VILNIAUS UNIVERSITETAS

LEONA DAMALAKIENE (BANDZAITYTE)

KOLOIDINIU KVANTINIU TASKU KAUPIMOSI IR
VIDULASTELINIO PASISKIRSTYMO POVEIKIO ENDOCITOZES
MECHANIZMAMS FLUORESCENCINIAI TYRIMAI

Daktaro disertacija

Fiziniai mokslai, fizika (02 P)

Vilnius, 2014 metai



Disertacija rengta 2006 — 2013 metais Vilniaus universitete.

Mokslinis vadovas:

doc. dr. Saulius Bagdonas (Vilniaus universitetas, fiziniai mokslali, fizika — 02 P).



Turinys

PadEKa ..o 5
Naudojami terminai ir SANTrUMPOS .....c.vevveiieiiesie e e 6
1.1 Naudojamy terminy ZOAynas...........ccceveriiriniiiiniiieniieee e 6
1.2 Naudojamos SANTIUMPOS ......ecveereiieiiesiee e sieesee e e e e see e esreesseenseeneas 6
IVAAAS .. 8
2.1 AKIUGIUMAS........oviiiiiii 8
2.2 Tyrimy tikslas ir UZAaVINIal ......ccooeeeieeeiieiieee e 15
2.3 GINAMIEJT tRIGINIAI....uviiviiieiieiie e 15
2.4 AUtorés MNAELIS....couvieiiiiiieeie e 16
2.5 NAUJUMES....couiiiiiiiiecie st e e sneesseesneenneas 16
Tyrimy apZval@a......cc.ooceiiiiiiiie e 18
3.1 Kvantiniy tasky optinés savybes ........cccoiviiiiiiiiiicii 18
3.2 Nanodaleliy patekimo j 1gsteles keliai.........coovoeiiiiiiiiiieiiiciiene 20

3.3 Nanodaleliy fizikocheminiy savybiy jtaka jy kaupimuisi lgstelése .... 23

3.4 Kvantiniy tasky kaupimosi lgstelése tyrimy apzvalga .............ccce...e. 29
MedZiagos 11 MELOAAL ......eeiveiiiiieiiieiie et 37
4.1 Lgsteliyg HNTJOS ..uvviiviiiiiiiiieiiee e 37

4.2 Lasteliy paruoSimo ir inkubacijos su kvantiniais taskais protokolas .. 37

4.3 Naudotos MEdZIAZOS ......vverviiriiiiiiiiiie e 38
4.4 Naudoti tyrimy MEtOAAT ......ccvverrerririieieee e 40
Rezultatai ir Jy aptarimas........cccoovereerrieireeenesee e 52
5.1 Kvantiniy taSky kaupimasis ir pasiskirstymas Igstelése...................... 52



5.2 Kvantiniy tasky patekimo mechanizmas............ccooceeveeiiieniiniiiennene 77

5.3 Kvantiniy tasky taikymo nanomedicinoje galimybiy vertinimas ..... 100
ISVAAOS ... 106
PUBIKACTJOS ... 108
LIteratliros SATASAS ....vvveiivvieiiieeeiiiiessiiieesiteeesire et e e s ssae e e ser e e s sbb e e s srbeeesrnee s 110



Padéka

Nuosirdziai dékoju darbo vadovui doc. dr. Sauliui Bagdonui uz vertingas
diskusijas ir pastabas, skirtg laikg mano darbui bei uz palaikymg ir padrasinima

vis primenant, kad ,,ne $ventieji puodus lipdo*.

Labai dékoju straipsniy  bendraautoriams  prof. habil. dr. Ri¢ardui
Rotomskiui uz turiningas diskusijas ir praktines straipsniy raSymo pamokas bei
dr. Vitalijui Karabanovui uz pagalbag su eksperimentais ir eksperimenty

metodikomis.

Dékoju savo tévams prof. habil. dr. Antanui Rimvidui Bandzaiiui ir
habil. dr. Zitai Bandzaitienei uz tai, kad savo pavyzdziu jkvépé norg nenustoti
mokytis ir skatino siekti uzsibrézty tiksly iki galo.

Dé¢koju savo vyrui Ryc¢iui Damalakui uZz besalygin} palaikymag ir dukrai
Dominykai uz nuoSirdy doméjimasi tyrimy rezultaty paveikslais.

Dékoju Kitiems savo artimiesiems bei draugams uz jy parama.

Esu be galo dékinga Dievui, kad viska taip nuostabiai sukiiré¢ ir apdovanojo

gebéjimais bei galimybémis savo kiiryba pazinti.



1 Naudojami terminai ir santrumpos
1.1 Naudojamy terminy Zodynas

Pagrindiniai naudojami terminai, jy paaiskinimai ir atitikmenys angly
kalboje yra pateikiami 1 lenteléje:

1 lentelé. Naudojamy terminy paaiskinimas ir angly kalbos atitikmenys

Lietuviskas terminas

Angliskas terminas

jsisavinimas (j lasteles)

uptake

kaupimasis (Igstelése)

accumulation

patekimas j (Iastelés) vidy

internalisation

tikslinis targeted
ne tikslinis non-targeted
dangalas coating

kvantinis taskas (puslaidininkinis
kristalas, sudarytas i§ Serdies ir
apvalkalo)

guantum dot

nanodalelé (dydis: 1-100 nm), taip pat
ir kvantinis taskas su dangalu

nanoparticle

nanodalelémis pagrjsta vaisty pernesa

nanoparticle-based drug delivery

lemtis

fate

baltymy vainikas

protein corona

endocitozeés kelias

endocytosis pathway

lipidinis plaustelis

lipid raft

pasiskirstymas

localisation

1.2 Naudojamos santrumpos

Zemiau yra pateikiamos pagrindinés naudojamos santrumpos:

AE — ankstyvoji endosoma
CdSe — kadmio selenidas
Ces — chlorinas e6
COOH - karboksilo grupé
DexB — dekstranas
DME - Dulbecco modifikuota Eagle terpé

DSPE-PEG - fosfolipidinis polietilenglikolis




EGFP
FL
FLIM
FtL
HepG2
KT
KT545
KT625
LacCer
LDL
LYS
MCF-7
MVB
NIH3T3
NVP
PEG
PHL
PBS
ROS
SRA
Trf
VDL
ZnS
XTT

zaliai fluorescuojantis baltymas

fluorescencija

fluorescencijos gyvavimo trukmés vaizdinimo mikroskopija
fotoliuminescencija

zmogaus kepeny veézio linijos lgstelés

kvantinis taskas

KT, kurio didziausias fotoliuminescencijos intensyvumas yra ties 545 nm
KT, kurio didziausias fotoliuminescencijos intensyvumas yra ties 625 nm
laktozilceramidas

mazo tankio lipoproteinas

lizosoma

zmogaus kriities vézio linijos lastelés

multivezikuliniai kuineliai

imortalizuoty fibroblasty, i$skirty i§ peliy embriono, linijos lgstelés
nanodalelémis pagrjsta vaisty pernesa

polietilenglikolis

pirminiy zmogaus kepeny linijos lastelése

fosfatinis buferinis druskos tirpalas

reaktyvios deguonies atmainos

receptorius-gaudyklé

transferinas

vidutinis dalinimosi laikas

cinko sulfidas

tetrazolio dazas



2 Ivadas
2.1 Aktualumas

Per pastargj; deSimtmet] nanotechnologijy taikymas medicinoje ir
nanomedZziagy naudojimas vystant naujas vaisty formas (vienu Zodziu
apibudinamas kaip nanomedicina’) tapo pagrindiniu inovacijy jkvépimo
Saltiniu kuriant naujus vaisty pernafos badus,™ skirtus pagerinti
veiksmingumo ir toksiskumo santykj bei jgalinti suasmenintg medicing (angl.
personalized (nano-) medicine).”? Pagrindinis pernasai skirty nanodaleliy
privalumas yra galimybé realizuoti kelias funkcijas, vienoje nanodaleléje
apjungiant diagnostikai ir terapijai (angl. theranostics) skirtus preparatus, t.y.,
vaistus, atpazinimo ligandus ir vaizdinimo Zymenis, taip jgalinant tikslinj
vaisty pristatymag bei Sio proceso stebéseng ir kontrolg. NanoneSikliu gali biti
bet koks koloidinis objektas (organinés ir neorganinés nanodalelés, liposomos,
micelés ir tirpios atitinkamo dydzio makromolekulés), kurio dydis yra nuo
keliy nanometry iki keliy mikrometry (1 pav.). Ypatingai daug tyrimy yra
atlickama kuriant nanonesiklius, kuriuos sudaro lipidy, polimery molekulés,
anglies, neorganiniai nanokristalai ir jvairios kompozitinés medziagos,™ — ne
tik tam, kad zenkliai pagerinti dabartiniy vaisty farmakokinetines savybes,[4]
bet ir tam, kad perneSti organizme naujo tipo veiksmingus prieSveézinius

vaistus, naudojamus geny ir imuno- terapijoje.?

! Nanomedicinos pagrindinis tikslas yra siekti medicininés naudos visapusiskai uztikrinant kontrole, stebésena,
atklirima, apsaugg ir pagerinima visy biologiniy Zmogaus sistemy, naudojantis nanodydzio jrengimais bei

nanostruktiiromis, kurie veikia molekuliniu lygmeniu.



Druskos Teniso
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1 pav. Nanonesikliy jvairové ir jy dydziy palyginimas. Adaptuota pagal Kohannes
Gutenberg universiteto Farmacijos ir biochemijos instituto WichLab laboratorijos tinklapyje

pateikiamg informacijg, 2013 m.

Nanodalelémis pagrista vaisty pernaSa (NVP) — tai biidas, kuriuo siekiama
pagerinti esamy vaisty veiksminguma bei sudaryti galimybes naujoms terapijos
rusims atsirasti. Daugelis atlikty moksliniy tyrimy parodé¢, kad NVP sinergiSkai
apjungia ir pagerina tokias skirtingas vaisty veiksminguma lemiancias savybes,
kaip pvz., mazesnis Salutinis poveikis, pailginta cirkuliacijos trukmé,
kontroliuojamas dozavimas organizmo viduje bei tikslinis (angl. targeted)
pristatymas. Taciau tam, kad NVP biity galima panaudoti klinikiniams
taikymams, pvz., véziniy susirgimy gydymui, reikalingos fundamentalios
zinios ir jvairiapusis supratimas, kokj poveiki fizikocheminés nanodaleliy
savybés daro vaisty aktyvumui ir lemciai biologinése sistemose, in vitro ir

in vivo.

Sisteminiams nanodalelémis pagrjstos vaisty pernaSos tyrimams reikalingos
didelio jautrio, jgalinancios didele skiriamgja geba, kuo paprasCiau
modifikuojamos bei nebrangios modelinés priemonés. TeoriSkai, tokios
priemongs turi i8laikyti originaliy NVP neSikliy savybes ir elgseng biologingje
aplinkoje, taciau jgalinti stebéti sisteminj ir vidulgstelinj nanonesiklio patekima
] organizmga, pasiskirstymg jame, degradacija, veikliyjy medziagy

atpalaidavimg bei $alinimg. Puslaidininkiniai nanokristalai — kvantiniai taskai



(KT) dél savo unikaliy fizikiniy, cheminiy ir optiniy savybiy (2 lentel¢) yra
labai tinkamas modelis ir eksperimentiné platforma NVP procesy tyrimams,'®
siekiant iSmokti kontroliuoti savybes, kuriomis turi pasizymeéti nanonesSikliai.
KT wvis daugiau démesio susilaukia dél perspektyvy juos pritaikyti
nanomedicinoje kaip diagnostikai ir gydymui skirtas priemones,”! pavyzdziui,

atliekant tikslinj lokaly transformuoty lasteliy Zyméjimag vézio terapijoje.[s]
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2 lentelé. Kvantiniy tasky savybés, svarbios nanonesikliy elgsenos biologinése sistemose tyrimams

[°]

KT savybes

Aprasymas

Taikymas

Keic¢iamas, mazas dydis

2 10 nm KT kristalo dydis jgalina skirtingas KT

fotoliuminescencijos spalvas

Galimybé naudoti atskiry lasteliy ir jy organeliy
vaizdinimui bei pazyméti atskiras nanodaleles ir
didesnius sudétinius nesiklius siekiant nustatyti jy

vieta, judéjima bei degradacija

Universali, nesudétingai chemiskai
funkcionalizuojama pavirsiaus
danga, reikSmingai nepaveikiant

KT fotofizikiniy savybiy

Suderinamumas su labai jvairiais pavirSiaus padengimo
metodais leidzia funkcionalizuoti KT pavirsiy jvairiais
dangalais ir konjuguoti su biologinémis molekulémis
bei integruoti KT j skirtingas nanodalelémis pagristy

nesikliy sistemas

KT kaip vaizdinamy analogy panaudojimas vietoj kity
nanonesikliy, kuriuos siekiama tirti, nepakeiciant

pirminés formos, dydzio ir pavirSiaus savybiy

Siauras Gauso pavidalo
fotoliuminescencijos (FtL)

spektras

Intensyvios ir siauros KT FtL juostos ties daug
skirtingy bangos ilgiy jgalina atskirti ir identifikuoti
ivairiy KT sankaupas

Galimybé tuo paciu metu stebéti daug skirtingy

nanonesikliy toje pacioje modelingje sistemoje

Intensyvi FtL

Issiskiriantis FtL signalo rySkumas jgalina aptikti ir

uzregistruoti bandinyje atskirus KT ir jy junginius

Atskiry nanonesikliy elgsenos lgstelése, jy patekimo ir
vidulastelinés pernasos tyrimai bei nanonesikliy

sekimas in vivo

Fotostabilumas

Atsparumas fotodegradacijai ilgalaikés apSvietos metu

jgalina ilgalaikius KT stebé&jimus

Nanonesikliy patekimo ] Igsteles ir vidulastelinio

transporto stebésena realaus laiko rezimu




KT savybeés

Aprasymas

Taikymas

Didelis Stokso poslinkis, t.y.,
atstumas tarp sugerties ir

liuminescencijos spektry smailiy

Didelis spektrinis intervalas tarp Zadinimo bangos ilgio
ir liuminescencijos smailés sumazina

autofluorescencijos jtakg gaunamiems rezultatams

Nanodaleliy biopasiskirstymo ir farmakokinetikos

tyrimai in vivo

Jautris mikroaplinkai

KT FtL priklausomybé nuo pH, pavirsiaus pasyvacija
ir gesikliy ar vaisty suteikiama geba justi

mikroaplinkos pokycius

Poky¢iy lokalioje mikroaplinkoje stebéjimas
skirtinguose nanonesiklio patekimo j lasteles,
transporto lgstelése bei veikliyjy medziagy
atpalaidavimo etapuose

Didelj elektrony tankj turinti Serdis

Ryskus KT kontrastas po perSviecianciu elektroniniu
mikroskopu (TEM) jgalina labai tikslig KT lokalizacija

lastelése su vidulasteline skiriamaja geba

Nanonesikliy transporto ir pasiskirstymo skirtingose

fiksuotos lgstelés struktiirinése dalyse tyrimai
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Be pagrindiniy privalumy, pvz., didelés skiriamosios gebos jgalinimas,
jautris aplinkos poky¢iams, plati spektrinio registravimo sritis, Kkurie
atsiskleidzia panaudojant KT optiniam vaizdinimui, KT pasizymi mazu dydziu,
universaliomis pavir§iaus cheminémis bei iSskirtinémis optinémis savybémis —
intensyvia FtL ir fotostabilumu, kuriy déka galima realaus laiko rezimu stebéti
ir registruoti jy elgseng biologinése sistemose. Nepaisant to, kad KT
daZniausiai yra sudaryti i§ toksiniy medziagy, pvz., kadmio, tinkama danga
pasyvuoti KT nesukelia imaus toksinio poveikio in vitro ir in vivo.OM KT
savybés jgalino juos panaudoti modeliuojant jvairiy nanodaleliy tikslinio
nutaikymo, patekimo ] lgsteles ir transporto lgstelése mechanizmus, bei Siy
tyrimy pagrindu sitlyti sprendimus, kaip reikéty optimizuoti fizikochemines
nanodaleliy savybes ir pavirSiaus junginiy funkcionalumg specifiniams
taikymams, ilgainiui kvantin] taSkg pakeiciant kita, dominan¢ia nanodalele
(pvz., aukso nanodalele fototerminei terapijai), bet nedarant poveikio jau
nustatytoms nanoneSiklio fizinéms savybéms ir lemciai biologinése

sistemose.*%

Technologiné paZanga sintetinant vandeninése terpése suspenduojamus
puslaidininkinius nanokristalus jgalino gaminti besiskirianc¢ius dydziu,
pavirSiaus  aktyvumu, prijungiamomis prie pavirSiaus  biologinémis
molekulémis ir tiksline paskirtimi biosuderinamus kvantinius taskus.
Nanodaleliy dydis, kriivis ir cheminis aktyvumas (dangalo ir pavirSiaus
aktyvios grupés) yra laitkomos ypatingai svarbiomis savybémis,
salygojanc¢iomis nanodaleliy sgveika su biomolekulémis ir biologinj atsaka, nes
Siy savybiy pokyc€iai Zenkliai pakeifia nanodaleliy patekimg j Iasteles,

28 [gsiaiskinus patekimo j lasteles

vidulgsteling lokalizacijg ir lemti.[
mechanizmus, kiekybiSkai jvertinus nanodaleliy patekimo j Iasteles sparta bei
nustacius jy lemtj lastelés viduje, tapty jmanoma kontroliuoti pagrindinius
veiksnius, apsprendziancius klinikinius NVP naudojimo rezultatus.™ Yra
atlikta daug ne vienoje apzvalgoje apraSyty tyrimy in vitro ir invivo, kuriais

siekiama atrasti sgsajas tarp Siy KT savybiy ir 1gstelése stebimy biomolekuliniy



signaly, vidulastelinio transporto ir toksinio poveikio.[7’15'18] Taciau, remiantis
dabartine mokslinéje literatiroje pateikiama informacija, yra sudétinga
padaryti apibendrinancias i$vadas apie optimalias biomedicininiu atzvilgiu
nanodaleliy savybes, nes tyrimy rezultatai aprépia labai jvairias nanodaleles,
gauti tiriant jas skirtingose lasteliy linijjose ir taikant skirtingus metodus. Taip
pat, dauguma skelbty pradiniy i§vady turi biiti tikslinamos, remiantis naujomis
ziniomis apie nanodaleliy patekimo ] lasteles mechanizmus ir nuo to
priklausancia jy lemti.[lg] Todél nanodaleliy patekimo ] Igsteles, vidulastelinio
transporto ir pasiskirstymo désningumy iStyrimas leisty tiksliau interpretuoti
duomenis gaunamus in vitro tyrimais ir pasitarnauty nanodaleliy panaudojimo
kaip sukurti tokias nanodaleles, kad invivo jos galéty buti tikslingai
nukreipiamos j numatyto poveikio vieta. Reikia dar daug suzinoti apie
nanodaleliy patekimg ] lasteles ir vidulagstelin] transporta, kad galima biity
vienareik§miSkai interpretuoti invitro tyrimy rezultatus, pagerinti jy
pritaikomuma eksperimentams in vivo ir paskatinti kryptingg tiksliniu poveikiu

pasizymin¢iy nanodaleliy kﬁrimq.[zol

Nanodaleliy naudojimas biomedicininéje srityje sukélé daug vilciy, kad bus
sukurti nauji, nanotechnologijy taikymu pagristi diagnostikos ir terapijos
problemy sprendimai. Taciau tolimesnis progresas ir spartus technologiniy
sprendimy perkélimas 1§ laboratorijos i klinikas labai priklausys nuo to, ar
pavyks sukurti nanonesiklius su norimomis savybémis, taip pat nuo supratimo,
kaip Sios sistemos sgveikauja su gyvu organizmu, ne tik makroskopiniu, bet ir
molekuliniu lygmeniu.?! Siuo metu, regis, tik pradedame suprasti nanodaleliy
sgveikas sudétingose biologinése sistemose ir tai, kaip Sios sgveikos gali biiti
kontroliuojamos, kei¢iant nanodaleliy savybes, o ypatingai — jy pavirsiy. Sios
Zinios neabejotinai pasitarnaus vis platesniam nanodaleliy pritaikymui

medicinoje.
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2.2

Tyrimy tikslas ir uzdaviniai

Tyrimy tikslas — naudojant kvantinius taskus, kaip tinkamy vaisty pernasai

biosuderinamy nanodaleliy modelj, invitro nustatyti bendrus tikslingai

nemodifikuoty nanodaleliy patekimo ] lasteles ir lokalizacijos jose

désningumus.

Tikslui pasiekti buvo suformuluoti Sie tyrimy uZdaviniai:

1.

2.3

Fluorescencinés spektroskopijos metodu iSmatuoti kvantiniy tasky
kaupimosi Igstelése laiking dinamikg véZiniy ir neveézZiniy Iasteliy
kultiirose.

IStirti  vidulgsteliny kvantiniy tasky pasiskirstymg konfokalinés
fluorescencinés mikroskopijos ir fluorescencijos gyvavimo trukmés
vaizdinimo mikroskopijos metodais.

Nustatyti kvantiniy taSky patekimo } Igsteles biidus ir juos salygojancius
veiksnius.

[vertinti kvantiniy tasky, kaip diagnostiniy priemoniy, poveikj lgsteleéms

kombinuoto gydymo modelio atveju.
Ginamieji teiginiai

Tikslingai nemodifikuoty neigiamo apvalkalo kriivio kvantiniy tasky
(KT) patekimas j visy tirtyjy linijy lasteles yra netiesinis procesas,
vykstantis trimis, nors ir skirtingos trukmés, etapais: 1 — létuoju, II —
augimo ir Il — soties, o KT kaupimasi, atsizvelgiant | pasiskirstyma
lastelése, galima suskirstyti j keturias fazes: 1-0ji — KT prikibimas prie
membranos; 2-0ji — vezikuliniy struktiry su KT formavimas ir
pasklidimas citoplazmoje; 3-0ji — vezikuliy su KT susiliejimas ir
lokalizacija aplink branduolj; 4-0ji — multivezikuliniy kiineliy su KT
formavimas ir pasiskirstymas citoplazmoje.

Kvantinius taskus sukaupusios endosomos patiria brandos pokycius,
formuojantis heterogeninéms vidinéms struktiroms, kuriose KT

fotoliuminescencijos gyvavimo trukme trumpéja.
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3. Kvantiniai taskai per lastelés iSoring ar vidines membranas difuzijos
budu neprasiskverbia.

4. Kvantiniai taskai aplinkoje be serumo baltymy 1 fibroblasty lasteles
(NIH3T3) patenka tik vienu, su kaveolinu susijusios endocitozés bidu,
kurj patys slopina, taciau stebimas nuslopinimas yra laikinas.

5. Kvantiniy taSky susikaupimas lastelése gali paveikti tiek vaistiniy

preparaty patekimg j lasteles, tiek ir lasteliy atsparuma jiems.
2.4 Autorés indélis

Sioje disertacijoje apradyti eksperimentiniai tyrimai buvo atlikti
Nacionalinio vézio instituto Moksliniy tyrimy centro Biomedicininés fizikos
laboratorijoje bei Vilniaus universiteto Biochemijos instituto Proteomikos
centre. Prof. habil. Dr. Ri¢ardas Rotomskis konsultavo pasirenkant tyrimy
kryptis. Dr. Mindaugas Valius ir dr. Vitalijus Karabanovas konsultavo
eksperimenty metodiniais klausimais ir jy metu gauty rezultaty interpretacijos
klausimais. Zigmantas Zitkus atliko laikinaja transfekcija su Zaliai
fluorescuojancio baltymo plazmidémis. Linas Pupelis atliko kvantiniy tasky

citotoksiSkumo eksperimentus.

Autoré dalyvavo atlickant kvantiniy tasky kaupimosi lastelése ir Igsteliy
mikroinjekcijos eksperimentuose, taip pat kartu su bendraautoriais atliko gauty

eksperimentiniy rezultaty analizg ir interpretacija.
2.5 Naujumas

Sio mokslinio darbo metu buvo pirma kartg atlikti ir nuosekliai aprasyti
iSsamiis tikslingai nemodifikuoty neigiamg pavirSiaus kriivj turin€iy kvantiniy
taSky (KT) kaupimosi Iagstelése tyrimai, apimantys KT kaupimosi etapus,
paskirstyma Igstelése, susiformavusiy endosomy struktiiros analize bei KT

patekimo ] 1gsteles mechanizmo nustatymg.

Pirma kartag ilgame laiko intervale buvo iStirti ir nustatyti laikiniai

netiksliniy KT kaupimosi etapai (I — létasis (tinx < 0,5 val.), Il — augimo (tix
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0,5-6 val.) ir 11l — soties (tj > 6 val.)) bei KT pasiskirstymo lastelése fazés (1-
0ji fazé — prikibimas prie membranos (ti 0,5-1 val.), 2-0ji fazé¢ — vezikuliniy
struktliry formavimas ir pasklidimas citoplazmoje (ti 0,5-6 val.), 3-0ji fazé —
vezikuliy susiliejimas ir lokalizacija aplink branduolj (tix 6-24 val.) ir 4-0ji
fazé — multivezikuliniy kiineliy formavimas ir pasiskirstymas citoplazmoje (tix
> 24 val.)). Pirma kartg parodyta, kad naudojant fluorescencijos gyvavimo
trukmeés vaizdinimo mikroskopijos (FLIM) metodika, galima identifikuoti KT
sukaupusias vezikules pagal jy branda bei vizualizuoti vidines vezikuliy

strukttras.

Pirma kartg buvo atlikta KT suspensijos mikroinjekcija i lgsteles, siekiant
imituoti galimg nanodaleliy difuzijg per iSoring lastelés membrang. Atlikus
palyginamuosius KT kaupimosi tyrimus lgstelése po laikinosios transfekcijos
su zaliai fluorescuojancio baltymo (EGFP) plazmide, buvo parodyta, kad KT

difuziskai neprasiskverbia nei per iSoring, nei per vidines lgstelés membranas.

Buvo nustatyta, kad tikslingai nemodifikuoti neigiamo pavirSiaus kravio KT
1 NIH3T3 lasteles patenka nuo kaveolino priklausanciu endocitozés biidu, bei
pirmg kartg parodyta, kad jsisotinantis KT kaupimasis sglygojo vidulastelinj
kaveolino-1, kuris yra pagrindiné molekulé, reikalinga membranos jlenkimui ir
kaveolino struktiiry formavimui, persiskirstyma ir susikaupimg KT pripildytose

vezikulése.

