalkalo struktiros daugiausia susideda i§ SPC ir ypa¢ P80. Tai taip pat
paaiskina P80 tirpinimo gebg, atsirandancig i§ sgveiky tarp besitesianciy P80
turinCiy j lamelg panaSiy fragmenty. Jdomu, kad GDO turtingos LSKN ir
mazesnés pagal dydj ir maziau polidispersiskos. Tai paaiSkina maziau hidratuoty

SPC:GDO/P80 65:35/x miSiniy auksStesné faziy atskyrimo tendencija, palyginus
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su 50:50/x ir 60:40/x miSiniais. Visais atvejais apvalkalo storis did¢ja, didéjant
P80 daliai miSinyje. LSKN stabilizuotos su 20 % P80 turi Zenkliai storesnj
sluoksnj, negu tos su 15 % P80 (zr. I1I. 23 pav.). Tai patvirtina nuomong apie P80
turtingg apvalkalg, uztikrinant] koloidinj stabilumg LSKN paruoSimo metu ir
laikant ilgg laika.

I11. 3 lentelé. SPC:GDO/P80 LSKN (paruosty i$ skirtingy lipidy ir stabilizatoriaus

svorio santykiy): daleliy vidutinis skersmuo (d), polidispersiSkumo indeksas ir
zeta potencialas (matuota MilliQ vandenyje)

Misinys (SPC:GDO/P80) d (nm) | Pdl | Zeta potencialas (mV)
35:65/15 243 0,06 -17
50:50/15 307 0,09 -17
65:35/15 418 0,15 -17
40:60/20 282 0,11 -14
50:50/20 309 0,10 -12
60:40/20 356 0,17 -13

Kalbant apie LSKN kriivio savybes, pateiktas 111. 3 lenteléje, pastebime,
jog dalelés yra neZzymiai neigiamai jkrautos, iSskyrus zemiausias tirtas pH
reikSmes. Kriivis, tikétina, yra susijes su lipidy ir P80 méginiuose esan¢iomis
riebaly riigsciy mazomis frakcijomis, kurios jau buvo stebétos LSKN sistemose
(Shen ir kt., 2010; Svensson ir kt., 2008). Zeta potencialai atskleidZia izoelektrinj
taskg tarp pH 3 ir 4 ir potencialg nuo —12 iki =17 mV tarp pH 5 ir 6. Taip pat
stebima neigiamo potencialo maz¢jimo tendencija, didéjant P80 daliai, tai galéty
biti dél labiau istesty lamelinio pavirSiaus domeny ir pokytis néra pakankamai

reik§mingas kiekybiniam jvertinimui.

2.3. Adsorbcija ant hidrofobinio, hidrofilinio ir katijoninio silicio
pavirsiy

Sukiirus tinkamus nesiklius, reikia modeliniy sistemy atkurianciy jvairias

vaisty neSiklio adsorbcijos situacijas transportavimo metu (pvz. pernesimo
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konteineris, SvirkStas). Modeliuojami veiksniai, kai laikant arba transportuojant
biologinés medziagos praradimas minimalus, o tikslingje vietoje (pvz. lastelé)
visi§kas nesiklio suskaidymas su vaisto iséjimu. IStirta daleliy misSinio poveikio
adsorbcijos efektyvumui ant jvairiai modifikuoty (hidrofilinio, hidrofobinio ir
katijoninio) silicio pavirS$iy priklausomybé nuo laiko elipsometrijos metodu.
Matavimai apima dviejus veiksnius: kai kinta stabilizatoriaus P80 dalis ir Kkitas,
kai kinta lipidy SPC:GDO tarpusavio svorio santykis.

Adsorbcija ant hidrofiliniy pavir§iy. Hidrofilinis pavirSius, Siuo atveju
silicio oksido pavirsius, atitinka laikymo talpy, pvz., stikliniy buteliuky, pavirsiy.
Pazymétina, jog ant hidrofilinio silicio pavirSiaus adsorbcija vykdyta fiziologinése
drusky koncentracijose (0,1 M NaCl ir 0,017 M CaCl,) arba zemame pH (pH 4),
kad iSvengtume stimos atsirandancios nuo neigiamg krivj turinCio silicio ir
LSKN aukstesnése pH reikSmése. Be to, nebuvo stebima adsorbcija gryname
vandenyje, kai pH 5,5. Silicio pavirSiaus izoelektrinis taskas (IET) — pH ~ 2. Vir$
IET, neigiamas pavirSiaus kravis stipriai priklauso nuo pH ir drusky
koncentracijy. 0,1 mM HCI prid¢jimas sumazina vandens pH reik§me nuo 5,5 iki
4, kur silicio pavirSiaus kravio tankis labai zemas (Bolt, 1957). SPC:GDO/P80
LSKN adsorbcijos elgsena zenkliai priklausoma nuo miSinio sudéties ir daleliy
savybiy, bet adsorbcija visais atvejais beveik negrjztama, nuplovus su grynu
tirpikliu. Vis délto, adsorbcijos daznis ir nekintamo biivio savybés (storis ir
adsorbuotas kiekis) kontroliuojami abiejy ir SPC:GDO svorio santykiu, ir P80
dalimi. Tuo pat metu adsorbuotas sluoksnis didéja nuo keliy nanometry iki 15-35
nm, — tai atitinka daugiasluoksnj arba struktiiriSkai ant pavirSiaus deformuotas
daleles (zr. I11. 24 B pav.).

Stabilizatorius P80 i§ tikryjy stabilizuoja daleliy dispersija, bet taip pat
padidina adsorbcijg ant silicio pavirSiaus. Daleliy Serdies fazés pokyciai taip pat
nurodo, jog trumpa Polisorbato 80 PEO grandis yra ne tik ant daleliy pavirsiaus.
P80 dalies did¢jimas, skatina adsorbcijos varomosios jégos augimg, ypac turint

omeny, kad pirmiausia P80 issidéstys ant daleliy pavirSiaus, ir tokiu budu
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skatinama adsorbcija. Taciau kiti netiesioginiai veiksniai taip pat gali daryti jtaka.
Iskaitant aiSky zeta potencialo mazéjima, didéjant P80 daliai, kuris gali biiti
sumazejusios stimos tarp silpnai neigiamo dalelés pavirSiaus ir silicio pavirSiaus,
kai pH 4, padariniu. Be to, lameliniy LSKN daleliy savybémis pasizymintis
kiautas lankstesnis, kai P80 sudaro 20 %, negu, kai pavirSiaus aktyvioji medziaga
sudaro 15 % nuo bendros lipidy masés (zr. III. 24 pav.). Siuo atveju,
palengvinama adsorbcija ir LSKN prisitvirtinimas ant pavirSiaus. I$skyrus P80
poveiki, SPC:GDO svorio santykis taip pat daro jtakg. Maz¢ja adsorbcijos
polinkis, did¢jant SPC daliai, ypa¢ kai P80 sudaro 20 % nuo bendros
koncentracijos. Sie efektai gali biiti paaiskinami tuo, jog sojos fosfatidilcholinu
turtingg dalele sudaro daugiau tirpiklio ir ji maziau supakuota sanduroje (Zr. III.
23 pav.).

