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Sutartiniai Zyméjimai
VKL — véZinés kamieninés I1gsteles
KL — kamienings 1astelés
KT - kvantiniai taskai
AMP — amfifilinis polimeras
AML — amfifilinis lipidas
CdTe-MPA - kvantiniai taSkai, kuriy Serdis sudaryta i§ CdTe, padengti
merkapto propionine rugstimi, kuri turi —-COOH grupe
CdSe/ZnS-(AML/AMP)-COOH - CdSe Serdies ir ZnS apvalkalo kvantiniai
taSkai. Serdies/apvalkalo struktira yra padengiama vandenyje tirpiomis
amfifilinémis molekulémis (polimerais arba lipidais), kuriy j iSor¢ iSkisti galai
pasibaigia —-COOH grupe
CdTe-5 — CdTe-MPA KT, kuriy koncentracija tirpale 5 nM
CdTe-25 — CdTe-MPA KT, kuriy koncentracija tirpale 25 nM
CdSe-5 — CdSe/ZnS-(AML/AMP)-COOH KT, kuriy koncentracija tirpale 5
nM
CdSe-40 — CdSe/ZnS-(AML/AMP)-COOH KT, kuriy koncentracija tirpale 40
nM
RPMI - Roswell Park Memorial Institute mitybiné terpé 1asteliy auginimui
DMEM - Dulbecco’s modified Eagle's medium mitybiné terpe lasteliy
auginimui
DPBS — Dulbecco fosfatinis drusky buferis (pH 7,4), papildytas Ca®* ir Mg**
jonais
PBS - fosfatinis drusky buferis, pH 7,4
MEM - Minimal essential medium terpé, tinkama Igsteliy auginimui;
EDTA - etilendiamintetraacetatas
XTT - (2,3-Bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolio-5-

karboksianilido druska



FITC - fluoresceino izotiocianatas — dazas, kuris naudojamas
imunofluorescencinése metodikose

PE - fikoeritrinas — dazas, kuris naudojamas imunofluorescencinése
metodikose

Anti-CD44 — antikiinas prie§ CD44 pavirSiaus antigeng

Anti-CD133 — antikiinas prie§ CD133 pavirSiaus antigeng

RGB - 3 kanaly (raudonos, zalios, méelynos spalvy) detektorius

ND - nanodalele

FL - fotoliuminescencija

ALDHI1- aldehido dehidrogenazés fermentas

FRET - Fiorsterio rezonansiné energijos pernasa

FDT - fotodinaminé terapija

FS — fotosensibilizatorius

Ceq — fotosensibilizatorius chlorinas eg

Alfc — fotosensibilizatorius aliuminio ftalocianinas

Cys — cisteinas

TGA - tioglikolio rugstis

MPA — merkaptopropioniné rugstis

PEG - polietilenglikolis

ICsy — preparato koncentracija, kuriai esant pasiekiamas 50 % efektyvumo
poveikis, sutrikdantis gyvo organizmo tam tikrag funkcija.

<t> — vidutiné fotoliuminescencijos gyvavimo trukmeé

JSA —jaudio serumas albuminas (angl. bovine serum albumin)



1. IVADAS

Nepaisant paZzangos vézio gydymo srityje, daugelis mokslininky ir
tyréjy pripaZjsta, kad Siuo metu taikomos standartinés terapijos pasiZymi Zemu
gydymo efektyvumu, o véZio atsinaujinimas po taikytos terapijos iSlieka opi
gydymo problema. Pasaulinio véZio registro duomenimis, serganciyjy Sia
klastinga liga vis daugéja: 2012 metais uzZregistruota ~14 milijony serganciyjy
véZiu ir progozuojama, jog Sis skaiCius 2035 metais sieks 24 milijonus [1].
Atlikty fundamentaliyjy darby bei mokslo tyrimy rezultatai rodo, kad uZz prasta
gydomgjj efekta, metastazes bei naviko atsinaujinimg po taikyto gydymo gali
biti atsakinga véziniy lasteliy subpopuliacija, pasiZyminti kamieniniy lasteliy
savybémis [2]. Sios subpopuliacijos véZinéms lasteléms bidingi geny raiskos
pokyciai ir/ar mutacijos, susijusios su apoptozeés slopinimu, proliferacijos
aktyvinimu, molekuliy transportavimo ir vaisty Salinimo i§ lastelés
mechanizmy jjungimu [3, 4]. Todél daroma prielaida, kad nuo véZiniy
kamieniniy lasteliy, pasiZyminCiy aktyviais molekuliniais rezistentiSkumo
mechanizmais, priklauso atsparumas taikomai terapijai bei metastaziy
formavimasis [5]. Eksperty, dirban¢iy onkologijos srityje, nuomone, efektyvios
véZzio terapijos taikinys turéty biti véZinés kamieninés lagstelés (VKL). VKL
aptikimas ir toksinio poveikio joms realizavimas leisty padidinti onkologiniy
susirgimy gydymo veiksminguma ir specifiSkumg bei padéty iSvengti antriniy
augliy ir metastaziy.

Spartus nanomedicinos vystymasis jau Siandien pateikia jvairius
onkologiniy problemy sprendimo kelius. Nanodalelés ar nanodariniai
pasiZzymintys iSskirtinémis savybémis sékmingai taikomi eksperimentingje
klinikoje [6], tad neabejotinai aktualus ir nanodariniy sgveikos su VKL
klausimas vystant neinvazing diagnostika ir tikslinj vaisto nuvedimg j pazaidos
vietg. Jau dabar paskelbta straipsniy, kuriuose parodyta, kaip sékmingai yra
iveikiamos chemoterapijai ir radioterapijai atsparios VKL nanotechnologijy
pagalba [7, 8]. Todel VKL aptikimas, nanotechnologijy sintezé, modifikavimas
ir tyrimai su Jvairaus tipo veéZinémis lastelémis yra svarbis Siy dieny

moksliniai uzdaviniai.



1.1. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas

IStirti nanodariniy pritaikymo galimybes véziniy kamieniniy lasteliy aptikimui

ir sunaikinimui.

Darbo uzdaviniai:

1Y)

2)

3)

4)

5)

IStirti CdTe-MPA kaupimasi melanomos kamieninése 13stelése;
Palyginti CdTe-MPA ir CdSe/ZnS-(AMP)-COOH kaupimasi ir poveikj
Zmogaus véZziniy Iasteliy linijose;

IStirti CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH ir antikino prie§ CD44 antigeng
konjugato kaupimosi ir pasiskirstymo désningumus kriities véZinése
kamieninése 1gstelése;

Istirti CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH ir sensibilizatoriaus Ceg
komplekso kaupimasi, energijos pernasg ir sensibilizacin} poveikj in
vitro;

Ivertinti CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH ir sensibilizatoriaus Ceg
komplekso stabilumg baltymais prisotintoje mitybinéje terpéje,

imituojant in vivo sistemos kraujotaka.



1.2. Ginamieji teiginiai

1) Melanomos lasteliy linijos FEMX-I CD44%“¢CD133™%" fenotipo
subpopuliacija pasiZzymi vézinéms kamieninéms lgsteléms biidingomis
savybémis.

2) Nepaisant skirtingy kamieniSkumo savybiy, KT kaupimosi
désningumai beveik vienodi visose véZinése lgstelése: KT patenka | Igsteliy
citoplazma, iSsidésto Igsteléje piislelinémis struktiiromis aplink branduolj, o
didinant KT Kkoncentracija, matomas didesnis KT fotoliuminescencijos
intensyvumas lgstelése.