Taip pat buvo uzregistruotas padidé¢jes tirty Igsteliy atsparumas cisplatinos
poveikiui del KT jsisotinancio kaupimosi, o tai yra labai svarbu siekiant toliau

plétoti KT pritaikomuma diagnostikos ir kombinuotos terapijos poreikiams.
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3 Tyrimy apzvalga
3.1 Kvantiniy tasky optinés savybés

Puslaidininkinése medZiagose sugérus fotong, kurio energija yra didesné nei
puslaidininkio draustinés juostos energija (energinis tarpas), susiformuoja
elektrono-skylés pora (eksitonas). Jeigu puslaidininkio nanokristalo skersmuo
yra mazesnis (jprastai tai yra keli nanometrai), nei jo eksitono Boro spindulys,
tai pasireiSkia kvantinis elektrony ir skyliy energijy ribojimo efektas, kai
energijos tampa kvantuotos, o jy vertés tiesiogiai priklauso nuo nanokristalo
ddeio.[Zz] Kvantiniai taskai daznai yra apibiidinami kaip ,,dirbtiniai atomai*,
nes jy kriivininkai (elektronai ir skylés) uzima diskreCias energijos biisenas,
kaip elektronai viename atome. Tai yra tiesioginé kruvininky kvantiniy savybiy
apribojimo fiziniais nanokristalo matmenimis pasekmé.”¥ Kai KT dydis
mazinamas (jprastai iki mazesnio nei 10 nm), kvantinis apribojimo efektas ima
dominuoti. KT fotoliuminescencija (FtL) atsiranda, kai suZadintas elektronas
relaksuoja | pagrinding biiseng ir rekombinuoja su skyle, iSspinduliuvodamas
elektromagnetine energija (kaip parodyta 2 pav. A) siaura ir simetrine dazniy
juosta, kurios spektras gali buti i§ srities nuo ultravioletinés iki artimosios
infraraudonosios spinduliuotés.” Dél plataus, apimancio ultravioleting sritj,
sugerties spektro bei siauro ir simetrinio liuminescencijos spektro KT
liuminescencijos juostai biidingas didelis Stokso poslinkis.[ZS] [vairiis KT yra
sintetinami 1§ keleto skirtingy medziagy, kontroliuojant nanodaleliy dydzius ir
taip sukuriant KT su skirtingomis FtL juostomis. FtL bangos ilgis priklauso
nuo KT dydzio (kadmio selenido ir cinko sulfido (CdSe/ZnS) KT skersmuo
bana 2-5 nm),? t.y., kuo didesnis KT, tuo ar¢iau raudonosios spektro ribos

bus jo FtL spalva.
Kai néra kvantinio ribojimo, medZiagoje fotonas gali suZadinti tik vieng
elektrong ir permesti jj per drausting juosta, taip sukurdamas tik vieng eksitona,

o energijos perteklius virsta Siluma. Kvantiniuose taskuose gali buti sukurta

daug eksitony vienu metu (angl. multiple exciton generation), todél CdSe/ZnS

18



nanokristaly atveju pasiekiamas didelis (65-85 proc.)!?"?¥ fotoliuminescencijos

kvantinis nagumas.?”

A = & — Eksitonas
(elektrono-skylés Apvalkalas
Laidumo y " pora) «
. . - e P Serdis
Juosta S \ Suzadinto elektrono 0
(/@ kvantinio ribojimo
- [ ) energija <
Drawstiné [ ¢ Eledonoskyles S
) - s : rekombinacija 3,
) e~ skylés kvantinio g F1&
Valentiné Ly iboji ij
Kvantinis ?uzgt;ne ) N— i . ribojimo energija w
tagkas \ L v
= L -V
0 R

Atstumas (hm)

2 pav. Kvantiniy tasky elektrony biisenos: A — elektrono-skylés rekombinacijos

iliustracija; B — energijos lygmeny diagrama. Adaptuota pagal T.R. Pisanic et al.B”

KT Serdies-apvalkalo struktiiros sukuria kvantinio apribojimo salygas,
priklausancias nuo Serdies ir apvalkalo medziagy. Pavyzdziui, kai apvalkalo
medZiagos energinis tarpas yra didesnis negu Serdies medziagos (tokie KT dar
vadinami |tipo), tuomet elektrono-skylés poros lokalizacija yra apribota
Serdies (kaip parodyta 2 pav. B), o tokiy KT FtL nasumas yra didesnis negu
KT, kuriy apvalkalo energijos tarpas yra maZesnis negu Serdies (II tipo KT).
Tokiy KT elektronai yra apriboti apvalkale, o skylés — Serdyje, todél, kad vykty
FtL, kruviai turi pereiti Serdies-apvalkalo sandﬁrq.[sl] Papildomi kriiviai
(elektronai ar skylés) tiek ant KT pavirSiaus, tiek ir juos supancioje aplinkoje
daro stipry poveikj nanokristalo sugerciai ir FtL.B? Jie gali sglygoti KT FtL
gesimg deél Oz¢ rekombinacijos (bespindulinés energijos pernasos treiam
krivininkui).®® Pilnas gesinimas gali bati stebimas, kai papildomi kriiviai yra
pacioje KT Serdyje, ir yra didelis erdvinis kriuvio ir eksitono biseny
persidengimas. Dalinis gesinimas vyksta dél kriviy, esan¢iy KT pavirSiuje, nes
tuomet kriivio ir eksitono erdvinis persidengimas mazesnis.*! Priartéjus
aktyviems oksidacijos-redukcijos kompleksams prie KT, jie gali gesinti KT

FtL dél iSoriniy elektrony (ir skyliy) perdavimo, uzpildant arba KT Serdies,
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arba KT pavirSinius lygmenis.[34]

KT pasizymi salyginai ilga
fotoliuminescencijos gyvavimo trukme (jprastai nuo <5 iki 100 ns, CdSe/ZnS
KT vidutiné fotoliuminescencijos gyvavimo trukmé 7y yra ~10 ns).”® Del to
KT fotoliuminescencijos gesimo signalus, naudojant pasirinktus laiko
intervalus (angl. time gate) néra sudétinga atskirti nuo Igsteliy
[39]

autofluorescencijos ir iSsklaidytos Zadinancios spinduliuotés. Taciau

sudétingas nuo dydZzio, pavirSiaus saveiky, bangos ilgio priklausantis

S[36,37]

multieksponentinis KT  fotoliuminescencijos  gesima apsunkina

fluorescencijos gyvavimo trukmés vaizdinimo rezultaty interpretavima.
3.2 Nanodaleliy patekimo j lasteles keliai

Lastelés vidiné terpé nuo iSorinés aplinkos yra atskirta plazmine membrana
— elastingu lipidiniu dvisluoksniu, sudarytu i§ fosfolipidy, glikolipidy su
angliavandeniy grandinémis iSorinéje membranos puséje, cholesterolio ir
membraniniy baltymy. Tam, kad nanodalelés patekty 1 Igstele ir pasiekty
lasteliy viduje esancias tikslines organeles, pirmiausia jos turi jveikti plazminés
membranos barjerg. Nanodalelés gali patekti j 1astele tiesiogiai saveikaudamos
su membraniniais receptoriais (jeigu nanodalelés yra padengtos ligandais, kurie
yra specifiski Igstelés receptoriams), susisiejant su lipidiniu dvisluoksniu
hidrofobiniy ar elektrostatiniy saveiky déka bei kartu su kitomis lgstelés iSoréje
esandiomis medziagomis. Sios sgveikos su plazmine membrana pobidis
apsprendzia tolesnius patekimo ] Igstele mechanizmus.®® Jau yra Zinoma
nemazai skirtingais mechanizmais veikian¢iy ir molekuliniu lygmeniu grieztai
valdomy endocitozes keliy (3 pav.), kuriuos Igstelés iSnaudoja jvairiy kroviniy
transportui i§ aplinkos j skirtingas vidulastelines vietas.*® Endocitoze —
aktyvaus, energijos reikalaujancio transporto forma,*” kuri, atsizvelgiant |
jsisavinamo objekto fizinj buvj, yra skirstoma j dvi pagrindines rasis: (i)
fagocitoze, kuri skirta dideliy (< 0,5 um), kiety ar panasiy i kietus kiiny, kaip
bakterijos ar kolageno pluosStas, pernasai ] lgstelés vidy, ir (ii) pinocitozg, —
skysCiy, daznai turin¢iy iSsimaiSiusiy daleliy, pernasai. Detaliau pinocitozés

procesai yra skirstomi pagal mechanizmus, skirtus jsisavinti didelius tiirius
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(pvz., makropinocitozé¢ ir plazminés membranos klostés) ir mazus tiirius.
Pastarieji toliau skirstomi pagal tai, kokie baltymai dalyvauja formuojantis
endocitotinéms jduboms ir vezikuléms bei jas ,nukerpant“ nuo plazmingés

membranos.*!

Endocitozés mechanizmai:

Fagocitozé >750 nm  Membranos

NN
klostés Makropinocitozé >500 nm

f = Kiatrinas
«, = dinaminas
¥ = f-aktinas

3 pav. Endocitotiniy mechanizmy ir vidulgstelinio transporto modelis. Nanodalelés (Zali
skrituliai) ir kitos medZiagos yra endocituojamos ir uzdaromos ankstyvosiose endosomose
(AE), fagosomose arba makropinosomose (MP). Paslelés su nanodalelémis bresta
degradacijos kelyje ir tampa vélyvosiomis endosomomis / multivezikuliniais kaineliais
(MVB), kurie ilgainiui susilieja su lizosomomis (LYS). Nanodalelés i§ AE per riiSiavimo-
perdirbimo endosomas (RE) gali biti sugrazinamos | lastelés pavirsiy. Terpés pH palaipsniui
maz¢ja, pradedant nuo AE (pH 5.9-6.0), MVB (pH 5.5-6.0) iki lizosomy (pH 4.0-5.5),
kuriose yra proteaziy ir kity fermenty, galin¢iy suardyti daugeli biologiniy medziagy.
Adaptuota pagal T.G. Iversen et al.™ ir F. Zhao et al.1*¥

Nuo klatrino priklausanti endocitozé yra iki S§iol geriausiai iSirtas
mechanizmas, ir ilgai buvo manoma, kad tai yra vienintelis endocitozés
mechanizmas greta fagocitozés ir makropinocitozés. Taciau per du

pastaruosius deSimtmecius buvo atrasti papildomi, nuo klatrino nepriklausantys
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mechanizmai.”® Jie apima nuo dinamino priklausan&ius ir nepriklausancius
endocitozés mechanizmus. Prie pirmyjy priskiriami nuo RhoA — Iastelés
citoskeleto dinamikos reguliavime dalyvaujancios GTF-azés, ir nuo
kaveolino/lipidiniy plausteliy priklausantys keliai.*! Prie antryjy — nuo Cdc42
— lasteliy dalinimosi ciklo reguliavime dalyvaujan¢ios GTF-azés, ir nuo Arf6 —
plazminés membranos endocitozés ir transmembraniniy baltymy pernaSos
metu ADF prijungime prie baltymy dalyvaujancio faktoriaus, priklausantys
keliai. Drauge jie buvo pavadinti CLIC/GEEC? keliu.*® Tyrimai atlikti
naudojant jvairius zymeklius parodé, kad patekusios j lasteles nanodalelés
dazniausiai randamos endosomose ir/ar lizosomose (3 pav.), t.y., endocituoti
KT lokalizuojasi kartu su endosomy ir lizosomy zymekliais, pvz., EAAI
(ankstyvyjy endosomy), Lysotracker (rtigstiniy organeliy/vélyvyjy endosomy)
ir CD63 (lizosomq).[46] Ankstyvoji endosoma (AE) yra vidulasteliné strukttra
susiformavusi kaip ,,riSiavimo stotis®, kuri yra bendra visoms patekusioms j

39471 teigiama, kad ir

vidy medziagoms (kai kuriose publikacijose
makropinocitozés keliu patekusios medziagos yra nukreipiamos j AE). Joje,
priklausomai nuo patekimo kelio, yra apsprendziama tolesné¢ per plazming
membrang pernesto krovinio lemtis, nukreipiant jj degradavimui, pernasSai j
kitus citoplazmos skyrius arba perdirbimui ir grazinimui uZz lastelés ribq.[48]
Krovinio lemtis yra labai svarbi siekiant sékmingai pristatyti veikligsias
medziagas iki jy vidulastelinio taikinio. Ankstyvosios endosomos dazniausiai
bresta virsdamos vis labiau rugstéjanciomis vezikulémis, kurioms susiliejus su
lizosomomis, fermentinés reakcijos gali lemti visiSka endocituotos medziagos

suardyma}.[A'Q]

Kadangi skirtingo dydzio, sudéties ar pavirSiaus dangalo nanodalelés
patenka ] lasteles skirtingais keliais (placiau zr. 3.3 skyriuje), nanodaleliy

patekimo ] lastele kelio kontrol¢ yra labai svarbi, siekiant paveikti nanodaleliy

2 CLIC - nuo klatrino nepriklausomas nesiklis (angl. clathrin-independent carrier); GEEC — transmembraniniu
glikozilfosfatidilinozitolio baltymu praturtintos endocitotinés vezikulés (angl. glycosyl-phosphatidylinositol-

anchored protein-enriched early endocytic compartment
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vidulastelin; pasiskirstymg, lemtj ir biologinj atsaka, t.y., procesus, kuriy
tarpusavio sgsajos iki Siol néra iSsamiai iStirtos. Naujausi tyrimai rodo, kad
endocitozés procesai ne tik atlieka maistiniy medziagy ir su membrana
susisiejusiy molekuliy pernaSos ] lgstele funkcijas, bet ir per endocitozéje
dalyvaujancius baltymus reguliuoja medziagy raiSiavimo ir apykaitos, lastelés
ciklo, dalinimosi ir kity signaly inicijavimg bei perdavimg nuo membranos per

1 Svarbu suprasti, kaip

endosomas iki kity vidulgsteliniy organeliq.[
nanodaleliy patekimo i Igstele mechanizmas moduliuoja signaly perdavimg ir
tolesnj Igstelés molekulinj atsakq.[E’l] Si informacija pasitarnauty kuriant tokius
nanoneSiklius, kuriy déka vaistai ne tik patekty ] reikiamas lgsteles, bet ir

reikiamu keliu pasiekty norimas vidulastelines organeles.
3.3 Nanodaleliy fizikocheminiy savybiy jtaka juy kaupimuisi lastelése

Nanodaleliy savybés — dydis, kriivis ir pavirSiaus dangalas, yra labai

42,52,53

svarbios, nes apsprendzia biologines nanodaleliy sqveikas.[ ] Siy savybiy

pokyciai kei¢ia nanodaleliy kaupimasi, pasiskirstymg ir tolesng lemt]

12.13] Nanodaleliy ir lgsteliy sgveikos supratimas yra labai vertingas

lastelése.!
nanomedicinos raidai, bei nanosaugos poiiﬁriu.[Sz] Todél labai svarbu nustatyti
svarbiausias tokios sgveikos pokyCiy priezastis bei jvertinti nanodaleliy
kaupimosi spartg ir pasiskirstymg lgstelése, nes tai yra pagrindiniai veiksniai,
apsprendziantys nanodaleliy naudojimo galimybes ateities nanomedicininiuose

klinikiniuose taikymuose.*?

3.3.1 Nanodaleliy dydis ir forma

Kaupimasis Igstelése labai priklauso nuo nanodaleliy dydzio, kuris salygoja
ir patekimo spartg, vidulastelinj pasiskirstyma, ir kelig, kuriuo nanodalelés
patenka i lqsteles.[54] Nanodalelés, kuriy skersmuo yra apie 50 nm, j lasteliy
vidy patenka sparéiau,[ss] negu mazesnés ir didesnés nanodalelés, nes manoma,
jog ir mazesnes, ir didesnes nei ~50 nm skersmens nanodaleles apgaubti
iSorine lgstelés membrana yra sudétingiau.[56] Buvo parodyta, kad lasteléms

kaupiant mazesnes nei 200 nm skersmens nanodaleles formuojasi klatrino
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idubos, o nanodaleliy dydZziui did¢jant pradeda reikStis nuo kaveolino
priklausantis patekimo ] lagsteles mechanizmas, kuris ima dominuoti, kai
nanodaleliy dydis pasiekia 500 nm.*"! Nanodaleliy hidrodinaminis spindulys,
t.y., dydis, kuris apima nanokristalg su dangalu ir adsorbuoty skyscio, kuriame
yra nanodalel¢, molekuliy sluoksnj, taip pat veikia ir vidulgstelini jy
pasiskirstqu.[sg] Po patekimo 1 citozol; (padengus KT pavirSiy atitinkamais
peptidais, ar suardzius sukaupusias KT wvezikules) didesni KT (skersmuo
~ 5 nm) pasiskirsto ir iSlieka citoplazmoje, o mazesni (skersmuo ~ 2 nm) gali

kauptis branduolyje.>*®1

Nanodaleliy geometrija taip pat veikia patekimo ] Igsteles procesg bei
mechanizma. Kai kurie tyrimai atskleidzia, kad nanodaleliy kaupimosi sparta
priklauso nuo daleliy matmeny proporcijos: patekimas j lasteles létéja, kai
did¢ja ilgio ir skersmens santykis, o kai Sis santykis yra maZzas, nanodalelés

2]

spariau patenka | 1.':;Steles.[6 TaCiau yra ir tokiy tyrimy, kuriais

pademonstruota, kad pailgos nanodalelés yra jsisavinamos grei¢iau negu tokios

.. - . ... [6364
pacios sudéties sferinés dalelés, %%

pvz., silicio nanodalelés, kuriy ilgio ir
skersmens santykis yra 3, patenka ] lgsteles apie keturis kartus sparéiau nei
tokio pat tirio sferinés dalelés.®® Sie priestaringi rezultatai netiesiogiai
patvirtina tyrimy rezultatus, kad nanodaleliy forma néra svarbiausias i$

veiksniy, reguliuojanciy jy kaupimasi lqstelése.[GG]

3.3.2 Nanodaleliy pavirSiaus krivis

Daugelyje in vitro ir in vivo tyrimy yra akcentuojama, kad nanodaleliy
kriivis yra labai svarbus jy kaupimosi lgstelése Veiksnys.[67'68] Ir teigiamo, ir
neigiamo kriivio nanodalelés patenka j Igsteles nuo dinamino priklausanciais
keliais bei makropinocitozés budu,'® tatiau teigiamo kriivio nanodalelés
patenka su klatrinu susijusiy mechanizmy déka, o neigiamo kriivio — per nuo
klatrino nepriklausancius mechanizmus.[”®! Teigiamo kriivio nanodalelés, pvz.,
KT, silicio nanovamzdeliai,l! aukso!™? ar gelezies oksido nanodalelést”™
patenka ] lasteles spariau, lyginant su neutralaus ar neigiamo pavirSiaus

[74,75]

krivio dalelémis. Pastaraisiais metais buvo pademonstruota, kad
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nanodaleliy patekimas ] lasteles vyksta dél elektrostatinés sgveikos, kuri
paskatina nanodaleliy adhezija prie neigiama kruv] turinio Igstelés iSorinés

76,77 . ) o
[76.77] Saveikos su membrana metu nanodalelés veikia ir

membranos pavirsiaus.
pacios membranos struktiirg, pvz., nedideliy nanodaleliy (~2 nm) teigiamas
pavirSiaus kruvis gali sutrikdyti membranos potencialg ir salygoti Ca?*
jitekéjimg ] lasteles bei slopinti lasteliy dauginimqsi,m] o didesnés (4-20 nm)
nanodalelés sukelia lipidinio dvisluoksnio persitvarkyma: neigiamo pavirSiaus
kriivio nanodaleliy prilipimas prie lipidinio dvisluoksnio sukelia vietini
membranos virsmg | gelio faze (sukietéjimg), o teigiamo pavirSiaus kriivio
nanodalelés sukelia membranos suskystéjimq.[m] Vidulgstelinio nanodaleliy
transporto tyrimai parod¢, kad teigiamo pavirSiaus kriivio nanodalelés gali
iStrikti i§ lizosomy ir kauptis aplink branduolj, 0 neigiamos ir neutralios
dalelés pasilieka lizosomose.® Galimas §io reikinio paaiskinimas yra tas, kad
susikaupusios endosomoje teigiamo pavirSiaus kriivio nanodalelés i$Saukia
chloro anijony jtekéjima, kuris salygoja osmosinj brinkimg (apie 20 proc.) ir
fizinj endosomos pratrilkima, vadinamg ,,protony kempinés“ (angl. proton-
sponge) efektu.’’! Tagiau vien teigiamo kriivio sukeltas endosomy brinkimas
daznai néra pakankamas, kad nanodalelés biity iSleistos j citozolj. Dél to
kuriamos skirtingos priemonés, padidinanc¢ios endosomy brinkimg ir/ar pory jy
membranoje susidarymg, pvz., nuo pH, fermenty ar temperattros priklausomi
polimeriniai nanodaleliy dangalai bei fotoindukuotas fizinis endosomy
membrany suardymas, kurios jgalina veikliosiomis medziagomis pripildyty

endosomy suardyma lasteliy Viduje.[BO]

Pateikiama ir prieSingy tyrimy rezultaty, skelbian¢iy, kad neigiamo
pavirSiaus kriivio nanodaleles irgi gali veikti elektrostatinés sgveikos su
lastelés plazmine membrana, t.y., jos gali prilipti prie katijoniniy membranos
sriciy ir dél aplinkinio neigiamo kriivio membranos domeny stimos suformuoti
klasterius membranos pavirsiuje. Sie klasteriai skatina spartesnj anijoniniy
nanodaleliy patekimg j lasteles nei stebimas teigiamy nanodaleliy atveju.[81'83]
Sie skirtumai tarp jvairiy tyrimy rezultaty ir i§vady, tikétina, yra salygoti

skirtingy tirty nanodaleliy parametry ir kity pavirSiaus savybiy, bei tiriamy
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lasteliy ir jy membrany sudéties jvairoves. Taip pat svarbu atkreipti démes;,
kad turinti pavirSinj kriivj nanodalel¢ aplinkoje, kurioje yra biologiniy
molekuliy, yra padengiama baltymy vainiku, sudarytu 1§ daug skirtingy
baltymy. Nanodalelés pavirSiaus kriivis turi jtakos susidaran¢io baltymy
vainiko sudéciai, todél tyrimai, kuriais siekta nustatyti teigiamy arba neigiamy
nanodaleliy kaupimasi, neretai i§ tiesy apraSo susidariusio baltymy vainiko
: [53]

jtaka nanodaleliy patekimui j Igsteles ir jau patekusiy nanodaleliy lem¢iai.

Nanodaleliy citotoksiSkuma gali paveikti ir kriivio tankis, ir pats kravis.[®4

Ikrautos nanodalelés, pvz., aukso, yra Zymiai citotoksiSkesnés negu jy
neutralios formos,'® o teigiamo kriivio ZnO, silicio, silicio-titano ar aukso
nanodaleliy citotoksinis poveikis nefagocituojancioms lgsteléms yra didesnis,
nei panaSaus dydzZio neigiamo kriivio nanodaleliu.[%'gol Kity tyrimy rezultatai
parode, kad ir teigiamos, ir neigiamos nanodalelés yra genotoksiskos.
Vienodos Serdies ir dangalo sudéties 3 nm dydzio neigiamo krivio KT
(padengti merkaptopropionine riigstimi, MPA) yra maziau toksiski lyginant su
tokio pat dydzio ir sudéties teigiamo krivio KT (padengtais cisteaminu,
CYST).PYY CYST-KT atveju buvo nustatyta, kad jie sukelia citotoksiskuma ir
salygoja DNR grandinés triikius. Tac¢iau MPA-KT, netgi nestebint akivaizdaus
citotoksiSkumo pozymiy ir nesuzadinus reaktyvaus deguonies formy, taip pat

sukelé DNR pazaidas.

Nanodaleliy pasiskirstymo in vivo tyrimai parodé, kad nepageidaujamas
nanodaleliy kaupimasis kepenyse buvo Zenkliai intensyvesnis, jei jy pavirSiaus
kriivis, teigiamas ar neigiamas, buvo didesnis. To priezastimi yra makrofagy
(Kupferio lasteliy) aktyviai vykdoma fagocitozé kepenyse.®? Tagiau
santykinai nedidelis kaupimasis kepenyse ir Zenklus kaupimasis vézinése
lastelése buvo stebimas ty nanodaleliy atveju, kuriy pavirSius turéjo santykinai
nedidelj neigiama kriivj. Sie pastebéjimai leido postuluoti, kad neigiamo
kriivio nanodalelés dél mazesnio paSalinimo per retikuloendoteling sistemag
aktyvumo yra labiau tinkamos vaisty pernasai j navikinius darinius.®*% Taip

pat nemazai tyrimy parodé, kad jvairios nanodalelés, pvz., sidabro, aukso,
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silicio, kvantiniai taSkai, kuriy pavir§ius padengtas cviterjoniniu polimeru,
iSvengia retikuloendotelinés sistemos ir ilgiau cirkuliuoja kraujyj el
3.3.3 Nanodaleliy pavirsius ir baltymy vainikas

Kadangi nanodaleliy pavirSius tiesiogiai sgveikauja su lgstelés
biomolekulémis, jo cheminé sudétis taip pat veikia nanodaleliy kaupimosi

sparta, vidulgstelini kiekj ir netgi tai, kokiu keliu nanodalelés patenka i

52,96

lqsteles.[ ! Pavirsiaus savybés sglygoja biomolekuliy (pvz., baltymy), kurios

bus adsorbuotos ant nanodalelés d¢l elektrostatiniy, hidrofobiniy/hidrofiliniy
sgveiky, kiekj ir tipg. Adsorbuoto bio-sluoksnio cheminé sudétis ir storis toliau

skatins arba stabdys nanodaleliy adhezijg prie Igsteliy membrany, taip

97]

paveikdami jy kaupimasi lqstelése.[ Daugelis nanodaleliy, pvz., aukso

nanovamzdeliai® ir dalelés,® kvantiniai tagkai,[*%

[101]

magnetinés geleZies

(1021 yra padengiamos

oksido nanodalelés, ar polimerinés nanodalelées,
polietilenglikoliu (PEG) ar jo analogais, kad nanodalelés tapty inertiSkesnés
biologingje terpéje, ir taip biity prailgintas jy cirkuliacijos pusamzis. PEG
polimerinés grandinés nanodaleliy pavirSiuje suformuoja hidrofilinio sterinio
barjero ,,debesj“, kurio lankstumas, elektrinis neutralumas ir neaktyvios
pavirSiaus grupés padeda iSvengti sgveikos su terpés baltymais ir
makrofagais.!'® Baltymus atstumianti (t.y., krivj ekranuojanti ir hidrofilinj
pavirSiy formuojanti) PEG dangalo savybé priklauso ne tik nuo PEG polimero
ilgio ir tankio, bet ir nuo konfigiiracijos aplinkoje. Ta¢iau néra vieningos
nuomones, koks turéty biiti PEG ilgis ir tankis, siekiant optimalaus ekranavimo
efekto. Taip pat svarbu atkreipti démesj, kad nanodaleliy padengimas PEG
labai sumazina jy sgveika su lgsteliy membrana ir nespecifin} kaupimasi

lqstelése.[Gg]

Tyrimai parodé¢, kad vienas pagrindiniy veiksniy, kei¢ian¢iy nanodaleliy
elgseng biologinéje aplinkoje ir nanodaleliy kaupimasi lgstelése, yra ilgalaikis
jy pavirsiuje susiformaves baltymy vainikas.'*! Sudétingi, kintantys laike ir
kiekvienai nanodalelei saviti baltymy vainikai, kuriuos gali sudaryti beveik 300

skirtingy baltymy, susiformuoja nanodalelés pavirSiuje labai greitai (<30 g).[1!
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Galimi keli Sio vainiko tipai. ,,Kietas* baltymy vainikas yra apibiidinamas kaip
patvarus stabilizuojantis baltymy dangalas, tiesiogiai sgveikaujantis su
nanodalele. ,,MinkStas* nepastovus vainikas formuojasi 1§ baltymy, kurie yra

[106] Baltymy vainiko

giminingi ,kietame* vainike esantiems baltymams.
sudeétis priklauso ir nuo nanodalelés pavirSiaus krivio ir dydzio,® bei nuo
aplinkoje esanciy baltymy koncentracijos.[lo4] Baltymy vainikas kinta laike,
ilgainiui tik ant nanodalelés pavirSiaus adsorbuoti baltymai suformuoja
negrjZztamai prisijungusj baltymy vainika.'%) Tagiau buvo nustatyta, kad
nekintant aplinkai, nekinta ir vainiko sudétis, bet laike keiCiasi ty paciy
baltymy bendras kiekis ir baltymy kiekiy tarpusavio santykis.[losl Baltymy
vainiko sudétis Zenkliai nekinta ir pereinant i§ vienos aplinkos ] kitg
(pavyzdziui, 1§ kraujo plazmos | lgstelés citozolj) — iSlieka ,kietas* baltymy
vainikas, bet prisijungia ir naujy molekuliq.[106‘108] Nemazai tyrimy parodé¢, kad
susiformaves baltymy vainikas daro jtaka nanodaleliy patekimo | lasteles kelio

[109 vidulasteliniam pasiskirstymui[llol bei patekimo ] lasteles

[111]

poky¢iams,

Inicijuojamiems signalams.
3.34 Nanodaleliy savybiy ir jy sqveikos su lgstelémis apibendrinimas

Nors yra atlikta daug tyrimy lasteliy kultirose ir su eksperimentiniais
gyvinais, siekiant nustatyti sarysj tarp nanodaleliy savybiy ir jy patekimo i
lasteles, vidulgstelinés pernaSos, lgsteliy signaly inicijavimo bei nanodaleliy
toksiskumo,™*** tagiau, del tyrimuose naudojamos didelés nanodaleliy,
lasteliy linijy ir tyrimo metody jvairovés, gana sudétinga lyginti jvairiy tyrimy
rezultatus ir gauti vienareik§miskas iSvadas. Pagrindinius per paskutiniuosius
metus atlikty jvairiy moksliniy grupiy tyrimy rezultatus trumpai apibendrina

toliau pateikiamos Zinios.