IS iSmatuoto storio priklausomybés nuo laiko, akivaizdu, jog maZesniy
SPC:GDO svorio santykiy adsorbuotas sluoksnis formuojamas tiesioginés daleliy
adsorbcijos, o LSKN turin¢iy daugiau SPC saveikos sluoksnis pasirodo
formuojamas vieny paskui kitus pavieniy sudedamyjy daliy adsorbcijos. Paaiskinti
§] stebéjimg néra lengva. Tai galima biity susieti su skirtingomis relaksacijomis
sanduroje: dalelés turinCios daugiau SPC gali i§ pradziy suirti i dvisluoksnio
strukttirg pries tolimesnj augimg, o dalelés su didesne GDO dalimi strukttriskai
stabilesnés. I§ duomeny matome, jog GDO neadsorbuojasi vienas ant silicio, 0
P80 ir SPC adsorbuojasi atitinkamose pH salygose (Zr. I11. 4 lentelg).

Taigi, P80 dalies didéjimas skatina adsorbcijg ant silicio pavirSiaus. Bent
jau per traukos sgveikg tarp galvutés grupés etileno oksido segmenty ir silicio
pavirSiaus, kai didéjant SPC daliai sumaZz¢ja efektyvi adsorbcija dél didesnés
daleliy vandens dalies. Adsorbcijos greitis maz¢ja, did¢jant SPC daliai, labiausiai
tikétina deél atvirkStinio sarySio tarp LSKN daleliy dydzio ir difuzijos greicio,

mazinamas i$sklaidytas LSKN pernesimas ant pavirSiaus.
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1. 24 pav. Galutinis SPC/GDO/P80 nanodaleliy (a) adsorbuotas Kiekis ir (b) storis ant
hidrofilinio silicio pavirsiaus po nuplovimo

Stabilizatoriaus P80 koncentracijos 15 proc. (balti stulpeliai) ir 20 proc. (pilki stulpeliai).

Matavimai atlikti pH 4 vandeniniame tirpale ir nanodaleliy koncentracija 0,1 mg/ml. Vidutinés

dviejy nepriklausomy matavimy reik§més pateiktos su standartinio nuokrypio paklaida.

Duomenys silicio pavirSiui apibiidina palyginti silpny neelektrostatiniy

sgveiky varomg adsorbcijg ir kokiu biidu mazi pokyCiai miSinyje Vveikia

adsorbcija. Kitam stipresniy elektrostatiniy (traukos) sgveiky spektrui istirti tarp

LSKN ir sandiros, taip pat tyréme adsorbcija ant katijoninio pavirSiaus. Siam
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tikslui panaudoti du katijoniniai pavirSiai: chitozanu dengtas pavirSius ir APTES-

silanizuotas silicio pavir$ius. Chitozano amino grupés pK, apytikriai yra lygi 6,5

reikSmei (Allan ir Peyron, 1995), todél pavirSius tampa nezymiai teigiamai jkrautu

matavimo metu, kai pH 5,5. LSKN adsorbcija ganétinai panasi kaip ir ant silicio

(pH 4 arba su druskomis pH 5,5). Teigiamas chitozanu dengto pavirSiaus kriivis

skatina daleliy prikabinima, bet adsorbcija gana silpna dél salyginai Zemo

chitozano kriivio pertekliaus.

I11. 4 lentelé. Adsorbuoti kiekiai, sluoksnio storiai ir pradinés LSKN ir pavieniy
sudedamyjy daliy (SPC, GDO ir P80 misinyje 40:40/20) adsorbcijos kinetikos ant
hidrofobinio DMOCS-Si (CHj3), hidrofilinio Si (OH) ir katijoninio APTES-Si

(NH3") pavirsiy®.
Kiekis Storis Pradinés kinetikos
Padéklai pH  MedzZiagos ) 5
(mg/m°) (nm) (Mg*m™s™)
CHs 55 SPC:GDO/PB0O 0,8+0,1 0,6+0,3 0,0020
LSKN
CHs 5,5 P80 18+0,04 09x0,1 0,0152
CHs 55 SPC 29+001 610+0,1 0,0013
CHs 5,5 GDO 04+002 23+0,9 0,0001
OH 4 SPC:GDO/PB0 4,7+0,01 265+£0,2 0,0196
LSKN
OH 4 P80 26003 40x0,2 0,0111
OH 4 SPC 40+0,01 159+0,3 0,0020
OH 4 GDO néra adsorbcijos
NH;" 4 SPC:GDO/P80 19,7+0,06 134,0%0,2 0,0033
LSKN
NH;" 4 P80 14+£001 47x0,3 0,0072
NH3" 4 SPC néra adsorbcijos
NH;* 4 GDO néra adsorbcijos

®Pateikiamos matavimy paklaidy vidutinés reik§més + standartiniai nuokrypiai, po
nuplovimo pasiekus pastovy lygj
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Kad padidintume pavirSiaus kriivio tankj, silicio pavirSius chemiskai
funkcionalizuotas teigiamg kriivj turinCiu silanu, APTES, sudaromas katijoninis,
didelio kravio tankio pavirSius. APTES-silanizuotas silicis, kurio teigiamas kriivis
zemiau pH 11 (Guillot ir kt., 2002). LSKN adsorbcija Zymiai stipresné Siam negu
tik vien silicio pavirsiui, kai pH 4. Jdomu tai, jog dalis frakcijos gali biiti nuplauta
nuo pavirSiaus misiniuose su 15 % P80 ir mazesniais lipidy SPC:GDO svorio
santykiais, kai Kitiems miSiniams adsorbcija beveik negrjztama. Po nuplovimo
sluoksnio storis sieké apie 80-140 nm. Skirtingai nuo hidrofilinio silicio,
adsorbcija, palyginti, nepriklauso nuo LSKN miSinio sudéties, nepaisant
akivaizdaus P80 poveikio zeta potencialui. Visy adsorbcijos kinetiky greiciai yra
panasis, iSskyrus LSKN su 15 % P80 ir mazesnémis SPC:GDO frakcijomis, kai
vyksta zymiai greitesné adsorbcija. ]Jmanoma, jog tai didina pavirSiaus
persotinima, kuris desorbuotas, nuplaunant su pertekliniu vandeniu.

Nustatyta, kad SPC:GDO/P80 LSKN adsorbcija ant katijoninio pavirSiaus
yra tiesioginés daleliy adsorbcijos padarinys, dél to gautas aukStas pavirSiaus
pervirsis ir didelis sluoksnio storis. Sluoksnio storis atitinka mazdaug vieng LSKN
hidrodinaminj skersmenj arba jo tre¢dalj. Turint omeny, kad elipsometrinis storis
nurodo vidutinj optinj storj, priimant homogeniska sluoksnj, tai turéty biiti zymiai
mazesnis nei atitinkamas hidrodinaminis storis. Taigi, jmanoma, jog adsorbuotas
sluoksnis susideda i§ dalinai nepazeisty LSKN daleliy, kurios gali biiti neZymiai
deformuotos dél saly¢io buvimo. Apskritai Sie stebéjimai sutampa su atominés
jégos mikroskopijos duomenimis (Neto ir kt., 1999), rodanciais sveiky, bet
suploty LSKN buvimg salytyje.

