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1. IVADAS

Nanotechnologijos vis pla¢iau taikomos maisto  pramongje,
optoelektronikoje, buitin¢je chemijoje, kosmetologijoje ir kitose Zmogaus
veiklos srityse. Nanodalelés (ND) diegiamos ] naujai kuriamus medicinos
diagnostikos ir gydymo metodus kaip kontrastinés medZiagos optiniame,
magnetinio rezonanso, rentgeno ar daugiamodaliniame vaizdinime. Taip pat
naudojamos kaip biosensoriai, vaisty ar DNR neSikliai. ND pasiZymi naujomis
savybémis, kurios neblidingos tos pacios cheminés sudéties medziagoms, kai
jos yra mikrometry eilés ar didesniy matmeny, pvz., pasireiSkia
superparamagnetizmas, superlaidumas, fotoliuminescencija (FL) ir kt.
Nanoskal¢je Zenkliai iSauga daleliy pavirSiaus ir tario santykis. Tai vienas
esminiy veiksniy nulemianciy isskirtinj ND démesj biomedicinos tyrimuose,
nes Jy susikaupimas audiniuose ir sukeliamas biologinis poveikis visy pirma
priklauso nuo jy pavirSiaus sgveikos su organizmo molekulémis — Igsteliy
receptoriais, fermentais, genetine medZiaga ir kt.

Kvantiniai taSkai (KT) yra puslaidininkinés ND, pasiZymincios
i§skirtinémis fizikocheminémis savybémis, tokiomis kaip aukStas FL kvantinis
nasumas, fotostabilumas, nuo chemines sudéties ir dydzio priklausomas FL
spektras, plati sugerties juosta ir kt. KT pavirSius gali biiti modifikuojamas
jvairiais ligandais, siekiant juos funkcionalizuoti ir pritaikyti specializuotiems
biologiniams taikymams. Sios savybés sudaro salygas panaudoti KT
neinvaziniam fluorescenciniam biologiniy objekty vaizdinimui, pvz.,
piktybiniy augliy diagnostikoje, angiogenezés ar kraujotakos sutrikimy
tyrimuose. Prie KT pavirSiaus prijungus vaisto molekules, galima sukurti
daugiafunkcinius nanodarinius, kurie vienu metu suteikty vaizdinimo galimybe¢
ir pasizymeéty terapinémis savybémis. KT gali biiti panaudojami kaip
neorganinés ND modelis tiriant kity ND lokalizacija organizme, nes jy
pasiskirstymas labiausiai priklauso nuo jy geometriniy ir pavirSiniy savybiy, o

vidinés sandaros jtaka dazniausiai nereikSminga.



Yra parodyta, kad KT gali biiti pritaikomi sveiky audiniy ir naviky
kraujotakos sistemos vaizdinimui (1, 2). Visgi KT lokalizacija kraujagysliy
sienelése, poveikis endotelio 1gsteliy gyvybingumui ir su tuo susijes paSalinis
KT poveikis néra placiai iStirtas. KT pernasa per kraujagysliy sienele itin
aktuali siekiant KT susikaupimo specifinése organizmo vietose, pvz., galvos
smegenyse ar navikuose, siekiant selektyviai vaizdinti Siuos audinius
diagnostikos tikslais ar paveikti jy lasteles ligy gydymui. Daugelio vaisty
vartojimas néStumo metu yra ribotas d¢l galimo Salutinio poveikio
embriogenezel. Todél domimasi KT ir kity ND medicininiu panaudojimu
néStumo metu tikintis, kad jos kaupsis motinos audiniuose, nepateks i
embriong ir nesutrikdys jo vystymosi. Tac¢iau kol kas KT prasiskverbimas per
placentos barjerg ir jy patekimo j embriong buidai néra iStirti. Eksperimentiniy
gyviny tyrimuose yra parodyta, kad KT gali biiti embriotoksiski, taciau Sio
proceso mechanizmas néra iSaiskintas (3).

Kitas svarbus klausimas susij¢s su saugiu KT taikymu biomedicinoje
yra jy prasiskverbimas per apsauginius biologinius barjerus, pvz., odos,
kvépavimo taky, virSkinamojo trakto ir kt. Yra parodyta, kad ant sveikos odos
uztepti KT yra sulaikomi raginio epidermio sluoksnio ir j gilesnius audinius
nepatenka (4). Visgi paZeidus pavirSinius odos sluoksnius pastebéta, kad KT
aptinkami ir dermoje. Konkrettis KT pernasos mechanizmai per epidermj néra
istirti. Kol kas néra iSaiSkinta, kokiuose audiniuose lokalizuojasi j odg pateke
KT, kokiose Igstelése jie kaupiasi, ar jie yra iSneSiojami po visg organizmg ir
kaip jie gali paveikti audiniy funkcijas. Sie klausimai aktualiis tiek vertinant
potencialiai Zalingg KT poveikj, tiek ir optimizuojant biomedicininius
taikymus, kurie susije¢ su KT jvedimu per odg ar | poodj.

Svarbu paminéti, kad ND kaupimosi, pasiSalinimo ir poveikio
organizmui tyrimai itin svarbiis toksikologiniu poZitriu. Siuo metu didZiausi
nanotarSos Saltiniai yra pramoné ir autotransportas. Taciau nanoinZinerijos
kuriamy komerciniy produkty gamybos apimtys spariai auga. Todel ND
pagristi produktai tampa potencialiu tarSos Saltiniu, kurio rizika Zmogaus

sveikatai bei aplinkosaugai néra jvertinta.



Optimaliam KT taikymui biomedicinoje biitinos Zinios apie jy
pasisalinimg i$ organizmo ir ilgalaikj stabilumg audiniuose. Yra parodyta, kad
ziurkéms suleidus CdSeTe/ZnS KT, dengty PEG, pra¢jus 4 ménesiams >99%
suleistos kadmio dozés iSliko organizme (5). Tai rodo, kad KT per $§j laikotarpj
praktiSkai nebuvo paSalinti i§ organizmo. Kepenyse ir inkstuose buvo aptikta
toksiSky kadmio junginiy. Vadinasi, dalis KT suiro ir apnuodijo organizma.
Manoma, kad KT Salinimui i§ kiino didZiausig jtakg turi jy pavirSiaus
padengimas bei dydis. Taciau tikslios priezastys, lemiancios ilgalaikj KT
susikaupimg ir lokalizacijg organuose, kol kas néra nustatytos.

Aptartos problemos, susijusios su KT taikymu biomedicinoje, sukelia
fundamentiniy tyrimy poreikj, kurie suteikty iSsamiy Ziniy apie KT
prasiskverbimg per biologinius barjerus, jy farmakokinetikg, lokalizacija
audiniuose, lastelése bei jy kompartmentuose, KT stabilumg bei poveikj

organizmo funkcijoms, ilgalaikj susikaupimg ir pasiSalinimg i§ organizmo.



1.1. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas
Istirti  CdSe/ZnS-mPEG  kvantiniy  taSky  migracijos  kelius

eksperimentiniy gyviiny audiniuose naudojant fluorescencinés mikroskopijos ir

spektroskopijos metodus.

1y

2)

3)

4)

5)

Darbo uzdaviniai:
Istirti kvantiniy taSky (KT) prasiskverbimg per kraujagysliy sieneles ir

jvertinti jy kaupimasi vidaus organuose.

Istirti KT prasiskverbimg per Ziurkés placentos barjerg ir jvertinti jy

kaupimasi embrionuose.

IStirti po oda suleisty KT pasiskirstymg audiniuose.

Nustatyti pagrindinius KT migracijos kelius organizme jvedant juos

skirtingais buidais.

Palyginti CdSe/ZnS-mPEG ir CdTe-MPR KT stabilumg Ziurkés
audiniuose ir jvertinti jy pritaikomuma fluorescenciniame vaizdinime in

Vivo.



1.2. Mokslinis naujumas ir aktualumas

Pirmg kartg iStirtos odos barjerinés savybés KT prasiskverbimui
bazaline — apikaline kryptimi ir jvertinta bazinés membranos reikSmé¢ KT
migracijai per epidermj ir kitas odos dalis: riebaly bei prakaito liaukas, plauky
folikulus. Sie rezultatai gali bati panaudoti aiskinant KT prasiskverbimo per
odos barjero veikimo principus. Duomenys taip pat svarbiis, kuriant KT ir
kitomis ND pagrjstus vaisty pernasos metodus, kuriy optimalus taikymas
reikalauja i§samiy Ziniy apie jy pasiskirstymg audiniuose, gebéjimg pasiekti bei
paveikti tikslinius taikinius odoje.

Pirmg kartg parodyta, kad KT difuzija jungiamuosiuose audiniuose
priklauso nuo ekstralgsteliniy dariniy struktiros: KT laisvai migruoja
puriuosiuose jungiamuosiuose audiniuose (dermoje, epineuriume, epimyziume,
adventicijoje ir kt.), taiau neprasiskverbia per audiniy struktiiras, sudarytas is
tankiy skaiduliniy sluoksniy (bazing membrang, perineuriuma).

Pirmg kartg parodyta, kad CdSe/ZnS-mPEG KT nejsiskverbia j sveiky
kraujagysliy raumeninj kraujagysliy sluoksnj (funica media)  tiek 1S
kraujagyslés vidaus, tiek i3 jos iSorés. Sie rezultatai naudingi aiSkinantis KT
pernasos per kraujagysliy sieneles mechanizmus. Tai sudaro sglygas taikyti KT
ir kitas ND selektyviam kraujagysliy pazaidy, kurioms biidingas sieneliy
struktiirinio vientisumo pazeidimas (pvz., aterosklerozés Zidiniy), vaizdinimui,
diagnostikai ir gydymui.

Pirma kartg parodyta, kad CdSe/ZnS-mPEG KT yra sulaikomi placentos
barjero ir nepatenka j embrionus. Sis faktas svarbus nagrin¢jant KT
embriotoksiSkumo ir teratogeniSkumo mechanizmus. Rezultatai taip pat
naudingi vertinant KT bei kity ND patekimo ] organizmg rizikg néStumo metu.
KT neprasiskverbimas per placentos barjera aktualus jy taikymams tikslinéje
vaisty pernasoje siekiant sukurti tokius junginius, kurie veikty tik motinos
organizmag, bet nepatekty j embriong ir nepaveikty jo vystymosi.

Pirmg kartag palygintas nefunkcionalizuoty CdSe/ZnS-mPEG KT
kaupimasis skirtingose lastelése in vivo salygomis. Sie rezultatai aktualds

aiSkinantis KT kaupimosi audiniuose ir jy biologinio poveikio mechanizmus.
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y)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

1.3. Ginamieji teiginiai

Kraujagyslées viduje lokalizuoti KT sgveikauja su endoteliu (tunica
intima), taciau pro ji neprasiskverbia ir nepatenka j vidurinj kraujagyslés
sienelés sluoksnj (tunica media).

Kraujagysliy iSoréje esantys KT kaupiasi iSoriniame sieneles sluoksnyje
(tunica adventitia), taCiau nepatenka giliau ] vidurinj kraujagyslés
sienelés sluoksnj (tunica media).

KT lokalizuojasi daugumos organy kraujagyslése, taCiau | juy
tarplasteline terpe nepatenka. KT ekstravazacija | tarplasteling terpe gali
vykti per sinusinius kapiliarus.

KT kaupiasi nés¢iy Ziurkiy placentoje, taciau yra sulaikomi placentos
barjero ir nepatenka j embriony audinius.

KT difuzija jungiamuosiuose audiniuose apsprendZia ekstralgsteliniy
skaiduly  organizacija: KT  laisvai  migruoja  puriuosiuose
jungiamuosiuose audiniuose (dermoje, epineuriume, epimyziume,
adventicijoje ir kt.), taCiau neprasiskverbia per tankius skaidulinius
sluoksnius (bazines membranas, perineuriumg) ir nepatenka j epidermj,
plauky folikulus, odos liaukas, nervy vidy ir raumeny skaidulas.

I jungiamuosius audinius pateke CdSe/ZnS-mPEG KT rezorbuojasi ]
limfos kapiliarus, migruoja limfine sistema ir su limfa jsilieja |
kraujotaka.

Ant odos uZztepti CdSe/ZnS-mPEG KT neprasiskverbia per sveikg ir
UVB spinduliuotés pazeistg epidermio barjerg.

CdSe/ZnS-mPEG KT pasiZzymi stabilesnémis optinémis savybémis
efektyvesne migracija audiniuose ir mazesniu toksiSkumu negu CdTe-

MPR KT.
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1.5. Autoriaus indélis

Eksperimentai atlikti Vilniaus universiteto onkologijos institute,
Biomedicininés fizikos laboratorijoje vadovaujant prof. habil. dr. Ricardui
Rotomskiui. Darbo vadovas planavo tyrimus, suformulavo darbo uzduotis,
konsultavo metodiniais bei rezultaty interpretavimo klausimais, dalyvavo
rengiant mokslines publikacijas ir medZiaga pristatymui konferencijose.

Pagrindiniai publikacijy bendraautoriai yra prof. habil. dr. Ricardas
Rotomskis, prof. dr. Giedré Streckyté, doc. dr. Violeta Zalgevitiene, dr.
Edvardas Zurauskas, prof. dr. Janina DidZiapetriené ir Danuté Bulotiené.

Vyresnioji specialist¢ Danuté¢ Bulotiené vykdé visas procediiras su
gyvais eksperimentiniais gyvinais ir konsultavo metodiniais klausimais.

Doc. dr. Violeta Zalgevi¢iené konsultavo atliekant KT prasiskverbimo
per placentg tyrimus ir pad€jo interpretuojant nésciy Ziurkiy histologiniy
preparaty mikroskopijos vaizdus. Gydytojas-patologas dr. Edvardas Zurauskas
konsultavo interpretuojant kity histologiniy preparaty mikroskopijos vaizdus.

Valstybinio patologijos centro laboratorijos personalas atliko fiksuoty
bandiniy preparavima ir dazyma.

Student¢  Edita  Jazdauskait¢  dalyvavo  atliekant fluorofory
prasiskverbimo per odos barjera eksperimentus. Studentas Juras KiSonas
dalyvavo atliekant po oda suleisty KT migracijos organizme tyrimus. Studentai
pristateé rezultatus studenty ir tarptautinése mokslinése konferencijose.

Autorius planavo tyrimus, atliko fluorescencinés spektroskopijos,
mikroskopijos ir fluorescencinio gyviiny vaizdinimo eksperimentus, apdorojo
ir interpretavo gautus rezultatus, juos pristaté mokslinése konferencijose ir

renge publikacijas.
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1.6. Padéka

Pirmiausiai noriu padékoti savo mokslinio darbo vadovui prof. habil. dr.
Ricardui Rotomskiui uz vertingas diskusijas, jigytas zinias, mokslinj
entuziazma bei galimybe dirbti su Siuolaikine jranga profesionaly komandoje.

Dékoju straipsniy bendraautoriams prof. dr. Giedrei Streckytei, doc. dr.
Violetai ZalgeviGienei, dr. Edvardui Zurauskui, prof. dr. Janinai
DidZiapetrienei uz jy profesionaluma, turiningas diskusijas ir jgyta patirtj. Taip
pat esu dékingas doc. dr. Sauliui Bagdonui uZ tikslias pastabas ir jZvalgas.

Ypatingg acii tariu Danutei Bulotienei uZ visapusiSka pagalbg atliekant
eksperimentus su gyvunais ir sprendZiant kitas darbo problemas.

Dékoju visiems studentams uZz pagalbg atliekant eksperimentus ir
pedagogine patirt;.

Dékoju VU Fizikos fakulteto Kvantinés elektronikos katedros ir VU
Gamtos moksly fakulteto Neurobiologijos ir biofizikos katedros kolektyvams
uz vertingas pastabas ir geranoriSka bendradarbiavimg organizaciniais
klausimais. Taip pat dékoju Vilniaus universiteto onkologijos institutui uz
palankias darbo salygas ir Lietuvos mokslo tarybai uz papildomg doktorantiiros
studijy finansavimg.

Dékoju visam VUOI Biomedicininés fizikos laboratorijos kolektyvui uz
tarpusavio supratimg, geranoriSkumg, jdomias diskusijas, nuotaikingg ir Siltg
atmosferg. DZiaugiuosi, kad dirbu $ioje laboratorijoje.

Dékoju visiems uz progg Jus pazinti ir patirti bendravimo malonuma.

Tariu nuoSirdy adidi savo Seimai, visiems artimiesiems bei draugams uz

nuolatinj palaikyma, supratingumg ir kantrybe.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Fizikocheminés kvantiniy tasky (KT) savybés

2.1.1. Optinés KT savybés ir jy pritaikomumas

Kvantiniai taskai (KT) yra nanometry (10° m) eilés matmeny
puslaidininkiniai kristalai, dél savo mazo dydzio (1-10 nm) pasiZymintys
iSskirtinémis fizikocheminémis savybémis. Jy Serd] daZniausiai sudaro II-VI
(pvz., CdSe), II-V (pvz., InGaP) ar IV-VI (pvz., PbS) periodinés elementy
lentelés grupiy atomai. Serdis daZniausiai yra padengta plonu kitos cheminés
sudéties sluoksniu, kuris stabilizuoja Serdies struktiira, apsaugo ja nuo
oksidacijos ir nuodingy elementy (pvz., Cd*) iSsiliejimo ] aplinkg (pav. 2.1 A).
Apvalkalas (pvz., ZnS) taip pat padidina KT fotoliuminescencijos (FL)
kvantinj naSumg deSimtimis karty (6).

D¢l savo mazo dydzio KT jgija specifiniy optiniy ir elektriniy savybiy,
kurios nebudingos tos pacios cheminés sudéties makrokristalams. Viena
svarbiausiy KT savybiy yra siauras FL spektras (pusplotis 25-45 nm) ir
pagrindinés smailés padéties jautrumas cheminei Serdies sudéciai, pavirSiaus

geometrijai bei KT dydziui (pav. 2.1 B, C) (7, 8).
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A) KT nanokristalo struktira
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Pav. 2.1. KT dalelés struktira (A) ir fotoliuminescencijos juostos
priklausomybé nuo KT Serdies cheminés sudéties (B) bei skersmens (C).

Adaptuota pagal (9, 10).

Mikroskalés ar didesniy puslaidininkiniy kristaly elektrony energiniy
lygmeny spektras yra labai platus ir energiniai skirtumai tarp jy yra
pakankamai mazi, tod¢l jy energiniai lygmenys laikomi iStisiniais.
Puslaidininkio elektronai yra suZadinami ] laidumo juostg, jiems sugérus
Sviesos kvanta, kurio energija yra didesné¢ uZz elektrono lygmeny energijos
skirtumg valentingje ir laidumo juostose. Elektronui perSokus j laidumo juosta,
jo vietoje lieka skylé ir tokiu budu susiformuoja elektrono — skylés pora, dar
vadinama eksitonu, o atstumas tarp jy vadinamas eksitono Boro spinduliu - Rg.
Jis yra specifinis kiekvienai medZiagai. Kai kristalo matmenys yra daug

didesni uz Rg, eksitonas gali laisvai judéti puslaidininkyje. Taciau kai KT
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matmenys yra maZesni uZ eksitono Boro spindulj Rgt<Rg, eksitonas yra
apribotas ir negali laisvai judéti kristale. Tai vadinama kvantiniu apribojimu ir
KT energetiniai lygmenys tampa diskretis (8, 11). Elektronui griztant j
valenting¢ juostg, prarandama energija yra per didelé, kad buty relaksuota
bespinduliniu biidu, todél ji iSspinduliuojama fotono pavidalu. Maz¢jant KT
skersmeniui, did¢ja skirtumas tarp energiniy lygmeny, pvz., CdSe Sis skirtumas
padid¢ja nuo 1,7 eV (d=20 nm) iki 2,4 eV (d=2 nm). Todé¢l tos pacios
cheminés sudéties mazesni KT fotoliuminescuoja trumpesnio bangos ilgio
Sviesg ir stebimas FL juostos poslinkis (pav. 2.1 C). MaZinant puslaidininkio
kristalg did¢ja ir FL gyvavimo trukmé (6-8).

Kristalo pavirSiaus defektai, atsirandantys KT sintezés metu, gali
laikinai ,,jkalinti* kr@ivininkus ir trukdyti sugertos energijos spinduliavimui.
Periodinis krtvininky ,,jkalinimas* ir ,,iSlaisvinimas® pasireiSkia pavieniy KT
FL pertraukimais, vadinamais mirkséjimais (angl. quantum dot blinking). Sis
reiSkinys mazina FL kvantinj naSumg. Siekiant sumaZzinti pavirSiniy defekty
kiekj bei apsaugoti KT pavirSiy nuo oksidacijos ir kity cheminiy reakcijy, jie
yra padengiami kito kristalo keliy atomy storio apvalkalu. Nustatyta, kad toks
padengimas padidina KT FL kvantinj naSuma net iki 90%, o tokios struktiiros
fotostabilumas yra keliomis eilémis aukStesnis nei jprastiniy organiniy
fluorofory (6).

Viena patraukliausiy KT savybiy yra siaura, simetriSka FL juosta,
kurios smailés padétis gali buti nesudétingai moduliuojama keiciant dydj
(Aq=400+1350 nm) (7). Salyginai nebrangi ir greita KT sintezé leidzia
pagaminti daleles, kuriy FL spektry juostos yra arti viena kitos, taciau
nepersidengia. KT biidingas platus Zadinimo spektras ir didelis Stokso
poslinkis: jy Zadinimo ir FL spektry smailés gali biiti nutole iki 300 nm (12).
Tokiu biidu naudojant vieng zadinimo Saltinj, galima stebéti keliy tipy KT FL
(skirtingy spalvy) ir tai galima sékmingai panaudoti daugiaspalviui biologiniy
objekty vaizdinimui (pav. 2.2 A). Sia savybe nepasiZymi jprastiniai organiniai
fluoroforai, sugeriantys siauros srities spinduliuote. Be to jy FL spektrai yra

iSplit¢ ir daznai persidengia su kitais dazikliais ar su biologiniy objekty savitgja
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fluorescencija, kurig eliminuoti daznai biina sudétinga (12). KT yra deSimtis ar
net Simtus karty fotostabilesni uZ daugumg naudojamy organiniy fluorofory
(pav. 2.2 B). Si savybé yra labai svarbi ilgalaikiam vaizdinimui, pvz.,
dinaminiuose tyrimuose ar konfokalinés mikroskopijos trimaciy vaizdy

rekonstrukcijoje (13).

Alexa-488
(branduolys)

Kvantiniai taskai
(mikrovamzdeliai)

Pav. 2.2. A) Daugiaspalvis fiksuoty Zmogaus epitelio lgsteliy vaizdinimas
naudojant KT, kurie modifikuoti atitinkamais antikiinais, kad selektyviai
saveikauty su lastelés komponentais. Zydra spalva pazymétas branduolys,
rozine - rRNR sintezés baltymas Ki67, oranZine - mitochondrijos, Zalia -
mikrovamzdeliai, raudona - aktinas (14). B) KT fotostabilumas
fluorescencines mikroskopijos vaizdinimo metu: pelés fibroblasto 3T3
mikrovamzdeliai nudazyti KT (raudonai), o branduolys Alexa 488 (Zaliai),

Zadinimui naudota 100W gyvsidabrio lempa, A;,i=485+£20 nm (13).

KT patrauklts mikroskopijos taikymuose dé¢l didelio sugerties molines
ekstinkcijos koeficiento e= 0,5-2-10° M"'cm™ ir auksto FL kvantinio na§umo
®p=30-90% (12, 15, 16). Dar viena KT optin¢ savybe, iSskirianti Sias ND 1S
gausios fluorofory jvairovés yra ilga FL gyvavimo trukme, kuri siekia 20-50 ns
ar dar daugiau. Tuo tarpu daugumos egzogeniniy fluorofory bei savitaja
biologiniy objekty fluorescencijg sukelianciy junginiy fluorescencija trunka 2-
5 ns. Sia KT savybe remiasi fluorescencijos gyvavimo trukmés mikroskopija
(angl. time-gated fluorescence lifetime imaging microscopy): suzadinus
méginj, FL registruojama ne tuo pat metu, o po tam tikro uzlaikymo, kai
foninis méginio Svytéjimas jau yra uzgeses ir ] detektoriy patenka tik KT FL.

Tokie vaizdai pasiZzymi aukStesne skiriamgja geba bei kontrastingumu.
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D¢l stiprios KT sugerties ir moduliuvojamos FL smailés padéties
domimasi jy panaudojimu fluorescencijos rezonansin€je energijos pernasoje -
FRET (angl. fluorescence resonance emission transfer). KT taikyma riboja tai,
kad jy sintez¢ yra daugiapakopé ir pagaminty KT dydis bei pavirSiaus
geometrija varijuoja. Siuos poky&ius atspindi fotofizikinés KT savybés, kuriy
variacijoms labai jautrus FRET metodas (7). Pavieniy molekuliy
spektroskopijoje pasireiSkia KT mirkseéjimo efektas, trukdantis pavieniy
molekuliy dinamikos tyrimams. Siuo efektu Kkartais pasinaudojama KT
padengimo procese, kai norima jsitikinti, jog dalelés yra pavienés, o ne
sankaupose (16).

KT FL detekcijai lastelése bei kitose biosistemose naudojama jprastineé
bei konfokaliné¢ fluorescenciné mikroskopija, dvifotonio Zadinimo
mikroskopija, elektroniné mikroskopija, fluorescencijos gyvavimo trukmeés
mikroskopija, vidinio atspindZio, fluorescenciné ar mases spektroskopija.
Prijungus radioaktyvy zymeklj (pvz., ®*Cu), KT migracija galima sekti ir

pozitrony emisijos ar kompiuterinés tomografijos metodais (7).

2.1.2. Tioliais dengty KT stabilumas

DaZzniausiai KT yra sudaryti i§ neorganinio kristalo ir organinio ligando
sluoksnio. Sio komplekso stabilumas visy pirma priklauso nuo junggiy tarp
ligando ir nanokristalo pavirSiaus atomy stiprumo. Vieni 1§ daZniausiai
tioliai, nes jie gerai tirpiis vandenyje, formuoja stipry rysj su metalais, kei¢iant
Sonines grupes galima gauti norimy savybiy dangalg ir jie yra salyginai pigiis
(17). Siems junginiams budinga tiolio (-SH) grupé, alifatin¢ anglies grandiné ir
iSorin¢ funkciné grupe, kuri eksponuojama j KT iSorg. Pav. 2.3 pateiktos
daZniausiai naudojamy tioliy struktirinés formulés. Yra parodyta, kad tiolio
grupé jungiasi su nanokristalo metalo atomais kovalentiniu rySiu, tuo tarpu
iSoriné poliné grupé (dazniausiai karboksilo, amino, hidroksilo ar kt.) suteikia
tirpumg vandenyje (17, 18). ISorinés grupés sgveika su nanokristalu yra

Zenkliai silpnesné ir gali veikti kaip antrinis koordinatorius su nanokristalo
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pavirSiumi. Sios grupés suteikia galimybe prijungti biologiskai aktyvias

molekules prie KT, t.y. juos funkcionalizuoti ir kurti specializuotas ND.

0 0
0 HS 0
s il Pon e,
OH OH SH 2
Tioglikolio 3-merkaptopropiono 2-merkaptopropiono L-cistg%as
ragstis (TGR) rugstis (MPR) ragstis (MPR)
CH;—0
Hs™ M s~z HS/\.@C\OH 3_{ v_]_nSH
2-merkaptoetanolis Cisteaminas 1-tioglicerolis ~ MPEG-SH (n=7-16)
0 HS
0 O O
SH H
HOJ\/\N\/
r HOJK,NTQWNWOH
o H NH,
Dihidrolipoiné rugstis Glutationas

Pav 2.3. DazZniausiai KT padengimui naudojami tioliai ir jy struktiirinés

formulés (18).

Padengus nanokristalg organiniu sluoksniu laikoma, kad jis formuoja
iStisin] apvalkalg ir izoliuoja kristalg nuo aplinkos poveikio. Tokia prielaida
leidzia tiketis, kad KT optinés savybes turéty iSlikti stabilios pakitus tirpalo
cheminiai sudéciai. Visgi yra parodyta, kad tioliais dengty KT spektroskopinés
savybeés yra jautrios pH, drusky jony koncentracijai, temperattirai bei kitiems
veiksniams (19, 20). Tai rodo, kad tam tikromis sglygomis tokia ND gali buti
nestabili ir pavirSinio dangalo, o véliau ir nanokristalo, suirimas salygoti
toksisky junginiy susidarymg ir iSsiskyrima ] biologine terpe. Yra parodyta,
kad CdSe/ZnS KT pateke i Ziurkés skrandj degraduoja ir susidaro toksiski cd*
jonai, kurie apnuodija organizmg (21). KT stabilumas yra itin svarbus
biologiniams taikymams dél jy prasto Salinimo 1§ organizmo ir ilgalaikio
susikaupimo. PavyzdZiui, KT buvo aptikti eksperimentinése pelése pragjus 2
metams po injekcijos ir jy FL spektrui buvo biidingas trumpabangis poslinkis,
kuris siejamas su nanokristalo Serdies suirimu (22). Todé¢l KT cheminis
stabilumas yra viena svarbiausiy sglygy norint juos pritaikyti gyvy organizmy

tyrimuose bei mediciningje praktikoje.
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KT FL savybés itin jautrios riigStinei terpei. Esant Zemam pH KT FL
intensyvumas gali sumazéti 80% ir Sis kritimas vyksta Zenkliai greiCiau nei
stipriai Sarminéje terpéje (20). KT FL intensyvumo kritimas siejamas su
ligandy desorbcija ir KT pavirSiaus oksidacja (19, 23). Rugstinéje terpeje taip
pat gali pasireiksti ilgabangis KT FL juostos poslinkis. PavyzdZiui, cisteinu
dengty CdTe Serdies KT FL juosta pasislenka nuo 551 nm esant pH=7,6 iki
571 nm, kai pH=6,6 (24). Sie poky¢iai siejami su pavirSiniy ligandy
struktiiriniu persitvarkymu arba su jy desorbcija ir daleliy agregacija (17, 19).
Tai rodo, kad KT spektroskopinés savybés priklauso ne tik nuo nanokristalo
savybiy bet ir nuo jo sgveikos su stabilizuojanc¢iu ligandu. KT FL savybiy
priklausomybé nuo terpés riugStingumo gali buti panaudota kuriant pH
sensorius, kurie leisty tirti 1gsteliy viduje vykstancius procesus (24, 25).

Tiriant CdTe KT, dengty merkaptosukcinato riigS§timi, FL. gesinimo
savybes (veikiant benzokvinonu), nustatyta, kad tirpalo rugStingumas veikia ne
tik KT FL intensyvuma, bet keicia ir FL gesinimo mechanizmg. Neutraliomis
salygomis pasireiSkia dinaminis gesinimas, ragStin€je terpeje pasireiSkia
statinis bei dinaminis FL gesinimas, o Sarminéje terpéje pasireiSkia statinis
gesinimas, kuris priklauso nuo gesiklio prisijungimo prie KT viety skaiCiaus.
Sie skirtumai grindZiami tuo, jog Siose aplinkose keiGiasi pavir§iniy ligandy
protonizacija ir tuo paciu KT pavirSiaus savybés. Esant Zemam pH, tiolio
grupés protonizuojamos ir atsikabina nuo nanokristalo. Todél padaugeja
pavirSiniy defekty, maz¢ja FL intensyvumas, KT labiau sgveikauja su gesiklio
molekuléms, t.y. tampa jautresni jy koncentracijai (25).

Taip pat parodyta, kad merkaptopropionine rigstimi (MPR)
stabilizuotus CdSe/ZnO KT veikiant Sviesa, dengiamieji ligandai gali
hidrolizuotis, o tiolio grupés sieros atomai sgveikaudami su nanokristalu
suformuoti papildoma heterogeninj kiautg, kuris sglygoja ilgabang] KT FL
juostos poslinkj (26). MPR ligandy destrukcija mazina KT tirpumg ir salygoja
ju sedimentacija, tuo tarpu sieros kiautas §j procesg létina ir padidina ND
stabilumg. Visgi kity autoriy duomenimis, fotooksidacija ir pavirSiniy ligandy

netekimas mazina KT FL intensyvumg ir maZina jy stabiluma (27). Taigi

25



Sviesa yra svarbus veiksnys veikiantis KT stabilumg, tafiau skirtingy autoriy
rezultatai yra prieStaringi ir turéty buti aptariami kity aplinkineés terpes, KT
sudéties bei apSvietimo parametry kontekste.

