RIGAS STRADINA
UNIVERSITATE

Dace Avotina

LAIKA-FAZES VARIEJOSA
MAGNETISKA LAUKA IETEKME
UZ NUKLEINSKABJU PIEGADES

EFEKTIVITATI VEZA SUNAS

Promocijas darbs
medicinas doktora zinatniska grada iegiiSanai

Specialitate — teorétiska medicina

Darba zinatniskie vaditaji:
Dr. biol. Mihails BariSevs
Dr. biol. Svetlana Kozireva

* % %
*

Bs ESF  |EGULDIIUMS TAVA NAKOTNE A
EIROPAS SOCIALAIS * Kk
FONDS EIROPAS SAVIENIBA

Promocijas darbs izstradats ar ESF projekta “Atbalsts doktorantiem studiju programmas
apguvei un zinatniska grada ieguvei Rigas Stradina universitate” atbalstu

Riga, 2016



ANOTACIJA

Geénu piegade ir viens no problematiskakajiem posmiem génu terapija, jo ietver ne tikai
terapeitiska géna aizvadiSanu lidz §tinam, bet ar1 efektivu piesaisti Sinas membranai ar sekojosu
ieslég8anu Stna un migraciju Stnas iek$gja vide lidz kodolam. Magnetofekcija ir viena no
efektivakajam fizikalajam génu piegades metodém, kuras pamata ir ar superparamagnétiskajam
nanodalinam (SPION) saistitu nukleinskabju paatrinata koncentréSana uz $tinu virsmas un
piegade $iinas, izmantojot sp&cigu argjo magnétisko lauku.

Permanentu magnétu radita statiskaja magnétiskaja lauka SPION kustiba Skiduma
virziena pret magnétu ir aksiala. Laika-fazes vari€joSa magnétiska lauka, kas tiek generéts ar
magnetofekcijas iekartas DynaFECTOR palidzibu, pamata ir permanentu magnétu plates
orbitala rotacija Stnu kulttras platei paraléla plakng.

Datormodel&Sanas rezultata tika noskaidrots, ka laika-fazes varigjosa magnétiska lauka
ietekm@ notiek SPION aksiali laterala kustiba magn&tam paral€la un perpendikulara plakné.
Tas veicina SPION vienmérigaku sedimentaciju uz virsmas un varétu but par iemeslu
paaugstinatai SPION-nukleinskabju kompleksu ieslégsanai Stinas.

Saja pétfjuma eksperimentali tika parbaudita laika-fazes varigjosa magnétiska lauka
ietekme uz SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu piegades efektivitati
véZza Sunas.

legiitie rezultati paradija, ka laika-fazes vari€joSa magnéetiskaja lauka, salidzinot ar
statisko magnétisko lauku notiek vienmeérigdka SPION sedimentacija uz virsmas un
paaugstinas $tnas ieslégto SPION daudzums. Laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekme
paaugstinas art SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu piegade $tinas, par
ko liecina batiski paaugstinats gan transficéto $tinu skaits, gan arT kopé&jais ekspreséta proteina
Iimenis transfic€tajas S$iunas, salidzinot ar citam génu piegaddes metodém. Savukart
vienmeérigaka sedimentacija uz virsmas laika-fazes vari€joSa magnéetiska lauka ietekmé
nodrosina SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu piegadi S$iinas ar
samazinatu citotoksisko efektu.

Saja pétljuma aprakstita uzlabota efektiva génu piegades metode — liposomala
magnetofekcija laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka, kuru var€tu izmantot mut€to génu
aizstaSanai un jaunu terapeitisku siRNS inhibgjosa efekta p&tijumiem in vitro Stnu linijas.

Metode perspektiva varétu tikt pielietota arT terapeitisko génu parnesé véza $tnas in Vvivo.



ANNOTATION

Of the Thesis “Influence of the time-phase varied magnetic field on the nucleic acids

delivery into the cancer cells”

Gene delivery is one of the critical steps in gene therapy, including both efficient
delivery of the therapeutic gene to the target cells and attachment to the cell membrane with
following internalization and transfer to the nucleus.

Magnetofection is one of the most effective physical gene delivery methods based on
the increased delivery and concentration of nucleic acids coupling superparamagnetic iron
oxide particles (SPION) onto the cell surface by the influence of an external magnetic field.

In the static magnetic field generated by permanent magnets the movement of SPION
in solution is axial towards the magnet. The time-phase varied magnetic field which is generated
with the magnetofection device DynaFECTOR is based on the orbital rotation of the permanent
magnets plate in the parallel plane of the cell culture plate.

In the result of computer modelling it was shown that the orbital rotation of magnets
causes the axial-lateral movement of SPION in parallel and perpendicular plane against the
magnet. This led to the more uniform distribution of SPION onto the surface and could be
a cause of the enhanced SPION-nucleic acids complexes internalization.

In this study the influence of the time-phase varied magnetic field on the delivery
efficiency of SPION-nucleic acids-liposomal component complexes into the cancer cells was
experimentally investigated.

Obtained results showed that in the time-phase varied magnetic field the SPION
sedimentation onto the surface is more uniform and the amount of internalized SPION increases
when compared to static magnetic field. Under the influence of the time-phase varied magnetic
field, the delivery of SPION-nucleic acids-liposomal component complexes also increases, as
evidenced by the significant increase in both the number of transfected cells and the total
amount of an expressed protein in transfected cells in comparison with other gene delivery
methods. While SPION-nucleic acids-liposomal component complexes delivery into the cells
with less cytotoxic effect in provided by more uniform sedimentation onto the surface.

In this study enhanced effective gene delivery method — the liposomal magnetofection
in the time-phase varied magnetic field is reported. The method could be used for the
replacement of mutated genes and for the investigation of the inhibition effect of novel
therapeutic siRNAs in vitro cell lines. The method could potentially used also for the

therapeutic gene delivery into the cancer cells in vivo.
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IEVADS

Temas aktualitate un problémas nostadne

Vezis ir nekontroléta Stinu augSana, kas rodas vairaku gé€nu somatisku mutaciju un
epigenétisku izmainu rezultata.

Génu terapija ir terapijas veids, kas balstits uz viena vai vairaku génu, kas kodé
normalus, funkcionalus proteinus ievadiSanu pacienta Stnu genétiskaja materiala ar mérki
aizstat mutéto génu (-us) (Mehier-Humbert and Guy, 2005; Dick et al., 2015).

Misdienas zinami vairaki simti dazadu génu (> 1% no cilvéka genoma), kuru mutacijas
ir saistitas ar véza veidoSanos (Futreal et al., 2004; Wishhart, 2015), tacu génu terapija liela
méra ir eksperimentala arst€Sanas metode un tikai nedaudzi génu terapijas lidzekli tiek pielietoti
klinika.

Génu piegade ir viens no problematiskakajiem posmiem génu terapija, jo ietver ne tikai
terapeitiska géna aizvadiSanu lidz §tinam, bet arT efektivu piesaisti Stinas membranai ar sekojosu
internalizaciju un migraciju Stnas ieks$gja vide Iidz kodolam.Turklat So procesu apgriitina pasu
terapeitisko Iidzeklu — nukleinskabju 1pasibas — slikta difund@tsp&ja caur Siinas membranu to
izméru, negativa ladina un hidrofilitates dél (Jafari et al., 2012). Génu piegades iznakums ir
tiesi atkarigs no izveletas vektorsist€émas — tai ir jabiit efektivai, specifiskai un droSai, bet idealu
geénu piegades vektoru raksturo virkne ipasibu (Somia and Verma, 2000; Ibraheem et al., 2014):

o efektiva veida piesaistas terapeitiskajam génam neatkarigi no ta lieluma un formas;

e aizsarga terapeitisko gé€nu no seruma, ekstracelularo un intracelularo endonukleazu

degradg€josas iedarbibas;

e nodroSina terapeitisko génu piegadi noteiktas daloSas un nedaloSas meérksiinas

neatkarigi no to lokalizacijas vietas un integrétibas apkartgjos audos;

e ir neimunogéna;

ir netoksiska.

Geénu piegade Siinas, izmantojot virusu vektorsist€émas, ir visbiezak pielietotais génu
piegades veids. Virusiem piemitosas dabiskas 1pasibas — sp&ja viegli parvarét Stinas membranas
barjeru, stimulgjot endocitozes procesus, un ekspresét virusa génus, izmantojot saimniekstinas
biosintézes mehanismu, padara tos par efektiviem génu piegades lidzekliem (Mulligan, 1993).
Neskatoties uz to, tiem piemit vairaki butiski trikumi — virusa proteinu imunogenitate, kas var
izraisit spécigu organisma imuno atbildi un augsta citotoksicitate pie lielam virusa devam

(Teramato et al., 2000; Anson, 2004). Pastav arT zinams inserciju mutagenézes risks, kas var



novest pie onkogénu aktivacijas, ka ari nejausa infekciozu virusa dalinu veidoSanas (Lachmann
and Davies, 1997; Thrasher et al., 2006; Bushman, 2007). Bezvirusu — kimiskajiem un
fizikalajiem vektoriem ir vairakas priekSrocibas, salidzinot ar virusu vektoriem. Tie ir viegli
sintez€jami un ekspluat€jami, sp€j parnest neierobezota garuma un daudzuma kod€josas
sekvences un tiem ir zema imunogenitate (Ruf and Wagner, 2007). Liela dala kimisko vektoru
ir katjoniski savienojumi. Tadgjadi tie sp&j efektivi piesaistities gan negativi ladétajiem
fosfatiem, kas ir nukleinskabju k&des skeleta pamata, veidojot stabilu kompleksu, gan ari
negativi lad€tajai Siinas membranai. Pieméram, katjoniski lipidi veido sferiskas, hidrofobas
struktiiras — liposomas, kur terapeitiskais géns ir iekapsuléts lipidu dubultslani (Fraley et al.,
1980). Liposomu form&Sanas procesa lipida pozitivi ladéta hidrofila dala piesaistas
nukleinskabes k&des skeleta garuma, bet hidrofobas dalas, savstarpgji mijiedarbojoties, aizkaveé
hidrofilas dalas atdaliSanos un vienlaicigi kalpo ka parklajums, nodroSinot nukleinskabes
aizsardzibu (Kennedy et al., 2000; Oberle et al., 2000). Sis mehanisms padara liposomu medi&tu
génu piegadi jeb lipofekciju par vienu no efektivakajam un visplasak pielietotajam metodém
visu veidu nuklemnskabju transficeésanai dazadas $tinu ITnijas. Kimisko génu piegades vektoru
galvenais trukums ir augsta citotoksicitate
(Moghimi et al., 2005; Hunter; Lv et al., 2006), tie ir loti jutigi pat pret nelielam izmainam vides
pH, temperattira un salu koncentracija, tapéc ir problematisks to pielietojums in vivo pétijumos.
Fizikalas génu piegades galvena priekSrociba ir spgja parvarét vairakas ekstracelularas un
intracelularas barjeras, apejot vienu vai vairakus pasivas génu piegades posmus (Brunner et al.,
2002). Tadgjadi tiek nodroSinata tieSa piekluve Stinas citoplazmai vai pat kodolam, kas nozimé,
ka teoretiski $iinas iesp€jams piegadat jebkuru membranu necaurlaidigu molekulu, un $ada
pieeja vienlaicigi paaugstina gan génu piegades kinétiku, gan arT efektivitati. Magnetofekcija ir
viena no efektivakajam fizikalajam génu piegades metodem. Tas pamata ir ar
superparamagnétiskajam  nanodalinam  (SPION) saistitu  nukleinskabju  paatrinata
koncentréSana uz $tinu virsmas un piegade $iinas, izmantojot specigu aréjo magnétisko lauku.
Salidzinot ar citam fizikalajam génu piegades metodém, magnetofekcijai ir vairakas
priekSrocibas. Tas gadijuma tiek izmantoti dabiski piesaistes un internalizacijas mehanismi,
tadejadi netiek bojata Stinas membrana un rezultata bitiski samazinas metodes citotoksicitate
(Laurent et al., 2011; Sapet et al., 2011). Magnétiska lauka iedarbiba audos sniedzas 10-15 cm
dziluma, I1dz ar to magnétiskas nanodalinas vienmeérigi akumulgjas ne tikai virs€jos, bet ar1
dzilakajos audu slanos (Goudy et al., 2008). Magnetofekcijas efektivitate ir atkariga gan no
SPION fizikali kimiskajam 1pasibam, gan arT magnétiska lauka parametriem — magn&tiskas

intensitates un magnétiska lauka gradienta.



Permanenti magnéti rada savu patstavigu statisku magnétisko lauku, kur magnétiska
lauka gradienta virziens ir vertikals pa Z asi (Hofmann-Amtenbrink et al., 2009). Tadgjadi
statiska magnétiska lauka SPION kustiba $kiduma virziena pret magnétu ir aksiala. Vairakas
publikacijas aprakstits alternativu magnétisko lauku pielietojums, kas ietver kompleksu
magnétiska speka iedarbibu uz SPION pa X-Y-Z asi. Sadu magnétisko lauku ietekmes rezultata
tiek izmainita SPION kustiba Skiduma — ta ir ne tikai aksiala, bet var biit arT laterala, oscilgjosa
un rotgjosa. Pastav uzskats, ka izmainitas SPION kustibas rezultata tiek stimul&ta to parnese
caur $tinas membranu, tacu precizs §1s paradibas mehanisms lidz galam nav noskaidrots. Laika-
fazes vari€josa magnétiska lauka, kas tiek genercts ar magnetofekcijas iekartas DynaFECTOR
palidzibu, pamata ir permanentu magnétu plates orbitala rotacija Stinu kultirai paraléla plakng.
Datormodel@Sanas rezultata tika noskaidrots, ka laika-fazes vari€joSa magnétiska lauka ietekmé
notiek SPION aksiali laterala kustiba. Ta rezultata sedimentacijas procesa SPION izvietojas
gan magnéta centralaja dala, gan pie argjas robezas, kas veicina to vienmerigaku sedimentaciju
arT uz virsmas. Laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekme uz SPION-nukleinskabju

kompleksu piegades efektivitati Stinas nav noskaidrota.

Darba merkis

Izpetit laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekmi uz nukleinskabju piegades

efektivitati véza Sunas.

Darba uzdevumi

1. Salidzinat superparamagnétisku dzelzs oksida nanodalinu sedimentaciju $kiduma
statiskaja un laika-fazes varigjosa magnétiskaja lauka, izmantojot iekartu DynaFECTOR.

2. Veikt eksperimentalu reakcijas apstaklu optimizaciju statiskaja un laika-fazes
vari¢josa magnétiskaja lauka, izmantojot iekartu DynaFECTOR, lai sasniegtu maksimalu
nukleinskabju piegades efektivitati véza Stinas.

3. Salidzinat nukleinskabju piegades efektivitati véza $unas starp dazadam geénu
piegades metodém.

4. Salidzinat dazadu génu piegades metozu pielietoSanas citotoksisko efektu véza
Sunas.

5. Salidzinat superparamagnétisku dzelzs oksida nanodalinu internalizacijas efektivitati

statiskaja un laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka, izmantojot iekartu DynaFECTOR.
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Darba hipoteze

Laika-fazes magnétiska lauka ietekmé notiek superparamagnétisku dzelzs oksida
nanodalinu parvietoSanas aksiali laterala virziena, kas stimulg to iekltiSanu $iinas, ta paaugstinot

ar ar to saistito nukleinskabju piegades efektivitati.

Promocijas darba zinatniska novitate

Saja pétijuma eksperimentali tiks noveértéta laika-fazes magnétiska lauka ietekme uz
nukleinskabju piegades efektivitati véza §tinas in vitro un lidz ar to raksturota uzlabota génu
piegddes metode — liposomala magnetofekcija laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka.
Metode varétu tikt pielietota efektivakai génu piegadei dazadu veidu monoslana Siinu Iinijas un

perspektiva arT terapeitisko génu parnesé véza $tnas in Vivo.

Promocijas darba struktiira un autora personigais ieguldijums

Promocijas darbs uzrakstits latvieSu valoda uz 86 Ipp. un sastav no $adam sadalam:
ievads, literatiiras apskats, metodes, rezultati, diskusija, secinajumi, publikaciju saraksts,
pateicibas, izmantota literatiira un pielikums. Promocijas darbs satur 29 attélus un 14 tabulas.

Autore patstavigi veikusi visu eksperimentalo darbu, ka ar1 patstavigi apkopojusi un
analiz&jusi rezultatus un veikusi datu statistisko analizi.

Pétijums izstradats Rigas Stradina universitates Augusta Kirhensteina Mikrobiologijas

un virusologijas instittita laika no 2010.-2013. gadam.

Pétijuma finanséjuma avoti

1. ESF projekts “Jaunas starpnozaru zinatniskas grupas izveide uz nanotehnologijam
bazétu pieeju izstradei Stnu biologija ar pielietojumu medicina”, VienoS$anas
Nr. 2009/0221/1DP/1.1.1.2.0/09/APIA/VIAA/074.

2. ESF projekts “Atbalsts doktorantiem studiju programmas apguvei un zinatniska grada
ieguvei Rigas Stradina universitate”, vienoSanas
Nr. 2009/0147/1DP/1.1.2.1.2/09/1PIA/VV1AA/009.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Génu terapijas attistiba un pielietojums véza terapija

Vézis ir nekontroléta Sinu augSana, kas rodas vairaku génu somatisku mutaciju un
epigenétisku izmainu rezultata.

Geénu terapija ir terapijas veids, kas balstits uz viena vai vairaku génu vai génu
fragmentu, kas kodé normalus, funkcionalus proteinus ievadiSsanu pacienta $tnu genctiskaja
materiala ar mérki modificét mutéto génu (-us) (Mehier-Humbert and Guy, 2005; Dick et al.,
2015).

Misdienas zinami vairaki simti dazadu génu (> 1% no cilvéka genoma), kuru mutacijas
ir saistitas ar véza veidoSanos (Futreal et al., 2004; Wishhart, 2015).

Praktiskas génu terapijas pirmsakumi dat€jami ar 20.gs. 40.gadiem, kad Avery, McLeod
un McCarty eksperimentali demonstréja bakteriju Pneumococcus transformaciju ar DNS.
Pirmo reizi DNS ievadiSana eikariotu $tinas tika aprakstita 1962. gada, kad Szybalska un
Szybalski publicgja rezultatus par HPRT kodgjosa géna parnesi cilvéka kaulu smadzenu §tnu
mutantos, kas zaud€jusi HPRT aktivitati. Lidz ar Siem p&tijjumiem sakas strauja génu terapijas
virziena attistiba un 60.gados oficiali tika formul&ta “génu terapijas”, tolaik “génu kirurgijas”
koncepcija tadu slimibu arstéSanai, kuras izraisa bojajumi génos (Tatum, 1966). 1990. gada
ASV  FDA apstiprinagja pirmo g€nu terapijas izmé&ginajumu pacientei  ar
ADA-SCID - iedzimtu adenozina deaminazes trukumu, kas izraisa imundeficitu
(Blaese et al., 1995). Driz péc tam 1992. gada Rosenberg ar lidzautoriem zinoja par pirmo génu
terapijas izméginajumu véza slimniekiem. Terapijas ietvaros metastatiskas melanomas
slimniekiem tika injicéti ex vivo modificéti TNF ekspres€josi, tumoru infiltrgjosi limfociti.
Veicot adas paraugu analizi injekciju vietas péc trim nedélam, tajas netika atrastas audz&ja
Stnas. Péc 10 gadiem tika apstiprinats pirmais génu terapijas lidzeklis Gendicine™
(Kina, 2003. gads), kas bazets uz adenovirusu saturoSu, p53 ekspres€joSu génu un aprobéts
galvas un kakla plakansiinu véza slimnieku terapijai (Pearson et al., 2004). Péc gada tika
apstiprinats arT pirmais génu terapijas lidzeklis ES — Cerepro™, kas bazéts uz adenovirusu
saturoSu, timina kinazi ekspres€josSu geénu un aprobéts gliomas slimnieku terapijai
(Osborne, 2008).

Pedgjos gados génu terapijas pielietojums véza arstéSana arvien pieaug un turpinas
jaunu pretvéza preparatu izstrade. P&c jaunakajiem datiem, vairak ka 60% no visiem
uzsaktajiem kliniskajiem génu terapijas izméginajumiem ir saistiti tie§i ar v€za terapiju
(Wirth and Yla-Herttuala, 2014).
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Geénu terapija pieder pie t.s. mérkterapijas. Merkterapijas pamata ir iedarbiba uz
specifiskiem, ar v@za S$inam asoci€tiem molekulariem mehanismiem (pamata receptori),
tadgjadi samazinot iedarbibu uz veselajam $inam un attiecigi ari terapijas blakusefektus
(Cassidy and Schatzlein, 2004). Turklat, pateicoties spécigai amplifikacijas kaskadei
(no dazam nukleinskabju molekulam génu ekspresijas rezultata iesp&jams iegiit ievérojamu

daudzumu terapeitisko proteinu), iesp&jams panakt augstu terapeitisko efektu.

