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POVZETEK

V zadnjih desetletjih je velik napredek v medicini povzroc€ila uporaba nanotehnologije. V svoiji
raziskovalni nalogi sem se ukvarjala z magnetnimi nanodelci, ki se v medicini lahko uporabljajo
na razliénih podro¢jih (kontrastna sredstva za slikanje z magnetno resonanco, za magnetno
hipertermijo ...). Pripravili smo jih na nacin, da bi se lahko uporabljali kot dostavni sistem za
zdravila. Najprej smo sintetizirali magnetne nanodelce z velikostjo pod 25 nm, da smo dosegli
superparamagnetizem. Samih magnetnih nanodelcev v telo ne moremo vstaviti, saj bi jih telo
prepoznalo kot tujek. ZaCela bi se proizvajati protitelesa, telo bi jih zavrnilo. Pomembno je, da
so ti biokompatibilni, kar smo dosegli, da smo magnetne nanodelce prevlekli z eritrocitnimi
membranami, torej s komponento telesu lastnih celic. Eritrocitne membrane smo dobili, da
smo iz eritrocitov izlo€ili hemoglobin, izolirali le celitne membrane, iz katerih smo nato s
pomocjo ekstruderja pripravili nanodelce, velike do 200 nm. V te eritrocithe membrane smo
enkapsulirali magnetne nanodelce. Ali se ti zares obdrZijo na mestu, izpostavljenemu
zunanjem magnetnem polju, pa smo preverili s preto¢nim eksperimentom. Opazovali smo

padanje absorpcije, ki je dokazal potrditev zastavljenih hipotez.

Kljuéne besede: magnetni nanodelci, sinteza, liposomi, eritrocite, superparamagnetizem,

absorpcija
ABSTRACT

In recent decades, great progress in medicine has been caused by the use of nanotechnology.
In my research project, | dealt with magnetic nanopatrticles, which can be used in medicine in
various fields (contrast agents for magnetic resonance imaging, for magnetic hyperthermia...).
We prepared them in such a way that they could be used as a drug delivery system. First, we
synthesized magnetic nanoparticles with a size below 25 nm to achieve superparamagnetism.
Magnetic nanoparticles themselves cannot be inserted into the body, as the body would
recognize them as foreign. Antibodies would start to be produced, the body would reject them.
It is important that these are biocompatible, which we achieved by coating the magnetic
nanoparticles with erythrocyte membranes, i.e. with a component of the body's own cells.
Erythrocyte membranes were obtained by extracting hemoglobin from erythrocytes, isolating
only the cell membranes, from which we then prepared nanopatrticles up to 200 nm in size with
the help of an extruder. Magnetic nanoparticles were encapsulated in these erythrocyte
membranes. Whether these really remain in a place exposed to an external magnetic field, we
checked with a flow experiment. We observed a decrease in absorption, which proved the

confirmation of the set hypotheses.

Key  words: magnetic nanopatrticles, synthesis, liposomes, erythrocytes,

superparamagnetism, absorption



1 uUvOD
Predpona 'nano' izvira iz gri€ine, je izpeljanka besede »Nanos«, kar pomeni 'Skrat' in se
originalno nanasa na 107 redukcijo velikosti ali ¢asa, kar je v dolzinskih enotah tisockrat
manjSe od mikrona (priblizna debelina CloveSkega lasu). Nanodelci so torej tisti, ki vsaj v eni
dimenziji ustrezajo velikosti nanodimenzije. Formalno so to skupki 10-10° atomov s
povpre¢nim radiiem med 1-100 nm. Tista kljuéna lastnost, ki nanotehnologijo tako moéno
razlikuje od ostalih ved, je dejstvo, da se z zmanjSanjem velikosti materiala pod 100 nm

zacnejo dogaijati bistvene spremembe. [1]

teh nudijo Stevilne aplikativne moznosti. Magnetni nanodelci na osnovi Zelezovega oksida se
Ze uporabljajo v medicini za veC stvari: kot kontrastna sredstva za slikanje z magnetno
resonanco, za magnetno hipertermijo; ker se pod vplivom oscilirajoéega magnetnega polja
segrejejo in posledi¢no lahko tako segrejemo tumor; za foto-termi€no terapijo; kjer se segrejejo

zaradi obsevanja z laserjem, ne zaradi magnetnega polja ipd.

Njihove magnetne lastnosti lahko uporabimo tudi za vodeno dostavo za razlicne u€inkovine.
Tako smo v nasi raziskovalni nalogi Zeleli preveriti, ali lahko te manipuliramo z zunanjim
magnetnim poljem. Kar bi pomenilo, da po izpostavitvi magnetnemu polju nanodelce kopi¢imo
in zadrzimo na tarénem mestu, kar omogoca ciljno dostavo nanje vezanih ucinkovin. Vendar
sta njihova uporabnost in ucinkovitost odvisni od velikosti delcev, ki definira magnetne
lastnosti. Za medicinske aplikacije je pomembna njihova velikost, ki ne sme presegati 25 nm.
Vedji delci so feromagnetni, kar pomeni, da so trajno namagneteni, kar bi v telesu povzrocilo
tvorbo velikih skupkov. Delci z velikostjo pod 25 nm namrec€ izkazujejo superparamagnetne
lastnosti, kar pomeni, da se obnasajo kot magnetni material le v prisotnosti magnetnega polja.
Ko le tega odstranimo, niso ve¢ magnetni. Prav tako jih je potrebno za zagotavljaje

biokompatibilnosti in stabilnosti prevleci z netoksi¢nimi previekami.

Namen raziskovalne naloge je bil uporabiti magnetne nanodelce kot nosilce za zdravila, pri

¢emer ti ne bi izvali imunskega izziva.
Tako smo si postavili dve hipotezi:

HIPOTEZA 1: Priprava biokompatibilnih magnetnih nanodelcev, ki ne bi izvali imunskega
odziva, zato uporabimo telesu lastne celice — membrane rdecih krvnih celic oz. eritrocitov.
Predpostavimo, da lahko majhne magnetne nanodelce (5 nm) enkapsuliramo v te membrane,
ki morajo biti ustrezne velikosti (100—200 nm). Eritrociti so 7-8 ym, zato moramo pripraviti

manjSe z esktruzijo.



HIPOTEZA 2: Magnetne nanodelce lahko zadrzimo na Zelenem mestu med cirkuliranjem z

uporabo zunanjega magnetnega polja (magneta).