3) CdSe/ZnS-(AMP)-COOH KT pasizymi didesniu
fotoliuminescencijos intensyvumu lastelése ir maZesniu toksiniu poveikiu joms
nei ZnS sluoksnio ir AMP dangalo neturintys CdTe-MPA KT.

4) Antikiinais prie§ pavirSiaus antigeng CD44 padengti CdSe/ZnS-
(AML/PEG)-COOH KT selektyviai patenka j CD44" fenotipo, kuris budingas
krities véZinéms kamieninéms lgsteléms, vidy ir pasiskirsto puslelése aplink
branduolj, o anti-CD44, konjuguotas su organine fluorescuojan¢ia molekule,
nepatenka ] Igsteliy vidy ir bégant laikui lieka prisijunges prie lastelés
plazminés membranos.

5) Sensibilizatoriaus chlorino e¢ ir CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH KT
kompleksas per 3 valandas susikaupia plazminéje membranoje ir véZiniy
lasteliy viduje, puslelinése struktiirose, o paveikus regimaja Sviesa geba sukelti
veéziniy Igsteliy Zt] per energijos pernasg i§ KT i chloring eg.

6) Nekovalentiskai sujungtas CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH KT ir Ceq
nanodarinys yra stabilesnis lgstelése, kai inkubacija atliekama baltymais ir
vitaminais prisotintoje, in vivo sistema primenancioje terpé€je, nei

fiziologiniame drusky tirpale.
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1.3. Aktualumas ir naujumas

Tiek pasaulyje, tiek Lietuvoje onkologiniy susirgimy vis daugéja, o
mirtingumas nuo véZio yra antroje vietoje, po Sirdies ir kraujagysliy ligy. Tai
vercia jvairiy sri¢iy mokslininkus apjungti savo Zinias ir ieskoti ne tik ankstyva
veézio diagnostikg uztikrinanCiy priemoniy, bet ir iSsiaiSkinti priezastis bei
mechanizmus, lemiancius vézio atsparumg gydymui.

Pastargji 10-metj vis gauséja jrodymy apie véZyje esancig nedidele
subpopuliacija, pavadinta — vézio kamieninémis lgstelemis. Teigiama, jog
biitent VKL yra atsakingos uZ naviko formavimg, atsparumg taikomai terapijai
bei metastaziy formavimag [9-11]. Intensyviai ieSkoma Zymeny, kurie leisty
aptikti ,,pavojinggsias‘ lgsteles bei sunaikinti jas, tokiu biuidu uZkertant kelig
vélesniam ligos atsinaujinimui ir progresavimui. Siai dienai jau yra pasiilyta
nemazai Zymeny, kurie galéty aptikti VKL Igsteles jvairiy lokalizacijy
navikuose [12-14]. Taciau vis dar yra gincijamasi d¢l Zymeny patikimumo ir jy
gebejimo pazymeti visas VKL [15], d¢l to, norint atskirti/iSgryninti ,,piktgsias‘
Iasteles, atliekami kiti tyrimai, kurie parodo Zymenimis atskirty VKL gebéjima
formuoti navikus, gebéjima migruoti, metastazuoti ir atsparumg
chemoterapiniams vaistams bei jonizuojanciai spinduliuotei.

Nanodalelés pateikia naujas galimybes véZio diagnostikos ir gydymo
srityje. Ypac svarbi ND savybé — diagnostikos ir terapijos funkcijy apjungimas
1 vieng darinj. Diagnostikg ir terapija atliekantys nanodariniai yra vadinami
nauju terminu — teranostiniais nanodariniais [16]. Kvantiniai taskai mokslin¢je
reguliuojamomis spektrinémis savybémis, leidZian¢iomis pasirinkti sugerties ir
emisijos spektrinius ruoZus audiniy skaidrumo lange [17, 18]. Jy lengvai
modifikuojamas pavirSius leidZzia prijungti norimas bioaktyvias molekules,
pavyzdziui antikiinus, bei teraping funkcijg atliekanCius vaistus —
chemopreparatus ir fotosensibilizatorius [19, 20]. KT dengti peptidais ir
antiktinais prie§ EGFR antigeng, buvo sékmingai panaudoti selektyviam véZio
aptikimui in vivo [21, 22]. Taciau nepavyko rasti duomeny apie VKL
zymenimis dengty KT panaudojimg VKL aptikimui in vitro ir in vivo.
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KT panaudojimas kaip diagnostikg ir terapijg atliekan¢io nanodarinio
buvo pasitlytas dar 2003 metais, kai Samia pristate KT (kaip galimo Sviesos
energijos donoro) ir fotosensibilizatoriaus (Sviesos akceptoriaus) apjungima ]
kompleksa [23]. Tokia sistema leisty parinkti Zadinancigjg spinduliuote audiniy
skaidrumo lange, o prikabintas sensibilizatorius atlikty aktyviy deguonies
formy generavimg, sukeldamas navikiniy Igsteliy zttj. KT-FS nanodariniai
buvo pasiilyti ir kity mokslininky, buvo parodytas jy susikompleksavimas,
gebé¢jimas perduoti energijg i§ KT j FS, bei singuletinio deguonies generavimas
[24, 25]. Taciau vis dar triksta duomeny apie KT-FS suderinamumg su
biologine aplinka, jy kaupimasi ir gebéjimg inicijuot] véZiniy lasteliy zutj.

Siame darbe pirmg karta jvertintas FEMX-I lasteliy jautrumas
jonizuojanciai spinduliuotei, jvertinta, jog KT kaupiasi neatsiZzvelgiant i
imunofenotipinius ar funkcinius lgsteliy skirtumus. Taip pat parodyta, jog
antikiinais (prie§ antigeng CD44, kuris biidingas VKL) dengti KT kaupiasi
selektyviai tik CD44" Igstelése, bei patenka j jy vidy, prieSingai nei FITC daZu
Zymetas analogiSkas antikiinas. Pirmg kartg parodytas sukonstruoto KT ir
sensibilizatoriaus chlorino e, komplekso kaupimasis, energijos pernasa ir
inicijuota lasteliy Zitis véZinése lastelése. Sie rezultatai parodo KT galimybes
tiek selektyviai diagnostikai, tiek terapijai. Ateityje bus siekiama apjungti abi
funkcijas (selektyvaus kaupimosi ir terapijos) } vieng KT nanodarinj ir taip

priartéti prie norimo nanotechnologinio teranostinio preparato.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Kamieninés lgstelés, véZys ir vézinés kamieninés
Iastelés

AnksCiau vyravusig teorijg, jog veéZiu susergama del genetiSkai
mutavusiy somatiniy organizmo lasteliy, pradéjusiy neribotai dalintis ir

suformavusiy 1 aplinkos audinj panaSy kiing — navikag — ne per seniausiai

pakeite vis labiau jsigalinti véZiniy kamieniniy 1asteliy teorija.

2.1.1. Kamieninés lgstelés

Vienas didziausiy pasaulio stebukly yra sudétingo daugialgscio
organizmo iSsivystymas i§ mikroskopinio apvaisinto kiauSin¢lio. Zigota virsta
totipotentiniy KL. kamuoléliu, kuris toliau diferencijuojasi 1 tris gemalinius
lapelius: ektoderma, mezodermg ir endodermg [26]. Savoka ,kamieninés
Iastelés” naudojama apibudinant S$ias primityvias lgsteles, gebancias
atsinaujinti (sugeba produkuoti daugiau KL) bei diferencijuotis j vieng ar kelias
skirtingas konkre€ig funkcijg atliekancCias lgsteles. Diferenciacijos procesas
susideda i§ keliy pakopy: prie§ virsdamos pilnai diferencijuotomis lgstelémis,

kamienings lgstelés tarpiniame etape tampa labiau specializuotomis

Kamignjﬂé 4 Sparciai besidalijancios pirmtakinés lastelés Diferencijuotos
lastelé niSoje ; : = ; lastelés
@ o0 00ee
029 9 00 0000
® 0T 00 90000
® 00 ")

Galimybés save atnaujinti

it Diferenciacijos laipsnio
maiejimas

didéjimas
2.1.1.1 pav. Audinius sudaranciy lasteliy hierarchija. Sveiky KL ir jy pirmtaky
dauginimasis ir diferenciacijos procesas. Lenkta rodykle pavaizduotas KL

geb¢jimas atsinaujinti [27].
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pirmtakinémis lgstelémis, kurios jau yra praradusios gebe¢jimg atsinaujinti ir,
prieSingai nei kamieninés Igstelés, turi ribotg pasidalijimy skaiciy [27] (2.1.1.1

pav.).