KT dydis taip pat yra svarbus veiksnys, nuo kurio priklauso KT
stabilumas. Parodyta, kad didesnés dalelés yra labiau stabilios ir maZiau
jautrios pH pokyCiams bei apSvietimui. Tai siejama su tuo, jog maZesni KT
pasizymi didesniu pavirSiaus ir ploto santykiu, dél kurio KT labiau reaguoja |
pavirsiuje vykstancius procesus (27).

Organinio dangalo bei viso KT stabilumas priklauso nuo pasyvuojanciy
molekuliy grandinés ilgio, jos Sakotumo bei poliSkumo. Ilgesné alifatiné
grandiné didina gretimy molekuliy rySj d¢l stipresnés hidrofobinés sgveikos.
Tai stabilizuoja organinj dangalg, o tirpiklio molekuléms sunkiau prasiskverbti
iki KT Serdies bei paveikti jos energinius lygmenis. Didele jtaka turi ir ligandy
tankis ant nanokristalo ir padengimo kokybe.

Minéty veiksniy jtakg KT FL savybéms dazniausiai tiriama izoliuotose
abiotinése sistemose, t.y. tirpaluose. Tuo tarpu biologin¢je sistemoje KT yra
veikiami didelés jvairovés biomolekuliy. Jiems judant organizme, jie pereina
skirtingus biologinius kompartmentus, kurie skiriasi sudétimi, pvz., pH,
druskingumu, hidrofiliSku, fermenty poveikiu ir kt. Todél prognozuoti, kas
vyksta su KT organizme, yra itin problematiS8ka. Tai salygoja auk$tg KT

stabilumo biologinése terpése tyrimy poreik].

2.2. Nanodaleliy (ND) pasiskirstymas organizme.

ND daleliy taikymas biomedicinoje yra labai platus ir apima vis naujas
sritis. Visiems ND taikymams gyvame organizme reikalingos Zinios apie jy
lokalizacija audiniuose, farmakokinetines savybes, pasiskirstymg skirtinguose
audiniuose bei pasialinima. Si informacija leidZia optimizuoti ND taikyma:
1Sgauti maksimalig naudg ir tuo paciu minimizuoti nepageidaujamus reiskinius,
pvz., toksiSkuma.

Dazniausiai ND ] organizmg jvedamos intraveniniu biidu. Kiti ND

jvedimo budai daZniausiai taip pat susij¢ su jy patekimu j krauja, todé¢l pirmieji
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ND saveikos su biologine sistema procesai yra nulemti organizmo kraujotakos
ypatybiy. ND pasiskirstymas organizme priklauso nuo jvedimo biido, jy
fizikocheminiy savybiy (dydZio, formos, kruvio, hidrofiliSkumo, padengimo
bioaktyviais ligandais), organizmo fiziologinés busenos ir kity parametry.
DidZiausia jtakg tarp ND savybiy turi jy dydis ir pavirSiaus cheminé sudétis,
nes nuo jos priklauso pirminé sgveika su organizmo biomolekulémis. Tuo
tarpu vidiné ND sudétis maziau jtakoja dalelés lokalizacijg ir yra svarbi
sukeliant ilgalaikj poveikj biologinei sistemai, pvz., veikiant magnetiniu lauku,
inicijuojant fotocheminius ar hiperterminius procesus, suyrant dalelei ir
iSsiliejant jos turiniui. Todél Siame skyriuje detaliau panagrinésime ND
pasiskirstymo eksperimentiniy gyviny organizme désningumus KT pavyzdZziu.

KT taikymo eksperimentiniy gyviny organizme tyrimai prasidéjo 1998
metais (11). Pirmieji eksperimentiniai darbai parodé, jog KT gali buti
sekmingai panaudoti fluorescenciniui lgsteliy, audiniy, gyviny kraujotakos,
organy bei naviky vaizdinimui. Ballou B. er al. tyr¢ CdSe/ZnS KT, dengty
metoksi-polietilenglikoliu (mPEG), pasiskirstymg pelés organizme ir stebéjo
greitg KT eliminavimg i§ kraujo plazmos bei didZiausig susikaupimg kepenyse,
bluznyje, limfmazgiuose ir kauly Ciulpuose (12). Detalizuojant KT lokalizacijg
organuose buvo nustatyta, jog KT susikaupia bluZnies perifolikulinéje zonoje,
bet ne gemaliniuose centruose. KT buvo aptikti makrofagy endosomose. Jy
lokalizacija nepakito pra¢jus netgi meénesiui po injekcijos. Autoriai taip pat
iStyre, jog KT cirkuliavimo pusamZis bei susikaupimas retikuloendotelinéje
sistemoje (RES) priklauso nuo dalelés pavirSiaus padengimo: kuo didesnés
molekulinés masés mPEG molekulémis modifikuoti KT, tuo jie ilgiau
cirkuliavo kraujyje (pav. 2.4). Esant M, ;prgg=750 Da nustatytas cirkuliavimo
pusamzis 6 min, o esant M;;pgg=5000 Da jis prailginamas iki 141 min.
Didesnés molekulinés masés mPEG salygojo ir maZesnj susikaupimag

limfmazgiuose bei didesnj susikaupimg bluZnyje.
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Pav. 2.4. Metoksi-polietilenglikolio (mPEG) jtaka KT farmakokinetikai.
Ilgesnés mPEG grandinés salygoja ilgesnj KT cirkuliavimg kraujotakoje
(kairéje, (12)) ir maZesnj jy susikaupimg retikuloendotelingje sistemoje
(desingje, (28)). Nuotraukose geltonai pavaizduoti kepenyse (a, c¢) ir bluznyje
(b, d) susikaupe KT. Padengus KT pavir§iy mPEG sluoksniu (c, d), jo

susikaupimas RES mazeja lyginant su nepadengtais (a, b).

Siems rezultatams antrina ir Yang R.S.H. et al atliktas tyrimas, kurio
metu nustatyta, kad CdTe/ZnS-mPEG cirkuliavimo pusamZzis pelése siekia
18,5 val (29). Didzioji dalis KT susikaupia bluZnyje bei kepenyse per
pirmasias stebéjimy dienas ir likusj laikotarpj (iki 28 d.) Zenkliai nekinta (pav.
2.5). Tuo tarpu Cd koncentracija inkstuose augo visg laikg. KT lokalizavosi
kepeny sinusuose, raudonojoje bluznies pulpoje, inksty glomerulose bei
kraujagyslése. Idomu, kad per 28 dienas autoriai nestebéjo KT pasiSalinimo i

organizmo, t.y. 100% suleistos Cd dozés iSliko organizme.
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Pav. 2.5. A) KT pasiskirstymo organuose kinetika (vertinta pagal Cd
koncentracijg); B) KT susikaupimas audiniuose (nuotraukoje raudoni) po 28 d:
kepeny sinusuose (A), bluZznies raudonojoje pulpoje (B) ir inkstuose (C, D),

skalé 50 pm (29).

Yra parodyta, kad PEG dengti KT yra maziau suriSimoi RES bei

didesniais kiekiais aptinkami kituose audiniuose (Sirdyje, griau¢iy raumenyse,
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inkstuose) lyginant su tik surfaktanto poli(rac-laktido) molekulémis dengtais
KT. Cirkuliavimo trukmé gali biiti prailginta naudojant ne tik ilgesnes
grandinés PEG polimera, bet ir didinant jy tankj ant ND pavirSiaus (30).

PEG poveikis ND farmakokinetinéms savybéms grindZiamas jy neutraliu
kriiviu, kuris sumaZina ND pavirSiaus poliSkumg ir sgveika su kraujo plazmos
baltymais. Tai savo ruoZtu maZina opsonizacijos tikimybe ir taip apsaugo ND
nuo aktyviy RES fagocituojanciy 1asteliy. Kita vertus, PEG didina bendrg ND
hidrodinaminj skersmenj (HS) nuo kurio priklauso ND gebéjimas prasiskverbti
per biologinius barjerus — visy pirma per kraujagyslés sienele. Todel PEG
modifikavimo strategija aktuali norint prailginti ND cirkuliacija kraujotakoje,
ta¢iau maziau tinkama tiems taikymams, kuriems reikalinga efektyvi ND
ekstravazacija.

KT susikaupimas ne RES organuose, pvz. Sirdyje, plauciuose, kepenyse,
raumenyse, smegenyse daznai siejamas su KT susikaupimu Siy organy
kraujagyslése, o jy pernaSa ] tarplasteling terpg bei susikaupimas funkcinése
audiniy Iastelese ir tai saglygojantys veiksniai yra menkai iStirti. Praetner M. et
al. pazymi, jog greitag KT eliminacijg i§ kraujo plazmos salygoja jy prilipimas
prie endotelio (31). Jy tirti anijoniniai KT (dengti karboksilo grupes turinciais
ligandais) daugiausiai kaupési Sirdyje, plauciuose, kepenyse, aortoje,
smegenyse. KT stebéti tik venulése, bet ne arteriolése. Elektroninés
mikroskopijos duomenimis KT buvo stebéti Sirdies bei bluznies kraujygysliy
endotelio vezikulése. Tuo tarpu katijoniai KT (dengti amino grupémis) labiau
linke kauptis RES bei limfmazgiuose, jie nesgveikavo su kraujagysliy
sienelémis. Katijoniai ir neutraliis KT nebuvo aptikti smegenyse ir raumenyse.
Kaip ir anksCiau aptartuose tyrimuose, ilgiausiai kraujotakoje cirkuliavo
neutraliis (dengti PEG) KT — per 4 val. jy koncentracija Zenkliai nepakito, o
teigiamg ar neigiamg kriiv] turinCios dalelés buvo greitai paSalintos i§ kraujo
plazmos, jy pusamziai atitinkamai — 29 min ir 6 min. Tai rodo, kad ND sgveika
su biomolekulémis ir jy pasiskirstymas organizme labai priklauso nuo jy

pavirSiaus kruvio: neutralaus kravio ND yra inertiSkiausios biologinei terpei.
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PavirSiaus molekuliy jtaka ND farmakokinetinéms savybéms buvo
parodyta naudojant ir biologiskai aktyvias molekules. Akerman M.E. et al.
funkcionalizavo KT pavirSiy peptidais, kurie specifiSki tam tikriems
audiniams: GFE peptidu selektyviu plauc¢iy endoteliui, F3 — kraujagysliy
endoteliui, Lypl - naviko limfagysléems (28). Tyr¢jai fluorescenciniais
metodais stebéjo selektyvy Siy KT susikaupimg atitinkamuose audiniuose. Vis
delto nepaisant KT funkcionalizavimo peptidais, buvo stebétas visy tipy KT
kaupimasis kepenyse ir bluZznyje. Susikaupimo RES efektas buvo sumaZintas
KT papildomai padengiant PEG molekulémis.

Siekiant pritaikyti KT biologiniam taikymui, jie daZnai stabilizuojami
amfifiliniu polimeru ir prijungiamos PEG grandinés. Visgi vis labiau
populiar¢ja ir kitos KT pavirSiaus modifikavimo strategijos, pvz.,
inkorporavimas ] polimerines, fosfolipidines miceles, dengimas silicio
polimerais, emulsijomis, polistireno dalelemis ir kt. (32-34).

KT inkorporavimas j liposomas vis labiau populiaréja dél pavirSiaus
biologinio suderinamumo ir nesudétingo lipidy kriivio, takumo ir kity savybiy
moduliavimo. PavyzdZziui, keiCiant liposomy, kuriy viduje buvo KT, kriivi
skirtinga lipidy sudétimi, nustatyta, kad kationinés ND buvo labai greitai
pasalintos 1§ kraujo (99% per 10 min) ir didZioji KT dalis po 10 min stebéta
plaucivose (70%) ir kepenyse (25%) (33). Tuo tarpu neutraliy ND
(zviterjoniniy) cirkuliavimo pusamzis buvo padidintas keletg karty. Visgi po 24
val. ~90% visy tipy ND lokalizavosi kepenyse, likusi dalis bluZznyje ir
plauciuose. Intensyvus pradinis susikaupimas plauciuose aiSkinamas teigiamo
ND pavirSiaus sgveika su kapiliary endotelio neigiamai jkrautomis
membranomis (33) (nors kiti autoriai paZymi, kad biitent neigiamai jkrautos
ND stirpiau sgveikauja su endoteliu (31)). Manoma, kad po intraveninés
injekcijos KT su kraujo srautu patenka ] Sirdj, o i$ jos ] mazaj] apytakos rata,
taigi kaip tik j tanky plauciy kapiliary tinkla, su kuriy sienelémis jie sgveikauja
pirmiausiai (33). Tolesnis ND iSsiplovimas i§ plauciy grindZiamas tuo, kad
neigiamo kriivio kraujo plazmos baltymai konkuruoja su plauciy endoteliu,

aplimpa teigiamo kriivio liposomas ir tai saglygoja tolimesn¢ ND migracijg i
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RES. Tuo tarpu neutraliy liposomy kraujotakoje buvo aptinkama iki 10 karty
daugiau nei kationiniy ir i§ kraujo buvo paimamos ne j plaucius, bet iSkart
suriSamos kepenyse (90% po 10 min) (33). Neigiamo kriivio ND nebuvo tirtos.
Naudojant maZesnio takumo lipidus (DSPC — distearoilfosfatidilcholing, vietoj
DOPC - dioleoilfosfatidiletanolamino), KT-liposomy darinio cirkuliacija buvo
prailginta, tadiau RES suri§imo nei$vengta. Sis tyrimas parodo, kad pavirsiaus
kruvis yra viena esminiy ND savybiy, nulemian¢iy jy pasiskirstymg
organizme, nepaisant lipidinio ND sluoksnio. Liposominé ND struktiira tampa
vis daZniau pasirenkama kuriant vaisty pernaSos platformas del savo
universalumo, panaSumo ] biologines pusleles bei susiliejimo su Igsteliy
membranomis.

Chen Z. et al. tyré SiO kiautu dengtus KT, kurie pavirSiuje turi hidroksilo
grupes (-OH) (34). Jy cirkuliacijos pusamzis kraujyje sieké 19,8 val. [vedus i
kraujotaka, didziausia KT koncentracija organuose buvo stebima po 6 val.,
i8skyrus plaucius — po 12 val. DidZiausi kiekiai stebéti inkstuose, bluZnyje,
kepenyse ir plauciuose. Po 48 val. KT pasiSalino 1§ daugumos organy ir aptikti
tik kepenyse, kuriose jie i§liko iki stebéjimo pabaigos (5 pary). Sie rezultatai
rodo, kad tokio tipo apvalkalas pasiZymi silpna sgveika su kraujo plazmos
baltymas. Tai leidZia Siems KT ilgai cirkuliuoti kraujotakoje ir iSlaikyti stabily
HS.

KT padengimas Zmogaus serumo albuminu taip pat gali Zenkliai
sumazinti nespecifinj suriS§img RES ir prailginti cirkuliacijg kraujyje (35). Tai
dar viena perspektyvi strategija, kuriant organizmui nematomas ND, nes
albuminas yra natiiralus kraujo baltymas, kuris nesgveikauja su Kkitais
baltymais.

Apibendrindami  aptartus  tyrimus galime sakyti, kad ND
farmakokinetines savybes nulemia jy pavirSiaus padengimas, o ne jy vidiné
struktira. ND susikaupimas RES yra vyraujantis procesas, joms patekus ]
kraujotaka, todel siekiant panaudoti ND vaizdinimui, selektyviam vaisty
nuneSimui ar kitam biomedicininiam pritaikymui reikia prailginti nanodariniy

cirkuliacijos trukme, t.y. iSvengti RES apsauginés funkcijos. Ji aiSkinama tuo,
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jog prie KT polinio pavirSiaus elektrostatiSkai prisijungusios kraujo plazmos
biomolekulés (opsinai, kiti baltymai) suteikia tinkamg pavirSiy makrofagy
fagocitozei, kuriy dauguma ir yra lokalizuoti RES. Modifikavus KT pavirsiy
tinkamais polimerais, sumaZzinamas jy pavirSiaus kravis, kuris lemig silpnesn¢
sgveikg su biomolekulémis ir to pasekoje prailgina KT cirkuliavimg kraujyje.
Nespecifine KT sgveika su plazmos baltymais taip pat padidina daleles HS, kas
jtakoja daleliy fagocitoze bei apsunkina jy difuzija per kapiliary sieneles ]
audinius bei filtracija inkstuose. Kita vertus, KT fagocitozé gali biiti naudingai
panaudojama naviky vizualizacijoje. Yra parodyta, jog pakankamai KT
prikaupe makrofagai gali biiti stebimi susikaupg gliomoje d¢l jy infiltracijos i

navikinj audinj (36).

2.3. ND saveika su kraujagysliy sienelémis

2.3.1. Pasyvi ND pernasa per kraujagysliy sienele

Kaip jau minéta didZioji dalis ND taikymy in vivo susijusi su jy patekimu
1 kraujotakos sistemg. Todél ND poveikis organizmui prasideda nuo sgveikos
su kraujo elementais bei kraujagysliy sienelémis. ND gebé¢jimas jveikti
kraujagyslés sienelés barjerg yra biitinas siekiant jy patekimo j audinius ir su
tuo susijusio ND fiziologinio poveikio.

Kaip ir kity medZiagy, KT pernasos per kraujagyslés sienele biudus
galima suskirstyti j dvi grupes: pasyvi difuzija ir aktyvi pernaSa per endotelio
lasteles. TeoriSkai medZziagy difuzija gali vykti per plySius tarp Iasteliy
(interlgstelinis kelias) arba difunduoti per 1astelés vidy (translgstelinis kelias).
Visgi KT yra per dideli junginiai, kad galéty difunduoti per fosfolipiding
membrang ar joje esancius baltyminius kanalus. Kol kas nustatyta, kad j gyvas
endotelio 1gsteles KT patenka endocitozés budais (37). Taigi KT difuzijai vykti
didZiausia tikimybé yra per tarplastelinius plySius ir endotelio poras. Siy
kraujagyslés sienelés tarpy matmenys jtakoja medZiagy pernasos greit] ir
apsprendZia kokio dydZio dalelés gali prasiskverbti per kapiliaro sienelg. Pory
dydis priklauso nuo kapiliaro fiziologinés funkcijos ir skiriasi priklausomai

nuo audinio tipo: Zmogaus nerviniuose audiniuose Sie tarpai siekia iki 1 nm,
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griauCiy skersaruoZiuose raumenyse iki 5 nm, endokrininése liaukose iki 12
nm, o inksty porétuose kapiliaruose iki 15 nm (38). Retikuloendotelinés
sistemos organy sinusiniuose kapiliaruose poros gali siekti ir 60 nm. Svarbu
paminéti, kad KT prasiskverbimui per kapiliarus jtakos turi ir endotelio baziné
membrana bei pericitai, todél pory dydis nebutinai atititinka didZiausiy
praleidziamy KT skersmenj.

KT prasiskverbimas per kraujagyslés sienele priklauso ir nuo jy paciy
fizikocheminiy savybiy: dydZio, formos, kriivio, pavir§iaus padengimo
specifinémis biomolekulémis. Pav. 2.6 parodyta, kaip KT filtracija 1§ inksty
kapiliary i Slapimg priklauso nuo jy skersmens. Pav. 2.6 pav. A dalies
vidurinéje nuotrauky eiléje pateiktos Slapimo puslés fluorescencings
nuotraukos, kuriose stebimas FL intensyvumo (kuris atitinka daleliy

koncentracijg Slapime) mazéjimas, didéjant dalelés skersmeniui.
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Pav. 2.6. A) Peliy Slapimo puslés vaizdai pra¢jus 4 val. po skirtingo
hidrodinaminio skersmens KT intraveninio suleidimo. VirSuje - atspindzio
vaizdai, viduryje — atitinkami fluorescenciniai vaizdai suleidus KT, apacioje —
kontroliniai vaizdai. B) Santykinés KT koncentracijos priklausomybé nuo jy
dydzio: m¢lyna kreive — Slapime, raudona — likusiame kiine (adaptuota pagal

(39)).

Sio tyrimo autoriai nurodo, kad maZesni nei 6 nm KT laisvai pereina i§
inksto glomeruly i Slapimg, nuo 6 iki 15 nm ribotai, o didesnés nei 15 nm
visiSkai neprasiskverbia per kapiliaro sienel¢ ir Slapime neaptinkamos (40).
Kity autoriy duomenimis, maZesnés nei 6 nm ND taip pat laisvai patenka iS$

kraujo j Slapimag, didesnés nei 8 nm yra sulaikomos, o tarpinio 6-8 nm dydzio
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ND prasiskverbimas priklauso nuo jy kriivio (41). Autoriy rezultatai
greiCiausiai skiriasi dél skirtingy ND pavirSiniy ligandy, kurie apsprendZia
pavirSiaus sgveikg su biomolekulémis ir dalelés HS in vivo, kuris daZniausiai
yra kiek didesnis negu iSmatuotas in vitro salygomis. Apibendrintai galime
sakyti, kad ND filtracijos i inksty kapiliary slenkstis yra iki 10 nm.

Kituose audinivose KT difuzija per kraujagyslés sienele yra maZiau
nagrinéta ir yra pavieniai tyrimai, kurie sieja KT pernasos efektyvumag su jy
fizikinémis savybémis. ISskirtinio démesio sulaukia galvos smegeny
kraujotakos tyrimai dél Sio organo svarbos ir hematoencefalinio barjero, kuris
riboja daugumos farmakologiniy preparaty patekimg j audinius. Laikomasi
nuomones, kad pasyvios difuzijos biidais ND j smegeny audin] nepatenka,
taiau jos gali bliti perneSamos aktyviais bidais, ypaC jei ND pavirSius
modifikuojamas specialiais ligandais (42, 43).

Moksliniuose tyrimuose didelis démesys skiriamas ND per¢jimui per
patologiniy audiniy kraujagysles siekiant ateityje pritaikyti Sias ND ligy
diagnostikai ir gydymui. Uzdegiminiy ligy Zidiniams (pvz., reumatoidinio
artrito ar aterosklerozés paZaidoms, navikams ir kt.) budingas padidéjes
kapiliary pralaidumas tiek imuniniame atsake dalyvaujancioms lgsteléms,
baltymams ar kitoms biomolekuléms, tiek ir ND. UZdegiminiams audiniams
taip pat buidinga intensyvesné kraujotaka. Tai sudaro salygas efektyvesnei ND
ekstravazacijai ] tarplgsteling terpe ir didesniam jy susikaupimui uzdegimo

vietoje negu aplinkiniame sveikame audinyje.

2.3.2. ND sgveika su endoteliu ir aktyvi pernasa

Didzioji dalis ] krauja patekusiy ND sgveikauja su jame esanciomis
lastelémis, plazmos baltymais bei kitais junginiais. Si saveika priklauso nuo
erdviniy ND savybiy bei pavirSiniy ligandy. Sukibimas su baltymais ir
opsonizacija stiprina imuninés sistemos atpazinimg, ND fagocitoze¢ bei
susikaupimg retikuloendotelinéje sistemoje. Tai maZina ND cirkuliacijos
trukme, kuri yra svarbi visiems ND taikymams in vivo (44). Saveika su

biomolekulémis taip pat didina ND HS (lyginant su in vitro salygomis), nuo
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kurio priklauso jy farmakokinetinés savybeés ir prasiskverbimas per biologinius
barjerus (41). Tod¢l vienas pagrindiniy kiekvieno ND taikymo uZdaviniy yra
tinkamai parinkti jy fizikochemines savybes ir jsitikinti jy stabilumu
biologing¢je terpéje, visy pirma — kraujyje.

Dazniausiai siekiama sukurti ND, kuriy nespecifiné sgveika su kraujo
komponentais biity minimali. Tai pasiekiama ND pavir§iy modifikuojant
ilgagrandZiais neutralaus krtivio polimerais, pvz., PEG, kurio molekuliné¢ maseé
siekia iki 10 kDa (45). ND kriivis yra viena pagrindiniy savybiy, salygojanciy
Ju saveika ir su kraujagysliy sienelémis. Nustatyta, kad neutralaus kriivio KT
adhezija prie endotelio yra Zenkliai silpnesné negu polines (pvz., karboksilo ar
amino) grupes, turiniy ND (pav. 2.7) (31, 46). Elektroninés mikroskopijos ir
fluorescenciniais metodais nustatyta, kad KT patenka j endotelio lgsteles ir Sis
susikaupimas taip pat priklauso nuo KT kriivio: neigiamo kriivio KT labiau
kaupiasi 1gstelése negu neutralaus ar teigiamo pavirSiaus kriivio KT (pav. 2.7)
(2, 46). Neigiamo kruvio KT stebétos ir iSoriniuose kapiliary makrofaguose.
Tirinat viS¢iuky embriony kraujagysles nustatyta, kad per 24 val. | endotelio
lasteles patenka ir teigiamo kriivio KT (amino grupés) (2). Teigiamo kruvio
KT stipri saveika su endoteliu nustatyta ir kity autoriy. Ji grindZiama
elektrostatine trauka dél neigiamai jkrauty lasteliy membrany. Tuo tarpu
neigiamo kriivio KT sgveika su kraujagysliy sienelémis visy pirma nulemta jy
sgveikos su kraujo plazmos komponentais ir gausesniu aplipimu baltymais

(31).
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KT-COOH

Pav. 2.7. A) Fluorescencinés mikroskopijos pelés kraujagysliy nuotraukos,
kuriose matosi, kad neutralaus pavirSiaus kruvio KT (KT-PEG) pasisikirsto
visame kraujagyslés tiiryje (FL stebima visoje kraujagyslése), o neigiamo
kruvio KT (KT-COOH) prilimpa prie sieneliy ir greit pasiSalina i§ kraujo
plazmos (FL nestebima spindyje) (31). B-C) Venuliy sieneliy elektroninés
mikroskopijos nuotraukos pra¢jus 1 val. po KT suleidimo. Jose matosi
endotelio lgstelés (,,end), pavieniy KT paémimas j kaveoles (,,cav®) (B) ir
velesnis  jy susikaupimas endosomose (C, Zvaigzduteés); ,,m*“ Zymi

mitochondrijg. B ir C skalé¢ - 200 nm (46).

Minéti tyrimai rodo, kad nefunkcionalizuoty KT kaupiasi endotelio ir
imunings sistemos lgstelése. KT translgsteliné pernaSa per kraujagysliy sienelg
néra aptarta. Jei KT endocitozeé vyksta kraujo leukocituose, tuomet jie gali biiti
pernesami lasteliy viduje, leukocitams migruojant per kraujagyslés sienele i
audinj, pvz., uzdegimo atveju (46).

Siekiant sékmingai pritaikyti KT selektyviame norimo audinio

vaizdinime ar terapijoje, biitina pasiekti Zenkliai didesnj susikaupimg taikinyje

37



aplinkiniy audiniy atzvilgiu. Jei dominancio audinio pasyvus kapiliary
laidumas (sglygotas didesniy sieneliy pory) néra padidéjes, tuomet selektyvus
susikaupimas turi biiti pagristas specifine KT sgveika su endoteliu. Kiekvienas
audinys skiriasi savo funkcija, kuriai atlikti jis turi pasisavinti tik tam tikras
medziagas bei reaguoti ] atitinkamas signalines kraujyje esancias molekules.
Tam endotelio Igstelés turi jvairiy receptoriy bei pernaSos baltymy, kuriy
rinkinys yra unikalus kiekvienam audiniui ir netgi jo fiziologinei buklei. Biitent
Sis endotelio 1gsteliy pavirSiaus ,,biocheminis pirSty antspaudas* sudaro sglygas
kurti specializuotas ND, kurios atrankiai saveikauty su endoteliu.

Kuriant ND pagristus metodus kraujotakos tyrimams, kyla poreikis
i1SsiaiSkinti galimus Salutinius jy poveikius kraujotakos sistemai. Moksliniai
tyrimai rodo, kad KT sgveika su kraujo Igstelémis ir endoteliu gali jtakoti jy
fiziologines funkcijas. PavyzdZiui, teigiamo pavirSinio kriivio KT (karboksilo
grupés) patekimas ] krauja padidina leukocity prilipimg prie endotelio ir jy
peréjimo per sienele | paZeista audinj greitj. Tuo tarpu teigiamo ar neutralaus
kruvio KT (amino ar PEG grupes) tokiu poveikiu nepasizymi (46). Manoma,
kad $i leukocity elgesio moduliacija susijusi su pavirSiniy adhezijos baltymy
ICAM-1 ir E-selektino ekspresijos pokyciais. Tai rodo, KT paveikia imuninés
sistemos elementus ir turi jtakos uzdegiminiams procesams. Taip pat parodyta,
kad CdTe/CdSe KT, dengti merkaptoundekano riigS§timi gali pakenkti arterioliy
vazodilitacijai, nepaveikdami jy vazokonstrikcijos (47). MaZiau apsaugoti
CdTe Serdies KT sukelia deguonies laisvyjy radikaly generavima,
citotoksiSkumg ir genotoksiSkumg endotelio Igstelése (48). Kity tipy ND taip
pat gali turéti neigiamos jtakos endotelio fiziologijai: magnetinés ND gali
aktyvinti NO sinteze ir taip stabdyti endotelio lasteliy proliferacijg (49), anglies
nanovamzdeliai sukelia oksidacinj stresg, kuris siejamas su vozomotorine
disfunkcija (50). Dauguma autoriy nurodo, kad ND poveikis priklauso nuo jy
dozes, morfologijos, cheminio stabilumo, pavirSiniy ligandy ir kity savybiy,
todel potencialiai Zalingg ND poveikj kraujotakos sistemai sudétinga

apibendrinti ir kiekvieno ND tipo poveikis turéty biiti vertinamas atskirai.
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2.3.3. ND taikymai pagristi kraujagyslés sienelés barjeru

Pasyvi difuzija per kraujagysle aktuali tokiuose ND taikymuose kaip
angiografija (51, 51), naviky vaizdinimas, tikslin¢ vaisty pernaSa | pazeista
vieta ir kt. Daugumos organy kraujagysliy poros nesiekia 10 nm (iSskyrus
RES, inkstus), todél didesnés ND neprasiskverbia per kapiliary sieneles ir
nepatenka ] audinius. Pagrindinis KT privalumas lyginant su organinémis
kontrastinemis medziagomis, pvz. fluoresceinu Zymetu dekstranu, yra jy
sulaikymas kraujagysléje ir neiSsiliejimas i audinius. Tai leidZia vizualizuoti
kraujagysles dideliu kontrastu aplinkiniy audiniy atzvilgiu (pav. 2.8).
Cheminés sintezés metodais neorganines ND galima padengti jvairiais
organiniais ligandais, pvz. polietilenglikoliu, kurie minimizuoja sgveika su

kraujo baltymais, makrofagais ir prailgina jy cirkuliacijos trukme. KT pasiZymi

stabiliomis FL savybémis, tod¢l prie jy nebereikia jungti papildomy fluorofory.
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Pav. 2.8. KT taikymai fluorescenciniame vaizdinime. A) Vis¢iuko embriono
kraujagysliy vaizdinimas naudojant PEG ir amino grupémis dengtus KT:
virSuje visas embrionas (skalé 25 mm), apacioje chorioalantojinés membranos
kraujagysles (skale 1 mm) (2); B) MS20 antiktinu funkcionalizuoty KT (“KT-

MS20”) selektyvus susikaupimas jskiepytame navike (raudonas apskritimas).
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Susidargs KT koncentracijy skirtumas su aplinkiniu audiniu sudaro sglygas

vizualizuoti navikg. Nefunkcionalizuoty KT navike kaupiasi Zenkliai maziau

(52).
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Pav. 2.9. Funkcionalizuoty KT selektyvus susikaupimas audiniuose. A)
Kepeny fluorescencineé mikroskopija in vivo rodanti, kad KT konjuguoti su
hialurono riig§timi (KT-HR) perneSami i§ kraujagysliy ir susikaupia kepeny
auidnyje (53). B) KT micelés, funkcionalizuotos herceptinu sgveikauja su

iskiepyto naviko lasteliy Her2 receptoriais ir kaupiasi navike (apibrauktas) po
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24 val. Ligando — receptoriaus sgveika sutrikdo lasteliy augimo signalo

perdavimg ir sukelia naviko nekrozg¢ (54).