Hipoteze smo ovrgli oz. potrdili z eksperimentom, ki smo ga izvajali na Institutu Jozefa Stefana
v Casu poletnih pocitnic 2023, saj je izvedba samega eksperimentalnega dela dolgotrajna in

zahtevna, tako v samem srednjeSolskem laboratoriju ta ne bi bila izvedijiva.



2 TEORETICNI DEL
2.1 MAGNETIZEM

Ko snov postavimo v magnetno polje, se zaradi reorientacije magnetnih momentov pojavi

magnetizacija M. [2]

Magnetizacija predstavlja gostoto magnetnega momenta in je za paramagnetne snovi

sorazmerna z jakostjo zunanjega magnetnega polja. Za Sibka magnetna polja velja
M = yH,

sorazmernostni koeficient imenujemo magnetna susceptibilnost y (je sorazmernostni

koeficient med magnetizacijo in gostoto zunanjega magnetnega polja). [2,3]
Glede na vrednost magnetne susceptibilnosti delimo magnetne nanodelce na:

- diamagnetne,

- paramagnetne,

- feromagnetne,

- superparamagnetne,
- antiferomagnetne in

- ferimagnetne.

Paramagnetne (vrednost susceptibilnosti je reda 10°), superparamagnetne ter diamagnetne
(negativna susceptibilnost reda 10°) snovi so magnetne le ob prisotnosti zunanjega
magnetnega polja. Snovi, ki so magnetne tudi ob odsotnosti zunanjega polja, so feromagneti,
antiferomagneti in ferimagneti. Lastna magnetizacija feromagneta je posledica interakcije med
magnetnimi momenti znotraj snovi. Pomembna lastnost feromagnetov (kakor tudi
ferimagnetov) je pojav magnetne histereze pri merjenju magnetizacije kot funkcije zunanjega
magnetnega polja. Sirina magnetne histereze se mo&no zmanj$a ali pa povsem izgine, &e
velikost delcev zmanjSamo v podrocje nanometrov (takrat delec postane monodomenski).

Takrat govorimo o superparamagnetnih nanodelcih. [4]



2.2 SUPERPARAMAGNETIZEM IN MAGNETNI NANODLECI

Feromagnetne snovi so sestavljene iz magnetnih domen. Z manjSanjem teh domen se energija
domenskih sten povecuje in bi bila za premajhne delce prevelika. Takrat postane delec
monodomenski. Za magnetit (Fes04) se prehod v monodomensko stanje zgodi pri delcih
man;jsih od 40 nm. Ce velikost delca $e zmanjSujemo (do velikosti nekaj 10 nm), preidemo v

obmocdje superparamagnetizma.

Superparamagnetizem je oblika magnetizma, znacilna za dovolj majhne feromagnetne (kot
tudi ferimagnetne) nanodelce. Ti delci so monodomenski, torej se obnasajo kot en sam velik
magnetni dipolni moment, torej kot da ima delec velik efektivni spin S. Tipi¢ne velikosti

nanodelcev se gibljejo med 10 nm in 50 nm. [2]

Za Zelezo-oksidne nanodelce (IO-NP), velikosti manjSe od 25 nm, je znacilno, da so
superparamagnetni, ker domene ne morejo obdrzati konstantne magnetizacije brez prisotnosti
magnetnega polja in fluktuirajo, kar pomeni, da vsak spin kaZe v svojo smer in magnetni u€inek
se izni€i, ko ni magnetnega polja. Ko pa izpostavimo superparamagnetne delce magnetnemu

polju, se vsi spini obrnejo v smeri magnetnega polja.

Ce primerjamo magnetizacijo paramagnetnih, superparamagnetnih in feromagnetnih snovi,

dobimo graf, ki ga prikazuje slika 1.

Magnetinizacija

Nasi¢enje

Magnetno polje

Feromagnetizem
Paramagnetizem

Superparamagnetizem

Slika 1: Magnetizem nanodelcev (Irsi¢, 2023)



Pri odsotnosti magnetnega polja je torej izmerjena magnetizacija superparamagnetnih
nanodelcev (NP) enaka ni¢. Ce povedujemo magnetno polje v eno smer, se tudi spini delcev

obracajo v isto smer, dokler ne pride do nasienja, da so vsi spini obrnjeni v isto smer.

Edino pri feromagnetnem in ferimagnetnem materialu opazimo histerezo (slika 1), ki nakazuje,
da imajo delci dolo€eno magnetizacijo tudi ob odsotnosti magnetnega polja. Zato je pri razlagi
magnetnega ucinka zelo pomembna velikost delcev, saj bi potencialni superparamagnetni |O-

NP pri vedji velikosti od 25 nm presli v feromagnetne delce.

Paramagnetnih in superparamagnetnih snovi ne moremo opisati s histerezo, lahko pa jih
opiSemo z Langevinovo funkcijo, kjer je saturacijska magnetizacija za superparamagnetne
delce viSja kot za paramagnetne delce, saj so superparamagnetni delci feromagnetni NP z

zelo velikim magnetnim momentom. [4]

2.3 ENKAPSULACIJA SINTETIZIRANIH Fe304 NANODELCEV

Biokompatibilnost je sposobnost pravilnega odziva materiala v odnosu do gostitelja (pacienta)
[5]. Za zagotavljanje te in dovolj dolgega €asa cirkulacije v krvnem obtoku je potrebno na
magnetne NP nanesti ustrezno prevleko, ki povecajo njihovo stabilnost, biokompatibilnost ter
preprec€ujejo aglomeracijo nanodelcev. Primarna vloga enkapsulacijskih sredstev je za$cita
terapevtskega ali diagnosti¢nega sredstva pred prepoznavo imunskega sistema in zascita ne-
tarénih organov ali tkiv, pred citotoksi¢nimi aktivnostmi zdravilnih sredstev, pri Cemer se

ustrezno eliminirajo stranski ucinki.