2.1.2. Véziniy kamieniniy lasteliy teorija

Sveikuose audiniuose KL iS jas supancios mikroaplinkos gauna signalus
dalytis 1 vieng ar dvi KL. KL dalijimosi metu atskilusi pirmtakiné Igstelé
diferencijuojasi  funkcijg atliekancig lastele (2.1.1.1 pav). Procesas yra grieztai
valdomas: Zuvus vienai organizmo lastelei, sukuriama ne daugiau nei viena
dukteriné funkcin¢ Igstelé. VeéZys atsiranda tuomet, kai dalijimosi ir
programuotos Ziities pusiausvyra sutrinka: dél tam tikry mutacijy sveikos
lastelés jgauna gebéjima nenormaliai intensyviai dalytis. Sios véZinés Igstelés
dalydamosi sukuria j save panaSias lasteles — klonus — ir galiausiai, patyrusios
dar daugiau mutacijy, suformuoja metastazuojant] auglj. Pagrindinis veéZio
biologijos klausimas — kurios sveiko organizmo lgstelés gali mutuoti ir
suformuoti auglius?

1970 m. Pierce ir Wallace pateiké eksperimentiniy jrodymy, jog
navikas yra heterogeninis darinys, kuriame egzistuoja, panaSiai kaip
normalivose audiniuose, lgsteliy hierarchija [28]: Igstelés tarpusavyje skiriasi
fenotipu ir proliferacijos potencialu. 1997 m. John Dick ir M. Bonnet pateiké
svaresniy jrodymy apie egzistuojancig véZj inicijuojanciy lasteliy populiacija.
Tyrinédami pacienty, serganciy mielogenine leukemija, krauja mokslininkai
panaudojo hematopoetiniy KL fenotipo Zymenis CD34 ir CD38, ir iSskyre
nedidele véZiniy lgsteliy populiacijag, bei pademonstravo Sios populiacijos
savybe atsinaujinti: implantuotos imunodeficitinéms peléms Sios 1astelés laikui
bégant formavo navikus, kai tuo tarpu neturincios $iy Zymeny lastelés laikui
bégant neiSgyveno pelése [29]. ISskirtos 1astelés pasiZzyméjimo gebéjimu save
atnaujinti ir diferencijuotis, ir buvo pavadintos véZinémis kamieninémis
lastelémis. PanaSiy tyrimy metu mokslininkas Guan su kolegomis pasteb¢jo,
jog VKL yra ,miegojimo* biisenoje, skirtingai nei didZigja naviko dalj

sudaran&ios lastelés, kurios i$siskiria savo aktyvia proliferacija [30]. Sis
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pasteb¢jimas i§ esmés pakeité poziliri 1 véZio gydyma, nes dauguma
chemoterapiniy preparaty nukreipti ] aktyviai besidalijanciy lasteliy
populiacija.

KL savybémis pasizymin€ios lgsteliy populiacijos atrastos ir
kietuosiuose navikuose. 2003 m. Al-Hajj ir kiti mokslininkai tyrinédami krities
piktybinius navikus pasteb&jo, jog nedidelé Igsteliy populiacija, pasiZyminti
CD44"CD24 fenotipu, gebéjo formuoti navikus imunodeficitinése pelése [31].
Galvos piktybiniy augliy tyrinéjimai atskleidé dar vieng kamieninéms
lasteléms budinga Zymenj — CD133 antiking [32]. Véliau atrasti ir kiti VKL
Zymenys, tokie kaip ALDH1, ABSBS5, CD90, CXCR4, ESA ir kiti [14, 33].

Kamicnmc ketcle kel weegsstel et Diferencijuota lastelé

Mormali pirmtaking
Kamienine Iastele i@ lgstele /

@) A

Mutavusi Mutavusi pirmtaking

l kamiening lastelé lgstele
Mormal kamiening b
Iastele " TR
f _'-'. ) 1 _--'I
@ astelés ciI*n reguliacijo
praradimas

VéZiné kamieniné lastelé

Dedferenciacija

2.1.2.1 pav. VéZiniy kamieniniy lgsteliy atsiradimo hipotezé. VKL Iastele gali
tapti bet kuri i§ audinio lgsteliy, dél aplinkos poveikio jgijusi kamieninéms

lasteléms biidinga savybe — saves atnaujinimg [9].

IS daugelio tyrin¢jimy suformuota VKL teorija teigia, jog tik nedidelé
dalis visy auglio Igsteliy turi iSskirting savybe skatinti naviko augimg bei
metastazes. Sios, taip vadinamos VKL, duoda pradZig véZinéms pirmtakinéms,
o véliau ir labiau diferencijuotoms Igsteléms, turin¢ioms ribotg pasidalijimy
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skai¢iy. VKL turi poZymius, panaSius j sveiky KL — geba save atnaujinti, turi
neribotg pasidalijimy skaiCiy, aktyvy antiapoptotinj signalinj kelig bei
telomerazinj aktyvumg [9]. VKL lastelé gali buti bet kuri i§ audinio lasteliy,
del aplinkos poveikio jgijusi KL biidingg savybe — saves atnaujinimg (2.1.2.1
pav.). Save atnaujinancios lgstelés, panaSiai kaip ir sveikame audinyje esancios
KL, atlieka naviko audiniy atstatymo funkcij3.
Literaturoje pateikiamas VKL aptikimo metodas susideda iS keliy etapy:
1) CitometriSkai iStiriamas lgsteliy navikinés medziagos arba lgsteliy
linijy heterogeniSkumas pagal literatiiroje skelbiamus VKL Zymenis
arba pagal geb¢jimg iSmesti Hoechst dazg is citozolio [34, 35];
2) Tiriamos fenotipiSkai skirtingy populiacijy ,.kamieniSkumo*
savybeés:
2.1) sugebe¢jimas formuoti sferoidus in vitro ir/ar tumorigeninis
potencialas in vivo peliy modeliuose [31]. CitometriSkai
patikrinama, ar suformuotos kolonijos/navikai primena pirming savo
heterogening sudét;.
2.2) jautrumas radioterapijai [36];
2.3) jautrumas chemoterapijai [37];

3) Tiriama fenotipiSkai skirtingy Iasteliy KL biidingy geny raiSka [38].
Pagrindiné VKL savybé — saves atnaujinimas iStiriamas 2.1 metodu. Jautrumas
chemoterapijai ir radioterapijai yra pagalbiniai metodai, taciau esaminiai
irodant Siy populiacijy padidinta agresyvumg. Pastarosios VKL savybés

svarbios prognozuojant ligg ir parenkant gydymo taktika.