Visgi selektyviam vaizdinimui KT dazniausiai yra funkcionalizuojami
biomolekulémis siekiant specifinés sgveikos su lgstelémis. Pavyzdziui, prie KT
pavirSiaus prijungus hialurono rugsti (HR) stebimas daug intensyvesnis jy
susikaupimas kepeny hepatocituose lyginant su nefunkcionalizuotais KT (be
HR) (53). Tokie rezultatai buvo gauti in vivo fluorescencinés mikroskopijos
bidu (pav 2.9 A). Tyrimas rodo, kad KT patekimas j kepeny audinj ir
hepatocitus vyksta nuo HR receptoriy priklausomos endocitozés badu. Sis KT
pernasos buidas buvo patvirtintas in vitro eksperimentais - HR dengti KT daug
geriau (negu KT be HR) kaupiasi B16F1 linijos Igstelése, kurioms biidinga HR
receptoriy raiSka. Tuo tarpu HEK?293 linijos lgstelés, neturinCios Siy receptoriy,
abiejy tipy KT nekaupe (53).

Visgi didZiausia dalis ND funkcionalizavimo tyrimy yra nukreipta kurti
onkologiniy susirgimy gydymo budus. Dauguma navikiniy lgsteliy ir jy
kraujagysliy endotelis turi padidéjusig kai kuriy pavirSiniy biomolekuliy
ekspresijg, pvz., augimo veiksniy (EGF, VEGF, PDGF), Her2, folaty
receptoriy, muciny ir kt. (54, 55). Todél prie ND prijungus atitinkamg liganda,
ja galima nukreipti | navikg ir pasiekti selektyvy ND susikaupimg aplinkiniy
sveiky audiniy atzvilgiu (aktyvus selektyvumas). Vienas i§ tokiy taikymy yra
naudoti KT miceles, konjuguotas PEG ir polidiacetileno polimeriniu dangalu,
prie kurio iSorinio pavirSiaus papildomai prijungtos herceptino molekulés (pav.
2.9 B). Herceptinas yra kruties véZio lasteliy Her2 receptoriaus ligandas ir
pasiZymi prieSvézinémis savybémis. Tokiai ND patekus j organizma, ji,
pratekédama pro vézines lasteles, prisijungia prie jy pavirSiaus del herceptino
ir Her2 receptoriaus saveikos. Sis atrankus KT miceliy susikaupimas suteikia
galimybg¢ vizualizuoti navika, jo ribas ir tokiu biidu pagerinti diagnostika bei
naviko vaizdinimg operacijos metu. Kita vertus, herceptinas inhibuoja

navikiniy 1gsteliy proliferacijos signalinius kelius ir stabdo jy augima.
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Reikia prisiminti, kad, siekiant ND sgveikos su navikinémis lgstelémis, visy
pirma ND turi pereiti i§ kraujagyslés j tarplasteling terpg. Daugumos naviky
kraujagysliy sienelés yra Zenkliai didesnio laidumo negu sveiko audinio. Taip
pat jie pasizymi tankesniu kapiliary tinklu ir aktyvesne kraujotaka. Navikuose
taip pat daZniausiai yra maZziau iSvystyta limfiné sistema, kuri atsakinga uZz
audiniy skys¢io nutekéjima ir tuo padiu uz jame esan¢iy ND pagalinima. Sios
fiziologineés savybes sukelia taip vadinamg padidinto pralaidumo ir sulaikymo
(PPS) efekta (angl. enhanced permeability and retention, EPR), XKuris
apsprendZia didesnj ND peréjimg i$ kraujo plazmos j audinj ir sulaikymg jame,
t.y. pasyvy selektyvumg (56). Tod¢l aktyvus selektyvumas dazniausiai yra
lydimas pasyvaus selektyvumo.

Naviko kraujagysliy endotelis taip pat skiriasi savo biocheminiais
Zymenimis nuo sveiko audinio. Tuo remiantis galima atrankiai vaizdinti bei
paveikti tik naviko kraujagysles. Aktyviai proliferuojancios endotelio 13stelés
pasizymi padidinta integriny raigka. Sie receptoriai selektyviai saveikauja su
adhezijos peptidais, pvz., ciklinis RGD peptidas jungiasi su ayf; integrinu. Tai
sudaro salygas prie KT pavirSiaus prijungus RGD peptida atrankiai
vizualizuoti bei paveikti netgi tuos navikus, kuriy kraujagysliy laidumas
nepakites ir KT negali patekti j audinio tarplasteling terpe (1).

Daug démesio yra skiriama ND pernasai per smegeny hematoencefalinj
berjera, dél kurio ] nervinj audinj patenka tik kai kurie nepoliniai, mazos
molekulinés maseés junginiai, tac¢iau didzioji dalis vaistiniy preparaty neurony
nepasiekia. Tai riboja neurologiniy susirgimy gydymo budus. ND dél savo
matmeny taip pat negali patekti ] nervinj audinj pasyvios pernaSos bidais.
Taciau yra parodyta, kad ND konjugavus su ligandais, kurie patys yra
perneSami j nervinj audinj, susidargs kompleksas gali jveikti hematoencefalinj
barjerg. Pavyzdziui, laktoferinas (Lf) yra glikoproteinas, kuris perneSamas per
smegeny kraujagysles dalyvaujant endotelio receptoriams transcitozés budu.
Konjugavus Lf su gelezies oksido magnetinémis ND, susidares kompleksas
buvo efektyviai perneSamas Ziurkés galvos smegenyse (57). Taip pat stebétas

selektyvus ND susikaupimas gliomos modelyje de¢l padidéjusios naviko Lf
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receptoriy raiSkos. PanaSiai yra parodyta, kad ND pernasa i nervinj audinj gali
buti pagerinta, prie jy pavirSiy prijungiant TAT peptida (43), lekting (16) ir
kitus ligandus. Tikimasi, kad ateityje daugiafunkcinés ND padés vaisty
molekuléms pasiekti nervinj audinj ir gydyti neurologinius susirgimus, kurie

Siuo metu negali buti paveikti farmakologinémis priemonémis.

2.4. ND Salinimas iS organizmo

TeoriSkai ND gali pasiSalinti i§ organizmo trimis budais: 1) per inkstus su
Slapimu; 2) per kepenis su iSmatomis; 3) suirti organizme ir virsti lengviau
paSalinamais junginiais. Salinimo per inkstus metu ND maZiau veikiamos
fermentiniy reakcijy negu Salinant per kepenis. Todél kuriant netoksiSkas ir
lengvai paSalinamas ND biologiniams taikymams, siekiama, kad jy savybés
leisty joms efektyviai pasiSalinti urinariniu keliu. MedZiagy patekimas i
Slapimg visy pirma priklauso nuo jy filtracijos 1§ kraujo inksty glomerulése.
Cia kapiliaro sienel¢ sudaryta i§ trijy sluoksniy: poréto endotelio, bazinés
membranos ir podocity ataugeliy (pav. 2.10). Veikiant kiekvienam i$ Siy
elementy efektyvi fiziologiné pora yra apie 5 nm skersmens. Tod¢l medziagy
filtracija labai priklauso nuo jy dydzio. Skirtingy autoriy rezultatai liudija, kad
mazesnés kaip 6 nm ND laisvai patenka j Slapimg ir tai mazai priklauso nuo
kity jy savybiy (40, 41). 6-10 nm skersmens ND filtracija ribota ir priklauso
nuo jy pavirSiniy ligandy krivio, nes baziné¢ glomeruly membrana jkrauta
neigiamai ir elektrostatinés stimos jéga papildomai apsunkina to paties kriivio
daleliy judéjima 1S kraujo plazmos.

Nuo dydzio priklausomg ND filtracijos modelj iliustruoja Choi H.S. et al.
tyrimai, kuriuose buvo naudojami KT, dengti cisteinu, kuris turi neigiama
karboksi ir teigiamg amino grupe (40). Tokiy KT apvalkalas yra plonas, o
bendras pavirSiaus kriivis yra neutralus, tod¢l KT buvo tirpiis ir gebe¢jo
elektrostatiSkai atstumti tiek teigiamus, tiek ir neigiamus kraujo plazmos
baltymus ir iSsaugoti mazg HS. Buvo parodyta, kad tokiy KT inksty filtracija

yra labai jautri dydZiui: esant 4,4 nm skermeniui cirkuliacijos pusamzis buvo
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48 min, o esant 8,7 nm — 20 val. Nustatyta sigmoidin¢ filtracijos

priklausomybé nuo KT dydZio su senkstine verte — 5,5 nm (pav. 2.6).
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Pav. 2.10. Inksto funkcinio vieneto struktiira ir ND filtracijos principas (41).
Filtracijos barjerg sudaro porétas endotelis, neigiamai jkrauta baziné membrana
ir podocitai (A). Dalis isfiltruoty ND teoriSkai gali buti reabsorbuotos
proksimaliniame inksty kanalélyje ir sugraZintos ] krauja (B). Deél
elektrostatinés sgveikos teigiamai jkrautos ND gali lengviau prasiskverbti per

neigiamai jkrautas 1gsteliy membranas (41).

Didesniy kaip 10 nm ND filtracija yra itin neefektyvi ir galima sakyti,
kad ji nevyksta. Svarbu paminéti, kad ND hidrodinaminis skersmuo kraujyje
daZniausiai padidéja lyginant su in vitro saglygomis d¢l plazmos baltymy
adhezijos (31). Sis procesas priklauso nuo ND paviriiniy ligandy cheminiy
savybiy, kruvio, hidrofobiSkumo ir kt. Todél ND HS matavimai tirpaluose yra
nepakankami siekiant prognozuoti jo pokycCius ir tuo paciu ND iSsiplovimo
savybes joms patekus j organizma.

Galutinis Slapimo formavimo procesas yra jo reabsorbcija inksty

kanalélivose. Dalis ND teoriSkai gali biiti sugraZinta | kraujotaka. Kadangi

44



epiteliniy lgsteliy membrana jkrauta neigiamu kruviu, tikétina, kad teigiamo
kriivio ND §j barjerg jveikty sékmingiau ir didesné jy dalis biity sugraZinta.
Visgi ND reabsorbcija inkstuose mazai istirta ir aiskiy jos jrodymy néra (41).

Kepeny Salinimo kelias yra alternatyva ND, kurios negali buti paSalintos
per inkstus su Slapimu. Kepenys sudarytos i§ dviejy pagrindiniy tipy lasteliy:
hepatocity ir Kupferio Igsteliy (makrofagy). Prie§ pasiSalinant visi junginiai
patenka ] hepatocitus, kuriuose vyksta jy skaidymas ar kitoks biocheminis
modifikavimas. Siame medZiagy Salinimo kelyje junginiai perneSami /i3
lasteliy aktyviai. Hepatocituose ND sgveikauja su jvairiais hepatocity
fermentais, kurie pasizymi kataboliniu aktyvumu. Sios reakcijos yra
reguliuojamos per geny raiSkg. Visa tai daro procesg Zenkliai sudétingesnj
negu urinarinio Salinimo atveju ir tuo paciu sunkiau prognozuojama.
Vidulgstelinis ND sukaupimas ir medZiagy skaidymas didina tikimybe
susidaryti ir kauptis nuodingiems junginiams. Hepatocitai savo skaidymo
produktus iSskiria su tulzimi j plonaji Zarnyng, kur ND bei jy skaidymo
produktai gali buti veikiami virSkinimo bei bakterijy fermenty ir gali buti vél
jsiurbiami | kraujotaka (41).

Kupferio lgsteles yra RES dalis, todel jy pasisavintos medZiagos yra
vir§kinamos endosomose, o suskaidytos medziagos néra iSskiriamos j tulzj. Jei
ND néra suskaidomos ] mazesnius junginius, kurie galéty patekti i kraujotakg ir
veliau pasiSalinti su Slapimu, tuomet tokios ND bus kaupiamos organizme. KT
intralgstelinis pa¢émimas Kupferio lgstelése ir degradacija buvo parodyta
tyrimuose in vitro (58).

Yra nustatyta, kad Ziurkéms suleidus CdSe/ZnS KT, dengty PEG, pra¢jus
16 savai¢iy >99% | organizmg patekusiy Cd atomy liko organizme (5).
Didzioji dalis Cd susikaupé kepenyse (~44%), kiek maZiau inkstuose (25%),
bluznyje (6%) ir kituose organuose. Tyrimas atskleide, kad dalis KT suyra, o
i1Ssiskyres kadmis yra suriSamas chelatuojanciais baltymais kepenyse ir inksty
epitelyje. Kita tyréjy grupé naudodama tuos pacius KT gavo panaSius
rezultatus: per 28 dienas jie nestebéjo KT pasiSalinimo 1§ pelés organizmo (29).

Naudodami masiy spektroskopijos metodika, jie parode¢, jog KT koncentracija
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kepenyse ir bluznyje Zenkliai nekinta, taciau visg laikg did¢ja inkstuose. Visgi
Sie autoriai nekomentavo, kokios prieZastys galé¢jo lemti tokj pasiskirstyma.
Taciau eksperimentiniai duomenys patvirtina anksciau aptartag Lin C.H. et al.
modelj (5). Vadinasi PEG dengti CdSe/ZnS KT ir jy skilimo produktai turintys
kadmio néra paSalinami i§ organizmo, o sudaro toksinius junginius, kurie
nuodija organizma.

Kepenys efektyviai surenka 10-20 nm daleles, nes yra prisitaikiusius
valyti tokiy matmeny virusus, patogenus, kitas smulkias daleles. Tod¢l tokio
dydzio ND yra greit pasalinamos iS§ kraujotakos (pav. 2.11). Siekiant sulétinti §j
procesa, ND yra modifikuojamos pavirS§iniais ligandais, kurie maZina

opsonizacijg ir jy fagocitoze.

GO (14nm)  G8(13nm)

Inkstai

P

G5 (8 nm) G4 (6 nm) G3 (5 nm) &) (A3 nm)  Gd-DTPA (1 nm)

Pav. 2.11. Gd** jonais prisotinty PAMAM dendrimery susikaupimas $alinimo
organuose priklausomai nuo ND dydZio stebimas magnetinio rezonanso
tomografu praéjus 15 min (G6-G9) arba 3 min (kiti junginiai) po suleidimo.
Didziausios dalelés geriausiai kaupiasi kepenyse, mazesnés negu 8 nm dalelés
filtruojamos inkstuose ir patenka j Slapimg. Tarpinio dydZio dalelés ilgiausiai
cirukulivoja kraujotakoje, nes nepaSalinamos per inkstus ir santykinai létai

kaupiasi kepenyse (41).

llgiausios trukmeés KT susikaupimo organizme tyrimo metu KT

susikaupimas tirtas iki 2 mety (22). Jo metu nustatyta, kad CdSe/ZnS KT
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(dengti PEG) iSkart po suleidimo buvo stebéti kraujotakoje bei RES: bluznyje,
kepenyse, limfmazgiuose, kauly ciulpuose. Praéjus 2 metams KT aptikti
limfmazgiuose, kepenyse bei bluznyje. KT buvo sutelkti | sankaupas
(greiCiausiai lokalizuoti lgsteliy vezikulése), uZuot tolygiai pasiskirstg
audinyje. Idomu tai, jog buvo stebéti KT FL spektry pokyciai audiniuose:
trumpabangis juostos poslinkis (iki 70 nm) bei su juo koreliuojantis juostos
pusploCio padidéjimas (nuo 12-15 nm iki 35-80 nm). FL juostos smailés
padétis varijavo visuose bandiniuose nepriklausomai nuo audinio tipo. Sie
spektroskopiniy savybiy pokyc€iai siejami su KT organinio apvalkalo, ZnS
sluoksnio bei pacios CdSe Serdies suirimu. KT degradacija gali salygoti
sunkiyjy metaly iSlaisvinimg ir citotoksiSkumg. KT FL juostos padéties
variacija gali biiti siejama su skirtinga jy lasteline lokalizacija ir nuo jos
priklausanéiu biocheminiu KT suirimu. Sis tyrimas rodo, kad KT, susikaupe
RES lgstelése nera i§ jy paSalinami, t.y. jiems nebiudinga ekskrecija, ir tai
salygoja ilgalaikj KT susikaupimg. Ilgesniame laikotarpyje veikiant lastelés
fermentams KT létai degraduoja bei sudaro toksinius skilimo junginius.

Galima rasti vos pavieniy tyrimy, kurie rodo, kad KT gali biiti Salinami
per kepenis su tulzimi ir iSsiskirti su iSmatomis. Praetner M. et al. steb€jo trijy
tipy (teigiamo, neigiamo ir neutralaus pavirSiaus kriivio) CdSe/ZnS KT peliy
tulZies, plonosios Zarnos bei iSmaty turinyje (iki 15% suleistos dozés), taip pat
Slapime (31). Chen Z. et al. naudojo CdSeS/SiO KT, kurie pavirSiuje
eksponuoja hidroksilo grupes (34). Po 48 val. KT pasiSalino i§ daugumos
organy ir aptikti tik kepenyse, kuriose jie iSliko iki steb¢jimo pabaigos (5 pary).
24 % suleisty KT dozés 1§ organizmo paSalinti per kepenis su iSmatomis ir per
inkstus su Slapimu. Autoriy duomenimis, KT gali biti paSalinamos tiek per
kepenis, tiek per inkstus.

Chen Z. et al. savo rezultatus interpretuoja KT metabolinius kelius
grupuodami pagal 3 KT biisenas: 1) laisvi (neagragave) KT laisvai pasalinami
per inkstus, 2) dalis baltymais aplipusiy KT translokuojami kepenyse ir
pasalinami su tulZimi, 3) didelius agregatus formuojancios dalelés ilgam laikui

sulaikomos kepenyse (34). Toks skirstymas i§ dalies paaiSkina, kodél kity
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autoriy tyrimy duomenimis KT nepasiSalina i§ organizmo ir stebimi ilga laikg
susikaupe RES. Tai greiCiausiai sglygoja stipri KT sgveika su organizmo
baltymais, jy tarpusavio sulipimas, agregacija, kuri salygoja KT fagocitoze ir
sulaikymg kepenyse bei kituose RES organuose. Yra parodyta, kad ND
stabilumas ir baltymy adhezija yra jautri ND kokybei, jy sintezés saglygoms.
Kadangi daZniausiai mokslinés laboratorijos tiria savo paciy susintetintus KT,
Jjuy fizikocheminés savybés yra unikalios ir tai sglygoja skirtingg formaliai
panasios struktiiros ND pasiSalinimg i§ organizmo.

Auganti ND jvairové didina jy grupavimo ir klasifikavimo poreikj.
Siekiant efektyviai taikyti ND biomedicinoje, svarbu suprasti, kurios jy
savybés labiausiai jtakojg jy stabilumg, pasiskirstyma, susikaupimg organizme
ir pasiSalinima i3 jo. Siuo metu Europoje ir visame pasaulyje kuriami bendri
skirtingy mokslo centry projektai, duomeny bazés bei bendradarbiavimo
tinklai, kurie siekia susisteminti sparciai generuojamus duomenis ir 1§ jy gauti
patikimas zinias apie ND sgveika su biologinémis sistemomis bei poveikij
joms, pvz. 7-osios bendrosios programos (FP7) projektas ,,Nanosafety cluster®,
COST veikla ,,Modelling nanomaterial toxicity, kurios dalyveé yra ir Lietuva.
Sios Zinios svarbios ne tik moksline prasme, tatiau jos bitinos ir ND
gamintojams, visuomeninéms organizacijoms bei valdanc¢ioms institucijoms,
kurios siekia, kad ND produkty gamyba ir naudojimas biity saugus. Europos

komisijos prognozémis pasauliné ND rinka augs nuo 0,2- 10" eury 2009 m. iki

2-10" eury 2015 m (59).

2.5. ND prasiskverbimas per apsauginj odos barjera

Oda yra didZiausias Zmogaus organas, kurio pagrindin¢ funkcija yra
1Sorinio pasaulio jutimas ir apsauga nuo jo zalingy poveikiy. D¢l savo didelio
ploto oda domina mokslininkus kaip potencialus vaisty patekimo ] organizma
kelias. IS kitos pusés, jvairiy medZziagy prasiskverbimas per oda svarbus
kontroliuojant pavojingy junginiy patekima j organizma. ND gebéjimas jveikti
odos apsaugin] barjerg susijes su jy taikymu vaisty pernaSoje (60, 61),

vakcinacijoje (62), kosmetologijoje (63, 64), siekiant antibakterinio poveikio
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(65) ir spartesnio Zazdy gijimo (66). Manoma, kad ND produkcija iSaugs nuo
10° tony per metus 2010 m. iki 10° tony per metus 2020 m. (67). Taigi ND
prasiskverbimas per odg ir susikaupimas organizme yra svarbus
nanotoksikologijos klausimas, kurio aktualumas vis auga. Siuo metu didZiausi
nanotarSos Saltiniai yra keliy transporto (60%) ir pramoniniy degimo procesy
(23%) iSmetamosios dujos, taCiau ateityje vis didesne dalj sudarys
biomedicinoje ir buities produktuose naudojamos sintetinés ND.

Odos raginio epidermio barjerg sudaro suplokstéje negyvi korneocitai ir
tarplastelinis uZpildas, kurio didZigja dalj sudaro lipidai. Tarplastelinés
molekulés suriSa korneocitus bei jy liekanas i istisinj tinklg ir taip formuoja
raginio epidermio barjerg. Fosfolipidy molekulés gali formuoti jvairias
erdvines strukturas, priklausomai nuo orientacijos: jos gali sgveikauti
hidrofilinémis galvutémis bei hidrofobinémis riebiyjy rtigSciy grandinémis ir
tokiu biidu sudaryti tam tikras erdvines ertmes ar poras, pro kurias gali
prasiskverbti 1S iSorés pateke junginiai. Teoriniais apskai¢iavimais esant sausai
odai fosfolipidy galvutes gali suformuoti ~3 nm skersmens hidrofilines ertmes,
pro kurias galéty prasiskverbti vanduo bei hidrofiliniai junginiai, jskaitant ir
kai kurias ND (68). Gilesnius epidermio sluoksnius sudaro gyvos lgstelés
tarpusavyje saveikaujan€ios glaudZiosiomis, adhezinémis jungtimis ir
dezmosomomis. Raginj sluoksnj jveikusios medziagos gali patekti | dermag
tarplgstelineés difuzijos budu arba migruodamos per lgsteliy vidy. Pastarasis
kelias yra sunkiau jveikiamas dél daugkartinés hidrofobinés ir hidrofilinés
terpés permainy bei vidulgstelinio metabolizmo, kurio metu iSorinés medziagos
gali buti suriSamos, suskaidomos ar uZlaikomos lgsteliy viduje. Papildomas
trukdis poliniy KT prasiskverbimui gali buti ragstinis odos pH, kuris yra tarp
4,71r 5,5 (69).

Nors pastaruoju metu daugeja ND prasiskverbimo per oda tyrimy, jy
gebéjimas patekti | gilesnius audinius néra susistemintas ir apibendrintas.
Manoma, kad normali sveika oda yra atspari gamtinéms (virusams, dulkéms,
alergenams) ir dirbtinéms ND, kuriy dydis virSija 20 nm (62). Yra parodyta,

kad ZnO and TiO, ND, kurios naudojamos apsauginiuose kremuose, uzstringa
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pavirSiniuose raginio epidermio sluoksniuose ir nepasiekia gilesniy gyvy
lasteliy sluoksniy (70).

ISsamus Baroli B. ef al. tyrimas atskleid¢, kad, ant Zmogaus odos in vitro
uztepus mazesnio nei 10 nm dydzio Fe;O4 ND (kuriy pavirSius stabilizuotas
sulfosukcinatu), histologijos ir pralaidumo elektroninés mikroskopijos
metodais jy susikaupimas stebétas pavirSiniuose raginio epidermio
sluoksniuose (69). Autoriai pazymi, kad elektroniné mikroskopija yra aukstos
skiriamosios gebos metodas, taciau atskirti pavienes ND gilesniuose odos yra
sudetinga dél nepakankamo kontrasto su epidermio dariniais, pvz.,
tarplastelinémis jungtimis. ND Serd] sudaranti gelezis gali buti aptikta
elektroning mikroskopija derinant su Rentgeno spinduliy energijos dispersijos
spektroskopija (EDS), kuri suteikia galimybe atlikti elementing bandinio
analize. Siuo metodu ND buvo aptiktos ne tik raginiame epidermio sluoksnyje,
bet ir ties jo riba su gyvy lgsteliy sluoksniu. ND susikaupimas Sioje srityje
aiSkinamas tarplgstelinémis jungtimis tarp gyvy keratinocity (blizgiajame ir
griudétame epidermyje), kurios sudaro papildomg uztvarg ND prasiskverbimui.
Kaip ir dauguma kity autoriy, tyr¢jai stebéjo ND susikaupimg plauko folikulo
virSutingje dalyje, odos jlinkiuose bei raukslése.

Vis délto yra parodyta, kad kai kurios mikroemulsijos, kiety lipidy ND,
metaly oksidai bei kvantiniai taskai atitinkamomis saglygomis gali patekti ir |
gilesnius eksperimentiniy gyviuny epidermio sluoksnius bei dermag (71, 72).
Nustatyta, kad KT prasiskverbimas priklauso nuo jy dydZio ir pavirSiaus
padengimo (73). Ant pelés odos in vivo uZtepus 5 nm skersmens KT tirpalg, jie
buvo aptikti ne tik raginiame epidermyje, bet ir gilesniuose jo sluoksniuose bei
dermoje po 8 val. Po 24 val KT Siuose audiniuose nebebuvo aptinkami. Tuo
tarpu kovalentiSkai prie KT prijungus augalinj prolaminy klasés baltymg (angl.
zein), susidariusios nanostrukturos dydis iSaugo iki 24 nm ir tokie KT aptikti
tik raginiame epidermyje ir ] gyvy lasteliy sluoksnius neprasiskverbé per visa
tyrimo laikotarp; (73). Taigi KT dydis yra viena svarbiausiy savybiy

jtakojanciy jy gebéjima prasiskverbti per apsauginj odos barjera.
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Kito tyrimo duomenys atskleidzia kriivio jtaka CdSe/ZnS KT
prasiskverbimui per kiaulés oda ex vivo. PavirSiuje turintys PEG polimerg
(neutralaus kriuvio, HS=35 nm) bei karboksilo grupes (neigiamo kriivio,
HS=15 nm) KT buvo aptikti tik epidermyje, tuo tarpu amino grupémis dengti
(teigiamo kriivio, HS=14 nm) KT aptikti ir dermoje (74). Sie rezultatai rodo,
kad KT prasiskverbimui didele reikSme¢ turi jy pavirSiaus kriivis. Tikétina, kad
KT pavirsiaus kruvis sglygoja skirtingg sgveika su organizmo biomolekulémis,
o svarbiausia baltymais, kuriy adhezija paprastai padidina KT HS, ijtakoja
opsonizacijg, lasteliy endocitoze bei kitus procesus susijusius su KT
prasiskverbimu per biologinius barjerus. Taigi nepaisant pradinio vienodo HS
iSmatuoto tirpale, patekus j biologing aplinkg teigiamy ir neigiamo pavirSinio
krivio KT matmenys gali skirtis ir tai nulemia kitokj jy susikaupimg
audiniuose.

Pastarieji tyrimai rodo, kad KT funkcionalizavimas biomolekulémis
Zenkliai keicia jy erdvinius matmenis bei kitas fizikochemines savybes ir tai
reikSmingai jtakoja jy Dbiologin] pasiskirstymg. Didele jtakg ND
prasiskverbimui per odg turi ne tik fizikocheminés ND savybeés kaip dydis,
hidrofobiSkumas, poliSkumas ir pan., bet ir odos fiziologine¢ bukle. Yra
parodyta, kad ant pelés odos uZtepus glicerolio ir vandens emulsijoje
suspenduotus KT, jie aptinkami tik raginiame epidermyje, tafiau oda
papildomai paveikus UV spinduliuote, jie aptinkami ir gilesniuose
sluoksniuose (75). PanasSiis rezultatai gauti veikiant odg ultragarsu, nuo kurio
intensyvumo priklauso aukso ND jsiskverbimas j oda (76). Sie efektai gali bti
grindZiami tuo, kad raginio epidermio barjera sudaro negyvy korneocity
sankaupos, t.y. tankus, daugiasluoksnis jvairiy hidrofobiniy junginiy tinklas,
kuris veikiant UV spinduliuvote ar ultragarsu yra dalinai paZeidZiamas ir
daugéja pory, pro kurias lengviau patenka ND, kiekis. Mediciniais tikslais
apsauginj raginio epidermio sluoksnj galima apeiti naudojant ir mikroadatéles,
kuriy pagalba ND jSvirks¢iamos j gilius epidermio sluoksnius.

Yra parodyta, jog pazeidus raginj sluoksnj, pavyzdziui, atlikus odos

dermabrazijg, 14-18 nm dydzio KT gali prasiskverbti j gilesnius epidermio
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sluoksnius ar netgi pasiekti dermg (74). Rizika, jog ND gali prasiskverbti pro
ragin] sluoksnj taip pat padidéja, jei oda yra kitaip mechaniSkai pazeista,
pavyzdziui, atlikus odos priezitiros procediiros, kaip mezoterapija adatiniu
voleliu.

Ypatingas démesys yra teikiamas ND transfolikulinei pernaSai (per
plauko folikulg) dél keliy prieZas¢iy. Pirma, plauko kanale yra Zenkliai
plonesnis epidermio sluoksnis, kuris maziau riboja ND difuzija ; derma.
Pagrindinj barjera sudarantis raginis epidermis dengia tik virSuting kanalo dalj.
Antra, virSutiné plauko folikulo dalis (infundibulum) formuoja jduba, kuri
padidina bendra odos pavirSiaus plotg ir jame gali susidaryti ND rezervuaras, i$
kurio junginiai gali ilgg laikg skverbtis gilyn (pav. 2.12). Tai naudinga siekiant
pastovaus ir ilgalaikio junginiy isSiskyrimo i oda, pvz., kremuose,
farmokologijoje. Trecia, plauko folikulas yra tankiai apraizgytas kapiliarais ir
jie pasizymi aktyvia kraujotaka — tai padidina junginiy patekimo j kraujotaka
tikimybe. Plauko folikule gausu kamieniniy ir imuninés sistemos lasteliy,
kurios yra dazni farmokologinio poveikio taikiniai. ND susikaupimas
pavirSiniuose odos sluoksniuose leidZia kurti iSoriniu dirgikliu valdomas
nanostrukturas, kurias paveikus Sviesa, ultragarsu, magnetiniu lauku ar kita
iSorine jéga, jy sudétyje esanti veiklioji medZiaga iSsiskirty j iSorg ir patekty i

gilesnius odos sluoksnius (pav. 2.12 A) (60, 72).

Nanodalelés Kremas

C Epidermis Kvantiniai taskai

Derma Lasteliy branduoliai

Plauky folikulai

Pav. 2.12. ND prasiskverbimas per odg. A) Transfolikulinés ND pernasos

taikymo strategijos: 1) ND susikaupia folikule ir veikia jame esancius taikinius
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arba salygoja ilgalaikj susikaupimg odoje, bet i dermg nepatenka; 2)
Atitinkamo dydZio ir pavirSiaus ND prasiskverbia | derma, iS§ kur gali
rezorbuotis | kraujg ir pasklisti po organizma; 3) Folikule susikaupusias ND
paveikus atitinkamu dirgikliu, jos pradeda iSskirti savo sudétyje esancias
veikligsias medziagas (adaptuota pagal (72)). B) Polimeriniy ND ir kremo
sudétyje esancio fluorescuojancio dazo (rySkiai baltas) susikaupimas kiaulés
plauko folikule, rodantis, kad ND jsiskverbia giliau j folikulg ir jame ilgiau
uzsilaiko (adaptuota pagal (61)). C) Ant beplaukiy peliy odos uztepty KT
(raudoni) susikaupimas raginiame epidermio sluoksnyje, ta¢iau jy néra
gilesniuose gyvy lasteliy sluoksniuose (meélynas - branduoliy dazas DAPI)

(adaptuota pagal (77)).