Kljub napredku na podro¢ju nanomedicine vecino sinteti¢nih nanodelcev in previek imunski
sistem prepozna kot tujek, kar vodi do njihove hitre odstranitve iz krvnega ter limfnega obtoka
in posledi€no obCutnega zmanjSanja uc€inkovitosti zdravljenja. Potencialno bi neenkapsulirane
nanodelce organizem hitro izloCil preko RES (makrofagi retikuloendotelijskega sistema) ali
mononuklearnega fagocitnega sistema, prav tako pa bi se nanje absorbirali proteini plazme ali

seruma, kar bi dramati¢no spremenilo njihovo namembnost v bioloskem sistemu. [6]

Izbor polimerov in nanomaterialov, ki bi se lahko uporabljali v biomedicinskih aplikacijah kot
potencialni nanodostavljalci kontrastnih ter zdravilnih sredstev, morajo zagotoviti stabilnost in

biokompatibilnost, z minimalnimi citotoksi¢nimi efekti. [7]

Najbolj uporabljena enkapsulacijska sredstva so sinteti¢ni polimeri (dektran, Zelatina, albumin,
kazein, PEG, polidopamin, itd.), masCobne kisline (oleinska ter stearinska kislina),
aminokisline (fenilalanin, tirozin, arginin, cistein in lizin), kovine (srebro, zlato) ter oksidi (silika
in TiO2). NajvecCkrat se uporabi PEG-ilirane snovi, ki vsebujejo PEG (polietilen gikol), saj imajo
le te najdaljSi razpolovni Cas, kadar se aplicirajo intravenozno. [8] Izbrana enkapsulacijska

sredstva pri moji raziskovalni nalogi so eritrocitne membrane, kot naravno alternativo
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sinteticnim materialom, in jih telo ne bi prepoznalo kot tujke in posledi€éno bi povzro€ali manj

stranskih ucinkov kot PEG-ilirani liposomi.

2.3.1 ERITROCITNE MEMBRANE

Eritrociti oziroma rdece krvne celice predstavljajo glavno celiéno komponento krvi. [11] So
produkt diferenciacijskega procesa, kjer v kostnem mozgu hematopoetske mati¢ne celice pod
vplivom citokinov (eritropoetina) preko JAK/Stat signalne poti diferencirajo v nuklearne

eritrocite, ki do konca dozorijo v krvnem obtoku.

oH
‘

) (@) (onse O
/

Holesterol

" ps ) LPE
( Bs) Pl

Slika 2: Sestava eritrocitov (Irsi¢, 2023)

Fosfolipidi in lipidi (35,1 %) poleg proteinov (39,5 %) predstavljajo vecinski del membrane
eritrocitov in so organizirani v dvosloj (slika 2). Fosfolipidi, ki zavzemajo 60 % lipidnih
komponent, so esencialni fosfatidilholin (PC), sfingomielin (SM) in fosfatidilserin (PS). [11] PC
in SM se nahajata na zunanji, PS pa na notranji strani fosfolipidnega dvosloja. [10] Taka
porazdelitev se imenuje trans asimetrija, kjer so fosfolipidi neenakomerno porazdeljeni po
membrani, kar ima pomembno strukturno ter funkcionalno viogo, npr. ekspozicija PS zunaniji
povrsini vodi v apoptozo celice. Poleg omenjenih fosfolipidov, fosfolipidni dvosloj sestavljajo
tudi  fosfatidilinozitol ~ (PI), PI-monofosfat, PI-4,5-bisfosfat, lipofosfatidilholin  ter
lipofosfatidiletanolamin (LPE). 30 % lipidnih komponent eritrocitne membrane predstavlja Se
holesterol, 10 % pa glikolipidi. Pri fizioloSkem pH je vecina fosfolipidov elektricno nevtralna,

kljub temu da so PS, PA ter Pl negativno nabiti.
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Eritrocite bi lahko potencialno odvzeli vsakemu pacientu posebej, iz njih izolirali membrane ter
vanje vstavili zdravila. V tej raziskovalni nalogi smo iz celih eritrocitov izlo€ili le njihove

membrane tako, da smo sprostili hemoglobin, in nato v njih enkapsulirali magnetne nanodelce.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

V teoretiCnem delu naloge smo izvedeli, kaj je magnetizem in katere vrste magnetnih
nanodelcev poznamo. Ce na hitro obnovimo teorijo, je magnetenizacija gostota magnetnega
momenta in je za paramagnetne snovi sorazmerna z jakostjo zunanjega magnetnega polja.
Na podlagi koeficienta magnetna susceptibilnosti lo¢imo oz. poznamo vec vrst magnetnih
nanodelcev. Pri opravljanju raziskovalne naloge smo stremeli k temu, da bi bili 10-NP
superparamagnetni, kar pomeni, da so magnetni le ob prisotnosti zunanjega magnetnega
polja. To bomo dosegli z njihovo nadzorovano sintezo in modifikacijo. Ce bi bili vegji od 25 nm,
bi bili namrec klasi¢ni, feromagnetni materiali, ki so po definiciji permanentno magnetizirani

materiali.

Po uspesSni sintezi smo strmeli k njihovi biokompatibilnosti. Tako smo nanodelce
enkapsulacirali z eritrociti za za$Cito terapevtskega ali diagnostiCnega sredstva pred

razgradnjo z imunskim sistemom in zasc¢ita ne-tar¢nih organov ali tkiv.

S &rpalko, cevkami, magnetom in spektrofozometrom smo vzpostavili obto¢ni sistem, kjer smo

testirali postavljeno hipotezo 2.

3.1 SINTEZA FesO4NANODELCEV

Ker je namen raziskovalne naloge sinteza in karakterizacija superparamagnetnih 10-NP za
njihovo rabo v biomedicinske namene, je pomembno, da so sintetizirani 10-NP ¢imbolj
monodisperzni, uniformni in  homogeni, zato da se doseZze njihov maksimalni
superparamagnetni ucinek. V tem delu smo uporabili metodo s termi€no dekompozicijo

prekurzorjev Zeleza.

3.1.1 PRIPOMOCKI, KEMIKALIJE IN IZVEDBA

Sinteza 10-NP oziroma nanokristalicnin magnetitov poteka preko termitne razgradnje
organokovinskih prekurzorjev Zeleza z namenom pridobitve uniformnih superparamagnetnih
IO-NP.
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Dibenzyl ether, 98+%
CH.CH,0CH,CH

dibenzil eter

1,2-heksadekandiola

Slika 3: Kemikalije za sintezo (Irsi¢, 2023)

Uporabili smo (slika 3):
e Kovinska sol:

0,71 g 2 mmol Zelezov acetil acetat (Fe(acac)s).