1.2. Génu terapijas stratégijas, terapeitisko génu veidi

Izskir vairakas génu terapijas stratégijas. Ta var but tieSa terapeitisko génu ietekme,
inhib&jot v&éza §tinu augsanu, apgritinot véza vaskularizaciju un veicinot véza $tinu bojaeju, vai
ari netiesa ietekme, kas izpauzas ka imiinsistémas stimulacija, iedarboties uz konkrétam mérka
stnam (Palmer et al., 2003; Tangney et al., 2006). Mutéto génu var atjaunot, pievienojot tam
funkcionala géna kopiju, aizstat ar normalu génu vai inhib&t ta ekspresiju. V&za terapijai
vispiemerotakie ir génu ekspresijas inhibitori. Ta ir plasa terapeitisko génu grupa, kuras
funkcija ir mutéta géna transkripcijas inhib&ana, iedarbojoties uz mRNS
(Zhang et al., 2012). Pie tiem pieder antisena oligonukleotidi, kas inaktivé mutéto génu,
hibridizgjoties ar mutéta géna MRNS; siRNS un miRNS, kas nomac mutéto génu ekspresiju
(klusinasana), izraisot mRNS sadaliSanos, un ribozimi — katalitiskas RNS, kas Skel mérka
mRNS sekvences specifiska veida. Terapeitisko génu piegadde mérka $tinas notiek ar nes&ju jeb
vektoru palidzibu. Pamata génu piegades vektori ir rekombinantas plazmidas DNS (pDNS)
forma. Rekombinantu pDNS sastav no divam komponent€m: prokariotiskas, kas satur
antibiotiku rezistenci un plazmidas replikaciju regul€joSus génus un eikariotiskas, kas satur
transgénu/-s un ta ekspresiju regul&josas sekvences. Jaunakajos pétjjumos aprakstita génu
piegade izmantojot DNS minisféras un linearus, kovalenti slégtus DNS minivektorus —
struktiiras, kas nesatur prokariotiskas sekvences. Sada vektora struktiira paaugstina gan
ekstracelularo, gan intracelularo biopieejamibu un tas savukart rezultgjas paaugstinata génu

parneses efektivitate (Mayrhofer et al., 2009; Sum et al., 2014).
1.3. Terapeitisko génu piegades metodes
Geénu piegade ir viens no problematiskakajiem posmiem génu terapija, jo ietver ne tikai

terapeitiska géna aizvadiSanu lidz §tinam, bet ar1 efektivu piesaisti Slinas membranai ar sekojosu

endocitozi un migraciju Siinas ieks€ja videé lidz kodolam. Turklat So procesu apgriitina pasu
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terapeitisko Iidzeklu — nukleinskabju 1pasibas — slikta difundétspgja caur $linas membranu to
izméru, negativa ladina un hidrofilitates d€] (Jafari et al., 2012).

Génu piegades iznakums ir tieSi atkarigs no izv€létas vektorsistémas — tai ir jabit
efektivai, specifiskai un drosai, bet idealu génu piegades vektoru raksturo virkne ipasibu (Somia
and Verma, 2000; Ibraheem et al., 2014):

o ecfektiva veida piesaistas terapeitiskajam génam neatkarigi no ta lieluma un formas;

e aizsarga terapeitisko génu no seruma, ekstracelularo un intracelularo endonukleazu

degradg€josas iedarbibas;

e nodroSina terapeitisko génu piegadi noteiktas daloS$as un nedalosas meérkSiinas

neatkarigi no to lokalizacijas vietas un integrétibas apkartgjos audos;

e ir neimunogeéna;

e ir netoksiska.

Pateicoties specifiskai un lokalizetai pieejai, ko iesp&jams panakt pielietojot atbilstoSas
vektorsistémas — génu piegades metodes, var samazinat gan nepiecieSsamo terapeitiska géna
daudzumu, gan arf ta sisteémisku izplatibu, ta samazinot terapijas blakusefektus. Génu piegades

metodes klasiski iedala virusu (biologiskas) un bezvirusu metodes

(Cevher et al., 2012).

1.3.1. Virusu génu piegades metodes

Geénu piegade Siinds, izmantojot virusu vektorsisteémas, ir visbiezak pielietotais un
attistitakais génu piegades veids. Péc Temin atklajuma 1961. gada, ka virusu infekcijas var
ierosinat genétiskas mutacijas saimniekstinas, Rogers un Pfuderer 1968. gada pirmo reizi veica
génu parnesi $iinas, izmantojot Tabakas mozaikas virusa vektoru. 1984. gada tika izstradata
pirma retrovirusu vektorsistéma génu piegadei ziditaju $unas (Cepko et al., 1984) un péc
vairakiem gadiem veikti ari pirmie génu terapijas kliniskie izm&ginajumi, izmantojot
retrovirusu vektorus. Virusiem piemito$as dabiskas 1paSibas — sp&ja viegli parvarét Siinas
membranas barjeru, stimul&jot endocitozes procesus, Un ekspresét virusa génus, izmantojot
saimnieksiinas biosintézes mehanismu, padara tos par efektiviem génu piegades instrumentiem
(Mulligan, 1993). Literatira plasi aprakstits adenovirusu (Palmer et al., 2002), AAV
(Hareendran et al., 2013), retrovirusu (Tai and Kasahara, 2008), lentivirusu
(Durand and Cimarelli, 2011), Herpes simplex virusa (Glorioso, 2014), Vaccinia gints virusu
(Puhlmann et al., 2000), bakulovirusu (Makkonen et al., 2015) un Epsteina Barra virusa
(Hellebrand et al., 2006) ka génu piegades vektoru pielietojums. Uz adenovirusu bazes

konstruétie ir vieni no efektivakajiem un visbiezak pielietotajiem virusu vektoriem génu
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piegade, galvenokart pateicoties to tropismam pret dazadu veidu Sinam un sp&jai parnest
relativi lielus genétiska materiala fragmentus. Neskatoties uz to, tiem tapat ka citiem virusu
vektoriem piemit vairaki butiski trikumi — virusa proteinu imunogenitate, kas var izraisit
spécigu organisma imiino atbildi un augsta citotoksicitate pie lielam virusa devam
(Teramato et al., 2000; Anson, 2004). Pastav ari zinams inserciju mutagenézes risks, kas var
novest pie onkogénu aktivacijas, ka ar nejausa infekciozu virusa dalinu veidoSanas (Lachmann
and Davies, 1997; Thrasher et al., 2006; Bushman, 2007). Ir aprakstiti gadijumi, kad p&c
retrovirusu geénu terapijas, kas tika pielietota X-SCID slimniekiem attistijas leikémija
(Kohn et al., 2003; Marshall 2003). 1999. gada p&c adenovirusu saturo$a vektora génu terapijas
uzsakSanas OTD sindroma arstéSanai iestajas pacienta nave, ko izraisTja masiva imiinas atbildes
reakcija uz adenovirusu (Hollon, 2000). P&c §1 gadijuma tika apstadinata vairaku desmitu uz
virusiem bazetu génu terapijas lidzeklu klinisko pétijumu darbiba un butiski pieauga jaunu génu

piegades metozu attistiba.

1.3.2. Bezvirusu génu piegades metodes

Vienkarsakais bezvirusu génu piegades veids ir nukleinskabju piegade Stnas bez
vektora. Tacu $ada nukleinskabe ir neaizsargata un paklauta mononuklearo fagocitu ietekmei
pirms nonakSanas meérka Sinas un endonukleazu ietekmei meérka Sinu iekSgja vide
(Zhang et al., 2012). Atkariba no ta, kada veida tick nodrosinata nukleinskabju aizsardziba un
veicinata efektivaka génu parnese mérka Siinas, bezvirusu génu piegades metodes klasiski
iedala kimiskas un fizikalas metodés (Nayerossadat et al., 2012). Kimisku pieeju pamata ir
vektori, kas nodroSina nukleinskabju aizsardzibu un piegadi enzimatisku procesu rezultata, bet
fizikali vektori ir balstiti uz mehanisku pieeju un to pielietosana parasti nepiecieSams specifisks
aprikojums (Villemejane and Mir, 2009). Japiezimé, ka, lai sasniegtu augstaku génu piegades
efektivitati un noverstu monometozu trukumus, arvien biezak g€nu piegadei izmanto
kombingtu pieeju, kas ietver gan kimiskus, gan fizikalus un daZos gadijumos ari virusu
vektorus.

Bezvirusu vektoriem ir vairakas prieksrocibas, salidzinot ar virusu vektoriem. Tie ir
viegli sintez€jami un ekspluat&jami, sp€j parnest neierobezota garuma un daudzuma kodgjosas
sekvences un tiem ir zema imunogenitate (Rufi and Wagner, 2007). Tatu g€nu parneses
efektivitate, vertgjot pec dazadiem ekspresijas raditajiem, visam Sobrid zinamajam bezvirusu
metodém ir bitiski zemaka salidzinot ar virusiem (He et al., 2010). Kamér virusi §tina ieklust
izmantojot dabiskus mehanismus, kimiskajiem un fizikalajiem vektoriem ir specifiski

jaiedarbojas uz plazmatisko membranu un/vai iekS€jam vezikularajam membranam
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(Luo and Saltzman, 2000). Sis triikums kavé bezvirusu metozu aktivu pielietoanu kliniskajos

petijumos.

1.3.2.1. Kimiskas génu piegades metodes

Kimiskie génu piegades vektori veido visplasako bezvirusu génu piegades grupu un
pirmais literatlira aprakstitais gadijums dat€jams jau ar 1965. gadu, kad Vaheri un Pagano
demonstréja misdienas Stm mérkim plasi pielietota poliméra atvasinajuma DEAE-dekstrana
asistetu nukleinskabju piegadi pelu un zurku fibroblastos. Pie kimiskiem ge€nu piegades
vektoriem pieder gan atseviski savienojumi ka DEAE-dekstrans (Onishi et al., 2007), kalcija
fosfats (Renzing and Lane, 1995), gan arT dazadu savienojumu grupas, ka katjoniski polim&ri
(Magin-Lachmann et al., 2004, Luten et al., 2008), kas ietver PEI, PEG, PLL, ¢itosanu,
dendrimérus u.c. Plasi pielieto arT katjoniskus lipidus (Wasungu and Hoekstra 2006), ka ari
proteinus un peptidus (Bolhassani, 2011; Ahmed et al., 2012).

Liela dala kimisko vektoru ir katjoniski savienojumi. Tadgjadi tie spg efektivi
piesaistities gan negativi ladétajiem fosfatiem, kas ir nukleinskabju kédes skeleta pamata,
veidojot stabilu kompleksu, gan ar1 negativi ladétajai Siinas membranai.

Svarigs ir veids, ka terapeitiska nukleinskabe tiek sasaistita ar vektoru, lai nodroSinatu
tas aizsardzibu pret endonukleazu degradativo ietekmi. Piem&ram, katjoniski lipidi veido
sferiskas, hidrofobas struktiiras — liposomas, kur terapeitiskais géns ir iekapsuléts lipidu
dubultslant (Fraley et al., 1980). Liposomu form&sanas procesa lipida pozitivi 1adéta hidrofila
dala piesaistas nukleinskabes kédes skeleta garuma, bet hidrofobas dalas, savstarpéji
mijiedarbojoties, aizkavé hidrofilas dalas atdaliSsanos un vienlaicigi kalpo ka parklajums,
nodroSinot nukleinskabes aizsardzibu (Kennedy et al., 2000; Oberle et al., 2000).
Sis mehanisms padara liposomu mediétu génu piegadi jeb lipofekciju par vienu no
efektivakajam un visplasak pielietotajam metodém visu veidu nukleinskabju transfic€Sanai
dazadas Stnu linijas.

Vairaku kimisko vektoru (katjoniski poliméri) struktiira pielauj to modifikacijas,
pieméram, dazadu funkcionalu biomolekulu piesaisti, kas paaugstina to difund&tsp&ju caur
Stinas membranu. Savukart transdukcijas peptidi ir dazadu proteinu saimju issekvencu
(< 30 aminoskabes) peptidi, kas sp€ pastavigi iekliit Slinas, iespieZoties SUnu membranas
(Lehner et al., 2013).

Bitisks vektora efektivitati raksturojoSs raditajs ir ta intracelulara aktivitate. PEI satur
lielu skaitu proton€jamo aminogrupu, kas nodrosina augstu buferizacijas kapacitati pie jebkura

vides pH un izraisa t.s. “protonu siikna efektu” (Bousiff et al., 1995). Nonakot endosomas, PEI
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ierosina pastiprinatu hlorida jonu iepltiSanu tajas, kas savukart ierosina tidens iepliiSanu, lai
normalizétu jonu koncentraciju endosomu ieksgja vide. Osmotiska spiediena rezultata
endosomas membrana plist un terapeitiskais materials nonak citoplazma.

Kimisko génu piegades vektoru, ipaSi DEAE-dekstrana, PEI un PAMAM dendriméru
galvenais trukums ir augsta citotoksicitate (Moghimi et al., 2005; Hunter; Lv et al., 2006).
Savukart citi vektori, ka kalcija fosfats, ir loti jutigi pat pret nelielam izmainam vides pH,

temperatiira un salu koncentracija, tapéc ir problematisks to pielietojums in vivo pétijumos.

1.3.2.2. Fizikalas génu piegades metodes

Fizikalas génu piegades galvena prieksrociba ir spgja parvarét vairakas ekstracelularas
un intracelularas barjeras, apejot vienu vai vairakus pasivas genu piegades posmus
(Brunner et al., 2002). Mehanisma pamata lielakoties ir maksliga pagaidu poru izveidoSana
Sinas membrana, kas kalpo ka domingjoSais ge€nu parneses cel§ Stnas iek$gja vide
(Alsaggar and Liu, 2015). Tadgjadi tick nodroSinata tieSa piekluve $iinas citoplazmai vai pat
kodolam, kas nozimg, ka teoretiski $iinas iesp&jams piegadat jebkuru membranu necaurlaidigu

molekulu, un $ada pieeja vienlaicigi paaugstina gan génu piegades atrumu, gan ari efektivitati.

Mikroinjekcija

Metodes pamata ir nukleinskabju tieSa ievadiSana mérka Siinu kodola ar smalkas
> 0,2 um diametra adatas palidzibu (Dean, 2014). Mikroinjekcija ir visefektivaka fizikalas génu
piegades metode, un transfekcijas efektivitate ir pielidzinama virusu génu piegades iznakumam,
sasniedzot 100%. Metode ir laikietilpiga un tas kapacitate aprobezojas ar nelielu $Gnu
populaciju (> 500 Stunu) transficéSanu viena pielietojuma reiz€, tadel ta vairak piemérota
laboratoriskiem eksperimentiem vai nelielu, lokalu Stnu populaciju (pieméram, limfmezglu

robezas) transfic€sanai in vivo (Klinghoffer et al., 2015).

Ballistiska génu piegade jeb “génu pistole”

Metodes pamata ir 1 pm lielu metala (zelta, volframa, sudraba) mikrodalinu, uz kuru
virsmas adsorbétas nukleinskabes ievadiSana mérka Stnas ar elektrostatiska speka vai gazes
spiediena palidzibu. Ballistiska génu piegade ir piem&rota dazadu, tai skaita griiti transfic§jamu
Stinu transficeéSanai. Metodei ir potencials pielietojumam pretvéza vakcinu terapija, ko apliecina

vairaku pétijumu rezultati. Pelém ar Her2/neu génu parekspres€josu metastatisku melanomu

17



péc Her2/neu saturosas DNS vakcinas ievadiSanas novéroja strauju audz€ja masas
samazinasanos un palielinatu dzivildzi (Sun et al., 2006). Ballistiskas génu piegades
vektorsistéma nodroSina neierobezota izméra un daudzuma nukleinskabju parnesi $tinas, tacu
jarekinas, ka tadgjadi tiek izraisiti lieli mehaniska rakstura $iinu bojajumi un lidz ar to pieaug

metodes citotoksiskais efekts (Uchida et al., 2009).

Sonoporacija

Sonoporacijas pamata ir ultraskanas raditas ar gazi pilditu dalinu jeb mikropuslisu
oscilacijas, kas izraisa pagaidu poru veidoanos §iinas membrana. Sadi, paaugstinot $iinas
membranas caurlaidibu, tiek veicinata nukleinskabju parnese $tna (Miller et al., 2002;
Delalande et al., 2013). Metodes efektivitate pamata ir atkariga no uzstaditajiem ultraskanas
parametriem, ta¢u ne mazak svarigs ir mikropiisliSu sastavs, 1pasi apvalks, no kura atkariga
mikropuslisu stabilitate un izturiba pret ultraskanas radito spiedienu. Mikropuslisi sastav no
gazu, piemeram, oglekla dioksida, séra heksafluroida u.c. kodola un lipidu, poliméru vai
proteinu apvalka, kas var tikt papildinats ar virsmaktivo vielu papildslani (Fan et al., 2014).
Jaunakajos pétijumos ir aprakstita modific€ta sonoporacijas metode, mikroptsliSu vieta
izmantojot nanopisliSus, kas vairak piemeéroti terapeitiskiem meérkiem. AtSkiriba no
mikropiisliSiem, kuriem raksturigs 1ss cirkuléSanas laiks un to izméri nepielauj ekstravazaciju
no asinsrites, nanopiisliSus iespgjams akumulét véZza §iinas, jo to nelielais izmérs lauj migrét
caur audzgja asinsvadu poram (Yin et al., 2012).

Simetode ir neinvaziva un lidz ar to ar zemu citotoksicitati, tadu ir griiti reproduc&jama

— Janem véra vairaki butiski parametri, kas katra individualaja petjjuma ir atskirigi.

Elektroporacija

Elektroporacija ir nukleinskabju piegade S$iinas ar elektrisku impulsu palidzibu.
Elektriskie impulsi destabilizé §tinas membranu un taja veidojas islaicigas nanoizméra poras,
ka rezultata nukleinskabes brivi iekllst citoplazma, apejot endocitozes celu (Wells, 2004).
Elektroporacijas tehniku biomedicinas petijumos saka izmantot pirms vairak ka 30 gadiem,
(Neumann et al., 1982) un musdienas ir iesp&jams transficét visu veidu Stnas. Pielietojot
elektroporacijas metodi, iesp&jams panakt pat 1000-kartigu g€nu piegades efektivitates
uzlabojumu (Sardesai and Weiner, 2011). Sis Tpasibas ir priek§nosacijums elektroporacijas
veiksmigam pielietojumam véza terapijas kliniskajos pétijumos. Ir dati par efektivu DNS

vakcinu pielietojumu un génu terapijas stimul€tu imunoterapiju metastatiskas melanomas
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slimniekiem un prostatas véza slimniekiem. Pastaviga antivielu atbildes reakcija tika novérota
rekurenta prostatas véza pacientiem 18 m&nesus p&c vakcinacijas ar DNS vakcinu, kas kodg ar
PSMA epitopu saistitu tetanus toksina C fragmenta doménu (Low et al., 2009). Terapijas gaita
netika novérotas ne biokimiskas, ne hematologiskas izmainas asins raditajos. Metastatiskas
melanomas un rekurentas metastatiskas melanomas slimniekiem tika ievadita citokina IL-12
ekspresiju kod€josa pDNS. Biopsiju materiala, kas tika nemts no injekciju vietam tika
konstatéts paaugstinats IL-12 proteina limenis, audzgja $tinu nekroze un limfocttu infiltracija
(Cha and Daud, 2012).

Elektroporacijas efektivitati butiski ietekmé elektriska lauka parametri — elektriska
sprieguma svarstibas un impulsu garums, kuriem jabit sabalansétiem, lai neizraisitu

neatgriezeniskus $inas membranas bojajumus (de Baere and Deschamps, 2014).

Magnetofekcija

Magnetofekcijas pamata ir ar magnétiskajam nanodalinam saistitu nukleinskabju

koncentréSana uz $iinu virsmas un piegade $iinas, izmantojot spécigu argjo magnétisko lauku

(1.1. att.).
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1.1. attels. Magnetofekcijas mehanisms: (1) SPION struktiira, (2) SPION-nukleinskabju
kompleksu veidoS$anas, (3) SPION kompleksu piegade uz §iinu virsmas, (4) SPION kompleksu
ieslégsana Siinas un terapeitiska géna ekspresija
(Adaptets no Fouriki et al., 2010)
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Magnetofekcijai parasti izmanto superparamagnétiskas dzelzs oksida nanodalinas
(SPION). Tas ir pozitivi 1adétas struktiiras, kas sastav no metalu oksidu — magnetitu Fe3Os,
mehemitu y-Fe203 vai hematitu o-FesOs saturosa kodola un magnétiski inerta parklajuma
(Mahmoudi et al., 2011). SPION kodola izmérs varié¢ no daziem lidz vairakiem desmitiem
nanometru (dazados literatiiras avotos no < 20 lidz < 50). Kamér kodola uzbtive nosaka dalinu
magnétiskas ipasibas un lauj manipulét ar tam, izmantojot argjo magnétisko lauku, no
parklajuma ir atkarigi tadi SPION parametri ka izmérs, $kidiba, dispersijas un magnetizacijas
pakape, koloidala stabilitate (Wilhelm et al., 2003; Yin and Feng, 2005, Easo and Mohanan,
2013). AtbilstoSs parklajums palidz aizkavet dalinu agregaciju, nodro$inat vienmeérigu izkliedi
un saderibu ar negativi ladeto Stnas virsmu, ta sekmgjot internalizacijas efektivitati mérka Siinas
un samazinot citotoksicitati (Santhosh and Ulrih; Singh and Sahoo, 2013). Konstatéts, ka
visefektivakais parklajuma veids ir hidrofili katjoniski elementi. Literatira ir dati par
organiskas izcelsmes savienojumu (dekstrans, PEI, PEG, PVA, C¢itosans u.c.), ta arl
neorganiskas izcelsmes (ogleklis, dargmetali (Au, Ag) un to sakaus€umu, oksidi
(y-Fe203, SiO2, Co0)) elementu pielietojumu SPION parklasanai, ka rezultata iesp&jams
uzlabot magnetofekcijas efektivitati (Lam et al., 2013).