Nanodalelés jprastai patenka | Igsteles receptoriais reguliuojamos
endocitozeés biidu, patekusios i endosomas, yra pernesamos endosomy brandos
keliu ir galiausiai lizosomose degraduojamos. Taciau aktyvuojamas
endocitozés kelias ir nanodaleliy lemtis Iasteléje labai priklauso nuo jy

(52]

N . “ oy . — - [112 — . Cve
paviriaus savybiy,®? o ypa¢ nuo pavirinio krivio.™*? Ant krvj turin&ios
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nanodalelés pavirSiaus serume ar kitoje biologingje aplinkoje labai sparciai
susiformuoja jvairiy baltymy vainikas.*? Pavir§inis kravis salygoja S$io
susiformavusio baltymy vainiko sudétj, kuri kinta laike ir skirtingose
aplinkose. Kaupimasis ir vidulgstelinis nanodaleliy pasiskirstymas priklauso ir
nuo jy dydzio: bet kokios 2-100 nm skersmens nanodalelés paveikia Iastelés
signaly perdavimo procesus, svarbius pagrindinéms Igsteliy funkcijoms
(iskaitant ir lgsteliy zatj)), o 40-50 nm dydzio nanodaleliy poveikis
didziausias.[®" Trumpuoju laikotarpiu kaupimasis priklauso nuo lasteliy tipo ir

113]

ju ciklo fazes.! Nanodaleliy toksiSkumas priklauso nuo naudojamos

koncentracijos ir nuo atsiskyrusiy jony koncentracijos, taip pat nuo sukelto

oksidacinio streso ir jo aktyvuoty tolimesniy signaly kaskady tipq.[lll‘m]

3.4 Kvantiniy tasky kaupimosi lastelése tyrimy apZvalga

Per pastaruosius dvideSimt mety KT biomedicininiams taikymams buvo
naudojami kaip iSskirtiniu fotostabilumu pasizymintys jvairiy spalvy
fluorescenciniai zymekliai. Susidoméjimas KT iSaugo de¢l galimo dvejopo jy
pritaikymo diagnostikos ir gydymo tikslams nanomedicinoje,!” panaudojant
selektyviam vaizdinimui ir vaisty pernasail® bei paverciant eksperimentine
platforma NVP procesy tyrimams. Didelé pazanga pasiekta naudojant KT in
vitro tyrimuose, fiksuoty lasteliy ir audiniy Zyméjimui arba selektyviam

plazminiy membrany baltymy  vaizdinimui."***

Tac¢iau nepasiekta
pakankama pazanga kuriant KT Zzymeklius, kuriais biity galima atlikti
vaizdinima gyvose lastelése."*" ¥l Metodai, $iuo metu taikomi KT ir kity
nanodaleliy patekimui j gyvas lasteles uztikrinti, gali buti suskirstyti j tris
strategijas:***! (i) pasyvus patekimas, kuris priklauso nuo fizikocheminiy paciy
KT savybiy (dangalo, pavirSiaus struktiiros ir kriivio); (ii) paskatintas
pateikimas, kuris daZniausiai atlickamas modifikuojant KT pavirSiy tam
tikromis molekulémis; (iii) tiesioginis patekimas, kuris uztikrinamas fizikiniais
metodais, pvz., mikroinjekcija ar elektroporacija. KT ir kity nanodaleliy
kaupimasis (pasyvus ar paskatintas) lgstelése gali vykti jvairiy endocitotiniy

[18] [120]

mechanizmy, pasyvios pernaSos ar adsorbcinés endocitozeés deka.
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Literatiiroje pateikiamy rezultaty analizé parode¢, kad KT pateikimas ] 1asteles,
ypa¢ patekimo kelias, trukmé ir vidulastelinis pasiskirstymas, yra
apiblidinamas labai skirtingai. CdSe/ZnS kvantiniy tasky kaupimosi Igstelése
tyrimy, kuriuose buvo analizuojama kaupimosi dinamika ir vidulgstelinis

pasiskirstymas, rezultaty apibendrinimas yra pateikiamas 3 lenteléje.
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3 lentelé. CdSe/ZnS kvantiniy tasky kaupimosi lastelése, 37°C temperatiiroje, tyrimy rezultaty apibendrinimas

A B C D F G H | J K
0.2 27 nm/ [-] Zmogaus S5val. | 24val. | -/+ | Uzregistruotas vezikuliniy struktiry | Neidentifikuotas, | 2!
655 nm prostatos vézio pasiskirstymas lastelés citoplazmoje | postuluojama, kad
lastelés (PC3) ir didesné jy koncentracija aplink nuo priklausantis
iris jy branduolj. KT sukaupusios vezikulés, | nuo klatrino
klonuotos inkubuojant terpéje su baltymais
lgstelés priskirtos lizosomoms.
20 15-25nm | PEG- Zmogaus 10 min. | 1val. + | UzZregistruotos granulinés Netirtas (661
/605 nm | COOH [-] | hipofizés fotoliuminescuojanéios strukttiros
PEG-NH2 (GH4C1 bei pasiskirs¢iusios citoplazmoje.
[+] AtT20) ir Teigiamo pavirSiaus krtavio KT j
kasos (AtT20) lastelés pateko zenkliai grei¢iau nei
vézinés neigiamo. AtT20 lastelése pastebétas
lastelés zenkliai mazesnis susikaupimas nei

kitose tirtose lasteliy linijose.




A B C D F G | J K
10 Serdies DL- Zmogaus 10 min. | 1val. Pasiskirstymas lastelése priklauso Netirtas =9
dydis: 3-5 | cisteinas | monocitai nuo lasteliy linijos ir KT dydzio.
nm/542- [ (THP-1) ir 3 nm dydzio KT buvo uzregistruoti
592 nm epitelio THP-1 citoplazmoje ir branduolyje;
lastelés (HEp- HEp-2 — tik citoplazmoje. Didé¢jant
2) KT, jy patekimas j lgsteles silpnéjo, o
didziausi (5 nm) buvo uzregistruoti
tik ant THP-1 Iasteliy membrany,
HEp-2 lastelése visai nebuvo
uzregistruoti.
10 Dydis Konju- | Pelés T 30 min. | 24 val. UZregistruotas prilipimas prie Netirtas (122
nepateikta | guotisu | limfomos membranos (per 15 min) ir po to
s/ avies lastelés (EL-4) pasiskirstymas citoplazmoje.
520 nm serumo
albumino
V frakcija
[nejvar-
dintas]
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A B C D F G | J K
40 525- PEG- | Pelés 30 min. | 2val. Po 1 val. inkubacijos uzregistruota Netirtas [123]
30nm/ | COOH [-] | makrofagy abiejy tirty KT ir ankstyvyjy
545 nm PEG-NH, lastelés endosomy, pasiskirs¢iusiy
[+] (J774.A1) citoplazmoje, kolokalizacija, po
2 val. kolokalizacija su lizosomomis
ir mitochondrijomis.
1-3- | ~4nm/ Tiolo Zmogaus 3 min. 1 val. Uzregistruoti KT buvo ant Priklausantis nuo | 124
10 591 nm ligandas gimdos kalelio (kai KT membranos, o lastelés viduje buvo klatrino
D-penicil- vézinés koncen- susitelke aplink branduolj.
aminas lastelés (HeLa) tracija Susikaupimas taip pat priklauso nuo
[+] 10 nM) KT koncentracijos, kuriai mazéjant
vis maziau KT yra uzregistruojama
lastelés viduje.
20 | 45nm | PEG[0] | Zmogaus 24 val. | 24 val. Visi tirti KT buvo uZregistruoti Priklauso nuo [125]
(PEG), PEG- epidermio lasteliy viduje susitelke prie lipidiniuf .
20 nm COOH [] keranocitai branduolio. Neigiamo pavirSiaus pla?ste}lu I
(NH,), ir (HEK) kriivio KT (kiti nebuvo tirti) tarp 6 r | 9211Mal yra
18nm | TECNH: 24 val. lokalizavosi kartu su atpazjstamas
(COOH)./ +] veélyvosiomis endosomomis ir maZo tankio
655 nm lizosomomis. lipoproteiny

receptoriaus
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A B C D F G | J K
0.8 | 20-30nm | PEG[0] | Zmogaus lval. | 40val. UZregistruotos neigiamo pavirSiaus Neidentifikuotas, | 1%
/ 655 nm PEG- krities epitelio kravio KT sankaupos prie branduolio | postuluojama, kad
COOH [-] | vézinés (MCF- bei KT sukaupusiy vezikuliy priklausantis nuo
7) ir nevézinés lokalizacija kartu su lizosomomis. klatrino
(MCF-10) Neutralaus pavirSiaus krivio KT
Iastelés lastelése nebuvo uzregistruoti.
10 | 20-30 nm KT Zmogaus 15 min. | 24 val. Visi tirti KT po 24 val. inkubavimo Makropinocitoze | 127
/655 nm | konjuguo- | gimdos buvo uZregistruoti lgsteliy viduje
tisu G8 | kaklelio susitelke prie branduolio.
moleku- | vézinés
liniu lastelés (HeLa)
nesikliu
[nejvar-
dintas]
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A B C D F G H | J K
10— | 20-30 nm PEG- Zmogaus Isisotina | 24 val. | + | Kuo didesné visy tirty KT Netirtas (114
80 /529 nm | COOH [-] | kepeny vézio po koncentracija, tuo spartesnis KT
(COOH)/ PEG-NH, lastelés 15 val. kaupimasis Igstelése, taciau neigiamo
630 nm [+] (HepG2) (40 nM) pavirsiaus kriivio KT pateko j
(NH,) lasteles greiiau, esant mazesnei jy
koncentracijai.
Po 24 val. uzregistruota KT
lokalizacija kartu su lizosomomis.
02 | 27nm/ [-] Zmogaus 5val. | 24val. | -/+ | Uzregistruotas vezikuliniy struktiry | Neidentifikuotas, | "2
655 nm prostatos vézio pasiskirstymas lastelés citoplazmoje | postuluojama, kad

lastelés (PC3)
iri§ jy
klonuotos

Iastelés

ir didesné jy koncentracija aplink
branduolj. KT sukaupusios vezikulés,
inkubuojant terpéje su baltymais

priskirtos lizosomoms.

nuo priklausantis

nuo klatrino

A — naudota KT koncentracija (nNM); B — KT hidrodinaminis spindulys / FtL bangos ilgis (1), C — KT pavirsiaus krivis fiziologinéje aplinkoje ,, [+]

— teigiamas, ,,[-] © — neigiamas, ,, [0] “ — neutralus, ,, [+-] “ — cviterjoninis; D — lgsteliy linija; E — lgsteliy biisena registravimo metu ,,f** — fiksuotos,

, g —gyvos; F — inkubavimo trukmé, po kurios KT uzregistruoti lgstelés viduje; G — KT kaupimosi registravimo bendra trukmé; H — inkubavimo

terpés sudétis (su baltymais ,,+*“, be baltymy ,,-*; I — stebétas vidulgstelinis KT pasiskirstymas, J — patekimo kelias; K — literatiiros Saltinis
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Pirmosios publikacijos apie KT kaupimasi lastelése paskelbtos daugiau nei
pries deSimt metq,[m’lzg] taciau klausimas, kaip KT patenka j skirtingas
lasteles, dar néra atsakytas. Rezultaty interpretacija dar sudétingesné in vivo

tyrimuose, kai KT vienu metu kaupiasi skirtinguose Iasteliy tipuose.[m]

Taip pat akivaizdu, kad i§ esamy nanodaleliy patekimo ] Igsteles tyrimy
negalima gauti vienareikSmisky iSvady, nes nuo vieno Kkonkretaus
fizikocheminio nanodalelés parametro (pvz. kriivio) priklausantys kaupimosi
lastelése désningumai, gali biti tiriami tik, kai kiti parametrai yra iSlaikomi
pastoviis. Todél Siame darbe apraSomi tyrimai buvo skirti nustatyti KT
kaupimosi Igstelése désningumus, pasirenkant vieno tipo tikslingai
nemodifikuotus KT, analizuojant jy nattiraly kaupimasi ilgais laiko intervalais
ir lyginant kaupimosi skirtumus tarp keliy lasteliy linijy. Daug démesio buvo
skiriama vidulasteliniam KT pasiskirstymui ir transportavimui skirtingomis
inkubacijos salygomis (5.1 skyrius) bei pasirinkty KT patekimo j lasteles
molekuliniy mechanizmy tyrimams (5.2 skyrius). Taip pat buvo jvertintos
kvantiniy tasky taikymo nanomedicinoje prielaidos bei suformuluotos
rekomendacijos, atkreipiancios démesj j svarbius nanodaleliy taikymo in vivo

aspektus (5.3 skyrius).



4 Medziagos ir metodai
4.1 Lasteliy linijos

NIH3T3 — imortalizuota fibroblasty Iasteliy linija, iSskirta i§ peliy embriono
(vidutinis dalinimosi laikas (VDL) 22 val.,"* 4 pav., A) MCF-7 — Zzmogaus
kriities vézio linijos lastelés (VDL 29 val., 4 pav., B)**¥ ir HepG2 — Zmogaus
kepeny vézio lasteliy linija (VDL 34 val., 4 pav., C)"** buvo auginamos
monosluoksniais iki ~60 proc. lasteliy tankio Dulbecco modifikuotoje Eagle
(DME) terp¢je (DMEM, Gibco, JAV) su jauCio embriono serumu
(10 proc. v/v) ir 0,1 proc. antibiotiky (1000 U/ml penicilino, 1000 pg/ml

streptomicino), inkubatoriuje tiekiant CO, (5 proc. v/v) ir palaikant 37 °C

temperatura.

4 pav. A) NIH3T3, (B) MCF-7 ir (C) HepG?2 lasteliy fazinio kontrasto vaizdai;
mastelis 10 pum

4.2 Lasteliy paruoSimo ir inkubacijos su kvantiniais taskais protokolas

Visiems kvantiniy tasky kaupimosi lgstelése eksperimentams lgstelés buvo
paruoSiamos vienodai. Lastelés i§ visy naudoty lasteliy linijy buvo pers¢jamos
] 30 mm Petri 1éksteles ~40 proc. tankiu ir 1 parg laikomos inkubatoriuje
(37°C, 5proc. CO,), terpéje be baltymy. Prie$ visus eksperimentus lgstelés
buvo tris kartus plaunamos fosfatiniu buferiniu druskos tirpalu (PBS), kurio
pH 7.4, ir paliekamos dar 2 val. $viezioje augimo terpéje be baltymy,
inkubatoriuje. Atliekant eksperimentus, kuriems naudota jprastine DME terpe

su baltymu, Sias dvi valandas lgstelés buvo laikomos terpéje su baltymais.
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Tuomet pradedama lasteliy inkubacija su kvantiniais taskais, konkreciam
eksperimentui numatytais laiko intervalais ir atitinkamomis sglygomis. Visuose
eksperimentuose inkubacijos terpéje buvo naudojama 10 nM KT koncentracija.
Kiekvieno inkubacijos intervalo pabaigoje, prieS§ pradedant signaly
registravimg ar tolimesnes procediras, Iastelés visada buvo tris kartus
plaunamos augimo terpe be baltymy, siekiant iSvengti tolimesnio tik prie
lastelés pavirSiaus prilipusiy kvantiniy taSky patekimo j vidy, bei KT
maiSymosi ir bendro patekimo su kitomis, vélesniuose eksperimento etapuose

naudojamomis medziagomis ar kitais kvantiniais taskais.
4.3 Naudotos medzZiagos

4.3.1 Kvantiniai taskai

Tyrimuose buvo naudojami kvantiniai taskai (KT) eFluor™ 625NC ir
545NC (pradiné vandeninio tirpalo koncentracija 10 uM) jsigyti i$
eBioscience™, JAV. KT yra sudaryti i§ CdSe 3erdies ir ZnS apvalkalo,
padengto patentuotu polietilenglikolio amfifiliniu lipidiniu sluoksniu DSPE-
PEG2000 (angl. 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
[carboxy(poly-(ethylene glycol))-2000]) ir karboksilo grupémis (pK,=1,8 —
2,5). Todél fiziologiniame pH KT pavir§ius tampa deprotonuotas
susiformuojant COO™ ragséiy lickanoms, kurios suteikia KT neigiamg krivj
(5 pav., A). Biologinéje aplinkoje KT padengia biologinés makromolekulés ir
KT pavirSiuje susiformuoja baltymy vainikas® (5 pav., B). Dél skirtingo
puslaidininkinio kristalo dydzio (625NC skersmuo 5,2 nm-7.1 nm!**" ir 545NC
— 43-48nmt™3) tirti KT pasizymi skirtingais fluorescencijos Zadinimo ir
fluorescencijos spektrais (5 pav., C). Ta¢iau dél pavirSiniy sluoksniy indélio
skirtingy spalvy KT matmenys nelabai skiriasi, jy hidrodinaminis spindulys yra

ne mazesnis negu ~20 nm.[%]
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5 pav. A — schematinis neigiamo pavirSinio kravio KT vaizdas, B — KT su adsorbuotais
baltymais. C — 625NC ir 545NC KT fotoliuminescencijos spektrai DME terpéje

Eksperimentai atlikti ir su KT eFluor™ 605NC (pradin¢ vandeninio tirpalo
koncentracija 10 pM) jsigytais i§ eBioscience™, JAV, kuriy pavirsiuje yra
amino grupés (pK;=8-10,5). Fiziologiniame pH S8iy KT pavirSiuje
susiformuoja NH3;" protonuotos grupés, suteikianéios jiems teigiama kriivj
(6 pav., A).

6 pav. A — schematinis teigiamo pavirSinio kriivio KT vaizdas; B — NTH3T3 lgsteliy
konfokalinés fluorescencijos vaizdas po 24 val. inkubacijos su teigiamais KT605;

mastelis 10 pm

Taciau teigiamo pavirSinio kriivio KT patekimas  tirtas Igsteles vyko létai,
net po 24val. NIH3T3 Iasteliy inkubacijos su kvantiniais taSkais, jy

fotoliuminescencija (FtL) Igsteliy viduje nebuvo uzregistruota (6 pav., B). Dél
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to tolimesniuose eksperimentuose buvo nuspresta naudoti tik neigiamo

pavirsSinio kriivio KT, o teigiamo pavirSinio kriivio KT nebenaudoti.
4.3.2 Kiti reagentai

Transferinas (Trf) konjuguotas su fluoroforu Alexa-Fluor 488, BODIPY -
C5-lactosil-ceramidas/BSA (LacCer), Dextran-Cascade Blue (DexB) buvo
jsigyti 18 Invitrogen, JAV. Fotosensibilizatorius chlorinas e6 (Ceg) buvo
jsigytas i$ Frontier Scientific Inc., JAV. Cisplatina buvo jsigyta i§ Teva Pharma
B. V., Olandija.

4.4 Naudoti tyrimy metodai

44.1 Nuostovioji fluorescenciné spektroskopija

4.4.1.1  Nuostovioji fluorescenciné spektroskopija kvantiniy tasky

kaupimosi lgstelése kinetikos nustatymui

NIH3T3, HpG2 ir MCF-7 lgstelés buvo inkubuojamos su KT iki 48 val. Po
atitinkamo laiko intervalo (po 0,5val., 1val., 6val.,, 24 val. bei 48 val.),
jprastai nuplovus terpe, lgstelés buvo suspenduotos naudojant tripsinizacijos
tirpalg (Trypsin-EDTA (0.5 proc.), Thermo Fisher Scientific, JAV). Po
tripsinizacijos lgstelés buvo nucentrifuguotos (500g, 2 min) ir vél suspenduotos
galutiniame 1,5ml PBS turyje. Lasteliy koncentracija buvo nustatyta
hematocitometru, skai¢iuojant Igsteliy skaiciy mililitre. Kiekybineé KT
patekimo ] gyvas lasteles analizé buvo atlikta naudojant nuostoviosios
fluorescencijos ir fluorescencijos trukmiy registravimo spektrometrg FLS920
(Edinburgh Instruments, Jungtin¢ Karalysté). Spektroskopiniy matavimy metu
reguliuojamos temperatiiros kiuve¢iy kameroje buvo palaikoma 37°C
temperatiira. Lasteliy suspensija buvo patalpinta j 1 cm storio kiuvete (Hellma
Optics, Jena, Vokietija). Suspensija buvo pastoviai maiSoma su
mikromaiSytuvu, kad uztikrinti kuo tolygesne lasteliy suspensijos koncentracija
ir iSvengti jy sedimentacijos. Fotoliuminescencija (FtL) buvo zadinama 405 nm
bangos ilgio S$viesa, zadinimo ir spinduliavimo spektriniai plySiai buvo

nustatyti vienodi — 5nm. Suspenduoty Igsteliy autofluorescencija buvo
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1Smatuota kontrolinése lastelése, ir 1 ja buvo atsizvelgta analizuojant gautus

rezultatus.

4.4.1.2  Fluorescenciné spektroskopija temperatiuros jtakai kvantiniy

tasky patekimui j lgsteles jvertinti

NIH3T3 lastelés buvo inkubuojamos su KT iki 6 val.,, ty., kol pasieks
kaupimosi soties etapo pradzia, ir laikomos jprastomis sglygomis (37°C) arba
ant ledo (4°C), taip siekiant nustatyti temperatiiros jtakg KT patekimui ]
lasteles. Po atitinkamo laiko intervalo (0 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min,
120 min, 180 min ir 360 min), Igstelés pagal auks¢iau aprasytg procediirg buvo

paruoSiamos spektroskopiniams matavimames.

4.41.3  Fluorescenciné spektroskopija ilgalaikés lgsteliy inkubacijos su
kvantiniais tasSkais jtakai kity medZiagy patekimui j Igsteles

nustatyti

Siekiant nustatyti, kiek trunka KT patekimo ;1 NIH3T3 lasteles slopinimas
joms pasiekus KT kaupimosi sotj, Igstelés i$ pradziy buvo 24 val., t.y. iki soties
etapo, inkubuojamos su KT625, kaip jprastai, tris kartus plautos, ir po to
laikomos terpéje be baltymy ir be KT 2 val., 5val. ir 7 val. Po kiekvieno
nurodyto laiko intervalo j terpe buvo jpilama nauja KT dozé, ir lastelés
laikomos terpé¢je dar 1 val. Tuomet lgstelés buvo paruosiamos fluorescencijos
spektroskopijos eksperimentui pagal anks¢iau nurodytas procediiras. Du FL
eksperimentai, po tris méginius kiekvienoje grupéje, buvo vykdomi
lygiagrec€iai: vienos 24 val. su KT625 inkubuotos lgstelés buvo laikomos
terpéje be KT, o kitos buvo laikomos augimo terpéje, nurodytais laiko

momentais ] ja jpilant ty paciy KT625.