Norint patvirtinti, kad LSKN sandiiroje nepazeistos, panaudota konfokaliné
mikroskopija. Katijoninio pavir§iaus nuotraukose (zr. III. 25 pav.) matome gausy
Sviesiy ir sglyginai dideliy taSky barj, kuris patvirtina adsorbcijg ir individualiy
LSKN buvimg ant pavirSiaus. Dalelés pasiskirsto atsitiktiniu biidu be aiskios
lateralinés organizacijos arba susiliejimo. Laikui bégant imobilizuotos ant

pavirSiaus dalelés nejuda. Ant hidrofilinio silicio pavirSiaus nestebimos jokios
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matomos dalelés, tai jrodo plonesnj salyCio sluoksnj su mazesniais arba maziau
aiSkiais lateraliniais domenais. Taigi, tai atitinka elipsometrijos duomenis, kai ant
hidrofilinio pavirSiaus adsorbuojasi zenkliai plonesnis sluoksnis ir mazesnis
kiekis, lyginant su katijoniniu pavirSiumi.

Adsorbcija ant hidrofobiniy pavirsiy. Hidrofobinis pavirSius atstovauja
skirtingoms polimerinéms medziagoms, kuriomis dengiami vamzdeliai ir
kateteriai, kurie naudojami perneSant vaistus. Ant hidrofobinio DMOCS-
silanizuoto silicio pavirSiaus gautos LSKN adsorbcijos savybés i§ esmés
nepriklauso nuo pradinio daleliy dydzio. Lipidai SPC, GDO ir P80 adsorbuojasi
monosluoksniu. Sie pastebéjimai atitinka tyrimy duomenis su GMO turin¢iomis
kubinémis nanodalelémis, kurios taip pat adsorbavosi monosluoksniu ant

hidrofobinio pavirsiaus (Vandoolaeghe ir kt., 2006).

I11. 25 pav. Konfokalinés mikroskopijos nuotraukos
APTES-silanizuoto silicio pavirSius (a) ir lygus silicio pavirSius (b), nuplauti po 1 val.
inkubacijos su 1 mg/ml SPC:GDO/P80 LSKN (50:50/20) tirpalu, kai pH 4.

Sie tyrimai parodé, jog pavirsiaus chemija ir tirpikliu galima kontroliuoti
LSKN adsorbcija salycio riboje. Kaip ir tikétasi, didziausia adsorbcija vyksta ant
labai jkrauto katijoninio pavirSiaus, kai tirpalo pH paveikia adsorbcijos eigg ir
galutinj adsorbuotg kiekj. Adsorbcijos elgseng galima, priklausomai nuo LSKN
pavirSiaus sgveikos, suskirstyti j tris tipus: (1) labai stipri adsorbcija ir storo

sluoksnio struktiiros (atitinkamai, > 8 mg/m? ir > 60 nm) ant labai jkrauty
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katijoniniy pavirSiy; (2) storos daugiasluoksnés struktiros (atitinkamai, 4—6
mg/m? ir 20—35 nm) ant hidrofiliniy silpnai jkrauty pavir$iy ir (3) misras lipidy
monosluoksniai (atitinkamai, <1 mg/m? ir 1-2 nm) ant hidrofobiniy pavirsiy. I3
Siy duomeny nustatyta, jog hidrofobiné traukos sgveika tarp lipidy ir pavirSiaus
visiSkai suardo LSKN struktiirg ant hidrofobiniy pavirsiy, todél formuojasi vienas
lipidy monosluoksnis ant pavirSiaus, kuris trukdo tolimesnei adsorbcijai.
Priesingai, LSKN adsorbuojasi salyginai nepaZeistos ant labai jkrauty katijoniniy
pavirSiy, pavieniy daleliy struktiiros padengia pavirSiy. Adsorbcijos elgsena
priklauso nuo painaus pavieniy LSKN sudedamyjy daliy ir padéklo pavirsiaus
pusiausvyros. Adsorbuotg kiekj ir gautas sluoksnio struktiras nulemia
elektrostatinés dalelé—pavirSius sgveikos, taip pat kaip neelektrostatiné trauka tarp
polimero ir pavir$iaus. Zemame pH arba drusky tirpaluose ant hidrofiliniy silpnai
ikrauty, tokiy kaip silicio ir chitozanu dengto silicio, pavirsiy Stebimos tarpinés
daugiasluoksnés struktiiros. Sgveikos mechanizmas tarp LSKN ir padéklo pavirSiy
priklauso nuo padéklo chemijos. Ant hidrofobinio pavirSiaus, hidrofobiné trauka
tarp padéklo pavirSiaus ir hidrofobinés lipidy uodegos lemia pavirSiaus padengima
monosluoksniu. Ant katijoninio pavirSiaus elektrostatiné saveika tarp neigiamai
jkrauty LSKN ir teigiamai jkrauto pavirSiaus tampa pagrindine adsorbcijos
varomagja jéga.

Taip pat parodéme, jog tarpfaziné sgveika tarp lipidy skystakristaliy
nanodaleliy ir pavirSiaus gali buti tinkamai valdoma, kei¢iant LSKN miSinio
sudétj, t.y. SPC:GDO svorio santykj ir P80 dalj. Taip pat parodyta, jog lipidy
misinys tinkamas tarpfazinei strukttirai kontroliuoti, LSKN pavirSiaus sluoksnio
suformavimui ir sustiprintam vaisty perneSimui. PavirSiaus chemijq ir tirpiklio

salygos veikia daleliy adsorbcija.

2.4. Susiliejimas su fosfolipidy liposomomis

Lipidy skystakristalés nanodalelés pasizymi mazais daleliy dydziais, mazu

klampumu, biologiniu suderinamumu ir termodinaminiu stabilumu vandens
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pertekliuje, todél tinkamos intraveniniam suleidimui. Pagrindinis tikslas
iSsiaiSkinti  struktiirines/funkcines neSiklio savybes ir sary$] su tokiomis
savybémis, kaip toksiSkumas ir stabilumas sisteminéje apytakoje in vivo. Tuo
tikslu, atlikti skirtingy nelameliniy lipidy skystakristaliy nanodaleliy maiSymosi su
modelinémis fosfolipidinémis liposomomis tyrimai. [vairiy lipidy miSiniy
skystakristalés nanodalelés su jterptais Zymeétais lipidais panaudotos saveiky su
fosfolipidy liposomomis analizei. Fioresterio rezonanso energijos pernasa —
tinkamas metodas tirti disperguoty lipidy nanodaleliy susiliejimg su fosfolipidy
liposomomis.