Superparamagnétiskas nanodalinas magnetiz&jas tikai magnétiska lauka iedarbiba un
zaudé magnetizacijas sp&ju, kad magnétiska lauka iedarbiba beidzas (Silva et al., 2007).
Superparamagnétisms ir biitisks SPION pielieto$anai pétijumos in vivo. Sadam SPION ir daudz
mazaka tendence agregéties magnétisko dipolu savstarpgjas mijiedarbibas dé] un tas savukart
samazina embolizacijas risku organisma iek$€ja vide, ka art palidz izvairities no strauja renala
klirensa un deponéSanas imiinas sistémas organos (Gupta and Gupta 2005; Shubayev et al.,
2009).

Visbiezak pielietota SPION sintézes tehnika ir ko-precipitacija, bet izmanto arT citas
metodes, ka, piem&ram, termiska sadaliSana, mikroemulsijas, hidrotermala sinté€ze u.c.
Ko-precipitacijas metodes pamata ir SPION sintéze no Fe®*/Fe?* salu @idens $kidumiem
sarmaina vidé pH 8-14 (Massart, 1981). Sintéze notiek istabas, retak paaugstinata temperattra
bezskabekla apstaklos, lai kavetu FesO4 oksidesanos par yFe20s. Lai gan sintezetas dalinas ir
ar plasu izméru amplitiidu un augstu tendenci agregéties
(Teja and Koh, 2009) metode ir atra, ekonomiska un ar augstu produktivo iznakumu (Laurent
et al., 2008, Stephen et al., 2011).

Ar negativi ladetajam nukleinskabem SPION saistas elektrostatiskas mijiedarbibas

rezultata, veidojot stabilus kompleksus (1.2. att.).
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1.2. attéls. SPION-nukleinskabes kompleksa veidoSanas princips
(Adaptéts no Dennig and Duncan, 2002)

Pielietojot magnétisko lauku, iesp&jams vieglak parvarét skiduma difuzijas barjeru un
paatrinati koncentrét jaunizveidotos kompleksus uz sinu virsmas (Mykhaylyk et al., 2009b;
2010), kur tie stnas tiek ieslégti endocitozes vai makropinocitozes cela. Ta pie identiskas
koncentracijas Skiduma noteikta laika intervala uz $iinu virsmas un p&c tam ar1 §tna nonak
vairak kompleksu, kas rezultjas paaugstinata transfekcijas efektivitaté (Gersting et al., 2004;
Plank et al., 2011). ST 1patniba ir bitiska pielictojumam $iinas, kas ir jutigas pret transficgsanu,
jo lauj sasniegt augstu transg€nu ekspresijas Iimeni, pielietojot samazinatu terapeitiska lidzekla
devu un saisinot ekspozicijas periodu (Krotz et al., 2003).

Magnetofekcija ir salidzino$i jauna metode, kas pirmo reizi aprakstita 2002. gada
(Scherer et al., 2002), lai gan pétijumi par terapeitisko lidzeklu piegadi $tnas, izmantojot
magnétisko lauku, aizsakas jau vairak ka 40 gadus atpakal, kad Widder publicgja rezultatus par
magnétisku mikrosferu sinté€zi pretveza terapeitisko Iidzeklu piegadei.

Magnetofekcija ir viena no Sobrid perspektivakajam génu piegades metodém un tas
efektivitate pec atsevisku transgénu ekspresijas raditajiem var sasniegt vairakus tiikstoSus reizu
(Scherer et al., 2002). Ta ir efektivaka génu piegades metode dazadas véza S$unu Iinijas,
salidzinot ar kimiskajam génu piegades metodém (Li et al., 2008; Liu et al., 2012), ipasi
lipofekciju (Xiang et al. 2003; Xenariou et al., 2006; Yang et al., 2007; Kievit et al., 2010) un
fizikalajam génu piegades metodeém, piem&ram, elektroporaciju (Prosen et al., 2014).

Salidzinot ar citam fizikalajam génu piegades metodém, magnetofekcijai ir vairakas
priekSrocibas. Tas gadijuma tiek izmantoti dabiski piesaistes un internalizacijas mehanismi,
tadgjadi netiek bojata Stinas membrana un rezultata biitiski samazinas metodes citotoksicitate
(Laurent et al., 2011; Sapet et al.,, 2011). Magnétiska lauka iedarbiba audos sniedzas

10-15 cm dziluma, Iidz ar to magnétiskas nanodalinas vienmeérigi akumulgjas ne tikai virs€jos,
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bet ar1 dzilakajos audu slanos atskiriba no ballistiskas génu piegades, kas skar tikai virsgjos
stinu slanus (Goudy et al., 2008).

Magnetofekcijas efektivitate ir atkariga gan no SPION fizikali kimiskajam tpasibam,
gan arl magnétiska lauka parametriem — magnétiskas intensitates un magnétiska lauka
gradienta. Optimizgjot Sos parametrus, iesp&jams paaugstinat magnetofekcijas efektivitati.

Nemot veéra SPION uzbiives Tpatnibas, kuru pamata ir liela virsmas laukuma attieciba
pret tilpumu, ka ar1 pozitivi ladéto kompleksu potencialo mijiedarbibu ne tikai ar negativi ladéto
Stinas membranu, bet arT ar negativi ladétajiem ekstracelulara matriksa proteiniem, viena no

stratégijam ir SPION funkcionalizacija (1.3. att.).
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1.3. attéls. Multifunkcionala SPION
(Adaptéts no Fang and Zhang, 2009)

Lai uzlabotu SPION-terapeitisko génu piegadi véza §inas, tam var piesaistit mérkésanas
ligandus. Antivielas, aptaméri u.c. biomolekulas nodrosina SPION atpazistamibu mérka Stinas
un Iidz ar to efektivaku mijiedarbibu ar tam (Mahmoudi et al., 2014).

Lai nodroSinatu SPION-terapeitisko génu optisku detekt€jamibu, biezi vien tiek
pielietota kombinéta pieeja, kompleksiem pievienojot fluorohromus (Bumb et al., 2010).

Literatiira plasi aprakstita SPION-kimijterapijas lidzeklu piegade audzgju Stinas (Wilson
et al., 2004, Gautier et al., 2012).

SPION ka nanoizméra vektorus tdens vai organiskos ne-magnetiz€tos nesgjos
(ferroskidumos) biitiski ietekmé dazadi vides fizikali procesi — diftizija, Skidruma pliisma un
permeacija (Luo and Saltzman 2000; Plank et al., 2003). Pieradits, ka vides pretestibas spéks
korelé ar SPION nosédinasanas atrumu (Babincova and Babinec, 2009). Turklat $aja p&tjjuma

tika konstatéts, ka 50 nm lielu SPION parvietosanas atrumu var palielinat, paaugstinot
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magnétiska lauka intensitati, ka arT izmainot magnétu konfiguraciju, proti, permanentus
magnétus aizvietojot ar elektromagnétiem, kas gener¢ puls€joso magnétisko lauku. Lidzigu
pétijumu izstradajis Krafcik ar lidzautoriem, model&jot magné&tisku aerosolu piegadi plausas ar
kvadripolaru permanentu magnétu sistémas Hallbach palidzibu. Rezultata tika konstatéts, ka
magnétiskais speks biitiski preval€ par citiem faktoriem, veicinot atru SPION sedimentaciju,
pie kam SPION sedimentacijas trajektorija netika konstatétas nozimigas izmainas
aerodinamisko un gravitacijas speku ietekmé, kas radas elpoSanas simulacijas rezultata. Cita
pétijuma, palielinot magnétiska lauka intensitati no 150 mT Iidz 350 mT, tika samazinata
SPION agregacija un pieauga akumulacija gliomas $tnas (Chertok et al., 2011).

Zinams, ka magnétiska lauka indukcijas vertibu biitiski ietekmé attalums no magnéta.
Modelgjot magnétiska lauka amplittidu un gradientu tipiskam cilindriskas formas permanentam
NdFeSm magnétam (d =2 cm, h = 1 cm), tika konstatéts, ka magnétiska lauka indukcija un lidz
ar to arT magnétiska speka vertiba kritas par 25% no maksimalas vertibas jau 1 cm attaluma no
magnéta virsmas, (Schwerdt et al., 2012).

Permanenti magnéti rada savu patstavigu statisku magnétisko lauku, kur magnétiska
lauka gradienta virziens ir vertikals pa Z asi (Hofmann-Amtenbrink et al., 2009). Tadgjadi
statiska magnétiska lauka SPION kustiba Skiduma virziena pret magnétu ir aksiala
(1.4. att. (a)). Vairakas publikacijas aprakstits alternativu magnétisko lauku pielietojums, kas
ietver kompleksu magnétiska speka iedarbibu uz SPION pa X-Y-Z asi. Sadu magnétisko lauku
ietekmes rezultata tiek izmaintta SPION kustiba $kiduma — ta ir ne tikai aksiala, bet var bt art

laterala, oscil&josa un rot&josa (1.4. attéls (b)).
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1.4. attels. SPION kustiba Skiduma virziena pret magnétu statiska magnétiskaja lauka (a) un cita
veida ne statiskos magnétiskajos laukos (b)
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Pulsgjoss magnétiskais lauks, kura pamata ir pastaviga sinusveida vilpa iedarbiba uz
Stunam perpendikulara plakng, kas izraisa SPION svarstibas paraléli un perpendikulari virsmai
ar atskirigu svarstibu amplitudu, pirmo reizi aprakstits Kamau grupas petijuma. Pielietojot véza
Stnu Iinijas, visaugstaka report&josa géna ekspresija tika sasniegta, secigi kombingjot statisko
un puls€joso magnétisko lauku. Autori pielauj, ka SPION parvietoSanos caur $iinas membranu
sekmg statiska un pulsgjosa magnétiska lauka raditas aksialas, lateralas un papildus oscil&joSas
dalinu kustibas. Iedarbojoties uz adherentajam stinu kulttiram ar pulsgjosu magnétisko lauku,
kura pamata ir Tsu (milisekundes), atkartotu impulsu generéSana, iesp&jams panakt divkartigu
transgéna ekspresijas paaugstinaSanos; noverotas transfekcijas efektivitates izmainas atkariba
no magnétiska lauka stiprums un pulsu skaita
(Chen et al., 2009). McBain ar lidzautoriem izstradajusi osciléjosas magnetofekcijas metodi,
kuras pamata ir SPION kustiba ne tikai aksiala, bet art laterala virziena, ko nodroSina zemas
frekvences svarstibu generéSana x-y plakné (McBain et al., 2008). Ar metodes palidzibu
iespgjams ieverojami paaugstinat reportjoso g€nu ekspresijas raditajus dazadas griti
transficgjamas Stnu linijas, piem&ram, elpcelu epitelialajas $tinas, primarajos astrocitos
(Pickard and Chari, 2010; Tickle et al., 2015), Zurku oligodendrocitu prekursoru §tnas (Jenkins
et al., 2011), neiralajas cilmes Stnas (Adams et al., 2013), salidzinot ar konvencionalajam
metodém. Biitiski, ka oscil€josa magnétiska lauka pielietojums neietekmé Stinu dzivotsp€ju un
proliferaciju (Jenkins et al., 2011). Autoru novérojums, ka neirosféru kulttiras, kuras tika
paklautas oscil€joSajam svarstibam, Stnu plazmatiskas membranas ir ar izteiktaku
“krokojumu”, salidzinot ar neapstradatam kultiram noveda pie hipotézes, ka oscilgjosa
magnétiska lauka iedarbiba izraisa lielaku Stinas membranas kairinagjumu ta, iesp&jams,
stimulgjot endocitozi.

Dahmani grupa aprakstijusi magnétu sistému, kas sastav no diviem permanentiem
magnétiem, starp kuriem ievietota $tinu kultiira. So magn&tu rotacijas kustibas ietekmé pie
noteiktas magnétiskas indukcijas tika generéti impulsi lidz pat 400 apgr./min. Rezultata
reportgjosa géna ekspresija suspensiju Siinu Inija $1 magnétiska lauka ietekmeé, salidzinot ar
konvencialajam metodém, paaugstinajas 1,7-1,9 reizes, kas ir butisks raditajs, jo vairums
suspensiju $tinu liniju ir praktiski netransfic€jamas. Autori pielauj, ka rot€joSo magnétu raditie
speki, kas uz SPION iedarbojas X-y plakn€ izraisa to lateralu kustibu, ta palielinot saskari ar
stnam. Hajiani un Larachi pétijuma aprakstitas SPION molekulara transporta ipatnibas
statiska, oscil€josa un rot&josa magnétiska lauka ietekmé. Petot dalinu izkliedi skiduma vidgja
stipruma zemu frekvencu magnétisko lauku iedarbiba, autori konstat€jusi, ka permanentais un
rotejosais magnétiskais lauks ietekmé to lateralo difuiziju, atSkiriba no osciléjosa magnéetiska

lauka, kam netika konstatéta ietekme uz SPION lateralo diftiziju. Interesanti rezultati iegti
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analiz€jot SPION strukturalo izvietojumu Skiduma dazadu magnétisko lauku ietekmé.
Konstatéts, ka rotgjosa magnétiska lauka iedarbiba SPION veido apalas formas virpulveida
struktiiras, kameér oscil€josa un statiska magnétiska lauka iedarbiba — linearas, kvazistatiskas
struktiiras (Gravel et al., 2015).

SPION kompleksu internalizacijas efektivitati Siinas galvenokart ietekmé to izmers,
nemot vera to, ka tipisks endosomu izmérs klatrinmedi&tas endocitozes gadijuma ir 100 nm un
attiecigi kaveolu medi€tas endocitozes gadijuma 50-80 nm (Bareford and Swaan, 2007).
Ir pieradits, ka SPION, kuru izmeéri neparsniedz 200 nm ieslégSana Stnas notiek klatrina vai
kaveolu mediétas endocitozes cela, savukart makropinocitoze ir domingjosais cels > 500 nm
lieclam SPION (Rejman et al., 2004; Prijic et al., 2010). Japiezimg, ka biezi SPION kompleksu
ieslégSanas procesa vienlaicigi iesaistiti vairaki endocitotiskie mehanismi (Hillaireau and
Couvreur, 2009) un endocitozes cels ir tiesi atkarigs no mérka $tnu veida (Huth et al., 2004).
Endocitozes iznakumu magnetofekcijas rezultata ietekmé ari tadi faktori ka SPION forma un
zeta potencials — ladins. Pieméram, Stnas tiek efektivak ieslégtas sferiskas formas SPION,
salidzinot ar stieniSveida vai diskveida SPION (Chithrani et al., 2006; Muro et al., 2008).
Pozitivi ladetas SPION parasti tiek labak ieslégtas, salidzinot ar neitrali 1adetam SPION, tapat
ka katjoniskas SPION salidzinot ar anjoniskam
(Huang et al., 2010).

Audzgju Sinu membranu 1patnibas ir bitisks faktors SPION transporta nodroSinasana,
nemot vera to, ka malignizacijas procesa rezultata tiek izmainita membranu veidojosa lipidu
slana struktiira, lai pielagotos hipoksijas un pastiprinata metabolisma apstakliem
(Sincai et al., 2005; Yameen et al., 2014). Tapéc laundabigam S$inam piemit augstaks
endocitozes potencials salidzinajuma ar normalam $tiinam.

Magnetofekcija ir aprobéta pielietojumam in vitro dazadas, tai skaita loti griti
transficgjamas §tnu linijas, ex vivo (Svingen et al., 2009) un in vivo pétjjumos.

Nozimigi ir RNS interferences pétijumi, nemot véra siRNS potencialu audzgju genézes
procesos iesaistito génu ekspresijas inhibéSanai pat viena oligonukleotida mutacijas robezas.

Plank grupa ir publicgjusi visaptverosus parskatus un protokolus siRNS
magnetofekcijai tai skaita cilveka véza Stnu linijas HelLa, NCI-H441 un Jurkat, Caco-2
(Mykhaylyk et al., 2007-2010, 2015). Namiki grupa demonstr&jusi efektivu SPION-SIRNS
piegadi péc report&josa géna ekspresijas 10 dazadas kunga véza $tnu linijas un HeLa §tnu
ITnija.

Vairakos pétijumos parbaudits ar1 potenciali terapeitisku siRNS efekts. Birc5 géna, kas
saistits ar kimijterapijas rezistenci, paaugstinatu audz€ja rekurenci un mazaku dzivildzi

parekspresiju konstate lielai dalai audz&ju. Bitisks siRNS inhibgjosais efekts uz birc5 géna
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ekspresiju, izmantojot magnetofekciju, tika panakts BT-20, CAPAN-2 un LS-174T §tnu linijas
(Kumar et al., 2010). BCL2 géna parckspresija inhibé apoptozes procesus. Pielietojot
kompleksus SPION-siRNS savienojumus, tika batiski inhibé&ta BCL2 géna ekspresija A549 un
SKOV-3 sunas (Taratula et al., 2008).

Magnetitu saturoSas SPION pagaidam ir vienigais magné&tisko nanodalinu veids, kas
aprobéts pielietosanai kliniskos pétijumos (péc ASV FDA datiem) (Rudolf et al., 2014). Tas ir
fiziologiski inertas ar zemu toksicitati (Breimer, 1998; Torchilin, 2000) un noardi$anas lidz
dzelzij un skabeklim organisma notiek dabiskos metabolisma celos (Weissleder et al., 1995).
Magnétiskiem Skidumiem piemit laba kardiovaskulara panesamiba (Lubbe et al., 2001).

SPION ir piem&rotas pielietoSanai véza arst€Sana. Savu izmeru un struktiiras del tas spgj
izvairities no mononuklearo fagocitu iedarbibas asinsrit€ un migrét audz€ja mikrovidé
(ekstravazacija no asinsrites) un uzkrajas tur pastiprinatas caurlaidibas un aiztures (enhanced
permeability and retention effect — EPR) efekta ietekmé. EPR efekts izskaidro audzgju
angiogenézes ipatnibas — audz&ju asinsvadi ir deformé&ti un tajos veidojas poras, jo endotelialas
Stinas neveido normalu monoslani (McDonald and Foss, 2000), savukart vaja limfas attece no
audzgja audiem d&l paaugstinata intersticiala spiediena audz€ja centra kavé nanodalinu
aizplGsanu (1.5. att.). P&tijumos apstiprinats, ka SPION labak akumulgjas audzgja, neka

normalos audos (Byrne et al., 2008).
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1.5. att€ls. Nanonesé&ju akumulacija audzéja audos EPR efekta ietekmée
(Adaptéts no Jhaveri and Torchilin, 2014)

Argja magnétiska lauka pielietojums nodrosina SPION kompleksu piegadi un

koncentrésanos mérka vieta bez specifiskas SPION funkcionalizacijas, kas savukart paaugstina
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SPION internalizacijas iznakumu audzgja audos. Sis efekts plasi demonstréts pétijumos ar
dzivniekiem, pielietojot gan sisteémisku, gan lokalu terapeitisko génu ievadiSanas pieeju.

Schillinger grupas pétijjuma SPION-reportgjosa géna kompleksi tika ievaditi kamja
kriits audz€ja Siinas un virs ievades vietas uz 1 stundu fiks€ts permanents magnéts. Pec 40
stundam audzgja audos tika konstatéta report€josa géna ekspresija, kamér dazados organos —
sirdi, plausas, aknas, liesa un ada virs audz€ja génu ekspresiju nekonstat&ja. Scherer ar
lidzautoriem veica SPION-reportgjosa géna kompleksu injekcijas ciiku labas un kreisas auss
veénas, bet permanents magnéts tika fokuséts virs labas auss injekciju vieta. Rezultata génu
ekspresija visos paraugos tika konstatéta vietas, kas paklautas tieSai magnétiska lauka ietekmei,
bet kontroles paraugos (kreisas auss vénas), ka arT attalas vietas labas auss vénas report€joso
génu ekspresija netika noveérota. Butiski, ka report€josa géna signali netika novéroti citos
organos.

Viens no svarigakajiem aspektiem ir novérteét SPION kompleksu sist€miskas
ievadiSanas efektivitati, jo tas parada g€nu piegades vektorsist€mas sp&ju parvaret vairakas
organisma iek$gjas vides barjeras un atspogulo terapijai pietuvinatus apstaklus. Report&joso
geénu saturoSi SPION kompleksi tika injicéti pelém caur astes vénu un ar permanentu magnétu
radita argja magnétiska lauka palidzibu virziti uz sirdi un nierém 6 stundu perioda. Pec
inkubacijas SPION kompleksu klatbiitne péc reportgjosa géna ekspresijas tika konstateta mérka
vietas — plausas, sirdi un nierés, tau SPION zudumi sasniedza 30%
(Kumar et al., 2010). Sistemiska piegade uzradija lielaku SPION akumulaciju aknas neka
audzgja, lai gan, veicot SPION virsmas modifikaciju, iespgjams paaugstinat to akumulaciju
audzgja (Prabha et al., 2012).

Magnetofekcijas pielietojums neizraisa butiskus blakusefektus (Schillinger et al., 2005;
Huttinger et al., 2008; Sharma et al., 2011).