Nors dauguma ND taikymy susij¢ su jy patekimu | organizma, jy
sulaikymas pavirSiniuose odos sluoksniuose ir neprasiskverbimas ] gyvy
lasteliy audinius taip pat gali biiti panaudotas medicinoje bei kosmetologijoje.
Pvz., metaly oksidy ND taikomos apsauginiuose kremuose nuo saules (70).
[lgalaikis ND susikaupimas odoje naudingas siekiant pastovaus ir léto prie ND
prijungto vaisto iSsiskyrimo (76). Taip pat ND gali pasitarnauti kaip
kontroliuojamo vaisty pristatymo platforma (,,Trojos arklio* strategija) — ND
susikaupus raginiame epidermyje ar folikule, paveikus atitinkamu dirgikliu
galima iSlaisvinti jy viduje esancias veikligsias medZiagas, pvz. ultragarsu ar

temperatiira galima suardyti liposomines ND (76).

2.6. ND prasiskverbimas per placentos barjera

2.6.1. Motinos — vaisiaus barjero fiziologinés savybés

Pastaruoju metu, sparciai besivystant nanotechnologijoms, daugé¢ja
komerciniy produkty savo sudétyje turinCiy nanodaleliy (ND). Jomis pasaulyje
taip pat itin domimasi del taikymy veterinarijoje bei medicinoje, tame tarpe ir
kuriant farmokologines priemones néStumo metu. Siekiant kontroliuoti ir
optimizuoti teigiamg ar paSalinj ND poveikj, bitina iSmanyti ND elgesj

organizme. Visgi jy kaupimosi motinos bei vaisiaus audiniuose désningumai ir
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galimi fiziologiniai efektai néra pakankamai gerai iStirti. Vaisiaus stadijoje
organizmas yra itin jautrus aplinkai ir kai kurie motinos aplinkoje (ore,
vandenyje, maiste) esantys junginiai, kuriy poveikis suaugusiam organizmui
nezymus, gali sukelti néStumo komplikacijy ar buti embriotoksisSki (78).
Galimas ND zalingas poveikis visy pirma priklauso nuo jy gebéjimo jveikti
placentos barjerg ir kauptis vaisiaus audiniuose. Todél nanotoksikologiniai
tyrimai néStumo metu dazniausiai susij¢ su ND prasiskverbimu per placentg ir
patekimu ] vaisiaus kraujotaka.Kita vertus, tikimasi, kad ] vaisiaus kraujotaka
nepatenkancios ND ateityje galéty buti saugiai panaudotos nés¢iy motery
diagnostikoje bei gydyme (79). Siame skyriuje apZvelgiama motinos — vaisiaus
barjero fiziologija ir supaZindinama su ND pernasos per placentos barjera
atliekamais tyrimais.

Placenta yra struktirinis ir funkcinis tiltas tarp motinos ir vaisiaus, todél
Ji patenkina visus besivystan¢io organizmo fiziologinius poreikius. Vaisius
maisto medZiagas gali gauti per placentos diska (toliau vaidinsime tiesiog
placenta), kuris yra esminis maisto medZiagy pernasos organas, ir per trynio
maiSo placenty. Placentos struktiira Zenkliai skiriasi tarp rusiy, todel trumpai
aptarsime Zmogaus ir grauZiky (Ziurkes, pelés) pavyzdzius, nes Sios rusys
daZniausiai naudojamos moksliniuose tyrimuose.

Zmogaus placenta yra suskirstyta septomis j funkcinius vienetus
vadinamus kotiledonais (pav. 2.13 A). Kiekviename jy yra vienas
besiSakojantis stiebinis choriono gaurelis, kuriame gausu vaisiaus kraujagysliy.
Choriono gaureliuose vaisiaus krauja nuo motinos riboja kraujagysliy
endotelis, jungiamojo audinio sluoksnis (chorioalantojaus mezoderma) ir
trofoblastas (pav. 2.13 B). Pastarasis sudarytas i§ vientiso susiliejusiy lgsteliy
sluoksnio — sinciciotrofoblasto ir citotrofoblasto. Citotrofoblastas nesudaro
vientiso sluoksnio ir turi bendrg bazing membrang su sinciciotrofoblastu.
Motinos puséje endometriumo kapiliarai, besiformuojant placentai, suyra ir
kraujas iSsilieja i lakiinas (sinusus), tod¢l motinos kraujas skalauja choriono
gaurelius. Taigi pirminis ir pagrindinis medZiagy transporto barjeras i§ motinos

kiino yra sinciciotrofoblasto lgsteliy sluoksnis (80).
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Pav. 2.13. A) Zmogaus placentos struktiira (adaptuota pagal (81)). B)
Placentos barjerg formuojanciy Igsteliy sluoksniy palyginimas Zmogaus ir

grauziky organizme.

Grauziky placenta yra sudaryta i§ trijy sluoksniy: decidualinés zonos,
jungties zonos ir labirinto. Pastarajj sudaro motinos kraujo sinusai, kurie
skalauja placiai iSsiSakojusius choriono gaurelius. Jy iSsidéstymas primena
labirintg (i ¢ia ir Sios dalies pavadinimas). Skirtingai nuo Zmogaus, pas
grauzikus yra du sinciciotrofoblasto Igsteliy sluoksniai ir jj nuo motinos kraujo
papildomai skiria gigantiSkyjy trofoblasto lasteliy sluoksnis (pav. 2.13 B).
Todel toks placentos tipas vadinamas hemotrichorioniniu, t.y. jis sudarytas i$
trijy sluoksniy.

Abiem atvejais placentos barjerines savybes didZigja dalimi apsprendZia
trofoblasto 1gsteliy sluoksniai, tarpusavyje sujungti plySinémis, glaudZiosiomis
jungtimis bei desmosomomis. Tarplgstelinés jungtis riboja interlgsteling
medziagy difuzija, ypaC stambiy makromolekuliy (82). Todél dauguma
molekuliy | vaisiy patenka translagsteliniu keliu ir jy pernasa priklauso nuo
vidulasteliniy procesy. Junginiai gali patekti j trofoblasto lasteles pasyviai
(difuzija, palengvinta pernasa) ir aktyviai (pinocitoze, transcitoze, neSikliy

salygota pernasa ir kt.). ND | lasteles patenka endocitotiniais keliais, kuriy
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tipas ir efektyvumas priklauso nuo pavirSiniy ND savybiy ir 1gsteliy tipo (83-
85). Todel tikétina, kad ND patekimas ] vaisiy taip pat turéty vykti
endocitotiniais procesais. Trofoblasto Igstelés biocheminiu poZiidiriu yra
asimetrinés, t.y. apikalin¢je ir bazalinéje membranoje skiriasi receptoriy bei
pernaSos baltymy raiSka. Tai sudaro sglygas organizmui kontroliuoti junginiy
pernasos krypti (i ar i$ vaisiaus) ir greiti. Tuo paciu tai gali lemti nevienoda
ND pasisavinimg ir Salinimg j/i§ vaisiaus kraujotakos.

Kai kurie autoriai nurodo, kad egzistuoja transtrofoblastiniai kanalai, t.y.
1S fosfolipidiniy membrany sudarytos vamzdinés sistemos, kurios formuojasi
ilinkstant trofoblasto Igsteliy membranoms. Manoma, kad sinciciotrofoblasto
membrana pradeda jlinkti bazaliniame pavirSiuje, jduba gil¢ja i lastelg, ja
perveria ir atsiveria apikalinéje membranoje (86). TeoriSkai jie galéty
funkcionuoti kaip nuo slégio priklausomi voZtuvai ir reguliuoti skysciy bei
maisto medZiagy transportg keiCiantis kanalo skersmeniui 2-25 nm ribose.
Toks skersmuo biity pakankamas kai kuriy ND difuzijai. Visgi Siy kanaly
fiziologin¢ prasmé néra placiai iStirta ir del jy buvimo ginCijamasi tarp
skirtingy moksliniy grupiy (79, 87).

PernesStos per trofoblasta madziagos gali biiti paveikiamos choriono
gaureliy jungiamojo audinio. Jame yra Hofbauerio lgsteliy, kurios pasiZymi
pinocitotiniu ir fagocitotiniu aktyvumu (88). Papildoma perneSamy junginiy
atranka vykdo ir choriono kapiliary endotelis, kurj taip pat sudaro tankiomis
tarplastelinems jungtimis susietas lasteliy sluoksnis, verCiantis molekules
migruoti translgsteliniu keliu.

Visceralin¢ trynio maiSo placenta yra alternatyvus medZiagy pernaSos
grauzikuose kelias. Jos reikSmé¢ didZiausia ankstyvose embriogenezes
stadijose, kol placentos diskas néra visiSkai susiformaves. Ji susidaro trynio
maiSo dangalo salydio su trofoblastu plote. Sioje dalyje endometriumo
kapiliarai yra iSlaike savo struktirg, todél motinos kraujas neiSsilieja ir motinos
endotelis sudaro papildomg barjerinj Iasteliy sluoksnj (89). Tarp trofoblasto ir
parietalinés trynio maiSo endodermos yra stora bazin¢ membrana, vadinama

Reicherto membrana. Bendrai trynio maiSo placentos barjerg sudaro: motinos

56



kapiliary endotelis, gigantiSkos trofoblasto lgstelés, Reicherto membrana,
endoderma ir vaisiaus kapiliary endotelis. PaZymima, kad Siuo keliu j vaisiy
gali patekti kai kurios makromolekulés, kurios sulaikomos placentos diske
(90). Manoma, kad sudétingos baltyminés struktiros Reicherto membrana
veikia kaip pasyvus filtras dideléms molekuléms (y-globulinams, feritinui) ir
bitent ji riboja perneSamy junginiy dydj. Todél tikétina, kad kai kurios
placento disko sulaikomos ND galéty patekti ] vaisiy per trynio maiso placentg.

Junginiy patekimas j vaisiy ir jy sukeliamas poveikis priklauso nuo
embriogenezeés stadijos. ISskiriami pagrindiniai kritiniai raidos etapai, kuomet
vaisius yra jautriausias: implantacija, placentos formavimasis ir
oraganogenezé. Siy procesy metu Zalingi poveikiai gali sukelti jgimtus
apsigimimus ar zitj. Iki implantacijos embrionas yra veikiamas motinos
endometriumo liauky sekretu, kuriame gausu maisto ir signaliniy medZiagy,
pvz., fermenty, augimo veiksniy, gliukozés, hormony ir kt. (91, 92). Todél
Siame raidos etape tam, kad ND paveikty embriong, jos turéty patekti i}
endometriumo liaukas ir iSsiskirti su jy sekretu. Po implantacijos embrionas
yra apsuptas motinos audiniy ir tampa vis labiau priklausomas nuo motinos
organizmo. Taigi Siame etape vyksta aktyvesnis motinos krauje esanciy
junginiy, tarp jy ir ND, jsissavinimas. Pagrindinis barjero vaidmuo suteikiamas
placentai. Visgi ji visiSkai susiformuoja tik pirmojo néStumo trimestro
pabaigoje, o iki to laiko embrionas néra pakankamai apsaugotas nuo motinos
audiniuose esanciy ksenobiotiky. Siuo laikotarpiu vyksta trofoblasto invazija j
gimdg, endometriumo Igsteliy virSkinimas ir audiniy persitvarkymas. Tai
padidina jvairiy junginiy patekimo j embriong tikimybe (93). Susiformavus
placentai, ji tampa natiiraliu barjeru didelei junginiy jvairovei. Jy pernasa yra
efektyviai reguliuojama keiiant trofoblasto ir endotelio Igsteliy pavirSiniy
pernasos baltymy raiska, lasteliy metabolinj aktyvumg, hemodinamika bei
kitais budais (94). Placentoje yra fagocituojanciy lgsteliy, kurios Salina
egzogeninius antikiinus, ji sekretuoja citokinus bei prostaglandinus, atlieka
osmoreguliacija (95). Taigi Sioje stadijoje placenta yra itin aktyvi ir

efektyviausiai atlieka savo apsaugine funkcija. Embriogenezés pabaigoje
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placenta persitvarko prie§ gimdymg. Placentoje keiCiasi tarplgstelinio uZpildo
sudetis, daugéja jungiamojo audinio, silpn¢ja kai kurios tarplastelinés jungtys,
suyra kai kurios kraujagyslés, plon¢ja trofoblastas — visi Sie struktiiriniai
pakitimai silpnina berjering placentos funkcijg ir didina jos pralaiduma, pvz.,
kai kuriems infekcijy sukel¢jams (96, 97). Taigi néStumo pabaigoje
besikeiciant apsauginei placentos funkcijai didé¢ja ir ND patekimo ] vaisiy

tikimybe.

2.6.2. ND prasiskverbimo per placentos barjerg tyrimai

Kol kas yra atlikti pavieniai ND prasiskverbimo per placentg tyrimai in
vivo. Chu M.Q. et al. tyré CdTe Serdies KT susikaupimg pelés embrionuose
(3). KT buvo suleisti ] uodegos veng likus 1-5 d. iki gimdymo, t.y. kai placenta
yra visiSkai susiformavusi. Cd susikaupimas embronuose priklaus¢ nuo KT
dydzio ir dangalo ir daugiausiai sieke iki 0,6% suleistos dozes (arba 20 ug Cd).
Nustatyta, kad KT pernaSa per placentg priklauso nuo KT dydZio ir pavir§inio
dangalo. 1,7 nm Serdies skersmens KT susikaupé reikSmingai daugiau negu 2,6
nm skersmens. KT pavirSiy modifikavus merkaptopropionine riagstimi (MPR),
Cd susikaupimas buvo didesnis negu naudojant KT, kuriy Serdis padengta SiO,
arba PEG sluoksniu. KT HS nenustatytas. KT susikaupimas buvo tiriamas
indukuotos plazmos atomo emisijos spektrometrijos metodu, kuris suteikia
informacijos apie Cd kiekj, tac¢iau nepasako, ar jis yra KT nanokristalo
sudétyje, ar motinos organizme KT suiro ir j embriong pateko laisvi Cd** jonai
ir (arba) juos chelatuojantys baltymai. KT degradacija j Siuos junginius buvo
stebéta kity autoriy (5, 98). Fluorescencinés mikroskopijos metodu, kuris yra
jautrus tik KT FL (bet ne Cd**), KT embrionuose nebuvo aptikta. Cd**
patekimas j embrionus priklauso nuo placentos iSsivystymo, ta¢iau jmanomas
visose embriogenezés stadijose (99). Taigi Cd prigimtis embrionuose lieka
dviprasmiska ir KT apvalkalo jtaka Cd susikaupimui gali biiti aiSkinama
dvejopai: a) padidéjes bendras dalelés skersmuo salygoja prastesng KT pernasa
per placentg; b) papildomas dangalas stabilizuoja KT Serdj ir mazina kity Cd
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junginiy susidarymg organizme. Autoriai taip pat nustaté embriotoksinj Siy KT
poveikj, kuris teigiamai koreliavo su Cd kiekiu embrionuose.

Idomus rezultatai buvo gauti iStyrus TiO, ND, kurios naudojamos ir
apsauginiuose saulés kremuose, susikaupimg nésciy peliy organizme. Suleidus
i veng 70 nm ar 143 nm skermens fluorescenciskai Zyméty ND, didZiausias jy
suikaupimas buvo stebétas motinos kepenyse (78). Elektroninés mikroskopijos
duomenimis ND buvo aptiktos placentoje, trofoblasto lgstelése, taip pat
vaisiaus kepenyse bei smegenyse. Tuo tarpu didesnés — 300 nm ir 1000 nm —
dalelés aptiktos tik motinos audiniuose ir ] embrionus nepateko. Toks ND
pasiskirstymas aiSkinamas tuo, kad mazesnés dalelés pateko j embrionus
aktyvios pernasSos budu arba tiesiogiai pazeide trofoblastg ir tai salygojo jy
difuzijg i vaisiaus audinius. ND taip pat sukélé¢ embriony augimo sulétéjima,
rezorbcijas, placentos disfunkcija ir kitus funkcinius bei struktirinius
pakitimus. ND patekimas ] vaisiaus smegenis aiSkinamas nevisiSku
hematoencefalinio barjero iSsivystymu tirtoje embriogenezeés stadijoje.

ND prasiskverbimo per placenta priklausomybé nuo dydzio buvo
parodyta ir tiriant aukso ND lokalizacija Ziurkiy modelyje (100). Parodyta, kad
1 veng suleidus 1,4 nm skersmens aukso ND, jy susikaupimas embrionuose
siek¢ 0,06% suleistos dozes, o tokios pat sudéties 18 nm ND tik 0,005%.
Panasiu satykiu ND kaupési ir placentoje. Sie skirtumai grindZiami tuo, kad
mazesnes ND lengviau prasiskverbia per placenta ir tuo, kad jos ilgiau
cirkuliuoja kraujotakoje. Didesnés ND yra geriau atpaZzjstamos RES
makrofagy, todel greiiau paSalinamos 1S kraujo plazmos ir maziau
susikaupiamos kituose audiniuose. Autoriai taip pat nustaté, kad 1,4 nm ND
geriau prasiskverbia per oro-plauciy ir inksty biologinius barjerus bei
Salinamos su Slapimu (100). ND dydis tur¢jo didelés reikSmes citotoksiniams
efektams: 1,4 nm dydzio ND yra toksiSkiausios — jy koncentracija, siekiant
sukelti pusés kultivuojamy HeL a 1asteliy zutj (ICs;), buvo 46 uM, 0,8 nm ND
ICsq sieke 250 uM, o 15 nm ND ICsy buvo net 6300 uM (100). Taigi 15 nm ir
didesnés ND yra saugiausios embrionams de¢l jy greito pasalinimo i8S

kraujotakos, sulaikymo placentoje bei maZiausio citotoksiSkumo.

59



Dauguma in vivo tyrimy yra atlieckama su eksperimentiniais gyviinais,
kuriy placentos bei kity organy fiziologinés ypatybeés Zzenkliai skiriasi nuo
Zmogaus. Todé¢l gyviininiai modeliai gali neatspindéti Zmogaus organizme
vykstan€iy procesy. Tokius tyrimus papildo tyrimai su Zmogaus audiniais ex
vivo bei in vitro, duodantys vertingos informacijos apie Zmogaus audiniy
sgveikg su ND. Po gimdymo placenta daZniausiai biina nepaZeista ir
funkcionali, tod¢l ji naudojama ND pernasos tyrimuose. Tam tikslui taikoma
placentos perfuzija maitinimo terpe tiek i§ motinos pusés, tiek i§ vaisiaus. ND
peréjimas ] vaisiy kiekybiSkai vertinamas jlaSinant ND | motinos perfuzatg ir
matuojant ND koncentracijg vaisiaus perfuzate. Tokie tyrimai patogis dél
tiksliai kontroliuojamy eksperimentiniy salygy. IStyrus PEG dengty 10-30 nm
dydzio aukso ND pernasa perfuzijos modelyje nustatyta, kad jy vaisiaus
perfuzate neatsirado nepaisant to, kad motinos kompartmente jy koncentracija
per 6 val sumaz¢jo 36% (101). Atlikus placentos preparaty elektroning
mikroskopija paaiSkéjo, kad ND susikaupé placentos audiniuose, daugiausiai
sinciciotrofoblasto ir citotrofoblasto 1gstelése. Aukso ND vaisiaus
jungiamajame audinyje ir endotelyje nebuvo aptiktos. Tai rodo, kad tokio tipo
ND efektyviai sulaikomos placentos barjero ir vaisiaus audiniy nepasiekia.
Reikia paminéti, kad Zmogaus placentos perfuzijos modelis yra artimas
realiems néStumo pabaigoje vykstantiems procesams, taciau ankstesnémis
embriogenezés stadijomis placentos gebe¢jimas sulaikyti ND gali skirtis.

Pana$iu metodu buvo tirta fluorescenciskai Zymeéty 50-500 nm neigiamai
jkrauty polistireno ND pernasa per placentg. Pagrindiniai rezultatai rodo, kad
ND pernaSa priklauso nuo jy dydzio: iki 240 nm skersmens susikaupé
placentoje ir pateko j vaisiaus audinius, o 500 nm skersmens ND per 6 val |
vaisiy nepateko (102). Sios ND (iki 25 pg/ml perfuzate) neturéjo jtakos
audiniy gyvybingumui ir barjerinei placentos funkcijai. Autoriai mano, kad ND
galéjo prasiskverbti keliais budais: veikiant difuzijai, translgstelinei vezikulinei
pernaSai ar per transtrofoblastinius kanalus. Visgi labiausiai tikétina, kad ND
iki 120 nm perneSamos nuo kalveolino ar klatrino priklausomos endocitozes

mechanizmais. Difuzija yra mazZai tikétina, nes ND koncentracija vaisiaus
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kompartmente nepriklausé nuo jy koncentracijos motinos perfuzate. Tuo tarpu
240 nm dydzio ND pernaSos mechanizmas iSlieka neaiSkus, nes minety tipy
endocitotinés pislelés paprastai nesiekia tokiy matmeny, kad galéty talpinti Sio
dydzio ND.

Kitas perfuzijos metodu pagrijstas tyrimas parode, kad Zenkliai maZesni 5-
6 nm PAMAM dendrimerai vaisiaus perfuzate aptinkami jau po 15 min, jy
koncentracija augo viso tyrimo metu ir jo pabaigoje (po 5,5 val) sieke iki 3%
koncentracijos motininiame perfuzate (79). Placentos audiniy mikroskopiné
analize atskleide, kad ND daugiausiai buvo aptinkamos aplink vaisiaus
kapiliarus jungiamajame audinyje. Tik pavienése trofoblasto lastelése galima
buvo aptikti dendrimery. Tai rodo, kitok; ND pasiskirstymg negu anksciau
aptartame polisterino ND tyrime (102). Manoma, kad dendrimerai jveiké
trofoblasto barjerg interlgstelinés difuzijos budu, o translastelinis transportas
yra antraeilés svarbos Sioms ND.

Aptarti tyrimai rodo, kad ND lokalizacija placentoje ir jy pernasos i
vaisiy efektyvumas priklauso nuo fizikocheminiy ND savybiy, i§ kuriy
svarbiausios yra geometriniai matmenys ir pavir§inés savybés. Tuo tarpu ND
Serdies sudétis svarbi vertinant ND stabilumg ir ilgalaikj poveikj audiniams.
Mazos ND gali jveikti trofoblasto sluoksnj interlgstelinés difuzijos déka, taciau
didesniy ND migracija riboja tarplgsteliniy pory dydis, todel jos gali buti
pernesamos tik per lgsteliy vidy. Yra parodyta, kad ND endocitozeé ir jy
vidulgstelinis transportas labai priklauso nuo ND pavirSiaus krivio,
lipofiliSkumo, funkcionalizavimo biomolekulémis ir kity savybiy (40, 85, 103).
Be to ND savybés, joms patekus ] krauja gali Zenkliai pakisti dél sgveikos su
biomolekulémis, opsonizacijos. Todé¢l praktiskai kiekvieno tipo ND gebéjimag
jveikti placentos barjera reikty vertinti atskirai, nes net ir mazi ND savybiy

skirtumai gali Zenkliai paveikti jy lokalizacija organizme.
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3. MEDZIAGOS IR METODAI

3.1. Medziagos

1) CdSe Serdies ir ZnS apvalkalo KT (CdSe/ZnS), kuriy pavirSius
modifikuotas amfifiliniu polimeru ir metoksi-polietilenglikolio (mPEG),
kurio M,pgg=5000 g/mol, sluoksniu (Aq=655+5 nm, "QTracker-655",
Invitrogen Inc,JAV). Toliau tekste — CdSe/ZnS-mPEG. Struktira ir
spektroskopinés savybes pateiktos (pav. 3.1);

2) CdTe Serdies KT, dengti merkaptopropiono rigstimi (MPR) (Aq=630%5
nm, gamintojas PlasmaChem GmbH, Vokietija). Toliau tekste — CdTe-
MPR. Mcgre mpr~9°10° g/mol;

3) NaCl (grynumas>99,5%, gamintojas Sigma-Aldrich, Vokietija);

4) Rodaminas B, M=479 g/mol (gamintojas Sigma-Aldrich, Vokietija);

5) Ketamino hidrochloridas, 50 mg/ml, M=274 g/mol (gamintojas
Rotexmedica, Pranciizija);

6) Formaldehido tirpalas 37%, M=30 g/mol (gamintojas Sigma-Aldrich,
Vokietija);

7) Glicerolis, M=92 g/mol (gamintojas Sigma-Aldrich, Vokietija).

Amfifilinis polimeras

634 650
—— CdSe/ZnS fluorescencija

- - - CdSe/ZnS sugertis
—— CdTe fluorescencija
- - - CdTe sugertis

-
o
I

WD AN
/ T A \
g \ Metoksi-polietilenglikolis
A (MPEG)

&
o)
1

FL intensyvumas, s.v. / Sugertis, s.v.
I

i 1 d /(/\/ oj\ N -2
cH;0 o n H 204/
m|
il 0.2
HOOG, ;€ Merkaptopropiono '
CdTe\‘ " ragsts
eoo 0.0 T T T T 7 \
- 500 550 600 650 700 750

“ooc” B!

COOH

Bangos ilgis, nm

Pav. 3.1. Tyrime naudoty CdSe/ZnS-mPEG ir CdTe-MPR KT struktiiry

modeliai ir jy spektroskopinés savybes distiliuotame vandenyje.
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Optinis tankis/ Filtro pralaidumas, s.v.
o o

3.2. Prietaisai
Fluorescencinis spektrometras Cary Eclipse (Agilent Technologies, JAV).
Gyviiny audiniy spektry matavimui naudojamas bifurkacinio
Sviesolaidzio modulis (danigatio= 5 MM, Satucjamo ploiw~19,6 mmz);
Sugerties spektrometras Cary 50 (Agilent Technologies, JAV);
Fluorescencins mikroskopas TE-2000U su konfokalinio skanavimo
sistema Clsi (Nikon, Japonija). RGB detektoriaus filtry pralaidumo
sritys: 433-467 nm (melynas kanalas), 500-590 nm (Zalias kanalas), 620-
755 nm (raudonas kanalas). Spektrinis detektorius jautrus 400-750 nm
srityje. Naudota 5 nm spektriné skiriamoji geba. Abu detektoriai skiria 2'*
Sviesos intensyvumo lygiy;
Eksperimentiniy gyviiny fluorescencinio vaizdinimo sisitema Ibox
Scientia-800 (UVP, DidZioji Britanija). 8-10° pikseliy CCD kamera jautri
400-1000 nm srityje, skiria 2'° $viesos intensyvumo lygiy. Naudoti
Zadinimo ir emisijos filtrai, kuriy pralaidumo charakteristikos pateiktos
pav.3.2 A;
Xe dujy lempa Max-302 (Asahi Spectra, Japonija) ir sugerties filtrai UFS-
1 ir ZS-20, kuriy bendrai sglygotas spinduliuotés spektras pateiktas pav.
3.2 B;

Centrifiiga Mini Spin Plus (Eppendorf, Vokietija);
Svarstykles GR-202 (A&D Instruments, Japonija).
. B
CdSe/ZnS-mPEG > Rodaminas B uve
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Pav. 3.2. A) Fluorescencinio vaizdinimo sistemos Zadinimo ir emisijos filtry

charakteristikos CdSe/ZnS-mPEG ir rodamino B FL detekcijai (spalvotos

sritys) ir Siy fluorofory sugerties bei FL spektrai. B) Peliy odos Svitinimo metu

naudotos UVB spinduliuotes spektras.
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3.3. Eksperimentiniai gyviinai

Gyvinai - Balb/c linijos pelés (m=20-25 g) ir Wistar ziurkés (m=280—
320 g) — gauti 1§ Laboratoriniy gyviiny veisimo, auginimo ir tyrimo centro
(Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centras).
Eksperimentams buvo gautas Lietuvos Respublikos Valstybinés maisto ir
veterinarijos tarnybos leidimas Nr. 0190 (iSduotas 2009-03-23) atlikti
laboratorinius bandymus su gyvinais. Visi veiksmai su gyvinais buvo
atlieckami laikantis Europos Parlamento ir Tarybos direktyvos 2010/63/ES.
Gyvinai buvo laikomi pastovios temperatiiros, drégnumo ir apSvietimo ciklo
(12 val. Sviesos/12 val. tamsos) salygomis. Maisto ir Svaraus vandens buvo
teikiama neribojamai. PrieS atliekant eksperimentus gyvunai buvo
aklimatizuojami ne maziau kaip 7 dienas. Su gyvais gyviinais dirbo FELASA
C kategorijg turinti specialisté.

Siekiant iStirti KT susikaupimg neésSciy ziurkiy organizme, patelés
nakc¢iai buvo paliekamos su patinais. Praéjus 12 valandy i§ Ziurkés maksties
buvo paimamas tepin¢lis ir mikroskopu nustatoma estralinio ciklo estruso
stadija bei ieSkoma spermatozoidy. Diena, kai patelés maksties tepinelyje rasta
spermatozoidy, laikoma nuline embriogenezés para. KT buvo suleidZiami ]
pilvo ertme 13 néStumo parg.

Po eksperimenty gyvinai buvo Zudomi peléms atliekant
cerebrospinaline dislokacijg, o Ziurkéms suleidZiant letalia 50 mg ketamino
doze.

3.4. KT lokalizacijos kraujagsylése tyrimai

Siekiant istirti KT pasiskirstymg organizme ir jvertinti jy kaupimasi
kraujagyliy sienelése, peléms j uodegos vena buvo suleidziama 200 pl 4-107 M
CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalo (n=6 gyviinai). 3 gyvinai buvo Zudomi pra¢jus 1
val. ir 3 praéjus 24 val. po injekcijos. Kontrolinés grupés peléms buvo
suleidziama fiziologinio tirpalo (n=3 gyvunai). Buvo preparuojama oda (i$
suleidimo vietos), kepenys, inkstai, Ciobrialiauké, galvos smegenys, Slaunies
raumuo, Sirdis, plauciai, bluznis bei kraujas (imta 50 ul i§ Sirdies). Organai

buvo supjaustomi. Dalis medziagos naudota fluorescencinei spektroskopijai
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(kraujo plazmos tirpalas parengtas kaip ir Ziurkés atveju — Zzr. 3.8. sk.), kita
dalis buvo Saldoma 253 K temperatiiroje, o treCia dalis fiksuojami 4%
formaldehido tirpale ne trumpiau negu 24 val. siekiant parengti jy parafininius
preparatus (3.9. sk.).

Uzsaldyti organai buvo pjaustomi skalpeliu ir ~0,5 mm storio pjiiviai
dedami ant objektinio stiklelio, dedamas dengiamasis stiklelis ir atliekama jy

konfokaliné fluorescenciné mikroskopija.

3.5. Fluorescenciné spektroskopija

KT ir kraujo plazmos tirpaly FL matuota Varian Cary Eclipse
spektrometru 1 cm optinio kelio plastikinése kiuvetése. Zadinanéios
spinduliuotés bangos ilgis A;,¢=450 nm.

ISpreparuoty organy FL spektroskopija ex vivo atlikta Sviesolaidiniu
prietaiso moduliu (Spaujamo ploto™~20 mmz). PrieS matavimus organai buvo
praplauti 0,9% NaCl tirpalu bei nusausinti. Visi matavimai atlikti kambario
temperatiroje, bandinius laikant tamsoje. Pateikiami organy spektrai, gauti i$
ne maziau kaip 3 gyviiny, kiekvieng matuojant po 3 kartus. Spektrai buvo
vidurkinami, atimamas foninio signalo lygis (ties 750 nm) ir normuojami ties
bangos ilgiu, kur KT FL yra neZymi ir nepasireiSkia kraujo sugertis, t.y. ties
610 nm. Kai kuriems organams normavimo sritis buvo kei¢iama 570-620 nm
srityje atsizvelgiant j KT FL intensyvumg ir kraujo reabsorbcija. Duomenys

apdoroti OriginPro 8 programine jranga.