Sioje disertacijos dalyje skirtingos LSKN maiSomos Su S0jos
fosfatidilcholino daugiasluoksnémis liposomomis. Ill. 26 paveiksle pateikti
FREP Kkinetikos duomenys, gauti i§ GMO/F127, DGMO:GDO/P80, ir
SPC:GDO/P80 LSKN susiliejimo su fosfolipidy liposomomis. Fluorescencijos
intensyvumo kritimas parodo, jog GMO turinCios dispersijos pasizyméjo
didziausiu sgveikos aktyvumu (zr. Ill. 26 a pav.). Pridéjus SPC liposomas,
fluorescencijos intensyvumas sunyko iki 20 % pradinés vertés jau per pirmasias
30 min. maiSymosi eksperimento. Vidutinis atstumas tarp jterpty GMO/F127
nanodalelése fluorofory sparciai iSaugo. Taigi, $iy lipidy nanodaleliy maiSymosi
su SPC liposomomis sparti kinetika. Taip pat néra akivaizdzios lipidy maiSymosi
elgsenos priklausomybés nuo F127 koncentracijos.

,2Kempinés“ tipo DGMO:GDO/P80 LSKN pasizyméjo vidutiniu
susiliejimu su SPC liposomomis (zr. ITI. 26 b pav.). Siuo atveju, fluorescencijos
intensyvumai gesta tik 15 % nuo pradinés vertés. Atkreiptinas démesys, jog
fluorescencijos intensyvumo gesinimas Siuo atveju priklauso nuo stabilizuojancio
agento koncentracijos. DGMO:GDO/P80 (lipidai/P80 svorio santykiai: 70/30 ir
80/20) dispersijy fluorescencija gesta tik apie 10 % nuo pradinio intensyvumo. O
dispersijy (lipidas/P80 svorio santykiai: 85/15 ir 92,5/7,5) fluorescencija gesta,
atitinkamai, per 16 ir 20 %. Kitaip tariant, padidéjusi P80 dalis iki tam tikro
laipsnio, sutrukdé tokiy ,.kempinés* tipo LSKN dispersijy susiliejimui su SPC
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dvisluoksniais. Viename 1§ pastaryjy mety tyrimy parodyta, jog vidiné
DGMO/GDO/P80 LSKN nanostruktira priklauso nuo P80 koncentracijos
(Barauskas ir kt., 2006). Bitent, didéjant P80 koncentracijai, storéja iSorinis
,,kempinés* fazés nanodaleliy sluoksnis, kuriame P80 molekulés geriau iSsidésto.
Taigi, tikétina, jog P80 dalies nanodalelése didéjimas, suteikia keletg papildomy
erdvinés stabilizacijos laipsniy ir riboja susiliejimg su fosfolipidy liposomomis.
Vidutinis susiliejimo su liposomomis efektas taip pat stebétas heksagoninio tipo
DGMO:GDO/F127 (lipidai/polimeras 9/1) LSKN. Siuo atveju, fluorescencijos

intensyvumas gesta apie 30 % nuo jo pradinés vertés (duomenys nepateikiami).
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I11. 26 pav. FREP fluorescencijos intensyvumo gesimas

SPC daugialamelinés liposomos sumaiSytos su fluorescencine zyme (NBD-PE ir DHPE)
turin¢iomis (a) GMO/F127 LSKN su skirtingais GMO/polimeras svorio santykiais: 70/30 (1),
80/20 (2), 90/10 (3), ir 75/25 (4); (b) DGMO:GDO/P80 (50:50/x) LSKN su skirtingais lipidy/P80
svorio santykiais: 80/20 (1), 70/30 (2), 85/15 (3), ir 92,5/7,5 (4); ir (c) SPC:GDO/P80 (lipidas/20)
LSKN su SPC:GDO svorio santykiais: 70:30 (1), 50:50 (2), 30:70 (3), ir 10:90 (4). Suzadinimo
bangos ilgis 463 nm ir emisija uzraSoma 580 nm bangos ilgyje. 100 % atitinka pradinj jterpty
fluorofory nanodalelése fluorescencijos emisijos intensyvuma.
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Kaip matyti i§ duomeny pateikty IlIl. 26 c paveiksle, vandeninés
SPC:GDO/P80 dispersijos pasizymi labai mazu susiliejimo su SPC liposomomis
laipsniu. Tik kelis procentus nuo pradinio fluorescencijos intensyvumo praranda
paruostos dispersijos su nepriklausomais lipidy SPC:GDO svorio santykiais (nuo
70:30 iki 10:90). Tokiu biuidu praktiskai nevyksta lipidy susimai§ymas su SPC

dvisluoksniu.
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I11. 27 pav. FREP fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo bendros NBD-PE ir
DHPE koncentracijos
Fluoroforai jterpti j: GMO/F127 (kvadratai), DGMO:GDO/P80 (trikampiai) ir SPC:GDO/P80
(apskritimai) LSKN dispersijas. Suzadinimo bangos ilgis 463 nm ir emisija uzraSoma 580 nm
bangos ilgyje.

Padaryti papildomi kalibraciniai eksperimentai, norint geriau suprasti
sgveiky savybes tarp nelameliniy LSKN ir SPC daugiasluoksniy liposomy. Atlikti
lipidy dvisluoksnio praskiedimo maiSymosi metu apytikri skai¢iavimai, matuojant
emisijos intensyvuma (Aemisijos — 980 nm) skirtingose bendry fluorofory (NBD-PE
ir DHPE), kurie yra jterpti j LSKN, koncentracijose. Tokiu biidu jmanoma
apytiksliai apskaiciuoti lipidy maiSymosi laipsnj, pvz., susieti tarpusavyje
santykinj emisijos gesinimg su fluorescenciniy zymeny skiedimu. II1. 27
paveiksle apibendrinami trijy skirtingy LSKN dispersijy sistemy: GMO/F127,
DGMO:GDO/P80 ir SPC:GDO/P80 rezultatai. Kalibracinés kreives parodé artimag