Vairakos pétijumos pieradits, ka magnetofekcijas pielietojumam ir ietekme ari uz
terapeitisko efektu — izraisa audz€ja samazinaSanos, samazina recidivus/véli recidivi, ka ari
paaugstina dzivildzi. Pieméram, p&c kaku fibrosarkomas audu magnetofekcijas ar cilveka GM-
CSF genu tika novérots biutisks stabilas remisijas gadijumu pieaugums 1 gada perioda.
Identiskus novérojumus attieciba uz remisijas gadijumiem public€jusi ari citi autori
(Jahnke et al., 2007; Huttinger et al., 2008) imunostimul&josas génu terapijas pétijumos.
Sharma grupas pétijuma tika konstatéts, ka intratumoralas SPION-p53 géna kompleksu
injekcijas inhibé audzgja augsanu pelém, kuras parnestas PC3 p53 neekspresgjosas Sunas.
Veicot audzgja audu analizi, lielaks skaits p53 pozitivu Siinu tika konstatéts gadijumos, kad tika
pielietota SPION-p53 terapija, salidzinot ar p53DNS terapiju bez SPION. Pielietojot SPION-

p53 terapiju, tika novérota audz&ja samazinasanas par 41%, kamér pS3DNS pielietojums
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izraisija audz€ja samazinasanos par 20%, salidzinot ar kontroles grupu. Interesanti rezultati tika
iegtti veicot reala laika noveéroSanu pé&c SPION-fluorohroma intravenozas ievadiSanas.
Sakotngji augsts signals tika noveérots aknas, bet péc vairakam stundam signala intensitate
paaugstinajas audzgja un signalu bija iespéjams detektét vel
4 dienas. SPION-p53 terapijas gadijuma bitiski palielinajas dzivildze — vid&ji 39 dienas,
saltdzinot ar vidgji 27 dienam p&c pS3DNS terapijas. Pec SPION-p53 terapijas autori konstat&ja
biutisku asinsvadu blivuma samazinaSanos audz€ja audos, tapat tika nov@rots augstaks
apoptozes indekss, salidzinot ar kontroles grupu. Liclakajai dalai dzivnieku (6 no 8) péc
pS3DNS terapijas attieciga laika posma tika konstatétas metastazes limfmezglos un
peritonealaja dobuma, kamér SPION-p53 gadijuma metastatisks process tika konstatets 1 no 7
dzivniekiem, kas lieck domat, ka SPION-p53 ietekm& ne tikai audz€a augSanu, bet ari
metastatiska procesa attistibu.

Audzgja angiogenézes samazinasanos un attiecigi butisku audz&ja masas samazinajumu
par 48% ka rezultata palielingjas dzivildze sistemiskas SPION-p53 terapijas ietekmeé pelém
novéroja ari Prabha ar lidzautoriem.

Magnetofekcija veiksmigi pielietota melanomas metastazu inhib&8anai — pétijuma
ietvaros peleém tika injic€ti metastazu supresorgénu NM23-H1 saturo$i SPION kompleksi un
tika novertéta gan magnetofekcijas, gan kombin€tas (magnetofekcija/kimijterapija) pieejas
efektivitate salidzinajuma ar kimijterapiju. Tika konstatéts, ka génu terapija ar SPION dod
kombinétu pieeju. Tika noveérota ne tikai metastazu samazinasanas lidz pilnigai izzuSanai, bet
ari butiski palielinajas dzivildze (Li et al., 2009).

Ir vairaki sekundari aspekti, kas parada magnetofekcijas ka vektorsistemas potencialu
ne tikai génu parnesei un perspektiva varétu tikt pielietoti kombing&tas terapijas izstradei.

Magnetofekcija nodrosina efektivaku kimijterapijas lidzeklu piegadi $tnas. Alexiou
grupas pétfjuma pelém ar plakanStnu karcinomu cirkSna artérija vai auss véna tika ievaditi
SPION-mitoksantrona kompleksi, kam&r argjais magnétiskais lauks tika fokuséts uz adas virs
audzgja. Visaugstaka SPION-mitoksantrona akumulacija tika konstatéta audzgja audos un
nelielos daudzumos ar1 aknas, plausas un liesa. Tacu, salidzinot ar kontroli bez magné&tiska
lauka iedarbibas, audz€&ja un apkartgjos audos dzelzs raditaji bija vairakus simtus reizu augstaki.
Intraarteriala ievadiSana rezult&jas pilniga un stabila remisija, salidzinot ar bez terapijas un
intravenozo terapiju. Bitiski, ka $is efekts tika sasniegts pielietojot samazinatu devu — 20 lidz
50% no sistemiskas devas, pie kuras mitoksantrona koncentracija audzgja $iinas un apkartgjos
audos pieauga 44 reizes. Piemérota terapija neizraisija blakusefektus un noveéroSanas perioda

netika nov€rota metastazu attisttba. VElak §1 pati grupa konstatéja, ka magnétiska lauka
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iedarbiba izraisa ne tikai terapeitisko kompleksu pastiprinatu koncentrésanos uz audzgja Stinu
virsmas, bet arT stimulé SPION iekltiSanu ta stinas. Cita p&tijuma ar pelém, kuras parnestas kriits
audzg€ja Stinas péc intravenozas ievadiSanas paradita efektiva SPION-liposomu-paklitaksela
akumulacija audz€ja $tnas aréja magnétiska lauka ietekmé (Zhang et al., 2005).

Liela dala magnetofekcijas pétijumu ir veltiti smadzenu audzgju terapijai, jo smadzenu
audzgji biezi vien ir neopergjami izmeru un sarezgitas lokalizacijas vietas dél un slikti reage uz
Kimijterapiju hematoencefalitiskas barjeras dé] (Juratli et al., 2013). Ir pieradits, ka SPION spgj
Skeérsot  hematoencefalitisko barjeru un to bitiski ietekmé SPION  izmeérs
(Pulfer and Gallo, 1998). Kievit grupa pétijuma ar pelém ar C6 zurku gliomas audz&jiem tika
pieradita SPION kompleksu akumulacija gliomas $tinas péc sist€miskas ievadisanas astes véna.
Cita petijuma SPION akumulacija 9L-gliomas §tinas zurkam pé&c intravaskularas ievadisanas
palielingjas pieckart fokuséta aréja magnétiska lauka ietekmé, salidzinot ar kontroles grupu bez
aréja magnétiska lauka pievadiSanas ar SPION pasivu akumulaciju gliomas $tinas (Chertok et
al., 2008).

Vel viens interesants magnetofekcijas pielietojuma virziens ir §tinu pielade ar SPION ar
mérki tas padarit magnetovadamas, jo magnétiska lauka iedarbiba izraisa ne tikai SPION
kustibu, bet ari ar SPION pieladétu $tnu kustibu. Muthana grupas pétijuma report&joso génu
ekspresgjosi monociti tika pieladéti ar SPION. Veicot intravenozas injekcijas nude pelém, tika
noverots, ka butiski vairak SPION saturoSu monocitu tiek koncentréti uz audzgja audiem péc
magnétiska lauka pievadiSanas, respektivi, magnétiska lauka iedarbiba izraisija monocitu
virzibu uz audzgja audiem. Biitiski, ka liels daudzums SPION saturo$u monocitu tika konstateti
slikti apasinotas audzgja zonas.

Neskatoties uz daudzsolo$ajiem rezultatiem p&tijumos in Vivo izmantojot dzivniekus,
Sobrid nav neviena uz magnétiskiem vektoriem bazeta sisteéma, kas biitu izgajusi visas klinisko
pétijumu fazes un aktivi pielietota terapeitiskiem mérkiem. Pirmie zinojumi par magnétisku
nes¢ju pielietojumu kliiskajos petijumos tika publiceti 90. gados
(LUbbe et al., 1996). P&tijuma tika ieklauti 14 slimnieki péc neefektivas kimijterapijas, kuriem
1-3 kursu veida tika veiktas intravenozas SPION-epirubicina infuizijas ar sekojoSu argja
magnétiska lauka iedarbibu audz&ju lokalizacijas vietas 60—120 min garuma. Tika konstatéts,
ka arg€ja magnétiska lauka iedarbiba nodroSina SPION kompleksu piegadi audzgja Stnas 50%
no pétijuma iesaistitajiem pacientiem un SPION izraisita paaugstinata organu toksicitate netika
noverota. Wilson ar Iidzautoriem zinojusi par I/II fazes hepatocelularas karcinomas slimnieku
terapijas efektivitati. Petijuma tika ieklauti 4 pacienti, kuriem netalu no audz€ja esosaja arterija
injicéja SPION-doksorubicina hidrohlorida savienojumus ar sekojosu spéciga magnétiska lauka

iedarbibu audzgja lokalizacijas vieta. Rezultata magnétiska lauka iedarbiba izraisija SPION
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kompleksu nokltsanu audzgja un, ta ka kopgjais administréto terapeitisko lidzeklu apjoms bija

loti zems, netika noveroti praktiski nekadi blakusefekti.

Laika-fazes variejos$s magnétiskais lauks

Misu starpdisciplinara grupa ir aprakstijusi laika-fazes vari€joSu magnétisko lauku,
kuru rada permanentu magné&tu orbitala rotacija $tinu kultiirai paraléla plakné. Pastav uzskats,
ka magnétu orbitala rotacija ietekm& SPION kustibu $kiduma, ta sekmgjot to sedimentaciju uz
($tnu) virsmas.

Laika-fazes vari€joSs magnétiskais lauks tiek generéts ar iekartas DynaFECTOR

palidzibu, kas ir paredzéta $iinu transfic€Sanai 24 iedalu $tnu kultiiru platé (1.6. att.).

1.6. attels. Magnetofekcijas iekarta DynaFECTOR: 1 — 24 iedalu plates vieta, 2 — stravas padeves

-----

ekspozicijas ilgums statiskaja magnétiskaja lauka, 6 — magnétu apgriezienu frekvence

DynaFECTOR raksturojoSie parametri:

e programmé&jama magnétiskas sist€émas rotacija orbita ar atrumu 1-150 apgr./min;

o fikséts rotacijas laiks 1-999 min;

e papildus ieprogramméta rotacijas virziena maina ik péc 30 sekundém visa SPION
nosédinaSanas procesa;

e termostatiska temperatiira 36 + 1°C.

Iekarta DynaFECTOR konstruéta maisitaja platformas vieta iemontgot magnétisko
sistému, kas sastav no 12 permanentiem, vienpolari orient&tiem cilindriskas formas retzemju
neodima-dzelzs-bora (NdFeB) permanentajiem magnétiem (d = 19 mm). Magnéti uz

magnétiskas sist€émas izvietoti Sahveida kartiba (1.7. att.) ta, ka nemot véra magnétu sist€émas
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kustibas amplitiidu, katra magnéta rotacijas orbita ietver divas iedalas 24 iedalu platé. Saskana
ar magnétiska vektora speku datormodeli, magnéti uz virsmas izkartoti ta, lai atkariba no to
kustibas biitu iesp&jams sasniegt magnétiska lauka indukciju 0,35 T un aksialas un radialas

komponentes gradienta Iimeni 3 x107 a/m?.

1.7. attels. Magnétu izvietojums DynaFECTOR magnétiskaja sistema
(Adaptets no Vainauska et al., 2012)

Virs magnétu sist€mas nostiprinata ne-magnetiz€josa metala plaksne, uz kuras
paredzéta vieta 24 iedalu Stnu kultGru platei; fiksétais attalums no S$tnu kultiru plates

apaks$malas 1i1dz magnétu virsmai ir 3,5 mm (1.8. att.).

Sunu kultaras plate

orbitalas
rotacijas

e magnets = —

I h=3,5mm

magnétu sistéma

1.8. attels. Magnétu sistéemas rotacijas plakne
attieciba pret 24 iedalu $iinu kultairu plates plakni

Magnétu sistémas, kas roté zem Stinu kulttru plates orbitalas rotacijas radiuss ir 2 cm
neatkarigi no rotacijas virziena.

Rot&josa magnétu sistema specifisku magnétisko speku iedarbibu uz SPION raksturo
magnétu pozicijas orbita, respektivi, 1., 2., 3. faze (1.9. att. (a)). Pirmas fazes gadijuma magnéts
neatrodas zem iedalas un $aja gadijuma magnétiska speka iedarbiba ir lidzvertiga nullei. Otraja
fazé notiek SPION laterala kustiba, jo dominanta klust radiala komponente, bet treSaja faze

SPION Kustiba notiek aksiala virziena, jo magnéts atrodas tiesi zem iedalas.
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SPION plates iedaja (1)

2. faze—»

Orbita

plates iedala (I1)

1.9. attels. Rotéjosas magneétiskas sistemas princips: (a) shematiska magnétu sistémas ilustracija
vienam magnétam un divam Siinu kultiiru plates iedalam; 1., 2., 3. faze — magnétu pozicijas zem
iedalam orbitalas rotacijas procesa, (b) shematisks attélojums magnétiska lauka darbibai
dazados laika posmos; 1., 2., 3. — relativais magnetiska lauka darbibas ilgums; sarkanas bultinas
norada magneétiska lauka virzienu un relativo lielumu (péc bultinu garuma)
(Adaptets no Karpov et al., 2014)

Noveértgjot magnéta atraSanas relativo ilgumu katra no fazém (1.9. att. (b)), tika
konstatets, ka pirmaja fazeé kad magnétiskais speks uz SPION neiedarbojas, to izkliede ir
vienmériga visa telpa (skat. krasojumu 1.9. att. (b)). Savukart otraja faz€, magnétiska speka
radiala komponente, Tslaicigi iedarbojoties uz SPION, izraisa to lateralu kustibu dazados
virzienos, jo orbitala perioda laika iedarbojas uz SPION divas reizes. Tresaja fazeé magnétiska
speka aksiala komponente virza SPION lejup pretim plates iedalas (Stinas) virsmai.

Sakotngjie datormodelésanas rezultati (Comsol), noveértgjot magnétiska speka iedarbibu
uz SPION laika-fazes varigjosa magnétiskaja lauka', paradija, ka sedimentacijas procesa
SPION izvietosies gan magnéta centralaja dala, gan pie argjas robezas, jo magnétiska lauka
aksiala komponente dominé Z ass virziena un virza SPION uz leju pret magnétu, savukart

radiala komponente, kas doming pie magné&ta malas veicina SPION lateralu kustibu (1.10. att.).

! Attalums no NdFeB magnéta (350 mT virsmas centra, r =9 mm, h =7 mm) 3,5 mm
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Uz SPION darbojosais spéks gradienta magnétiskaja lauka, N

30 20 10 0 10 20 30

Attalums no magnéta centra pa x asi, mm

1.10. attels. Aksiala (zils krasojums) un radiala (zal§ krasojums) magnétiska speka
komponentes (a), taisnlenka un cilindriska koordinatu sistéma attieciba pret magnétu (b)
(Adaptets no Karpov et al., 2014)

To uzskatami apstiprina datormodel&Sanas rezultati (Matlab), novértéjot magnétiska
lauka radialas komponentes virzienu grafisku momentu izplatibu diviem gadfjumiem?
1.11. att. ((a) un (b)). IzrietoSais sp€ks tiek versts magnéta orbitas centra virziena
(1.11. att. (c)); tresaja faze, magnétiska speka aksiala komponente virza SPION aksiala virziena
pretim virsmai. Ta ka magnétiskas sistémas orbitalas kustibas rezultata magnétiska lauka
iedarbiba ir laika-fazes varigjoSa, SPION parvietoSanas mainisies atkariba no magnétu
apgriezienu frekvences.

Aprekinats, ka SPION parvietojuma amplitiida var sasniegt 11dz pat 0,5 um saskana ar

magnéta robezas linearo atrumu v 60 mm/s, un magnétiska lauka gradientu 50 T/m.

2Ry =10mm, 1y = 9 mm
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1.11. att€ls. Radiala spéka virzienu izkliede: (a) un (b) — magnétam otraja faze (attiecigi kreisa
un laba pozicija ka attélots 1.9. attela), (C) — izrietoSais speks; magnétiskais speks (a) un (b)
parada magnétisko momentu (apvilkti ar apliem) izkliedi
(Adaptets no Karpov et al., 2014)

Datormodelésanas rezultati (FORTRANS®), novértgjot sedimentéto SPION izkliedes
profilu atkariba no rot&josas platformas apgriezienu frekvences o, vienpolari orientétu magnétu

gadijuma uzradija butiskas atSkiribas (1.12. att.).

=10 ®=20 o =40
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1.12. attels. Uz kivetes pamatnes virsmas dalas (kvadratveida laukums 2 x 2 cm ?) nosedinato
SPION izkliede pie dazadam maisitaja platformas apgriezienu frekvencém o, apgr./min
(Adaptets no Kozlov et al., 2015)

% 1,3 mm biezs SPION suspensijas slanis tika sadalits kubiskas formas 1 x 1 x 1 mm?®izmeéra elementos un SPION
trajektoriju sakumpunkti atradas So elementu centra.
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Gadijuma, kad magnéti bija nekustigi (w = 0) SPION sedimentacija bija loti
nevienmériga (1.12. att. (a)), un ievérojama dala kivetes pamatnes virsmas (~ 40%) palika
nenoklata.

Uzsakot rotaciju, SPION sedimentacija uz pamatnes notika vienmeérigak
(1.12. att. (b un c)). Sasniedzot rotéjoSas platformas magnétu apgriezienu frekvenci
@ = 40 apgr./min, SPION izkliede kluva vienmérigaka, nenosedzot tikai ~ 10% virsmas
laukuma (1.12. att. (d)). Tika konstatéts, ka SPION izkliede palick nemainiga, palielinot
platformas apgriezienu frekvenci. Sads SPION izvietojums uz pamatnes virsmas liecina, ka
SPION, kas paklautas kustiba esoSu magnétu magnétisko lauku iedarbibai, tiek nos€dinatas
praktiski vertikali kivetes pamatnei pa asi Z ar relativi nelielu parvietojumu skérsam.

Projekcija no vienas no aprékinatajam SPION trajektorijam plakné XZ att€lota
1.13. attela. Uzskatami redzams, ka magnétu rinkveida kustiba atspogulojas raksturigas SPION

trajektorijas svarstibas — gan aksiala, gan laterala virziena.

Zmm

T T

T T
0.2 0,25 03 0,35 0,4 0,45 p,5 MM

1.13. attels. SPION trajektorijas projekcija XZ plakné: a — magnéti roté ar apgriezienu frekvenci
40 apgr./min, b — magnéti ir nekustigi
(Adaptets no Kozlov et al., 2015)

Magnetofekcija ir viena no Sobrid perspektivakajam génu piegades metodém, kuras
pamata ir ar magnétiskajam nanodalinam saistitu nukleinskabju koncentré$ana uz §tinu virsmas
un piegade $linas, izmantojot spécigu aréjo magnétisko lauku. Laika-fazes varigjosa magnétiska
lauka, kas tiek generéts ar magnetofekcijas ickartas DynaFECTOR palidzibu, pamata ir
permanentu magnétu plates orbitala rotacija Siinu kulttrai paraléla plakné. DatormodeléSanas
rezultata tika noskaidrots, ka laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekmé notiek SPION
aksiali laterala kustiba. Ta rezultata sedimentacijas procesa SPION izvietojas gan magnéta
centralaja dala, gan pie ar€jas robezas, kas veicina to vienmérigaku sedimentaciju ari uz
virsmas. Laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekme uz

SPION-nukleinskabju kompleksu piegades efektivitati §iinas nav noskaidrota.
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2. MATERIALS UN METODES

2.1. Materials

2.1.1. Siinu Iinijas

Darba ka modelis tika izmantota cilvéka prostatas karcinomas S§tnu Iinija (PC3)
(ScienCell, ASV) un cilvéka aknu hepatocelularas karcinomas $tinu linija (HEPG2) (ScienCell,
ASYV). Izveletas Sunu linijas pieder pie griiti transficéjamam $tinu linijam, tapec ir piemerotas
transgéna efektivitates novértésanai. Stinu kultivésanai tika izmantoti sertificéti $tinu kultiiru
reagenti (Life Technologies, ASV), un S§tnu kultivésana tika veikta atbilstoSi razotaju
rekomendacijam. PC3 §iinas tika audzétas RPMI-1640/F-12 barotng, papildinata ar 10% FBS,
penicilinu (100 U/ml) un streptomicinu (100 pg/ml). HEPG2 Sinas tika audzétas DMEM
barotné, papildinata ar 10% FBS, penicilinu (100 U/ml) un streptomicinu
(100 pg/ml). Sanas tika kultivétas inkubatora (Sanyo MCO-175) 37°C ar 5% CO; padevi.
Subkultivésana tika veikta 2-3 reizes nedg€la, Stinas tripsiniz&jot ar 0,025% tripsina skidumu

PBS (Life Technologies, ASV).

2.2. Metodes

Pé&tijuma tika pielietota kompleksa metodologiska pieeja. Metodes un to izmantoSanas
kartiba apkopota zemak.

CM sedimentacijas profila noteiksana:
* CM sedimentacija Stunu kulttiru barotné statiskaja un laika-fazes varigjosa
magnétiskaja lauka;
» mikroskopéSana ar fotoatt€lu iegiiSanu.
LacZ un ECFP-ERp29 pDNS iegiisana:
* pDNS transformésana E. Coli un transforméto baktériju kultivésana,

* pDNS izdalisana no E. Coli kultiiras, izmantojot Plasmid Midi Kit;
» izdalitas pDNS koncentracijas noteikSana.

Optimizacija
Optimalas pDNS:LIP un pDNS:LIP:CM attiecibas noteikSana:
* PC3 un HEPG2 §unu transfekcija statiskaja un laika-fazes vari€josa magnétiskaja
lauka, izmantojot dazadu LacZpDNS:LIP un LacZpDNS:LIP:CM
daudzumu/savstarpgjo attiecibu,
« transfic€to $tinu krasosana, izmantojot p-Gal Staining Kit;

» mikroskop&sana ar fotoatt€lu iegiiSanu,
» transfekcijas efektivitates/citotoksiska efekta novertésana.
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Optimala ekspozicijas ilguma noteikSana:
* PC3 un HEPG2 §tnu transfekcija ar 2,5; 5; 10; 20 min ekspoziciju statiskaja un laika-
fazes vari€josa magnétiskaja lauka, izmantojot optimalu LacZpDNS:LIP:CM;
« transficéto $tnu krasoSana, izmantojot f-Gal Staining Kit;
* mikroskopé&Sana ar fotoattélu iegtisanu;
* Stinu skaitiSana ImageJ programma, transfekcijas efektivitates aprekini.