KT kaupimosi lastelése slopinimo reiSkiniu bei skirtingais endocitozés
reporteriais buvo pasinaudota siekiant nustatyti molekulinj KT patekimo i
lasteles mechanizmg. NIH3T3 Igstelés 24 val., iki KT kaupimosi soties fazes,
buvo inkubuojamos su KT625 tam, kad tirti Trf, DexB ir LacCer patekimg ir

vidulastelinj pasiskirstymg skirtingais laiko intervalais, nuo 1 val. iki 24 val.
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KT jtaka kity, klinikinéje terapijoje taikomy medZziagy, kaupimuisi buvo
nustatyta NIH3T3 lgstelése, kurios buvo inkubuojamos su KT545 tam, kad tirti
Ceg, ir su KT625 tam, kad tirti cisplatinos patekimg j lasteles skirtingais laiko

intervalais, nuo 1 val. iki 24 val.
4.4.2 Konfokaliné fluorescenciné mikroskopija
4.42.1  Konfokalinés mikroskopijos principai

Konfokalinis skenuojantis lazerinis mikroskopas pasizymi i$skirtine savybe
— optiniu sluoksniavimu — t.y., gebé&jimu uzregistruoti gerai sufokusuotus,
rySkius vaizdus i§ skirtingo to paties bandinio gylio. Konfokaliniame
mikroskope bandinys yra Zadinamas sufokusuotu lazerio spinduliu, kuris
skleidzia koherenting spinduliuote, tokiu biidu lazerio spinduliai pasiekia
objekta viename taske. Bandinio zadinimo pasekmé yra fluorescencija, taciau
reikéty iSskirti Sviesg, kurig iSspinduliuoja molekulés, esancios objektyvo
zidinio plokstumoje, bei Sviesa, kurig skleidzia molekulés nepatenkancios i §ig
plokStumg. Abiem atvejais molekuliy iSspinduliuota Sviesa praeis pro
objektyva bei skenavimo sistemg. Taciau konfokaliniame mikroskope
nesufokusuoti fluorescencijos spinduliai yra eliminuojami prie§ detektoriy
patalpinant konfokaling diafragma, kuri apsaugo nuo nesufokusuotos $viesos,
sklindancios 1§ plokStumy, esanciy vir§ ar po Zidinio plokStuma, o taip pat ir
nuo iSsklaidytos Sviesos galinCios patekti j detektoriy. Taigi fiksuojama bus tik
fluorescencija, kurig skleis molekulés esancios objektyvo zidinio ploksStumoje.
Taip konfokalinis skenuojantis lazerinis mikroskopas tuo pat metu jgalina ir
bandinio apSvieta pataskiui, ir i§spinduliuotos i§ atskiro ttirio segmento §viesos
detekcijg. Dichroiniu veidrodziu Zadinanti lazerio spinduliuoté nukreipiama j
objektyva, kuris ja fokusuoja bandinyje. Sis veidrodis Zadinanéia $viesa
atspindi, o iSspinduliuotg (fluorescencija) praleidzia. Veidrodziy déka zadinanti
lazerio spinduliuoté¢ nuosekliai slenka zidinio plokStumoje (arba gali biiti
judinamas pats bandinys), vyksta skenavimas x ir y asimis. Tokiu budu gali
buti suzadinama didesné objekto dalis, o ne vienas konkretus taskas. Su

nustatytu zidinio nuotoliu z aSyje skenuojant bandinj X ir y aSimis, konfokalinis
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tirio elementas slenka reikiamu bandinio plotu, vienoje plokStumoje. Taip,
kei¢iant Zidinio nuotolj, galima uZregistruoti atskirus bandinio optinius

sluoksnius ir po to rekonstruoti bandinio 3D-vaizda bei struktiirg.[**”

4422  Gyvy lgsteliy vaizdinimas naudojant konfokaline fluorescencing
mikroskopijg

Kvantiniy tasky ir kity vaizdinimui naudoty medziagy fluorescencijos
gyvose lastelése vaizdai buvo gauti naudojantis konfokaliniu mikroskopu
(Nikon Eclipse TE2000-S, C1 plus) pataskiui skenuojant Igsteles argono jony
lazerio (488 nm) spinduliu, bendram 600X didinimui naudojant 60X NA1,.4
objektyva (Plan Apo VC, Nikon, Japonija). [prastiems vaizdams registruoti
buvo pasirinktas trijy kanaly RGB detektorius (juostiniai filtrai su pralaidos
juostomis 515/30 ir 605/75 zaliam ir raudonam kanalams, atitinkamai).
Skenavimas lazeriu buvo valdomas naudojantis Nikon EZ-C1 programa.
Kvantiniy tasky vaizdinimas buvo atlieckamas iSlaikant tuos pacius parametrus
visiems registruojamiems fluorescencijos vaizdams. Vaizdy apdorojimas buvo
atliekamas naudojantis Nikon EZ-C1 Bronze versija 3.80 ir Imagel 1.41

programomis.
4.4.3 Fluorescencijos gyvavimo trukmeés vaizdinimo mikroskopija

4.4.3.1  Fluorescencijos gyvavimo trukmés vaizdinimo mikroskopijos

principai

Biologiniai fluorescenciniai dazai daznai skirstomi pagal jy sugertos ir
i$spinduliuotos Sviesos bangos ilgj, kuris priklauso nuo energijos skirtumo tarp
pirmos elektroninés suzadintos biisenos Zemiausio virpesinio lygmens ir
pagrindinés biisenos. Nuostoviosios fluorescencinés spektroskopijos metodu
yra registruojama suzadinty molekuliy virsmo ] pagrinding biiseng metu
iSspinduliuota Sviesa. Fluorescencijos spektras iSmatuojamas registruojant jos
intensyvumag pasirinktoje spektrin¢je srityje, o bandinj zadinant Sviesa,
atitinkan¢ia siaurg molekuliy sugerties spektro sritj. Nuostoviosios

fluorescencijos matavimui yra naudojamas nuolatinés ar impulsinés S$viesoS
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Saltinis, ir stebimas nuolatinis, suvidurkinto intensyvumo fluorescencijos
signalas.  Fluorescencinis konfokalinis mikroskopas skenavimo metu
registruoja fluorescencijos intensyvuma tik i§ vieno objekto tiirio elemento,
Kitaip tariant, vyksta fluorescencijos intensyvumo integravimas laike. Taciau
tokiu bidu nejmanoma nustatyti, kaip ir kada uZzgesta suzadintos molekulés
busena (pvz., molekulés gali fluorescuoti vienodu intensyvumu, bet jy
Svytéjimo trukmés gali Zenkliai skirtis). Fluorescencijos gesimo trukmé (z) yra
charakteringa  fluorofory  fotofizikiné  savybé. = Monoeksponentinio

fluorescencijos gesimo atveju fluorescencijos intensyvumo Kitimas:

t
I(t) = Ioe_?

¢ia I, — pradinis fluorescencijos intensyvumas, t — registravimo trukmé, o
T =t, kai | = ly/e, t.y., gyvavimo trukmé 7 yra laikas, per kurj fluorescencijos
intensyvumas nuo maksimalios vertés sumazéja dydziu e. [prasty,
mikroskopijoje naudojamy fluorofory r yra kelios ns, tafiau §i gyvavimo
trukmé yra veikiama mikroaplinkos, kurioje yra fluoroforai. Tad fluorescencija
galima apraSyti ne tik kaip intensyvumo laikinj integrala, bet ir registruoti jos
papildomus parametrus (trukme¢ ir bangos ilgj) bei gauti informacija apie
procesus, vykstanéius su molekule, kol ji yra suzadinta. Vaizdinant gyvas
lasteles, jose esantys fluoroforai yra biologingje aplinkoje, apsupti jvairiy kity
molekuliy (baltymy bei lipidy), kurios vienaip ar kitaip gali paveikti suzadintos
molekulés biisenos trukme. Suzadintos biisenos gyvavimo trukme keiciantys
procesai, pvz., energijos pernasa i§ vienos molekulés j kitg (Fiorsterio
rezonansiné energijos pernasa (FRET), fotoindukuota reakcija (elektrono arba
protono pernaSa ] tirpiklj)) ar solvatacija (iStirpusios medziagos molekuliy
sgveika su tirpikliu) yra stebimi panaudojant kinetinés spektroskopijos
metodus.™* Vienas i3 jy — fluorescencijos gyvavimo trukmés vaizdinimo
mikroskopija (angl. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FLIM). FLIM
metodas gali buti pritaikytas vaizdinimui pasitelkiant kelis skirtingus
fluorescencijos gesimo registravimo budus. Laiko srities, daznio srities, fotony

skai¢iavimo, analoginiai skenavimo ir plataus lauko vaizdinimo biidai yra
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realizuojami naudojant skirtinga jranga.[*** Toliau bus aptartas pirmasis, laike
koreliuoty pavieniy fotony skai¢iavimu gristas fluorescencijos gyvavimo
trukmés (angl. Time correlated single photon counting, TCSPC FLIM)

vaizdinimo budas, kuris buvo taikomas tiriant gyvas lgsteles.

Bandinys yra suzadinamas trumpu lazerio impulsu, kurio trukmé turi buti
zenkliai mazesné negu bandinyje suzadinty molekuliy fluorescencijos

1351 po suzadinimo molekulé kazkuriuo laiko momentu gali

gyvavimo trukme.
i$spindulivoti fotong. Kadangi Zadinimas vyksta spinduliuotés impulsais,
pasikartojanciais tam tikru dazniu, tai daugelj karty yra registruojami
iSspinduliuoti fotonai, ir taip gaunama fluorescencijos gesimo histograma,
vaizduojanti fotony kiekiy, uzregistruoty skirtingais laiko intervalais po
suzadinanc¢io impulso, skirstinj (7 pav.). Kiekvienai histogramai yra pritaikoma
eksponentinio maz¢jimo funkcija (pvz., gestan€iy eksponenciy suma, jei
procesas néra monoeksponentinis):
I _t
oL
i
Cia a; yra santykinés gestanciy fluorescencijos komponenciy amplitudés, o 7

— juy fluorescencijos gyvavimo trukmes.

Taikant TCSPC FLIM vaizdinimo biidg, konfokaliniu mikroskopu bandinys
yra skenuojamas pikselis po pikselio, ir gaunamas FL intensyvumo
pasiskirstymas erdvinése koordinatése X, Yy, kiekviename pikselyje
uzregistruojant fluorescencijos gesimo charakteristikg (fotony skaiciy ir jy

detektavimo laikg Zadinancio lazerio impulso atzvilgiu), 7 pav.
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Fotony skaicius

| A Fotony pasiskirtymas, n (X, v, t)
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7 pav. Laike koreliuoty pavieniy fotony skai¢iavimo fluorescencijos gyvavimo trukmés

vaizdinimo mikroskopijos vaizdy registravimo principas naudojant skenuojantj konfokalinj

mikroskopa. Adaptuota pagal W. Becker et al.!**®

Po to 18 uzregistruoty fluorescencijos gesimo charakteristiky apskai¢iuojama
fluorescencijos gyvavimo trukmé ir atvaizduojama tam tikra spalva.
[Smatuotame FLIM vaizde atvaizduojama vidutin¢ 7 verté, kuri apibendrina
visy tame bandinio taske esanciy suzadinty fluorofory fluorescencijos
gyvavimo trukmes. Jei fluorescencijos suzadintos biisenos gyvavimo trukmes
pikseliuose yra skirtingos, tada joms priskyrus atitinkamas skirtingas spalvas
galima sudaryti fluorescencijos gyvavimo trukmémis paremta vaizda.
Matuojant fluorescencijos signalg skirtingais gyvavimo trukmiy intervalais
(angl. gate) (8 pav.), pvz., heterogenisko bandinio atveju, kai fluoroforai yra
skirtingose aplinkose, galima gauti skirtingus fluorescencijos vaizdus,

atspindinc¢ius bandinio savybes ir sandaros ypatumus.

A

— Pasirinktas gyvavimo
S trukmés intervalas
L
[%2]
g Uzregistruoti fotonai

registruoti rotonail

= N Zregistru
%‘ Fluorescencijos
c .
3 intensyvumas
[

Laikas (s)

8 pav. Laiko intervalai fluorescencijos gesimo kinetikoje. Adaptuota pagal
W. Becker et al.***]
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TCSPC FLIM yra suderinamas su konfokaliniu lazeriniu skenuojanciu
mikroskopu, tad fluorescencijos duomenys yra gaunami i§ nustatyto
konfokalinio tiirio elemento be i$sklaidytos, ne zidinio plokStumoje suzadintos

fluorescencijos.

4432  Gyvy lgsteliy vaizdinimas naudojant fluorescencijos gyvavimo

trukmeés vaizdinimo mikroskopijq

NIH3T3 lIgstelés FLIM eksperimentui buvo inkubuojamos 0,5 val., 1 val.,
3val., 6 val. ir 24 val. pagal jau aprasyta Igsteliy paruosimo inkubacijos su KT
eksperimentams metodika. KT fotoliuminescencijos gyvavimo trukmeés vaizdai
buvo gauti panaudojant fluorescencijos gyvavimo trukmiy registravimo
priedeli (PicoQuant GmbH, Vokietija) prie Nikon Clsi konfokalinio
mikroskopo. Sistemg sudaré pikosekundinis (impulso pusplotis 39 ps) 405 nm
diodinis lazeris (PDL 800-B) bei jo valdiklis, kuriuo buvo nustatytas 10 MHz
impulsy pasikartojimo daznis, jgalings naudoti 100 ns matavimy intervalg.
Vaizdo registravimo pradzia, skenavimas ir uzregistravimas buvo valdomi per
Nikon Clsi mikroskopo sistemg. KT fotoliuminescencijos gyvavimo trukmés
signalas gyvose lastelése buvo uZzregistruotas naudojant pavieniy fotony
grititinj diodinj detektoriy (Single Channel SPAD Detection Unit) su juostinio
pralaidumo filtru (578/105 nm) ir TCSPC modulj (PicoHarp 300, Picosecond
Histogram Accumulating Real-time Processor, PicoQuant GmbH, Vokietija).
Kiekvienas gyvavimo trukmés vaizdas buvo gautas uzregistruojant 1000 jvykiy
ties didZiausia intensyvumo verte, o vaizdo skiriamoji geba buvo 512x512
pikseliy. FLIM vaizdai buvo rekonstruoti naudojant trijy eksponenciy artinj,
apdorojant juos SymPhoTime 5.2 versijos programine jranga (Confocal
TCSPC Data Acquisition and Analysis Software, PicoQuant GmbH, Vokietija),
kur vidutiné KT FtL gyvavimo trukme apskai¢iuojama pagal formule:

X Qi Ty

< 7>=
xia

Cia a; yra amplitudés, 0 7 — fluorescencijos gyvavimo trukmés, ir yra

atvaizduojama kiekvienam pikseliui. Visy KT vidutiniy FtL gyvavimo trukmiy
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(visiems pikseliams) histogramos buvo nubréztos naudojantis ta pacia

programa.
4.4.4 Mikroinjekcija

Tirpalas injekcijai buvo paruostas praskiedziant 0,5 ul pirminés KT
koncentracijos su 9,5ul PBS. Mikroinjektorius (Eppendorf FemtoJet ir
CellTram Air; Vokietija) buvo naudojamas KT injekcijai tiesiai j lastelés
citoplazmg (injekcijos slégis — 200 hPa; greitis — 500 um/s). Lasteliy
konfokaliniai fluorescencijos vaizdai buvo uzregistruoti i$ karto po injekcijos ir

po 24 val., kurias Igstelés buvo laikomos inkubatoriuje (37°C, 5 proc. CO,).

4.4.5 Laikinoji transfekcija su Zaliai fluorescuojancio baltymo

plazmide

Laikinoji NIH3T3 Igsteliy transfekcija su Zaliai fluorescuojancio baltymo
(EGFP) plazmide (susintetinta Dr. Brian J. Knoll, Farmacijos ir vaisty moksly
fakultete, Hitistono universitete, Hitistonas, JAV) buvo atliekama pagal
standarting metodika, skirta ant padé¢klo augancioms Igsteléms. Du skirtingi
tirpalai buvo ruoSiami atskirai. Tirpalas A: 0,5ug EGFP plazmidziy 50 pl
DME inkubavimo terpéje; Tirpalas B: 1,5 ug MetafectenePRO (Biontex) 50 ul
DME inkubavimo terpéje be antibiotiky. MiSinys padarytas i§ A ir B tirpaly
20 min buvo laikomas kambario temperatiroje. Susiformave plazmidés-
MerafectenePRO junginiai buvo uzpilami ant NIH3T3 lIgsteliy. Po 6 val. CO,
inkubatoriuje transfekcijos miSinys nusiurbiamas nuo Igsteliy ir uzpilama
Sviezia DME inkubavimo terpé su jaucio serumo albuminu (10 proc. v/v) ir
0,1 proc. antibiotiky (1000 U/ml penicilino, 1000 pg/ml streptomicino), o
lekstelés 48 val. grazinamos j CO, inkubatoriy. Toliau transfekuotos lgstelés

buvo inkubuojamos su KT pagal jprasta protokola.

Laikinoji NIH3T3 lasteliy transfekcija su EGFP plazmide ir Rab5 geny
mutantais buvo atlickama pagal metodikg aprasyta ankstesniame skyriuje. Visa
transfekcijos eiga yra tokia pati, iSskyrus naudojamag Tirpalg A: Siame

eksperimente jj sudaré trys atskiri 0,5 ug plazmidziy EGFP-C1-Rab5-WT,
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EGFP-C1-Rab5-Q79L — dominantinis teigiamas ir EGFP-C1-Rab5-S34N —
dominantinis neigiamas (susintetinti Dr. Brian J. Knoll, Farmacijos ir vaisty
moksly fakultete, Hitistono universitete, Hitistonas, JAV) tirpalai, kurie buvo

paruosti 50 pg DME inkubavimo terpéje.

Laikinoji NIH3T3 lasteliy transfekcija su pEGFP-C1-kaveolinas-1 plazmide
(susintetinta Dr. Lisette Leyton, FONDAP lgsteliy molekuliniy tyrimy centre,
Medicinos fakultete, Cilés universitete, Santjago, Cil¢) buvo atliekama
naudojant  TurboFect transfekcijos reagentus, remiantis gamintojo

rekomendacijomis (Thermo Fisher Scientific Inc., Lietuva).
4.4.6 KT pasiskirstymo Igstelése tyrimai su Lysotracker®

NIH3T3 Iastelés buvo inkubuojamos 24 val. su 10 nM KT625 inkubavimo
terpéje, su baltymais ir be baltymy, CO, inkubatoriuje 37°C temperatiiroje.
Tuomet tris kartus plautos ir 2 val. dazomos su 50 nM lizosomy zymekliu
zaliai fluorescuojanciu Lysotracker (angl. Lysotracker-green) (Invitrogen,
JAV). Konfokaliniai fluorescencijos vaizdai buvo registruojami atskirai

kiekviename fluorescencijos kanale, o po to apjungiami.
4.4.7 CitotoksiSkumo tyrimai

KT citotoksiskumui ir jtakos lgsteliy metaboliniam aktyvumui jvertinti buvo
naudotas XTT metodas ir specialios XTT druskos ir aktyvacijos reagentai
(Biological Industries, l1zraelis). Gyvybingose lgstelése esantys dehidrogenazés
fermentai tetrazolj skaido ir ver¢ia j formazang, kuris yra oranzinés spalvos.
Gyvybingy lgsteliy skaiCius ir formazano kiekis koreliuoja — kuo daugiau
lasteliy, tuo formazano spalvos intensyvumas bus didesnis. D¢l to galima
jvertinti Igsteliy gyvybingumg matuojant dazo sugerties koeficiento pokycius.
Optinis tankis matuojamas spektrofotometru ties 490 nm bangos ilgiu. XTT
tyrimui buvo panaudota 96 Sulinéliy plokstelé. Krastiniai Sulinéliai buvo palikti
tusti, esantys viduryje uzséti NIH3T3 Igstelémis, po 12 000 Iasteliy j Sulinél;.
Pasirinkta eksperimentuose naudota 10 nM KT koncentracija. Po inkubacijos su

nanodalelémis kiekvienas Sulinélis buvo praplaunamas, ir pripilama po 100 pl
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naujos terpés. Tuomet atitinkamais kiekiais sumaiSius XTT reagenta su
aktyvacijos reagentu, ] kiekvieng Sulin¢lj jpilta po 50 ul tirpalo ir plokstelé

paliekama 3 val. inkubatoriuje.

Citotoksiskumo analizei lastelés buvo veikiamos kvantiniais taskais 1 val.,
3val., 24 val. ir 48 val., sie inkubavimo laikotarpiai buvo pasirinkti tokie, kaip
ankstesniuose eksperimentuose. Neinkubuotos su KT lgstelés buvo skirtos
kontrolei. I§ karto po numatytos poveikio trukmés lgstelés buvo suspenduotos
jas tripsinizuojant, ir naudojantis automatiniu lgsteliy skai¢iuotuvu ADAM
(Digital Bio, NanoEnTek Inc., Koréja) buvo jvertinamas gyvybingy ir
negyvybingy lasteliy skaiCius. Gyvybingumas buvo apskaiCiuojamas pagal

Zemiau pateikiama formulg:

Gyvybingumas = (Gyvybingy lgsteliy skaicius / Visas lgsteliy skaicius) x
100 proc.

ADAM automatinis lgsteliy skaiCiuotuvas yra labai tikslus mikroskopas,
integruotas su optine fotoliuminescencijos registravimo sistema ir vaizdy
analizés kompiuterine programa. Kai bandiniai yra nudaZzomi su
fluorescenciniu dazu, propidzio jodidu, kuris jsiskverbia | DNR ir nudaZo
lasteliy branduolius, fluorescenciniai vaizdai yra uzregistruojami automatiskai.
Sistema registruoja ~40-60 vaizdy automatiSkai judant staliukui X-Y aSiy
kryptimis. Gauti vaizdai yra apdorojami vaizdy analizavimo kompiuterine

programa.

Lasteliy dalinimosi jvertinimui buvo naudojamos dvi 12 Sulinéliy plokstelés
— kontrolei ir inkubavimui su kvantiniais taskais, naudojant KT koncentracija,
kaip ir visuose eksperimentuose — j kiekvieng Sulinélj uzséjant po 80 000
NIH3T3 lasteliy. Lastelés buvo skai¢iuojamos automatiniu lgsteliy
skai¢iuotuvu ADAM kas 24 val.

4.4.8 Lgsteliy atsparumo cisplatinai tyrimai

NIH3T3 lastelés buvo veikiamos 24 val. dviem skirtingomis (0,075 pg/ml ir

0,5 ng/ml) cisplatinos koncentracijomis (cisplatinos koncentracija ir poveikio
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laikas pasirinkti remiantis A.B. Coleman et al. siiloma metodikat*®). Siame
bandyme buvo naudojama teigiama kontrolé, t. y., kontrolinés lgstelés, kurios
nebuvo inkubuojamos su KT, bet buvo veikiamos cisplatina, pagal jas buvo
vertinamas bendras lasteliy gyvybingumas. Buvo suskaiciuotos ir “atkibusios”
nuo substrato, esancios terpé¢je lastelés. Lastelés buvo nudazytos su negyvy
lasteliy dazu 0,4 proc. TrypanBlue (Sigma-Aldrich Co. LLC, JAV) ir

naudojantis automatiniu lgsteliy skai¢iuvotuvu ADAM.
449 Statistiné analizé

Duomenys yra pateikiami kaip vidutinés maziausiai trijy nepriklausomy
eksperimenty vertés + S, (standartiné paklaida). Statistiné analizé buvo
atliekama naudojantis vienfaktorinés dispersinés analizés Anova testu;

skirtumai buvo laikomi statistiSkai reik§mingais jei p<0.05.
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5 Rezultatai ir jy aptarimas
5.1 Kvantiniy taSky kaupimasis ir pasiskirstymas lgstelése

5.1.1 Kvantiniy tasky kaupimosi kinetika

Kvantiniy tasky (KT) kaupimosi lgstelése dinamika buvo tiriama matuojant
dviejy vienodos cheminés sudéties, bet turinCiy liuminescencijos spektro
smailes ties skirtingais bangos ilgiais (KT545 — didZiausias intensyvumas ties
545 nm — registruojamas mikroskopo vaizdinimo sistemos zaliajame kanale ir
KT625 — ties 625 nm, — registruojamas raudonajame kanale) kvantiniy tasky,
dengty neigiamo pavirSinio kriivio karboksilo grupémis, fotoliuminescencijos
(FtL) intensyvumg. Suvidurkintos FtL intensyvumo vertés, uZzregistruotos
lasteliy suspensijose po skirtingy inkubacijos trukmiy, pateikiamos 9 pav. Siy
tyrimy rezultatai parode, kad KT625 ir KT545 kaupimosi Igstelése kinetikos
yra panaSios, nepriklausomai nuo nedidelio Siy KT dydzio skirtumy. KT
kaupimosi lgstelése kinetika yra ,,S“-formos, ir ja galima suskirstyti ] tris
pagrindinius etapus: | — 1étajj (ti < 0.5 val.), Il —augimo (t, 0.5-6 val.) ir [l —
soties (ti > 6 val.). Raudonos liuminescencijos KT625 létasis etapas yra
raiSkesnis, taciau abiejy KT patekimas j 1gstele yra gan spartus procesas, ir jau
po 0,5 val. inkubacijos lgstelése registruojamas FtL intensyvumo augimas,

kuris pradeda sotintis po 6 val. ir pasiekia sotj apie 24 val. po inkubacijos.
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9 pav. Identiskos cheminés sudéties karboksilinty KT su skirtingomis FtL smailémis, ties

545 nm (KT545) ir ties 625 nm (KT625), kaupimosi etapai NIH3T3 Igstelése, inkubuotose

terpéje be baltymy 37°C temperaturoje: (I) 1étasis, (II) augimo ir (III) soties

Atlikus KT625 kaupimosi tyrimus skirtingy lasteliy (NIH3T3, HepG2 ir

MCF-7) linijose, buvo nustatyta, kad Siose lgstelése KT kaupimasis vyksta tais

paciais etapais, taciau kiekvienai lgsteliy linijai etapy trukmé yra skirtinga

(20 pav.).
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10 pav. Karboksilo grupémis dengty KT kaupimosi dinamika NIH3T3, HpG2 ir MCF-7

lgstelése 37°C temperatiroje, atvaizduota skirtingose (A ir B) skalése
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KT FtL intensyvumas NIH3T3 ir MCF-7 lastelése augo sparciai, MCF-7
lastelése létasis etapas buvo trumpesnis ir maziau iSreikStas. Po 6 val. Siy
abiejy lasteliy linjjose KT FtL intensyvumas, t.y. ir KT kaupimasis, prad¢jo
sotintis ir sotj pasieké po ~24val. Taciau HepG2 lastelése létasis KT
kaupimosi etapas buvo zymiai ilgesnis. KT FtL intensyvumas 0-24 val.
intervale palyginus su FtL intensyvumu NIH3T3 ir MCF-7 Igstelése buvo labai
silpnas ir pradéjo augti tik po 30val. Toks pats létas analogiskos
koncentracijos karboksilinty KT kaupimasis HepG2 lastelése ir jo jsisotinimas
tik art¢jant 48 val. buvo wuzregistruotas ir atlickant KT citotoksiSkumo

tyrimus.!**4!

Nemazai skelbty tyrimy parod¢, kad KT kaupimosi lgstelése greitis yra

priklausomas nuo KT koncentracijos, t.y. kuo didesné KT koncentracija, tuo

[114,137

greiiau KT patenka j Igsteles. I KT kaupimasis daugeliu tyrimy atvejy

yra registruojamas iki 24 val. ir aprasomas kaip tiesiné, auganti KT signalo
laikiné  priklausomybeé, nepriklausomai nuo  naudojamos KT
koncentracijos,*?*138¥ tagiau registruojamame laiko intervale priklausanti

981901 pvz., didesnis nanodaleliy patekimas daZnai buvo

[141-143]

nuo lasteliy tipo,
registruojamas veéziniy lasteliy atvejais.

Tacdiau misy atlikti tyrimai parodé, kad intervale nuo 24 val. iki 48 val.
neigiamo pavirSiaus kriivio KT kaupimasis lastelése jsisotina, nepriklausomai
ar tirtosios lgstelés buvo vézinés, ar ne.

5.1.2 Kvantiniy taSky pasiskirstymas lgstelése

51.2.1  Kvantiniy tasky kaupimosi lgstelése fazés

Sukaupty lgstelése KT625 konfokaliniai fotoliuminescencijos vaizdai, kurie
buvo uzregistruoti skirtingose lasteliy linijose iSkart po inkubacijos, ir po
0,5val., 1 val., 6 val., 24 val. bei 48 val. (11 pav. ir 12 pav.), atskleidé, kad nuo
IT kaupimosi etapo, kai KT patenka | lasteles, jie yra vezikulinése strukttirose.

KT Siose vezikulinése struktiirose iSlieka visg stebéjimo laikotarpj. Ilgainiui

auga tik vezikuliy skaicius ir dydis, kas sglygoja iSaugus] FtL intensyvuma
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(10 pav.). bei vyksta vezikuliy vidulgstelinis persiskirstymas. Analizuojant KT-
ais pripildyty vezikuliy vidulgstelinio pasiskirstymo kitimg laike, buvo
nustatytos keturios KT kaupimosi fazés: 1 fazé — prikibimas prie membranos
(tik 0,5-1val.) (11 pav., A), 2fazé — vezikuliniy struktiry formavimas ir
pasklidimas citoplazmoje (tj« 0,5-6 val.) (11 pav., B), 3fazé — vezikuliy
susiliejimas ir lokalizacija aplink branduolj (ti 6-24 val.) (11 pav., C) ir 4 fazé

— struktiiry, panasiy j multivezikulinius darinius, formavimas ir pasiskirstymas

A W B 2
[ ] ]
C D

11 pav. KT kaupimosi NIH3T3 Igstelése dominuojancios fazés: A — 1 fazé, prikibimas

citoplazmoje (tjnx > 24 val.) (11 pav., D).

prie membranos; B — 2 fazé, vezikuliniy struktiiry formavimas ir i§sklidimas citoplazmoje; C
— 3 fazg, vezikuliy susiliejimas ir lokalizacija aplink branduolj; D — 4 fazé, multivezikuliniy

kiineliy formavimas ir pasiskirstymas citoplazmoje. Terpé be baltymy, mastelis 20 um

Nepaisant skirtingy KT kaupimosi etapy trukmiy (10 pav.), tikslingai
nemodifikuoty neigiamo kriivio apvalkalo KT kaupimosi fazés, nors stebétos ir

skirtingu inkubacijos metu, pagal susiformavusiy vezikuliy tipus ir
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vidulastelinj vezikuliy paskirstymg buvo panasios visose tirtose 1gsteliy linijose

(11 pav., 12 pav.).