3.6. KT ir Rodamino B pasiskirstymo odoje tyrimai

CdSe/ZnS-mPEG KT buvo suleidZiami peléms po oda siekiant iStirti jy
lokalizacija odos audiniuose. Visi injekciniai tirpalai buvo rengiami naudojant
0,9 % NaCl tirpala kaip tirpiklj. SuleidZiama 50 ul 4-107 M CdSe/ZnS-mPEG
KT tirpalo j Slaunies (n=4 gyviinai) ir pado (n=1 gyviinas) poodj. Siekiant
palyginti KT lokalizacija audiniuose su mazos molekulinés masés organiniais
dazikliais buvo pasirinktas dazas rodaminas B (n=1 gyvunas). Jo suleista 50 ul

5-10* M po oda j §launj. Norint jvertinti KT patekima j prakaito liaukas po 1
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val., vienai pelei KT buvo suleisti j letenos pado poodj. Pragjus 1 val. (n=4
gyviinai) ir 24 val. (n=1 gyvinas) pelés buvo Zudomos, preparuojami organai,
kuriuose spektroskopiSkai aptikta KT FL: oda, raumuo, limfmazgiai. Organai

buvo fiksuojami 4% formaldehido tirpale ne maziau 24 val.

3.7. Fluorescencinis gyviiny vaizdinimas

Atlikus pooding fluorofory injekcijg (Zr. 3.6. sk.), jy pasiskirstymas
organizme buvo stebimas UVP Ibox Scientia-800 fluorescencinio vaizdinimo
sistema. Eksperimenty metu gyvunai buvo migdomi 1,5% sevoflurano dujomis
ir laikomi ant ildomo stalelio palaikant 31°C temperatiira. KT ir rodamino B
FL zadinimui ir detekcijai naudoti filtrai, kuriy pralaidumo sritys yra Sios:
KTadinimo 450-490 nm, KTpyisiios 615-685 nm, Rodamino Bj,ginimo 504-550 nm,
Rodamino B.psijos 570-630 nm (3.2 pav. A). Papildomai buvo atliekamas
gyviny vaizdinimas, apSvietus king UV lempa ir registruojant vaizdus

fotoaparatu Panasonic DMC-FS10.

3.8. KT ir Rodamino B prasiskverbimo per odg tyrimai

KT ir rodamino B tirpalai rengiami distiliuoto vandens ir glicerolio
(santykiu 1:4) miSinyje siekiant minimizuoti tirpalo dzilivimg ir padidinti
klampuma. CdSe/ZnS-mPEG KT koncentracija 2,5-10° M, o rodamino B 5-10°
* M. Pelé migdoma 2,5 mg ketamino narkoze, nugaroje nuskutamas kailis 3x3
cm plote. Ant skustos odos dedamas juoda plévelé su kvadratinémis skylémis,
kurios padalina oda j keturias 1 cm’ ploto dalis. Jos paveikiamos skirtingai: 1)
uztepama KT tirpalo pertekliumi; 2) uztepama KT tirpalo ir Svitinama UVB
spinduliuote (3.2 pav. B) 30 min, 16,8 mW galia (bendra spinduliuotés doze E
= 30,2 J/em?); 3) uztepama tirpiklio be fluorofory, ir ¥vitinama tokia paia
UVB spinduliuotés doze; 4) tik uztepama tirpiklio (n=3 gyviinai). Rodamino B
atveju oda nebuvo Svitinama, t.y. plotas padalinamas j dvi dalis (n=2 gyviinai).
Odos FL spektrai (A;,¢=450 nm) buvo matuojami prie§ uZtepant KT, uZtepus
KT, pasvitinus ir pragjus 1 val po Svitinimo siekiant jvertinti KT

spektroskopiniy savybiy pokycius veikiant UVB spinduliuotei.
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3.9. KT prasiskverbimo per placentos barjera tyrimai

Ziurkéms 13-ta né§tumo para suleidziama 500 pl 8-107 puM CdSe/ZnS-
mPEG KT tirpalo.

KT farmakokinetiniai matavimai buvo atlieckami imant 50 pl kraujo
méginius i§ Ziurkiy uodegos venos pra¢jus 0-24 val po KT injekcijos i pilvo
ertme¢. Kraujas buvo iSkart sumaiSomas su 50 pl heparino tirpalo siekiant
iSvengti kreséjimo. Véliau tirpalai buvo skiedziami iki 1,5 ml tiirio 0,9% NaCl
tirpalu ir centrifiguojami 10 min 1500xg pagrei¢iu. Fluorescencinei
spektroskopijai buvo naudojamas supernatantas. IS viso naudoti 4 gyviiny
kraujo meéginiai. KT koncentracija buvo vertinama 1§ kraujo plazmos tirpalo
FL spektro atémus kontrolinius spektrus (gyviiny, kuriems nesuleista KT,
kraujo plazma) ir vertinant KT FL juostos smailés intensyvumag. 4 skirtingy
eksperimenty duomenys buvo suvidurkinti ir aproksimuoti dvieksponentiniu
skirstiniu:

yx) =A; /(1 + 107((b1-x) * hy)) + Ay / (1 + 107((b2-x) * hy)), (1

x - laikas, A, by, h;, — aproksimacijos parametrai, kurie parenkami
maziausiy kvadraty metodu (OriginPro 8 programing¢ jranga).

Pragjus 3 val. po KT injekcijos Ziurkés buvo Zudomos siekiant jvertinti
KT pasiskirstymg organizme. Naudotos 3 néscios Ziurkés. Vidaus organai, tarp
Jjy ir gimda su embrionais, buvo iSpjaunami, nuplaunami ir nusausinami.
Atliekama organy fluorescenciné spektroskopija. Véliau organai fiksuojami
4% formaldehido tirpale ne maziau 24 val. Audiniy preparatai taip pat rengti

kriomikrotomijos biidu.

3.10. Audiniy preparaty rengimas

ISpreparuoti organai buvo fiksuojami 4% formaldehido tirpale 24 val.
Fluorofory prasiskverbimo per odg tyrime papildomai buvo rengiami
preparatai  kriomikrotomijos biidu. Tolesnis audiniy apdorojimas atliktas
Valstybiniame patologijos centre (VPC) taikant standartines histologinio

parengimo procediras: fiksuoti organai buvo dehidratuojami laipsniSkai
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didinant etanolio koncentracija iki 96%, véliau jliejami | skysta parafing ir
stingdomi. Parafino blokai buvo pjaustomi 4 um storio pjuviais Leica RM2145
mikrotomu.

Kriomikrotomijos budu preparatai rengti pra¢jus ne daugiau kaip 30
min. nuo organy iSpreparavimo. Jie buvo Saldomi kriostatu iki ~240 K ir
atliekami 20 pm storio pjviai.

Abiem metodais gauti pjuviai buvo dedami ant objektiniy stikly ir
palieckami nedaZzyti siekiant aptikti KT ir Rodaming B konfokaliniu
fluorescenciniu mikroskopu. Norint gauti tos pacios vietos histologinj vaizda,
po fluorescencinés mikroskopijos analizés, bandiniai buvo deparafinizuojami
organiniais tirpikliais (ksilenu, izopropilenu) ir daZzomi hematoksilinu - eozinu
(HE) arba perjodinés ragsties-Sifo reagentu (PSR). Vertinant HE ir PSR
metodais daZyty preparaty mikroskopijos vaizdus buvo konsultuojamasi su

VPC gydytoju-patalogu.

3.11. Mikroskopija

Pralaidumo mikroskopija buvo atlickama Nikon Eclipse TE2000
mikroskopu su x10/0,25, x20/0,5 Plan Fluor ir x60/1,4 Plan Apo VC oil
objektyvais. Lazeriné konfokaliné fluorescenciné mikroskopija atlikta Nikon
Clsi sistema. Fluorescencijos Zadinimui naudotas argono dujy lazeris, A;,;=488
nm. Detekcijai naudoti standartinis trijy spalvy RGB (filtry pralaidumo sritys:
433-467 nm; 500-590 nm; 620-755 nm) ir 32 kanaly spektrinis detektoriai
(naudota 5 nm skiriamoji geba). Pralaidumo mikroskopijos vaizdai registruoti
Leica DFC-290 RGB CCD kamera. Vaizdai apdoroti “Nikon EZ-C1 Bronze

version 3.80” ir “Image]J 1.43” programine jranga.

3.12. KT stabilumo tyrimas
CdSe/ZnS-mPEG ir CdTe-MPR KT tirpalai parengiami fiziologiniame
tirpale (V=0,5 ml) ir suleidziami Ziurkéms j pilvo etm¢ (po 3 gyviinus) ir |

Slaunies raumenj (po 1 gyviing). CdTe-MPR KT milteliy atsveriama po 1,5 mg
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(chTe_MPR*3~10'6 M). CdSe/ZnS-mPEG KT naudotas chSe/Zns_mpEG=8-lO'7 M
tirpalas.

Pra¢jus 7 dienoms po KT injekcijos, gyviinai buvo Zudomi,
preparuojami jy audiniai (taukiné, raumuo) 1S suleidimo vietos ir Kkity
lokalizacijy (prieSingos injekcijai kiino pusés raumuo bei taukine, kepenys,
inkstai, gimda ir kt.). Buvo matuojami §iy audiniy FL spektrai, o véliau jie
fiksuojami 4% formaldehido tirpale preparaty parengimui ir mikroskopinei

analizei.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1. KT pasiskirstymas organizme po intraveninés injekcijos

Suleidus CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalo peléms ] uodegos vena, jy
susikaupimas organuose buvo vertinamas fluorescencinés spektroskopijos ir
konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos metodais. Pra¢jus 1 val. po KT
injekcijos KT charakteringa FL juosta su smaile ties 650 nm buvo aptikta
visuose tirtuose organuose (pav. 4.1). Daugiausiai KT buvo aptinkama
suleidimo vietoje dé¢l diirio metu padaryto pazeidimo ir dalies KT tirpalo
iSsiliejimo aplinking terpe. KT FL buvo aptikta kraujyje bei vidaus organuose:
inkstuose, Ciobriauliaukéje, kepenyse, plaucCiuose, Slaunies raumenyje,
bluZnyje ir Sirdyje. Praéjus 24 val. po suleidimo KT FL buvo Zenkliai mazesnio
intensyvumo ir iSskiriama i§ savitosios fluorescencijos fono tik kraujo plazmos
ir suleidimo vietos spektruose. Tuo tarpu kituose organuose KT FL nestebéta ir

Siy audiniy spektrai nesiskyré nuo kontroliniy (gyviny, kuriems nesuleista KT)

spektry.
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Pav. 4.1. Pelés audiniy fluorescencijos spektrai pra¢jus 1 ir 24 val. po
CdSe/ZnS-mPEG KT injekcijos j uodegos venos baseing. Kontroliniai spektrai
gauti 1§ gyviny, kuriems suleista tik fiziologinio tirpalo. Pateikti vidutiniai

normuoti spektrai (A;,q=450 nm, Ngyvanyerupéje =3> Nmatavimy/org. =3)-
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Spektroskopiné analizé¢ atspindi bendrg KT kiekj organe, taiau
nenusako jy pasiskirstymo organo audiniuose. Siekiant detaliau nustatyti KT
lokalizacijg, buvo atliekama fluorescenciné audiniy mikroskopija. IS pradziy
tirti iSpreparuoti pelés audiniai, kurie uz$aldomi -20°C temperatiroje ir
atriekiami ~0,5 mm storio pjiiviai skalpeliu.

Siy audiniy konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos vaizduose KT
FL (raudona spalva) buvo lokalizuota kraujagysliy viduje (pav. 4.2).
Kraujagysliy tinklas buvo aiSkiai matomas aplinkinio audinio savitosios
fluorescencijos (Zalia spalva) fone galvos smegeny didziyjy pusrutuliy Zieveje,
griauciy skersaruozZiuose ir Sirdies raumenyse, odoje, gimdoje, Sirdyje ir kt.

organuose. KT ekstravazacija  tarplasteling terpe nebuvo stebima.
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Pav. 4.2. Konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos Saldyty audiniy vaizdai,
kuriuose matomas CdSe/ZnS-mPEG KT (raudoni) susikaupimas pelés gimdos
(A), Sirdies raumens (B) ir galvos smegeny Zieves (C, D) kraujagyslése,
pragjus 1 val. po KT injekcijos j uodegos venos baseing (A, B, D: x60/1,4 obj.,
C: x20/0,5 obj., A;,q=488 nm). Zalia spalva — savitoji audiniy fluorescencija.
A-C) pateikti vieno optinio pjivio vaizdai; B) papildomai pateiktos optiniy
pjuviy (gylis z=23 um) projekcijos statmenose plokStumose; D) 30 optiniy

pjiviy (z=6 um) sumin¢ projekcija.
Atliekant galvos smegeny Zievés preparato optinj sekcionavimg

didesnio optinio didinimo objektyvu buvo gauti kraujagyslés vaizdai skirtingo

gylio pjiviuose (pav. 4.3). Nuotraukose matoma, kad kraujagyslés pavirSiuje
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yra intensyvi savitoji fluorescencija (Zalia), o KT FL yra nezymi (pav. 4.3 B-
D). Kraujagyslés sienelés savitoji fluorescencija pasiskirsCiusi ne tolygiai, o
i1Ssideésciusi lygiagre€iomis skirtingo ploc¢io juostomis. Jg grei€iausiai salygoja
elastinas bei kolagenas, sudarantys elasting membrang. D¢l kraujagysles
subliuskimo ir sienelés susirauk$l¢jimo, elastiné membrana kerta opting
plokStumg kelis kartus, dé¢l ko ir stebimos lygiagreCios juostos. Tai patvirtina
parafinine technika parengto skersinio kraujagyslés pjuvio fluorescencinis
vaizdas (pav. 4.4 A), kuriame matoma, kad intensyviausia savitgja
fluorescencija sienel¢je pasiZymi ploni iStisiniai sluoksniai, kurie pagal
kraujagysliy morfologija atitinka viding arba iSoring elasting membrang.
Venose ir mazesnése arterijose stebimas tik vienas — vidinés elastinés
membranos — sluoksnis (pav. 4.4 C).

Tesiant Saldyty galvos smegeny preparaty nagrinéjimg, matome, kad
gilesniuose kraujagyslés optiniuose pjuviuose (pav. 4.3 E, F), kurie atitinka
arCiau kraujagyslés centro esancias dalis, savitoji fluorescencija maz¢ja, kol
spindyje tampa nebestebima (pav. 4.3 G, H). Kraujagysles spindyje stebima
intensyvi KT FL. Ji pasiskirsCiusi ne tolygiai — KT FL fone stebimi tankiai
i1Ssidéste tamsts skrituliai, kuriy skersmuo apie 5 pm. Manoma, kad tai yra
eritrocitai, kuriy viduje néra KT ir tai sglygoja tamsiy ploty atsiradima
mikroskopijos nuotraukose. Tuo tarpu foning KT FL salygoja jy susikaupimas
kraujo plazmoje.

Skenuojant kraujagysle dar giliau (pav. 4.3 I-L) KT FL intensyvumas
mazéeja ir vel pasirodo lygiagreCios savitosios FL juostos, kurios atitinka
tolimesnigjg kraujagyslés sienele. Taigi optinis sekcionavimas rodo, jog KT
yra lokalizuoti kraujagyslés spindyje, kraujo plazmoje, taciau eritrocituose bei

kraujagyslés sieneléje jy FL neZymi.
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Pav. 4.3. Saldyty galvos smegeny Zievés vienos kraujagyslés optinis

5 pm

sekcionavimas praéjus 1 val. po CdSe/ZnS-mPEG KT (raudoni) injekcijos ]
uodegos venos baseing. A — bendras kraujagyslés vaizdas, B-L iSdidinto
fragmento vaizdas skirtingose optinése plokSumose. Nuotrauky serija gauta

skenuojant bandinj j gylj kas Az=0,5 um (x60/1,4 obj., A;,;=488 nm, z=5 um).
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Suleidimo vietoje dalis KT tirpalo dél pazeidimo iSsiliejo i tarplasteling
terpe, todel poodzio audiniy kraujagysliy preparatuose (parengtuose parafinine
technika), KT gal¢jo biti stebimi ne tik kraujagysliy spindyje, bet ir
kraujagysliy iSor¢je del KT pasklidimo poodZio jungiamajame audinyje (pav.
4.4 C, E). Konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos nuotraukose matoma,
kad i kraujotaka pateke KT stebimi kraujagyslés spindyje — kraujo plazmoje ir
palei endotelj. KT FL eritrocituose nestebima. Tuo tarpu j tarplasteling terpe
iSsilieje KT pasiskirsto aplinkiniuose audiniuose ir susikaupia iSoriniame
kraujagysles sienelés sluoksnyje (tunica adventitia). Ta¢iau KT FL nestebima
viduriniajame sienelés sluoksnyje (tunica media). Tai rodo, kad KT

nejsiskverbia | kraujagyslés sienelés vidurinj sluoksnj.
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A ——~— Tutica adventitia

Tunica media
Vidiné elastiné _ glunica intima
membrana

ISoriné elastiné
membrana

C

Tunica adventitia
Tunica media
Tunica intima
Eritrocitai

E

Tunica adventitia
Tunica media
Tunica intima
Eritrocitai

Pav. 4.4. Parafinine technika parengty pelés odos preparaty konfokalinés
fluorescencinés mikroskopijos vaizdai (diirio vietos poodis). A — Kontrolinio
gyvino, kuriam nesuleista KT, arterijos skersinis pjuvis; C — arterijos ir E —
stambios venos - skersiniai pjiiviai, pra¢jus 1 val. po CdSe/ZnS-mPEG KT
injekcijos | uodegos venos baseina. Salia pateikti atitinkami HE daZyty
preparaty pralaidumo mikroskopijos vaizdai (B, D, F). (x60/1,4 obj., A;,;=488

nm).
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KT susitelkimas aplink kraujagysliy sieneles, taciau nepatekimas ] jy
sieneles nustatytas netgi smulkiose kraujagyslése: arteriolése, venulése ar
kapiliaruose (pav. 4.5). Tai rodo, kad raumeninio sluoksnio storis néra esminis
veiksnys, apsprendZiantis KT difuzijos ribojimg per sienele. Kapiliary sienele
sudaro vienas iStisinis endotelio lagsteliy sluoksnis ir neiStisinis pericity
sluoksnis, kurie yra apjuosti bazine membrana. Todel KT susitelkimas aplink

kapiliarg ir nepatekimas j endoteli bazaline-apikaline kryptimi visy pirma

salygotas jy neprasiskverbimo per bazing membrang.

A

Endotelio Igstelé

Pav. 4.5. Parafinine technika parengto pelés preparato (diirio vietos poodis)
konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos nuotrauka (A), kurioje matomas
skersinis kapiliaro pjavis. Salia pateiktas to paties preparato, dazyto HE,
pralaidumo mikroskopijos vaizdas (B). Audinys preparuotas pra¢jus 1 val. po
CdSe/ZnS-mPEG KT injekcijos i uodegos venos baseing (x60/1,4 obj.,
As2q=488 nm).

Atliekant kity vidaus organy preparaty mikroskoping analize¢, nustatyta,
kad inkstuose CdSeZnS-mPEG KT FL intensyviausia yra kraujagyslése:
venose, glomerulose, inksty kanalélius apraizgiusiuose kapiliaruose (pav. 4.6).
Tuo tarpy inksty kanaléliy spindyje bei jy sienel¢ sudaranciose epitelio
lastelése KT FL nebuvo stebima. Tai rodo, kad nors KT atiteka j inkstg su
intensyvia Sio organo kraujotaka, taciau j epitelinj audinj bei Slapima tirti KT

nepatenka.
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A

“Glomerulés

Vena

Epitelis

C

Epitelinés Iastelés

Branduoliai

Pav. 4.6. Parafinine technika parengty pelés inksto preparaty konfokalinés
fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos (A, C), kuriose matomas CdSe/ZnS-
mPEG KT susikaupimas glomerulése ir kitose kraujagyslése pra¢jus 1 val. po
KT injekcijos | uodegos venos baseing. KT FL nestebima inksty epitelinése

lastelése ir inksty kanaléliy spindyje (x20/0,5 obj., A;,q=488 nm).

Kepeny preparatuose rySkiausia KT FL buvo aptikta kraujagyslése:
centrinése ir varty venose, arterijose bei sinusiniuose kapiliaruose (pav. 4.7).
Mazesnio intensyvumo KT FL buvo stebima ir kepeny lgstelése. Pagal jy
morfologija Sios lgstelés greiciausiai yra Kupferio Igstelés arba hepatocitai. Tai
rodo, kad KT pateko iS sinusiniy kapiliary j kepeny lasteliy vidy. Lastelése KT
FL buvo pasiskirciusi ne tolygiai, o telkési ; 1-2 um dydzio saleles, kurios

galéty atitikti endosomas ar jy grupes. Lasteliy branduoliuose KT FL neaptikta.
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Pav. 4.7. Parafinine technika parengty pelés kepeny preparaty konfokalinés
fluorescencines mikroskopijos nuotraukos, kuriose matomas KT susikaupimas
centrinéje venoje, sinusiniuose kapiliaruose bei kepeny Igstelése pra¢jus 1 val.
po CdSe/ZnS-mPEG KT injekcijos ] uodegos venos baseing. (x20/0,5 obj.,
Asag=488 nm).

KT pasiskirstymo organizme po intraveninés injekcijos tyrimy
aptarimas

Fluorescencinés audiniy spektroskopijos rezultatai rodo, kad i
kraujotakg pateke KT per 1 val. sistemiSkai pasiskirsto organizme ir aptinkami
visuose tirtuose vidaus organuose. Visgi pra¢jus 24 val. KT FL organy
spektruose nebeaptinkama. Tai reiskia, kad j organg pateke KT véliau yra iS jo
paSalinami arba KT netenka savo FL savybiy.

Laikinius KT kaupimosi pokycius galima detaliau paaiSkinti nagrinéjant
fluorescencineés mikroskopijos rezultatus. Audiniy vaizduose matoma, kad
pra¢jus 1 val. po injekcijos, KT lokalizuoti kraujagysliy viduje, o jy FL
aplinkiniuose audiniuose nestebima. Tai rodo, kad KT pernasa i§ kraujagysliy ]
audinius ne RES organuose praktiSkai nevyksta. Todél KT kaupimasis
organuose po 1 val. yra sglygotas KT buvimo ty organy kraujotakoje, o ne

tarplastelinéje audinio medZiagoje ar lgstelése.
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Tuo tarpu pra¢jus 24 val. KT FL vidaus organy spektruose nebuvo
stebima. Tai gal¢jo buti salygta to, kad KT neprasiskverbé per kraujagysliy
sieneles, tod¢l negaléjo patekti j tirty organy tarplasteling terpg bei lasteles ir
ten kauptis. Po 24 val. KT FL intensyvumas kraujo plazmoje Zenkliai sumazéjo
(~30 karty) lyginant su 1 val. Sj pokytj teoriskai galéjo sukelti du procesai: KT
Salinimas 1§ kraujotakos ir (arba) KT FL kvantinio naSumo sumaZ¢jimas.
Remiantis Siame darbe nepristatytais duomenimis CdSe/ZnS-mPEG KT FL
intensyvumas distiliuotame vandenyje sumaZé¢ja per parg vos ~10%, o
fiziologiniame tirpale sumaZzé¢ja ~3 Kkartus, taiau vien tuo remiantis
prognozuoti FL intensyvumo poky¢€iy in vivo saglygomis negalima, nes serumo
albuminai bei kitos biomolekulés gali stabilizuoti KT optines savybes (104).
Tikétina, kad KT stabilumas taip pat gali priklausyti nuo jy lokalizacijos
audiniuose ar net lastelés kompartmentuose dél skirtingo terpés ragstingumo
bei fermenty poveikio (24). Todé¢l siekiant jvertinti KT FL kvantinio naSumo
poky¢ius audiniuose in vivo salygomis nepakanka remtis jy KT optiniy savybiy
matavimais vandeniniuose drusky tirpaluose ir reikty atlikti atskirg iSsamy
tyrima.

Bet kokiu atveju, po 24 val. KT vis dar aptinkami kraujyje. Tai rodo,
kad jie néra visiSkai paSalinami i§ kraujotakos. Vadinasi dalis KT turéty buti
aptikti ir organy kraujagyslése. Visgi fluorescencinés spektroskopijos ir
mikroskopijos metodais KT aptikti audiniuose nepavyko, nes jy FL
intensyvumas greiciausiai buvo per mazas. Didele jtakg tam tur¢jo faktas, kad
KT neprasiskverbia per daugumos organy kraujagysliy sienel¢ ir po 1 val.
aptinkami tik kraujagysliy viduje. Vadinasi KT negali patekti j audinius ir
kauptis jy lastelése, kas galéty salygoti jy sulaikymg organuose.

KT lokalizacija kraujagyslése

Dalis organiniy junginiy yra perneSami per endotel] aktyvios
translgstelinés pernasos (transcitozés) buidu, kuomet molekulés per apikaling
membrang patenka j endotelio 1gsteliy vidy, o véliau yra pernesamos per bazing

membrang ] kapiliaro iSor¢ (stambesniy kraujagysliy atveju i gilesnius sienelés
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sluoksnius). Pralaidumo elektroninés mikroskopijos tyrimais yra parodyta, kad
KT gali kauptis endotelio 1gstelése ir lokalizuotis jy endosomose (2, 31). Toks
vidulastelinis patekimas priklauso nuo KT pavirSinio kriivio: neigiamo kriivio
KT (pavirSiuje turintys karboksilo grupes) kaupiasi geriausiai, teigiamo krivio
(turintys amino grupes) kaupiasi maZesniais kiekiais, o neutralaus kriivio
(turintys PEG) KT endotelio Igstelése neaptikti. Visgi KT pernasa i§ endotelio
lasteliy (103); kapiliaro iSor¢ néra aptarta ar pademonstruota eksperimentais,
nors tai svarbus klausimas KT taikymams in vive. Sio darbo rezultatai papildo
aptartus tyrimus ir rodo, kad KT néra pernaSami i$ kraujagyslés spindZio per
endotelj | kapiliary iSor¢ ar j gilesnius sluoksnius (stambesniy kraujagysliy
atveju).

In vitro tyrimais yra parodyta, kad KT patekus ] lasteliy vidy, jie gali
pakeisti jprasta endocitotiniy procesy eiga ir telktis ] stambesnes piisleles ar
multivezikuliniuos kuineliuos uzuot vykstant jy egzocitozei (103, 105-107). KT
Salinimas yra netiesiogiai pademonstruotas embrioninése kamieninése peliy
lastelese in vitro (84), taCiau apie jy paSalinimg i§ diferencijuoty Iasteliy
praneSimy néra. Tai galéty paaiskinti, kodél KT pateke i endotelio lasteles gali
buti uzlaitkomi jy viduje, o ne sekretuojami kitapus kraujagyslés sienelés.
Siame darbe KT FL buvo stebima vidiniame kraujagyslés pavirSiuje palei
endotelj greiciausiai dél jy adhezijos prie Igstelés membranos. Detalesnei KT
lokalizacijai jvardinti (ar jie yra endotelio citoplazmoje) reikalingi iSsamesni
tyrimai aukStesnés skiriamosios gebos metodais, pvz., elektroninés pralaidumo
mikroskopijos.

Misy tyrimo rezultatai rodo, kad KT patenka i§ kraujagyslés iSorés |
iSorin] sienelés sluoksnj (funica adventitia) ir jame pasklinda. Taciau KT
nepatenka j vidurinj kraujagyslés sienelés sluoksnj (tunica media). Tai rodo,
kad raumeninio sluoksnio skaiduly tarplgsteliné medZiaga yra pakankamai
tanki, kad KT neprasiskverbty tarp lasteliy. KT nepatenka j paciy skaiduly vidy
greiCiausiai dél jy storo ekstralgstelinio matrikso (bazinés membranos)
sluoksnio, kuris mechanisSkai sulaiko KT. Tikétina, kad raumeniniy skaiduly

bazinés membranos formuoja bendrg iStising membrang, kuri juosia funica
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media ir riboja KT difuzijg. Iki Siol KT kaupimasis raumeninése lastelése
menkai apraSytas literatiiroje. Ex vivo magnetinio rezonanso vaizdinimo
metodu yra parodyta, kad aneksinu A5 funkcionalizuoti ir Gd** jony turintys
KT gali kauptis arterijy sienelés aterosklerozés Zidiniuose (108). Sie KT aptikti
paZeisty arterijy endotelyje ir raumeniniame sluoksnyje (tunica media). KT
kaupimasis sienel¢je grindZiamas atrankia aneksino A5 ir fosfatidilserino
(apoptotinems Igstelems budingo fosfolipido) sgveika. KT neaptikti
pirmuosiuose raumeninio sluoksnio lgsteliy sluoksniuose, tafiau kaupési
gilesniuose sluoksniuose. Sio reiskinio autoriai negaléjo paaiskinti ir pla¢iau
KT prasiskverbimas per kraujagyslés sienelés sluoksnius neaptartas. Sveikose
sienelése KT neaptikti. Sis straipsnis rodo, kad KT geb¢jimas migruoti per
skirtingus audinius yra prastai suprastas ir tokie tyrimai yra itin aktualis
perspektyviems medicininiams taikymams. Miisy rezultatai rodo, kad KT
migracijg sienel¢je riboja audiniy ekstralgsteline struktiira, todél aptartame
straipsnyje KT galéjo kauptis pazeistoje sienel¢je del sienelés struktiiriniy
pazeidimy ir barjeriniy savybiy pokyCiy, o ne vien d¢l KT pavirSiaus
giminingumo fosfatidilserinui. Juk tam, kad jvykty atranki biocheminé sgveika,
KT i§ pradZziy turi patekti ] raumeninj sienelés sluoksnj ir pasiekti
fosfatidilserino sankaupas. Siam vyksmui visy pirma turi biiti paZeistas
kraujagyslés sienelés struktiirinis vientisumas. Tikétina, kad KT kauptysi
aterosklerotiniuose zZidiniuose ir nefunkcionalizuojant jy pavirSiaus specialiais
ligandais. Juolab, kad yra Zinoma, jog aterosklerozés Zidiniuose kaupiasi
nanometry eilés matmeny biologiniai dariniai, pvz., Zemo tankio lipoproteinai.
Taciau tokiy tyrimy su KT néra atlikta. Taigi misy rezultatai papildo
literaturos duomenis ir gali buti naudingi kuriant ateities pazeisty kraujagsyliy
vaizdinimo bei diagnostikos priemones.

Literaturoje placiausiai apraSytas KT prasiskverbimas per naviky
kraujagysles, kurios pasizymi struktiriniais pakitimais ir padid€jusiu
pralaidumu (1, 35, 56, 109). Navikams btidingas ND ir kity junginiy padidinto
pralaidumo ir sulaikymo (PPS) efektas (angl. enhanced permeability and

retention, EPR) lyginant su sveikais audiniais. Jis grindZiamas aktyvia naviky
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kraujotaka, padidéjusiu kraujagysliy pralaidumu, aktyviu navikiniy Igsteliy
metabolizmu ir menkai i1S§vystytu limfiniu drenazu (56). Visgi dauguma tyrimy
akcentuoja KT selektyvy susikaupimg navike, o KT pernaSa per sveikas
kraujagysles licka antrame plane ir néra pladiai aprasoma. Sio darbo rezultatai
suteikia papildomy duomeny apie KT prasiskverbimg per sveikas kraujagysles
ir gali buti naudingi PPS efekto mechanizmo tyrimuose.

Pavieniy kraujagysliy optinis sekcionavimas atskleide, kad KT
daugiausiai lokalizuoti kraujo plazmoje, taciau nepatenka j eritrocity vidy. KT
gali sgveikauti su eritrocity membrana ir buti perneSami ant jy pavirSiaus,
taCiau apie jy vidulgstelinij kaupimgsi nepraneSama (110, 111). KT
nepatekimas ] eritrocitus gali buti paaiSkinamas tuo, kad KT difuzija per
lasteliy membrang nevyksta, o eritrocity aktyvi pernasa (endocitoze) nevyksta
del Siy lasteliy specializacijos (112). Yra parodyta, kad kraujyje esantys KT
gali kauptis cirkuliuojanciuose leukocituose ir kad KT prikaupe leukocitai turi
gebeéjima migruoti per kraujagysliy sieneles (pasiZymi transmigracija) (36, 46).
Tokiu biidu KT gali patekti j audinius kaip Siy lasteliy vidinis turinys. Visgi
KT prikaupusiy leukocity transmigracija negaléty salygoti reikSmingo KT
kaupimosi organuose, nes leukocitai sudaro mazg dalj visy kraujo 1asteliy ir jie
dazniausiai migruoja j paZeistus audinius ar uzdegiminiy procesy Zidinius. Tuo

tarpu sveikuose audiniuose leukocity transmigracija yra neZymi.