Optimalas magnétu apgriezienu frekvences noteiksana:
* PC3 un HEPG2 $iinu transfekcija laika-fazes variéjosa magnétiskaja lauka ar 5; 25;
50; 100 apgr./min frekvenci, izmantojot optimalu LacZpDNS:LIP:CM;
« transficéto $tnu krasoSana, izmantojot f-Gal Staining Kit;
* mikroskopé&Sana ar fotoattélu iegtisanu;
* Stinu skaitiSana ImageJ programma, transfekcijas efektivitates aprékini.

Optimalas magnetiska lauka intensitates noteikSana:
* PC3 sunu transfekcija statiskaja un laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka ar
optimalu magnetofekcijas ilgumu un magn&tu apgriezienu frekvenci, izmantojot
optimalu LacZpDNS:LIP:CM;
« transfic&to $tnu krasoSana, izmantojot f-Gal Staining Kit;
 mikroskop&Sana ar fotoatt€lu iegtisanu;
* $tinu skaitiSana ImageJ programma, transfekcijas efektivitates aprékini.

Dazadu transfekcijas metoZu efektivitates noteikSana

LacZpDNS:LIP:CM piegades efektivitates noteikSana:
* PC3 un HEPG2 $tnu transfekcija ar L, LM un LM LFV metodém;
« transfic€to Stinu krasoSana, izmantojot f-Gal Staining Kit;
* mikroskopéSana ar fotoattélu iegtiSanu;
* Stinu skaitiSana ImageJ programma, transfekcijas efektivitates aprékini.

ECFP-ERp29pDNS:LIP:CM piegades efektivitates noteikSana:
* PC3 un HEPG2 §unu transfekcija ar L, LM un LM LFV metodém,;
« transficéto $unu analize ar Western blota metodi;
edensitometrijas analize programma Image Reader LAS-1000.

LacZpDNS:LIP:CM:siRNS piegades efektivitates noteiksana:

* PC3 stnu transfekcija ar L/L siRNS, LM/LM siRNS un LM LFV/LM LFV siRNS
metodém;

« transfic€to Stnu krasosana, izmantojot f-Gal Staining Kit;
* mikroskopéSana ar fotoattélu iegtiSanu;
* Stinu skaitiSana ImageJ programma, transfekcijas efektivitates aprékini.

Citotoksiska efekta noteikSana

LacZpDNS:LIP:CM piegades izraisitas citotoksicitates noteiksana:
* PC3 stinu transfekcija ar L, LM un LM LFV metodém,;
« transfic€to Stnu krasoSana, izmantojot AO/EB metodi;
* mikroskopéSana ar fotoattélu iegtiSanu;
* Stinu skaitiSana ImageJ programma, nedzivo Siinu Tpatsvara aprekini.
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Dzelzs satura noteikSana Stinas

Internalizétas Fe?* noteik$ana pec Siinu skaita:
 PC3 Siinu magnétiska iezim&Sana ar CM statiskaja un laika-fazes vari€josa
magnétiskaja lauka;
* iezim&to $tnu krasosana, izmantojot PB metodi;
» mikroskop&sana ar fotoatt€lu iegiiSanu,
* Stinu skaitiSana ImageJ programma.

Internalizétas Fe?* noteikSana pec daudzuma/§iina:
* PC3 sSunu magnétiska ieziméSana ar CM statiskaja un laika-fazes varigjosa
magnétiskaja lauka;
* ieziméto Stinu spektrofotometriska analize;
* dzelzs daudzuma aprékini.

2.2.1. SPION sedimentacijas profila noteik§ana

Lai analizétu magnétisko nanodalinu sedimentaciju $kiduma, dazadu magnétisko lauku
ietekmé, 30 pg CombiMag (CM) magnétisko nanodalinu (Chemicell, Vacija) tika samaisiti ar
470 pl Opti-MEM $tinu kulttiru barotni. Iegiitais maisijums pa pilienam tika parnests 24 iedalu
Stnu kulttru platé un inkubéts uz MagnetoFACTOR (Chemicell, Vacija) magnétu sistémas
(statiskais magnétiskais lauks, 0,35 T) vai uz DynaFECTOR rotgjosas magnétu sisteémas
platformas 5 min. P&c inkubacijas CM izkliede tika analizéta, izmantojot gaismas
mikroskopijas metodi (Nikon Eclipse 80i) 400X kopg&ja palielinajuma, un iegiti digitali

fotoattéli ar Nikon kameru.

2.2.2. Plazmidu DNS iegiiSana

Lai novertétu nukleinskabju piegades efektivitati véza $iinas gan péc transfic€to Siinu
skaita, gan kopgja proteinu Iimena, tika izmantotas divas dazadas plazmidas -
pcDNA3.1™/His/LacZ (Life Technologies, ASV) un pECFP-ERp29 (Karolinska institits,
Zviedrija). LacZ géns kod€ enzimu -galaktozidazi, kas piedalas laktozes hidrolize lidz glikozei
un galaktozei. B-galaktozidazes tests ir viena no efektivakajam un biezak pielietotajam
metodém transficéto Stinu skaita noteikSanai, jo biokimiskas reakcijas rezultata transficétas
Stinas dod raksturigu zilu krasojumu. pECFP-ERp29 tika izmantota, lai novértetu transfekcijas
efektivitati pec kop€ja proteinu ekspresijas Iimena.

Nukleinskabju transforméSanai baktérijas tika izmantots kompetento E. Coli
bakterialais celms XL1Blue (Promega, ASV), un baktériju transformacija tika veikta p&c

aprobéta darba protokola. Kompetentas E. Coli §tnas (50 pl alikvota) tika atkausétas, ievietojot
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ledd, un péc atkaus€Sanas tam pievienoja 10 ng pDNS. legiitais maisijums tika inkubéts ledi 5
min, tad nekavgjoties parnests Gidens termostata (LKB Bromma 2209 Multitemp) 42°C, kur
inkubéts vél 1,5 min, p&c tam parnests uz ledus un inkub&ts 2 min. P&c inkubacijas, transformé&to
baktériju maisijumam pievienoja 500 pl skidras LB barotnes un inkubgja Enviromental shaker
incubator ES-20/60 termostata (40 min; 200 apgr./min). P&c inkubacijas, 50 ul transformé&to
bakteriju maisijuma parnesa uz Petri plates ar agariz&€tu LB barotni ar 100 pg/ml ampicilina
(LacZpDNS) vai 25ug/ml kanamicina (ECFP-ERp29pDNS) un inkubgja termostata 37°C
naktskultira. Nakamaja diena transformétas Stinas tika izs€tas Skidraja LB barotné ar
ampicilinu (100 pg/ml) (LacZpDNS) vai kanamicinu (25ug/ml) (ECFP-ERp29pDNS) un
kultivétas optimalos apstaklos (37°C, 200 apgr./min) Enviromental shaker incubator ES-20/60
termostata naktskulttira. pDNS tika izdalita, izmantojot Plasmid Midi Kit (Qiagen, Vacija), péc
razotaja izstradata protokola. Izdalitas pDNS koncentracija (pie 260 nm) un kvalitate (260/280

< 1,8) tika noteikta, izmantojot NanoDrop 1000 spektrofotometru, péc razotaja

rekomendacijam.

2.2.3. Transfekcija ar plazmidu DNS un siRNS

Stinu transficé$ana statiskaja magnétiskaja lauka un laika-fazes varigjo$§a magnétiskaja
lauka tika veikta, izmantojot kompleksu liposomalas magnetofekcijas metodi. Liposomala
komponente nodroSina papildus pDNS aizsardzibu un labaku piesaisti Stinas membranai

(2.1. att.).

komplekss

SPION-nukleinskabes-
liposomas komplekss

2.1. attels. SPION-nukleinskabes-liposomalas komponentes savienojumu veido$anas princips
(Adaptets no Tiwari et al., 2015)

Salidzinajumam tika veikti eksperimenti izmantojot ari lipofekcijas metodi (L), lai

parliecinatos par magnétiska lauka efektu. Eksperimentalaja darba tika izmantoti sertificeti
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transfekcijas reagenti. Lipofectamine2000 (LIP) transfekcijas reagents (Life Technologies,
ASV) ir aprobéts pielietoSanai dazadas adherentas un atseviskas suspensiju Stnu linijas, t.sk.
RNS interferences pétijjumos. CM superparamagnétiskas nanodalinas ir piemérotas
transfic€Sanai, izmantojot lipidus, un ir aprobétas pielietosanai PC3 un HEPG2 $iinu Iinijas.
Ko-transfekcijai ar siRNS tika izmantota siRNS pret B-galaktozidazi Stealth™ RNAi LacZ
Reporter Control (Life Technologies, ASV).

Optimalu reakcijas apstaklu noteikSana ir bitisks faktors augstaku transfekcijas
efektivitates raditaju sasniegSanai. Tap&c vispirms eksperimentali p&c titréSanas principa tika
veikta reakcijas apstaklu optimizacija, un noteikta pDNS-LIP un p&c tam attiecigi pDNS-LIP-

CM savstarpgja optimala attieciba, nemot véra razotaju rekomendacijas (2.1. tabula).

2.1. tabula
PDNS-LIP un pDNS-LIP-CM savstarpéja attieciba optimizacijas eksperimentos

PDNS (ug) | LIP (ul) PDNS (pg): LIP (ul) | CM (ul)

0,5 0,5 1:1 0,5
1 1 1:2 0,5
2 2 1:3 0,5
3 3 1:1 1
4 4 1:2 1
0,5 1 1:3 1
1 2 1:1 2
2 4 1:2 2
3 6 1:3 2
0,5 1,5

1 3

2 6

PDNS-LIP-CM savstarpéja optimala attieciba tika noteikta, izmantojot 10 min
ekspoziciju magnétiskaja lauka (razotaja rekomendacija: 10-20 min).

Testjot 5 nM, 20 nM, 50 nM un 100 nM siRNS, tika noteikta arT siRNS koncentracija,
pie kuras tiek panakts visaugstakais inhibgjosais efekts.

Dienu pirms transfekcijas ar pDNS $iinas tika izsétas 24 iedalu platés: 1,8 x 10°
Slinas/iedald PC3 $tinas un 1,5 x 10° §iinas/iedala HEPG2 &iinas, lai transfekcijas diena
sasniegtu ~ 80% konfluenci.

Ko-transfekcijas eksperimentiem ar siRNS PC3 Siinas tika izs€tas tapat ka apraksta
transfekcijai ar pDNS.

Visiem eksperimentiem paraugi tika sagatavoti triplikata atbilstosi vadlinijam.
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Lipofekcija ar pDNS

Pirms transfekcijas $tinu kulttiru barotne tika nomainita ar 400 ul Opti-MEM barotnes
bez piedevam. Tika sagatavots pDNS skidums Opti-MEM ar kop&jo daudzumu 50 ul. Tika
sagatavots LIP reagenta $kidums Opti-MEM ar kopg€jo daudzumu 50 pl skiduma un, pirms
sajaukSanas ar citam komponentem, inkubgts istabas t° 5 min. Sagatavotais pDNS $kidums tika
pievienots LIP reagenta $kidumam un viegli samaisits 2—-3 reizes, 1&ni pipet&jot. Maisijumu
inkubg&ja istabas t° 25 min un péc tam pa pilienam parnesa uz Stnam platé. Kontrolei tika
izmantots LIP reagenta $kidums Opti-MEM ar kop&jo daudzumu 50 pl $kiduma. Sinas kultivéja

CO> inkubatora 24 stundas.

Ko-lipofekcija ar siRNS

Pirms transfekcijas $tinu kultiiru barotne tika nomainita ar 400 ul Opti-MEM barotnes
bez piedevam. Tika sagatavots pDNS skidums Opti-MEM ar kop&jo daudzumu 50 pl. Tika
sagatavots siRNS skidums Opti-MEM ar kopg&jo daudzumu 50 pl. Tika sagatavots LIP reagenta
Skidums Opti-MEM ar kop&jo daudzumu 50 ul $kiduma un, pirms sajaukSanas ar citam
komponenteém, inkubéts istabas t° 5 min. Sagatavotais siRNS skidums tika pievienots pDNS
Skidumam, péc tam LIP reagenta $kidumam un viegli samaisits 2—3 reizes, 1€ni pipet&jot.
Maistjumu inkubgja istabas t° 25 min un péc tam pa pilienam parnesa uz §tinam platé. Kontrolei
tika izmantots LIP reagenta skidums Opti-MEM ar kopgjo daudzumu 50 pl $kiduma un siRNS
$kidums Opti-MEM ar kopgjo daudzumu 50 ul. Stinas kultivéja CO; inkubatora 48 stundas.

Liposomala magnetofekcija ar pDNS

Pirms transfekcijas $tinu kulttiru barotne tika nomainita ar 350 Opti-MEM barotnes bez
piedevam. Tika sagatavots pDNS skidums Opti-MEM ar kopg&jo daudzumu 50 pl. Tika
sagatavots LIP reagenta $kidums Opti-MEM ar kopg€jo daudzumu 50 pl skiduma un, pirms
sajaukSanas ar citam komponentém, inkubéts istabas t° 5 min. CM pirms lietoSanas tika
vorteksétas 2—3 sekundes, un sagatavots magnétisko nanodalinu skidums Opti-MEM ar kop&jo
daudzumu 50 pl skiduma. Sagatavotais pDNS skidums tika pievienots LIP reagenta Skidumam
un viegli samaisits 2—3 reizes, 1&ni pipetgjot. pDNS-LIP skidumam pievienoja CM skidumu, 2—
3 reizes léni pipet&jot, un inkubgja istabas t° 25 min. Maistjums pa pilienam tika parnests uz
$tnam platé. Stinas tika inkub&tas uz MagnetoFACTOR (Chemicell, Vacija) magn&tu sistémas

(statiskais magnétiskais lauks) un uz DynaFECTOR rot&joSu magnétu sist€mas platformas.
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Kontrolei tika izmantots CM reagenta Skidums Opti-MEM ar kop&jo daudzumu 50 pl $kiduma.

P&c inkubacijas Stnas kultivéja CO2 inkubatora 24 stundas.

Liposomalas magnetofekcijas optimizacija

Lai noteiktu optimalo ekspozicijas laiku magnétiskaja lauka, tika veikta liposomala
magnetofekcija statiskaja magnétiskaja lauka (LM) un liposomala magnetofekcija laika-fazes
vari§josa magnétiskaja lauka (LM LFV) ar ekspoziciju 2,5, 5, 10 un 20 min. Izv€loties
ekspozicijas ilgumu, pirmkart tika nemtas vera razotaja rekomendacijas attieciba uz ieteicamo
magnetofekcijas laiku, izmantojot CM reagentu: 5—20 min. Ekspozicijas ilgums 2,5 min tika
izvelets, lai parliecinatos vai nepastav atskiribas reakcijas kinétika starp LM un LM LFV.

Lai noteiktu optimalo magnétu apgriezienu frekvenci, tika veikta LM LFV ar magn&tu
apgriezienu frekvenci 5, 25, 50 un 100 apgr./min optimalaja ekspozicijas laika.

Lai noteiktu optimalo magnétiska lauka intensitati, tika veikta LM un LM LFV
optimalos ekspozicijas ilguma un attiecigi magnétu apgriezienu frekvences apstaklos, varigjot
magnétiska lauka intensitati 0,1 T, 0,2 T un 0,35 T robezas. Tas tika nodroSinats palielinot
attalumu starp magnétiem un Stinu kultiiras plati, starp tam novietojot magnétiski inertas

plaksnites (6 un 9 mm).

Liposomala ko-magnetofekcija ar sSiRNS

Lai sasniegtu visaugstako inhib&joso efektu tika testéts 5 nM, 20 nM, 50 nM un
100 nM siRNS. Pirms transfekcijas §tinu kultliru barotne tika nomainita ar 300 pl Opti-MEM
barotnes bez piedevam. Tika sagatavots pDNS §kidums Opti-MEM ar kop&jo daudzumu
50 pl. Tika sagatavots siRNS $kidums Opti-MEM ar kop&jo daudzumu 50 pl. Tika sagatavots
LIP reagenta skidums Opti-MEM ar kopg&jo daudzumu 50 pl skiduma un, pirms sajauksanas ar
citam komponentém, inkub&ts istabas t° 5 min. CM pirms lietosanas tika vorteks&tas
2-3 sekundes un sagatavots magnétisko nanodalinu skidums Opti-MEM ar kopg€jo daudzumu
50 pl Skiduma. Sagatavotais siRNS Skidums tika pievienots pDNS Skidumam, péc tam LIP
reagenta Skidumam un viegli samaisits 2—3 reizes 1&ni pipet&jot. pPDNS-SIRNS-LIP skidumam
pievienoja CM skidumu, 1&ni pipet&jot 2—3 reizes, un inkubgja istabas t° 25 min. Maisijums pa
pilienam tika parnests uz $inam platé. Siinas tika inkubétas uz MagnetoFACTOR (Chemicell,
Vacija) magnétu sisteémas (Statiskais magnétiskais lauks) un uz DynaFECTOR rotgjosas

magnétu sist€émas. Kontrolei tika izmantots CM reagenta skidums Opti-MEM ar kopgjo
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daudzumu 50 pl $kiduma un siRNS skidums Opti-MEM ar kop&jo daudzumu 50 ul. Péc

inkubacijas Siinas kultivéja CO2 inkubatora 48 stundas.

2.2.4. Transgena ekspresijas detekcija un analize

LacZ géna ekspresija tika noteikta, izmantojot f-Gal Staining Kit (Life Technologies,
ASV) reaktivu komplektu, péc razotaja protokola. Atkrasotas $iinas tika analiz€tas gaismas
mikroskopa (Leitz Labovert FS) 200X kopgja palielinajuma un iegiti to digitali fotoattéli no 5—
10 nejausi izvélétiem laukumiem, izmantojot fotokameru Sony DSC W-115. Sinu skaitiana,
izmantojot fotoattélus, tika veikta datorprogramma Image J (NIH, ASV). Transfekcijas

efektivitate tika aprékinata p&c sekojosas formulas:

Transfekcijas efektivitate % = (kopg€jais zili iekrasoto Siinu skaits/visu Siinu skaits)

x 100

ECFP-ERp29 detekcijai tika izmantota Western (imuno) blota metode, péc aprobéta
darba protokola. Transficétas Stinas tika mazgatas ar 1 ml PBS 3 reizes un lizétas ar 200 pl 1%
Triton X-100 $kidumu PBS, inkubgjot ledii uz kratitaja (EImi Shaker DOS-20L) 15 min. P&c
inkubacijas lizeétas Siinas tika savaktas, centrifugétas (+4°C, 15 min, > 15 000 g) un supernatants

tika izmantots proteinu koncentracijas noteikSanai.

Proteinu koncentracijas noteik§ana

Proteinu koncentracija tika noteikta p&c Lowry metodes ar spektrofotometru (Eppendorf
BioPhotometer). Tika sagatavots Lowry A [20 g Na2COs, 4 g NaOH, destiléts H2O lidz 1 litram]
un Lowry B skidums [1,63 g CuSO4 X 5H20, 7,68 g K-Na tartrats, destileéts H20 Iidz 250 ml,
250 ml 0.2 M NaOH] attieciba 50:1. Viena parauga apstradei tika izmantots 1,9 ml gatava
Skiduma, kas sajaukts ar 100 pl supernatanta, un ieglitais maisijums tika inkubgts istabas t° 20
min. P&c inkubacijas maisijumam pievienoja 100 pul Folin reagenta [Folin Ciocalteaus Reagent
un destiléts H2O attieciba 1:1] un inkubgja istabas t° vél 10 min. Maistjumu centrifuggja (5 min,
5000 g) un 1 ml supernatanta izmantoja proteinu koncentracijas noteikSanai spektrofotometra,

aktiviz€jot me&rjjumu programmu “Lowry”.

43



Paraugu sagatavosSana proteinu elektroforezei

Vienai reakcijai tika izmantots 20pg proteina un katrs paraugs tika sagatavots 30 pl
daudzuma: proteinu skidums tika atSkaidits ar destilétu tideni Iidz kop&jam daudzumam 15 pl,
tad sajaukts ar 15 pl 2X Loading buffer [L00 mM Tris-HCI (pH 6,8), 200 MM DTT, 4% SDS,
0,2% BPB, 20% glicerinsC3HgO3]. Iegiito maisijumu denatur&ja termostata (Biokom Termo 24—
15) 90°C 10 min.

Proteinu sadaliSana gela

Proteinu sadaliSanai tika izmantota SDS PAGE elektroforézes metode 10%

poliakrilamida gela, kura sastavs noradits 2.2. tabula.

2.2. tabula
Poliakrilamida gela sastavs
Sadalo§ais gels Koncentréjosais gels
H20 destiléts 3,15 ml H20 destiléts 4,2ml
30% CsHsNO $kidums 2,5ml 30% C3H:sNO Skidums 650 pl
4X Tris — SDS skidums, pH 8.8 1,87 ml 4X Tris — SDS skidums, pH 6,8 1,6 mi
10% (NH4)2S20s 75 ul 10% (NH4)2S,0s 67 pl
TEMED 7,5 ul TEMED 6,7 pl

Elektroforézes kamera tika pildita ar 1X Run Buffer [0,192 mM CzHsNO3, 0,25 mM
Tris-HCI (pH 8,3) un 0,1% SDS] un aktivizgts rezims 200 V, 1 stunda.