-
XY

>>:“.-0/,.?;\o
- ‘ 'e'
0 0 0\

\\ Q
Slika 4: Fe (acac)s (Irsi¢, 2023)

e Reducent:

2,38 g 10 mmol 1,2-heksadekandiola

NNV

OH

Slika 5: 1,2-heksadekandiola (Irsi¢, 2023)
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oleinska kislina




e Surfakant:

2 ml oleinske kisline

0\
\/V\/\/=V\/\/\) oW

Slika 6: Oleinska kislina (Irsi¢, 2023)

49

Slika 7: Dibenzil eter (Irsi¢, 2023)

e Topilo:

20 ml topila dibenzil etra
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H
% argon

povratni hladilnik

g

odvod vode

bucka

grelna Cepica
termokontroler

. davod argona
magnetno mesalo

Slika 8: Apertura za sintezo 10-NP (Ir$ic¢, 2023)

Pripravili smo bucko, ki smo jo postavili v grelni plas¢ in ga postavili na magnetno mesalo. V
njo smo odpipetirali ustrezne koli€ine spojin ter sestavili prikazano napravo na sliki 8. Prikljucili
smo termokontroler, dotok in odtok vode in argona, kateri tok je potekal po povrathnem

hladilniku. Da je magnetno meSalo sluZilo namenu, smo v samo buc¢ko vstavili magnet.

Po konc€ani sestavi celotne aperture smo vklopili pretok argona, s katerim smo onemogocili
vsak pretok kisika, ki bi lahko sproZil reakcijo. Tako je bil nas poskus s pomocjo argona
kontroliran. Po 10 min na sobni temperaturi smo priCeli s segrevanjem do 200 °C in na tej
temperaturi segrevali 1 h. Nato smo temperaturo povisali na 260 °C in segrevali Se 30 min. Ob

celotnem segrevanju smo imeli vklju€en sistem vode v povratnem hladilniku, kar preprecuje
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izparevanje reagentov med samo reakcijo. Ko je sama zmes preSla na sobno temperaturo,

smo dovod argona izkljugili.

Po ohladitvi smo dodali 20 mL etanola, ki ima vlogo protitopila, saj so bili sintetizirani 10-NP
dispergirani v heksanu in protitopilo je pomagalo pri tem, da se I0-NP posedejo. Nato smo
zmes razdelili v dve centrifugirki (slika 9) in ju s primerno otezitvijo centrifugirali pri 6500 rpm/10

min. Da smo to primerno otezili, smo vsako centrifugirko posebej stehtali.

Slika 9: Pred centrifugiranjem (pravilna sinteza) (Irsi¢, 2023)

Slika 10: Po prvem centrifugiranju (nekontrolirana temperatura) (IrSi¢, 2023)
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Ob koncu prvega centrifugiranja (slika 10) smo s pipeto odstranili odve¢no tekocino ter dodali

20 mL etanola. Sledilo je centrifugiranje pri enakih obratih in z isto Casovno dolZino kot pre;j.

S kapalko smo odpipetirali Se zadnje ostanke supernatanta, da smo dobili posusene
nanodelce.

Slika 11: Sintetizirani zelezov Slika 12: Sintetizirani Zelezov
oksidni nanodelci (pravilna oksu;im nanodelci
sinteza) (Irsi¢, 2023) (nekontrolirana temperatura)

(Irsié, 2023)

Na sliki 11 imamo prikazane posusene nanodelce, kjer je bila temperatura kontrolirana. Tudi
na sliki 12 opazimo posuSene nanodelce, kljub neuspelemu prvotnemu poskusu, kjer
termoclen ni bil postavljen v sam vzorec. Nato smo dodali 4 mL heksana, da smo vse
nanodelce, sprijete na centrifugirko, prelili v stekleni¢ko (slika 13). Vsak vzorec smo kapnili na

bakreno mrezico za TEM (presevno elektronsko mikroskopijo).

Slika 13: Sintetizirani Zelezo oksidni nanodelci v heksanu (vzorec kapnili na bakreno mrezico) (IrSi¢, 2023)
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3.2 PRIPRAVA ERITROCITNIH MEMBRAN

Potrebno je bilo pripraviti enkapsulacijsko sredstvo, da telo ne bi sprozilo imunskega odziva.

Tako smo iz ¢loveske krvi pripravili eritrocitne membrane.

3.2.1 PRIPRAVA KRVI
Za pripravo eritrocitnin membran (EMVs) smo uporabili 1 mL EloveSke krvi, Ki je bila shranjena
v zmrzovalniku na -80 °C, tako smo jo s pomogjo ultrazvoéne kopeli odtalili. Slo je za

precis&eno kri eritrocitov (70 %), last moskega krvodajalca, s skupino A+ in antigenom RHd.

V centrifugirko smo odmerili 40 mL 1xPBS (fosfatni pufer s soljo, ki pomaga obdrzati stalen pH
pufra (5 mL PBS + 40 mL vode), da pride do osmotskega Soka zaradi nizje koncentracije pufra,
pri ¢emer poCi membrana eritrocitov in hemoglobin se sprosti iz celic. Do sprostitve
hemoglobina pride le pri poSkodovanih ali mrtvih eritrocitin. Dodali smo samo kri ter za
zagotovitev omenjenega pojava to postavili za 1 min v ultrazvo¢no kopel, nato pa za priblizno
pol ure Se v hladilnik. Namre¢ RBC-ji lahko izlo€ijo hemoglobin najhitreje po pol ure pri 4 °C.
Tako je bolje pustiti stati malo ve€ €asa, kot da bi sam poskus morali ponoviti. Po hlajenju smo
centrifugirko z dano zmesjo dali centrifugirati za pol ure na najvedji hitrosti, kar je 11000 rpm.

Celoten postopek je povzet na sliki 14.

CENTRIFUGIRANJE (| |
11 000 rpm Lo
12h

Slika 14: Skica postopka priprave krvi (Irsi¢, 2023)

3.2.2 CISCENJE ERITROCITNIH MEMBRAN
Po kon&anem centrifugiranju krvne zmesi smo odstranili supernatant. Nato smo dodali 4 ml

1xPBS in ponovno zmesali. Raztopino smo razdelili v 6 majhnih epruvet, v vsako 1 mL.