tiesei fluorescencijos intensyvumo kritima, mazéjant fluoroforo koncentracijai.
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Vis délto, ypa¢ mazesnése fluorescuojanciy zymeny koncentracijose, trijy
LSKN dispersijy priklausomybés skyrési nezymiai. Pavyzdziui, SPC/GDO-
turin¢iy LSKN dispersijy fluorescencijos intensyvumas, mazéjant fluorofory
koncentracijai, gesta grei¢iau negu GMO/F127 LSKN (zr. I11. 27 pav.). Tai turbit
susij¢ su skirtingomis LSKN nanostruktiirinémis organizacijomis ir skirtingomis
lokalizacijomis, ir energijos pernesimo savybémis tarp fluorescuojanciy zymeny,
esanCiy atitinkamy lipidy nanodalelése. Svarbu tai, jog i§ kalibraciniy kreiviy (Zr.
I1l. 27 pav.) galima apytikriai jvertinti tikraja perneSimo mas¢ gautuose lipidy
maisSymosi kinetiniuose duomenyse. Tokiu biidu, sumaisant GMO/F127 LSKN
dispersijas su SPC liposomomis, fluorescencijos intensyvumai gesta apie 80 %
nuo pradinés vertés (zr. III. 26 a pav.). Toks staigus (labai greitas) lipidy
susimaiSymas atitinka daugiau nei 10-ies karty fluorescenciniy Zymeny skiedima
nanodalelése (zr. III. 27 pav.). Atsizvelge i tai, jog matavimai atlikti, kai
LSKN/SPC liposomy santykis lygus 1/10, galime teigti, jog per 30 minuciy GMO
turincios LSKN ir SPC liposomos visiSkai susimaiSo. PrieSingai, SPC:GDO/P80
LSKN labai ribotai sgveikauja su SPC liposomomis, beveik jokiy lipidy mainy ir
praktiskai jokio fluorofory prasiskiedimo. “Kempines” tipo (DGMO:GDO/P8&0)
LSKN parodé nedidel¢ maiSymosi elgseng su SPC, kuri atitinka dalinj masés
perneSimg ir apie 1,2 karto fluorescenciniy Zymeny atskiedima.

Siekdami jvertinti paveikty nanodalelémis liposomy membrany
pralaiduma, atlikome prieSinga FREP — savigesinancios fluorescencijos tyrima.
Siuo atveju, karboksifluoresceinas jterpiamas j vienlameliniy SPC liposomy
viding vandening faz¢. Fluorescencijos intensyvumas padidéja, kai liposomy
membrana suardoma ir KF i$¢ina i$ liposomy. Dazas pereina | monomering forma.
Ivertintas jvairiy misiniy SK nanodaleliy: GMO/F127 (80/20); SPC/GDO/P80
(40/40/20) ir DGMO/GDO/P80 (40/40/20) poveikis vienlameliniy liposomy (apie
200 nm dydzio) pralaidumui. ParuosStos atitinkamy nanodaleliy dispersijos
sumaiSomos su vienlamelinémis liposomomis santykiu 1:1 (galutiné kiekvienos i§

sudedamyjy daliy koncentracija kvarco kiuvetéje 6+10° %). Susiliejimo tarp
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nanodaleliy ir liposomy trukmé 30 min, i§ kuriy pirmas 3 min. stebimas liposomy
stabilumas laiko atzvilgiu. Tokiu buadu kontroliuojamas spontaninis
fluorescuojancio dazo iS€¢jimas 1S liposomy. Praéjus pradiniam laikui, pridedami
atitinkami nanodaleliy kiekiai. Fluorescencijos intensyvumo padidéjimas siejamas
su SPC liposomy membranos suardymu ir KF iStekéjimu (Hernandez ir kt., 2011).
Kaip ir FREP tyrimuose, didZiausiu poveikiu pasizyméjo besitesiancios kubinés
fazés GMO/F127 nanodaleliy dispersijos. Intensyvumo pokytis iSreikstas
procentais nuo pradinio liposomy su jterptu KF intensyvumo, prilygintam pradinei
100 % reikSmei. Méginiai atskiesti atitinkamai pagal fluorimetro darbing
intensyvumy skale. Taigi, paveikus liposomy su jterptu KF dispersija GMO/F127
nanodaleliy dispersijg, fluorescencijos intensyvumas padidéja apie 140 % nuo
pradinés vertés. Atkreiptinas démesys, kad DGMO/GDO/P80 ir SPC/GDO/P80
pasiZzymejo labai artimu fluorescencijos procentiniu intensyvumy padidéjimu,
atitinkamai, 3 ir 0-1 %. Taip pat kiekybiskai jvertinta liposomy ir nanodaleliy
susiliejimo efektyvumas. Maksimalus (100 %) KF is¢jimas pasicktas, sumaiSius
SPC liposomas su 10 ul 5 % Triton X-100 tirpalo. Sumaisius SPC liposomas su
GMO/F127 (80/20) nanodalelémis vidutinis fluorescencijos intensyvumas sieké
65 proc. nuo maksimalios reikSmés, o DGMO/GDO/P80 (40/40/20) ir
SPC/GDO/P80 (40/40/20), atitinkamai, 3,8 % ir 1,85 %.

2.5. Sgveikos su eritrocitais

Sioje disertacijos dalyje daugiausia démesio skiriama skirtingy lipido ir
polimero misiniy LSKN hemoliziniam poveikiui. Siekdami nustatyti hemolizinj
poveikj, buvo atlikti LSKN sgveiky su Svieziu nemodifikuotu ziurkiy krauju in
vitro tyrimai. Matavimai atlikti su kubinés fazés GMO/F127 ir GMO/PS0,
skirtingy lipidy ir polimero svorio santykiy (90/10, 85/15, 80/20, 75/25, ir 70/30),
nanodaleliy dispersijomis. Kaip parodyta Ill. 5 lenteléje, nepaisant skirtingy
stabilizuojancio polimero daliy, visy GMO/F127 nanodaleliy hemolizé buvo

masyvi ir sieké 117-137 %, lyginant su santykine pozityvia kontrole. F127
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pakeitimas (20 %, lyginant su GMO dalimi) kitu skaidymo agentu, P80 (20 %,
lyginant su GMO dalimi), baigiasi panaSiu rezultatu (136 % hemolizés),
parodoma, jog skaidymo agento prigimtis nedaro jtakos hemolizés aktyvumui
GMO turiniose dispersijose. Taip pat heksagoniniy ir ,kempinés“ tipo
DGMO/GDO, stabilizuoty su F127 (10 %) ir P80 (7,5, 15, 20, ir 30 %, atsizvelgus
1 bendra lipidy miSinio dalj), turin¢iy LSKN saveikos su eritrocitais rezultatai
pateikti Ill1. 5 lentelé¢je. Nepaisant skirtingy struktiiriniy organizacijy ir
stabilizuojancio/skaidymo agento prigimties ir jo koncentracijos, Visos
DGMO/GDO-turincios dispersijos pasizyméjo labai panaSiu ir ganétinai mazu
hemolizés aktyvumo laipsniu, siekianc¢iu 1-2 %. SPC:GDO/P80 misiniai formuoja
stabilias ir struktiiriSkai gerai apibréztas nelamelinés LSKN dispersijas
vandeningje terpéje, taip pat tinka intraveniniam perneSimui (Johnsson ir kt.,
2006, a; Cervin ir kt., 2009). Paruostos bei istirtos dispersijos, stabilizuotos su
vienoda P80 dalimi, bet su skirtingais SPC:GDO svorio santykiais (70:30, 60:40,
50:50, 40:60, 30:70, 20:80, ir 10:90) (zr. Ill. 5 lentelg). Nei vienoje i§ dispersijy
nevyksta saveika su eritrocitais, lyginant su teigiama kontrole.