Proteinu parnese

P&c elektroforézes proteini no gela tika parnesti uz PVDF membranu, izmantojot iekartu
proteinu parnesei no gela. Kamera tika piepildita ar 1X Transfer Buffer [0,192 mM C2HsNO,
0,25 mM Tris-HCI un 10% metanola] un aktivizéts rezims 100 V, 1 stunda.

Blokésana un imunodetekcija

Péc parneses membrana tika inkub&ta 5% piena Skiduma TBS-TWEEN Buffer
[50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl un 0,1% Tween 20] uz kratitaja (65 apgr./min,
1 stunda), péc inkubacijas izzavéta uz filtrpapira. Imunodetekcijai tika izmantotas antiERP
Rabbit primaras un anti Rabbit sekundaras antivielas.  aktina ekspresija tika izmantota ka

ielades kontrole un attiecigi B aktina imunodetekcijai tika izmantotas antifactin Mouse
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primaras un anti Mouse sekundaras antivielas. Membrana tika inkubé&ta 3 ml primaro antivielu
5% piena skiduma (1 : 1000) rotgjosa maisitaja (EImi Intelli-Mixer RM-2M) 1 stundu. P&c
inkubacijas membranu atmazgaja 3 reizes ar 5 ml 1X TBS-TWEEN Buffer, inkubgjot uz rotgjosa
maisitdja 5 min. P& tam atmazgato membranu inkub&a 3 ml sekundaro antivielu
5% piena Skiduma (1 : 1000) rot&josa maisitaja 1 stundu. P&c inkubacijas membranu atmazgaja

3 reizes ar 5 ml 1X TBS-TWEEN Buffer, inkubgjot uz rot&josa maisitaja 5 min.

Vizualizacija un analize

Membrana tika pilniba izzavéta uz filtrpapira un attistita uz Kodak Bio Max filmas
(Carestream Health, ASV), izmantojot ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
detekcijas reagentu (GE Healthcare, Lielbritanija), atbilstosi razotaja rekomendacijam. Iegitie
atteli tika skanéti (Canon PIXMA MG2550) un proteinu ekspresijas [imenis tika noteikts ar
densitometrijas metodi, izmantojot Fujifilm Luminescent Image Analyzer LAS 1000 attelu

apstrades programmatiiru Image Reader LAS-1000.

2.2.5. Citotoksicitates noteikSana

Citotoksicitate tika noteikta, izmantojot akridina oranza/etidija bromida (AO/EB)
atkraso$anas metodi, péc Ribble un lidzautoru apraksta. ST metode tika izvéléta, jo ir minimali
invaziva — nav nepiecieSams atdalit Stinas no virsmas, centrifugét vai fiksét, kas butiski
samazina bojajumu risku un lidz ar to iesp&jams iegiit precizaku rezultatu. Pielietojot AO/EB
metodi, iesp&jams vienlaicigi diferencét dzivas un nekrotiskas $tinas péc raksturiga un labi
iz8kirama krasojuma.

Citotoksicitates noteikSanai dienu pirms transfekcijas Stinas tika izs€tas uz segstikliniem
24 iedalu platé 1,8 x 10° $iinas/iedala, lai nakamaja diena sasniegtu ~ 80% konfluenci. Tika
veikta LM LFV, LM un LIP optimalos reakcijas apstaklos, izmantojot LacZpDNS un $iinas
kultivétas CO2 inkubatora 24 stundas. P&c tam S$iinas tika atmazgatas ar 1 ml ledusauksta PBS
un tam pievienoja 30 ul PBS ar EB/AO maistjumu (10 pg/ml katra krasa). Atkrasotas Stinas
(zal§ krasojums — dzivas; dzeltens/oranzs/sarkans — apoptotiskas vai mirusas) tika analizetas ar
fluorescences mikroskopu Nikon Eclipse 80i 200X kopgja palielinajuma, izmantojot Nikon B2-
A emisijas filtru. Ar Nikon kameru tika ieguti digitali fotoatteli no 5-10 nejausi izvéletiem
laukumiem. Siinu skaiti$ana, izmantojot iegiitos fotoattglus, tika veikta datorprogramma Image

J (NIH, ASV), katra parauga uzskaitot vismaz 100 $iinas.
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2.2.6. Dzelzs satura noteikSana Stnas

Lai parliecinatos, ka génu ekspresijas izmainas izraisa Stinas ieslégto magnétisko
kompleksu daudzums, tika veikta $tinu magnétiska ieziméSana ar CM un noteikts dzelzs saturs
Stinas. Dienu pirms magnétiskas ieziméSanas PC3 Stnas tika izs€tas 24 iedalu plates

1,8 x 10° §iinas/iedala, lai nakamaja diena sasniegtu ~ 80% konfluenci.

Siinu magnétiska ieziméSana

Stinu kultiiru barotne tika nomainita ar 400 pl Opti-MEM barotnes bez piedevam. CM
100 pl. Maistjums pa pilienam tika parnests uz Stinam platé un Stinas inkub&tas optimalos
apstaklos uz MagnetoFACTOR magnétu sistémas vai uz DynaFECTOR platformas. Pé&c
inkubacijas Stinas tika kultivétas CO2 inkubatora 24 stundas. Dzelzi saturosu §tinu skaits tika
noteikts, izmantojot Prussian blue (PB) krasoSanas metodi, bet dzelzs daudzums $unas tika

noteikts spektrofotometriski.

Krasos$ana péc Prussian blue metodes

Stinas tika mazgatas ar 1 ml PBS 3 reizes un fiksétas ar 1 ml FIX reaktivu [0,05%
glutaraldehida $kidums PBS] istabas t° 15 min. Fiks€tas Stinas tika mazgatas ar 1 ml PBS
3 reizes. Tika sagatavots 500 pl 2,3% HCI un 2% KsFe(CN)s Skidums attieciba 1:1, kuru
pievienoja $inam un inkubgja istabas t° 30 min. P&c inkubacijas $iinas tika mazgatas ar 1 ml
destiletu Gideni 3 reizes. Dzelzi saturo$as atkrasotas Stinas (gaisi zils krasojums) tika analiz&tas
gaismas mikroskopa (Leitz Labovert FS) ar kopgjo palielinajumu 200X un, izmantojot
fotokameru Sony DSC W-115, tika iegti to digitali fotoattéli no 5-10 nejausi izvéletiem
laukumiem. Stinu skaiti§ana, izmantojot fotoattlus, tika veikta datorprogramma Image J (NIH,

ASV).
Spektrofotometriska analize
Magnétiski iezim&to Sinu spektrofotometriskai analizei tika izmantota uz

1,10—fenontralina (1,10-C12HsN2) bazéta metode. 1,10-Ci12HsN; saistas ar Fe?*, veidojot

kompleksu jonu oranZzsarkana krasa ar raksturigu UV absorbciju pie 510 nm.
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Stinas tika mazgatas ar 1 ml PBS 1 reizi un atdalitas no virsmas ar 200 ul DPBS ar
1 mM EDTA. Atdalitas Stinas tika savaktas stobrinos, centrifugétas (5 min; 1000 apgr./min) un
mazgatas ar 1 ml PBS, procediiru atkartojot 2 reizes. No katra parauga tika panemta 20 pl
alikvota Stnu skaita noteikSanai ar hemocitometru. legtita Stinu nogulsne tika Skidinata 200 pl
skabju $kiduma [3M HCI un 0,6M C2HCI30] un inkub&ta uz nakti 65°C, lai no CM izdalitu
Fe?* un Fe®*" jonus. Nakamaja diena 100 ul no sagatavota $kiduma tika pievienots 40 ul
10% ONH3-HCl $kiduma (reducé Fe** uz Fe?), 200 pl CyH/NO: buferskiduma
[25g C2H7NO2 un 70 ml ledus etikskabes maisijums uzpildits ar dejoniz&tu tideni Iidz 100 ml
tilpumam] un 100 pl 0.2% 1,10-C12HsN2 skiduma. MaisTjums tika inkubéts istabas t° 10 min.
Absorbcija tika mérita pie 510 nm, izmantojot Evolution 60S spektrofotometru. Ieksstinu dzelzs
saturs tika kvantificéts attieciba pret standartlikni (standartliknei izmantoti dzelzs hlorida
paraugi ar dzelzs saturu 1,25-10 pg/ml). Dzelzs daudzums Stnas tika izteikts ka vid&jais

daudzums pg /8tina, aprékinot pret kop&jo Stinu skaitu plates iedala.

1.2.7. Datu statistiska analize

Katram eksperimentam tika veikti vismaz trTs secigi atkartojumi atbilstosi vadlinijam.
Dati tika izteikti ka vid€jas vertibas + SN (standartnovirze). Datu statistiska analize tika veikta
programma SPSS 15.0 for Windows (SPSS Inc., ASV). Vispirms tika noteikta paraugkopu
atbilstiba normalsadalijumam, izmantojot Shapiro-Wilk testu, péc kura rezultatiem tika
izveletas datu analizes metodes. Kvantitativo datu atSkiriba starp divam grupam tika noteikta,
izmantojot Stjidenta t-testu, bet starp trim un vairak grupam — vienfaktora dispersiju analizi
(One-way ANOVA) ar sekojoSu Tukey testu, kas paredzéts vienada lieluma paraugkopu

salidzinasanai. P vertiba < 0,05 tika uzskatita par statistiski nozimigu.
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3. REZULTATI

3.1. Laika-fazes varieéjosa magnétiska lauka ietekme uz SPION sedimentaciju

DatormodeléSanas rezultati paradija, ka rot€josas magnétu sistémas generéta
magnétiska lauka ietekm& notieck SPION kustiba ka aksiala ta laterala virziena, ta veicinot
SPION vienmérigaku izkliedi un veidojot raksturigu sedimentéto SPION ainu uz virsmas. Lai
eksperimentali parliecinatos vai pastav atskiribas SPION sedimentacija statiskaja magnétiskaja
lauka un laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka, tika veikta CM sedimentacija Uz S$tnu
kultaras plates iedalas virsmas realajiem transfekcijas apstakliem raksturiga vide, respektivi,
Opti-MEM s§tnu kultiru barotné. legitie rezultati parada krasas atskiribas SPION

sedimentacijas profila statiskaja un laika-fazes vari¢josa magnétiskaja lauka (3.1. att.).

3.1. attels. SPION sedimentacijas profila salidzino$a analize; SPION dispersijas raksturiga aina
statiskaja magnétiskaja lauka (a) un laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka (b), x 400

Gadijuma, kad sedimentacija tika veikta statiskaja magnétiskaja lauka, SPION veidoja
izteiktu svitrveida rakstu (3.1. att. (a)). Laika-fazes varigjosa magnétiskaja lauka SPION
izvietojas vienmerigak (3.1. att. (b)), izteiktas formas struktiiru veidoSanas netika novérota.
legiitie rezultati apstiprina pien€mumu, ka aksiali laterala SPION kustiba $kiduma, ko izraisa
laika-fazes varigjosa magnétiska lauka iedarbiba, noved pie vienmérigaka SPION izvietojuma

uz $unu kultaras plates iedalas virsmas.

3.2. Laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekme uz génu piegadi véza Siinas
3.2.1. LM LFV - reakcijas optimalie apstakli

Optimizacijas rezultata tika konstatéts, ka visaugstakos transfekcijas efektivitates

raditajus ar minimalu citotoksisku efektu iesp&jams iegut pie LacZpDNS:LIP:CM savstarpgjas
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attiecibas 1:2:1 (3.2. att.). Liposomala magnetofekcija ar LacZpDNS:LIP:CM savstarp&jo
attiecibu 1:1:0,5; 1:2:0,5; 1:1:1; 1:1:2 noved pie zemakas efektivitates. Savukart pie
LacZpDNS:LIP:CM attiecibas 1:3:0,5; 1:3:1; 1:2:2; 1:3:2 tika konstat&ts specigs citotoksiskais

efekts (liels daudzums bojatu $iinu).
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3.2. attels. Transfekcijas efektivitates izmainas un citotoksiskais efekts atkariba no
LacZpDNS:LIP:CM savstarpgjas attiecibas (péc p-galaktozidazes ekspresijas PC3 $unas laika-

.....

Visvairak B-galaktozidazi ekspres§josu $unu, vienlaicigi nenovérojot citotoksisku
efektu, statiskaja magnétiskaja lauka gan PC3, gan HEPG2 $inas, iesp&ams iegiit pie
LacZpDNS:LIP:CM savstarpgjas attiecibas 1:2:1. Tada pati LacZpDNS:LIP:CM savstarpgja
attieciba, attiecigi 1:2:1 lauj sasniegt maksimalo B-galaktozidazi ekspres€joSo Stnu skaitu,
vienlaicigi nenovérojot citotoksisku efektu, ar1 laika-fazes vari€josa lauka gan PC3, gan HEPG2
Sunas.

Visvairak [-galaktozidazi ekspres€joSu Siinu, vienlaicigi nenoverojot citotoksisku
efektu gan PC3, gan HEPG2 §iinas, iesp&jams iegiit pie LacZpDNS:LIP savstarpgjas attiecibas
1:2.

Maksimalais siRNS inhib&josais efekts péc P-galaktozidazi ekspres€joso Sinu skaita
tika sasniegts izmantojot 50 nM siRNS pret B-galaktozidazi.

Iegttie dati talak tika izmantoti, lai noteiktu optimalos magnétiska lauka parametrus —
ekspozicijas ilgumu, magnétu apgriezienu frekvenci un magnétiska lauka intensitati.

Transfekcijas efektivitates aprékinu rezultata iegatie raditaji ar LacZpDNS transficétas
PC3 un HEPG2 s$tnas ar variablu ekspozicijas ilgumu statiskaja un laika-fazes vari€josa

magnétiskaja lauka apkopoti 3.1. un 3.2. tabula.
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3.1. tabula

Transfekcijas efektivitate (%) PC3 $iinu paraugos péc 2,5; 5; 10 un 20 min ekspozicijas
magnétiskaja lauka

Eksp. Statiskais magn. lauks Laika-fazes magn. lauks
Nr. 25min | 5min | 10min | 20 min 25min | 5min | 10 min | 20 min
1. 28,4 53,2 43,8 35,3 41,8 74,6 53,7 40,0
2. 33,5 59,0 51,2 429 43,6 77,3 57,9 45,8
3. 28,5 56,0 441 43,6 44,3 78,6 54,4 41,2
3.2. tabula

Transfekcijas efektivitate (%) HEPG2 Siinu paraugos péc 2,5; 5; 10 un 20 min ekspozicijas
magnétiskaja lauka

Eksp. Statiskais magn. lauks Laika-fazes magn. lauks

Nr. 25min | 5min | 10min | 20min | 25min | 5min | 10min | 20 min
1. 17,3 36,1 29,5 19,8 65,0 79,0 72,1 54,8
2. 17,3 35,2 31,0 18,2 59,9 84,7 68,2 51,1
3. 14,8 31,2 26,4 16,4 57,0 74,6 63,7 48,1

ekspozicijas statiskaja magnétiskaja lauka (3.3. att.). Palielinot ekspozicijas

Visvairak (-galaktozidazi ekspreséjoso PC3 un HEPG2 §tnu tika konstatéts pie 5 min

ilgumu

magnétiskaja lauka, B-galaktozidazi ekspresgjoso PC3 un HEPG?2 §itinu skaits samazinajas, lai

gan 5 min un 10 min ekspozicijas rezultati ir lidzvertigi, pasi HEPG2 $unas (3.3. att. (b)).

Optimalais ekspozicijas ilgums statiskaja magnétiskaja lauka — 5 min tika izmantots

turpmakajos eksperimentos.
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3.3. attels. Transfekcijas efektivitate PC3 Sunas (a) un HEPG2 siinas (b) péc p-galaktozidazi
ekspres€joso Siinu skaita ar variablu ekspozicijas ilgumu statiskaja magnétiskaja lauka (n = 3)
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3.4. attéls Transfekcijas efektivitﬁte PC3 §ﬁnﬁs (a) un HEPGZ §ﬁnﬁs (b) péc B- galaktozidﬁzi

.....

lauka (n = 3)

Analogs rezultats tika ieglits nosakot optimalo ekspozicijas ilgumu laika-fazes varigjosa
magnétiskaja lauka. Visvairak p-galaktozidazi ekspres€joSo PC3 un HEPG2 S§tnu tika
konstatets pie 5 min ekspozicijas magnétiskaja lauka (3.4. att.). Lidzigi ka statiska magnétiska
lauka gadijuma, palielinot ekspozicijas ilgumu > 5 min, tika noverota stabila transfekcijas
efektivitates samazinasanas gan PC3, gan HEPG2 Sunas.

Turpmakajos eksperimentos tika parbaudita laika-fazes vari€joSa magnétiska lauka

o1



raksturojoSo parametru — magnétu apgriezienu frekvences un magnétiska lauka gradienta
ietekme uz LacZ géna ekspresiju.

Transfekcijas efektivitates aprékinu rezultata iegiitie raditaji ar LacZpDNS transficétas
PC3 §unas pie variablas magnétu apgriezienu frekvences laika-fazes variéjosa magnétiskaja

lauka apkopoti 3.3. tabula.

3.3. tabula

Transfekcijas efektivitate (%) PC3 Siinu paraugos pie 5; 25; 50 un 100 apgr./min magnétu
apgriezienu frekvences

Eksp. Nr. | 5 apgr./min | 25 apgr./min | 50 apgr./min | 100 apgr./min

1. 70,9 42,8 36,9 47,6
2. 72,4 44,0 39,9 50,8
3. 78,6 46,0 37,6 53,2

Analizgjot transfekcijas efektivitati péc B-galaktozidazi ekspresgjoSo Stnu skaita PC3
Stnas, pie dazadam rot€joSas magn€tu sistemas magnétu apgriezienu frekvencém, tika
konstatéts, ka visefektivaka iedarbiba ir 5 min ekspozicijai laika-fazes vari€josa magnétiskaja
lauka ar 5 apgr./min frekvenci (3.5. att.). Palielinot magnétu apgriezienu frekvenci
(25 un 50 apgr./min), veérojams strauj$ transfekcijas efektivitates kritums, bet pie

100 apgr./min transfekcijas efektivitate atkal paaugstinas.
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o

5 25 50 100
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3.5. attels. Transfekcijas efektivitate PC3 Siinas péc p-galaktozidazi ekspreséjoso $iinu skaita ar
magnétiskaja lauka (n = 3)

Transfekcijas efektivitates aprékinu rezultata iegiitie raditaji ar LacZpDNS transficetas
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HEPG?2 $§itinas ar variablu magnétu apgriezienu frekvenci laika-fazes vari€josa magnétiskaja

lauka paraditi 3.4. tabula.

3.4. tabula

Transfekcijas efektivitate (%) HEPG2 Siinu paraugos pie 5; 25; 50 un 100 apgr./min magnétu
apgriezienu frekvences

Eksp. Nr. | 5 apgr./min | 25 apgr./min | 50 apgr./min | 100 apgr./min
1. 41,1 52,0 77,4 74,4
2. 36,8 50,6 77,5 67,9
3. 35,3 45,5 69,4 66,0

HEPG2 sunas augstakie LacZ piegades efektivitates raditaji péc p-galaktozidazi

ekspresgjoso Stinu skaita tika noveroti pie 50 apgr./min magnétu apgriezienu frekvences ar

5 min ekspoziciju magnétiskaja lauka (3.6. att.). Tacu augsta transfekcijas efektivitate

saglabajas ar1 pie magnétu apgriezienu frekvences 100 apgr./min.
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3.6. attels. Transfekcijas efektivitate HEPG2 Sunas péc f-galaktozidazi ekspreséjoso Sunu skaita

Transfekcijas

_____

magnétiskaja lauka (n = 3)

efektivitates

aprekinu

rezultata iegitie raditaji ar LacZpDNS

transficétajas PC3 S§tinas ar variablu magn€tu magnétiska lauka intensitati statiskaja un

laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka apkopoti 3.5. tabula.
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3.5. tabula

Transfekcijas efektivitate (%) PC3 §iinu paraugos pie 0,35; 0,2 un 0,1 T magnétiska lauka

intensitates
Statiskais magn. lauks | Laika-fazes magn. lauks
Eksp. Nr.
035T (02T |01T|035T | 02T |01T
1. 493 | 25,8 | 88 72,9 54,0 | 42,6
2. 526 | 276 | 9,3 76,1 56,9 | 44,6
3. 50,5 | 31,7 | 124 | 78,2 58,4 | 39,2

Analizgjot transfekcijas efektivitates izmainas atkariba magnétiska lauka intensitates,

visaugstaka LacZ ekspresija PC3 §tinas gan statiskaja, gan laika-fazes vari€josa magnétiskaja

lauka tika novérota pie maksimalas pielietotas magnétiska lauka intensitates 0,35 T (3.7. att.).
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3.7. attels. Transfekcijas efektivitate PC3 Suinas péc p-galaktozidazi ekspreséjoso Siinu skaita ar
optimalu magnétiska lauka ekspozicijas ilgumu/frekvenci un variablu magnétiska lauka

(n=3)

.....

Samazinot magnétiska lauka intensitati, abos gadijumos tika noverots stabils

transfekcijas efektivitates kritums, tacu redzams, ka statiskaja magnétiskaja lauka transfekcijas

efektivitates samazinajums ir straujaks (3.7. att. (a)) neka laika-fazes vari€josa magnétiskaja

lauka (3.7. att. (b)).

legiitie optimalos reakcijas apstaklus atspogulojoSie raditaji péc P-galaktozidazi

ekspres€joso $tnu skaita tika izmantoti, lai novertétu laika-fazes vari¢josa magnétiska lauka

ietekmi uz LacZ un ECFP-ERp29 ekspresiju PC3 un HEPG?2 $inas salidzinajuma ar divam
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plasi pielietotam konvencionalajam génu piegades metodém — liposomalo magnetofekciju un

lipofekciju.