Te 4 majhne epruvete smo postavili v majhno centrifugo (slika 15), za 5 min pri hitrosti 13000
rpm. Lo ili smo ponovno supernatant in dodali 0,1xPBS. Postopek centrifugiranja smo ponovili
tolikokrat, dokler nismo imeli Ciste zmesi oz. posedenih praznih eritrocitnih membran. Samo

¢iS€enje smo koncali z dodatkom 1 mL 1xPBS, da se vzorci ne posusijo.
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Dobili smo 6 vzorcev.

mala centrifuga

Slika 15: Ciscenje krvi (Irsié, 2023)

3.2.3 EKSTRUZIJA
Pomembno je bilo, da so vzorci postali homogeni, pri Eemer nam je pomagal ultrazvocni prst,
ki je te premesal. Postopek in sestava ultrazvoénega prsta, ki smo ga potopili v sam vzorec, je

prikazan na sliki 16.

Slika 16: Ultrazvocni prst (Irsic, 2023)

Pripravili smo Avanti Polar Mini Extruder (slika 17), s katerim smo zmanjSali velikost delcev
nadega vzorca, torej eritrocitnih membran. Namre€ same eritrocitne membrane so na zaetku
7—-8 mikronske, s tem zmanjSamo velikost teh veziklov na 200 nm. To smo dosegli s pomocjo

ekstruderja. Celotna naprava je sestavljena iz dveh nasprotnih si brizg in treh membran na
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sredini. Vzorci so bili ekstruzirani skozi 200 nm polikarbonatnimi membranami (Whatman
filter). Naprava je morala biti pravilno zatesnjena, saj vzorec ni smel nikjer uhajati (prislo bi do

izgube vzorca).

B. C?;:::L Filter Teflon
; Su s %
/ O:ring DDO O-ing Bearing

/| ;/.P‘\, l .

Extruder Internal Internal
Outer Membrane Polycarbonate Membrane Retainer
Casing Support Membrane Support Nut

Slika 17: Avanti Polar Mini Extruder (Zupanc, 2023)

Vzorec smo vstavili v levo brizgo in ga potisnili skozi membranski sistem 15-krat. Nato smo
vzorec vrnili nazaj v malo epruveto. Vzorci so bili ogiS€eni in pripravljeni za enkapsulacijo

magnetnih nanodelcev.

3.3 MAGNETNI NANODLECI S HCA NA POVRSINI

Same membrane smo ocistili in ekstruzirali, prvi del je bil pripravijen. Nato je sledila priprava
magnetnih nanodelcev s HCA (hidroksikofeionsko kislino), ki je potekal so€asno s pripravo

membran, saj gre za dolgo trajajo¢ postopek.

2 mL vzorca, ki smo ga pridobili s sintezo FezO4 nanodelcev (uspeSnega sintetiziranja), smo
zmeSali skupaj z 3 mL THF. THF je tetrahidrofuran, brezbarvna organska spojina z nizko
viskoznostjo, ki se meSa z vodo. Uporablja se kot vsestransko topilo, kot predhodnik polimerov.
[12]

Za THF-jem smo dodali 50 mg HCA v 5 mL THF. Vse skupaj smo preme3ali s pomocjo

ultrazvoéne kopeli za 20 min pri 50 °C.

Med Cakanjem smo sestavili aparaturo za vodno kopel nastale zmesi, sestava le te je
prikazana na sliki 18. Tako smo bucko postavili na kovinsko stojalo oz. vstavili v prizemo.

Spodniji del bu€ke smo potopili v vodo ter jo segreli na 60 °C. Vodna kopel zmesi je trajala 3 h.
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termokontroler
oz. termoélen
bucka,

potopljena

v vodi
magnetno mesalo

Slika 18: Vodna kopel (Ir$ic, 2023)

Po treh urah smo vodno kopel izklopili ter po&akali, da je zmes padla na sobno temperaturo.

Z vodno kopeljo smo omogodili odcep oleinske kisline in oleilamina (dveh surfaktantov, ki smo
ju uporabili za samo sintezo magnetnih nanodelcev) ter omogocili, da se priklju¢i voda,
posledica Cesar je, da delci niso skupaj. Pomembno je, da so delci loCeni, saj to omogodi

prehod le teh v eritrocitno membrano.

3.3.1 KONCNA PRIPRAVA MAGNETNIH NANODELCEV
Odmerili smo 200 uL 5 M NaOH (natrijev hidroksid) (slika 19) ter dodali magnetne nanodelce
pripravijene z vodno kopeljo.
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THF

NaOH

Slika 19: NaOH in THF (Irsi¢, 2023)

Celotno zmes smo prestavili v centrifugirko, vse skupaj stehtali ter centrifugo pravilno oteZili.
Centrifugiralo se je 20 min na 7000 rpm. Nato smo viSek previdno odstranili s pomocjo pipete,
saj je na$ cilj bil, da se suhi magnetni nanodelci posedejo na dno. Dodali smo 10 mL THF ter

ponovno centrifugirali pri isti hitrosti za 10 min.

Po centrifugiranju smo Se odstranili zadnji viSek in prepihali z argonom ter dobili suhe
magnetne nanodelce (slika 20).

Slika 20: Suhi magnetni nanodelci (Irsi¢, 2023)

Magnetnim nanodelcem smo dodali 1 mL destilirane vode.
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3.4 METODA MIKROEMULZACIJE MAGNETNIH NANODELCEV

Poznanih je ve€ metod za sintezo nanodelcev, a mikroemulzijska metoda ima pred ostalimi
prednost, da lahko nadziramo velikost, morfologijo, povrSinsko napetost in homogenizacijo

sintetiziranih nanodelcev.

Cis&enju krvi oz. eritrocitnih membran je sledila dokonéna priprava 10-NP. Eritrocitne
membrane smo prelili v 25 mL bucko z okroglim dnom in dodali 25 pL hidrofobnih I0-NP. Zmes
smo takoj postavili pod ultrazvoéni prst za 2,5 min, da se je tvorila mikroemulzija. Nato smo
odstranili heksan z rotavaporjem (10 min/400 mbar). Vzorce smo shranili nazaj v male

epruvete. Dobili smo 6 vzorcev, v vsaki po 1,5 mL EMVs-IONP.

3.5 KARAKTERIZACIJA ERITROCITNIH MEMBRAN Z MAGNETNIMI
NANODELCI

Analiza velikosti delcev je zelo pomembna, saj lahko z njeno pomodcjo primerjamo dimenzije
sintetiziranih 10-NP in bioloSkih sistemov. Premer najman;jSih kapilar v ¢loveSkem telesu je 4

pum, zato je pomembna velikost IO-NP, da ti pridejo do vseh ciljnih tock v telesu.