Taip pat istirtas abiejy stabilizuojanc¢io polimero (F127) ir pavirSiaus
aktyviosios medziagos (P80) tirpaly hemolizés poveikis duomeny apie skirtingas
LSKN papildymui. 1 % P80 ir 1 % F127 miceliniy tirpaly hemolizé, atitinkamai, 7
% 1ir 0 %. Tokiu budu pats P80, iStirpintas vandeninéje aplinkoje, kaip apraSyta ir
literatiiroje (Miwa ir kt., 1998), pasizymi vidutiniu hemoliziniu aktyvumu, o
Pluronic F127 pasirodo yra inertiSkas hemolizei. Atkreiptinas démesys, jog P80
sudar¢ 20 % nuo bendros lipidy koncentracijos SPC/GDO/P80 LSKN dispersijose
(Zr. Il1. 5 lentele) ir tai, kad 5 % LSKN dispersijy (sumaiSyta santykiu 1/1 pagal
turj su ziurkés krauju), panaudoty hemolizés matavimams, atitinka galuting 1 %
P80 koncentracija. Tokiu biidu sumaisSytas P80 su SPC/GDO, neveikia hemolizés,
pvz., P80 aktyvumas zenkliai mazesnis miSinyje, negu lyginant su gryno P80
vandeniniu tirpalu. PanaSus poveikis ir DGMO:GDO/P80 LSKN dispersijy.

Apskritai, sgveiky su eritrocitais rezultatai aiSkiai nurodo, kad skirtingy
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nelameliniy LSKN dispersijy hemolizés poveikis daugiausiai nulemiamas lipido
molekuliy prigimties ir biidingo lipidy miSinio, bet ne stabilizuojancio polimero
(F127) ar pavirsiaus aktyviosios medziagos (P80).

I11. 5 lentelé. Skirtingy lipidy miSiniy LSKN sumaiSyty su ziurkiy krauju bei
vandeniniy F127 ir P80 tirpaly in vitro hemolizés rezultatai ir daleliy dydziy
duomenys

Lipidy tarpusavio svorio santykiai Pg)l/:)mnﬁl(‘)as Daleliy dydzio Hez;oo)l 1z
(%) . pasiskirstymas
lipidy) (n>3)
SPC/ Vi-
GMO Dgg"g / éi% GDO/ | P80 | F127 | d(nm) | Pdl | dur- | SD
GMO kis
100 10 196 0,11 120 14
100 15 199 0,17 114 10
100 20 204 0,17 116 3,4
100 25 206 0,23 114 22
100 30 186 0,26 114 32
100 20 339 0,22 122 16
50/50 10 154 0,14 1,6 0,2
50/50 7,5 141 0,14 1,3 0,2
50/50 15 130 0,16 1,7 0,6
50/50 20 138 0,21 1,7 0,2
50/50 30 153 0,23 1,6 0,2
70/30 20 160 0,17 0,0 0,0
60/40 20 148 0,18 0,1 0,1
50/50 20 125 0,20 0,0 0,1
40/60 20 116 0,20 0,2 0,1
30/70 20 102 0,24 0,4 0,2
20/80 20 105 0,22 0,3 0,2
10/90 20 116 0,20 0,3 0,2
40/30/30 | 20 146 0,17 4,2 2,1
40/24/36 | 20 141 0,21 4,3 2,1
40/18/42 | 20 152 0,13 49 2,3
40/12/48 | 20 191 0,17 6,2 2,6
40/6/54 20 236 0,24 11 3,3
40/0/60 20 226 0,26 18 5,7
100 11,3 0,11 6,6 14
100 24,4 0,27 0,0 0,0
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Apskritai paémus, salyginai geras sarySis tarp in vitro skirtingy LSKN
sgveiky su raudonais kraujo kiineliais sglygoty efekty ir jy maiSymosi elgsenos su
SPC liposomomis. Kaip parodyta, GMO-turin¢ios LSKN demonstruoja masyvig
hemolize, sumaiSant su Svieziu ziurkiy krauju. Atitinkamai greitas ir beveik
visiSkas  lipidy susimaiSymas su SPC liposomomis stebétas FREP
eksperimentuose. SPC/GDO/P80 dispersijos, kita vertus, nechemolizinés ir FREP

matavimuose beveik nepasizyméjo lipidy susiliejimu su fosfolipidy liposomomis.

2.6. Glicerolio monooleato koncentracijos jtaka

1. 28 paveiksle  pateikiami  keturiy  sudedamyjy  daliy
SPC/GDO/GMO/P80 LSKN susiliejimo su liposomomis FREP kinetiniai
duomenys. Auksciau pateikti duomenys (zr. IIl. 26 a pav.) aiskiai parodo, kad
GMO gali biiti apibidinamas kaip labai ,,skatinantis susiliejima®, atsizvelgus |
lipidy susiliejimg su SPC liposomomis. I§ tikryjy, palaipsniui kei¢iant GDO |
GMO, gauname lipidy maiSymosi augimg, pasireiSkiantj fluorescencijos
intensyvumo kritimu (zr. III. 28 a pav.). Tuomet, kai GDO visiskai pakeité¢ GMO,
vyko vidutinis susiliejimas tarp dispersijy su SPC liposomomis, fluorescencijos
intensyvumas gesta iki 30 % nuo pradinés vertés.

Gana jdomiis hemolizés rezultatai gauti lipidy SPC/GDO/GMO miSiniui
(zr. I11. 5 lentele ir 111, 29 pav.). Hemolizés aktyvumas tolygiai didéja nuo 0,2 %
(GDO/GMO svorio santykis 100/0) iki 18 %, kai GDO, kuris yra LSKN
dispersijose, visiskai pakeistas | GMO (GDO/GMO svorio santykis 0/100). Tokia
SPC/GDO/P80 LSKN dispersijy elgsena de¢l labai hemoliz¢je aktyvaus GMO,
parodé, jog SPC/GDO/P80 turincios dispersijos gali apimti didelius
monogliceridy (arba GMO) ,priemaiSy“ kiekius ir vis dar pasiZyméti Zemu
hemoliziniu aktyvumu.