1

@]

MCEF-7

HepG2

12 pav. KT kaupimosi dinamikos MCF-7 (A-D, tix 0.5-24 val.) ir HepG2 (E-H, tj« 0.5-
48 val.) lastelése konfokaliniai fluorescencijos ir fazinio kontrasto vaizdai: kaupimosi fazés.

Terpé be baltymy, branduoliai nudazyti su DAPI, mastelis 20 um

Kaip matosi 11 pav. ir 12 pav., visos KT kaupimosi lastelése fazés nebuvo
vienodai aiskiai iSreikStos tirtose lgsteliy linijose. RySkiausios jos buvo
NIH3T3 Iastelése, taip pat lengvai identifikuojamos MCF-7 lastelése. HepG2
lastelése, j kurias KT patekimas vyko lé€iausiai, kaupimosi fazés buvo sunkiau
atskiriamos. Siose lastelése nestebima prikibimo prie membranos fazé, ta¢iau
3-0ji fazé (lokalizacija aplink branduolj) ir 4-0ji faz¢ (multivezikuliniy kiineliy
formavimas ir pasiskirstymas citoplazmoje) pasireiSké charakteringomis KT
sankaupomis. Pagrindinés §iy skirtumy priezastys galéty biiti nuo lasteliy tipo
priklausanti plazminés membranos sudétis (pvz., teigiamg kriivj turiniy
membranos domeny dydzio ir paskirstymo skirtumai, bei skirtingi receptoriy,
dalyvaujanéiy KT patekimo j lasteles procese, kiekiai)."*! Nevienodos KT
patekimo trukmés skirtingose lgsteliy linijose taip pat gali buti sglygotos ir

specifiniy KT patekimo mechanizmy j skirtingy linijy lasteles.
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Svarbu atkreipti démesj, kad 1-0ji ir 2-o0ji KT pasiskirstymo lgstelése fazés
buvo anks¢iau aprasytos A. Hoshino et al.,'?2 M.J.D. Clift et al.,"**! W. Jiang
et al.?4 jr T.A. Kelf et al.%® parengtose publikacijose. Y. Williams et al.® ir

F. Corsi et al.'*

parodé susiformavusiy vezikuliniy struktiiry pasiskirstyma
citoplazmoje, atitinkantj 2-3jg faz¢. 3-0ji fazé — vezikuliy susiliejimas ir
lokalizacija aplink branduolj — buvo aprasyta L.W. Zhang et al.*?! ir Y. Xiao

128 bei apzvelgta W.J. Parak.M®! 4-oji fazé yra panasi j pateikiamus

et al.l
duomenis apie multivezikuliniy kiineliy formavimasi ir jy pasiskirstyma
citoplazmoje, kurie buvo pristatyti Y. Yuan et al.™*" ir W. Jiang et al.[™
Taciau nei vienoje 1§ paminéty studijy nebuvo pristatyti iSsamis tyrimai,
iliustruojantys, kaip nuo laiko priklauso nemodifikuoty neigiamy KT

patekimas ir pasiskirstymas gyvose Igstelése.
5.1.2.2  Susiformavusiy vezikuliy tipai

Atidi KT625 patekimo j Igsteles metu susiformavusiy ir laike kintanciy
vidulasteliniy vezikuliy apZitra atskleide kelis skirtingus vezikuliy tipus, kuriy
skersmuo kito nuo ~0,5pum iki 8 um (13 pav.). Maziausios vezikulés
(skersmuo iki 0,5um) buvo aptiktos 2-0sios kaupimosi fazés metu
(13 pav., A). Dviejy skirtingy tipy, taciau vienodo dydzio vezikulés (~1 pm
skersmens) buvo pastebétos 3-0si0s fazés metu: pilnai KT-ais uzpildytos
(13 pav., B) ir panasios | ziedg vezikulés, kuriose KT buvo lyg prisitvirting prie
vidinio membranos pavirSiaus ir nepasiskirste per visg vezikulés tiir]
(13 pav., C). Didziausios vezikulés (~5-8 um), kurios stebétos 4 fazéje, buvo
panasios ] multivezikulinius kiinelius struktiiros, sudarytos i§ daugelio mazy,
pilnai KT wuzpildyty vezikuliy, apjungty vienoje didel¢je vezikuléje
(13 pav., D).
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13 pav. Vezikuliniy struktiiry susiformavusiy NIH3T3 Igstelése konfokaliniai
fotoliuminescencijos vaizdai skirtingy KT kaupimosi faziy metu: A — 2 faz¢, B ir C — 3 fazé
ir D — 4 fazé. X — vaizdas panaSios ] ziedg vezikulés, kurioje KT yra matomi, kaip
prisitvirting prie vidinio pavirSiaus ir nepasiskirstg per visa vezikulés ttrj; Y — heterogeniska

didelés vezikulés, panaSios j multivezikulinius kiinelius, struktara. Mastelis 10 um

I Siuos KT patekimo ] lasteles désningumus buvo atsizvelgta vélesniuose
eksperimentuose, pagal nustatyta KT kaupimosi dinamikg (10 pav.)
pasirenkant inkubacijos su KT trukmes, bei atrenkant vieng, NIH3T3 Iasteliy
linija, kurios lastelés sparciai kaupia KT ir turi aiSkiai iSreikStus KT kaupimosi
etapus bei fazes. Nuoseklis KT patekimo ] lasteles tyrimai taip pat jgalino
analizuoti ir palyginti tarpusavyje skirtingy tyréjy pateikiamus rezultatus apie

KT ir kitas nanodaleles lastelése.

Literatiiros analiz¢ atskleid¢, kad nanodaleliy patekimo, kaupimosi ir

pasiskirstymo lastelése tyrimy rezultaty interpretavimas yra sudétingas. [vairiy
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moksliniy grupiy pateikiami in vitro tyrimy rezultatai priklauso nuo daugelio
skirtingy veiksniy, pvz., tyrimuose naudoty nanodaleliy medziagos, jy dydzio,
formos, pavirSiaus kriivio ir dangalo, kurie gali paveikti kvantiniy tasky
patekimg ir transportg lastelése. Pateikiamos KT patekimo ] lgsteles trukmés,
net jeigu lyginami panasiis KT, kuriy pavirSius dengtas karboksilo grupémis ir
turi neigiamg kravj, kinta nuo 15 minuciy iki keliy pary, o patekimo keliai
apima daugumg endocitozés mechanizmy. Daugiausia prieStaringos
informacijos yra apie patekimo trukmes ir vidulastelinj KT pasiskirstyma (3
lentelé). Atlikti nuoseklis, apimantys ilga laiko intervalg (0 — 48 val. ir 96 val.)
KT patekimo ] Igsteles tyrimai jgalino iSkelti prielaida, kad skirtumai tarp
skirtingy mokslininky grupiy pateikiamy rezultaty yra salygoti lastelése
vykstanciy KT kaupimosi ir vidulgstelinio pasiskirstymo pokyciy, kurie tais
paciais laiko momentais dar skiriasi ir kiekvienoje Igsteliy linijoje. Tad
identifikuoti KT kaupimosi etapai ir fazés palengvino ty rezultaty
interpretavimg, kuomet pagal pateikiamas atlikty tyrimy metodikas tapo
jmanoma suprasti, kuriame KT kaupimosi ir pernaSos lgstelé¢je etape buvo

atliekami tyrimai.
5.1.2.3  Vezikuliy vidinés struktiiros pokyciai

Siame skyriuje bus pristatyti bei aptariami KT vidulastelinio transporto ir
endocitotiniy vezikuliy vidinés struktiiros, kintancios priklausomai nuo KT
kaupimosi fazés, tyrimy rezultatai, taikant fluorescencijos gyvavimo trukmes
vaizdinimo mikroskopijos (FLIM) metodika.

FLIM yra naudinga priemon¢ siekiant gauti didelés skyros vaizdus™® ir

nustatyti erdvinj nanodaleliy pasiskirstyma,™*®! bei itirti jy mikroaplinka bei
saveikas."*! FLIM metodikos galimybés jau buvo pademonstruotos in vivo ir
in vitro, tyrimams ir vaizdinimui pritaikant nanodaleles. Si metodika jgalina
tiesiogiai vaizdinti ir analizuoti gyvose lastelése vykstancius procesus.
Naujausi  pavyzdziai yra nanodydzio fluorescuojantys polimeriniai
[150]

termometrai, naudojami vidiniy lgstelés organeliy temperatiiros vertinimui,

dazais  pripildytos  polistireno  nanodalelés,  skirtos, iSnaudojant
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fotoliuminescencijos gyvavimo trukmes, pazyméti bendrai auginamas skirtingy

151]

linijy lqsteles,[ insitu vaisto doksorubicino iSleidimo i§ nanodaleliy

stebéjimai,™? in vivo vaizdinimas naudojant artimojo infraraudonojo spektro

[153]

ruoze spinduliuojancias nanodaleles ir deimantines nanodaleles.'>® O

biitent kvantiniai taskai dél ilgy FtL gyvavimo trukmiy ir multieksponentinio

gesimo pobﬁdiio[zel

suteikia ypatingai dideles galimybes, iSnaudojant
vaizdinimui atitinkamus FtL gyvavimo trukmés intervalus, selektyviau aptikti
ir jautriau uZregistruoti biologiSkai svarbius vidulgstelinius tiriamuosius
objektus. Naujausiuose tyrimuose yra pristatomi merkaptopropionine rugstimi
padengti CdSe/znSI™ kvantiniai taskai ir karboksilo grupémis padengti
KT, kurie galéty biiti panaudoti kaip pH nanojutikliai, vidulgsteliniai zondai
gyvose lastelése. Pritaikant FLIM metodika buvo siekiama vaizdinti skirtingas
vidulastelines strukttras, kuriose susikaupg KT dél aplinkos skirtumy pasizymi
skirtingomis gyvavimo trukmémis. Taip pat KT galima naudoti kaip energijos
donorus rezonansinei energijos pernasai ] fotosensibilizatoriy, naudojamy
fotodinaminéje naviky terapijoje, molekules. Buvo parodyta, kad FLIM
suteikia papildoma informacijg apie KT ir chlorino e6 komplekso paskirstymag

lqstelése.[157’158]

Paprastuose konfokaliniuose FtL vaizduose po 3val. inkubacijos buvo
matomas jprastasvezikulinis endocituoty raudonai (fotoliuminescencijos smailé
ties 625 nm) liuminescuojanciy KT pasiskirstymas Igstelés citoplazmoje
(14 pav., A). Taciau FLIM vaizdai uzregistruoti trijuose pasirinktuose laiko
intervaluose jgalino nustatyti vidulgsteliniy pusleliy sandaros erdvinj

heterogeniskuma (14 pav., B ir intarpai).
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14 pav. NIH3T3 lasteliy, 3 val. inkubuoty su KT, mikroskopijos vaizdai: A — fazinio
kontrasto ir konfokalinis fotoliuminescencijos vaizdas, intarpas — normuotas
fotoliuminescencijos spektras baltais apskritimais nurodytose srityse; B fluorescencijos
gyvavimo trukmés (FLIM) vaizdas, su parinktais skirtingais gyvavimo trukmés intervalais
(7-13 ns — zalias, 13-19 ns — geltonas ir 19-29 ns — raudonas), desingje parodant kiekvienam
parinktam intervalui (Zalias, geltonas ir raudonas) atitinkanc¢ius FLIM vaizdus.

Mastelis: 5 um

Stebimi lgsteléje esanCiy vezikuliy su KT-ais fotoliuminescencijos
gyvavimo trukmiy skirtumai parodo, kad vidulagsteliniy vezikuliy viduje
esantys KT yra apsupti skirtingos aplinkos.[*** Kitu atveju, t.y., jei KT esantys
vezikulése buty homogeniskoje aplinkoje, FLIM vaizdai nesiskirty, tik,
pasirinkus skirtingus trukmiy intervalus, buty registruojamas skirtingas FtL
intensyvumas. Aptikti KT sukaupusiy endosomy strukttiros pokyciai laikui
bégant (11 pav. — 13 pav.) buvo toliau tiriami FLIM metodika, siekiant
nustatyti KT pernaSos lagstelés viduje ypatumus skirtinguose jy kaupimo
etapuose. ReikSmingy skirtumy KT FtL spektruose, uzregistruotuose
fluorescenciniu  spektrometru (15 pav., A) skirtingais momentais po
inkubacijos pradzios, nebuvo, taciau skirtumai nustatyti KT vidutiniy FtL

gyvavimo trukmiy skirstiniuose (15 pav., B).
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15 pav. A — normuoti vidulasteliniy vezikuliy fotoliuminescencijos spektrai skirtingais
inkubacijos su KT laiko intervalais; B — normuoti KT, esané¢iy vidulgstelinése NIH3T3
lasteliy vezikulése, vidutinés fotoliuminescencijos trukmés skirstiniai skirtingais inkubacijos
su KT laiko intervalais

Po 1val. ir 3 val. inkubacijos, kai KT yra prilipe prie iSorinés membranos
arba jau patekg | nedideles (iki 1 pum skersmens) endocitotines vezikules,
pasiskirsCiusias citoplazmoje, vyraujancios vidutinés FtL gyvavimo trukmés
yra 16-22 ns sekundziy intervale. Po ilgesnés inkubacijos (<6 val.), kali
didesnés endosomos (~2-3 um skersmens) su KT yra susitelkusios aplink
branduolj, santykinai iSaugo ir trumpesniy (10-15 ns) vidutiniy FtL gyvavimo
trukmiy intensyvumy vertés. Kai KT patekimas j lasteles buvo soties etape —
po 24 val. inkubacijos, ir kai jau buvo susiformavusios ir pasiskirs¢iusios
citoplazmoje didelés (~3-8 um), panaSios | multivezikulinius kiinelius
struktiiros, — santykinai iSaugo dar trumpesniy (5-9 ns) FtL gyvavimo trukmiy
intensyvumai (15 pav., B). KT, kuriy fotoliuminescencija buvo uZregistruota
arCiau lgstelés membranos, turéjo ilgesnes vidutines gyvavimo trukmes,
lyginant su KT, kurie buvo pateke i endosomas ir jsiterpe i jy viding struktiira.
Taigi, lastel¢je esanciy CdSe/ZnS karboksilinty KT FtL gyvavimo trukmes
labai priklauso nuo vidulgstelinés mikroaplinkos poky¢iy, kurie yra susije su
KT inkubacijos trukme, ir su KT lokalizacija Igstel¢je. FIL gyvavimo trukmés
pokyciai buvo pasitelkti tam, kad detaliai uzregistruoti vidulgsteling KT

pernasa pagal jau anksCiau apraSytas KT kaupimosi fazes, atsizvelgiant
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literatiiroje  paskelbtus endosomy tipus,mo]

pradedant nuo plazminés
membranos ir ankstyvyjy endosomy (<3 val.), iki vélyvyjy endosomy (~ 6 val.)
ir multivezikuliniy kiineliy (MVBs, ~24val.). 16 pav. pateikti jvairiose

endosomose susikaupusiy KT vaizdai.

Lastelés Endocitotiné Ankstyvoji Vélyvoji Multivezikulinis
membrana puslelé endosoma endosoma kanelis
(1 val) (3 val) (6 val.)
C D

(0.5 val.) (24 val.)

---\:|

]

7 13 19 30ns

C:’|

16 pav. Sudéti kartu fazinio kontrasto ir konfokaliniai fotoliuminescencijos NIH3T3 lasteliy
vaizdai skirtingais inkubacijos su KT laiko intervalais, iliustruojantys KT pasiskirstyma
lastelése: A — KT yra prilipg prie plazminés membranos, B ir C — endocitotinés puslelés ir
ankstyvosios endosomos, pasiskirs¢iusios citoplazmoje, D — vélyvosios endosomos,
susitelkusios aplink lgstelés branduolj, E — j multivezikulinius kiinelius panasios struktiiros,
pasiskirs¢iusios citoplazmoje, mastelis: 10 um. Konfokaliniai fluorescenciniai vaizdai ir
fotoliuminescencijos gyvavimo trukmés vaizdai: A-E vaizduose baltais apskritimais
pazymétose srityse: membrana (F, K), endocitotiné puslelé (G, L), ankstyvoji endosoma (H,

M), velyvoji endosoma (I, N) ir multivezikulinis kiinelis (J, O); mastelis: 1 pm

Atkreiptinas démesys, kad kvantiniy tasky FtL spektrai vezikulése 18
skirtingy lastelés viety (14 pav. A, intarpas) ir FtL spektrai uzregistruoti

skirtingose endocitotiniy vezikuliy brandos fazése (15 pav., A) buvo beveik



vienodi. Ta¢iau FLIM metodikos déka tapo jmanoma atskirti KT susikaupusius
skirtingo tipo endosomose. Pacioje pirmoje fazéje, kai KT yra prilipe prie
membranos (16 pav. A, F), KT vidutinés FtL gyvavimo trukmés yra ilgiausios
(15pav.,, B ir 16pav. K). Kai KT yra pateke j NIH3T3 lasteles ir
susiformavusios pilnai KT pripildytos endocitotinés vezikulés, trumpesnés
vidutinés FtL gyvavimo trukmeés yra uZregistruojamos vidiniame vezikulés
tiryje, kuris yra apsuptas iSorinés struktiiros, turin¢ios ilgesn¢ viduting FtL
gyvavimo trukme, kaip ir ty KT, kurie yra sgveikoje su plazmine membrana
(16 pav., B, G, L). Ankstyvosioms endosomoms pripildytoms KT buvo
biidinga homogeniska vidiné struktira (16 pav., C, H), kuriai priskirtina
trumpesné gyvavimo trukmé (16 pav., M). Vezikulés, turinfios sudétingesng
viding struktiirg, buvo uzZregistruotos po to, kai ankstyvosios endosomos
susiliejo su vélyvosiomis endosomomis (16 pav., D, I, N bei E, J, O). FLIM
vaizdai parodé skirtingy gyvavimo trukmiy pasiskirstymg iSorinéje vezikuliy
dalyje ir vidiniame tiiryje. Heterogeninés multivezikulinio kiinelio struktiiros
vaizdas buvo gautas naudojant tris trukmiy intervalus, o trumpiausios vidutinés
gyvavimo trukmeés buvo uzregistruotos viduringje puslelés dalyje (16 pav., O,
pavaizduota mélyna spalva). Zalios spalvos plotas regimas padiame centre,
labai tikétina, vaizduoja membranos jlinkius arba vidines (angl. intraluminous)
vezikules. Yra Zinoma, kad vidiniy membrany jlinkiai j vezikuliy vidinj tiir]
prasideda ankstyvyjy endosomy fazéje ir tesiasi, kol endosoma bresta iki
velyvosios endosomos.*®! Lipidy sudétis vélyvosiose endosomose skiriasi nuo
lipidy sudéties ankstyvosiose endosomose. Jie yra praturtinti trigliceridais,
cholesterolio esteriais ir fosfolipidais. Palyginus su iSorine vezikulés
membrana, vidinése vélyvyjy endosomy ir multivezikuliniy kineliy
membranose yra Zenkliai daugiau hidrofobiniy, kiigio formos fosfolipidy, kurie
yra skirti membrany iSlenkimui, svarbiam formuojantis multivezikuliniams

kiineliams.[*®!

Vienas 1§ svarbiy aplinkos veiksniy, daranciy jtaka lastelés viduje esanciy
KT FtL gyvavimo trukmei, yra terpés riigStingumas arba pH. Ankstyvosios
endosomos viduje pH verté yra 6,5-6,4 (palyginus su pH 7,2 citozolio), o
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multivezikuliniuose kiineliuvose pH yra 6,0-50 ir, po susiliejimo su
lizosomomis, yra pasiekiamas pH 5,0-4,5%4 Tiriant KT FtL gyvavimo
trukmiy pokyc€ius nuo pH, buvo nustatyta, kad lastelés aplinka, kurios pH yra

v . . . .. 163
7emas, gesina KT fotoliuminescencija,™®!

ir vidutinés gyvavimo trukmés,
kurios buvo matuojamos plazminéje membranoje, citoplazmoje ir endosomose,
buvo trumpesnés labiau rugstiniame pH.*® Taip pat buvo pademonstruota,
kad KT gyvavimo trukmé riigstinése lizosomose (pH 4,5-5,0) buvo dar
trumpesnée, negu rigsStiniame vandeniniame tirpale, kurio pH 2,2, parodant, kad
rigstiné aplinka néra vienintel¢ priezastis, trumpinanti lgsteliy viduje esanciy
KT fotoliuminescencijos gyvavimo trukmes. Fotofizikinés puslaidininkiniy KT
savybés yra labai priklausomos nuo procesy, kurie vyksta $iy nanodaleliy
pavirSiuje. Zinoma, kad bendruoju atveju FtL gyvavimo trukmé 7 yra
atvirk$c¢iai proporcinga relaksacijos vyksmy spartos konstantai k = kg + kg,
kur kg ir k,, yra atitinkamai spindulinio ir nespindulinio gesimo spartos
konstantos. Didesné nespindulinio gesimo sparta salygoja FtL kvantinio
naSumo maz¢jimg ir trumpesne FtL gyvavimo trukmq.[m] Saveika tarp terpés
biomolekuliy ir ty, kuriomis yra padengtas KT, gali paskatinti nespindulinj
gesimg ir sglygoti trumpesnes vidutines FtL gyvavimo trukmes. KT
suspenduoty fosfatiniame buferyje (PBS, pH 7.4), kuriame buvo istirpdytos ir
skirtingos aminortigStys bei baltymai, FtL. gesimo analizé parodé, kad didesné
aminortgsCiy koncentracija salygojo trumpesnes KT FtL gyvavimo
trukmes.!*®! FtL gyvavimo trukmiy maz¢jimas taip pat buvo uzregistruotas ir
neigiamo pavirSiaus kriivio KT, kurie sgveikavo su teigiamg kriivi turinciais
vidulasteliniais baltymais.[165] Dar viena prielaida deél atsirandanciy
trumpiausiy vidutiniy FtL gyvavimo trukmiy, kurios uZregistruotos
véliausiame KT kaupimosi etape, yra tai, kad subrendusiose endosomose KT

gali biiti zymiai tankiau suspausti,*®"

ir jy FtL gyvavimo trukmeés gali trumpéti
dél energijos pernasos tarp Salia esanciy skirtingo dydzio KT. Tiriamyjy KT
stabilizuojantis sluoksnis (dangalas) yra pagamintas i§ PEG su jonizuojamomis
karboksilo riigSties grupémis, taigi KT sgveika su mikroaplinka yra

priklausoma nuo jos pH. Zemo pH salygomis, kai protonuoty karboksilo
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grupiy frakcija didéja, tai skatina vandeniliniy jungciy formavimasi tarp KT

165] taip skatinant ir stipresn¢ KT tarpusavio sgveika.

dangalo ir biomolekuliq,[
Taigi, KT FtL vidutiniy gyvavimo trukmiy poky¢€iai, uZzregistruoti jy
kaupimosi lgstelése metu, labiausiai tikétina, yra salygoti besikeiCiancios
biomolekuliy sudéties ir rigStingumo heterogeniSkoje vidulgstelingje
mikroaplinkoje, kurie keit¢ KT dangalo molekuling sgveika, o tai sukélé

nanodaleliy fotoliuminescencijos pokycius.

Siais eksperimentais buvo pirma karta parodyta, kad naudojant FLIM
metodikg ir kvantinius taskus, galima atskirti KT sukaupusias endosomas bei
vizualizuoti vidines endosomy membrany ir vidiniy vezikuliy struktiras.
Pastebétas erdvinis Siy endocitozés metu susiformavusiy lastelés organeliy
heterogeniskumas leidZzia svarstyti apie galimybes, naudojant KT kartu su
FLIM metodika, bei parinkus tinkamus gyvavimo trukmiy intervalus, tiksliai
atskirti skirtingos brandos endosomas pagal jy struktiros ypatybes. Taciau
reikia tolesniy tyrimy, siekiant nustatyti lasteliy viduje esan€iy KT skirtingy
FIL gyvavimo trukmiy s3sajas su biomolekulinémis struktiiromis

(membranomis, baltymais).

5.1.3 Netiksliniy kvantiniy taSky paskirstymq ir likimg Igstelése

sqlygojantys veiksniai

Papildomi inkubacijos salygy jtakos KT pasiskirstymui ir likimui NIH3T3
lastelése tyrimai buvo atlieckami naudojantis fluorescenciniu per membranas
prasiskverbianciu selektyviu riigStinés terpés organeliy zymekliu Lysotracker.
Lysotracker molekuliniai zondai yra sudaryti i§ fluoroforo, prijungto prie
silpnos bazés, kuri neutraliame pH yra tik dalinai protonuota ir laisvai
prasiskverbia per lgstelés membranas. Jie dazniausiai yra naudojami Zyméti
organeles (lizosomas) esant tam tikram (riigstiniam) pH. Kadangi tos pacios
keturios KT kaupimosi lgstelése fazés buvo uZregistruotos naudojant
inkubacijos terpe su baltymais ir terp¢ be jy, Lysotracker buvo panaudotas,
siekiant jvertinti, ar abiem atvejais vidulgsteliné KT pernasa jtrauké ir

lizosomas.
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Konfokaliniai NIH3T3 lasteliy mikroskopijos vaizdai po 24 val. inkubacijos
su KT parodé, kad fluorescenciniai KT pripildyty vezikuliy ir Lysotracker
(zaliai fluorescuojantis) nudazyty vezikuliy vaizdai sutapo, kai buvo
inkubuojama terp¢je su baltymais (17 pav., A-C), bet KT ir Lysotracker bendra
lokalizacija konfokaliniuose fluorescenciniuose vaizduose néra stebima, kai
lastelés su KT buvo inkubuojamos terpéje be baltymy (17 pav., D-F).
Lysotracker-sukaupusios vezikulés be KT buvo pasklidusios Igstelés
citoplazmoje (17 pav., D). KT buvo stebimi Lysotracker-nesukaupusiose

vezikulése, su, tikétina, didesnémis vidinio pH vertémis (17 pav., E).

KT (raudona) Lysotracker / KT

Lysotracker (zalia)

A

srewkyeq ns 9dio |,

hwAyeq oq odia ],

17 pav. Konfokaliniai fluorescencijos vaizdai iliustruojantys kvantiniy taSky lokalizacija
NIH3T3 lastelése po 24 val. inkubacijos terpéje su baltymais (A-C) ir be baltymy (D-F): A, D
— uzregistruota zaliame ir mélyname kanale, rodo zalig Lysotracker dazo fluorescencija, B, E

— uzregistruota raudoname ir mélyname kanale, rodo raudong kvantiniy tasky

fotoliuminescencija, C, F — apjungti vaizdai. Branduoliai nudazyti su DAPI, mastelis 10 pm

Aprasytieji trys KT susikaupimo lastelése etapai ir keturios KT
vidulgstelinio  pasiskirstymo  fazés  buvo  nustatytos  konfokalinés

fluorescencinés mikroskopijos metodu ir nepriklausé nuo inkubacijos terpés
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sudéties. Taciau eksperimentas su Lysotracker zymekliu parodé, kad
inkubacijos terpés sudétis veikia vidulastelinp KT, esanciy vezikulése,
transportg ir lemtj lastelése. Baltymai ar jy stygius terpé¢je paveikia pirminius
patekimo ] lgsteles Zingsnius: lgstelése, inkubuotose terpéje be baltymy, KT
pripildytos vezikulés nesusiliejo su lizosomomis (17 pav., D-F), taCiau
lastelése, inkubuotose terpé¢je su serumo baltymais, KT uzpildytos vezikulés

atitiko Zymeklj sukaupusias lizosomas (17 pav., A-C).