2.2. Vézinés kamieninés lastelés Kriities véZyje

Kruties vézys yra daZniausia onkologiné motery liga Lietuvoje ir
daugelyje iSsivysCiusiy pasaulio Saliy. PavyzdZiui, Jungtinése Amerikos
Valstijose kas treCias motery onkologiniy susirgimy atvejis yra kriities vézZys
[1]. Krities véZys prasideda kruties audinyje, kuris sudarytas i$ pieno liauky ir

pieno lataky. Navikas btna sudarytas iS fenotipiSkai skirtingy kriities vézio
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lasteliy populiacijy, tik nedidel¢ populiacija pasiZzymi kancerogeniniu

aktyvumu.

CcD24

— EpCAM ——>

2.2.1 pav. IS paciento operacinés medZiagos iSskirty kriities véZiniy lasteliy,
kurios suformavo navikg imunodeficitinéje peléje, fenotipas (A). CD24
ISaugusio naviko citometriné analizé atvaizduota (C), o pelés nuotrauka su

iSaugusiais CD24" ir CD24" 1gsteliy navikais atvaizduota (D) dalyje [31].

Krities vézys buvo pirmoji karcinoma, i§ kurios buvo iSskirta véZiniy
kamieniniy Igsteliy subpopuliacija. Nustatant kriities véZiniy lasteliy
kamieniSkumg buvo tiriami 3 Igsteliy pavirSiaus antigenai — CD44, CD24 ir
EpCAM. CD44 ir CD24 lastelés pavirSiaus antigenai susije su lasteliy adhezija,
tarpusavio kontaktais, judrumu ir metastazémis. Epitelinés kilmés navikuose
stipriai ekspresuojamas EpCAM (anksc¢iau vadintas ESA), bet mezenchiminés
kilmés augliuose ekspresija pastebéta retai ir ji dazniausiai budavo silpna.
Nustatyta, kad CD44*/CD24"°“/EpCAM" fenotipo kriities véZio lastelés
pasizymi VKL savybémis. Jos intensyviai dauginasi ir i§ jy kyla skirtingo
fenotipo, bet jau sumaz¢jusio proliferacijos potencialo 1gstelés. Tokie rezultatai
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fenotipais suleidus peléms. Po 12 savaitiy CD44*/CD247"°*/EpCAM* fenotipo
Iastelés suformavo 10 naviky 1§ 10 injekcijy, kai tuo tarpu lastelés, kuriy
fenotipas buvo CD44"/CD24"/EpCAM" nesuformavo né vieno naviko i§ 10
injekcijy (2.2.1 pav.) [31]. Lasteliy gebéjimas formuoti navikus
imunodeficitinése pelése ir jy gebéjimas atkurti prading naviko sudétj tapo
»auksiniu standartu® tolimesniuose VKL aptikimo tyrimuose kity lokalizacijy
navikuose [38-40].

Kraties VKL tyrimai buvo atlikti ir Zmogaus véziniy lgsteliy linijose.
Vis dar diskutuojama, ar lasteliy linijos visiSkai atspindi naviky, i§ kuriy jie
kile, heterogeniSkumg. Taciau naudojant ne vieng, o kelias skirtingo tipo
lasteliy linijas, gaunami duomenys, reikalingi pilnaverciams kriities karcinomy
tyrimams. MCF-7 lasteliy linija priklauso luminalinéms-epitelinéms Igsteléms,
formuoja susijungusiy viena su kita daugiakampiy lgsteliy kolonijas bei
pasizymi CD44"/CD24"/EpCAM" fenotipu [41]. MDA-MB-231 linijos Igstelés
pasizymi bazaliniu-mezenchiminiu fenotipu, yra ZvaigzdiSkos, panaSios |
fibroblastus. Jose intensyviai ekspresuojamas vimentinas, randamas
mezenchimos Igstelése, o koneksiny, svarbiy plySiniy jungCiy tarp lasteliy
sudarymui, kateniny bei kadheriny, uZtikrinanciy tarplgstelinius rysius, sintezé
yra nuslopinta [42]. Dél mezenchiminio fenotipo MDA-MB-231 Igstelés yra
itin agresyvios. Polimerazés grandininés reakcijos analizés metodu nustatyta,
kad MDA-MB-231 Igstelése, kuriose CD44"/CD24 EpCAM" lasteliy
populiacija sudaro daugiau nei 85% visy lasteliy, yra padidéjusi kauly
metastazes sukelianiy geny ir geny, atsakingy uz invazijg, ekspresija [41].
Remiantis Siais duomenimis galima daryti iSvadg, kad MDA-MB-231 kruties
veézio linijos lastelés turi daugiau kamieniSkumo poZymiy nei MCF-7 Igstelés.
MCEF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy linijas patogu naudoti kartu norint sukurti

skirtingy savybiy naviky modelines sistemas ir jas lyginti.
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2.3. Vézinés kamieninés lastelés melanomoje, kasos

adenokarcinomoje ir kiauSidZiy karcinomoje

Melanoma — piktybinis melanocity navikas — yra agresyviausia odos
vézio forma. Ji aptinkama maZziau nei 5% diagnozuoty odos naviky atvejy,
taiau yra daZniausia mirties nuo odos veézio priezastis [43]. Dél did¢jancio
piktnaudZiavimo saulés spinduliais, melanomos diagnoziy kasmet taip pat
daugeja [44]. Geresnio gydymo efektyvumo ieSkojimai paskatino mokslininkus
iStirtit VKL egzistavimg melanomos audiniuose. 2005 metais Frank su
kolegomis pademonstravo padidintg CD133 ekspresija chemoterapiniams
vaistams atspariose melanomos lgsteliy kultiirose bei pacienty operacingje

medZiagoje [45]. CD133" Igsteliy padidintas piktybiskumas buvo patvirtintas

A Pacienty operacine medziaga
e
a
&
EHJ
C WM115 lasteliy linija
® ®
) ]
o] & 'Ei G
2 "ziﬁ
s‘nﬁm‘w!w’w‘ %@&Q’a‘w‘
FICT FICT
CD133-PE
Negative control ABCG2-FITC

2.3.1 pav. CD133 antigeny ekspresija pacienty operacinés medzZiagos lgstelése
(A) ir WMII15 Igsteliy linijoje (B). Mikroskopijos nuotraukos rodo
imunodeficitinése pelése iSauginty CD133" Igsteliy melanociting prigimtj
(MART-1 melanocity Zymuo) (C) ir CD133 antigeno lokalizacija 4%
paraformaldehide fiksuotose WM115 lastelése (D) [38].
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jas suleidus imunodeficitinéms peléms. Vos 100 000 Igsteliy formavo auglius,
kai tuo tarpu CD133" Igstelés nesuformavo apCiuopiamy naviky [38]. Autoriai
VKL aptikimo tyrimus atliko i§ pacienty operacinés medziagos ir WM115
Igsteliy linijos. Jdomu tai, jog operacinéje medZiagoje rastos vos 0,7% CD133"
Iasteliy (2.3.1 pav). Tai patvirtina VKL teorija, kuri teigia, jog VKL Igstelés,
kaip ir sveikos KL, yra retos organizmo Igstelés, taciau jy mazo kiekio visiSkai
pakanka augliui palaikyti ir metastazéms formuoti. Lasteliy linijoje aptiktos
Igstelés beveik visos pasizyméjo CD133" fenotipu. Autoriai tokj operacinés
medZziagos ir Igsteliy linijy analizés neatitikimg priskyré paciai lasteliy linijy
iSvedimo prigim¢iai — linijinés lastelés yra iSgryninto vieno klono
proliferacijos rezultatas [38]. Melanomos VKL egzistavimas buvo patvirtintas
ir kituose mokslininky darbuose. Sios lokalizacijos VKL Zymejimui pasiiilyti
prieS CD133, CD20, ABCBS5, CD271, CD86 ir kitus antigenus susintetinti
antikiinai su fluorescuojancia Zyme [46].