3.2.2. Laika-fazes variéjosa magnétiska lauka ietekme uz nukleinskabju piegades

efektivitati Stinas

Rezultati, kas iegiiti péc PC3 Sunu transfekcijas ar LacZ saturoSa géna pDNS,
izmantojot dazadas génu piegades metodes — lipofekciju, kad Siinas nav paklautas magnétiska
lauka iedarbibai, liposomalo magnetofekciju statiskaja magnétiskaja lauka un laika-fazes

varigjosa magnétiskaja lauka optimalos reakcijas apstaklos, apkopoti 3.6. tabula.

3.6. tabula
Transfekcijas efektivitate (%) ar dazadam metodém transficetu PC3 Siinu paraugos
Eksp. Nr. L LM LM LFV
1. 33,9 50,9 74,9
2. 35,0 59,5 73,9
3. 35,4 58,2 69,8
4, 40,0 58,0 78,3
5. 41,7 60,1 79,6
6. 41,2 60,8 79,0
7. 43,2 62,2 71,7
8. 44.4 61,0 78,6
9. 39,0 61,0 79,2

Tika konstatéts, ka LM LFV ietekmé butiski paaugstinas LacZ géna ekspresija
PC3 8tnas (p < 0,001) salidzinajuma ar abam pargjam metodém — L un LM. Pielietojot
LM LFV, iespgjams sasniegt visaugstako transfekcijas efektivitati péc p-galaktozidazi
ekspres€joso Stnu skaita — 79,6% transficéto Stinu, kas ir par 21% vairak, salidzinot ar LM un
par 42% vairak, salidzinot ar L.

Turklat tika novérots, ka ar LM LFV metodi transficétajas, atkrasotajas PC3 Stinas
raksturiga krasojuma intensitate ir augstaka, salidzinot gan ar LM, gan L (3.8. att. (a)).
Tas netieSi norada, ka, pielietojot LM LFV, ne tikai paaugstinas B-galaktozidazi ekspresgjoso

Stinu skaits, bet arT pieaug -galaktozidazes ekspresijas [imenis transfic€tajas $iinas.
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3.8. att€ls. LacZ géna piegade PC3 $iinas, izmantojot tris dazadas génu piegades metodes:
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TransficéSanas metode

(a) p-galaktozidazes ekspresija PC3 Siinas (% 200), (b) transfekcijas efektivitate péc
B-galaktozidazi ekspreséjoso Siinu skaita (n = 9; * p < 0,05, salidzinot ar L un LM,

Tukey tests)

Lidzigi rezultati tika iegati nosakot laika-fazes varigjosa magnétiska lauka ietekmi uz

ECFP-ERp29pDNS piegadi PC3 Sunas. Relativa proteinu daudzuma (densitometriskajas

vienibas), kas atspogulo ECFP-ERp29 proteinu ekspresijas Itmeni novert€juma rezultati

apkopoti 3.7. tabula.

3.7. tabula

Relativais proteinu daudzums ar dazadam metodém transficeétu PC3 §iinu paraugos

Eksp. Nr. L LM LM LFV
1. 19864,8 | 30656,5 | 33907,7
2. 19616,5 | 30582,1 | 33873,7
3. 19328,5 | 29764,4 | 33930,4
4. 20443,0 | 29707,9 | 34264,0
5. 20056,3 | 30530,5 | 33496,0
6. 19971,7 | 30116,2 | 34066,8
7. 20251,3 | 30217,6 | 33823,9
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Eksp.Nr. L LM LM LFV
8. 19809,9 | 30011,2 | 33609,2
9. 19649,5 | 30324,6 | 34395,0

3.7. tabulas turpinajums

Tika konstatets, ka LM LFV pielietojums butiski paaugstina art ECFP-ERp29 piegades

efektivitati PC3 §tinas (p < 0,001) salidzinajuma ar abam par&jam génu piegades metodem — L

un LM (3.9. att. (a)). LM LFV gadijuma kopgjais ECFP-ERp29 ekspresijas Iimenis ir par 6%

augstaks, salidzinot ar LM un par

(3.9. att. (b)).

L LM LMLFV

-" ECFP-ERp29

22%

augstaks,

A S S (- oo
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TransficéSanas metode

3.9. attels. ECFP-ERp29 géna piegade PC3 Siinas, izmantojot tris dazadas genu piegades
metodes: (a) ECFP-ERp29 ekspresija PC3 Siinas (Western blota analize), (b) transfekcijas
efektivitate péc ECFP-ERp29 ekspresijas [imena (n = 9; * p < 0,05, salidzinot ar L. un LM,

Tukey tests)

Rezultati, kas iegiti transficéjot HEPG2 §tnas ar LacZ saturosa géna pDNS, izmantojot

dazadas génu piegades metodes — lipofekciju, kad Stnas nav paklautas magnétiska lauka
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iedarbibai, liposomalo magnetofekciju statiskaja magnétiskaja lauka un laika-fazes vari€josa

magnétiskaja lauka optimalos apstaklos, apkopoti 3.8. tabula.

3.8. tabula

Transfekcijas efektivitate (%) ar dazadam metodém transficétu HEPG2 Siinu paraugos

Eksp. Nr. L LM LM LFV
1. 32,3 37,0 87,2
2. 30,0 37,2 86,1
3. 30,2 35,2 87,7
4. 28,7 33,9 79,6
5. 26,1 35,6 79,1
6. 24,5 341 75,4
7. 26,9 31,0 83,3
8. 26,1 30,3 80,0
9. 24,0 33,6 76,4
a

100
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TransficéSanas metode

3.10. attels. LacZ géna piegade HEPG2 §iinas, izmantojot tris dazadas génu piegades metodes:
(a) B-galaktozidazes ekspresija HEPG2 §iinas (x 200), (b) transfekcijas efektivitate pec
B-galaktozidazi ekspreséjoso Sanu skaita (n = 9; * p < 0,05, salidzinot ar L. un LM, Tukey tests)
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Tika konstatets, ka LM LFV ietekmé biitiski paaugstinas transfekcijas efektivitate art
HEPG?2 stinas (p < 0,001) salidzinajuma ar abam par&jam metodém — L un LM. Pielietojot LM
LFV, iespgjams sasniegt visaugstako transfekcijas efektivitati pec -galaktozidazi ekspresgjoso
Stinu skaita — 87,7% transficétu Stinu, kas ir par 51% vairak, salidzinot ar LM un par 56% vairak,
salidzinot ar L. Ka redzams 3.10. attéla (a), art HEPG2 S§tnas tika novérots, ka ar LM LFV
metodi transfic€tajas atkrasotajas $iinas raksturiga krasojuma intensitate ir ievérojami augstaka,
saltdzinot ar LM un L.

Relativa proteinu daudzuma (densitometriskajas vienibas), kas norada wuz

ECFP-ERp29 proteinu ekspresijas Iimeni noveértéjuma rezultati apkopoti 3.9. tabula.

3.9. tabula
Relativais proteina daudzums ar dazadam metodém transficétu HEPG2 $iinu paraugos
Eksp. Nr. L LM LM LFV
22721,1 | 24645,4 | 30427,4
22641,3 | 25117,6 | 31459,2
22548,7 | 24926,8 | 30545,6
23085,6 | 25310,5 | 30979,6
22639,7 | 25024,2 | 30647,2
22465,3 | 25204,5 | 30514,2
22756,9 | 25204,6 | 30223,4
22725,1 | 24918,0 | 30871,8
22207,9 | 24629,6 | 30865,8

© © N o g &~ W N

ECFP-ERp29 ekspresijas raditaji HEPG2 §tinas atspoguloti 3.11. attéla.

Tika konstatéts, ka LM LFV pielietojums biitiski paaugstina ECFP-ERp29 géna piegadi
HEPG?2 $iinas (p < 0,001) salidzinadjuma ar abam pargjam génu piegades metodeém. Kopgjais
ECFP-ERp29 ekspresijas Itmenis LM LFV ietekmé pieaug par 9%, salidzinot ar LM un par
15%, salidzinot ar L.

legiitie rezultati parada, ka, salidzinot tris dazadas génu piegades metodes, LM LFV
pielietojums noved pie gan pie visaugstaka report€joso génu ekspres€joso Siinu skaita, gan pie

visaugstaka kop@&ja proteinu Iimena transficétajas $iinas.
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TransficéSanas metode

3.11. attels. ECFP-Erp29 gena piegade HEPG2 Suinas, izmantojot tris daZzadas génu piegades
metodes: (a) ECFP-ERp29 ekspresija HEPG2 Suinas (Western blota analize), (b) transfekcijas
efektivitate pec ECFP-ERp29 ekspresijas limena (n = 9; * p < 0,05, salidzinot ar L un LM,
Tukey tests)

Ko-transfekcijas eksperimentos tika parbaudits siRNS inhib&josais efekts uz
B-galaktozidazes ekspresiju PC3 S$iinas, izmantojot daZadas génu piegades metodes.

legiitie rezultati atspoguloti 3.10. tabula.

3.10. tabula
Transfekcijas efektivitate (%) ar dazadam metodém transficétu un ko-transficétu PC3 §anu
paraugos
Eksp.Nr.| L |LSIRNS | LM | LMsiRNS | LM LVF | LM LFV siRNS
1. 43,1 9,8 59,8 91 78,0 6,2
2 44,8 10,0 60,0 9,0 75,3 6,0
3 43,8 9,9 60,0 8,9 79,0 6,0
4. 39,5 9,6 54,2 9,2 70,1 6,0
5 38,2 9,6 55,1 8,8 71,2 59
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3.10. tabulas turpinajums

Eksp.Nr.| L |sSiRNS | LM | LMSIRNS | LM LFV | LM LFV si RNS
6. 347 101 |511 9,0 69,9 6,1
7. 4221 99 |56,8 9,2 77,5 6,2
8. 431 97 |56,0 8,9 73,4 6,1
9. 4411 10,0 |58,1 9,2 76,4 6,0

Tika panakta biutiska siRNS inhib&josa ietekme uz B-galaktozidazes ekspresiju PC3
Stnas (p < 0,001), pielietojot visas tris génu piegades metodes (3.12. att. (2)).
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TransficéSanas metode

3.12. att€ls. LacZ géna un siRNS pret p-galaktozidazi piegade PC3 §iinas, izmantojot tris dazadas
génu piegades metodes: () LacZ géna ekspresija PC3 Siinas (X 200), (b) transfekcija ar LacZ
(balts) un ko-transfekcija ar LacZ un siRNS pret p-galaktozidazi (peleks) (n =9; * p < 0,05,
salidzinot ar L/L siRNS un LM/LM siRNS, Tukey tests)
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Tomer, novért§jot siRNS inhibgjoso efektu attieciba pret transfekciju bez siRNS,
respektivi, L, LM un LM LFV, tika konstatéts, ka LM LFV ietekmé tiek panakts visaugstakais
[-galaktozidazes ekspresiju inhib&josais efekts — 92,4% [B-galaktozidazi neekspresgjosu Stnu,

kas ir butiski vairak, salidzinot ar LM (86,3%) un L (80,9%) (p < 0,001) (3.12. att. (b)).

3.2.3. Laika-fazes variéjosa magnétiska lauka pielietojuma citotoksiskais efekts

Ar LacZpDNS transficétu PC3 sitinu dzivo/nedzivo $tinu attiecibas aprékinu rezultata

iegutie raditaji apkopoti 3.11. tabula.

3.11. tabula
Nedzivo §iinu ipatsvars (%) ar dazadam metodém transficeétu PC3 $iinu paraugos
Eksp. Nr. L LM LM LFV
1. 13 16 6
2. 9 17 7
3. 10 17 6
4. 10 20 7
5. 9 21 6
6. 11 18 5
7. 11 16 7
8. 10 17 7
9. 9 19 8

Vizuali visaugstakais citotoksiskais efekts tika novérots ar LM transficétu PC3 §tinu
paraugos (3.13. att. (a)). Aprékinu rezultata tika konstatéts, ka LM LFV ietekmé& butiski
samazinas apoptotisko un miruSo Stinu Tpatsvars paraugos, salidzinot abam paréjam geénu
piegades metodem — LM un L (3.13. att. (b)). Dzivo PC3 §tnu ipatsvars LM LFV ietekmé
sasniedza 94%, kamér LM gadijuma 82% un L gadijuma 90% (p < 0,001).
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TransficéSanas metode

3.13. attéls. Dazadu génu piegades metoZu pielietojuma citotoksiskais efekts: (a) ar trim
dazadam genu piegades metodem transficetas un pec AO/EB metodes atkrasotas PC3 Suinas
(% 200), (b) citotoksicitate (N = 9; * p < 0,05, salidzinot ar L. un LM, Tukey tests)

3.3. Laika-fazes variéjosa magnétiska lauka ietekme uz SPION piegades efektivitati véza

stnas

Lai netiesi apstiprinatu ieprieks$€jas eksperimentu sérijas konstatéto, ka B-galaktozidazi
ekspresgjoSo Stnu skaita pieaugumu un ECFP-ERp29 kopgja ekspresijas Iimena
paaugstinasanos laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekmé izraisa lielaks sediment&to un
attiecigi PC3 sinas ieklauto SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu
daudzums, tika veikta SPION internalizacijas kvalitativa analize. Veicot $tinu magné&tisko
iezim&Sanu ar 10 pg SPION/stinu kultiiras plates iedalu, un pielietojot PB kraso$anas metodi,

tika skaidri paradita SPION klatbtitne magnétiski iezim&tu Siinu citoplazma.
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3.14. attels. Péc PB metodes atkrasotas magnétiski iezimétas PC3 Sainas (x 200): (a) — magnétiska
iezimésana veikta statiskaja magnétiskaja lauka, (b) — magnétiska ieziméSana veikta laika-fazes

Ka redzams 3.14. att€la, PC3 SGnu magnétiskas ieziméSanas efektivitate pec
ekspozicijas ka statiskaja magnétiskaja lauka (3.14. att. (a)), ta laika-fazes varigjosa
magnétiskaja lauka (3.14. att. (b)) bija tuvu 100%. Vizuali starp abam pielietotajam metodém
tika noverota atskiriba krasojuma intensitaté, kas netiesi norada par atSkiribam internaliz&tas
dzelzs daudzuma.

Lai apstiprinatu iegutos rezultatus péc PB krasojuma, tika kvantitativi novertéts Stnas
ieslégto SPION daudzums, veicot dzelzs satura spektrofotometrisku analizi ar SPION

magnétiski iezim&tas $uinas. Aprekinu rezultati apkopoti 3.12. tabula.

3.12. tabula

PC3 $unas internalizétas dzelzs daudzums (pg) dazadu magnétisko lauku ietekmé

Eksp.Nr. | Statiskais magn. lauks | Laika-fazes magn. lauks
1. 30,0 59,0
2. 30,5 58,8
3. 29,5 59,1
4. 27,7 57,4
5. 28,4 57,9
6. 28,5 56,0
7. 22,9 55,1
8. 25,2 52,4
9. 23,4 50,2
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magnétiskaja lauka (n = 9; * p < 0,05, salidzinot ar a, t-tests)

Tika konstatéts, ka laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekmé butiski — 2 reizes
paaugstinas internalizétas dzelzs daudzums PC3 $iinas, salidzinot ar statiska magnétiska lauka
ietekmé $tinas internalizétas dzelzs daudzumu (3.15. att.). legiitic rezultati apstiprina $inas
internaliz€to SPION un attiecigi SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu
saistibu ar paaugstinatu génu ekspresiju laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekme.

Petijuma eksperimentali tika paradits, ka laika-fazes vari€joSa magnétiska lauka ietekme
tiek panakta vienmeérigaka SPION izkliede uz Stinu kulttras plates iedalas virsmas, salidzinot
ar SPION izkliedi uz virsmas statiskaja magnétiskaja lauka. Laika-fazes magnétiska lauka
skaits, = gan  kop&jais  ekspreséta  proteina  Iltmenis  transficétajas  Sinas.
Laika-fazes varigjosa magnétiska lauka ietekm& samazinas g€nu piegades izraisitais

citotoksiskais efekts.
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DISKUSIJA

Genu terapijas efektivitati raksturo atbilstoSas devas terapeitiska géna piegade mérka
Stnas, neizraisot bitisku citotoksisko efektu. Magnetofekcija ir viena no efektivakajam génu
piegades metodem, kuras pamata ir ar SPION saistitu nukleinskabju piegade Stnas ar argja
statiska magnétiska lauka palidzibu. Magnétiskais lauks lauj 1sa laika koncentrét nukleinskabes
uz $lnu virsmas, ta paaugstinot ar1 §tinas piegadato nukleinskabju daudzumu.

Literattiras datu analize tika noskaidrots, ka dazadu alternativu (ne statisku) magnétisko
lauku pielietojums uzlabo magnetofekcijas efektivitati. Pastav uzskats, ka kompleksa
magnétiska lauka iedarbiba izraisa SPION-nukleinskabju svarstibas dazados virzienos, ta
stimul&jot to parnesi caur $inas membranu, ta¢u §is paradibas mehanisms lidz galam nav
noskaidrots. Misu starpdisciplinara grupa aprakstijusi jaunu — laika-fazes vari€josu magnétisko
lauku, kura pamata ir permanentu magnétu orbitala rotacija $iinu kultiirai paraléla plakné.
Datormodelé$anas rezultati paradija, ka laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekme, SPION
sedimentacija notiek tas parmainus parvietojot aksiala un laterala virziena, ka rezultata tiek
panakta vienmeriga SPION izkliede uz virsmas.

Promocijas darba ir praktiski pieradits, ka pielietojot laika-fazes vari€joSu magnétisko
lauku, iesp&jams bitiski paaugstinat nukleinskabju piegades efektivitati véza $tinas.

Lai apstiprinatu datormodelé$anas rezultatus, pirmkart tika savstarp&ji salidzinata
sedimentéto SPION izkliede statiska un laika-fazes vari€josa magnétiska lauka ietekmg. legiitie
rezultati uzradija krasu atSkiribu SPION izvietojuma uz Stnu kultiiras plates iedalas virsmas —
statiskaja magnétiskaja lauka SPION veidoja izteiktu svitrveida rakstu ar salidzinosi lieliem bez
SPION laukumiem starp svitrveida struktiram, kamér LM LFV gadijuma SPION izvietojas
vienmérigak un bez SPION laukumi praktiski novéroti netika. Sads SPION sedimentacijas
profils var€tu bat izskaidrojams ar specifisko magnetofekcijas iekartas DynaFECTOR magné&tu
rotacijas programmu, kas nodroSina magnétiska lauka speku nepartrauktu mainibu, kas saistita
ar trim dazadam fazém (magnétu pozicija zem iedalas) magnétu rotacijas procesa. legitie
rezultati varétu noradit uz to, ka magnétu orbitalas kustibas laika notiek nepartraukta SPION
parvietoSana aksiali laterala virziena, nodrosinot to pakapenisku sedimentaciju “soli pa solim”
ta, iesp&jams, kavejot linearu kézveida struktiru veidosanos. Dazadu magnétisko lauku
atSkiriga ietekme uz magnétisko nanodalinu kustibu skiduma noveérota ar1 citos pétijjumos.
Gravel grupas pétijuma tika novérotas butiskas atskiribas magnétisko nanodalinu izvietojuma
tubulara divpolu trisfazu elektromagnéta generétu magnétisko lauku iedarbibas rezultata.

Rotéjosa magnétiskaja lauka magnétiskas nanodalinas veidoja apalas formas virpulveida
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struktiiras, bet osciléjosa un statiska magnétiska lauka gadijuma — linearas struktiiras, kas sakrit
ar $aja petijuma noveroto attieciba uz statisko magnétisko lauku.

Ja SPION sedimentacijas procesa laika laika-fazes varigjosa magnétiskaja lauka dalinu
parvietoSanas notiek gan aksiala, gan laterala virziena, tad sagaidams, ka ari SPION-
nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu kustiba notiks ne tikai aksiala, bet ari
laterala virziena. Tas, iesp&jams, varétu sekmét $o kompleksu iekliiSanu $tnas, kas attiecigi
rezultsies paaugstinata transfekcijas efektivitate.

Optimala pDNS-LIP-SPION savstarp&ja attieciba gan magnetofekcijai statiskaja un
laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka abam S$Gnu Iinijam bija identiska: 1:2:1. Pie
X < PDNS-LIP-SPION savstarpgjas attiecibas tika noveérota nukleinskabju piegades
efektivitates samazinasanas, savukart pie x > PDNS-LIP-SPION savstarpgjas attiecibas
paaugstinajas citotoksiskais efekts. Neskatoties uz identisku pDNS-LIP-SPION savstarpgjo
attiecibu, kas tika pielietota magnetofekcijai statiskaja un laika-fazes vari€josa magnétiskaja
lauka, transfekcijas efektivitate laika-fazes variéjosa magnétiska lauka gadijuma bija augstaka,
neka statiskaja magnétiskaja lauka. Tas varétu noradit uz to, ka laika-fazes vari¢josa lauka
ietekm@ paaugstinas internaliz€to nukleinskabju daudzums un tam ir saistiba ar
SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu lateralu kustibu rotacijas ietekmé,
JO visi citi parametri (magnétiska lauka intensitate, darbibas ilgums), salidzinot ar statisko
magnétisko lauku, ir identiski.