Tyrimuose, atliktuose su nemodifikuotais karboksilo grupémis dengtais
ZnS/CdSe kvantiniais taskais (KT545) ir J774.A1 lastelémis taip pat buvo
nustatyta, kad KT fotoliuminescencijos sritys po 2 val. inkubacijos terpéje su
baltymais atitiko Lysotracker fluorescencija.l**®! KT lokalizacija lizosomose po
12 val. inkubacijos buvo patvirtinta ir MCF-7 lastelése, naudojant KT655 ir
geltonai fluorescuojantj Lysotracker.'® Daline KT uzpildyty vezikuliy ir
lizosomy atitiktis  terpéje be baltymy uzregistruota ir apraSyta
S.Baruaetal.,™! tagiau zenkli KT uzpildyty vezikuliy dalis Lysotracker
nebuvo sukaupusi. ApraSytuose tyrimuose vidulgsteliniy KT uzpildyty
vezikuliy prigimtis nebuvo jvardinta, o buvo pasiiilytas paaiSkinimas, kad
vezikuliy rugstéjimas ir rySkus nusidazymas su Lysotracker gali buti salygotas
rugstinés vezikules uZpildan¢iy KT karboksilo dangaly prigimties.
Vidulgstelinio pasiskirstymo tyrimai, atlikti kelioms neriigS§tinés dangaly

[167.168] atskleide, kad uzpildyty Siomis nanodalelémis

prigimties nanodaleléms,
vezikuliy lokalizacija nesutapo nei su ankstyvosiomis endosomomis, nei su
lizosomomis. Todel, interpretuojant KT kaupimosi ir vidulastelinio
pasiskirstymo rezultatus turi biti atsizvelgiama ; KT dangalo prigimtj ir galimg

jo poveikj intravezikuliniam pH.

Labai tikétina, kad inkubuojant terpéje su serumo baltymais, prilipg prie KT
pavirSiaus baltymai stabilizavo KT dangalq.[169] Kitu atveju, pateke i lizosomas
KT biity buve degraduojami ir salygoty lasteliy inaktyvacija, kadangi KT néra

[170,171]

stabiliis rugstingje aplinkoje, ir Serdies elementai yra labai toksiski

lasteléms. Taciau buvo pastebéta, kad KT susikaupimas neturi jtakos lgsteliy
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gyvybingumui, ir net po 96 val. inkubacijos jos islicka morfologiskai
nepakitusios (18 pav., C). Siy uZregistruoty stabiliy ir ilgaamZiy endocitotiniy

(191721 Bendros

struktiiry likimas yra aktyviai diskutuojamas literatiiroje.
lokalizacijos skirtumai, nustatyti tarp baltymais nepadengty KT (5 pav., A) ir
KT su baltymy vainiku (5 pav., B), leidzia kelti prielaida, jog lastelés
nevienodai atpazjsta KT su skirtingais dangalais, ir jie j Iasteles patenka ne tais

paciais endocitozés keliais.
514 Kvantiniy tasky citotoksiskumas bei pasalinimas is lgsteliy
5.1.4.1  Kvantiniy tasky jtaka lgsteliy gyvybingumui ir dalinimuisi

KT toksiSkumas yra svarbus aspektas, 1 kurj biitina atsizvelgti siekiant
pritaikyti KT biomedicininiuose tyrimuose bei diagnostikoje ar terapijoje. Per
pastargji deSimtmetj siekiant pagrindinio tikslo — naudoti KT Klinikiniuose

taikymuose*™

— labai daug mokslininky pastangy buvo nukreipta j aukStos
kokybés KT sintezg, optimizuojant nanokristaly sintetinimo metodus,
funkcionalizuojant KT pavirSius, siekiant padidinti jy biosuderinamuma bei
formuojant jvairius pavirSinius KT dangalus, skirtus tiksliniam taikymui ar
terapiniam poveikiui.lY’ KT nanokristalai daugiausia yra sudaryti i§ sunkiyjy
metaly (pvz., Cd, Te, Pb ir kt.), todél yra atlickama daug tyrimy in vitro ir
in vivo siekiant nustatyti potencialy zalingg KT poveikj organizmui. Skirtingy
moksliniy grupiy atlikti tyrimai parode, kad endocituoti KT, ilgainiui pateke |
rugscios terpés vélyvasias endosomas ir/ar lizosomas, yra Igsteléms toksiski,

[175-177] [178]

deél KT sudaran¢iy medziagy iSsiskyrimo, salygojancio lasteliy zitj.

Taciau yra rezultaty, kuriais parodyta, kad jeigu KT pavirSius yra tinkamai ir
pilnai pasyvuotas, tuomet KT yra maziau toksiski ar visai netoksiski.'”***" Yra
nustatyta, kad CdSe Serdies KT, padengty ZnS apvalkalu, toksiSkumas yra
zenkliai maZesnis, nei KT be apvalkalo. KT pavirSiaus cheminé sudétis,
struktiira ir kriivis taip pat veikia KT toksiSkumg. Kartu su Serdies apvalkalu
padengiant KT ir polimeriniu dangalu (pvz., polietilenglikoliu, PEG) ar kitais
neorganiniais dangalais, pvz., siliciu, galima suformuoti barjera, izoliuojantj i§

kadmio sudarytg Serdj nuo biologinés aplinkos. Dazniausiai naudojamas PEG
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darinys yra fosfolipidinis-PEG (DSPE-PEG), nes jis KT suteikia pakankama
stabilumg ir yra patogiai pritaikomas tolimesniam KT funkcionalizavimui.
Nustatyta, kad saugi in vitro eksperimentuose naudojamy DSPE-PEG padengty
KT doz¢ yra iki 100-150 pg ml ', tagiau taip pat labai svarbu atsizvelgti ne

[831  pateikiami

tik 1 1Soring, bet ir 1 endocituoty KT koncentracija.
kontrastuojantys citotoksiSkumo rezultatai yra daugiausia salygoti to, kad
biologinis atsakas j sgveikg su nanodalelémis priklauso nuo nanodaleliy tipo
(nanokristalo medziagos), jy savybiy (formos, kriivio, pavirSiaus), o taip pat ir
citotoksiSkumo eksperimentuose naudoty lasteliy linijy (atsparumo) bei naudoty
tyrimy metodq.[184'185] Jau yra iSkeltas poreikis standartizuoti in vitro ir in vivo
nanodaleliy toksiSkumo tyrimus, kad rezultatai galéty buti interpretuojami
vienareikSmiskai, ir iSvados perkeliamos i§ in vitro j invivo eksperimentus ir
tolimesnius klinikinius tyrimus.*? Dazniausiai in vitro nanodaleliy toksiskumo
tyrimas apima lasteliy gyvybingumo, dalinimosi ir morfologiniy poky¢iy
analiz¢, taip jvertinant nanodaleliy biosuderinamumg. O siekiant nustatyti
citotoksiSkumo mechanizmus yra naudojami atitinkamy geny raiSkos ar

imuniniy atsaky sukélimo biocheminiai tyrimai, 2%

NIH3T3 lasteliy inkubuoty su KT625 citotoksiSkumo vertinimo rezultatai
yra pateikiami 18 pav. KT citotoksiSkumas lasteléms buvo vertinamas pagal
KT poveik; NIH3T3 lasteliy gyvybingumui ir dalinimuisi, naudojant XTT
metoda. Gyvybingy lgsteliy skai¢ius ir gaminamo dazo kiekis koreliuoja — kuo
daugiau lgsteliy, tuo dazo spalvos intensyvumas yra didesnis. Taip sveiky ir
negyvy lasteliy skaiCius jvertinamas matuojant dazo sugerties koeficiento
poky¢€ius. Gautos optinio tankio vertés buvo prilygintos gyvybingumo vertéms
procentais — kontrolinés grupés sugertis buvo prilyginta 100 proc., o likusios

vertés skaiciuotos pagal proporcijas.
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18 pav. NIH3T3 lasteliy inkubuoty su KT625 gyvybingumas — A ir dalinimasis laike — B; C —
konfokalinis NTH3T3 lasteliy fotoliuminescencijos vaizdas po 96 val. inkubacijos su KT.

Terpé su baltymais, mastelis 10 pum.

Iprastos koncentracijos (10 nM) KT citotoksiSkumas, t.y., poveikis lgsteliy
gyvybingumui ir dalijimuisi, — pastebétas nebuvo. Lastelés liko gyvybingos
lyginant su kontrolinémis lastelémis, esan¢iomis tokioje pacioje aplinkoje, bet
be KT (18 pav., A). Taip pat nebuvo pastebétas ir KT poveikis Igsteliy
dalinimuisi (18 pav., B), Iastelés inkubuojamos su KT dalinosi ne 1é¢iau, nei
kontrolinés lgstelés.

Keliose mokslininky grupése buvo iSkelta mintis, kad KT vidulasteliné
lokalizacija taip pat yra svarbi jy sukeliamam citotoksiskumui,*®"** nes
susikaupe citoplazmoje aplink konkrecias lgstelés organeles, KT gali paveikti
tos organelés funkcijas. Taiau Siuose tyrimuose nebuvo jvertintas KT

kaupimosi lgstelése kitimas laike ir uzpildyty KT vezikuliy persiskirstymas

lastelés viduje. Misy tyrimai parodé, kad lasteliy vezikuliy strukttiros net ir po

71



96 val. inkubacijos terpéje su KT ir baltymais nebuvo pakitusios (18 pav., C), 0
lastelés iSlaiké savo jprasta forma, t.y. nesitrauké, nesidaré apvalesnés ir
neatkibo nuo pavirSiaus. Tad KT iSlieka stabilis net ir po 1ilgalaikio
susikaupimo vélyvose endosomose ar lizosomose, nesukeldami poveikio

lasteliy gyvybingumui ir dalinimuisi.

HepG2 ir PHL (pirminése zmogaus kepeny) lastelése atlikti tyrimai taip pat
nustaté, kad KT (iki 40 nM koncentracijos) 48 val. ir 72 val. inkubacija
neturéjo jtakos lasteliy gyvybingumui, ta¢iau po 24 val. inkubacijos PHL
lastelése sukélé uzdegiminius atsakus.®? Taip pat buvo nustatyta, kad
didesnés KT koncentracijos (> 75 nM) jau pradeda stabdyti lasteliy dalinimasi,
o virSijus 300 nM, beveik visai ji inhibuoja.[187] Lasteliy dalinimasis ir jy

metabolizmas yra susije lgsteliniai procesai.[lgol

Kaip parodé Igsteliy
gyvybingumo tyrimai, Cd turin¢iy kvantiniy tasky citotoksiSkumas yra labiau
susijes su lgsteliy metabolinio aktyvumo slopinimu, nei su tiesiogiai sukelta
lasteliy Ziitimi. O metaboliniy procesy slopimas lgstelése daZzniausiai yra
siejamas su mitochondrijy pazeidimu ir oksidaciniu stresu.**Y Oksidacinis
stresas yra jvardinamas kaip pagrindinis nanodaleliy sukeliamo citotoksiSkumo
mechanizmas.'*? Pateke | lasteles KT gali sutrikdyti oksidacinj lastelés
balansg dél iSaugusios reaktyviy deguonies atmainy (angl. reactive oxygen
species, ROS), tokiy kaip superoksidas (O, ), hidroksilo radikalas (HO"),
peroksido radikalas (ROO") ar singuletinis deguonis bei vandenilio peroksido
(H,0,) generacijos. Daugelyje pastaryjy mety tyrimy yra teigiama, kad ROS
generavimas ir to pasékoje kylantis oksidacinis stresas yra daznai stebimi
lasteliy atsakai paveikus jvairiomis nanodalelémis, priklausomai nuo jy dydzio
(ir pavirsiaus reaktyvumo) bei naudojamos dozés.!'***%! Nanodaleliy sukeltas
oksidacinis stresas taip pat sukelia vélesnius nuo streso priklausancius lgstelés
molekulinius signalus ir patofiziologinius atsakus, jskaitant genotoksiSkuma,
uzdegima, apoptozg, lipidy peroksidacijg ir fibroze.!**® In vitro tyrimais galima

jvertinti nanodaleliy toksiSkumg kultivuojamoms lqsteléms.[g]

Tokiy tyrimy
svarba atsiskleidzia galimybémis i§ anksto numatyti galimg nanodaleliy

toksiSkumo mechanizmg pries tiriant nanodaleles gyviny modeliuose. Tik
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jsitikinus, kad nanodalelés yra biosuderinamos ir nesukelia citotoksinio

poveikio in vitro, prasminga pradéti in vivo tyrimus.
5.1.4.2  Kvantiniy tasky pasalinimas is lgsteliy

KT pasalinimo i§ lasteliy tyrimams NIH3T3 lastelés buvo 24 val.
inkubuojamos su KT, po to tris kartus plautos ir persétos, paliekant jas terp¢je
be KT. Po 2-jy ir po 4-iy dieny nuo perséjimo buvo tirta terpé, kurioje buvo
inkubuotos Igstelés, siekiant nustatyti, ar joje atsirado KT. Taciau KT Salinimas
1§ lasteliy, naudojantis fluorescencinés spektroskopijos metodais, nebuvo
aptiktas (19 pav.). Kad KT islicka vezikulinése struktirose parodé ir
konfokaliniai fluorescencinés mikroskopijos vaizdai, uzregistruoti po 96 val.

inkubacijos (18 pav., C).

600000 T T
- —— Po 24 hinkubacijos su KT
55 * l-as lasteliy perséjimas po 2 dieny
~ - ll-as lasteliy perséjimas po 4 dieny
)
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%_)‘ 400000 -
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e
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=
I
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19 pav. Terpés su baltymais, naudotos NIH3T3 Igsteliy inkubavimui su KT545 ir terpiy,
naudoty perséjant sukaupusias KT NIH3T3 lasteles, fotoliuminescencijos spektrai. Zadinimo

bangos ilgis 405 nm

Literattiroje yra teigiama, kad KT  lasteles patenka endocitozes budu, o 1§

819  peng et al.** atliktuose tyrimuose

lasteliy paSalinami egzocitozes bidu.
su karboksilintais kvantiniais taSkais CdSe/ZnS ir HepG2 lastelémis,

panaudojant indukuotos plazmos masiy spektrometrija, buvo nustatyta, kad po
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24 val. inkubacijos su KT (koncentracija 20 nM) palikus Igsteles 12 val.
jprastoje terpéje, vidulasteliné KT koncentracija mazéjo, taciau isliko didesné
nei 40 proc. pirminés koncentracijos, o KT buvo likg lastelése ir po 48-
iy valandy. X. Jiang et al.l*®¥ tyré cviterjoniniy KT (CdSe/ZnS, padengty D-
penicilaminu) patekimo j lasteles ir $alinimo mechanizmus. Siy tyrimy metu
nustatyta, kad per pirmajg valanda endocituoti KT vezikulése juda nuo iSorinés
membranos link branduolio, o po to KT pripildytos endosomos ilgainiui ima
grizti link plazminés membranos. Egzocitozé buvo tiriama pagal pasilikusiy
lastelése KT koncentracija, egzocituoty KT frakcijg apskaiCiuojant pagal
sumazeéjus] vidulgsteliniy KT FtL intensyvumg. Taciau nei vienoje i§ Siy
publikacijy nebuvo apraSyti terpés, kurioje buvo inkubuojamos lastelés,
tyrimai, siekiant jvertinti nanodaleliy atsiradimg Svarioje terp¢je. Be to,
aptartuose tyrimuose nebuvo atsizvelgta j lasteliy dalinimasi. Sio veiksnio
jtaka, ir to pasékoje mazéjantis KT FtL intensyvumas lastelése aptariamas
5.2.3 skyriuje. Aptartuose tyrimuose taip pat nebuvo atsizvelgta j KT
kaupimosi laikinius poky¢ius bei KT kaupimosi fazes, kuriy metu KT
pripildytos vezikulés persiskirto Igsteleje. Kitose publikacijose, apraSanciose
nanodaleliy paSalinimo 1§ Igsteliy tyrimus, taip pat buvo skelbiama, kad i
lasteles patekusios nanodalelés néra visai paSalinamos ilgiau nei po
24 val.,Po1241%] g1ha pasalinamos Zymiai 1é€¢iau, nei kaupiasi lqstelése,[56’197‘198]
taciau nanodaleliy uzlaikymo lgstelése priezastys néra jvardinamos.

5.1.5 Kvantiniy taSky kaupimosi ir pasiskirstymo lgstelése tyrimy

rezultaty apibendrinimas

Apibendrinant kvantiniy taSky kaupimosi ir pasiskirstymo lgstelése tyrimy
rezultatus, patiekiama schema (20 pav.), iliustruojanti tikslingai nemodifikuoty
karboksilo grupémis dengty KT kaupimosi procesg ir pagrindines KT

kaupimosi lgstelése fazes.
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20 pav. Schema, iliustruojanti tikslingai nemodifikuoty neigiamo pavirsiaus kriivio
kvantiniy tasky lemtj NIH3T3 lastelése: kaupimasi, vidulastelinj transporta ir pasiskirstyma.
Raudonais ,,X* pazyméti vyksmai, kurie nebuvo stebimi eksperimenty metu, bet jprastai

aprasomi literatiiroje

KT patekimas | lgsteles gali vykti keliais galimais pradiniais budais:
baltymai 1§ augimo terpés adsorbuojami ant KT pavirSiaus, o po to baltymy
vainiku padengti KT patenka | lasteles per receptoriais reguliuojama

(68]

endocitozes kelia, arba KT nespecifiSkai jungiasi prie plazminés

membranos, susidarant neigiamy nanodaleliy klasteriams prie katijoniniy



membranos sri¢iy, taip suaktyvinant receptorius ir inicijuojant endocitozq.[SB]

Sitlomoje schemoje KT kaupimosi lgstelése procesas prasideda nuo KT
prilipimo prie plazminés membranos (11 pav., A). Tuomet, 1 fazés metu
(11 pav., B), KT patenka j Igstele, kaip krovinys, uzdarytas j receptoriais
padengta pislele, vadinamg endocitotine vezikule. KT prilipimas prie
membranos, t.y., 1 fazé (11 pav.) dominavo l-ame, Iétajame kaupimosi etape.
Sugretinus §j faktg su laike stebimu kaupimosi jsisotinimu (III-as — soties
etapas, 10 pav.), Siy procesy priezastimi biity galima jvardinti palaipsninj
receptoriy riiSiavimo ir apykaitos procesy slopimg. Kad KT patekimas j lastele
galéty testis, receptoriai turi biiti sugrgZinami atgal prie plazminés membranos.
O jeigu Sis receptoriy apykaitos procesas uZtrunka, sumazéja galimy receptoriy
skaiCius, kuriuos gali suaktyvinti nanodalelés, kai jos prilimpa prie
membranos. Todél  lastele gali patekti vis maziau naujy nanodaleliy, KT
patekimo ] Iastelés procesas ima sotintis. O vélesniame etape uzpildytos
vezikulés persiskirsto Igstelés viduje. Tuomet skirtingose Iasteliy linijose
stebétus skirtumus tarp uzregistruoty kaupimosi faziy galéjo salygoti plazminés
membranos sudéties nevienodumas™ bei kitokie plazmingje membranoje

esanciy receptoriy kiekiai.

Nepriklausomai nuo patekimo j lgsteles biido, 2 fazés metu, kuri dominuoja
Il-ame (augimo) etape, endocituotas krovinys patenka ] ankstyvasias

2001 Toliau vyksta kontroliuojama migracija (pries

endosomas (11 pav., B).
koncentracijos gradientg), susiliejimas i didesnes vezikules ir koncentracija
aplink branduolj (3 fazé), arti Goldzio komplekso ir mikrotubuliy valdymo
centro,® (11 pav., C). 3 fazé dominuoja prasidedant soties etapui. Per 24 val.
ankstyvosios endosomos subresta iki vélyvyjy endosomy (4 fazé), kurios vél
pasiskirto po citoplazmg ir susiliedamos tarpusavyje suformuoja ilgai
gyvuojanc¢ius multivezikulinius kiinelius (11 pav., D, 18 pav., C). Pagal aptikty
KT pripildyty vezikuliy dydzius ir tipus bei FLIM metodikos déka galima
atskirti KT susikaupusius skirtingo tipo endosomose ir susiformavusias

endosomas suskirstyti i tris tipus. Pirmojo tipo endocitotinés vezikulés

(skersmuo iki 1 um, formavimosi trukmé 15 min — 1 val.) homotipiskai
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2021 Nors KT fotoliuminescencija tokioje

susiliecja 1 didesnes vezikules.
vezikuléje yra tolygi visame tiryje (16 pav., G), ta¢iau su FLIM galima i$skirti
KT vezikulés membranoje ir jos tiryje pagal jy FtL gyvavimo trukmes
(16 pav., L). Antrojo tipo, ankstyvosios endosomos (iki 5 pum skersmens,
formavimosi trukmé 1-3 val.) daugiausia yra sferos pavidalo,™®! KT jose
pasiskirste tolygiai, taciau juos taip pat galima atskirti pagal trumpesnes KT
FtL gyvavimo trukmes (16 pav. H, M). Treciojo tipo. vélyvosios
[204] i
heterogening struktiirg taip pat galima jzvelgti FLIM vaizduose (16 pav., E, J).

endosomos/multivezikuliniai kiineliai, savo tiiryje turi vidines vezikules,

Svarbu pabrezti, kad KT patekimas j lgsteles priklauso ne tik nuo paciy KT,
juy formos, dydzio ir pavirSiaus kriivio, kuriy jtaka jvairiuose moksliniuose
tyrimuose analizuojama dazniausiai. KT patekimo j lastele kelius bei jy
vidulasteling lemtj taip pat gali keisti ir iSoriniai veiksniai, pvz., inkubacijos
terpés sudétis, del kurios KT pavirSiuje susiformuoja baltymy vainikas. Todél
tikétina, kad tos pacios nanodalelés skirtingai pasiskirstys visame organizme,
organy sistemoje, audinyje, lastelés ir organelés lygmeniu, priklausomai nuo
baltymy vainiko, kuris padengia nanodalele, sudéties, struktiiros ir pokyciy
laike. Todél nemazéja poreikis sukurti ,,nematomas® nanodaleles, kurios galéty

biiti ilgai cirkuliuojanciais neSikliais, tinkamais taikymams in vivo.
5.2 Kvantiniy tasky patekimo mechanizmas

5.2.1 Kvantiniy taSky patekimas j lgsteles endocitozés biidu
5.2.1.1  Temperatiros jtaka KT kaupimui lgstelése

Tiriant temperattros jtakag KT kaupimosi lastelése procesui buvo parodyta,
kad KT patekimas ; NIH3T3 Igsteles Zenkliai sumazejo 4°C temperatiiroje (21
pav.), tad yra priklausomas nuo energijos sgnaudy lastel¢je. KT patekimo i
lasteles atsistatymas ir augimas 37°C temperatiiroje taip pat leidzia manyti, kad
KT atveju dominuoja aktyvus kaupimosi mechanizmas, o ne pasyvi difuzija

biidinga mazo dydzio molekuléms patenkant  lasteles.[**?%]
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21 pav. KT kaupimosi NIH3T3 lastelése, esant 4°C ir 37°C temperatiirai, dinamika.

Inkubacijos terpé abiem atvejais be baltymy

Temperatiiros jtaka tikslingai nemodifikuoty KT kaupimosi Igstelése
dinamikai rodo, kad KT patenka j Iasteliy vidy energija naudojancios pernasos
per membrang keliu, tikétiniausia, endocitozés mechanizmo déka, kuris yra
neaktyvus 4°C temperatiiroje.*®?°® Toks nanodaleliy kaupimosi nuslopinimas
zemose temperatirose (~4-6°C) laikomas jrodymu, kad Iastelése yra
sustabdomas 1§ ATF (Adenozin 5' trifosfato) energija gaunantis endocitotinis
procesas_[lzz,lss] Taciau tokiose temperatiirose lgstelés membrang sudarantys
lipidai yra linke pereiti | fazing buseng, panaSig i gelj, kuri stabdo tiek
nanodaleliy jsisavinimg per endocitozg, tiek ir pasyvig difuzijq.m?] Zinoma,
kad lipidiniuose dvisluoksniuose, esanCiuose gelio biisenoje, pory
formavimasis yra sustabdomas, tad tai gali sulétinti ir pasyvy nanodaleliy
patekima ] lasteles Zzemose temperatﬁrose.[ZOS] Vis délto, difuzija per lipidinj
dvisluoksnj yra apibiidinama kaip prasidedantis be uzlaikymo, tiesinis!®®® ir
nejsisotinantis procesas.[40] Kadangi, kylant temperatiirai, KT kaupimosi metu
buvo stebimi létasis pradzios etapas ir jsisotinimo etapas, galima manyti, kad

KT pasyvi difuzija per iSorin¢ lastelés membrang yra nezymi, netgi jei
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tyrimuose naudoty KT dydis nesudaryty kliti¢iy jiems pakliiiti j Igsteles per
pory defektus.

5212 Rab5 GTF-azés vaidmuo kvantiniy tasky patekimo j Igsteles

procese

Vienas pirmyjy Zzingsniy endocitozés procese ir susiformavusiy
endocitotiniy vezikuliy pernasoje nuo plazminés membranos ] ankstyvasias
endosomas, nepriklausomai nuo endocitozés kelio, yra valdomas baltymo
Rab5,1#1%21] kuris koncentruojasi endosomy membrany mikrodomenuose ir

2172181 Rab5 yra maza GTF-azé, kuri

vidin¢je plazminés membranos puséje.
kontroliuoja endocitoz¢ ir ankstyvyjy endosomy dinamika. Ji reguliuoja i$
plazminés membranos susiformavusiy endocitotiniy vezikuliy susiliejimg su
ankstyvosiomis endosomomis, o taip pat ir homotipinj ankstyvyjy endosomy

susiliejimg ir tolimesng jy pernasa per mikrotubules.[?!