Kasos adenokarcinoma — piktybiné liga, susidaranti kasos audinyje.
Kasos vézys uzima 10 vieta pagal kasmet diagnozuojamy piktybiniy ligy
skaiciy, taciau Sios ligos 5 mety iSgyvenamumas po diagnozes siekia vos 4%
[47]. Kasos vézys pasizymi ypatingai dideliu invazyvumu ir metastaziy
formavimu kituose organuose, tod¢l mokslininky noras suprasti po Sia
agresyvia liga slypinc¢ius molekulinius mechanizmus atvedé¢ prie VKL paieskos
kasos vézyje. Pirmieji duomenys buvo gauti Li ir kity kolegy 2006 metais. IS
kasos véZiu serganciy pacienty operacinés medziagos teékmés citometrijos biidu
buvo iSskirtos CD44'CD24"'EpCAM" fenotipo lgstelés ir suleistos
imunodeficitinéms peléms. Vos 100 Sio fenotipo lgsteliy formavo auglius
imunodeficitinése pelése 50% efektyvumu. Svarbu tai, jog mokslininkai
parode, kad butent visy trijy antigeny ekspresijos kombinacija lemia didZiausig
Iasteliy piktybiSkuma: 100 fenotipo CD44" , CD24" , EpCAM" , CD44"CD24"
ar CD44"EpCAM" Igsteliy neformavo naviky pelése, arba formavo juos Zymiai
mazesniu efektyvumu (iki 25%) [39]. Kity mokslininky kasos véZio tyrinéjimai
parode, jog CD133 antigeno raiSka yra sietina su agresyvesniu vézZiniy lgsteliy
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fenotipu nei CD44'CD24". Antigenas CDI133 sietinas su iSreik§tomis
migracijos ir invazyvumo savybémis [48].

Kasos véziniy Igsteliy linijos MiaPaCa2 tyrinéjimai panaudojant jvairius
literatiiroje skelbiamus VKL Zymenis, atskleidé Siai linijai biidingas Zymeny
kombinacijas. Grupé¢ mokslininky i§ Vokietijos publikavo duomenis, jog
MiaPaCa2 Igstelés ekspresuoja CD44 antigeng ir turi ALDHI aktyvuma,
neturi CD24 antigeno, pasiZymi greitu augimu po suleidimo imunodeficitinéms
peléms, invazyviu augimu, dideliu sugebéjimo atsinaujinti ir diferencijuoti
potencialu,  rezistentiSkumu  apoptozei  [49]. Kiny  mokslininkai
eksperimentiniais tyrimais patvirtino CD44'CD24  fenotipg =~ MiaPaCa2
lastelése ir papildomai nustate, kad Iastelés neturi EpCAM antigeno [50]. Kity
autoriy duomenimis 60% MiaPaCa2 lgsteliy turi CD44" ir 3-5% CD133"
Zymenis, tatiau, tik 1-2% lgsteliy turi CD44"CD133" fenotipg. Pastebéta, kad
bitent CD44"CD133" subpopuliacija pasizymi kamieninémis savybémis, nes
atsinaujina specialioje sferoidy formavimo mitybinéje terp¢je per 7-10 dieny
suformuodamos navikines sferas, CD44"CD133™ ar CD44 CD133" lgstelés
sferas formuoja reciau ir mazesnes, o CD44 CD133" sfery neformuoja [51].

KiauSidZiy karcinoma — tai piktybinis navikas, susidargs kiauSidése.
Amerikoje kas penktai nuo véZio mirusiai pacientei buvo diagnozuotas
kiauSidziy veéZys. VéZiniy kamieniniy lasteliy paieSka kiauSidZiy navikuose
pradéta 2007 metais. Ferrandina vadovaujama mokslininky grupé aptiko
padidinta CD133 ekspresija kiauSidZiy operacin¢je medZiagoje [52]. Kiti
mokslininkai eksperimentiS§kai patvirtino operacinés medZiagos ir kiauSidziy
vezio lasteliy linijos A2780 heterogeniSkumg pagal CD133 antigeno raiska,
iSskirdami dviejy tipy lgsteles - CD133" ir CD133". Auginant CD133" Igsteles
in vitro jos dalijosi simetriSkai ir produkavo tg patj Zymenj turincias Igsteles, o
CD133" Igstelés dalijosi asimetriSkai ir produkavo daugiau CD133" Igsteliy
arba miSraus fenotipo Igsteles. Suleidus CD133" ir CD133" fenotipo Igsteliy j
poodj 4-5 savai¢iy imunodeficitinéms peléms, CDI133" lIgstelés buvo
piktybiSkesnés nei CD133" Iastelés: formavo didesnius auglus bei pasiZyméjo
mazesniu jautrumu cisplatinai [53]. VKL aptikimui kiau$idziy vézyje buvo

21



pasiiilyti ir kiti Zymenys — CD44, CD117, ALDHI [54, 55]. Siais Zymenimis
pasizymincios lgstelés geriau formavo auglius imunodeficitinése pelése ir

pasizyméjo atsparumu chemoterapiniams vaistams.

24. Véziniy kamieniniy lasteliy atsparumas
chemoterapijai ir radioterapijai

Viena i§ svarbiausiy priezasCiy, lémusiy véZio heterogeniSkumo
tyrinéjimus ir VKL paieSka, yra véZio atsinaujinimas po taikyto gydymo.
Chemo- ir radioterapijos yra nukreiptos ] didZigja dalj navikg sudaranciy
lasteliy, jy gydomasis efektas pastebimas, kai naviko kiinas ima mazeéti. Taciau
bégant laikui neretai navikas atauga ir liga atsinaujina.

Sveiky KL tyrin¢jimai atskleideé, jog KL yra labiau atsparios
chemoterapiniams vaistams nei kitos audinius sudarancius lgstelés [56].
Atsparumas siejamas su padidinta anti-apoptotiniy baltymy raiSka [57] bei
ABC nesikliy raiSka [58]. ABC Seimos neSikliai iSmeta chemoterapinius
vaistus pro plazming membrang ] Igstelés iSorg. VéZyje taip pat buvo aptikti

panasis j sveiky KL atsparumo vaistams mechanizmai. Gausu tyrimy, kurie

I VKL nukreipta .
terapija Navikas netenka

gebéjimo save

atnanjinti
Terapija,
veikianti
veézines lasteles,

bet ne VKL .y
¢ Navikas
\_sunyksta /
Naviko masé —

sunvksta, tatiau
veliau atanga

2.4.1 pav. [prastinés terapijos sunaikina didZigja daugumg Iasteliy, kurios
pasizymi ribotu proliferacijos potencialu. Tafiau VKL lastelés iSlieka
nepazeistos. Sifiloma ieSkoti naujy terapijos galimybiy, kurios biity nukreiptos

1 naviko ,,gyvybeés Saltinj* — VKL Iasteles [59].
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aptiko ABC neSikliy raiSka jvairiy lokalizacijy VK lastelése [37, 60].
Galiausiai VKL atsparumas chemoterapiniams vaistams buvo panaudotas kaip
naujas metodas joms aptikti ir iSgryninti[61].

Atsparumas radioterapijai taip pat nagrinéjamas mokslin¢je literattroje.
Mokslininkai savo darbuose demonstruoja padidintg VKL antigeny raiSka po
poveikio jonizuojancia spinduliuote [62]. Taip pat yra duomeny apie VKL
jog VKL yra maZziau jautrios jonizuojanciai spinduliuotei del padidintos DNR
reparacinés sistemos baltymy raiSkos [64]. DNR reparacijos metu pazaidy
sugeneruoti nesuporuoti nukleotidai  (neatitinkantys komplementarumo
taisykliy) yra atpazistami, nustatoma jonizuojancios spinduliuotés poveikio
padaryta klaida, jjungiami pataisos mechanizmai.