Idomu, jog GMO ryskus poveikis abiem, ir lipidy susiliejimui ir hemolizei.
GMO kritiné agregacijos koncentracija (kak) ar kritiné miceliy koncentracija

(kmk) apytikri 4%10° M skaitinei reik§mei (Ho ir Storch, 2001) ir, lyginant su SPC

121



11 skyrius. Rezultatai ir jy aptarimas

ir GDO, kuriy apskaiGiuotos kak (arba kmk) reikimés nuo 10° iki 10%° M
(Tanford, 1991), GMO turi aukS$tesnj monomero aktyvumg. Pridéjus GMO |
SPC/GDO, hemolizé ir lipidy maiSymasis Zenkliai mazéja, lyginant su grynu
GMO miSiniu, bet auga tolygiai, did¢jant GMO frakcijai lipidy miSinyje (zr. Il.
28 air 1. 29 pav.).
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I11. 28 pav. FREP fluorescencijos gesimas ir priklausomybé nuo GMO koncentracijos
Pateikta: (a) FREP fluorescencijos intensyvumas gesta dél SPC daugiasluoksniy liposomy
maiSymosi su fluoroforais (NBD-PE ir DHPE) zymétomis SPC/GDO/GMO/P80 LSKN. Lipidy
SPC/GDO/GMO misiniy svorio santykiai: 40/45/15 (1), 40/60/0 (2), 40/30/30 (3), 40/18/42 (4),
ir 40/0/60 (5). (b) FREP fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo GMO koncentracijos
SPC/GDO/GMO/P80 LSKN (koncentracija iSreiksta kaip % dalis nuo bendros misinio masés) po
30 min. maiSymosi su SPC daugiasluoksnémis liposomomis. Suzadinimo bangos ilgis 463 nm ir
emisijos intensyvumas uzra$ytas 580 nm bangos ilgyje.
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Hemolizé / %

0

SPC/GDO/GMO / %

I11. 29 pav. LSKN dispersijy indukuota Ziurkiy kraujo hemolizé
Lipidy SPC/GDO/GMO/P80 LSKN dispersijos su skirtingais lipidy SPC/GDO/GMO svorio
santykiais (40/60/0, 40/30/30, 40/24/36, 40/18/42, 40/12/48, 40/6/54 ir 40/0/60). P80 sudaro 20
% nuo bendros miSinio dalies (taip pat Zr. ll1. 5 lentele).

Sie poveikiai gali biti paaiskinami GMO monomero aktyvumo mazé&jimu
misinyje. Darant prielaidg, jog maiSymasis idealus, galima apytikriai apskaiciuoti
kak (kmk) lipidy miSiniams pateiktiems [ll. 5 lentelé¢je. Pavyzdziui,
SPC/GMO/P80 32/48/20 % misinio, atitinkamos SPC, GMO ir P80 kak (ar kmk)
skaitinés reik§mes 10° M, 4x10° M ir 6+10° M (Thorsteinsson ir kt., 2005), ir
panaudojus lygtj (IT1.3) (kai «; ir kmk; tai, atitinkamai, i-tojo komponento moliné

dalis ir kmk), misrus kmk apytikriai lygus 510" M reiksmei.
=Zi( i ) (111.3)

kmk;

1

kmkmigrus
ApskaiCiuotas miSrus kmk nanomoliy ribose, nurodo, jog visuose C¢ia

panaudotose eksperimentinése salygose bus lipidy agregatai/dalelés, lygtis (I11.4)

tinka GMO monomero koncentracijai jvertinti, darant prielaida, jog maiSymasis

idealus:

Cemo” " = Xemokmkepo, (111.4)

kai, Xgmo ir kKmKgwo, atitinkamai, molinés GMO frakcijos lipidy miSinyje ir kmk

gryno GMO. PagrindZziant ankstesnés prielaidas, monomero GMO koncentracija,
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atitinkamuose lipidy miSinivose hemolizés ir lipidy maiSymosi (FREP)

eksperimetuose, apskaiciuota, o tyrimo rezultatai apibendrinti I111. 30 paveiksle.

160
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120 ¢
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GMO monomero koncentracija / pM

I11. 30 pav. Hemolizés (apskritimai) ir lipidy maisymosi (fluorescencijos intensyvumo
mazéjimo israiska) (kvadratai) priklausomybés nuo apskaiciuotos GMO monomero
koncentracijos misriose SPC/GDO/GMO/P80 misiniuose
Nulinés GMO koncentracijos reik§més atitinka SPC/GDO/P80 LSKN, o didesnés hemolizés
skaitinés reik§més paimtos i§ GMO/P80 (80/20) LSKN ir didZiausia lipidy maiSymosi ar

intensyvumo mazgjimo reikSmé paimta i§ GMO/F127 (80/20) LSKN.

Pazymétina, jog hemolizés ir FREP matavimai atlikti i§ esmés skirtingomis
galutinémis lipidy (LSKN) koncentracijomis, pvz., po sumai§ymo su ziurkiy
krauju galutiné bendra lipidy (LSKN) koncentracija sieké 2,5 % (arba 25 mg/ml),
0, atliekant FREP matavimus, bendra lipidy (LSKN) koncentracija sieké 0,003 %
(arba 30 pg/ml). 18 1. 30 paveikslo matome, jog, nepaisant beveik 3 eiliy
skirtumo galutinése lipidy (LSKN) koncentracijose, hemolizés ir lipidy maiSymosi
tendencijos tokios pacios. Abiejuose atvejuose stebima “poveikio pradzia”, kai
apskai¢iuota GMO monomero koncentracija siekia apie 2-3 pM. Taigi, §i GMO
monomero koncentracija palengvina sgveikg su ziurkiy raudonais kraujo ktineliais
ir SPC daugiasluoksnémis liposomomis grei¢iau nei tiesioginés dalelé—dalelé

sgveikos (arba susiliejimai).
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I11. 31 pav. FREP fluorescencijos intensyvumo kritimas
FREP fluorescencijos intensyvumo kritimas dél SPC (1) ir SPC/PEG-lipidas (84/16) (2)
vienlameliniy liposomy maiSymosi su fluorescenciném zymém (NBD-PE ir DHPE) Zymétais
GMO/F127 (90/10). Suzadinimo bangos ilgis 463 nm ir emisijos intensyvumas uzrasytas 580 nm
bangos ilgyje.

Siekiant patvirtinti, jog saveika su lipidy membranomis varoma GMO
monomero, GMO/F127 (svorio santykis 90/10) LSKN sumaisytos su gryno SPC
arba SPC/PEG-lipidy, turin¢io 16 % (arba atitinkamai 5 mol%) PEG-lipido
(DOPE-PEG(2000)), viensluoksnémis liposomomis. Tikétasi, jog PEG-lipidy
buvimas lipidin¢je membranoje veiksmingai sumazins dalelé—dalel¢ sgveikas per
erdvine stabilizacija (Kenworthy ir kt., 1995; Ceh ir kt., 1997; Johnsson ir
Edwards, 2003). Lipidy maiSymosi kinetika turéty pakisti, jeigu saveikos
vedamagja jéga yra daleliy susiliejimas labiau negu monomery mainai. 111. 31
paveiksle parodyta, jog lipidy maiSymosi kinetikos i§ esmés vienodos gryno SPC
ir SPC/PEG-lipidy liposomoms, tokiu budu vél parodyta, kad svarbiausias
veiksnys — GMO monomero mainai.