Kadangi Rab GTF-azés reguliuojantis poveikis membranos transportui yra
gerai Zinomas, buvo iStirta, ar ji dalyvauja KT patekimo j lgsteles procese, taip
jvertinant, ar energijos reikalaujantis KT kaupimasis (21 pav.) iSties vyksta
endocitozes biidu. Buvo atliktas palyginamasis pirmyjy KT patekimo ;} NH3T3
lasteles etapy tyrimas panaudojant genetiskai pakeistus Rab5 baltymus. Rab5-
WT (natiiralus baltymas) ir Rab5-Q79L (baltymas su nuslopinta GTF
hidrolize) buvo parinkti endocitozés skatinimui. Rab5-S34N (baltymas su
nuslopintu GTF prisijungimu) buvo naudotas siekiant prieSingo poveikio —
endocitozés slopinimo. NIH3T3 lastelés buvo transfekuotos su trimis
skirtingais genetiSkai pakeistais Rab5: Rab-WT (kontrol¢), Rab5-Q79L
(skatinantis endosomy susiliejimg) ir Rab5-S34N (inhibuojantis endosomy
susiliejima), sujungtais su Zzaliai fluorescuojancio baltymo EGFP plazmide.
Transfekuotos su visais Rab5 mutantais NIH3T3 lastelés buvo inkubuojamos
su KT625 1-gval. ir 24-ias val. Uzregistruoti konfokaliniai fluorescencijos

vaizdai pateikiami 22 pav.
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Rab5-WT (zalia)/ KT (raudona)

Rab5-Q79L /KT Rab5-S34N

A B

22 pav. NIH3T3 lasteliy, transfekuoty su modifikuotais Rab5 baltymais, sulietais su EGFP
plazmide, konfokaliniai fluorescencijos vaizdai po 1 val. (A — Rab5-WT, B — Rab5-Q79L, C
— Rab5-S34N) ir po 24 val. (D — Rab5-WT, E — Rab5-Q79L, F — Rab5-S34N) inkubacijos su

KT625. Mastelis 10 um

Kontrolinis Rab5-WT baltymas isrySkino susidarancias ankstyvasias
endosomas (22 pav., A), kurios po 24 val. inkubacijos su KT buvo pripildytos
kvantiniais taskais (22 pav., D). Rab5-Q79L baltymo raiska NIH3T3 Igstelése
sukelé zenklius lgstelés vidinés struktiiros pokyc€ius, nes atsirado nejprastai
dideli ankstyvyjy endosomy dariniai. Po 1 val. inkubacijos su KT, lyginant su
jprasta kaupimosi dinamika, KT fotoliuminescencija nebuvo uZregistruota
lasteles viduje, ir Sios didelés endosomos dar nebuvo pripildytos KT
(22 pav., B). Taciau po 24 val. inkubacijos KT buvo iSskirtinai pripilde Sias
vezikules (22 pav., E), nes citozolyje esantis Rab5-Q79L skatina homotipinj
ankstyvyjy endosomy susiliejimg. Kitas modifikuotas baltymas, Rab5-S34N,
neleidziantis susilieti ankstyvosioms endosomoms, inicijavo labai mazy
endocitotiniy pusleliy formavimasi (22 pav., C) ir inhibavo KT endocitoze, net
ir po 24 val. inkubacijos (22 pav., F). Sis priesingas Rab5-Q79L ir Rab5-S34N

80



sukeltas efektas parode, kad Rab5 valdo KT kaupimosi lgstelése procesa. Todél
galima teigti, kad KT ] lagsteles patenka per Rab5 kontroliuojama endocitozg,
t.y., 1§ plazminés membranos su adsorbuotais KT arba KT, susijungusiais su

membrana per receptorius, susiformuoja endocitotinés vezikulés.

5.2.2 Galimos kvantiniy tasky difuzijos per iSorine ir vidines

membranas tyrimas
5.2.2.1  Kvantiniy tasky difuzija nevyksta per isoring membrang

Keliose publikacijose yra apraSomi nanodaleliy patekimo  lgsteles tyrimai,
analizuojantys galimybe, kad nanodalelés lastelése kaupiasi ne per receptoriais
valdomus endocitozeés ar fagocitozeés kelius, 5370220221 ot tiesiogines difuzijos
per membrang badu. %222 pgl to buvo nuspresta atlikti palyginamaji KT
patekimo ] lasteles ir pasiskirstymo po jas tyrima, imituojant pasyvig difuzijg —
t.y., tiesiogiai suleidziant KT ] lasteles. Stebéta KT fotoliuminescencija
lastelése (24 pav., A, B) buvo visiSkai kitokia, nei nattraliai patekusiy KT
(23 pav., C). Mikroinjekcijos biidu suleisti KT iskart pasiskirsté per visg
citoplazmg. Nebuvo stebimas granuliuoty struktiiry susidarymas, iSskyrus
suleidimo sritj, kurioje, tikétina, KT aplipo diurio metu mechaniskai
deformuotg plazming membrang. Taip pat neregistruota ir KT agregacijos i
klasterius (23 pav., A). Net ir po ilgesnio laikotarpio (24 val.) nebuvo
pastebétas KT pripildyty vezikuliniy struktiiry atsiradimas (23 pav., B). Toks
injektuoty KT vidulastelinis pasiskirstymas yra panasus ;| KT fluorescencijos
pasiskirstymo pobiid] lastelése su pazeista plazmine membrana, stebétose

inkubacijos su KT metu (23 pav., D).
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23 pav. Konfokaliniai NIH3T3 Igsteliy liuminescencijos vaizdai: A — uzregistruoti iskart
po KT injekcijos, B — po 24 val. nuo injekcijos ir C — po 24 val. inkubacijos su KT; D —
lastelé su paZeista plazmine membrana. X — injekcijos vieta; balta linija apibréztos isdidintos

vietos, parodytos intarpuose. Mastelis 10 um

Literatiroje kvantiniy taSky mikroinjekcijos eksperimentai beveik néra
apraéyti.[174’223] Pirmg karta mikroinjekcija buvo isbandyta B. Dubertret su
kolegomis Xenopus embrioniniy lasteliy in vivo vaizdinimui.’??"! CdSe/ZnS KT
iterpty i fosfolipidines miceles tirpalas buvo suleistas } atskiras embrionines
lasteles. KT lastelese 1iSliko net po jy pasidalinimo. PanaSiai ir
J.R. Slotkin et al. pritaiké KT mikroinjekcija embrioniniy lasteliy tyrimams in
vitro.?®! Buvo atskirai suleisti Zaliai ir raudonai liuminescuoujantys KT, jie

tolygiai pasiskirsté lgsteliy citoplazmoje, taip pat nepaveike lasteliy dalinimosi.
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Pritaikes mikroinjekcija HelLa Igsteléms A.M. Derfus et al. iSbandé selektyvy
lastelés organeliy — branduoliy ir mitochondrijy — Zyméjima, naudodamas KT
padengtus PEG ir KT konjuguotus su branduolio lokalizacijos signaliniu
peptidu arba su mitochondrijy lokalizacijos signalo peptidu.[226] Po
mikroinjekcijos tik KT padengti PEG pasiskirsté tolygiai po visa lastelés
citoplazmg, o modifikuoto su atitinkamais peptidais pavirSiaus KT daugelyje
lasteliy buvo aktyviai pernesami i§ citoplazmos j branduolj ar mitochondrijas.
Keli kiti mikroinjekcijos bandymai buvo atlikti siekiant KT suleisti tiesiogiai |

[227-229] &0 pavyzdziai parodo, kad lgstelés po

lasteliy  branduol;.
mikroinjekcijos iSlicka gyvybingos, taip pat, kad pateke j lasteles KT islieka
citoplazmoje, jeigu tikslinga jy pavirSiaus modifikacija nesukelia aktyvios

pernasos | vidines Igstelés organeles.

Pagrindiniai mikroinjekcijos privalumai yra didelis KT patekimo j lastele
efektyvumas ir selektyvumas, nes KT suspensijos yra injektuojamos j atskiras,
pasirinktas lgsteles. Taip pat mikroinjekcijos budu galima gauti tolygy KT
pasiskirstymg lastelés citoplazmoje ar branduolyje, iSvengiant KT sgveikos su
plazmine membrana ir uzdarymo j endosomas. Taciau mikroinjekcija yra
kruopstumo ir daug laiko reikalaujantis metodas, todél néra tinkamas

vienalaikiams daugelio 1gsteliy tyrimams.
5.2.2.2  Kvantiniy tasky difuzija nevyksta per vidines membranas

Pastebétas vykstantis KT uzpildyty vezikuliy persitvarkymas (vezikuliy
dydzio poky¢iai, multivezikuliniy kiineliy formavimasis) paskatino detaliau
istirtt KT pernasa lastelése, KT uzpildyty vezikuliy susiliejimg bei patikrinti
galimybe, ar uzdaryti vezikulése KT istriiksta j citozolj. Tam buvo pasirinktos
EGFP transfekuotos lastelés. Pati transfekcija nepaveike KT kaupimosi etapy ir
faziy, t.y., raudonai liuminescuojanciy vezikuliy formavimosi (24 pav., B).
Tamsios ir raudonai liuminescuojan¢ios endosomos buvo uzregistruotos
zaliame EGFP transfekuoty lasteliy fluorescencijos fone po 24 val. inkubacijos

su KT augimo terpéje be baltymy (24 pav., A).
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24 pav. Bendri konfokaliniai EGFP transfekuoty NIH3T3 lasteliy fluorescencijos vaizdai
uzregistruoti Zaliame ir raudoname kanaluose: A — kontroliné NIH3T3 Iastelé, B — Igstelé po

24 val. inkubacijos su KT; C — padidinta B dalis, apibrézta balta linija. Mastelis 10 um

Susiformavusiy vezikuliy vaizdy perzitira atskleide, kad didesniy tamsiy
endosomy (~1,5um) viduje buvo mazesnés (~0,5um) raudonai
liuminescuojancios vezikulés (24 pav., C), kurios galéjo susidaryti, susiliejus
KT uzpildytoms ir neturin¢ioms KT endosomoms. Taciau nebuvo pastebéta
jokios KT raudonos liuminescencijos citozolyje (24 pav., B, C), kaip kad buvo
stebima po KT mikroinjekcijos (23 pav., A, B). Nebuvo gautuose vaizduose
stebima ir geltona spalva, kuri galéty atsirasti persidengus raudonai KT FtL ir
zaliai EGFP fluorescencijai. Taip pat buvo nustatyta, kad baltymy buvimas ar

nebuvimas inkubacijos terpéje nedaré jokio poveikio Siems pastebéjimams.

Taigi i§ mikroinjekcijos poveikio bei EGFP ir KT bendry eksperimenty
galima daryti iSvadg, kad KT difuziskai nepereina per lastelés plazmine
membrang (nei 18 iSorés ] vidy, nei 1§ vidaus ] iSorg), o taip pat néra pasyvios

KT pernasos 1S citozolio ; endosomas, bei i§ endosomy | citozol;.
523 Kvantiniy tasky kaupimosi nuslopinimas ir atsistatymas

Tam, kad detaliau iSsiaiSkinti KT patekimo proceso ] lasteles soties
reguliacinius mechanizmus ir jy poveikj endocitozei, buvo atlikti dviejy daliy
tyrimai, panaudojant identiSkos cheminés sudéties, bet skirtingg
fotoliuminescencijos spalva turin€ius kvantinius taskus. IS pradziy lastelés buvo

24 val., t.y., iki soties etapo, inkubuojamos su vienais KT (KT545, zali), tuomet
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plaunamos ir 1-3 val. inkubuojamos terpéje su kitais KT (KT625, raudoni).
Vidulastelinis KT pasiskirstymas buvo vaizdintas registruojant konfokalinius
fluorescencinés mikroskopijos vaizdus jprastai inkubuojamose su KT
(kontrolinése) lastelése ir Igstelése, kuriy pirminé inkubacija su KT buvo
skirtingos trukmés. Kaip matyti iliustracijose (25 pav., A, B), 3 val. inkubacija
su KT sukele jprasta jy susikaupimg kontrolinése lgstelése ir granuliuota
fotoliuminescencijos pasiskirstymg citoplazmoje. Taciau po 24 val. pirminés
inkubacijos su KT545 ir 3 val. antrinés inkubacijos su KT625 (25 pav., C),
pastarieji (raudoni) buvo stebéti tik ant lgsteliy plazminés membranos. Nors
raudony KT lokalizacija buvo labai panasi, kaip pradin¢je patekimo ] lgsteles
fazéje, prilipimo prie plazminés membranos nepakako jy patekimui j lgsteles —
nebuvo registruojamas FtL signaly 18 raudony ir zaliy sri¢iy persidengimas. Kita
vertus, abiejy KT bendra lokalizacija — geltonos/oranzinés zonos, esancios ant
membranos ir citoplazmoje, — buvo aptikta bendruose FtL vaizduose i§ Zalio ir
raudono kanaly, registruotuose po 1 val. pirminés ir po 1 val. antrinés
inkubacijos (25 pav., D). Kaip ir kituose eksperimentuose, KT FtL nebuvo

aptikta lgsteliy branduoliuose.
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KT625: 3 val. KT545: 3 val.

KT545: 24 val. / KT625: 3 val. KT545: 1 val./ KT625: 1 val.

C D

25 pav. Konfokaliniai fluorescencijos vaizdai, vaizduojantys identiskos cheminés sudéties
kvantiniy tasky su FL smailés bangos ilgiu ties 625 nm (A - KT625) ir 545 nm (B - KT545)
kaupimasi NIH3T3 Igstelese 37°C temperatiiroje; C — kvantiniy taSky kaupimosi slopinimas —
vaizdai po 24 val. inkubacijos su KT545 ir po 3 val. inkubacijos su KT625; D — po 1 val.
inkubacijos su KT545 ir po 1 val. inkubacijos su KT625. Mastelis 20 um

Sie eksperimentai, parenkant skirtingus KT inkubacijos intervalus, atskleidé,
kad KT545 ir KT625 gali vieni po kity patekti j ty paciy lasteliy vidy, taciau
pirmyjy KT patekimas blokuoja antryjy, identiSkos cheminés sudéties KT
patekima priklausomai nuo pirminés inkubacijos trukmes: antrinio patekimo
slopinimas stipréja proporcingai ilgéjanciai pirminés inkubacijos trukmei, taigi,
jis priklauso nuo jau susikaupusiy lgsteléje KT kiekio. Skirtingos spalvos KT
patekimo ] Igsteles tarpusavio konkurencija (25 pav., C), bei trumpalaikés
pirminés inkubacijos metu uzregistruota KT545 ir KT625 bendra lokalizacija

(geltona/oranziné spalva 25 pav., D) parodé, kad, nepriklausomai nuo nedideliy
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nanokristaly dydZio ir hidrodinaminio skersmens skirtumy, nanodalelés 1

lasteles patenka tuo paciu keliu.

Siekiant nustatyti, kiek trunka KT patekimo slopinimas iki tikétino jo
atsistatymo, buvo atlikti KT inkubacijos eksperimentai su jsisotinimo etape
esanCiomis lgstelémis. Fluorescenciniu spektrometru registruotas signalas po
24 val. inkubacijos su KT625 FtL buvo normuojamas vienetinei lastelei, t.y.
FIL intensyvumas dalinamas i$ lgsteliy skaiciaus. Tolesné lasteliy inkubacija su
KT atlikta skirtingomis salygomis (26 pav., A). KT susikaupusiy kontrolinése
lastelése, kurios buvo plautos ir toliau inkubuojamos terpéje be baltymy ir be
KT, FtL intensyvumas maZ&jo (26 pav., A, raudoni tusti kvadratai). Sis
normuoto lgstelei intensyvumo mazéjimas gali buti paaiSkinamas Igsteliy
dalinimusi (26 pav., B), nes bendras visy lasteliy FtL, intensyvumas nekito.
Kitos 24 val. inkubuotos su KT Iastelés buvo nuplautos ir toliau inkubuojamos
terpeje be baltymy ir be KT skirtingus laiko intervalus. Tada j terpe buvo vél
dedama KT625 (pazyméta rodyklémis 26 pav., A) ir Igstelés inkubuojamos dar
1val. iki liuminescencijos matavimy. Vidutinés trijy nepriklausomy
eksperimenty metu gautos susikaupusiy KT FtL intensyvumo normuotos
vertés, iSmatuotos po 24+3 val. ir 24+6 val. (26 pav., A, juodi kvadratai),
maz¢jo panaSiai, kaip ir lgsteliy terp¢je be KT (26 pav., A, raudoni tusti
kvadratai), tuo parodant, kad KT jsisavinimas dar neatsistate. Taciau po
24+8 val. vidutinis normuotas FtL intensyvumas beveik pasieké pradinj lygj,

budingg soties etapui.
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26 pav. A — kvantiniy tasky patekimo j Igsteles atsistatymas, rodyklémis pazymeétas
pakartotino kvantiniy tasky jdéjimo j terp¢ momentas; B — fazinio kontrasto ir fluorescencijos

vaizdas: besidalijanti lastelé po 24 val. inkubacijos. Mastelis 10 pm

Lasteliy vaizdinimas fazinio kontrasto ir konfokalinés fluorescencijos
mikroskopijos metodais parode, kad kai lgstelés dalinasi, pateke 1 lasteliy vidy
KT pasiskirsto tarp dukteriniy lagsteliy, sumazéjant bendram KT kiekiui
lasteléje (26 pav., B). Lasteliy dalinimasis gali biiti nuoseklaus (iki 20 proc.)
normuoto FtL signalo mazéjimo, gauto po 2 val., 4 val. ir 8 val. terpéje be KT
(26 pav., A, raudoni tusti kvadratai), priezastimi, nes KT Salinimas i§ lasteliy
tuo laikotarpiu neaptiktas (26 pav., A). Kelios publikacijos, kuriose buvo
tiriama nanodaleliy patekimo | Igsteliy vidy priklausomybé nuo lastelés ciklo
fazés, taip pat parodé, kad lasteliy dalinimasis sumaZina vidulgsteling

nanodaleliy koncentracija.™!

Pastebétas po 8 val. KT kaupimosi uzlaikytas atsistatymas gali biti
sglygotas natiiraliu medziagy, dalyvaujan¢iy endocitozés mechanizmuose,
atsistatymu naujai pasidalinusiose lastelése. Sis akivaizdus lasteliy gebéjimas
slopinti ir atstatyti tikslingai nemodifikuoty KT patekimg taip pat pagrindzia jo

vyksmg specifiniu endocitozés keliu.
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524 Kvantiniy tasky patekimo j lgsteles mechanizmo nustatymas

Kad atskleisti molekulinj KT endocitozés mechanizmg, buvo tiriamas
isisotinanc¢io KT kaupimosi poveikis skirtingy endocitozés Zymekliy patekimui
1 lasteles. Konjuguotas su zaliai fluorescuojanciu fluoroforu transferinas (Trf)
buvo pasirinktas siekiant patikrinti, ar karboksilo grupémis dengty KT sukeltas
slopinimas  reguliuvojamas nuo klatrino priklausan¢ios endocitozés!>"
mechanizmu. Vidutinés zyméto Trf fluorescencijos intensyvumo vertes,
uzregistruotos skirtingais kontroliniy lasteliy inkubacijos momentais (tusti
kvadratai), o taip pat Iastelése, kurios pries tai buvo 24 val. inkubuotos su KT,
palyginamos 27 pav., A. Siy ver¢iy skirtumai tarp dviejy lasteliy grupiy patenka
1 paklaidy ribas. Konfokalinés fluorescencinés mikroskopijos vaizdai
kontrolinése lgstelése su zymétu Trf (uzregistruota zaliame kanale, 27 pav., B)
iliustruoja, kad po 1 val. inkubacijos Trf buvo lokalizuotas ant plazminés
lasteliy membranos ir dar sudaré granuling struktiirg citoplazmoje. Kaip ir KT,
Trf neaptiktas lasteliy branduolyje. Lasteliy, pries tai 24 val. inkubuoty su KT
(raudonos vezikulés citoplazmoje) ir po to 1 val. inkubuoty su zymeétu Trf,
vaizdai parodé, kad vidulastelinis Trf pasiskirstymas yra panaSus kaip
kontrolinése lastelése: Trf buvo aptiktas ir ant plazminés membranos, ir
susikaupes vezikulinése struktiirose, pasiskirs¢iusiose citoplazmoje (27 pav., C).
Kai kurios 1§ vezikuliy buvo geltonos spalvos, tuo parodant Trf ir KT

lokalizacijg toje pacioje vezikuléje.
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27 pav. Nuo klatrino priklausoma endocitozé — NIH3T3 lastelése néra stebimas KT
susikaupimo slopinamasis poveikis Trf patekimui: A — zyméto Trf patekimo dinamika
kontrolinése lastelése ir lastelése po 24 val. inkubacijos su KT625, jvertinta fluorescencijos
spektroskopiniais matavimais; konfokaliniai fluorescencinés mikroskopijos vaizdai
vidulastelinio zyméto Trf (zalia spalva) pasiskirstymo po 1 val. inkubacijos (B) kontrolinése
lastelése, mastelis 20 um ir (C) lastelése, 24 val. inkubuotose su KT625 (raudona spalva),

mastelis 10 pm

Menkas susikaupusiy KT slopinantis poveikis, nedaug virSijantis paklaidy
ribas, buvo pastebétas ir dekstrano (DexB) — makropinocitozés substrato!?!
patekimui j Igsteles (28 pav.). Panasios vidutinés DexB, konjuguoto su mélynai
fluorescuojanciu organiniu dazu, fluorescencijos intensyvumo vertés buvo

uzregistruotos visose Igsteliy suspensijose, nepriklausomai nuo inkubacijos Su
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KT (28 pav., A). Bendruose fluorescencinés mikroskopijos ir fazinio kontrasto
vaizduose matési vidulgstelinis DexB pasiskirstymas (mélyna spalva)
(28 pav., B), 0 24 val. inkubacija su KT nesukélé Igstelése jokiy regimy DexB
fluorescencijos poky¢iy (28 pav., C).

—[+— DexB (kontrolé) /B
—H— DexB po 24 val. KT625 poveikio (N
N
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> 10000 -} ()
~ T -~
é C
3 L
> T
c
S 5000 - i
R T 1 L
-
LL
1
0 == . .

n =i
U 2

28 pav. Makropinocitozé — NIH3T3 lastelése néra stebimas KT625 susikaupimo salygotas
DexB patekimo slopinimas: A — DexB patekimo dinamika kontrolinése lastelése ir 1gstelése
po 24 val. inkubacijos su KT625, jvertinta fluorescencijos spektroskopiniais matavimais;
bendri fluorescencinés mikroskopijos ir fazinio kontrasto vaizdai vidulastelinio DexB
(mélyna spalva) pasiskirstymo po 1 val. inkubacijos (B) kontrolinése lastelése ir (C) lastelése,
24 val. inkubuotose su KT625 (rausva spalva), mastelis 10 yum

PrieSingai  ankstesniems  rezultatams, zyméto  zaliu  fluoroforu

laktozilceramido (LacCer), kuris yra gerai zinomas kaveolino ligandas, j
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zinduoliy lgsteles selektyviai patenkantis kaveolino / lipidiniy plausteliy (t.y.
lipidy ir cholesterolio dariniy, judanciy iSilgai plazminés membranos)

reguliuojamu  transportu,*

kaupimasis buvo beveik pilnai sutrikdytas
lastelése, kurios buvo 24 val. inkubuotos su KT625, kg akivaizdziai parodé
fluorescencinés spektroskopijos duomenys (29 pav., A). Sis LacCer patekimo
nuslopinimo faktas taip pat buvo patvirtintas ir lyginant konfokalinés
fluorescencinés mikroskopijos vaizdus, kurie buvo uzregistruoti po 1 val.
inkubacijos su zymétu LacCer kontrolinése (29 pav., B) ir su KT inkubuotose
lastelése (29 pav., C). LacCer fluorescencijos pasiskirstymo pobudis
kontrolinése lgstelése, uZregistruotas zaliame kanale, buvo labai panaSus |
iprastg vidulastelinés KT liuminescencijos vaizdg. Tuo pat metu lgstelése, pries

tai inkubuotose su KT, buvo matomos tik pavienés LacCer zaliai

fluorescuojancios zonos, vyraujant raudonai KT liuminescencijai.
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29 pav. Nuo kaveolino / lipidiniy plausteliy priklausanc¢ios endocitozés NIH3T3 Igstelése
KT625 susikaupimo salygotas slopinimas: A — LacCer patekimo dinamika neveiktose
(kontrolinése) lastelése ir Igstelése po 24 val. inkubacijos su KT625, jvertinta fluorescencijos
spektroskopiniais matavimais; konfokaliniai fluorescencijos mikroskopijos vaizdai
vidulgstelinés zyméto LacCer (Zalia spalva) pasiskirstymo po 1 val. inkubacijos (B)
kontrolinése Igstelése ir (C) 24 val. inkubuotose su KT625 (raudona spalva) lgstelése,

mastelis 10 pm. Adaptuota pagal V. Karabanovas et al.**”

Siekiant suprasti KT patekimo nuo kaveolino priklausomos endocitozeés
btidu mechanizmg, buvo atlikta laikinoji lasteliy transfekcija su EGFP-C1-
kaveolinas-1 plazmidémis, skirtomis vizualizuoti vidulastelinj kaveolino-1,
kuris yra pagrindiné molekul¢, reikalinga membranos jlenkimui ir kaveolino

[233,234]

struktiry formavimui, pasiskirstyma. 3val. ir 24 val. inkubacijos su
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KT626 poveikis vidulgsteliniam modifikuoto kaveolino-1 pasiskirstymui
parodytas 30 pav. Modifikuotas EGFP-kaveolinas-1 isryskino skirtingy dydziy
(0,5-3,5 um skersmens) zaliai fluorescuojancias vezikulines struktiiras lasteliy
citoplazmoje ir plazming membrang (30 pav., A). KT ir EGFP-kaveolino-1
bendras pasiskirstymas konfokalinés fluorescencijos vaizduose po 3val.
lasteliy inkubacijos su KT buvo stebima kaip geltonos sritys, sud¢jus Zalio ir
raudono kanaly vaizdus, kurios buvo pasiskirs¢iusios lgstelés plazminéje
membranoje ir citoplazmoje (30 pav., B). Geltony vezikuliy (~1 pum
skersmens) skaicius zenkliai iSaugo, kai KT inkubacija pasieké jsisotinimo
etapg. Zalias plazminés membranos §vytéjimas jau nebuvo registruojamas

(30 pav., C).

pPEGFP kaveolinas-1 (Zalia), kontrolé 3val.: KT625 (raudona) / pEGFP kaveolinas-1 24 val.: KT625/ pEGFP kaveolinas-1

30 pav. Vidulastelinio kaveolino-1 (zalias) pasiskirstymo konfokaliniai fluorescencijos
vaizdai: A — kontrolinése lgstelése, B — lgstelése inkubuotose su KT625 (raudona spalva)
3val. ir C - 24 val. Mastelis 10 um

KT patekimo slopinimo ir vélesnio atsistatymo paaiSkinimas gali buti
grindZiamas dviem priezastimis. Viena jy ta, kad KT patekimo jsisotinimas ir
slopinimas gali biiti sukeltas plazminés membranos pavirSiniy receptoriy
stygiaus,’®® nes receptoriai yra uzdaromi j endosomas kartu su patekusiais i}
lasteles KT.[?**1 §i prielaida yra grindZiama ir kitais tyrimais, kurie parodé, kad
receptoriy, kurie atpazjsta ir dalyvauja makromolekuliy, turin€iy neigiamg
kriivj, transporte ] Igstelg, blokavimas sumazino karboksilo grupémis dengty
KT patekimg i la}steles.[m] Todé¢l nuslopes papildomy KT patekimas |
inkubuotas su KT lgsteles soties etape taip pat gali biti sglygotas reikalingy
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receptoriy plazmin¢je membranoje trilkumo, ir jau patekusiy i 1astelés vidy KT
slopinancio poveikio sudétingam endocitozés signaly perdavimui, medZziagy
pernaSai ir ruSiavimui. Nors pakartotinés inkubacijos metu KT taip pat
prilimpa prie anks¢iau su kvantiniais taskais inkubuoty lgsteliy plazminés
membranos (25 pav., C), tai gali sglygoti ir nespecifiné KT adsorbcija, nes
prilip¢ KT nepatenka i lasteliy vidy ir daZniausiai yra lengvai nuplaunami su

buferiniu tirpalu.