Atsizvelgiant | VKL gebéjimg ,,iSvengti* chemo- ir radioterapijos, buvo

pasitlyta j VKL nukreiptos taikininés terapijos id¢ja (2.4.1 pav).

2.5. Taikininé véziniy kamieniniy lgsteliy terapija

VKL Igsteliy aptikimas jvairiy lokalizacijy navikuose ir atsparumo
gydymui nustatymas privert¢ mokslininkus ieSkoti naujy alternatyviy veézio
gydymo metody. Vienas i§ pasiilymy — jvilkti chemoterapinius vaistus ]
nanomatmeny dydzio kapsule ir taip ,apgauti“ lasteliy savisaugos
mechanizmus. Jvilkimui buvo panaudotos jvairios amfifilinés medziagos,
pradedant lipidais baigiant jvairiais polimerais. Tokios suformuotos
nanodalelés susilauké sékmeés: jos efektyviau kaupési vézinése lgstelése in
vitro ir in vivo. O jy prailginta cirkuliacijos kraujyje trukmé 1éme selektyvesnj
susikaupimg navike: ND tiesiog ,,uzstrigdavo* naviko kraujagysliy raizginyje.
Taip pat buvo sumazinti Salutiniai chemoterapiniy vaisty efektai aplinkiniams
audiniams bei naudojamos chemopreparaty dozés. Siai dienai chemoterapiniai
vaistai, jvilkti ] polimerg, taikomi klinikiniuose bandymuose (2.5.1 pav.) [65,

66].
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2.5.1 pav. Lipidy nanokapsulés principiné schema. (A) - keleto riiSiy
hidrofiliniy vaisty liposoma (zZvaigzdutes ir kiigeliai vaizduoja chemoterapinj
vaista), (B) - hidrofiliniy (Zvaigzdutés) ir hidrofobiniy (kigeliai) vaisty
jterpimas ] liposomg, (C) - oligonukleotidy kilmés vaisty (siRNR)

prikabinimas prie liposomos [66].

Nanodalelés atveré naujas galimybes véZzio gydymo srityje. Todél
iSaugo ir pats susidom¢jimas nanodalelémis. Iki 2013 mety buvo atrasta ir
susintetinta didelé jvairové polimeriniy, lipidiniy, dendrimery, anglies, metalo
ND su galimu pritaikymu medicinoje (2.5.2 pav.) [67]. Vienos jy naudojamos
diagnostikoje dél rySkaus Svytéjimo arba sustiprinto magnetinio rezonanso
kontrasto, kitos d¢l Siluminiy savybiy taikomos hiperterminei terapijai [68].
ND yra laikomos daug zadanCiomis ne tik dél minéty diagnostikos ir terapijos
funkcijy. Viena svarbiausiy jy savybiy — santykinai didelis (lyginant tirio ir
pavirSinio ploto santykj) ir lengvai chemiSkai modifikuojamas pavirSius [69].
Prie pavirSiaus galima jungti molekules, dé¢l kuriy ND tampa tirpios vandenyje
ir papildomai atlieka biologing, pavyzdZiui, taikinio atpaZinimo, funkcija.
Dazniausiai taikinio atpaZinimui siillomos biologinés molekulés yra antikiinai
arba membraninio receptoriaus ligandai. ISskiriami keli pagrindiniai
reikalavimai prie ND jungiamiems ligandams ir antikiinams [69]:

1) AfiniSkumas jungimuisi prie pasirinktos veézinés lastelés
pavirSiaus molekulé¢s;

2) Endocitozés mechanizmo jjungimas.
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2.5.2 pav. Organinés (A) ir metalo (B) nanodalelés. IS kairés 1 deSing: (A) —
liposomos, dendrimerai, anglies nanovamzdeliai, (B) — puslaidininkings,

magnetinés, aukso nanodalelés [67].

Pastaraisiais metais didelis démesys skiriamas diagnostikos ir terapijos
funkcijoms apjungti ] vieng nanodarinj, bandant sukurti universalig teranosting
nanodalelg. Tokia teranostin¢ daugiafunkciné ND apjungty naviko selektyvy
vaizdinimg, sunaikinimg bei ligos stebéjimg po gydymo [67]. Prisiminus
apraSyta VKL aptikimo jvairiy lokalizacijy navikuose istorijg, biity galima
pasiiilyti sukurti nanodalele, kuri atpaZzinty VKL pagal jos pavirSiuje esancius
antigenus, pasiZyméty vaizdinimui reikalingomis savybémis ir gebéty jjungti
Zudymo mechanizma tik tada, kai jau yra susikaupusios VKL Igsteliy viduje.
Kitaip tariant, reikia sukurti nanodalelg, kuri pasiZyméty taikinine VKL

terapija.

2.6. Kvantiniai taskai — daugiafunkciniai nanodariniai

Vienos i§ labiausiai diagnostikai tinkan¢iy nanodaleliy yra kvantiniai
taskai. Kvantiniai taSkai — tai neorganiniai puslaidininkiniai keliy nanometry
dydZio kristalai, pasiZymintys unikaliomis optinémis ir elektroninémis
savybémis, priklausan¢iomis nuo jy erdviniy matmeny [18]. Pagrindinés KT
optinés ir cheminés savybés, lemiancios susidoméjimg jais biologijoje ir
medicinoje [19]:
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1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Platus sugerties spektras, apimantis didZigja regimojo spektro sritj.
Tai suteikia galimybe suzadinti skirtingus KT to paties bangos ilgio
Zadinancigja spinduliuote (2.6.1 pav.);

Didelis ekstinkcijos koeficientas (10°-10° M cm™ ties pirma
eksitonine sugerties juosta). Net silpno intensyvumo Sviesa yra
pakankamai efektyviai sugeriama, todél juos suzadinti galima
gilesniuose audiniy sluoksniuose;

Didelis kvantinis naSumas ir siauras bei simetriSkas FL spektras. D¢l
to galima parinkti keletg skirtingy KT, kuriy emisijos spektrai
nepersidengia, ir atlikti keliy objekty vaizdinimg vienu metu (2.6.1
pav). FL spektras gali buti tikslingai kei¢iamas placiame intervale
nuo ultravioleto iki artimosios infraraudonosios spektro srities,
keic¢iant KT dydj bei sudétj;

Pasizymi dideliu Stokso poslinkiu bei ilga FL gyvavimo trukme
(nuo 20 ns ir daugiau);

Atspariis fotodegradacijai, lyginant su jprastais organiniais daZais,
neblunka ilgg laikg veikiant Sviesa;

PavirSius nesunkiai modifikuojamas suteikiant tirpumg vandening¢je
terpéje bei stabilumg biologinéje aplinkoje (2.6.1 pav). Galima prie
KT pavirSiaus prijungti jvairias specifines biomolekules,
uztikrinancias jy selektyvy susikaupimg tiriamame biologiniame
objekte ar jo dalyje;

PasiZzymi efektyvia dvifotone sugertimi, kelis kartus didesne uZ
organiniy dazy dvifotong sugertj. Dél to leidZia atlikti vaizdinimag

gilesniuose audiniy sluoksniuose [70].