KT salinimas iS kraujotakos

KT koncentracijos pokycCius kraujotakoje salygojo du pagrindiniai
prieSingo poveikio procesai: jy Salinimas iS kraujotakos ir léta KT rezorbcija 18
suleidimo vietos bei jy patekimas ] kraujg (plaCiau aptarta 4.3. sk.).
Pagrindiniai medZiagy Salinimo i§ kraujotakos keliai yra jy filtracija inkstuose
ir paémimas ] kepenis. Inksty preparaty fluorescenciné mikroskopija atskleide¢,
kad KT lokalizuojasi Sio organo kraujotakoje, tame tarpe ir glomerulése, taciau
inksty epitelyje ir Slapimo kanaléliy spindyje KT FL nestebéta. Tai liudija, kad
KT nepatenka iS poréty inksty kapiliary | Baumano kapsulés ertme, t.y.

nevyksta KT filtracija i§ kraujo, ir jie néra paSalinami su Slapimu. Yra
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parodyta, kad KT patekimas i Slapimg priklauso nuo KT hidrodinaminio
skersmens (HS) ir vyksta, jei jis yra mazesnis negu 8 nm (40). Teoriskai KT
sulaikymas inkstuose gali buti aiSkinamas dvejopai: 1) KT filtracijg 1§ kraujo
nevyksta; 2) vyksta KT filtracija ] pirminj Slapimg, bet véliau jie yra
reabsorbuojami per inksty epitelj i kraujg (41). Iki Siol KT filtracijos
mechanizmai inkstuose néra iSaiSkinti. Misy tyrime pasirinktas metodas
leidzia vizualizuoti KT lokalizacija inkstuose ir pagrindZzia KT nepatekimg
Slapimg tuo, kad KT filtracija inkstuose nevyksta.

CdSe/ZnS-mPEG KT HS yra ~23 nm natrio borato buferiniame tirpale
(113). Svarbu paminéti, kad, nepaisant neutralaus tokiy KT pavirSiaus kriivio,
tikétina, kad kraujyje jie sgveikauja su plazmos baltymais ar kitomis
biomolekulémis, kurios papildomai padidina HS (31, 40, 113). Todél inksty
glomerulése stebetas KT sulaikymas gali biiti paaiSkinamas tuo, kad jy HS yra
per didelis, kad jie prasiskverbty per inksty kapiliary poras.

Pelés kepeny konfokalinés mikroskopijos vaizdy analizé rodo, kad KT
daugiausiai aptinkami kepeny kraujotakoje: varty ir centrin€ése venose,
arterijose, kepeny sinusuose. KT FL buvo stebima ir paviené¢se kepeny
lastelése. Tai liudija, kad KT prasiskverbé iS sinusiniy kapiliary spindzio ir
pateko j kepeny audinj. Siame organe kapiliary poros yra vienos didZiausiy
organizme ir gali siekti iki 60 nm (38). Tod¢l KT prasiskverbimas i kepeny
audinj gali biti aiSkinamas jy difuzija per sinusiniy kapiliary sieneliy poras.
Lasteliy viduje KT buvo pasiskirste ne tolygiai, o iSsidést¢ sankaupomis
citoplazmoje. Tai rodo, kad KT buvo sutelkti puslelése, kurios grei€iausiai
susidare endocitozés metu.

Daugumos KT pasiskirstymo tyrimy duomenimis CdSe/ZnS-mPEG KT
daugiausiai kaupiasi RES organuose (kepenyse, bluznyje, limfmazgiuose), tuo
tarpu kituose organizmo audiniuose jy susikaupimas nezymus (12, 22, 29). KT
yra aptikti bluZnies raudonojoje pulpoje ir perifolikulinése zonoje, kepeny
portalinéje srityje bei sinusuose, inksty glomerulése ir limfmazgiuose (12, 22,

29, 114). Idomu, kad toks KT pasiskirstymas iSlieka ilgg laikg ir stebimas net
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iki 2 mety po suleidimo (22). Svarbiausias vaidmuo uzlaikant KT RES
organuose teikiamas jy vidulgsteliniam kaupimuisi makrofaguose.

Mosqueira V.C. su bendraautoriais iStyre, kad KT kaupimasis organuose
priklauso nuo jy padengimo PEG ligandais (30). Ilgesnés ir tankiau iSdeéstytos
PEG molekulés sglygoja maZzesnj KT kaupimgsi RES organuose ir didesnj
susikaupimg kitose organizmo vietose: Sirdyje, griau€iy raumenyse, inkstuose.
Visgi detalesne KT lokalizacija Siy organy audiniuose netirta ir tokio
susikaupimo prieZastys néra iSaiSkintos. Taigi S§io darbo rezultatai dalinai
paaiskina aptartus literatiiros duomenis, pagrijsdami, jog KT nepatenka |
daugumos organy (ne RES) tarplasteling terpe bei lasteles, o kaupiasi jy
kraujagysliy viduje. Mosqueira V.C. ir bendraautoriy tyrimo atveju, ilgesnés
PEG grandinés prailgina KT cirkuliacijg kraujotakoje ir tai didina jy bendra
koncentracijg visame organe, taCiau tai vyksta ne dé¢l KT patekimo i$ kapiliary
1 audinius, o dél ilgesnio iSlikimo kraujagysliy viduje.

Svarbu paminéti, kad KT lokalizacija konfokalinés fluorescencinés biidu
gali biiti jvardinta tik esant pakankamai KT koncentracijai ir jy FL savybiy
stabilumui audinyje. Todél tikétina, kad maZomis koncentracijomis susikaupe
KT gali buti neuZregistruoti naudotu metodu. Literatiiroje pateikiami
kiekybiniai KT kaupimosi organuose tyrimai daZniausiai paremti elementine
analize, pvz., mases spektrometrija ar radioaktyviy izotopy scintigrafija (3, 29,
115). Visgi tokie metodai nesuteikia informacijos, ar KT sudarantys elementai
vis dar yra KT sudétyje, ar nanokristalas suiro ir susidaro Cd turintys skilimo
produktai, pasiZymintys kitomis farmakokinetinémis savybémis. Tuo tarpu
fluorescenciniais metodais aptinkami tik KT, kurie iSlaiko struktiirinj
vientisuma, nes, suirus nanokristalui, jie netenka FL savybiy. Taigi iSsamesneé
analizé¢ apie KT lokalizacija audiniuose galéty biiti atlikta derinant optinius

tyrimus su elektronines mikroskopijos ar masés spektrometrijos metodais.
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4.2. KT prasiskverbimas per placentos barjerg

NeStumo metu ribojamas didelés dalies farmakologiniy preparaty
naudojimas d¢l jy poveikio besivystan¢iam embrionui ar vaisiui. Todél
siekiama sukurti tokius junginius, kurie veikty motinos organizmg, taciau
neprasiskverbty per apsauginj placentos barjerg ir nepatekty i besivystancio
organizmo audinius. Viena i§ tokiy strategijy galéty biiti veikligsias medziagas
chemiskai konjuguoti su KT ar kitomis ND ir pasinaudoti jomis kaip pernasos
platforma. Tokiy vaisty kirimui bitinos iSsamios Zinios apie KT gebéjima
pereiti ] embriono audinius, kokios fizikocheminés savybés lemia jy pernaSos
efektyvumg ir kokj pasalinj poveikj jie gali turéti. Kita vertus, KT
prasiskverbimo per apsauginius barjerus tyrimai aktualis vertinant naujy
komerciniy produkty (pvz., buitinés chemijos, televizoriy, saulés elementy),
kuriy sudétyje yra KT, vartojimo sauguma né§tumo metu. Siame tyrime buvo
nagrinetas CdSe/ZnS-mPEG KT prasiskverbimas per placentos barjerg nesciy
ziurkiy modelyje. 13-t3 néStumg parg, kuomet placenta yra visiSkai
susiformavusi, Ziurkéms j pilvo ertme¢ buvo suleista CdSe/ZnS-mPEG KT ir
véliau tiriama jy farmakokinetika, pasiskirstymas organizme bei susikaupimas
embrionuose.

KT FL kraujo plazmos spektruose buvo aptinkama pra¢jus 15 min po
injekcijos ir didéjo iki 2,5 val, kol pasieké didZiausig vert¢ (pav. 4.8). Véliau
KT FL intensyvumas pradéjo mazeti ir pragjus 24 val jau buvo
nebeaptinkamas. KT FL intensyvumo didéjimas siejamas su jy rezorbcija i
pilvo ertmés ir patekimu j kraujotakg. KT FL mazéjimas greiciausiai vyko dél
KT Salinimo i$ kraujotakos, kuriam didzZiausig ind¢lj turé¢jo paémimas j RES

organus.
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Pav. 4.8. CdSe/ZnS-mPEG KT farmakokinetika Ziurkés kraujyje po suleidimo

1 pilvo ertme 13 néStumo parg (taskai - vidurkis, intervalai — vid. st. nuokrypis,

ngyvﬁnq=4) .

Siekiant nustatyti KT lokalizacijg placentoje bei embrione, gyviinai
buvo Zudomi ir preparuojami, kuomet KT koncentracija kraujotakoje buvo
artima didZiausiai vertei (pasirinktas momentas pra¢jus 3 val po injekcijos).
Praskrodus gyviinus, pasirode, kad KT FL buvo pakankamai intensyvi pilvo
ertmeje ir gal¢jo biiti stebima plika akimi apSvietus UV spinduliuote (pav. 4.9).
Tai rodo, kad didele KT dalis liko suleidimo vietoje ir neiSsiskirsté po
organizmg su krauju. PaSalinus vidaus organus, nugarinéje pilvo sienoje buvo
stebima rySki KT FL juosmeniniuose bei inksty limfmazgiuose (LM), juos
jungianciose limfagyslése bei kriitininiame limfos latake. Tai rodo, kad KT i§
pilvo ertmés patenka j limfinius kapiliarus, prateka pro LM, o véliau jsilieja |

kraujo apykaita.
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Pav. 4.9. CdSe/ZnS-mPEG KT FL (raudona) néSCios Ziurkés organizme
apsSvietus UV spinduliuote, pra¢jus 3 val po KT injekcijos j pilvo ertme. A)
Pilvo organy atspindZio vaizdas; B-D) fluorescenciniai vaizdai; C) KT
susikaupimas inksty limfmazgiuose; D) kriitinés Igstos vidiné puse ir KT FL

limfagysl¢je.

Charakteringa KT FL juosta ties 650 nm buvo stebima visy tirty
motinos audiniy spektruose (pav. 4.10). DidZiausias FL intensyvumas
uZregistruotas cCiobrialiaukeéje bei placentoje. Placentos spektre stipriausiai
pasireiSkia FL intensyvumo sumaz¢jimas ties 580 nm (jduba), kurig sglygoja
hemoglobino sugertis. Kity organy spektruose Sis efektas iSreikStas maZiau.
Vizualiai placenta atrod¢ kraujingesne lyginant su Kkitais organais.
Hemoglobino sugertis (reabsorbcija) sglygojo ir neZymy KT FL juostos
poslinkj, nes jo sugertis stipriai krenta didéjant bangos ilgiui nuo 600 nm (pav.
4.10). To pasekoje trumpabangis KT FL juostos kraStas yra stipriau
paveikiamas kraujo reabsorbcijos efekto ir juostos smailé stebima ties didesniu
bangos ilgiu nei maZiau kraujo turin¢iy organy spektruose, pvz. gimdoje.

Embriono kiine, vaismaiSyje bei virkStel¢je KT FL nebuvo aptikta. Tai
rodo, kad KT grei¢iausiai buvo sulaikyti placentoje ir ] embriono audinius

nepateko.

89
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Pav. 4.10. Normuoti vidutiniai Ziurkés organy FL spektrai, pra¢jus 3 val po
CdSe/ZnS-mPEG KT suleidimo ] pilvo ertme¢ 13 néStumo parg (,K* Zymi
kontroliniy audiniy spektrus). Oksihemoglobino (HbO,) ir hemoglobino (Hb)
sugerties spektry juostos (116) atitinka FL. sumazéjimg audiniy spektruose

(Aa¢=450 nm, Ngyyiny >3, Nmatavimy/ors. =3, NOrmuota ties 620 nm).

Detalesnei KT lokalizacijai audiniuose nustatyti buvo atliekama
placentos bei embriono preparaty (parengty parafinine technika) konfokaline
fluorescencine mikroskopija. KT FL (raudona) buvo aptikta placentoje (pav.
4.11). Ten daugiausiai jy aptikta labirinto zonoje, kurioje gausu motinos kraujo
ir vyksta medziagy pernasa i embriono audinius. KT FL buvo pasiskirs¢iusi
nevienodai ir sudaré netaisyklingos formos rasta, tarp kurio daliy KT FL
nebuvo stebima. Toks KT FL iSsidéstymas atitinka motinos kraujo sinusy
iSsidéstymg tarp choriono gaureliy (pav. 4.11 C). Stipria KT FL
pasiZymintiems audinio fragmentams buvo biidinga maZesnio intensyvumo
savitoji fluorescencija (Zalia) lyginant su aplinkiniu audiniu. Tai gal¢jo buti
salygota kraujo sugerties, kuri yra intensyvi regimojo spektro srityje iki 600
nm, tame tarpe ir 488 nm Zadinanciai spiduliuotei (€oksihemoglobino, 488nm=24670
cm'M™) (116). Kita vertus embriono audiniuose yra didesné¢ endogeniniy
fluorofory (baltymy, kofermenty ir kt.) koncentracija negu kraujyje, kurie
salygoja stipresn¢ fluorescencijg. Todel tikétina, kad silpna savitgja
fluorescencija ir stipria KT FL pasiZyminCios dalys priskiriamos motinos
kraujui. Tuo tarpu embriono audiniuose KT FL nebuvo aptikta. Juose buvo

registruojami pavieniai intensyviai Svytintys objektai. Naudojant spektrinj
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detektoriy buvo gauta papildoma informacija, kuria galima identifikuoti KT FL

ir atskirti jy Svytéjimg nuo audinio savitosios fluorescencijos. Spektrin¢ analizé

leido jvardinti, kad embriono kiine stebima fluorescencija priskiriama ne KT.

A Placenta
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Psv. 4.11. A) Ziurkés placentos ir embriono preparaty konfokaliné
fluorescenciné mikroskopija, pragjus 3 val po CdSe/ZnS-mPEG KT suleidimo
1 pilvo ertm¢ 13 néStumo parg (x60/1,4 obj., A;,q=488 nm). Nuotraukose
pazymeti plotai, i§ kuriy gauti B dalyje pateikti spektrai. C) Placentos labirinto
zonos histologinis vaizdas (dazyta HE, x10/0,1 obj.). ISdidinus (C,;) galima
atskirti motinos ir embriono kompartmentus, kuriy iSsidéstymas atitinka

fluorescencinés mikroskopijos vaizde matoma struktiirg (A).

Taigi tiek fluorescencinés spektroskopijos, tiek mikroskopijos rezultatai

rodo, kad, neéSciai Ziurkei suleidus KT, jie iSsiskirsto po visg organizma,
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gausiai kaupiasi placentoje, taCiau ] embriong nepatenka. Tai liudija, jog
placentos barjeras efektyviai apsaugo embriong nuo CdSe/ZnS-mPEG KT

pernasos.

KT prasiskverbimo per placentos barjera tyrimy aptarimas

I pilvo ertme suleidus CdSe/ZnS-mPEG KT, jy koncentracija auga iki
2,5 val ir veliau pradeda maZzéti. Remiantis polistireno ND pernaSos per
placenta tyrimais, ND pusiausvyra Zmogaus placentoje ex vivo tarp motinos ir
embriono kraujotakos nusistovi per 2-3 val (102). Todel musy pasirinktas 3 val
inkubacijos laikotarpis turéty buti pakankamas, kad esant KT pernasai per
placentos barjera, jie jau patekty j embriong. Juolab, kad Ziurkés organizme
metaboliniai procesai yra Zenkliai greitesni negu Zmogaus. Kaip rodo kity
mokslininky atlikti tyrimai, po intraveninés injekcijos KT koncentracija
kraujyje padidé¢ja labai staigiai ir didZiausig verte pasiekia per kelias minutes,
po ko seka jy eksponentiskai létéjantis iSsiplovimas (12, 29). Siame tyrime
stebétas létas KT koncentracijos kraujyje augimas siejamas su jy léta rezorbcija
1§ pilvo ertmeés. Raudona KT FL Ziurkés limfin¢je sistemoje buvo atskiriama
nuo aplinkiniy audiniy savitosios fluorescencijos fono. Tai rodo, kad KT
efektyviai migruoja i§ suleidimo vietos per limfing sistema. Tuo tarpu KT FL
kraujagyslése buvo nezymi ir i§ aplinkiniy audiniy neiSsiskyré. Pragjus 3 val.
po suleidimo, pakankamai daug KT buvo like pilvo ertm¢je. Todel pasirinktas
suleidimo biidas salygojo KT rezervuaro susidarymg pilvo ertme¢je, léta bei
ilgalaikj jy drenazg per limfine sistemg ir jtekéjimg j kraujotaka.

Sisteminis KT iSneSiojimas salygojo jy susikaupimg visuose tirtuose
motinos organuose, jskaitant placenta. Sio tyrimo gautais duomenimis, KT
nepatenka j néscios Ziurkés embriong. Tokj KT sulaikymg galima aiSkinti
motinos-embriono barjeru, kurj histologiskai atitinka trys iStisiniai trofoblasto
sluoksniai ir kuriy lgstelés tarpusavyje sujungtos glaudziosiomis, adhezinémis
ir plySinémis jungtimis, ribojan¢iomis makromolekuliy prasiskverbimg tarp
Iasteliy (82). Alternatyvus KT patekimo kelias galéty buti translgstelinis buidas.
Yra parodyta, kad ND patekimo j embriong kelias priklauso nuo jy dydzio.

92



Tiriant 5-6 nm dydZzio PAMAM dendrimery perna$a Zmogaus placentos
perfuzijos modelyje, paaiskéjo, jog jie prasiskverbia per tarplastelines jungtis ir
daugiausiai kaupiasi choriono jungiamajame audinyje, o trofoblastuose
aptinkami tik jy pédsakai (79). Tuo tarpu 50 — 240 nm dydzio polistireno ND
peréjo 1§ placentos translgsteliniu biidu ir gausiai kaupési trofoblasto Igstelése,
o didesnés — 500 nm ND barjero nejveiké (102). Taigi skirtingy tipy ir fizikiniy
charakteristiky ND jveikia biologinius barjerus skirtingai. Miisy tyrime
naudoty KT HS borato buferiniame tirpale yra ~23 nm (113). Remiantis
literatiiros duomenimis tokio dydZzio KT nejveikia inksty glomeruly barjery ir
néra filtruojami j Slapima pelése (40, 117). Placentos trofoblasto sluoksnis yra
fiziologiSkai pritaikytas dar labiau sulaikyti medziagy difuzijg, todel tyrime
naudoti KT grei¢iausiai yra per dideli, kad patekty ; embriono audinius per
tarplastelinius plySius. KT translgsteliné pernaSa yra daug sudétingesnis
procesas, kad jo naSumg galima bity paaiSkinti vien fizikinemis KT
savybémis. Galima tik pasakyti, kad jam jvykti, KT turi buti jsisavinami j
lasteles, kryptingai transportuojami jy viduje ir sekretuojami bazingje lgsteliy
membranoje. Yra parodyta, kad KT yra endocituojami jvairiy Igsteliy tipy ir
ilgalaik¢je perspektyvoje lokalizuojasi jy organelése, pvz., endosomose,
multivezikuliniuose kiineliuose, taiau jy egzocitozé ar sekrecija in vitro
nestebima (103, 118). Sie faktai ir misy rezultatai formuoja nuomone, kad KT
néscios ziurkeés organizme gali kauptis placentoje, taciau i jos } embriong néra
perneSami.

KT pernaSa per placentos barjerg néra placiai iStirta. Yra parodyta, kad
peléems suleidus CdTe/CdS KT, dengty skirtingais pavirSiniais ligandais, jy
Serd] sudarantis kadmis aptinkamas embrione, taciau fluorescencinés
mikroskopijos analizé nepatvirtino KT kaupimosi jame (3). Kadmio
susikaupimas embrione priklausé nuo KT dydZio bei pavirSiaus padengimo.
Tokie rezultatai aiSkinami tuo, jog KT patekus j motinos organizma, jie gali
suirti (5), o juy skilimo produktai, pvz., kadmio junginiai, pasizymi Kkitais
metaboliniais keliais ir placentos barjerg jau gali jveikti (119). Taip pat

teigiama, kad stabilizavus CdTe/CdS KT nanokristaly SiO, arba PEG
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apvalkalu, kadmio koncentracijos embrione buvo Zenkliai mazesnés. Tai galéjo
salygoti geresn¢ nanokristalo apsauga nuo sgveikos su organizmo molekulémis
ir didesnj KT stabilumg. Kita vertus, papildomi dangalai jtakoja dalelés
skersmenj ir tai gali pabloginti jy pracinamuma per placentos barjera. Sis
neapibréZtumas rodo, kad KT prasiskverbimas per motinos-embriono
apsauginj barjerg yra menkai suprastas ir reikalingi i§samesni tyrimai. Visgi
daugiau KT lokalizacijos tyrimy fluorescenciniais metodais placentoje ir
embriono audiniuose neatlikta. Siame darbe pristatyti rezultatai rodo, kad
fluorescencine mikroskopija derinama su klasikinés histologijos metodu ir
fluorescencine spektroskopija gali biiti sékmingai pritaikyta tiriant KT

patekimg ] embriong.

4.3. KT lokalizacija odoje ir migracija organizme

4.3.1. Po oda suleistu KT lokalizacija audiniuose

Siekiant iStirti KT pasiskirstymg odoje ir iSnagrinéti jy migracijos
audiniuose kelius, peléms po oda buvo suleidziama CdSe/ZnS-mPEG KT
tirpalo ir pra¢jus 1 bei 24 val. peliy audiniai buvo preparuojami, parengiami jy
parafininiai pjuviai ir atlieckama konfokaliné¢ fluorescenciné mikroskopija.
Tiriant parengtus odos preparatus, audinio savitoji fluorescencija buvo stebima
Zzaliame RGB detektoriaus kanale. Gautuose vaizduose galima atskirti
pagrindinius odos sluoksnius, raumens skaidulas, plauko folikulus, riebaly bei
prakaito liaukas ir kitas charakteringas struktiiras (pav. 4.12). Po oda suleidus
CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalo, raudona KT FL odos preparatuose buvo stebima
pasiskirsCiusi netolygiai. KT buvo gausiai susikaupg dermoje, poodyje ir giliau
esancio raumens jungiamajame audinyje (pav. 4.12). Visgi KT FL nebuvo
aptikta epidermyje, plauky folikuluose, riebaly liaukose ir raumeninése
skaidulose. KT pasiskirstymas po 1 ir 24 val. i§ esmés nesiskyre, taiau po 24

val. preparatuose buvo stebimas maZesnis FL intensyvumas.
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Pav. 4.12. KT pasiskirstymas odoje. Konfokalinés fluorescencinés (A, C) ir
pralaidumo (B, D — PAS daZymas) mikroskopijos pelés odos preparaty
(parafinin¢ technika) nuotraukos, praé¢jus 24 val. po CdSe/ZnS-mPEG KT
tirpalo suleidimo po oda. KT FL (raudona) stebima dermoje, poodyje bei
raumenyje (A). KT gausiai kaupiasi palei bazing membrang, taciau nepatenka |

epiderm;j (C) (A, B: x20/0,5 obj., C, D: x60/1,4 obj., A;,q=488 nm).

Dermoje ir poodyje KT buvo pasiskirste tolygiai. Tai rodo, kad dermos
audinio struktiira neriboja KT difuzijos. Intensyvesne KT FL stebima aplink
jungiamojo audinio kolageno skaidulas. Tai leidZia jtarti, kad KT sgveikauja su
tarplgstelinés medziagos baltymais ir juos aplimpa. Didesnio didinimo
fluorescenciniuose vaizduose aiSkiai matoma, kad KT susikaup¢ palei dermos-
epidermio jungt], taCiau Sios ribos nejveiké ir KT j epidermj nepateko (pav.

4.12 C).
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Pav. 4.13. KT susikaupimas aplink plauko folikulg. Fluorescencinés (A, C, C)

ir pralaidumo (B, D — PRS daZymas) mikroskopijos odos preparaty nuotraukos

(parafininé technika), pra¢jus 1 val. po CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalo suleidimo

po oda. KT FL stebima aplink plauko folikulg (A), dermos papiloje (C, C,),
taciau j folikulg KT nepatenka (x60/1,4 obj., A;,;=488 nm).

Didelis KT FL kontrastas buvo stebimas ir aplink plauko folikulus: KT

gausiai kaupési dermoje, taciau iSorinés plauko maksties lgstelése ar kitose

folikulo dalyse bei riebalinése liaukose jy susikaupimas nenustatytas (pav.

4.13). Atlikus fluorescencine analize ir véliau bandinius nudaZius PRS daZu,
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kuris iSrySkina bazing¢ membrang, galima buvo tiksliau pasakyti, kad KT FL
neprasiskverbia per bazing epidermio membrang. Tai rodo, kad Sis
ekstralgstelinis darinys yra nepralaidus tyrime naudotoms nanodaleléms. KT
aptikti plauko papiloje, ta¢iau jy nebuvo Salia esanCiame plauko matrikse
(pav.4.13 C, C,). Sioje vietoje, barjeras tarp audiniy yra ploniausias ir ten
vyksta intensyvi medZiagy pernaSa, biitina matrikso lasteliy proliferacijai
uztikrinti. Taciau netgi tokiomis salygomis KT j plauko folikulg nepatenka.
Nors dauguma dermoje lokalizuoty KT buvo stebimi aplipe aplink
skaidulas, jy FL buvo stebima ir dermos lgsteliy viduje (pav. 4.14). Jose KT
daugiausiai kaupési citoplazmoje ir buvo pasiskirst¢ ne tolygiai citozolyje, o
susitelke j sankaupas (pav.4.14 A;). KT aptikti perinuklearinéje zonoje, taciau
nepateko ] lasteliy branduolius. Toks KT FL pasiskirstymas lastel¢je leidzia
teigti, kad jie kaupiasi endosomose irba endoplazminiame tinkle. Spektriniu
detektoriumi gauti duomenys rodo, kad KT FL spektras lasteléje nepakito
lyginant su kiuvetéje iSmatuotu injekcinio KT tirpalo spektru (pav. 4.14 C).
Spektriniy savybiy stabilumas in vivo rodo, kad CdSe/ZnS-mPEG KT optinés
savybés ir cheminé struktiira nepakinta jiems patekus i lasteliy vidy. Taigi
Iastelés fermentai bei kitos biologiSkai aktyvios molekulés nesukelia imios Siy
KT degradacijos, kuri pasireikSty kaip KT FL spektro formos poky¢iai ar FL.

isnykimas. Sios lastelés morfologiskai atrodé sveikos ir gyvybingos.
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Pav. 4.14. Konfokalinés fluorescencinés (A, A;) ir pralaidumo (B — PRS
daZymas) mikroskopijos odos preparaty nuotraukos (parafininé technika). KT
susikaupimas dermos Igstelése (apibrauktos) praéjus 1 val. po CdSe/ZnS-
mPEG KT tirpalo suleidimo po oda. C — KT FL spektras 1gstel¢je, gautas i§ A,
dalyje pazyméto plotelio (x60/1,4 obj., A;,¢=488 nm).

Vertinant dazyty preparaty pralaidumo mikroskopijos vaizdus nustatyta,
kad daugiausiai KT sukaupusios Igstelés pasiZzymi grudéta citoplazma (pav.
4.14 B). Remiantis odos morfologija Sios lastelés priskiriamos putliosioms
lastelems arba makrofagams. KT taip pat aptikti eozinofiluose. KT kaupimasis
fibroblastuose bei kitose Igstelése buvo maZiau intensyvus. Raumeninése
skaidulose ir adipocity vakuolése KT neaptikta visiSkai, nepaisant intensyvios
ju FL aplink Iastelés membrang.

Kadangi KT susikaupimas dermoje iSliko pakankamai gausus iki 24

val., buvo iSkelta hipoteze, kad jie galéty buti pasalinti i§ odos per prakaito
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liaukas. Siekiant tai iSsiaiskinti, KT buvo suleisti j peliy pady poodj, nes biitent
ten aptinkamos grauziky prakaito liaukos (120). Mikroskopijos vaizduose buvo
aiSkiai matoma, kad KT buvo susitelke aplink Sias liaukas, taciau jy viduje KT

neaptikti. Tai rodo, kad KT nepateko j epitelines liauky lgsteles, todél jie negali

Tunica
adventitia

Tunica media £&—

Tunica intima

Pav. 4.15. KT susikaupimas giliose odos struktiirose: aplink prakaito liaukas
(A), arterijg ir nervg (C). Konfokalinés fluorescencinés (A, C) ir pralaidumo
(B, D — HE daZymas) mikroskopijos odos preparaty (parafinin¢ technika)
nuotraukos, pra¢jus 1 val. po CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalo suleidimo po oda
(x20/0,5 obj., A;,q=488 nm).

KT buvo stebimi periferinio nervo iSoriniame apvalkale (epineuriume),
taCiau raudona FL juosé patj nervg ir giliau j nervo audinius (perineuriuma,
Svano lasteles ar neuronus) nepateko (pav. 4.15 C). Tai rodo, kad KT laisvai
difunduoja puriajame jungiamajame audinyje, kuriame baltyminés skaidulos

1SsidésCiusios pakankamai dideliais atstumais, kad tarp jy galéty laisvai judéti
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KT. Tuo tarpu perineuriumg sudaro tankiai susiglaudusios kolageno skaidulos
ir tokia audinio organizacija riboja KT migracijg bei gilesnj jsiskverbimg |
nervo audinius.

PanaSiai KT FL stebéta stambiy kraujagysliy iSoriniame dangale —
adventicijoje (tunica adventitia), taCiau i vidurinj raumeninj sienelés sluoksnj
(tunica media) jie neprasiskverbe (pav. 4.15 C). Adventicijos audinio struktira
panasi ] epineuriumo ir joje KT gali laisvai difunduoti. Tafiau raumeninj
sluoksnj sudaro glaudZziai susietos lygiyjy raumeny skaidulos ir tarpai tarp jy
tikriausiai yra nepakankami, kad KT galéty pro juos patekti. Tikétina, kad
raumeniniy skaiduly baziné membrana formuoja bendrg iStising membrana, t.y.
tanky baltyminj tinklg, kuris papildomai riboja KT judéjima (121).