Idomu tai, kad nesotis monogliceridai tokie, kaip GMO pasizyméjo aukstu

prieSvirusiniu aktyvumu prie§ apgaubtus virusus (Sands ir kt., 1979), o sotis

125



11 skyrius. Rezultatai ir jy aptarimas

papildiniai yra neaktyvis. Reikia 1 uM GMO koncentracijos 50 % herpes simplex
virus (HSV-2) inaktyvavimui. Zemiau 4 pM kmkgmo, vél parodoma monomero
koncentracijos svarba membranos ,,aktyvumui‘. Sands ir kt. tyrime, parodyta, jog
maisant GMO (ar monooleing) su GDO (dioleinu) ar PC, GMO sukelta dviejy tipy
bakteriofagy inaktyvacija i§ esmés nuslopinama, taip abudu GDO ir PC susilpnina
GMO priesvirusinj aktyvumg ir sumazina GMO monomero aktyvumg miSriame
miSinyje. Taip pat pazymétina, jog bendra monoaciliniy gliceroliy (MAG)
(nezinoma frakcija — tai nesotis MAG turintys GMO) dalis Zzmogaus plazmoje
sudaro < 1 % nuo bendros acilgliceroliy (MAG, diaciliniai gliceroliai (DAG) ir
triaciliniai gliceroliai (TAG)) dalies. MAG dalis plazmoje siekia 2-5 uM eile
(Fielding ir kt., 1993). Taigi, bendra MAG ir dél to GMO (ir kity nesociyjy MAG)
koncentracija plazmoje natiiraliai palaikoma santykinai maza ir tai fiziologiskai
svarbu, turint omeny aukStg glicerolio monooleato veiklg destabilizuojant
membranas.

Tampa aisku, kad atitinkamy lipidy ar pavirSiaus aktyviosios medziagos
tirpalo monomero koncentracija svarbi hemoliziniam aktyvumui. Taciau
akivaizdu, jog tai vienintelis veiksnys, pvz., GMO ir P80 turi mazdaug ta patj kmk,
bet sukelia skirtingg hemolizés poveikj. Kitas svarbus veiksnys, ypac
lipidy/pavirsiaus aktyviosios medziagos jterpimui j lgsteliy membrang, — tai
struktiirinis poveikis. Pvz., GMO ir P80, vienas suformuoja kubing, 0 Kitas
,hormaliy” miceliy faze. Aisku, kubing faze formuojantis GMO turi labiau
iSreikstg destabilizuojantj poveikj membranoms, — tai gali bati susij¢ su
potencialiy faziy atskyrimu Iastelés membranoje, atsiranda pory struktiiros ir,
todél gaunamas lgsteliy turinio nuotékis. Sis pory susidarymo tipas taip pat gali
atsirasti normaliy pavirSiaus aktyviyjy medziagy/membranos lipidy miSinyje
(Edwards ir Almgren, 1992). Taciau, priklausomai nuo pavirSiaus aktyviosios
medziagos molekulinés prigimties, dazniausiai neatsiranda labai pralaidziy lipidy
membrany iki santykinai aukStos aktyviosios pavirSiaus medziagos frakcijos,

esant lipidy dvisluoksniui. Taigi, cheminis aktyvumas, lipido ar pavirSiaus
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aktyviosios medziagos vietinis poveikis lgstelés membranos struktiirinéms
savybéms pasirodo daro jtaka hemoliziniam aktyvumui ir vaisty perne$imo

pritaikymui.

2.7. Saveiky su skirtingais lasteliy membranu modeliais
apibendrinimas

Lipidy skystakristaliy faziy nanodalelés tinka intraveniniam vaisty
perneimui. Siame darbe nebuvo nagrinétas nesiklio patekimo j organizma
aspektas ir tik modeliuojami atitinkamy sgveiky scenarijai. Parodyta, jog saveika
salycCio riboje tarp LSKN ir pavirSiaus gali biiti tinkamai kontroliuojama tiesiog
kei¢iant LSKN sudétj, t.y. lipidy SPC/GDO tarpusavio santykj ir P80 dalj. Tokiu
biidu daleliy misiniai gali buti pritaikomi kaip pavirSiy dangalai ar sustiprintai
vaisty pernaSai. Taip pat iStirta LSKN adsorbcija ant skirtingy savybiy pavirsiy.
PavirSiaus chemija ir tirpiklis veikia daleliy adsorbcijg. Ant hidrofobinio silicio
pavirSiaus dél stiprios hidrofobinés sgveikos nanodalelés suyra ir formuojamas
lipidy monosluoksnis. Ant hidrofilinio silicio pavirSiaus drusky tirpale ar zemame
Jo pH formuojamas storesnis daugiasluoksnis. Ant katijoninio silicio pavirsiaus
elektrostating trauka tarp neigiamai jkrauty daleliy ir teigiamai jkrauto pavirSiaus
lémé nepazeisty daleliy adsorbcija.

Taip pat disperguoty lipidy SPC/GDO miSiniy skystakristaliy faziy
nanodalelés dalinai maiSosi su SPC modelinémis membranomis ir nepasizymi
hemoliziniu poveikiu. Pastaroji savybé biitina intraveninio patekimo vaisty
nesikliams. Abiejy nepriklausomy tyrimy rezultatai tarpusavyje koreliuoja. Taigi,
FREP metodas tinka lipidy miSiniy tinkamy parenteriniam vaisty perneSimui,

konkreciai intraveniniam patekimui, atrankai.
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ISVADOS

1. Sojos fosfatidilcholino (SPC) ir glicerolio dioleato (GDO) miSiniai vandens
pertekliuje, didéjant GDO daliai ir 25 °C temperatiiroje, patiria tokius fazinius virsmus:
lameliné - atvirkStiné 2D heksagoniné —> atvirksStiniy miceliy Fd3m kubiné -
atvirkstiniy miceliy P6z/mmc heksagoniné = nenustatytos struktiiros = Fd3m -

atvirkStiniy miceliy tirpalas.

2. Lipidy SPC/GDO miSiniy atvirkstiniy skystakristaliy faziy peréjimas i

netvarkingg struktiirg vyksta, didéjant GDO daliai, Zemesnése temperatiirose.

3. Fluoresceino 15¢jimo 1§ lipidy SPC/GDO miSiniy skystojo kristalo monolito
minimumas 37 °C temperatiiroje Stebimas, kai formuojamas atvirkstiniy miceliy Fd3m

kubinés ir P6s/mmc heksagoninés faziy misinys.

4. Adsorbavusios disperguoty lipidy SPC/GDO miSiniy skystakristalés
nanodalelés ant hidrofobinio ir hidrofilinio silicio pavirSiy atitinkamai formuoja
monosluoksnj] ir daugiasluoksnj. O ant katijoninio silicio pavirSiaus nanodalelés

adsorbuojasi nepaZzeistos.

5. Disperguoty monogliceridy ir digliceridy miSiniy nanodalelés pasizymi
stipriu susiliejimu su fosfolipidy liposomomis ir hemoliziniu poveikiu. O, lyginant su
siomis dispersijomis, disperguoty lipidy SPC/GDO miSiniy nanodalelés nepasizymi

Siomis savybémis.

6. Nustatyta, jog disperguoty lipidy SPC/GDO ir glicerolio monooleato
miSiniy nanodaleliy susiliejimo stipris su fosfolipidy liposomomis ir hemolizinis poveikis

nekinta, kai glicerolio monooleato koncentracija misinyje mazesné nei 30 %.
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