KT daZniausiai sudaryti i§ 1-10 nm dydzio branduolio, kuris koloidy

paprastai

chemijos metodu sintetinamas i§ II ir VI (ZnS, ZnSe, CdS, CdSe, CdTe ir
HgS), bei IIl ir V (GaAs, InP ir InAs) grupiy elementy. Branduolio dydis bei

sudeétis lemia pagrindines KT optines ir elektronines savybes [71]. Branduolys

yra apgaubiamas plonu ZnS arba CdS sluoksniu, kuris paSalina

pavirSiaus defektus ir apsaugo nuo nespindulinés rekombinacijos, todél

26



fotoliuminescencijos kvantinis naSumas padidéja iki 50 ir daugiau procenty
[72]. ZnS apvalkalas taip pat pasyvuoja branduolio pavirSiy, apsaugo KT nuo

iSorinio biologinés terpés poveikio, saugo nuo oksidacijos.

22nm 29nm 41nm 7.3nm

KT su AMP dangalu

FL intensyvumas, s.v.

Sugertis, s.v.

450 500 550 600 650 700

Bangos ilgis, nm

2.6.1 pav. KT pasizymi nuo jy didZio priklausomomis optinémis savybémis
(A), placia sugertimi (B) ir siauriu FL spektru (C). (D) - AMP dengty KT
schema (E) - skirtingais KT pazyméti Zmogaus epitelio lgstelés komponentai:
melsva — branduoliai, rausva — Ki-67 baltymas, geltona —

2

zalia — mikrotubulés, raudona — aktino siulai [19, 73].

Siuo metu KT jau yra taikomi biologiniuose vaizdinimo tyrimuose:
gyvy ir fiksuoty lasteliy vaizdinimui imunofluorescencinémis metodikomis,
fluorescencijos in situ hibridizacijai, vidulgsteliniy pavieniy molekuliy
dinamikos tyrimuose, kamieniniy Igsteliy migracijos tyrimuose, receptoriaus-
ligando saveikos tyrimuose panaudojant FRET mechanizma bei kituose

tyrimuose [74]. NemaZai yra pasiekta pritaikant KT ir diagnostikos srityje:
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antikiinais funkcionalizavus KT véZinés lgstelés yra atskiriamos nuo sveiky
[75, 76]. Antikinais CD44v6, CD24 ir Ki67 funkcionalizuoti KT buvo
panaudoti VKL aptikti pirminiuose Zmogaus krities navikuose ex vivo [77].
KT panaudojimas krities vézio metastaziy diagnostikai sékmingai
lgyvendintas pelés ir kiaulés modelyje in vivo [78].

KT pritaikymo galimybés neapsiriboja vien vaizdinimu. KT taip pat
bandoma pritaikyti ir terapijoje kaip vaisty ar kity medZziagy neSiklius [79, 80]
arba energijos donorus fotosensibilizatoriams, atliekant fotosensibilizuotg
naviky terapija [23]. Apjungus vaizdinimo ir terapijos funkcijas, KT galima
panaudoti kaip daugiafunkcin} nanodarinj véZio aptikimui ir gydymui (2.6.2

pav.).

Energijos

pernasa

Antikiinas

2.6.2 pav. Daugiafunkcinio nanodarinio schema. Prijungtas antikiinas atlieka
veéziniy lgsteliy atpazinimo funkcijg, kvantinio taSko Serdis atlieka vaizdinimo
ir energijos sugeérimo-perdavimo funkcija, porfirinai atlieka fotovaisto funkcija

(iSsamiau — zr. 2.7 skyrelj) [20].
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2.7. Kvantinio tasko ir sensibilizatoriaus nanodarinys

Fotodinaminé naviky terapija — tai neinvazinis véZio gydymo biidas,
kurio metu Sviesos aktyvuotas fotovaistas — fotosensibilizatorius — generuoja
aktyvias deguonies formas, sukelianCias véZziniy lasteliy Zzutj [81, 82].
Dazniausiai FDT naudojami FS yra linke kauptis navikiniuose audiniuose arba
yra suleidZiami tiesiai j navikg. Navike esantis FS, veikiamas Sviesos, yra

suzadinamas, o suZadinimo energija toliau gali buti perduodama aplinkoje

Sviesa

A Fotosensibilizatorius MNekenksminga o
fotosensibilizatorius selektyviai susilcaupia rmogui $viesa yra Navikas sunyksta
navike paveildamas

fotosensibilizatorins

2.7.1 pav. Fotodinaminés terapijos principin¢ schema. Pirmiausia pacientui
suleidziamas FS, tuomet naviko sritis veikiama pacientui nekenksminga Sviesa.
Sviesos poveikyje FS generuoja reaktyvias deguonies formas, kurios Zudo

véZines lasteles.

esan¢ioms molekuléms, pavyzdZiui, deguoniui. Susidares singuletinis deguonis
ir laisvieji deguonies radikalai yra aktyvios deguonies formos, linkusios
sgveikauti su biomolekulémis, sukeldamos jy pazaidas. Tokiu biidu paZeidus
Iastelése esancias gyvybiskai svarbias organeles, yra inicijuojama veéZiniy
lasteliy Zitis (2.7.1 pav.).

Taikant FDT visgi yra susiduriama ir su problemomis. Savaime
suprantama, jog svarbiausias FDT komponentas yra FS. Mokslininkai daug
dirba, jog priartinty FS prie idealo, demonstruojancio selektyvy susikaupimag
navike, didelj ekstinkcijos koeficientg audiniy skaidrumo lange (680-800 nm
ruoze), efektyvy aktyviy deguonies formy generavimg, buty stabilus
biologinéje aplinkoje ir pasiSalinty i§ organizmo [83]. Siai dienai yra nemazai
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sensibilizatoriy, kurie patvirtinti naudojimui klinikoje [84], taciau jy visy
priartéjimas prie idealiam fotosensibilizatoriui keliamy reikalavimy yra ribotas.
Jeigu FS pasiZymi sugertimi audiniy skaidrumo lange, tai singuletinio
deguonies generavimo efektyvumas yra gerokai maZesnis nei Kkity
sensibilizatoriy [84]. Taigi, ieSkant FS alternatyvy, nanodalelés buvo
pastebétos ir Sioje medicinos srityje.

Kvantiniai taSkai, dél savo ypatingy optiniy savybiy, buvo pasiilyti kaip
galimi FS fotodinaminei terapijai [85]. Nors savo optinémis savybés KT
»aplenke® klasikinius FS, singuletinio deguonies generavimo efektyvumas
buvo daugiau nei 10 karty mazesnis nei klasikiniy FS. D¢l to buvo pasiiilyta
apjungti KT su FS, suformuojant KT-FS nanodarinj, kuriame KT atlikty
Sviesos surinkimo dalelés ir energijos pernes¢jo 1 FS, vaidmen; (2.7.2 pav.)
[85, 86], o FS generuoty aktyvias deguonies formas. Tikimasi, kad Sitokia KT-
FS sistema ne tik padés efektyviau ir placiau taikyti FDT, taciau dél
intensyvios KT fotoliuminescencijos leis atlikti terapijos vaizdinimg realiu

laiku, suteikiant galimybe stebéti gydymo procesa.

KT-F5 == [ *FS KTPS*— o, |=>FDT

Zadinitnas
Vaizdinimas O => FDT

2.7.2 pav. Galimi procesai suzadinus KT-FS sistemg vykdant FDT. KT-FS —

kvantinio taSko ir fotosensibilizatoriaus kompleksas, KT* - suzadinti kvantiniai
taSkai, FS* - suZadintos fotosensibilizatoriaus molekulés, EP — energijos

v 1 . . . .
pernaSa, O, — singuletinis deguonis.