Magnetofekcijas efektivitate vari€ atkariba no ekspozicijas ilguma magnétiskaja lauka.
Tika noveérots, ka visefektivaka LacZ géna piegdde PC3 un HEPG2 S$inas
(p&c B-galaktozidazi ekspres€joso Stnu skaita) notiek pie 5 min ekspozicijas gan statiskaja, gan
laika-fazes varigjosa magnétiskaja lauka. Isaka ekspozicija noved pie samazinatas génu
piegades efektivitates, kas liecina par to, ka ekspozicijas ilgums < 5 min ir nepietiekams
SPION-nukletskabju-liposomalas komponentes kompleksu koncentrésanai uz $iinas virsmas.
Iegitie rezultati sakrit ar Huth grupas konstatéto — pétijumos ar HeLa §tinu liniju tika novérota
SPION koncentré$anas apkart Stinas membranai jau péc 5 min ekspozicijas magnétiskaja lauka.
Arl musu iepriek§€jos pétljumos transgéna ekspresija v€za Sinas, transficgjot ar
magnetofekcijas metodi, tika konstatéta jau péc 4 stundam salidzinajuma ar lipofekcijas metodi
— 8 stundam, kas apstiprina citu autoru pé&tijumos konstatéto attieciba uz magnetofekcijas
kin&tiku salidzinajuma ar citam metodém, pieméram, lipofekciju
(Mykhaylyk et al., 2009b, 2010).

Magnetofekcijas efektivitates izmainas, atkariba no ekspozicijas ilguma magnétiskaja
lauka, iepriek§ novérojusi Kamau ar lidzautoriem. Savstarp&ji salidzinot reportéjosa géna

ekspresiju vairakas stinu linijas, péc 5 un 20 min ekspozicijas kombingta statiska/oscil&josa
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magnétiskaja lauka, izmantojot divu veidu SPION, tika konstatéts, ka efektivaka ir 20 min
ekspozicija magnétiskaja lauka. Pret€ji miisu grupas iegitie rezultati liecina, ka, izmantojot
tikai 5 min ekspoziciju gan statiskaja, gan laika-fazes varigjosa magnétiskaja lauka, ir iespgjams
sasniegt augstu transfekcijas efektivitati, bet jaatzimé atSkiribas pétijuma dizaina. Kamau
grupas petijuma génu piegade HeLLa un Cos7 §tinas tika nodrosSinata ar magnetofekcijas metodi,
izmantojot komercialas polyMAG un autoru sintez&tas ar PEI parklatas SPION. Jebkurs no Siem
faktoriem — gan SPION, gan report&joso génu kod&josa plazmidas DNS, gan izvéléta stnu linija
un visbeidzot transfekcijas metode var ietekmét génu piegades efektivitati.

Maksimali Tss ekspozicijas ilgums var€tu biit kritisks faktors kliniskajos pétijumos, kur,
lai panaktu vélamo efektu, nepiecieSams pielictot augstas intensitates magnétisko lauku.
Pieradits, ka m&renas intensitates (0,5-2 T) magnétiska lauka iedarbiba neizraisa blakusefektus
(Leszczynski, 2005), bet ekspozicija augstas intensitates (200 T) magnétiskaja lauka var izraist
DNS degradaciju (Li and Chow, 2001). Saja pétijuma magnétu specifiska izvietojuma rezultata
tiek radits mérens (0,35 T) magnétiskais lauks, tacu tas ir pietiekams efektivam pielietojumam
ar in vivo (Chertok et al., 2011).

Interesanti rezultati tika iegtti novert€jot magnetofekcijas efektivitates izmainas
atkariba no magnétu apgriezienu frekvences — nozimigaka laika-fazes vari€joSa magnétiska
lauka raksturojosa raditaja. Datorsimulacijas tika paradits, ka SPION sedimentacija uz virsmas
ir atkariga no magnétu apgriezienu frekvences — palielinot magn&tu apgriezienu frekvenci o
lidz noteiktai robezai (® = 40), SPION sedimentacija uz virsmas kliist vienmerigaka un butiski
nemainas pie talaka frekvences picauguma. Eksperimentali tika konstatéts, ka magnetofekcijas
efektivitate vari¢ atkariba no magnétu apgriezienu frekvences, bet atskirigi dazadas §tinu Iinijas.
Vislielakais [3-galaktozidazi ekspresgjoso PC3 sunu skaits tika iegits pie 5 apgr./min ar 5 min
ekspoziciju magnétiskaja lauka, savukart vislielakais
[-galaktozidazi ekspreséjoso HEPG?2 $iinu skaits — ar 5 min ekspoziciju magnétiskaja lauka pie
magnétu apgriezienu frekvences 50 apgr./min. Atskiribas starp datorsimulacijas un
eksperimentali ieglitajiem rezultatiem var€tu noradit uz $iinu membranas lomu internalizacijas
iznakuma, bet lai to precizi noteiktu ir nepiecieSami papildu pétijumi. Eksperimentali iegitie
rezultati varétu bt skaidrojami pirmkart ar PC3 un HEPG2 S$tnu at$kirigajam membranas
ipasibam, jo, zinams, ka SPION internalizacijas sekmes ir tiesi atkarigas no $iinu veida (Kamau
et al., 2006; Cromer Berman et al.; Schwarz et al., 2012). PC3 $tnas (d = 23 um) ir vairak ka
divas reizes lielakas par HEPG2 §tinam (d = 10 um). Palielinot magnétu rotacijas atrumu,
paatrinas ari SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu kustiba laterala
virziena pa $iinas virsmu ta, iesp&jams, papildus stimul&jot endocitozes procesus, kas varétu biit

iz8kiroSs faktors neliela izméra §iinam. legiitie rezultati arT norada uz to, ka rotgjosa magnétu
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sist€éma iesp&jams pielagot magnetofekcijas protokolu dazadu Stinu veidu transfekcijai, attiecigi
pielagojot magnétu apgriezienu frekvenci.

Dati, kas tika ieglti novertgjot magnétiska lauka intensitates izmainu ietekmi uz
[B-galaktozidazes ekspresiju, ir likumsakarigi, jo, zinams, ka, paliclinoties attalumam no
magnéta, samazinas magnétiska lauka intensitate, un tas savukart ietekmé efektivitati. Fouriki
petijuma netika noverotas statistiski ticamas atskiribas transgéna ekspresijas raditajos atkariba
no attaluma no magnéta —3 mm (0,1 T), 4 (0,08 T) un 5 mm (0,06 T). Miisu p&tijuma attaluma
izmainas ir daudz lielakas — 9 un 6 mm attieciba pret kontroles attalumu 0 mm, kas attiecigi
nozimé lielaku atSkiribu magnétiskas intensitates raditajos — 0,1 T un 0,2 T attieciba pret 0,35
T.

Magnetofekcijas efektivitate pie 5 min ekspozicijas magnétiskaja lauka ar magnétu
apgriezienu frekvenci 5 apgr./min PC3 un 50 apgr./min HEPG2 $iinas péc B-galaktozidazi
ekspresgjoso §iinu skaita sasniedz 79,6% un 87,7%. Sie ir loti augsti magnetofekcijas
efektivitates raditaji, nemot véra to, ka gan PC3, gan HEPG2 §tnu linijas pieder pie griti
transficgjamam $tnu linijam ar raksturigu transfekcijas efektivitati 30—40% robezas.

Analizgjot génu piegades efektivitati, ir biitiski noskaidrot, gan cik $iinas, gan cik daudz
viena/visas $unas ir notikusi rezultativa géna piegade. P&c literatiras datiem $ada veida
pétijumos, lai atspogulotu génu piegades efektivitati pamata izmanto luciferazes aktivitates
kvantitativu detekciju, taéu péc §is analizes nevar spriest par transficéto §unu skaitu. Saja
pétljuma ir analiz€ti abi indicgjoSie parametri.

SalidzinoSie dati, kas iegiiti transficgjot véZa Stinas ar trim dazadam metodém, paradija,
ka laika-fazes variéjosa magnétiska lauka ietekmé statistiski butiski paaugstinas nukleinskabju
piegades efektivitate:

a) gan péc reportejoso génu ekspresgjoso Stinu skaita — par 21%, salidzinot ar LM un
par 42%, salidzinot ar L PC3 S$uinas, un par 51%, salidzinot ar LM un 56%, salidzinot ar
L HEPG?2 §iinas;

b) gan péc kopé&ja proteinu daudzuma — par 6%, salidzinot ar LM un par 22%,
salidzinot ar L PC3 §tinas, un par 9%, salidzinot ar LM un 15%, salidzinot ar L HEPG2 §iinas.

Bitiski, ka uzlabota génu piegades efektivitate LM LFV gadijuma salidzinajuma ar LM
un L tika novérota ari gadijumos kad reportgjosa géna ekspresija neparsniedza 50%, kas
apstiprina laika-fazes magnétiska lauka prevalgjosSo iedarbibu par citiem transfekcijas

Parliecino$i rezultati tika ieglti parbaudot siRNS inhibgoSo efektu wuz
[-galaktozidazes ekspresiju ar ko-transfekcijas metodi. Nosakot siRNS inhibgjoso efektu

attieciba pret magnetofekcijas efektivitati (bez siRNS), tika konstatéts statistiski nozimigs LM
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LFV (92,4%) parakums, salidzinot gan ar LM (86,3%), gan L (80,9%), kas norada uz metodes
potencialu pielietosanai terapeitisko siRNS piegadei véza $iinas.

Salidzinot ar abam plasi pielietotajam konvencionalajam génu piegades metodém
(L un LM), uzlabota génu piegades metode (LM LFV) ir mazak citotoksiska, kas tika uzskatami
paradits, izmantojot PC3 §iinu liniju. Noverotais attieciba uz SPION kustibu sedimentacijas
laika laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka liecina, ka magnétu rotacijas rezultata SPION
izklied€jas vienmerigi un tiek kavéta liela izméra struktiiru veidosanas §kiduma un attiecigi ar1
uz Sinu membranam. Tas samazina Siinu bojajumus un tada veida ir saistits ar mazaku
citotoksisko efektu, salidzinot ar LM. Savukart novérojumi attieciba uz specifisko SPION
izkliedi statiska magnétiska lauka ietekmé izskaidro augstos LM citotoksicitates raditajus.
SPION citotoksiskais efekts statiska magnétiska lauka ietekmé plasi analizéts Bae un lidzautoru
pétijuma. Autori pieradijusi, ka mérena statiska magnétiska lauka ietekmé (vidgji 0,4 T) SPION
veido agregatus, kas tiek koncentréti uz NCTC 1469
(normalas pelu hepatocitu $tinas) Stnu virsmas. Tiesi §adu agregatu koncentréSanas uz $inu
virsmas, ne internalizacija Stnas butiski ietekmé $tinu dzivotsp&ju atkariba gan no SPION
sakotngjas koncentracijas, gan ekspozicijas ilguma magnétiskaja lauka.

SPION izkliede, iespgjams, ir preval§josais faktors attieciba uz citotoksicitates
raditajiem Saja pétijjuma, nemot vera ari to, ka SPION ir salidzinoSi netoksiskas un to
pielietojums dazados savienojumos péc literatiiras datiem var pat samazinat kopgjo
citotoksicitati (Leung et al., 2013).

Magnétiska iezim&sana ar SPION un sekojosa Fe?* daudzuma noteikSana magnétiski
leziméetas Slinas apstiprindja, ka laika-fazes vari€joSa magneétiska lauka ietekmée Stinas ieklist
vairak SPION. Tadgjadi ir pamats uzskatit, ka laika-fazes vari€joSa magnétiska lauka ietekme
Stnas vairak ieklust arT ar SPION saistitu nukleinskabju.

Lidz §im $ada veida pétijumos, kur tikusi analizéta dazadu ne statisku magnétisko lauku
ietekme, paaugstinata nukleinskabju piegade $tinas tiek saistita tikai ar lateralas SPION kustibas
ka endocitozi stimul&josa faktora ietekmi. Dobson grupa (Fouriki et al., 2010) izstradajusi
oscilgjosu magnétu sisttmu magnefect-nano™. Tas pamata ir NdFeB magnétu sist€mas
izraisitas 2 Hz lateralas oscilacijas 200um amplittida. Ar §Ts sisteémas palidzibu tiek nodrosinata
SPION-kompleksu sedimentacija uz $tinu virsmas, kam seko kustiba sanu virziena pa Stnas
virsmu, ta stimul&ot SPION-kompleksu internalizaciju. Kamau ar lidzautoriem aprakstijusi
dinamiska lauka generatora Dynamic Marker pielietojumu génu piegadei $tinas. Sis sistémas
pamata ir elektromagnétu radits 50 Hz magnétiskais lauks, kas darbojas Z ass virziena un
papildus 0,75 Hz magnétiskais lauks, kas darbojas X ass virziena ar 1,5 cm amplitidu, tad&jadi

izraisot SPION-kompleksu svarstibas $tnu kultiras plaknei perpendikulara un paraléla
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virziena, ar attiecigu svarstibu amplitidu 50 un 0,75 Hz. Sis lateralas svarstibas kopa ar
iespgjamu rotgjosu kustibu uz Stinas virsmas stimulé SPION-kompleksu parvietoSanos caur
Stinas membranu.

Saja pétijuma iegitie rezultati parada, ka ticamak paaugstinata SPION-nukleinskabju-
liposomalas komponentes kompleksu internalizacija $tnas varétu notikt multiplu faktoru
iedarbibas rezultata. Viens no butiskakajiem faktoriem, kas tika pieradits ar1 praktiski ir SPION
vienmeriga izkliede uz $tnu kultiiras plates iedalas virsmas laika-fazes vari¢josa magnétiskaja
lauka lateralas SPION kustibas ictekmé. Statiskaja magné&tiskaja lauka 1sa laika uz $tinu virsmas
koncentréjas loti daudz SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu, kas
vienlaicigi nevar tikt ieklauti Siinas. Tas var novest k&zveida struktiru veidoSanas.
Sedimentacija “soli pa solim” aksiali laterala virziena laika-fazes vari¢josa lauka kavé
vienlaicigu SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu sedimentaciju uz $tnu
virsmas un attiecigi kézveida struktiiru veidoSanos ka rezultata netiek traucéta to internalizacija.

Nevar izslégt, ka arT laterala SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes
kompleksu kustiba pa $iinas virsmu veicina to ieslégsanu $iinas — kustibas rezultata ar $tinas
virsmu saskaras vairak kompleksu — vairak mehaniski tiek stimuléta $iinas membrana. Jenkins
ar lidzautoriem noverojusi, ka neirosferu kultiiras, kuras tika paklautas oscilgjosam lateralam
svarstibam, $tinu plazmatiskas membranas ir ar izteiktaku reljefu. Citos pétijumos ir pieradits,
ka argja mehaniska spéka inducéta membranas stimulacija sekm& gan endocitozes, gan
eksocitozes procesus (Apodaca, 2002) un SPION-nukleinskabju kompleksu pastiprinatu
iekltiSanu $tina primari izraisa mehaniski stimuléti endocitozes procesi (Fouriki et al., 2010).
Savukart So mehanisko stimulaciju var izraisit gan svarstiga SPION-nukleinskabju kompleksu
kustiba pa $tinas membranas virsmu mainiga magnétiska lauka ietekmée (Lim et al., 2012) gan
ar1 pagaidu poru veidos$anas $iinas membrana mainiga magnétiska lauka izraisitu vibraciju

ietekmé& (Dahmani et al., 2013).
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SECINAJUMI

1. Atskiribas uz virsmas sedimentéto SPION izvietojuma statiskaja un laika-fazes
magnétiskaja lauka liecina par atSkirigu SPION kustibu $kiduma So magnétisko lauku ietekmé.

Iesp&jams, ta ir aksiali laterala SPION kustiba, kas rodas laika-fazes magnétiska lauka ictekmeé.

2. Magnétu apgriezienu frekvence (apgr./min) ir viens no butiskakajiem laika-fazes
vari€joSa magnétiska lauka raksturlielumiem. Atskiriga optimala magnétu apgriezienu
frekvence pie identiska ekspozicijas ilguma magnétiskaja lauka PC3 §tnas (5 apgr./min) un
HEPG?2 §tinas (50 apgr./min) norada uz to, ka magnétu apgriezienu frekvencei ir butiska loma

geénu piegades efektivitates paaugstinasana.

3. Butisks transficéto PC3 un HEPG?2 $unu skaita pieaugums lidz ar kopgja ekspreséto
proteinu Itmena pieaugumu transficétajas PC3 un HEPG2 S$iinas, ka ari biitisks génu piegadi
inhibgjosa efekta pieaugums un citotoksiska efekta samazinasanas PC3 §tinas liecina par laika-
fazes vari€josa magnétiska lauka pozitivu ietekmi uz SPION-nukleinskabju-liposomalas
komponentes kompleksu piegades efektivitati véza S$unas. Liposomala magnetofekcija
laika-fazes vari€josa magnétiskaja lauka ir efektivaka nukleinskabju piegades metode véza

Stnas, salidzinot ar lipofekciju un liposomalo magnetofekciju.

4. Kopuma, analiz€jot iegiitos rezultatus, var secinat, ka laika-fazes magnétiska lauka
ietekm& notieck SPION-nukleinskabju—liposomalas komponentes kompleksu aksiali laterala
kustiba $kiduma. Ta rezultata — notiek vienmérigaka SPION sedimentacija uz $tinu virsmas
— paaugstinas Sunas ieslegto SPION daudzums — paaugstinas ar1 S§iinas ieslégto
SPION-nukleinskabju-liposomalas komponentes kompleksu daudzums — palielinas ne tikai
magnetific€to $tinu skaits, bet arT paaugstinas piegadato génu ekspresijas ITmenis magnetificétas

Sunas — samazinas citotoksicitate.
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1. pielikums

_____

PC3 un HEPG2 §iinu linijam
PROTOKOLS
CM — CombiMAG magnétiskas nanodalinas

LIP — Lipofectamine2000 transfekcijas reagents

Komponentu attieciba vienai reakcijai: 1 pg pDNS:2 pl LIP:1 pl CM uz vienu 24 iedalu

plates iedalu.

1. No katras plates iedalas ar $tnu kultiru atsiic eso$o barotni un aizvieto to ar 350 pl Opti-
MEM barotnes.
2. Sagatavo pDNS skidumu Opti-MEM ar kopgjo daudzumu 50 pl skiduma.

3. Sagatavo LIP reagenta skidumu Opti-MEM ar kopgjo daudzumu 50 pl Skiduma, inkubé

istabas temperattira 5 miniites.

4. Magnétiskas nanodalinas CombiMAG vorteksg 2—-3 sekundes. Sagatavo CM $kidumu Opti-
MEM ar kopgjo daudzumu 50 pl Sskiduma.

5. Sagatavoto pDNS skidumu pievieno LIP reagenta skidumam un viegli samaisa

2-3 reizes pipetgjot. pDNS-LIP skidumam pievieno CM $kidumu, viegli samaisa, 2—3

reizes 1€ni pipet€jot, un inkubg istabas temperatiira 25 miniites.

6. Maistjumu pa pilienam parnes uz iedalam S$tinu kulttiras plate.

7. Plati pastipo no labas uz kreiso pusi un no augsas uz apaksu, lai nodroSinatu vienmeérigu

pDNS-LIP-CM kompleksu izkliedi iedala.

8. Plati novieto uz DynaFECTOR platformas un inkubé nepieciesamaja rezima — 5 min/5

apgr./min (PC3 §tnas) vai 5 min/50 apgr./min (HEPG?2 §iinas).

9. Pec inkubacijas plati liek CO2 inkubatora uz 24 stundam.
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2. pielikums

PC3 siinu linijai
PROTOKOLS

CM — CombiMAG magnétiskas nanodalinas

LIP — Lipofectamine2000 transfekcijas reagents

Komponentu attieciba vienai reakcijai: 1 pg pDNS:50 nM siRNS:2 pl LIP:1 pl CM uz vienu

24 iedalu plates iedalu.

1. No katras plates iedalas ar $tnu kulttiru atstic eso$o barotni un aizvieto to ar 300 ul Opti-

MEM barotnes.
2. Sagatavo pDNS skidumu Opti-MEM ar kopg&jo daudzumu 50 pl skiduma.
3. Sagatavo siRNS skidumu Opti-MEM ar kopgjo daudzumu 50 pl $kiduma.

4. Sagatavo LIP reagenta skidumu Opti-MEM ar kopgjo daudzumu 50 pl skiduma, inkube

istabas temperatiira 5 mintes.

5. Magnétiskas nanodalinas CombiMAG vorteksé 2—3 sekundes. Sagatavo CM skidumu Opti-
MEM ar kopgjo daudzumu 50 pl skiduma.

6. Sagatavoto siRNS skidumu pievieno pDNS skidumam, péc tam LIP reagenta Skidumam
un viegli samaisa, 2-3 reizes pipetgjot. pDNS-SIRNS-LIP skidumam pievieno CM
Skidumu, viegli samaisa, 2-3 reizes 1eéni pipetéjot, un inkub€ istabas temperatiira 25

miniites.
7.  Maistjumu pa pilienam parnes uz iedalam Stinu kulttiras plate.

8. Plati paStpo no labas uz kreiso pusi un no augsas uz apaksu, lai nodroSinatu vienmérigu

PDNS-siRNS-LIP-CM kompleksu izkliedi iedala.

9. Plati novieto uz DynaFECTOR platformas un inkub& nepieciesamaja rezima — 5 min/5

apgr./min.
10. P&c inkubacijas plati liek CO2 inkubatora uz 48 stundam.
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