Palyginimui buvo tirtas maZos molekulinés masés organinio daziklio -
rodamino B - pasiskirstymas audiniuose suleidus jo tirpalo po oda (pav. 4.16).
DidZiausia Sio daZiklio fluorescencijos dalis pateko i ,,Zalig* (500-590 nm)
RGB detektoriaus kanala, kuriame buvo stebima ir savitoji audinio
fluorescencija. Taigi Siuo detektoriumi buvo beveik nejmanoma atskirti
rodamino B FL nuo audinio savitosios fluorescencijos fono. Tod¢l Siuo
dazikliu paveikty bandiniy vaizdinimui buvo pasirinktas spektrinis detektorius.
Kitaip nei KT, rodamino B FL buvo stebima visuose odos sluoksniuose
iskaitant epidermj, plauky folikulus, riebaly liaukas, kraujagysliy sieneles bei
raumens lgsteles. Toks pasiskirstymas atspindi daugumos panaSaus dydzZio
organiniy junginiy (bei po oda leidZiamy vaistiniy preparaty) praktiSkai
neribojamg difuzija audiniuvose ir patekimg ] tas odos dalis, kurios
nepasiekiamos KT. Rodamino B spektras bandinyje yra paslinktas i
trumpabange puse ir iSplites lyginant su vandeninio tirpalo, kuris buvo
suleidZiamas pelei, spektru (pav. 4.16 C). Sie spektriniai skirtumai galéjo
atsirasti dé¢l pakitusios molekulés aplinkos, nes preparuojant bandinj, jis buvo

dehidratuojamas organiniais tirpikliais ir jliejamas j parafing.
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Pav. 4.16. Konfokalinés fluorescencinés (A, D) ir pralaidumo (B, E — HE

dazymas) mikroskopijos odos preparaty nuotraukos (parafinin¢ technika),
pragjus 1 val. po injekcijos po rodamino B injekcijos po oda (A, B) ir
nesuleidus rodamino B (D, E — kontroliniai vaizdai). C ir F dalyse pateikti
atitinkamai A ir D nuotraukose paZymety ploty spektrai bei rodamino B

injekcinio tirpalo spektras (x20/0,5 obj., A;,;=488 nm).

Aptarti rezultatai rodo, kad po oda suleisti KT pasiskirsto dermyje,
poodyje ir dalyje raumens. KT Ilaisvai migruoja puriame jungiamajame
audinyje, prasiskverbia tarp raumeniniy skaiduly bei adipocity. Visgi KT
difuzija audiniuose yra ribojama tam tikry uZlasteliniy struktiiry ir tai salygoja
KT nepatekimg j epidermj, plauky folikulus, riebalines bei prakaito liaukas.
Minétos odos dalys nuo dermos yra atskirtos bazine membrana, kuri sudaryta
1S tankiai i8sideésciusiy skaiduliniy baltymy komplekso. Taigi baziné membrana
uzima svarby vaidmenj ne tik epitelinio audinio lasteliy augime, bet ir

funkcionuoja kaip pasyvus filtras junginiy pernasai i§ dermos j epiderm;.

4.3.2. Po oda suleisty KT migracija organizme
Po oda suleidus CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalo, jy lokalizacija gyvame

organizme buvo vertinama fluorescencinio vaizdinimo ir fluorescencinés
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spektroskopijos metodais. ISkart po suleidimo gyva pel¢ buvo stebima
neinvaziSkai vaizdinant visg gyving. Fluorescenciniuose vaizduose KT FL
buvo iSplitusi aplink dirio tasSkg ir toks pasiskirstymas iSliko visg stebéjimo

laikotarpj iki 24 val (pav. 4.17).

KT Rodamino B
KT fotoliuminescencija fotoliuminescencija

fotoliuminescencija  Zad.f.. 450-490 nm  Zad.f.: 504-550 nm
ir atspindys Emis. f.. 615-685 nm  Emis. f.: 570-630 nm

Kontroliniai vaizdai

Prie$ suleidziant KT
Zad.f.. 450-490 nm

In vivo Emis. f.: 615-685 nm
5 min
In vivo
2 val
Pries suleidziant Rodamino B
Zad. f.: 504-550 nm
Emis. f.: 570-630 nm
Pasalinus
vidaus
organus
2val

Pakinklio LM /

Pav. 4.17. CdSe/ZnS-mPEG KT ir rodamino B FL pasiskirstymas pelés
organizme pracjus 5 min ir 2 val po poodinés injekcijos. Atlikus in vivo
vaizdinimg, buvo paSalinami vidaus organai ir stebimas KT susikaupimas
limfingje sistemoje. ,,Zad. f.* ir ,,Emis. f.“ nurodo naudoty Zadinimo ir emisijos

filtry pralaidumo sritis, kurios pavaizduotos ir pav. 3.2.

Po 2 val gyvinams buvo atliekama cerebrospinalin¢ dislokacija,

skrodimas ir vertinamas fluorofory susikaupimas vidaus organuose. KT FL
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buvo stebima juosmens, klubiniuose bei inksto LM ir stebima kriitininiame
limfos latake (pav. 4.17). KT aptikti poodiniuose suleidimo vietos
limfmazgiuose ir toliau plintant limfagyslémis j kirkSnies bei pazasties LM
(pav. 4.19).

Fluorescencin¢  spektroskopija patvirtino Siuos duomenis. KT
charakteringa FL juosta ties 650 nm buvo iSskiriama LM ir kraujo spektruose,
taciau ji neaptikta kity vidaus organy spektruose (pav. 4.18). SkrandZio ir
Zarnyno spektruose buvo stebima fluorescencijos juosta su smaile ties 663 nm,
iSplitusi j ilgabange sriti. Si fluorescencija greiGiausiai salygota peliy pasare

esanciy augaliniy pigmenty ar mikrofloros.

8- 650 nm — Kraujas
= — Kepenys
s 6l — Inkstas
) — Sirdis
E — Plauciai
; 4+ — Plonoji zarna
L 663 nm — Skrandis
£ 5] — Limfmazgis
o - - KT tirpalas
L

0

550 600 650 700 750 800
Bangos ilgis, nm
Pav. 4.18. Pelés vidaus organy fluorescencijos spektrai, pra¢jus 2 val. po

CdSe/ZnS-mPEG KT injekcijos po oda (A;,q=450 nm). Spektrai normuoti ties

620 nm (ngyvﬁnq/grupéje 22, nmatavimq/org.=3)-

Sie rezultatai rodo, kad KT pagrindinis KT pasi$alinimo i§ audiniy
kelias yra per limfing sistemg. Nors KT gausiai kaupiasi LM, taciau tik dalis jy
yra uzlaikomi, o lik¢ KT prateka per limfine¢ sistemg, patenka j krttininj limfos
lataka, kuris atsiveria j poraktine vena. Todé¢l j limfg pateke KT néra sulaikomi
limfingje sistemoje ir véliau gali jsilieti ] kraujotakos sistemg. Taigi teoriskai
KT gali patekti j krauja dviem keliais: rezorbuotis i kraujo kapiliarus suleidimo

vietoje ir jtekéti su limfa j venine kraujotaka. KT atsiradimas kraujyje iSkelia
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prielaida, kad kazkiek KT pasiskirst¢é po visg organizmg ir pateko i visus
organus. Taciau jy koncentracija greiiausiai buvo per maza, kad jie bity
aptikti naudotu metodu.

Tuo tarpu rodamino B FL 1§ pradziy buvo stebima suleidimo vietoje,
taCiau daZas sparciai plito organizme ir jau po 5 minuciy FL. buvo stebima
visame organizme (pav. 4.17). Dazo FL intensyvumas augo viso steb&jimo (2
val) laikotarpyje. ISskrodus gyviing, rySki rodamino B FL buvo stebima
visuose audiniuose. DazZas pasiskirsté pakankamai tolygiai ir gausesnio

susikaupimo vietos neisSskiriamos.

A

Kaklas

RazZastinis LM (D)

Letena

i
Limfagyslé (C)

Pilvas

Kraujagyslé

2 o

5 g %
R

Pav. 4.19. A) CdSe/ZnS-mPEG KT susikaupimas pelés limfin¢je sistemoje,
matomas apsSvietus UV lempa, praéjus 2 val. po KT suleidimo po oda; B) Tos

pacios vietos atspindzio vaizdas; C-E) Pelés audiniy preparaty (parafininé
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technika) konfokalinés fluorescencinés (C-E) ir pralaidumo (C‘-E‘ — HE
dazymas) mikroskopijos vaizdai: C — limfagysle, D — limfmazgis, E —
i8didintas limfmazgio sinuso fragmentas (C: x20/0,5 obj., D,E: x60/1,4 obj.,
As2q=488 nm).

KT FL limfinéje sistemoje buvo stebima ir plika akimi, apSvietus
audinius UV lempa (pav. 4.19). Tai sudaro salygas atlikti fluorescencinj
limfinés sistemos vaizdinimg naviky Salinimo operacijos metu, kuomet svarbu
vizualizuoti potencialiai patologinius limfmazgius. Atlikus iSpreparuoty
limfinés sistemos daliy pjiviy mikroskoping analize, paaiSkéjo, kad KT FL
buvo intensyvi limfoje, o limfocituose jy susikaupimas buvo nezymus (pav.
4.19 C). Limfmazgiuose KT daugiausiai aptikta poZieviniuose ir Serdiniuose
sinusuose, tuo tarpu limfiniame audinyje KT FL buvo praktiskai nestebima
(pav. 4.19 D). Taip pat nustatyta, kad KT kaupési 1asteliy citoplazmoje ir joje
pasiskirste ne tolygiai, o gridétai (pav. 4.19 E). Tai greiCiausiai salygojo jy
susikaupimas liposominése puslelése dé¢l endocitotinio patekimo } Iastele. KT
neaptikta lasteliy branduoliuose. KT kaupimasis Igstelése priklauso nuo jy
tipo: limfocituose KT FL buvo nezymi, o makrofaguose KT kaupesi

gausiausiai.

Po oda suleisty KT pasiskirstymo tyrimuy aptarimas

Poodiné KT injekcija leido tirti epidermio barjerines savybes i§ vidaus,
t.y., KT pernasa bazaline-apikaline kryptimi. Anks¢iau KT pernasa i§ dermos j
epidermj nebuvo tirta. Tyrimai taip pat svarbiis siekiant prognozuoti KT
lokalizacija ir poveik] organizme, jei jie prasiskverbty i§ aplinkos per
epidermio barjerg ji paZeidus ar jvedant diagnostikos tikslais.

Gauti rezultatai rodo, kad KT prasiskverbimas per epidermio-dermos
ribg yra stipriai apribotas ir praktiSkai nevyksta. Tai jdomus faktas, nes
daZniausiai odos barjeriné funkcija priskiriama raginiam epidermio sluoksniui
ir tarplastelinéms keratinocity jungtims. Tuo tarpu bazinés membranos jtaka

medziagy patekimui i$ iSorés i dermg bei i§ dermos kraujotakos i epidermj yra
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menkai iStirta(69, 70). Literatiroje galima rasti netiesioginiy bazinés
membranos s3sajy su jos barjerinémis savybémis. Nustatyta, kad ant Zmogaus
odos in vitro uztepus gelezies oksido ND, jos geba pereiti raginj sluoksnj ir
jsiskverbti ] epidermio gyvy lasteliy sluoksnius (pvz., griidétaji epidermyj),
taCiau Siy ND peréjimas i§ epidermio j derma nestebétas (69). Kato S. su
bendraautoriais (2009) parode, jog ant odos uZtepus C-60 fulereny, 7%
naudotos dozes susikaupé epidermyje, taciau per 24 val. jie ; derma nepateko.
Sie tyrimai ir i§sami Prow T.W. su bendraautoriais apZvalga (62) pazymi, kad
daugumos ND per¢jimas i§ epidermio ] dermg yra stipriai apribotas ir
daugumoje tyrimy nenustatomas. Tokios ND lokalizacijos prieZastys menkai
iSnagrinétos. Misy gauti rezultatai galéty 1S dalies paaisSkinti aptartus
literatiiros duomenis, kad KT yra sulaikomos ties epidermio-dermos riba. Sioje
audiniy sandiiroje didele reikSme¢ vaidina baziné membrana, kuri galéty
funkcionuoti kaip pasyvus filtras, sudarytas 1S fibriliniy baltymy bei
proteoglikany tinklo, ir uZkertantis KT ar kity stambiy dariniy pernasg tarp
epidermio ir dermos.

KT sulaikymas ties bazine membrana gali biiti panaudojamas jos
vientisumo vertinimui (nefropatijos ar karcinomy atveju), nes jos struktiiros
pokyciai ir persitvarkymas yra kai kuriy ligy priezastis. KT taikymas bazinés
membranos funkcijos tyrimui galéty biiti panaudojamas in vivo naudojant
neinvazinj fluorescencinio vaizdinimo metodus. Yra parodyta, kad gelezies
oksido ND sékmingai pritaikytos inksty glomeruly bazinés membranos
integralumo tyrimui  magnetinio rezonanso tomografijos metodu (117).
Optiniai metodai gali biiti pritaikomi vaizdinti tiek Iasteliy lygyje tiriamaisiais
tikslais, tiek ir audiniy lygyje operacijy metu. Be to jie yra sglyginai pigs.

Kadangi pagrindinis odos barjero vaidmuo daugumai junginiy
priskiriamas raginiam epidermio sluoksniui, manoma, kad plauko folikulas
galéty biiti alternatyvus vaisty patekimo j odg budas (61, 122). Plauko Saknyje
epidermis yra itin plonas, o raginio sluoksnio visiSkai néra (123). Plauky
folikulai iSsitesia giliai | odg ir jie apraizgyti tankiu kapiliary tinklu. Tai

salygoja efektyviag per folikulg prasiskverbusiy vaistiniy preparaty rezorbcijg |
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kraujg ir sisteminj pasklidimg organizme. Miisy rezultatai rodo, kad KT
nepatenka i§ dermos j plauko folikulg. Nustatytas gausus KT susikaupimas
dermos papiloje, kuri charakteringa plaukui esant anageno stadijoje, kuomet
yra intensyviausias plauko augimas ir 13steliy metabolizmas (124). Taigi KT
nepatenka i plauko Saknj net vykstant aktyviai maisto medZiagy apykaitai
plauko matrikse, t.y. kuomet KT perna3os tikimyb¢ didZiausia. Sie rezultatai i3
dalies antrina tyrimams, kuriuose parodyta, kad 1S iSorés uZteptus polimeriniy
ND emulsijos, jos susikaupia folikule, taciau i$ jo negali prasiskverbti i dermg
(60, 61). Taigi miisy rezultatai papildo literatiros duomenis, kad KT negali
prasiskverbti per bazinés membranos skiriamus audinius ne tik apikaline-
bazaline, bet ir bazaline-apikaline kryptimi.

Konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos rezultatai rodo, kad KT
kaupiasi dermos lgstelése. Jy netolygus pasiskirstymas citoplazmoje liudija, jog
KT susikaupe piislelése ir greiiausiai pateko ] Igsteles endocitozés biidu. Yra
parodyta, kad jvairios odos Igstelés geba jsisavinti aplinkoje esancias ND in
vitro: kiety lipidy ND kaupési keratinocity citoplazmoje (125); fulerenai aptikti
putliyjy Iasteliy lizosomose, mitochondrijose bei endoplazminiame tinkle
(126); KT susikaupimas praneSamas fibroblastuose (103), dendritinése
lastelése (127) bei makrofaguose (106). Visgi KT vidulastelinis kaupimasis in
vivo yra daug maZiau iStirtas, nors tokie tyrimai itin svarbiis klininkiniams jy
taikymams.

KT patekimas j odos lasteles svarbus panaudojant juos kaip vaisty
neSiklius bei fluorescencniame vaizdinime. Kita vertus kai kuriy ND
kaupimasis Igstelése gali sutrikdyti baltymy sinteze, paveikti 1asteliy judruma,
sulétinti jy proliferacijg, sukelti uZzdegimines, alergines reakcijas bei sukelti
toksinj poveikj organizme (127, 128). Todél KT kaupimasis lgstelése svarbus

vertinant jy toksikologines savybes.
Po oda suleisty KT migracija organizme
CdSe/ZnS-mPEG KT aptikimas odoje po 24 val rodo, kad didele dalis

suleisto tirpalo neiSsiskirsté 1§ suleidimo vietos ir nepasiSalino i§ organizmo.
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KT susitelké aplink prakaito liaukas, taciau jy nepatekimas j epitelines lasteles
rodo, kad Sios KT negali buti pasalintos su prakaitu, nors dalis organiniy
toksiny bei vaistiniy preparaty yra Salinami Siuo budu (129). KT patekimas i
prakaito liaukas ir Salinimas su jy sekretu iki Siol nebuvo nagrinétas.

Léta KT Salinimo kinetika 1§ dermos visy pirma susijusi su jy ribota
difuzija odos audiniuose. Pagrindiniai medZiagy migracijos i$ tarplastelinés
terpés keliai yra tiesiogiai patekti ] kraujo arba limfos kapiliarus. Migracijos
greitis visy pirma siejamas su junginiy per¢jimu per kapiliaro sienele. Kraujo
kapiliary sienele sudaro iStisinis endotelio lasteliy sluoksnis, kurios tankiai
susijungusios glaudZiosiomis ir adhezinémis jungtimis. Endotelio Igsteles
dengia pericitai ir juosia iStisiné baziné membrana. Kaip rodo gauti rezultatai,
KT gana gerai sulaikomi bazinés membranos dengiamy audiniy (epidermio,
riebaly ir prakaito liauky, plauko folikuly, raumeniniy skaiduly). PrieSingai nei
lasteliy membranos, turincios jvairiy kanaly, neSikliy bei pasiZymincios
aktyvia medZiagy pernaSa, baziné membrana yra sudaryta i§ tankaus fibriliniy
baltymy tinklo (kolageny, laminino, proteoglikany ir kt.) (130), kuris
mechaniniu pozidiriu veikia kaip pasyvus filtras, neleidZiantis prasiskverbti
tirtiems KT. Per bazing membrang praéj¢ junginiai turi jveikti ir endotelio
lasteliy uzkardg. Tam medZiagos turi prasiskverbti translasteliniu biidu arba
difunduoti tarp lasteliy interlgsteliniu keliu. Pastarojo btido naSumas priklauso
nuo endotelio pory dydzio, kuris odoje yra apie 5 nm (38). Sie kapiliaro
sienelés ypatumai greiciausiai sglygojo stipriai apribotg CdSe/ZnS-mPEG KT
rezorbcija ] kraujo kapiliarus.

Tuo tarpu limfos kapiliarai yra fiziologiSkai prisitaike pernesSti didesnius
darinius: plazmos baltymus, patogenus, imunines lgsteles ir kt. Tod¢l jy
sienelés skiriasi nuo kraujo kapiliary. Limfos kapiliarai yra didesnio
skersmens, nereguliaraus dydZzio, endotelio lgstelés mazesnes, jy sluoksnio
nedengia pericitai. Taip pat svarbu, kad jy baziné membrana yra ne iStisine,
joje maZiau kai kuriy struktiiriniy baltymy, pvz., lamininy(131). Sie skirtumai
lemia didesnj limfagysliy laidumg kai kurioms makromolekuléms. Manoma,

kad tai salygojo efektyvy KT patekimg j limfos kapiliarus. KT lokalizacija
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limfinéje sistemoje salygoja aukSta KT FL kontrastag LM su aplinkiniu audiniu
ir tai galima panaudoti limfinés sistemos vizualizavimui tiriant limfotakos
fiziologija bei klinikiniuose taikymuose, pvz., limfonodektomijos metu.

Rodamino B pasiskirstymas organizme iliustruoja mazos molekulinés
masés junginio elgesj organizme. D¢l savo matmeny dazas lengvai
prasiskverbia per poodZio kapiliary sienelg, patenka i kraujg ir yra greitai
1SneSiojamas po visg organizmg. Taigi KT migracija organizme yra i§ esmes
kitokia nei mazos molekulinés masés junginiy.

Kiti autoriai taip pat stebéjo KT susikaupimg limfmazgiuose suleidus jy
po oda (132-134). Straipsniuose pazymima, kad KT leidZia vizualizuoti limfing
sistemg dideliu kontrastu aplinkiniy audiniy atZvilgiu ir tai suteikia galimybiy
panaudoti juos fundamentiniuose limfotakos tyrimuose, diagnozuojant
mikrometastazes LM arba realaus laiko audiniy vaizdinimui operacijos metu.
Visgi detali KT ar kity ND lokalizacija LM néra i1Ssamiai iStirta. Yra parodyta,
kad KT daugiausiai aptinkami poZieviniuose ir Serdiniuose LM sinusuose (133,
135), taciau KT lokalizacija Igsteliniu lygiu néra aptarta. Musy rezultatai
papildo literatiiros duomenis ir rodo, kad KT gali kauptis LM lastelese.
Daugiausiai KT kaupiasi LM sinusuose esanciuose makrofaguose, tuo tarpu
limfocituose jy susikaupimas neZymus. Tai greiCiausiai salygojo lasteliy
funkcinis prisitaikymas: makrofagy pagrindiné paskirtis yra Salinti limfoje
esancius svetimkiinius bei patogenus, tuo tarpu limfocitai formuoja organizmo
imunines reakcijas ir reaguoja | specifines biologines molekules. Griidétas KT
pasiskirstymas Igsteliy citoplazmoje ir nepatekimas j branduolius leidZia tarti,
kad KT pateko j lasteles endocitozés badu. Sis KT patekimo j lasteles biidas
nustatytas ir in vitro tyrimais (27, 37, 118). Pazymétina, kad KT susikaupimas
limfiniuose folikuluose (limfocity susitelkimo zonose) buvo neZymus. Tai
greiCiausiai salygota to, kad retikulocity ir jungiamojo audinio skaiduly
formuojama folikulo sienele¢ bei tankus limfocity susitelkimas riboja KT
prasiskverbimg j folikulo vidy.

Taigi KT lokalizacijos limfinéje sistemoje tyrimai rodo, kad pagrindinis

KT pasiSalinimo i§ audiniy kelias yra migracija limfos sudétyje. KT
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pratekédami pro limfmazgiy sinusus kaupiasi makrofagy viduje, taiau néra
visiSkai sulaikomi. Todé¢l KT stebimi eferentinese limfagyslése, krutininiame
limfos latake ir jsilieja j vening kraujotaka.

KT teoriSkai galety pasklisti organizme ir makrofagy, dendritiniy ar kity
migruojanciy lasteliy viduje, taCiau tai pakankamai létas ir maZo naSumo

procesas, todél tai neZymiai jtakoty sisteminj KT pasiskirstyma (36, 136).

4.4. KT ir rodamino B prasiskverbimas per oda

Zmogaus odos pavirsiaus plotas siekia iki 2m” ir tai yra didZiausias
organas. Tode¢l oda yra vienas svarbiausiy organizmo apsauginiy barjery. KT
vis daZniau taikomos elektronikoje, moksliniuose tyrimuose, diegiami |
medicinos metodus. Tai didina Zmogaus odos sglyCio tikimybe su KT. Visgi
KT gebéjimas kauptis odoje, prasiskverbimas pro ja i gilesnius audinius ir jy
sukeliamas Salutinis poveikis néra galutinai iSaiSkintas. Todél Siuo tyrimu
siekeme 1Stirtt CdSe/ZnS-mPEG KT lokalizacija odos sluoksniuose, uztepus jy
tirpalo ant skustos peliy odos. Palyginimui buvo tirtas organinio fluoroforo —
rodamino B — prasiskverbimas per od3.

Ant sveikos pelés odos uZtepus CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalo ir inkubavus 1
val., KT FL buvo stebima tiek parafinine technika, tiek ir kriomikrotomijos
budu parengtuose odos preparatuose. Pastaruoju metodu gautuose bandiniuose
buvo stebima daug artefakty dél audiniy sudarkymo preparavimo metu, todél
siekiant tikslumo KT lokalizacija vertinta tik parafinine technika gautuose
pjuviuose (pav. 4.20). KT FL buvo stebima tik ant raginio epidermio
sluoksnio. KT kaupési odos jlinkiuose, raukslése, pavirSiné¢je plauky kanaly
dalyje, bet ne plauko folikulo lastelése. Sie rezultatai rodo, kad ant odos pateke
KT yra sulaitkomi pirminio odos barjero — virSutinio negyvy l1aseliy sluoksnio —

ir giliau | odg neprasiskverbia.
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Pav. 4.20. CdSe/ZnS-mPEG KT lokalizacija odoje uZtepus jy tirpalo ant
pavirSiaus. Konfokalinés fluorescencinés (A, A;, C) ir pralaidumo (B — HE
daZzymas) mikroskopijos odos preparaty (parafinin¢ technika) nuotraukos
praéjus 1 val. po KT tirpalo uZtepimo. A;— iSdidintas A nuotraukos fragmentas.

C — kontrol¢, KT nepaveikta oda (x20/0,5 obj., A;,;=488 nm).

Kadangi raginis epidermio sluoksnis efektyviai apsaugojo oda nuo
gilesnio KT jsiskverbimo, buvo nusprgsta pazeisti odos apsaugines savybes
veikiant ja UVB spinduliuote (30,2 J/cm® doze) ir istirti KT lokalizacija
paZeistoje odoje (4.21 pav). Svitintos odos histologiniuose preparatuose buvo
matomos charakteringos UV spinduliuotés odos pazaidos: epidermyje atsirado
piknotiniai branduoliai, formavosi vakuolés, apoptotinés lgstelés, riebaliniy
liauky pazaidos (pav. 4.21 B). Dermoje matési daugiau eritrocity — prasidejo
eritema, kuri biidinga uZdegiminéms reakcijoms. UVB spinduliuoté paveike ir
raginj epidermio sluoksnj — $vitintoje odoje jis buvo plonesnis. Visgi nepaisant
Siy odos pazeidimy, KT pasiskirstymas iSliko toks pat kaip ir sveikoje odoje,

kuri buvo paveikta tik KT tirpalu: jie stebéti ant raginio epidermio sluoksnio,
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odos jlinkiuose, plauky kanaly pavirSin¢je dalyje (pav. 4.21 A, A;). KT

neprasiskverbé¢ | gilesnius pazeistos odos sluoksnius.
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Pav. 4.21. 30,2 J/cm® dozés UVB spinduliuote ir CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalu
paveiktos pelés odos pjiiviy nuotraukos. Konfokalinés fluorescencinés (A, A;)
ir pralaidumo (B-D — HE dazymas) mikroskopijos odos preparaty nuotraukos
(parafininé technika) pra¢jus 1 val po KT tirpalo uZtepimo ant odos. A|—
1Sdidintas A nuotraukos fragmentas. B, C — kontrol¢, UVB ir KT nepaveikta
oda (A, C: x20/0,5 obj., B, D: x10/0,25 obj., A;,i=488 nm), E) Ant odos uZtepty
KT vidutiniai spektrai (Deksperimenty=3> Azq=450 nm) pries ir po Svitinimo UVB
(dozé 30,2 J/cm®). Intarpe pateikti normuoti FL spektrai, kuriy persidengimas

rodo, kad Svitiniant spektro forma nepakinta.

UZtepus rodamino B tirpalo ant sveikos odos ir parengus jy preparatus
parafinine technika, fluorescenciniuvose vaizduose rodaminas B nebuvo
aptiktas. Tai greiciausiai jvyko dél daZo iSsiplovimo ar suirimo bandinio
parengimo metu. Tod¢l odos preparatai papildomai buvo parengti
kriomikrotomijos metodu ir juose rodamino B FL iSliko (pav. 4.22).
Rodaminas B pasiskirst¢ ne tik ant raginio epidermio sluoksnio, bet
prasiskverbé pro ji ir ] gyvy lasteliy sluoksnius. RySkiausiai daZiklis

fluorescavo epidermyje, o einant gilyn j dermg jo FL intensyvumas tolygiai
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maz¢jo. Dermoje daugiau rodamino B susikaupe plauky folikuluose ir aplink
juos. Tai siejama su tuo, kad d¢l tirpalo sutekéjimo j plauko kanalus dazas gali
giliau prasiskverbti ir barjerinis raginio epidermio sluoksnis folikuluose yra
Zenkliai plonesnis. Tolygus daZo pasiskirstymas epidermyje rodo, kad jis
kaupiasi tiek lastelése, tiek tarp jy, todel jo lokalizacija grei€iausiai nulemta
pasyvios difuzijos. Nuotraukose galima matyti, kad rodamino B FL iSrySkina
epidermj dermos atzvilgiu. Tai galéty lemti dvi preiZastys: 1) rodaminas B
linkes kauptis Igstelése (epidermyje jy tankis didZiausias); 2) epidermio-
dermos sandira dalinai sulaiko daza epidermyje ir riboja jo gilesnj

prasiskverbima.
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Pav. 4.22. Rodamino B pasiskirstymas pelés odoje uZtepus jo tirpalo ant
pavirSiaus. Konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos vaizdai (A -
rodaminas B, C — kontrol¢), gauti spektriniu detektoriumi. B — pralaidumo

mikroskopijos vaizdas (HE dazymas). D — Fluorescenciniuose vaizduose (A,
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C) pazymeéty ploty spektrai, rodantys, kad rodaminas B gausiai kaupiasi

epidermyje, folikuluose bei dermyje (x20/0,5 obj., A;,q=488 nm).

Sie rezultatai rodo, kad maZos molekulinés masés organinio daZiklio
molekulés lengvai difunduoja per visus odos sluoksnius, tuo tarpu CdSe/ZnS-

mPEG KT uZstringa raginiame epidermio sluoksnyje ir giliau nepatenka.

KT ir rodamino B prasiskverbimo per odg tyrimuy aptarimas

Gauti rezultatai rodo, kad KT yra sulaikomi raginio epidermio sluoksnio
ir nepatenka j giliau esancias lasteles ar dermg. Siekiant sutrikdyti $ig
apsaugine funkcija oda buvo paveikta UVB spinduliuote. Nepaisant Zenkliy
epidermio lasteliy pazaidy ir raginio sluoksnio suplon¢jimo, KT lokalizacija
odoje nepakito. Tai rodo, kad negyvy korneocity lipidy bei baltymy karkasas,
sudarantis raginj epidermio sluoksnj, i§liko pakankamai patvarus, kad sulaikyty
KT nuo gilesnio jsiskverbimo.

Literaturos duomenimis CdSe/CdS KT, dengti PEG-amino ligandais,
(teigiamas pavirSiaus kriivis, dydis 37 nm) per sveika peliy oda
neprasiskverbia, taCiau mechaniSkai ar chemiskai paZeidus virSutinj jos
sluoksnj, KT aptinkami dermoje, o jy sudétyje esantis kadmis net ir kepenyse
(4). Analogiski rezultatai gauti ir tiriant karboksilo grupémis dengty KT
(neigiamas pavirSiaus kruvis, dydis 14 nm) prasisikverbimg: sveikoje odoje jie
aptikti tik raginiame sluoksnyje, o dermoabrazija salygojo jy patekimg ir j
derma (137). Sie ir kiti tyrimai (60, 61) formuoja nuomone, kad neorganinés
ND neprasiskverbia per sveikg odos barjerg ir tam didZiausig jtakg daro raginis
epidermio sluoksnis. Mortensen L.J. ir bendraautoriy grupé¢ pirmieji parode,
kad UV spindulivotés poveikis jtakoja CdSe/ZnS KT, dengty karboksilo
grupémis, (neigiamas pavirSiaus kriivis, dydis glicerolyje ~30 nm) jsiskerbimag
ir salygoja jy aptikimg gilivose epidermio sluoksniuose ir dermoje (75). Visgi
KT prasiskverbimas nebuvo gausus, ir giliau negu raginiame sluoksnyje aptikti
tik pavienémis sankaupomis. Remiantis elektroninés mikroskopijos

duomenimis, UV dalinai suardo raginio sluoksniy lipidy sluoksnj ir silpnina
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tarplastelinius epidermio Iasteliy rySius. Tai sudaro salygas KT lengviau
difunduoti interlgsteliniu keliu gilyn j odg. Kiti migracijos keliai (translastelinis
budas ar migracija dendritiniy Igsteliy viduje) neaptarti.