3.5.1 MERJENJE DELCEV

Hidrodinamsko velikost 10-NP delce smo izmerili s pomocjo instrumenta ZetaPALS (Zeta
Potential Analyzer), ki je avtomati¢ni instrument, zasnovan za uporabo raztopine
makromolekul, kjer so delci premera 10 nm do 30 ym. Velikost, pridoblijena na ZetaPALS,
predstavlja hidrodinamski premer, ker poleg meritve osnovnega delca zazna tudi organske

spojine na njegovi povrSini, ki prav tako sipajo svetlobo.

Za meritev je potrebno 1,5 mL vzorca, ki smo ga odpipetirali v kiveto, ki smo jo vstavili v
ZetaPALS (slika 21). Kjer je vzorca primanjkovalo, smo dodali PBS.

Slika 21: ZetaPALS (Ir$i¢, 2023)
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Meritev smo izvedli dvakrat, najprej po takojSnji makroemulzaciji magnetnih nanodelcev.

Vzorce smo postavili za priblizno pol ure v hladno okolje s 4 °C. Kasneje smo meritev ponovili.

3.6 PRESEVNA (TRANSMISIJSKA) ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA (TEM)

S TEM smo pridobili podatke o porazdelitvi in morfologiji 10-NP, o njihovi sestavi in
kritaliniCnosti. Presevni elektronski mikroskop je sestavljen iz puske, ki obstreljuje vzorec. V
njej so kolone, ki sfokusirajo elektronski snop. S pomocjo detektorja se pridobijo slike na
zaslonu. Materiali, ki so elektronsko bolj gosti (npr. zlato), bodo absorbirali vec elektronov in
bodo na sliki prikazani temnej$e, kot npr. organske snovi, ki absorbirajo manj elektronov.

Rezultat TEM so 2D slike iz 3D predmeta, ki ga mikroskopiramo.

Vzorce za TEM je potrebno predhodno posusiti in jih opazovati v vakuumu, pri éemer lahko
pride do razpada organskih spojin na povrSini. Sam preparat smo pripravili tako, da smo
zdruzili skupaj vseh 6 vzorcev. Odpipetirali smo 15 pL vzorca ter ga nanesli na bakrovo
mrezico, pod katero se je nahajal filter papir, kamor se ste€e odvelna tekocCina (slika 22).
MreZica ima na povrSini tanko, nanometrsko plast iz ogljika, kamor se ujamejo NP. S TEM sem

izvedla morfoloSko preiskavo vzorcev.

Slika 22: Vzorec na bakreni mrezici (Ir$i¢, 2023)

Klasiéno TEM mikroskopiranje smo izvedli na Centru za elektronsko mikroskopijo in

mikroanalizo (CEMM) na Institutu JoZefa Stefana, na modelu Jeol 7600F.

3.7 PRETOCNI EKSPERIMENT

S preto¢nim eksperimentom smo hoteli dokazati, da lahko magnetne nanodelce zadrzimo na

Zzelenem mestu med cirkuliranjem z uporabo magnetnega polja (magneta).

Pred tem smo preverili, e lahko zadrzimo magnetne nanodelce brez pretoka. Tako smo ob
samo posodico z vzorcem postavili magnet. Samo dogajanje smo opazovali 3 minute in vsako

minuto slikali dogajanje.
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Slika 24: Po 1 min (IrSi¢, 2023)

Slika 25: Po 2 min (Ir8i¢, 2023)

Slika 26: Po 3 min (IrSi¢, 2023)
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Pred sestavo cevnega sistema smo s pomocjo spektrofotometra izmerili absorpciji tako HCA-

10 kot EMVs-IO ter jo s pomo¢€jo grafa primerjali. Merili smo jo natanko 10 min.

Nato smo sestavili zilni sistem (slika 27), kjer smo uporabili cev s premerom 800 ym. Te so
predstavljale zile arterije. Nalogo srca pa je prevzela mikropretocna C&rpalka Masterflex
Ismatec. Z nizkim pretokom zagotavlja natanen nadzor, tako je idealen za samoanalizo,
pretoCne celice ... Sama hitrost pretoka je znasala 53 mL/min, kjer smo simulirali s pretokom
zil arterij. Del zZilnega sistema (cevk) pa smo postavili tudi v sam spektrofotometer ter merili

absorpcijo med samim pretokom.

Ob samo cevko smo postavili magnet, katerega nhaloga je bila ustavitev magnetnih

nanodelcev.

spektrofotometer

mikropreto€na Crpalka

Zunanje

magnetno polje

Slika 27: Pretoc¢ni eksperiment (IrSi¢, 2023)
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4 REZULTATI IN ANALIZA
4.1 VELIKOST EMVs IO-NP DELCEV

EMVs IO-NP (eritrocitne membrane s hidrofobnimi nanodelci) delce smo izmerili s pomog¢jo
instrumenta ZetaPALS (Zeta Potential Analyzer), ki je avtomati¢ni instrument, zasnovan za

uporabo raztopine makromolekul, kjer so delci premera 10 nm do 30 um.

Tabela 1: Velikost EMVs |IO-NP delcev

1. MERITEV | ODSTOPANJE (+/-) | 2. MERITEV | ODSTOPANJE (+/-)
(nm) (nm)

EMVS 262,90 2,80 / /
10-NP1

EMVS 133,80 5,50 203,10 24,60
|0-NP2

EMVS 205,20 1,80 216,90 2,00
|0-NP3

EMVS * * 235,00 2,10
|0-NP4

EMVS 250,30 2,70 238,60 2,30
|0-NP5

EMVS * * 216,90 2,00
|0-NP6

*premalo vzorca, dodali PBS

Ustrezna velikost eritrocitnih membran se giblje med 100-200 nm, da lahko v te enkapsuliramo

majhne magnetne nanodelce.

Velikost nasih EMVs 10-NP se giblie med 200-250 nm, kar je v naSem eksperimentu Se
sprejemljivo. Namre€ ob dodatku samih magnetnih nanodelcev se minimalno razsirijo za 5 nm,
kar je ciljna velikost teh. Ob sami analizi TEM slik pa bomo opazili, da sé njihova velikost giblje

med 7-11 nm.

Napaka pri pripravi eritrocitnih membran bi bila, Ce bi ti presegali 300 nm. Ti ne bi delovali kot

zanesljiva sredstva za dostavo zdravil, lahko bi priSlo do zamasitve Zil.