Kita KT ir kity medZiagy patekimo ] lasteles slopinimo prieZastis gali biiti
nepakankama aktyvaus kaveolino-1 koncentracija, reikalinga tam, kad biity
pradétas kaveoly formavimasis lastelés vidiniame membranos pavirsiuje. Sia
priezast] paremia tas faktas, kad jprastas vidulgstelinis kaveolino-1
pasiskirstymas nebebuvo stebimas po ilgalaikés inkubacijos su KT (30 pav.).
Tai galéty bati susije su kaveolino-1 sintezés sulétéjimul®®” arba kaveolino
sgveikos su KT ir jo uzdarymo | multivezikulinius kinelius (MVBS).
Vidulgstelinis KT kaupimasis MVBs gali zZenkliai padidinti uZzdaryto kaveolino
kiekj (kiekviena kaveole apytiksliai sudaro 140-150 kaveolino-1 molekuliy®*

ir, kaip pasekme, nuo kaveolino priklausantis endocitozés biidas yra laikinai

nuslopinamas.

Daugelyje paskelbty tyrimy teigiama, kad nanodaleliy, jskaitant ir KT,
patekimas vyksta ne vienu, bet keliais endocitozés biidais, priklausanciais nuo
klatrino, kaveolino, dinamino, lipidiniy plausteliy ar specifiniy receptoriq.[m]
Patekimo mechanizmai pirmiausia paveikiami KT pavirSiaus dangalo savybiy,
iskaitant susidariusj baltymy vainika, kai yra inkubuojama terpéje su serumo
baltymais, taip pat specifinés sgveikos su lgstelés pavirSiaus receptoriais, kuriy
suzadinimas aktyvuoja skirtingus endocitozés kelius.[?® Po 24 val. inkubacijos
su KT, kai KT susikaupimas yra soties etape, LacCer nebegaléjo patekti ]
lasteles, nes nuo kaveolino / lipidiniy plausteliy priklausantis endocitozés
btuidas buvo sutrikdytas. Taciau kiti endocitozés biidai, pvz., Trf patekimg j

lasteles salygojanti nuo klatrino priklausoma endocitozé (27 pav.) ir DexB

patekimg | Igsteles salygojanti makropinocitozé (28 pav.), nebuvo nuslopinti
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ilgalaikés inkubacijos su KT. Sie rezultatai ir i§vados atitinka kity mokslininky
pastaryjy mety tyrimy rezultatus, kuriais buvo parodyta, kad karboksilo
rugsties grupés KT pavirSiuje nukreipia Siuos taskus nuo dinamino

238]

priklausanc¢iu endocitozés keliu;! tac¢iau nuo klatrino priklausancio

endocitozes kelio blokavimas neturéjo jtakos karboksilo grupémis dengty KT

patekimui.[=®

Specifiniy endocitozés keliy, per kuriuos vyksta tikslingai nemodifikuoty
karboksilo grupémis dengty KT patekimas, remiantis pastebétu KT sukeltu
patekimo ] lasteles slopinimu ir jau gerai iStirty endocitozés substraty
panaudojimu, padéjo nustatyti, kad neigiamo kriivio KT dominuojantis
patekimo |} lasteles budas yra nuo kaveolino / lipidiniy plausteliy priklausanti
endocitozé (29 pav.). Nustatytas, KT kaupimosi lgstelése salygotas kaveolino-1
persiskirstymas lgstelés viduje (30 pav.) jgalino atskirti Siuos du kelius ir
nustatyti, kad neigiamo pavirSiaus kruvio KT | tirtgsias lasteles patenka nuo
kaveolino priklausan¢ios endocitozés keliu. Sia i$vada darome remdamiesi
tyrimais, kurie parodé, kad kaveolino triikumas nesutrikdo lipidiniy plausteliy

reguliuojamo patekimo | lqsteles.[zagl

5.2.5 Kvantiniy taSky patekimo | lgsteles mechanizmo tyrimo

rezultaty apibendrinimas
Kvantiniy taSky patekimo ] lasteles mechanizmo tyrimo rezultatai
apibendrinami pateikiamoje schemoje (31 pav.), kuri iliustruoja galimg
tikslingai nemodifikuoty neigiamo kriivio KT kaupimasi lagstelése nuo

kaveolino priklausancios endocitozés biidu ir §io proceso slopinima.
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Iprastos salygos | KT kaupimosi sotis
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degradavimas? Laktozilceramidas

31 pav. Schema iliustruojanti vidulastelinj KT kaupimasi nuo kaveolino priklausancios
endocitozés budu (parodyta raudonomis rodyklémis) ir Siam procesui daromg jsisotinancio
KT kaupimosi jtaka. Kaveolino apykaita normaliomis salygomis, pradedant pernasa nuo
membranos endocitozés biidu ir grjizimu egzocitozés biidu (pavaizduota zaliomis rodyklémis)
yra pateikiama palyginimui, remiantis R. G. Parton et al. i§vadomis; hibridiné organelé
(vélyvoji endosoma/lizosoma) yra vaizduojama remiantis J. P. Luzio et al.”*% ir A. Hayer et
al."" tyrimais. Transferino endocitozé nuo klatrino priklausan¢iu bidu ir apykaita yra
pavaizduota pilkomis rodyklémis, o makropinocitozé — mélynomis; pernasos keliai, kurie dar

néra iStirti, yra pazyméti punktyrinémis rodyklémis
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KT patekimo j ankstyvasias endosomas metu (I-III Zingsniai), receptoriai
gali buti rGsiuojami ir grazinami ] lastelés pavirSiy. Plazminés membranos
patekimo 1 lgstele endocitozés biidu sparta yra gana didele; fibroblasty lgstelés
per vieng valandg jprastai kartu su membrana jtraukia apie 50 proc. jy
pavirSiuyje esanciy baltymy ir fosfolipidq.[241] Dauguma lgstelés pavirSiaus
receptoriy, dalyvaujanciy endocitozeje, palieka savo ligandus lasteleje ir
grazinami ] plazming membrang, kad vél inicijuoty ligandy molekuliy
patekimg ] lastele. Pavyzdziui, mazo tankio lipoproteiny (LDL) receptoriaus
pilnas apykaitos ciklas (j lastelés vidy ir i lastelés iSoring membrang) uztrunka
nuo 10 iki 20 minuciy, o per jo 20 val. gyvavimo trukme, iki to, kai
receptoriaus — ligando kompleksas yra degraduojamas lizosomoje, susidaro
keli Simtai transporto cikly.**? Kai kurie endocituoti ligandai disocijuoja nuo
Juy receptoriy, kai paklitina j riigS§ting ankstyvyjy endosomy terpe, ir toliau
nukreipiami j lizosomas degradavimui. Sis procesas taip pat jgalina
atsilaisvinusiy receptoriy sugrazinimg j lagstelés membranos pavirSiy. Kai kurie
ligandai iSlieka prisijungg prie savo receptoriy (kurie yra ubikvitinuojami) ir po
endocitozés. Tuomet receptoriaus — ligando kompleksas patenka nuo
endosomy pavirSiaus j vidines endosomy vezikules. Vélyvosios endosomos,
kuriose yra vidiniy vezikuliy, susilieja su lizosomomis./**” Tolesnis kelias (IV
zingsnis) vaizduoja receptorius, kurie yra susijunge su kaveole, ir kurie yra

pateke i vidines multivezikuliniy kiiny vezikules,!*®%!

o tai salygoja létesne
receptoriy apykaitg ir degradavimo signalo sustabdqu.[m] Siy labai stabiliy ir
ilgai gyvuojanciy kaveoliy iSardymas ir kaveolino-1 degradacija gali jvykti tik
vélyvosiose endosomose ir lizosomosel'™ arba tarpinése, vadinamose

201 Labai tikétina, kad dél to, jog multivezikuliniai

hibridinémis, organelése.[
kiineliai vis dar yra stebimi lgstelése po 96 val. inkubacijos su KT (18 pav., C),
ir atsiranda kaveolino kontroliuojamo endocitozés proceso jsisotinimas ir
slopinimas. Atitinkamai, KT patekimo atsinaujinimas, uzregistruotas po
~8val. (26 pav., A), gali biti sglygotas atsistaciusios reikiamy receptoriy ir

kaveolino apykaitos, kuri, tikétina, apima biosintezés procesus, atsinaujinancius

po lasteliy pasidalinimo. Tuomet neseniai pasidalinusios lgstelés vél gali testi
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KT endocitoze, kol terpéje yra nanodaleliy arba iki kito KT kaupimosi
jsisotinimo.

Kaveolinas-1 yra transmembraninis baltymas.”*! I3samiis morfologiniai ir
biocheminiai fibroblasty tyrimai parod¢, kad normaliomis sglygomis kaveolino-
1, esancio 1§ kaveoliy susiformavusiose vezikulése, ciklas vyksta tarp plazminés
membranos ir Goldzio komplekso (kur kaveolinas-1 yra inkorporuojamas j
lipidinius domenus, rusiuojant molekules grazinimui ] lastelés pavirsiy), dalj
ciklo tampant vidiniu endoplazminio tinklo baltymu.*”? Dazniausia kaveolino-
1 lokalizacija prie lastelés pavirSiaus yra kaveole.* Kaveole yra ilgai
gyvuojantis plazminés membranos mikrodomenas, sudarytas i§ kaveolinais,
kavinais (angl. cavin) ir cholesteroliu praturtintos membranos. Kaveoliy
1Sardymo ir jy komponenty degradacijos tyrimai parode, kad kaveolinas-1 yra
degraduojamas labai létai. Iprastomis salygomis 1§ kaveolés susiformavusios
vezikulés yra transportuojamos endocitozés keliu | lizosomas.*
Susiformavusios kaveolés susilieja su ankstyvosiomis endosomomis, kuriose
endosomas ir i§ jy perdirbimo endosomos perneSa kaveoling atgal prie Igstelés
membranos. Kai ankstyvosios endosomos subrgsta, kaveolinas-1 yra
aptinkamas vidinése vélyvyjy endosomy vezikulése ir degraduojamas

velyvosiose endosomose / lizosomose.

Taciau miisy rezultatai parode, kad kaupiantis KT, kai jie patenka j Igsteles
nuo kaveolino priklausan¢iu endocitozés biidu, normali kaveolino-1 apykaita
sutrikdoma dél sgveikos tarp KT ir kaveolino (kuri jprastai vyksta tarp
endocituojamo krovinio ir kaveolino baltymy,™ ir tai salygoja kaveolino-1
persiskirstyma nuo Igstelés iSorinés membranos j endosomas. Galima svarstyti
dvi Sio perskirstymo priezastis. Tokia KT ir kaveolino sgveika gali salygoti
neatstatomg proceso nutraukimg, kas reiSkia, kad uzdarytas vezikulése
kaveolinas nebéra grazinamas j plazming membrang jprastu apykaitos keliu.
KT kaupimosi atsistatymas tuomet tampa galimu tik dél naujo kaveolino

sintezés. Alternatyviu atveju, kaveolino apykaita visiSkai nenuslopsta, bet
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vyksta labai létai. Galima daryti prielaida, kad kaveolino apykaita vyksta per
endoplazminj tinklag, arba kaveolinas degraduojamas, kaip parodyta
VI Zingsnyje, taciau keliai, kuriais vykta apykaita ar degradacija, dar néra iStirti

(31 pav. pazyméta punktyrinémis linijomis).
5.3 Kvantiniy tasky taikymo nanomedicinoje galimybiy vertinimas

Atlikti KT kaupimosi lgstelése tyrimai parodé, kad KT biomedicininiuose
taikymuose neturéty biti laikomi paprastais zondais, Zymekliais ar neséjais,
nes jie taip pat salygoja ir jvairius biologinius efektus. Siuo metu kuriama daug
jvairiy metodologijy, kurios apjungia jprastai naudojamas terapijas su naujais
nanomediciniais budais.”***?* Tagiau kol kas yra labai mazai tyrimy rezultaty
apie bendra KT ir antivéZiniy preparaty naudojimg, pademonstruojant
pagerinto gydymo galimybes.” Zinios apie biologinius atsakus, kuriuos
sukelia nanodalelés, ir apie biologiniy sistemy sgveikos su nanodalelémis
mechanizmus yra labai vertingos mokslininkams, nes tai padéty iSvengti
netikéty efekty ir pagerinty vystomus nanodalelémis paremtos diagnostikos ir

281 Del to, siekiant praplésti zinias, kurios

kombinuotos terapijos metodus.!
padéty jvertinti naujy kombinuotos terapijos metody sukiirimo ir teranostinio
KT panaudojimo galimybes, buvo atlikti in vitro tyrimai vertinant KT

suderinamumag su kitais terapijoje naudojamais preparatais.

Kaip buvo nustatyta, karboksilo grupémis dengti KT slopina medZziagy
patekima ] lasteles tam tikru endocitozés biidu. D¢l to buvo svarbu patikrinti
galimybes naudoti Sias nanodaleles drauge su jprastais véZzio terapijoje
naudojamais preparatais. Vienu tyrimams pasirinktu junginiu  buvo
fotosensibilizatorius chlorinas e6, placiai taikomas fotodinaminéje véziniy

susirgimy terapijoje,[249]

o taip pat kuriant naujus Sios terapijos metodus,
kuriuose biity naudojami KT ir fotosensibilizatoriaus kompleksai.
Eksperimentai su NIH3T3 lIgsteliy kultiira parod¢, kad jy inkubacija su KT545
neturéjo jtakos chlorino €6 (Ceg) kaupimuisi lastelése (32 pav.). Ces yra

amfifiliné molekulé, kuri prilimpa prie plazminés membranos ir pasyviai

100



prasiskverbia per jq,[zsol arba patenka ] lasteles endocitozés biidu, reguliuojamu

LDL receptoriaus.l®"

Konfokaliniuose fluorescencijos vaizduose buvo
uzregistruota difuziSkai pasiskirsciusi raudona Ceg fluorescencija kontrolinése
lastelése (32 pav., A), ir Iastelése, inkubuotose su KT545 (32 pav., B), kur zalia
KT fotoliuminescencija lokalizuota vezikulinése struktiirose. Po dviejy valandy
inkubacijos vaizduose, gautuose 1S raudono ir Zalio registravimo kanaly, nebuvo

aptikta geltonos spalvos sri¢iy, atitinkanéiy bendrg Ceg fluorescencijos ir KT

fotoliuminescencijos lokalizacij3.
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32 pav. Konfokaliniai fluorescencinés mikroskopijos vaizdai, perteikiantys Ceg
vidulastelinj pasiskirstyma (raudona spalva): A — po 2 val. inkubacijos kontrolinése NIH3T3
lgstelése ir B — lastelése inkubuotose 24 val. su KT545 (zalia spalva), mastelis 10 pm.
Normuoti spektrai uzregistruoti naudojantis konfokalinio fluorescencinio mikroskopo
spektriniu priedu baltais apskritimais pazymétose (B) vietose: C — raudoname fone ir D —

vezikulinéje struktiiroje
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Taciau lasteliy inkubacija su KT545 turéjo poveikj cisplatinos, Kuri yra
pladiai naudojama kaip prie§vézinis vaistas,”®? chemotoksiniam poveikiui.

Patekusi 1 branduolj cisplatina jungiasi prie DNR ir sukelia DNR paZaidas[253]

bei sukelia apoptoze;.[254]

Cisplatinos junginiai perneSami per plazming
membrana keliais specifiniais molekuliniais transporteriais.”® Kaip parodé
ankstesni tyrimai, vieni KT citotoksinio poveikio Igsteliy gyvybingumui
nesukelia (18 pav., A ir B). Eksperimenty, kuriais buvo tiriamas kontroliniy
lasteliy (be inkubacijos su KT) ir Igsteliy, 24 val. prieS poveikj su cisplatina
inkubuoty su KT, gyvybingumas, rezultatai parodé¢, kad po poveikio dviem
skirtingomis cisplatinos dozémis inkubuotos su KT Iagstelés buvo santykinai
labiau atsparios cisplatinai, nei kontrolinés (33 pav.). StatistiSkai patikrinus

lyginamas grupes, p reikSmé kito nuo 0,024 iki 0,026, tad skirtumas tarp

lyginamy grupiy buvo reikSmingas statistiniu poZitiriu.

120

90 - =

]

60 A
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Gyvybingumas (proc.)

Kontrolé Kontrolé KT Kontrolé KT
0.075 ug/ml 0.5 ug/ml
Cisplatina Cisplatina

33 pav. Padidéjes NIH3T3 lasteliy atsparumas cisplatinai, sukeltas 24 val. inkubacijos su
KT545

Stebétas mazesnis chemotoksinis efektas gali buti pasekmé to, kad po
inkubacijos su KT cisplatinos lastelése susikaupé maziau. Taip galéty biti,

jeigu Sio vaisto patekimas ] lasteles biity slopinamas jsisotinan¢io KT
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susikaupimo lgstelése. Taciau KT patekimas ] lgsteles priklauso nuo
nanodaleliy kriivio, 0 kaupimosi mechanizmas yra skirtingas teigiamo ir
neigiamo paviriaus kriivio KT.["%M22%¢1 Atlikti kontroliniai eksperimentai
parodé, kad neigiamo kruvio KT jsisotings kaupimas neturi jtakos po jo
vykstanc¢iam KT su teigiamo pavirSiaus krivio dangalu patekimui  lgsteles.
Cisplatina fiziologiniame pH (pKa = 6,56)®°% yra teigiamo kriivio jonas ir j
lasteles pakliina su vario ir katijony nesikliais.™ Todel tikétina, kad
neigiamo kriivio KT neturéty paveikti $iy receptoriy ir nuslopinti cisplatinos
kaupimosi lastelése, kaip nepaveiké ir ampifilinio fotosensibilizatoriaus
chlorino e6 susikaupimo Igstelése. Manoma, kad jsisotinantis neigiamo
pavirSiaus kriivio KT kaupimasis tiesiogiai veikia tik receptorius-gaudykles
(angl. scavenger receptors, SRA), atpazjstan¢ius ir padedancius jsisavinti
neigiamo kriivio makromolekules, bei receptorius, aktyvius nuo
kaveolino/lipidiniy plausteliy priklausomoje endocitozéje,[236] kuri biidinga
lasteléms perneSant per membrang neigiamg kriiv] turincias molekules,?%6%7]
Tod¢l labiau tikétina, kad KT susikaupimas lgstelése ir didé¢jantis lasteliy
atsparumas cisplatinai vyksta per skirtingus mechanizmus. PavyzdZziui,
atsparumo didéjimas gali biti susijgs su KT sankaupos sukeliamais streso

[258]

atsakais lastelése. Kaip parodyta bendraautoriy darbuose, karboksilo

grupémis funkcionalizuoti PEG-KT, selektyviai patenkantys j lasteles nuo

kaveolino/lipidiniy plausteliy™®”

ir SRA priklausancios endocitozés biidu,
inicijuoja NF-«xB (angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells) ir citoplazminiy baltymy kinazés (angl. mitogen-activated protein
kinase, MAPK) signaly sekas (kurios yra dvi pagrindinés signaly sekos
lastelése, aktyvuojamos streso ir uzdegiminiuose atsakuose), o taip pat sukelia
ir citokiny sintez¢ Zmogaus odos lastelése ar chemokiny sintez¢ pirminiuose
monocituose.”* Yra tyrimy, kuriuose parodyta, kad NF-xB aktyvacija
fibroblastuose inicijuoja autofaging kaveolino-1 degradacijq,[zsg] teigiant, kad
oksidacinio streso sukelta autofagija (normalus ir valdomas Igstelés saves

virS§kinimo procesas, kai Salinamos Igstelés dalys apgaubiamos endoplazminio

tinklo sluoksniu, taip susidarant autofaginei piislelei; jai susiliejus su lizosoma,
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1 lizosomos vidy patekusios struktliros visiSkai suardomos) yra
apsauginis/isgyvenimo mechanizmas nuo KT citotoksiskumo.?®” Keliuose
tyrimuose taip pat nurodoma, kad lgstelés, patirian¢ios kaveolino-1 trilkuma,
kas miusy atlikty tyrimy atveju yra labai tikétinas KT kaupimosi Igstelése
rezultatas, tampa atsparios oksidacinio streso sukeliamam citotoksiskumui./?®!
Tad galima teigti, kad jsisotinantis karboksilo grupémis dengty KT
susikaupimas Iastelése, vykstantis nuo kaveolino priklausanciu endocitozés

budu, gali sukelti jvairius su stresu susijusius signalus, pavyzdZiui,

autofagi jq’[zsg,zez] kurie ir sglygoja didesnj atsparumg cisplatinai.

Tikslingai nemodifikuoti karboksilo grupémis padengti KT yra tinkamas
objektas nespecifiniy nanodaleliy kaupimosi ir vidulgstelinés pernasos tyrimy
modeliavimui.[?%*! Daugelyje tyrimy yra apraSoma, kad reaktyviy deguonies
formy generavimas yra pagrindinis nanodaleliy sukeliamo citotoksiSkumo

mechanizmas,[*°?

o sukelti streso atsakai inicijuoja nuo streso priklausomy
signaly kaskadas ir jvairius patofiziologinius atsakus. | galimg ryS$j tarp
ilgalaikio nanodaleliy kaupimosi ir sukelto lgstelése streso turi biiti atsizvelgta
nanodaleliy, numatyty taikyti véZio terapijos poreikiams, atveju, jskaitant

264] 1 polimerines,’®"  poréto silicio®®

aukso,! polistireno, ir geleZies
oksido®® nanodaleles. Ypatingas démesys turéty buti skirtas jy dydzio,
formos, padengimo PEG, pavirSiaus modifikavimo tikslinés paskirties
ligandais kontrolei, kad neskatinti visy Iasteliy kaupti nanodaleles nuo
kaveolino priklausanciu endocitozés biidu. Galimas daugialypis kombinuotos
terapijos su nanodalelémis poveikis yra iliustruojamas ne tik Siame darbe
pateiktais tyrimy rezultatais, nustaCius sukelta didesnj lasteliy atsparuma
cisplatinai d¢l jsisotinanc¢io KT kaupimosi, bet ir kitais tyrimais, kurie parodeé,
kad kai kaveolino-1 trikumg ir autofagijg sukelia oksidacinis stresas naviko
aplinkoje esanciuose fibroblastuose, tai paskatina naviko augima, o tuo tarpu
autofagija naviko lgstelése sumazina vézio augimq.[zsg] Todé¢l ypatingai svarbu
nanodaleliy pavir§iy modifikuoti tokiu btidu, kuris leisty parinkti norimus jy
patekimo ] lasteles biidus arba apsaugoti lasteles nuo oksidacinio streso

[

sukélimo.?®"?%®! Syarbu atsizvelgti ir j tai, kad in vivo nanodalelés gali pasiekti
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numatytg tiksling vieta (pvz., navikg) pasyvaus selektyvumo mechanizmo

déka. Tiksliniy ligandy prikabinimas prie nanodaleliy nepadidina jy kiekio,

kuris pasiekia tikslg, taCiau paskatina patekimg j reikiamos lgstelés Vidq.[269]

Tikslinio taikymo efektyvumas priklauso ir nuo receptoriy tankio Iastelés
membranos paviréiuje.[m] De¢l to, daugeliu atvejy, nespecifinis prikibimas ir
kaupimasis lasteléje (kaip ir tirty tikslingai nemodifikuoty KT atveju)
santykinai iSauga dél nepakankamo ligando giminingumo vyraujanc¢iam
receptoriui, mazo receptoriy tankio ir/far  “prisijjungimo  vietos”

[269]

uzblokavimo. Be to, nanodalelés biologinéje aplinkoje yra sparciai

padengiamos baltymais, kurie veikia ne tik nanodaleliy patekima, transportg ir

[140

lemt; lastelése, I bet ir lastelinius atsakus, galincius turéti svarbiy pasekmiy

gydomojo poveikio veiksmingumui.?™¥ Buvo nustatyta, kad baltymy
adsorbcijos sumazinimas invivo padeda iSvengti retikuloendotelinés

sistemos, 272 850

0 [2731

nanodaleliy selektyvumag ir specifiSkuma in viv Taciau reikalingas

subalansuotas sprendimas, nes nespecifinis kaupimosi btidas gali pasitarnauti ir

tam, kad medZiaga patekty i lastele dar efektyviau,[sg]

o sumazinta nanodaleliy
nespecifiné adhezija prie plazminés membranos sglygoja sumazéjusj kaupimasi
ir tikslinése lqstelése.[m] Norimo optimizavimo efekto galima bty siekti
derinant tarpusavyje kelias strategijas, pavyzdziui, formuojant cviterjoninj
nanodaleliy dangalg, kuris turéty neigiamo kriivio PEG-karboksilo grupe ir
reikiamu pavirsiniu tankiu pasiskirs¢iusj teigiamo kriivio PEG-tikslinj liganda,
taip padidinant specifinj kaupimgsi tikslinése lastelése, ir sumazinant

nespecifinj kaupimasi.”*®!
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ISvados

. Spektroskopiniais metodais iStyrus kvantiniy tasky patekimo ] Iasteles
laiking dinamika nustatyta, kad neigiamo kriivio apvalkalo kvantiniy
tasky patekimo ] lgsteles procesg galima suskirstyti | tris etapus: | —
létaji, 11 —augimo ir 111 — soties, kurie yra biidingi tirtoms véziniy MCF-
7, HepG2 ir nevéziniy NIH3T3 lasteliy linijoms. Taciau Sie kaupimosi

etapai skirtingose lgsteliy kultiirose yra nevienodos trukmes.

. Konfokalinés fluorescencijos mikroskopijos metodu iStyrus neigiamo
pavirSiaus kriivio kvantiniy tasSky patekimo j Igsteles procesa, pagal
vidulastelinj kvantiniy tasky pasiskirstymg ir susiformavusiy pisleliy
tipus, galima suskirstyti j keturias fazes: 1-0ji fazé — prikibimas prie
membranos; 2-0ji fazé — vezikuliniy struktiry formavimas ir
pasklidimas citoplazmoje; 3-0ji fazé — vezikuliy susiliejimas ir
lokalizacija aplink branduolj; 4-0ji fazé — multivezikuliniy kiineliy

formavimas ir pasiskirstymas citoplazmoje.

. Naudojant fluorescencijos gyvavimo trukmés vaizdinimo mikroskopijos
metoda  uzregistruotas nuo endosomy brandos priklausantis
vidulasteliniy vezikuliy vidinés struktiiros heterogeniskumas. Skirtingos
brandos endosomos gali biti apibidinamos ir vaizdinamos remiantis
jose sukaupty kvantiniy tasky savitomis fotoliuminescencijos gyvavimo
trukmémis  (endocitotinés  vezikulés — 16-22ns, ankstyvosios
endosomos — 10-15 ns, ir vélyvosios endosomos bei multivezikuliniai
kiinai — 5-9 ns).

biudu kvantiniai taskai per lastelés membrang neprasiskverbia, bet |
lasteles patenka endocitozés budu. Kvantiniy tasky patekimo kelig
keiCia jy pavirSiuje susiformuojantis baltymy vainikas. Nepadengti
baltymais neigiamo pavirSiaus kriivio kvantiniai taskai j lasteles patenka

tik vienu nuo kaveolino priklausan¢iu endocitozés keliu.
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5. Kvantiniy taSky, kaip modeliniy diagnostiniy priemoniy, ir antivéZiniO
preparato cisplatinos bendras panaudojimas invitro atskleidé, kad
kvantiniai taSkai, nesukeldami toksinio poveikio Igsteliy gyvybingumui
ir dalijimuisi, padidino Igsteliy atsparumg. Tokio pobiidZio sgveikas
bitina jvertinti prieS naudojant nanodaleles su vaistiniais preparatais

kombinuotoje diagnostikoje ir terapijoje in vivo.
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