Tuo tarpu miusy tyrime UV spinduliuotés pazaidos KT lokalizacijai
odoje jtakos netur¢jo. Manoma, kad skirtumg nuo Mortensen L.J. grupés
rezultaty gal¢jo lemti naudoty KT dydis ir pavirSiaus krivis. Mes naudojome
neutralaus pavirSiaus kravio CdSe/ZnS-mPEG KT, kuriy HD vandeniniame
tirpale yra ~23 nm (113), o minéti kolegos tyré neigiamo pavirSiaus kriivio KT,
kuriy HD vandenyje ~13 nm. Kadangi manoma, jog UV pazeistoje odoje KT
migruoja interlgsteliniu bidu, tai jy difuzija ir prasiskverbimas didesnéms
daleléms turéty buti maziau efektyvus. Kita vertus, polinis pavirSius salygoja
efektyvesng KT saveikg su lgsteliy pavirSiaus baltymais ir jy endocitoze
lyginant su neutralaus kriivio KT (105, 106, 138). Todél neigiamo kravio KT
teoriSkai galéjo efektyviau patekti ] Langerhanso Iasteles (epidermio
dendritines lasteles), kurios pasiZymi migracija i§ epidermio ] dermg ir
tolimesnius audinius. Tokia KT migracijos galimybé neprieStarauja autoriy
pateiktoms dermos mikroskopijos nuotraukoms, kuriose KT yra sutelkti
pavienése, viena nuo kitos nutolusiose sankaupose. TeoriSkai Sios sankaupos
galéty atitikti i§ epidermio |} derma migravusias Langerhanso lasteles. Nors
autoriai KT lokalizacijos dermoje neaptaria, taiau tikétina, kad KT gali biti ir
Iasteliy viduje. Vélesniame tos pacios tyréjy grupes straipsnyje jau raSoma, kad
KT gali buti perneSami ir dendritiniy lgsteliy viduje (139). Aptarti musy ir
literatiiros duomenys rodo, kad KT migracija per epidermj gali priklausyti ne
tik nuo KT dydzio bet ir nuo jy kriivio. Visgi §iai pozicijai patvirtinti reikty
atlikti palyginamuosius skirtingo pavirSiaus padengimo KT prasiskverbimo per
oda tyrimus.

Gauti rezultatai rodo, kad maZesnés molekulés masés junginys —
rodaminas B — gali jveikti odos barjerg. UzZtepus rodamino B tirpalo ant odos,
jis lengvai prasiskverbé pro raginj epidermio sluoksnj ir pasiskirst¢ ne tik
visame epidermyje, bet buvo aptinkamas ir gilesniuose audiniuose. Dermoje

rySkesné rodamino B lokalizacija stebéta aplink plauky folikulus. Tai galima
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paaiskinti tuo, kad tirpalas lengviau pateko j plauko kanalg ir prasiskverbé pro
plonesnj plauko folikulo epidermio sluoksnj lyginant su epidermiu odos
pavirSiuje. Rodamino B molekuliné mas¢ Mgg=479 Da. Tuo tarpu KT
gamintojy duomenimis Mgr>5¢10° Da (140). Todél pagrindinj skirtuma tarp
KT ir rodamino B lokalizacijos odoje greiCiausiai nuléme skirtingas Siy

junginiy dydis ir su juo sietinas geb¢jimas difunduoti audiniuose.

4.5. llgalaikis KT susikaupimas ir stabilumas audiniuose

Siekiant pritaikyti KT biologiniy sistemy tyrimams ir klinikiniams
taikymams, svarbu jsitikinti KT optiniy savybiy stabilumu, jiems patekus i
biologing aplinkg, kuris butinas audiniy vaizdinimui. Optiniy savybiy
stabilumas siejamas su jy chemings struktiiros vientisumu, kuris svarbus in
vivo salygomis, nes yra parodyta, kad suirus KT, susidaro toksiniai junginiai,
kurie gali pakenkti organizmo gyvybineéms funkcijoms ir sukelti toksiSkumag (3,
21, 128).

Darbe buvo lyginamas dviejy KT — CdSe/ZnS-mPEG ir CdTe-MPR —
stabilumas in vivo modelyje. KT tirpalai buvo suleidZziami ziurkéms j pilvo
ertm¢ bei Slaunj. Pragjus 7 dienoms, suleidimo vietos audiniai buvo
iSpreparuojami, matuojami jy fluorescencijos spektrai bei atliekama histologiné

analizé.

4.5.1. CdTe-MPR KT susikaupimas ir stabilumas in vivo

Suleidus CdTe-MPR KT tirpalo, pastebéta, jog injekcijos vietoje
(taukin¢je arba raumenyje) buvo matomos tamsiai rudos démés, kurios, atlikus
histologine analize, buvo atpaZintos kaip nekrozes (pav. 4.23). Tai atsikartojo 4
1§ 5 tirty gyvunuose. ISmatavus §iy audiniy spektrus, juose aptikta CdTe-MPR
KT charakteringa juosta (pav. 4.23). FL juostos smailés padétis buvo
pasislinkusi j ilgabange puse lyginant su KT spektru distiliuvotame vandenyje.
KT FL juostos padétis varijavo skirtingose to paties bandinio (nekrotinio
audinio) vietose nuo 643 iki 653 nm. Sie rezultatai rodo, kad KT

spektroskopinés savybés keiciasi jiems patekus i gyva audinj. Tai sietina su
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tuo, jog KT nanokristalas yra paveikiamas aplinkos molekuliy biologin¢je
terpeje.

Kituose organizmo audiniuose CdTe-MPR KT FL spektroskopijos ir
fluorescencinés mikroskopijos metodais nebuvo aptikta. Vizualios audiniy
nekrozés ar kitokiy KT injekcijos salygoty audiniy pakitimy ne suleidimo

srityje nebuvo aptikta.
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Pav. 4.23. A-D) Ziurkés pilvo organy nekrozés (rodyklémis pazymétos rudos
démes) pilvo raumenyje (A, C) ir taukingje (B) CdTe-MPR KT injekcijos
vietoje, pra¢jus 7 dienoms. ApSvietus UV spindulivote Sios sritys pasiZymi
raudona FL (D). E) Raumens nekrotinio audinio (C) pralaidumo mikroskopijos
nuotrauka (HE daZymas, x10/0,25 obj.). Zemiau pateikti KT tirpalo
distiliuotame vandenyje, sveiky bei nekrotiniy audiniy spektrai (normuoti ties

570 nm) ir jy skirtuminiai spektrai (pateikta Ngyyiny/erupsie =1 Nmatavimyore =3)-
4.5.2. CdSe/ZnS-mPEG susikaupimas ir stabilumas in vivo

Suleidus CdSe/ZnS-mPEG KT tirpalo, po 7 dieny Ziurkés audiniuose

lokalaus KT susikaupimo apSvietus UV spindulivote makroskopiskai
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nestebéta. Taciau raumens FL spektruose buvo iSskiriama charakteringa KT FL
juosta su smaile ties 655 nm (pav. 4.24). Si KT FL spektro forma praktiskai
sutapo su KT spektru distiliuotame vandenyje. Tai rodo, kad Sio tipo KT
spektroskopineés savybes iSlieka pakankamai stabilios raumens audinyje in
Vivo.

Konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos vaizduose taip pat buvo
aptikta KT FL. Spektriniu mikroskopo detektoriumi matuojant KT spektrg
skirtingose bandinio vietose, jis buvo artimas KT spektrui distiliuotame
vandenyje. Visgi galima matyti, kad mikroskopo detektoriumi gauto spektro
juosta yra iSplitusi j trumpabange puse, o ilgabangis krastas sutampa su KT
spektro distiliuotame vandenyje kraStu. Tuo paciu mikroskopu matuojant KT
spektrus ta pacia metodika parengtuose pelés audiniuose praéjus 1 val. po KT
injekcijos, CdSe/ZnS-mPEG spektras lastelése sutapo su KT spektru
distiliuotame vandenyje (pav. 4.14 C). Tai rodo, kad per 7 dienas biologiniame
audinyje jvyksta tam tikri KT struktiiriniai poky¢iai, kurie nestebimi praéjus 1
val. po KT injekcijos.

Paminétina, kad KT FL parafinine technika parengtuose preparatuose
buvo stebima netgi pra¢jus 2 metams nuo jy paruoSimo nors ir FL
intensyvumas buvo Zenkliai maZesnis. Tai sudaro sglygas naudoti Siuos KT

ilgalaikiuose vaizdinimo tyrimuose.
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Pav. 4.24. A) Ziurkés audiniy FL spektrai diirio vietoje, pra¢jus 7 dienoms po
CdSe/ZnS-mPEG KT injekcijos. ,,Sp.”“ Zyméjimas nurodo, kad spektrai gauti
matuojant spektrometru nuo iSpreparuoto organo pavirSiaus, o ,,Mikr.“ —
spektrai  gauti  konfokalinio  fluorescencinio = mikroskopo  spektriniu
detektoriumi. Spektrai gauti suvidurkinus B nuotraukoje pazymeétus plotus
(meélyni — KT, geltoni — kontrol¢). Konfokalinés fluorescencinés (B, D) ir
pralaidumo (C, E — HE daZymas) mikroskopijos nuotraukos (x20/0,5 obj.,

>Liad=4'88 nm, Pateikta ngyvﬁnq/grupéje =1 s nmatavimq/org.=3)-
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Mikroskopijos nuotraukose matoma, kad KT aptikti nervy apvalkale
(epineuriume), taciau jy nestebéta nervo viduje (pav. 4.24 B). KT taip pat
pasiskirst¢ raumens jungiamuosiuose audiniuose (epimyziume, perimyziume):
aplink raumenj ir tarp raumeniniy lasteliy (pav. 4.24 D). Taciau KT nestebéta
griauiy raumeny skaiduly viduje ir kraujagysliy sieneliy raumeniniame
sluoksnyje (tunica media). Tai rodo, kad per 7 dienas audinyje lokalizuoti KT
neprasiskverbia per raumeniniy skaiduly membrang ir nepatenka j Sias lgsteles.
Sie rezultatai i§ esmés antrina 4.3 skyriuje apraSytiems KT pasiskirstymo
rezultatams pelés audiniuose pra¢jus 1 val. po injekcijos po oda. Tikétina, kad
didzioji dalis tirpalo iSsiskirst¢ 1§ KT suleidimo vietos, taCiau kity audiniy
(kepeny, inksty, raumenyse, gimdoje ir kt.) fluorescencijos spektruose KT FL
neaptikta.

Nepaisant to, kad pra¢jus 7 dienoms CdSe/ZnS-mPEG KT néra visiSkai
pasSalinami 1§ audinio, nekrozés ar kitokiy audinio pazeidimy poZymiy

nestebeta. Tai rodo, kad Sie KT nesukelia jungiamojo audinio 13steliy Zities.

Ilgalaikio KT susikaupimo ir stabilumo in vivo tyrimuy aptarimas

CdSe/ZnS-mPEG KT Serdis yra stipriai apsaugota nuo aplinkos
poveikio: ja dengia ZnS sluoksnis, amfifilinis polimeras ir ilgagrandis mPEG
ligandas (M,,peg=5000 Da). Siy KT pavir§ius yra neutralaus krivio, Kuris
mazina sgveikos su biomolekulémis tikimybe. Tuo tarpu CdTe-MPR KT
atstovauja minimaliai apsaugoty KT grupe, kuriy Serd] dengia tik trumpos
MPR ligandy grandinés (Mypr=106 Da).

Atlikti Ziurkes audiniy spektroskopiniai matavimai rodo, kad CdTe-
MPR KT spektroskopinés savybés audiniuose pakinta lyginant su jy spektru
distiliuotame vandenyje. Papildomai atlikti tyrimai rodo, kad CdTe-MPR KT
spektroskopinés savybés yra jautrios NaCl druskos, H" jony koncentracijai bei
lasteliy auginimo terpés komponentams (paskelbti straipsnyje Kulvietis V,
Streckyte G, Rotomskis R. Lith J Phys. 2011,51(2):163-71). Biologinés terpes

elementai gali sukelti KT agregacijg ir §is procesas priklauso nuo biomolekuliy
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sudeties: RPMI (Roswell Park Memorial Institute) lasteliy auginimo terpeje
KT FL intensyvumo kritimas buvo létas ir juostos poslinkis neZymus, o
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) terpéje KT FL intensyvumo
kritimas ir 1lgabangis juostos poslinkis nuo 635 nm iki 645 nm buvo spartus ir
negriztamas. Kadangi tai yra papildomi tyrimai ir tiesiogiai su darbo
uzdaviniais nesusij¢, jie rezultaty dalyje nepristatyti.

KT FL spektriniai pokyc€iai rodo, kad musy tyrime naudoty CdTe-
MPR KT optinés savybés yra nestabilios. KT ilgbangj juostos postimj gali
salygoti keli procesai. Tai gali vykti dél jy sgveikos su audinyje esan¢iomis
molekulémis, kurios paveikia nanokristalo eksitony energetinius lygmenis.
Visgi remiantis literatiiros duomenimis ilgabangis juostos poslinkis daZniausiai
siejamas su KT pavirSiniy ligandy persitvarkymu, jy destabilizacija, desorbcija
ir KT agregacija (17, 19, 24).

KT organinio dangalo nestabilumas gal¢jo salygoti tolesnius KT
strukttros pokycius. Kadangi Sio tipo KT sudaro tik Serdis ir MPR apvalkalas,
tai, suirus organiniam sluoksniui, CdTe Serdis gali tiesiogiai sgveikauti su
audinio biomolekulémis, pvz., lasteliy fermentais, deguonimi ar Kkitais
oksidatoriais. Tokiomis salygomis gali suirti Serdies kristaliné gardele ir
susidaryti toksiniai Cd ir Te junginiai, kurie sukelia lasteliy Zziti (85).
Literatiiros duomenimis, yrant pavieniy KT SerdZiai, jy skersmuo maZzé¢ja ir FL
spektruose tai atsispindi kaip trumpabangis juostos poslinkis (21, 22, 107).
Visgi jei audinyje vyksta KT agregacija, kurios poZymis yra ilgabangis FL
juostos poslinkis, ir véliau vyksta létesni degradacijos procesai, kuriy poZymis
yra trumpabangis FL juostos poslinkis, suminis Siy vyksmy poveikis FL
spektrams tampa sunkiau prognozuojamas. Spektriniy poky¢iy numatymui
reikty atsizvelgti | abiejy agregacijos ir degradacijos salygojamus kiekybinius
FL kvantinio naSumo, FL juostos poslinkio bei ploCio poky¢iy jvercius, t.y.
kiekvieno proceso indélj j bendrus spektrinius pokyc¢ius. Tod¢l siekiant tiksliau
jvertinti, kokie procesai vyksta CdTe-MPR KT patekus j biologinius audinius,
reikty atlikti papildomy tyrimy.
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Neatmetama galimybe, jog vykstant KT agregacijai, dalis MPR ligandy
atkimba ir gali paveikti Iasteliy gyvybingumga. MPR yra toksiSkas junginys,
kurio poveikis priklauso nuo koncentracijos, terpés riigStingumo, oksidacijos-
redukcijos potencialo bei lokalizacijos audinyje (141). Aptarti procesai galéjo
salygoti stebéta raumens bei riebalinio audinio nekroze. Tikétina, kad dalis
toksiniy junginiy pasiskirst¢ ir po Kkitus organizmo audinius, tafiau jy
koncentracija greiCiausiai buvo nepakankama, kad sukelty pastebimus
morfologinius ar funkcinius pokycius.

CdTe-MPR KT buvo aptikti susitelk¢ suleidimo vietoje 1-2 mm
spinduliu. Tai rodo, kad jy iSsiskirstymas buvo prastas. Tikétina, kad tam
didele jtaka turéjo jy tarpusavio agregacija, bei sgveika su baltymais, kuri
salygojo KT HS padidéjimg ir dél to susilpnéjusig difuzijg i suleidimo vietos.
Tarplastelinés terpés baltymy adsorbcija gal€jo paspartinti ir KT endocitoze bei
kaupimasi lgstelése, kuris prisidejo prie KT sulaikymo audinyje.

Tuo tarpu CdSe/ZnS-mPEG KT spektrinés savybés Ziurkés audiniuose
per 7 dienas Zenkliai nepakito. Histologines analizés metu audiniy nekrozeés
nenustatyta. Tai rodo, kad Sio tipo KT iSlieka pakankamai stabiliis in vivo
salygomis ir 13steliy toksiSkumu nepasizymi. Visgi suleidimo vietos audiniuose
(tiek pragjus 7 d., tiek pra¢jus 1-24 val. po suleidimo) stebétas padidéjes
limfocity ir granulocity susitelkimas, kurie yra uZdegiminiy procesy
indikatoriai. Tai rodo, kad CdSe/ZnS-mPEG tirpalo injekcija sukelia imuninj
atsaka, taciau Igsteliy Zuties Sie KT nesukelia.

Didesnis Siy KT stabilumas lyginant su CdTe-MPR KT siejamas su jy
struktiriniais skirtumais, t.y. KT Serdis yra padengta ZnS apvalkalu ir
papildomais organiniy polimery sluoksniais. Sie dangalai apsaugo nuo
aplinkiniy jony ir biomolekuliy, kurios galéty paveikti KT Serdies kristaling
strukturg.

Nepaisant 1ilgalaikio KT susikaupimo raumens jungiamuosiuose
audiniuose, jie nepateko j raumeniniy skaiduly vidy. Tai rodo, kad sarkolema ir

jos ekstralgstelinis matriksas (baziné membrana) riboja KT patekimg j Iastele.
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Apibendrintai galima sakyti, kad KT pasiskirstymas i§ esmeés nepakito lyginant
su tyrimais po 1 val. pelése (Zr. 4.3. sk.).

Nors CdSe/ZnS-mPEG KT FL kvantinis naSumas yra didesnis negu
CdTe-MPR KT (142), jy susitelkimas suleidimo vietoje makroskopiskai
nestebétas. Tuo tarpu CdTe-MPR buvo stebimi susitelke suleidimo vietoje. Sie
skirtumai siejami su KT migracinémis savybémis. Remiantis literatliros
duomenimis mPEG dengti KT yra neutralaus kriivio ir Zenkliai silpniau
sgveikauja su plazmos bei lgsteliy pavirSiaus baltymais (30, 113). Todél Sie KT
yra inertiSkesni sgvekai su biomolekulémis, kurios galéty didinti KT sulaikymg
audinyje. Kita vertus, remiantis spektroskopijos rezultatais CdSe/ZnS-mPEG
KT agregacija in vivo nepasireiSkia. Pavieniai CdSe/ZnS-mPEG KT lengviau
difunduoja audiniuose negu jy agregatai. Tuo tarpu CdTe KT dengiantys MPR
ligandai iSoréje turi neigiamo kriivio karboksilo grupe, kurios elektrostatiné
sgveika su polinémis baltymy grupémis yra stipresne ir tai gali sglygoti
efektyvesnj jy vidulastelinj susikaupimg bei adhezijg prie tarplastelinés terpés
skaiduly. KT agregacija papildomai gali salygoti jy susitelkimg j stambesnius
telkinius, kuriy difuzija audiniuose yra létesné. Sios priezastys galéjo salygoti
intensyvesn] CdTe-MPR KT sulaikyma audiniuose ir prastesnj iSsiskirstyma i
suleidimo vietos.

Aptartos dviejy tipy KT savybés rodo, kad CdSe/ZnS-mPEG KT optiniy
savybiy stabilumas, efektyvesné migracija audiniuose ir maZesnis toksiSkumas
salygoja tai, kad Sie KT yra parankesni ilgalaikio fluorescencinio vaizdinimo

taikymams biomedicinoje negu CdTe-MPR KT.
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5. REZULTATU APIBENDRINIMAS

Siame darbe nagrinéjamas CdSe/ZnS-mPEG KT prasiskverbimas per
skirtingus audinius ir pasiskirstymas organizme jvedant juos ] organizma
skirtingais biuidais. KT lokalizacija audiniy ir lgsteliy lygmenyse suteikia
duomeny aiSkinant pagrindinius KT migracijos kelius organizme. KT
lokalizacija audiniuose analizuojama konfokaling fluorescencing mikroskopija
derinant su klasikinés histologijos metodais. Iki S$iol toks budas buvo
pritaikytas tik KT lokalizacijos limfmazgiuose tyrimui (135). Mikroskopijos
metodai leidZia jvertinti KT kaupimasi Igsteliniame lygyje ir tiksliau nusakyti
Jju lokalizacija negu placiai paplit¢ elementinés analizés (pvz., mases
spektrometrija, radioaktyviy izotopy scintigrafija) ar fluorescencinio
vaizdinimo metodai. Fluorescenciné spektroskopija suteikia Ziniy apie bendrg
KT susikaupimg organuose. Todé¢l Sis metodas papildo

Eksperimentiniy gyviny audiniy mikroskopijos tyrimai rodo, kad
CdSe/ZnS-mPEG KT neprasiskverbia per kraujagysliy sieneles ir néra
pernesami i tarplastelinés terpés i kraujagysliy vidy. Tai nulemia, kad KT néra
tiesiogiai rezorbuojami j kraujotakos sistemg ir iSneSiojami po visg organizma.
Eksperimentiniai rezultatai rodo, kad j tarplasteling audiniy terpe suleisti KT
migruoja 1§ suleidimo vietos limfine sistema. Manoma, kad tai apsprendzia
daleliy geometriniai matmenys, nes CdSe/ZnS-mPEG KT yra panaSaus dydzio
(HD ~23 nm (113)) kaip kai kurie tarplastelinés terpés baltymai ir patogenai,
kuriuos pernesti su audiniy skysCiu yra prisitaik¢ limfos kapiliarai. Taigi KT
migracijg 1§ audiniy per limfine sistemg apsprendZzia KT dydis ir didesnis
limfos kapiliary sieneliy laidumas kraujo kapiliary atzvilgiu. Tai sudaro
palankias salygas naudoti KT limfin¢s sistemos anatominiams ir funkciniams
tyrimams bei taikyti KT fluorescenciniame limfmazgiy vaizdinime operacijy
metu.

KT pernaSos ribojimas i kraujagysliy vidaus ] tarplgsteling terpe
salygoja tai, kad jie nepatenka j daugumos organy audinius. Tai paaiSkina,

kodél misy ir daugumos kity autoriy tyrimais nenustatomas KT susikaupimas
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ne RES audiniuose net ir ilgalaikéje perspektyvoje. Tuo tarpu KT aptikimas
RES organuose dalinai paaiSkinamas jy sinusiniy kapiliary sienelés
struktiriniais skirtumais, t.y., didesnémis endotelio poromis, plonesne ir
nevientisa bazine membrana, kity audiniy atzvilgiu (12, 38). Kita vertus
mikroskopijos rezultatai rodo, kad audiniuose esantys KT patenka |
makrofagus endocitozés biidu. Sis procesas gali papildomai prisidéti prie KT
kaupimosi RES organuose, kuriuose telkiasi makrofagai ir kitos
fagocituojancios lastelés.

Pazymétina, kad KT nepatenka ] sveiky kraujagysliy vidurinj sluoksnj
(tunica media) ir tai siejama su KT sulaikymu ties endoteliu (jiems judant iS$
kraujagyslés vidaus ] iSor¢) ir ties lygiyjy raumeny skaiduly tarpusavio
jungtimis bei bazine membrana (i iSorés i vidy). Tai sudaro salygas taikyti KT
kraujagysliy pazaidy, kurioms buidingi struktiirinio vientisumo pokyciai (pvz.,
aterosklerozes zidiniy), vaizdinime ir diagnostikoje. Todel tikimasi, kad gauti
rezultatai praplés KT taikymo perspektyvas biomedicinoje ir suteiks pagrinda
panaudoti KT aterosklerotiniy bei kity pakitimy tyrimams ir naujy medicinos
metody kiirimui.

Odos audiniy mikroskopin¢ analizé rodo, kad KT neprasiskverbia iS$
dermos jungiamojo audinio j plauky folikulus, prakaito bei riebaly liaukas,
griau€iy skersaruoziy raumeny skaidulas ir kitus audinius. Visiems Siems
dariniams budinga baziné membrana, kuri juos skiria nuo aplinkinés
tarplastelinés medZiagos ir kurioje yra KT. Todél ji yra pirminis barjeras
ribojantis KT difuzija 1 minétus audinius. KT taip pat yra sulaikomi tankiai
18déstyty jungiamojo audiniy skaiduly, kurios sudaro perineuriumg ir riboja KT
patekimg j periferiniy nervy vidy. Apibendrinant Siuos faktus galima teigti, jog
KT migracija audiniuose riboja specializuoti tankiai organizuoty
ekstralasteliniy skaiduly sluoksniai. Sis apibendrinimas svarbus tuo, jog
bazinés membranos juosia visus epitelinius audinius, kurie sudaro pagrindinius
organizmo apsauginius barjerus (odos, kvépavimo ir lytiniy taky, virSkinamojo
trakto ir kt.), taCiau literatiroje KT pernaSa per bazines membranas yra

faktiSkai nenagrinéta ir jos reikSmé KT lokalizacijai audiniuose yra nejvertinta.
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KT taip pat yra sulaikomi placentos barjero ir i§ motinos j embriono
audinius nepatenka. Sj fiziologinj barjera visy pirma apsprendZia trofoblasto
lastelés, kurios yra glaudZiai susietos tarplastelinémis jungtimis. Sie rezultatai
papildo KT prasiskverbimo per kraujagysles tyrimus ir rodo, kad KT yra
sulaikomi ne tik endotelio bet ir kity vientisg sluoksnj formuojanciy lasteliy.
Tarplastelinés pernaSos ribojamas per Siuos sluoksnius grindZiamas tuo, kad
tarpai tarp Iasteliy yra per mazi, kad per juos vykty KT prasiskverbimas. Tuo
tarpu translasteliné pernaSa yra sudétingesnis procesas, kuris salygotas
apikalinés membranos receptoriy raiSkos, KT endocitozes, vidulgstelines
pernasos ir sekrecijos bazalinéje membranoje. Manoma, kad svarbiausias
vaidmuo Sioje grandin¢je yra KT sgveikos su translgsteling pernasg
uztikrinan€iais endotelio ir trofoblasto receptoriais nebuvimas. KT pernasos
mechanizmai per vidinius organizmo barjerus néra placiai iStirti. Todeél
tikimasi, kad Sie darbo rezultatai bus naudingi tiriant KT ir kity panaSaus
dydzio bei pavirSiniy savybiy ND prasiskverbimo per biologinius barjerus
mechanizmus. Rezultatai taip pat naudingi kuriant ND pagrjstus
farmakologinius preparatus, nes efektyviam jy taikymui butina Zinoti, kur
organizme lokalizuojasi Sios ND ir kokius audinius jos gali paveikti.

Audiniy mikroskopijos tyrimai parodé, kad CdSe/ZnS-mPEG KT
kaupiasi kai kuriy lasteliy viduje in vivo salygomis ir j jas patenka endocitozés
budu. Vidulgstelinis KT susikaupimas priklauso nuo lgsteliy tipo:
intensyviausia KT FL aptikta makrofaguose, eozinofiluose, maZesnio
intensyvumo — dermos fibroblastuose, tuo tarpu raumeninése skaidulose,
limfocituose bei eritrocituose KT neaptikti. Sie skirtumai grindZiami lasteliy
specializacija ir nuo to piklausanciu skirtingu endocitotiniu aktyvumu. Pvz.,
makrofagai pasiZymi aktyvia nespecifine endocitoze, kuri reikalinga
neutralizuojant patogenus. Tuo tarpu eritrocitams endocitoze¢ nebiidinga (112),
todél tai greiciausiai saglygojo KT nepatekimg i jy vidy. Tai taip pat parodo, kad
pasyvi KT difuzija per plazming eritrocity membrang nevyksta. Limfocitai
sudaro didelés jvairovés Igsteliy grupe ir jy endocitotinis aktyvumas priklauso

nuo diferenciacijos ir pavir§iniy receptoriy raiskos. Sios lastelés dalyvauja
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specifinio imuninio atsako formavime, todé¢l tikétina, kad KT patekimui j
lasteles reikalinga specifiné sgveika su atitinkamais Igstelés pavirSiaus
receptoriais, kurie inicijuoja endocitozg, pvz., DEC-205, CD36, DC-SIGN ar
kt. (143). Kadangi tyrime naudoti nefunkcionalizuoti KT, jy sgveika su Siais
receptoriais greiCiausiai buvo per silpna. KT kaupimasis eozinofiluose bei
putliosiose lgstelése iki Siol nebuvo stebétas ir tai yra jdomus faktas, nes Sios
lastelés dalyvauja alerginése reakcijose. PraneSama, kad TiO, ir fulereny ND
sukelia alerginj atsaka organizme, taiau Sio vyksmo mechanizmai néra iStirti
(144). Taigi ND kaupimasis eozinofiluose gali buti susijgs jy sukeliamomis
alerginémis reakcijomis ir miisy tyrimo rezultatai gali biiti naudingi aiSkinantis
ND sukeliamo biologinio atsako mechanizmg. PaZzymeétina, kad dauguma KT
kaupimosi lastelése tyrimy atlieckami in vitro salygomis, taCiau KT
vidulgstelinis susikaupimas in vivo néra placiai iStirtas. Yra atlikta tyrimy,
rodanciy, kad specifiniais ligandais funkcionalizuoti KT gali bati selektyviai
kaupiami atitinkamus receptorius turinCiose lastelese (1, 43, 52). Visgi
palyginamyjy tyrimy apie nefunkcionalizuoty KT kaupimagsi skirtingose
lastelése in vivo néra atlikta. KT kaupimasis lgstelese yra svarbus
prognozuojant jy lokalizacijg bei poveik] lgsteléms klinikiniuose taikymuose ir
vertinant 1§ KT sudaryty elektronikos ar kity produkty vartojimo sauguma.
Efektyviam KT taikymui taip pat svarbus jy optiniy savybiy stabilumas
ir struktirinis vientisumas in vivo saglygomis. Darbo rezultatai rodo, kad CdTe-
MPR KT patekus i Ziurkés audinius kinta jy spektroskopinés savybés,
rodancios, kad vyksta KT sgveika su organizmo molekulémis ir (arba) vyksta
pavirSiniy KT ligandy destabilizacija ir KT agregacija. Sie vyksmai
galutiniame rezultate sukelia audiniy nekroze, t.y. lasteliy Zitj. Tuo tarpu
CdSe/ZnS-mPEG KT FL savybés iSlieka pakankamai stabilios, kad Sie KT
galéty bati pritaikyti ilgalaikiam audiniy vaizdinimui. Sie KT nesukelia audiniy
nekrozes, todel jie yra pranaSesni fluoroforai tiek optiniy savybiy, tiek ir

biosuderinamumo atzvilgiu.
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6)

6. ISVADOS

CdSe/ZnS-mPEG KT prasiskverbimo per kraujagysliy sieneles tyrimai
parode, kad kraujagysliy viduje esantys KT sgveikauja su endoteliu
(tunica intima), o iSorin¢je kraujagysliy aplinkoje esantys KT patenka j
iSorinj sienelés sluoksnj (tunica adventitia), tac¢iau KT nejsiskverbia |
vidurinj kraujagyslés sienelés sluoksnj (tunica media).

I kraujotakg suleisty KT pasiskirstymo audiniuose tyrimai parodé¢, kad
CdSe/ZnS-mPEG KT lokalizuojasi daugumos organy kraujagyslése,
taCiau ] tarplasteling terpe ar audiniy Ilgsteles nepatenka. KT
prasiskverbia per sinusinius kapiliarus ir kaupiasi kepeny Igstelése.
CdSe/ZnS-mPEG KT pasiskirstymo nésciy Ziurkiy organizme tyrimai
atskleidé, kad KT patenka j placentg, tac¢iau yra sulaikomi placentos
barjero ir nepatenka j embriono audinius.

CdSe/ZnS-mPEG KT lokalizacijos odoje tyrimai parodé, kad KT
migracijg jungiamuosiuose audiniuose sglygoja ekstralgsteliniy skaiduly
organizacija: KT laisvai migruoja puriuosiuose jungiamuosiuose
audiniuose (dermoje, epineuriume, epimyziume, adventicijoje ir kt.),
taciau neprasiskverbia per tankius skaidulinius sluoksnius (bazines
membranas, perineuriumg) ir nepatenka j epidermj, plauky folikulus,
odos liaukas, nervy vidy ir raumeny skaidulas.

CdSe/ZnS-mPEG KT migracija organizme priklauso nuo jy suleidimo
budo: ] jungiamuosius audinius suleisti KT juda puriaisiais
jungiamaisiais audiniais, rezorbuojasi i limfinius kapiliarus ir kartu su
limfa jsilieja i kraujotaka; i krauja pateke KT pernesami tik jo sudétyje;
ant sveikos odos uZtepti KT j kitus audinius nepatenka.

Didesnis CdSe/ZnS-mPEG KT optiniy savybiy stabilumas, efektyvesné
migracija audiniuose ir mazesnis toksiSkumas negu CdTe-MPR KT
salygoja tai, kad Sie KT yra tinkamesni fluorescenciniui vaizdinimui in

Vivo.
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