4.2 TEM Fe3sO4 NANODELCEV 10

S pomocjo TEM smo pri razli¢nih pove€avah pridobili naslednje rezultate oz. slike:

Temperatura pri tej sintezi ni bila kontrolirana:
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Slika 28: Povecava 40.000x (Kostevsek, 2023)

Slika 30: Povecava 120.000x (Kostevsek, 2023)

Temperatura pri tej sintezi je bila kontrolirana (vzorec uporabili za nadaljnji eksperiment):
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Slika 32: Povecava 120.000x (Kostevsek, 2023)

Na$ cilj je bil, da so sintetizirani IO-NP ¢imbolj unidisperzni, uniformni in homogeni, da se
doseze njihov maksimalni superparamagnetni u€inek. Sam dosezek ucinka je bil prav tako
pomemben kot velikost IO-NP delcev.

Velikost Fe;04 delcev se giblje do 40 nm ali manj, da preidejo v monodomensko stanje. Ob Se
vecjem zmanjSanju njihove velikosti, 10 nm ali manj, doseZzemo superparamagnetizem. Tako
je na$ zeleni ucinek odvisen od velikosti magnetnih nanodelcev. Njihovo velikost smo
zmanjSali s pomocdjo zgoraj opisane metode, imenovane termi¢na dekompozicija prekurtorjev

zeleza, sintetizirali smo FesO,4 delce.

Vzorec smo kapnili na bakreno mrezico ter s presevnim elektronskim mikroskopom pridobili

pogled v njihovo velikost, prikazano na slikah 30 in 32.
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Prvi zastavljeni cilj je bil, da se ti gibliejo med 5 do 10 nm, kjer je zagotovljen
superparamagnetni ucinek. IO-NP delci, pri katerih temperatura ni bila kontrolirana, so bili
manjsi in idealnejsi.

Kontrast delcev na zgornijih slikah (slike 28—32) se razlikuje glede na to, kako so delci obrnjeni

ter kako so atomi v tisti ravnini razporejeni oz. zlozeni, saj imamo kristalno strukturo, kjer so

atomi v eni ravnini gostejsSe zlozeni kot v drugi.

Nanodelci pri kontrolirani temperaturi so bili malo vedji. Njihova velikost se je gibala okrog 11

nm z izjemami, ki so zanemarljive.

Nas prvi cilj, sintetizirati magnetne nanodelce, je bil dosezen. Sama sinteza je bila ustrezna.

Tako smo lahko nadaljevali eksperiment.

4.3 TEM EMVs IO-NP VZORCEV
Zdruzili smo vseh 6 EMVs I0-NP vzorcev in vzeli en del vzorca za analizo. Membrane pod
elektronskim snopom razpadajo, poslediéno slika (33 in 34) ni gisto reprezentativna. Crne pike

so magnetni nanodelci, ki so lepo razporejeni po membranah.

Slika 33: Poveéava 60.000x (Kostevsek, 2023)

S metodo makroemulzacije magnetnih nanodelcev smo pridobili EMVs IO-NP delce, katerih
meritev imamo Ze prikazane v tabeli 1. Velikost pri ZetaPALS predstavlja hidrodinamski
premer, ker poleg meritve osnovnega delca zazna tudi organske spojine na njegovi povrsini,
s TEM jih ne zaznamo. Razlika je tudi v tem, da se pri uporabi ZetaPALS izvajajo meritve
vzorcev, ki so v naravnem stanju (t. j. v tekoCini). Vzorec za TEM smo kapnili na bakrovo
mrezico, tako se je ta predhodno posusil in bil v okolju vakuuma. Zato je premer delcev
nekoliko manjsi pri TEM-u, kakor lahko opazimo na sliki 33, kjer so podane vrednosti razlicne
velikosti EMVs 10-NP.
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Slika 34: Povecava 50.000x (Kostevsek, 2023)

4.4 ABSORPCIJSKI SPEKTER

Vzorec smo postavili v spektrofotometer, s pomocjo katerega smo izmerili absorpcijska spektra
HCA-IO kot EMVs-IO. Sam instrument se uporablja za kvalitativno in kvantitativno analizo
organskih in anorganskih spojin z merjenjem njihove absorbance v raztopini pri razli¢nih

valovnih dolzinah. [13]

Na grafu 1 imamo prikazano absorpcijo celotnega spektra od 800 nm vse do 480 nm. Opazimo,
da pri krajSi valovni dolzini narad¢a absorpcija obeh vzorcev. Za naslednji eksperiment
izberemo valovno dolzino, kjer imata oba vzorca enako absorpcijo, to je pri 480 nm, da imamo

enako izhodiS&no tocko.
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e EMV/-10-230719 zdruzenih vseh 6 vzorcev, brez dodatnih redcitev A

e HCA-10-230719-10x red+100 300 pL osnovnega vzorca + 1800 uL H20

Graf 1: Absorpcija celotnega spektra
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4.5 PRETOCNI EKSPERIMENT

Pred pri¢etkom pretoénega eksperimenta smo preverili, ali lahko magnetne nanodelce
zadrzimo ob zunanjem magnetu brez pretoka. Izvedli smo triminutno opazovanje in zapisali

rezultate.

Ob takojsni postavitvi magneta ni bilo trenutne reakcije. Torej sami magnetni nanodelci so se
postopoma zaceli zbirati na samem magnetu. Po 1 min je bil rezultat Ze ocitno viden. Ob steni,
kjer je bil magnet, je bil viden skupek magnetnih nanodelcev (slika 24). Najvedji, kakor je bilo
pricakovano, je bil po 3 minutah (slika 35), kar dokazuje, da je delce lahko manipulirati z

zunanjim magnetnim poljem in jih zadrzati na mestu.

Slika 35: Dokaz superparamagnetizacije (IrSic¢, 2023)

Po dokaznem eksperimentu smo v pogon spravili pretoéni eksperiment. Bil je simulacija

Zilnega (arterijskega) sistema.

Pri tem delu je bilo opazovanje tezje ter dolgotrajnejSe, saj je hitrost pretoka mote¢ dejavnik
pri ustavitvi magnetnih nanodelcev pri zunanjem magnetu. Tako smo si pomagali z meritvami

absorpcije (graf 2).

Slika 36: Pretocni eksperiment z zunanjim magnetom (Irsi¢, 2023)
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S C&rpalko &rpamo vzorec po cevki in na eni strani cevke merimo absorpcijo vzorca. Brez
magnetnega polja mora biti konstantna, ker ni izgube nanodelcev, ki prispevajo k absorpciji.
Nato na drug konec cevke damo magnet, ki delce zadrzi na enem delu, s Cimer se
koncentracija delcev na drugem delu cevke, ker merimo absorpcijo, zmanjSuje. S tem
dokazemo, da lahko delce lokalno zadrzimo z magnetom in tudi iz padca absorpcije

kvantitativho izraCunamo koliko delcev smo zadrzali (%).

Meritve absorpcije pri 480 nm za vzorca HCA-IO in EMVs-10 na grafu 2. Modra Crta predstavlja
mocno padanje absorpcije pri 480 nm HCA-IO s ¢asom (10 min). Medtem ko pri oranzni

opazimo le rahlo padanje absorpcije EMVs-IO s ¢asom.
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Graf 2: Absorpcija v odvisnosti od casa

Opazovanije pri tem eksperimentu ni bilo nemogoce. Namre€ ob postavljen zunanjem magnetu
smo lahko opazili temno obarvanje, kar dokazuje, da so se na tem mestu zaceli nabirati

magnetni nanodelci (slika 36). Vse dokazuje, da je preto¢ni eksperiment uspel.
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5 ZAKLJUCEK

Pred zaCetkom izvajanja raziskovalne naloge smo si postavili 2 hipotezi: a) da lahko magnetne
nanodelce enkapsuliramo v eritrocitne membrane, katerih skupna velikost ne bo presegla 200-
300 nm in b) da jih lahko manipuliramo z uporabo zunanjega magnetnega polja, to je, zadrzimo

na Zzelenem mestu.

Najprej smo sintetizirali magnetne nanodelce z velikostio pod 25 nm, da izkazujejo
superparamagnetne lastnosti. S sintezo FeszOs smo dosegli, da so ti ¢imbolj monodisperzni,
uniformni in homogeni. Nato smo jih enkapsulirali v eritrocitne membrane, velikosti 100—200

nm.

Za primerjavo smo morali magnetne nanodelce dispergirati v vodi, zato smo jih previekli s
hidrokofeinsko kislino. Osnovni delci so bili namre¢ zaradi oleinske kisline in oleilamina na
povrsini stabilni le v organskih topilih. Hkrati smo lahko uspeh sinteze preverili s TEM slikami,
ki so nam podale velikosti magnetnih nanodelcev. Idealna in ciljna velikost je bila okrog 5 nm,

nasi so bili malenkost vecji med 7 do 11 nm, samo odstopanje je zanemarljivo.

Sledila je priprava eritrocitnih membran, ki smo jim zmanj3ali velikost s pomocjo Avanti Polar
Mini Extruder-ja, s pomocjo katerega je velikost iz 7 um padla na 100-200 nm. Ob dodatku
IO-NP je velikost teh narastla, kar je seveda razumljivo. Namre¢ v eritrocithno membrano je
vstopilo ve€ magnetnih nanodelcev. Velikosti, prikazane v tabeli 1, so v mejah normalnih
vrednosti, namreC napaka v eksperimentu bi se pojavila, Ce bi ti presegali velikost 300 nm. V
samem telesu, natancneje v zilah, premer teh znasa 800 pm. Tako se lahko na doloenem

mestu zbere ve€ EMVs |O-NP, katerih prevelika velikost bi onemogocila prehajanje krvi.

Prvo hipotezo lahko le delno potrdimo, saj nismo 100 % prepri¢ani, da sami magnetni

nanodelci, ki smo jih zakamuflirali, ne bi bili prepoznali kot tujek telesu.

Drugo hipotezo lahko popolnoma potrdimo. S postavitvijo magneta ob epruveto dokazemo, da
so Fe304 delci magnetni, saj so se zbrali ob magnetu. Nato smo pokazali tudi, da smo lahko
magnetne nanodelce in delce v membranah zadrzali med cirkuliranjem z uporabo zunanjega
magnetnega polja (magneta). Tega nismo potrdili le z opazovanjem, ampak tudi z meritvami
absorpcije. Ta je s Casom padala, saj je bilo v vzorcu vedno manj magnetnih nanodelcev, ki bi
preprecevali prehod svetlobe, namreC zaceli so se zadrZevati ob zunanjem magnetnemu polju.
Ve€ delcev v enakem cCasovnem obdobju smo lahko zadrzali z magnetom v primeru
nanodelcev samih, v primeru, ko smo jih enkapsulirali v eritrocitne membrane, pa je bilo
zadrzanih delcev manj. To lahko pripiSemo dejstvu, da so v eritrocitnih membranah delci loCeni
med seboj in je njihov neto magnetni moment manjsi, kot €e bi bili v skupkih, kar pomeni, da
ima zunanje magnetno polje Sibkejsi vpliv na njih. Ko imamo samo magnetne nanodelce, pride

do tvorbe skupkov, kar povzrog€i, da je njihov neto magnetni moment visji, zato jih lahko vec
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zadrzimo na mestu. Iz tega smo se naucili, da bi bilo idealno v eritrocithe membrane
enkapsulirati manjSe skupke delcev, kar bi potem lahko bolj u€inkovito vodili z zunanjim

magnetnim poljem.

Namen raziskovalne naloge je bil uporabiti magnetne nanodelce kot nosilce za zdravila, pri
C¢emer ti ne bi izzvali imunskega odziva. Sami magnetni nanodelci so Ze dejavni pri magnetni
resonanci zaradi njihove idealnega obna$anja ob prisotnosti zunanjega magnetnega polja,
tako bi jih bilo smiselno uporabiti na ve¢ podrocjih medicine, kar pa lahko dosezemo le z

raziskovanjem.

Pomembno je, da v medicini oz. zdravstvu iS¢emo nove alternative, ki bi pripomogle pri
zdravljenju dolo¢enih bolezni. Sama naloga mi je odprla obzorje, kako so lahko pomembni
vsakdanji materiali viSek medicine v prihodnosti. Vidim Se seveda veliko moznosti, kako bi
lahko raziskovalno nalogo nadaljevala, recimo s testiranjem na celicah, kasneje zivalih, pri

Cemer je potrebno imeti Ze obilo znanja iz kemije in biologije.
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