Pirmieji KT-FS kompleksy tyrimai buvo atlikti organiniuose
tirpiklivose [87, 88], todel gautieji rezultatai negaléjo biti pritaikyti
biologinése sistemose. Vélesniuose KT-FS kompleksy tyrimuose buvo
naudojami vandenyje tirpus KT, kuriy pavirSius padengtas nesudétingais

ligandais [25], taciau prie tokiy KT prijungus porfirinus, kompleksai nebuvo
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stabiliis — vandenyje sudaré agregatus ir iSkrisdavo j nuosédas [24, 89]. Véliau
buvo parodyta, jog prie KT prijungus FS molekules yra jmanoma jas
netiesiogiai suzadinti Fiorsterio rezonansinés energijos pernaSos biidu ir taip
inicijuoti fotosensibilizacinius procesus, kuriy metu yra naikinamas navikas
[90]. 2010 metais Valancitinaité su kolegomis pademonstravo kvantinio tasko
ir sensibilizatoriaus chlorino es komplekso susidarymag vandeninéje terpéje ir
FRET pernasa [91]. Tolimesni tyrimai, parenkant jvairaus iSorinio kriivio KT,
padéjo iSsiaiSkinti, jog komplekso formavimasi galimai lemia ne elektrostatine,

o hidrofobiné sgveika. Labiausiai tikétina, jog Cegs molekulé nepoliniu galu

isiterpia i kvantinio taSko AML dangalg [91] (2.7.3 pav).
2 & ERET

RS

nepolinis

polinis

e
Yot &
LY

2.7.3 pav. Kvantinio tasko ir chlorinio e, komplekso susidarymo schema.

[91].

Nuo 2003 mety, kai buvo pasitulyta KT ir FS apjungti i vieng
kompleksa, nemazai pasiekta tokiy kompleksy fizikiniuose ir cheminiuose
tyrimuose, taciau tik pastaraisiais metais pasirodé¢ pirmieji KT-FS komplekso
pritaikymo biologinése sistemose tyrimai. Parodytas kvantinio tasko ir
aliuminio ftalocianino komplekso susikaupimas véZinése lgstelés bei FRET
mechanizmo inicijuota Igsteliy Zatis [92, 93]. KT-Alfc kompleksas kaupési
puslelinése struktturose lasteliy viduje aplink branduolj. Vaizdinimo sistema
buvo pritaikyta taip, jog KT emisija nufiltruojama 590-640 nm filtru, o Alfc
emisija — 670-700 nm filtru. KT-Alfc lokalizacija Igstelése nustatyta FL
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kolokalizacijos (geltona) metodu (2.7.4 pav). Kombinuotas KT-Alfc poveikis
Iasteléms buvo atliktas lgsteles inkubuojant 40 min su kompleksu ir Svieciant
12-51 J/em® dozémis 532 nm diodiniu lazeriu (taikant j KT sugertj). Matosi,

jog KT-Alfc sukeltas fototoksinis poveikis yra Zenkliai didesnis, nei tokios

pacios koncentracijos gryno Alfc (2.7.4 pav).

Control  QDs AlIPcS QDs  AlPcS AlPeS AlIPcS AlPeS
51J/em’ 51)/cm’-QDs -QDs  -QDs -QDs
12J/em’ 251/em’ 38 /em’5 1 )/em’

2.7.4 pav. Kvantinio taSko ir aliuminio ftalocianino komplekso kaupimasis ir
poveikis vézinéms lgsteléms. Vaizdinimas atliktas konfokaliniu mikroskopu,
parenkant Zalig pseudospalva KT emisijai (A), raudong — Alfc emisijai (B).
Geltona spalva rodo abiejy medZiagy kolokalizacija (C). (D) — KT, Alfc ir KT-
Alfc sukeltas poveikis Igsteléms per FRET mechanizma, Svieciant j KT sugert]

su 532 nm diodiniu lazeriu [92, 93].

2.8. Kvantiniy tasky toksiSkumas

Patikrinus bet kurig moksliniy straipsniy paieSkos sistema, galima
pastebéti, jog daugybé publikacijy yra skiriama kvantiniams taskams. Jy
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taikymas neapsiriboja vien biologija ir medicina, Sios nanodalelés taikomos
vystant itin jautrius inovatyvius prietaisus, skirtus jvairioms cheminéms ir
biologinéms medziagoms aptikti [94]. Nors fizikinés ir cheminés KT savybés
yra iSsamiai iStyrinétos, taciau vis dar mazai Zinoma apie galimg kenksminga
KT poveiki Zmogaus sveikatai. Ziniy apie KT toksiskuma trikumas yra
pagrindiné priezastis, kodél KT vis dar néra naudojami klinikiniuose
tyrimuose.

KT toksiSkumas biologin¢je aplinkoje priklauso nuo labai daug
veiksniy, ] kuriuos reikia atsiZvelgti: stabilumo, cheminio aktyvumo,
pasiskirstymo, metabolizmo ir pasiSalinimo i§ organizmo [95]. KT biologinis
poveikis priklauso ne vien tik nuo jy sunkiyjy metaly Serdies, kuriy toksinis
poveikis organizmams gerai Zinomas [96]. Vis daugéja jrodymy, kad KT
toksiSkumas ir jy biologinis aktyvumas daug labiau priklauso nuo KT
apvalkalo, o ne Serdies sudéties [97]. Be to, KT toksiSkumas priklauso ir nuo jy
dydZio, naudojamos dozés bei aplinkos salygy (oksidacinis, fotolizinis,
mechaninis ar kitas poveikis gali sukelti KT destabilizacijg ir taip padidinti jy
toksiSkumag) [95].

Kai KT yra dengti dangalais, jy Serdies ir apvalkalo metalai neveikia
tiriamy lgsteliy, todél labai svarbus aspektas, lemiantis KT toksiSkumg, yra jy
stabilumas tiek in vivo, tiek sintezés ir saugojimo metu. Mokslininko Lovri¢
tyréjy grupé nustaté, jog MPA ir Cys dengti CdTe KT buvo toksisSki PC12
lasteléms, kai jos buvo veikiamos 10 pg/ml arba didesne koncentracija [98].
Tacdiau MPA ir Cys suformuoti apvalkalai néra stabillis vandeningje terpéje,
dél to negalima kalbéti apie visiSka KT Serdies apsaugojima [99].
Mokslininkas Cho ir jo kolegos 2007 metais aprasé toksiSka CdTe KT poveikj
7mogaus kriities véZio lastelems MCF-7. Sias lasteles veikiant 10 pg/ml CdTe
KT, dengtais MPA (A.,=535 nm), Cys (Aen=554 nm) ir N-acetil-L-cisteinu
(Aem=528 nm), jau po 1 valandos poveikio buvo stebimas rySkus metabolinio
Iasteliy aktyvumo sumazéjimas. Po poveikio taip pat buvo stebima: chromatino
agregacija ir deformacija, mitochondrijy bei lizosomy iSsipiitimas,
suapvaléjimas ir susitelkimas apie branduolj (2.8.1 pav). Stebimi pokyciai
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galéjo jvykti dél lastelés atsako j fotooksidacinj stresg ir toksiSko Ccd* jony
poveikio. Biitent Ccd* jonai gali sukelti lizosomy iSsiptitimg ir net trikima, jy
turinio iSsiliejima j lastelés vidy. Fotooksidacija galéjo biiti sukelta laisvy Cd*
jony arba paciy KT poveikio [100]. Mokslininkas Liu su kolegomis tyré
toksiSkg CdTe-TGA KT poveiki Zmogaus kriities vézio MCF-7 ir MBA-MD-
231 bei prostatos vezio PC3 lgsteléms. Po 24-48 valandy Igsteliy inkubacijos
su 5-100 uM koncentracijos KT buvo stebimas nuo dozés ir inkubacijos laiko

priklausantis lgsteliy gyvybingumo mazéjimas [101].

(;\ Cys-CdTe

Q Lizosomy Zymuo LysoTracker
@ Kadmio jonai

% RoOS

O Lizosoma
EE Ankstyva endosoma

Vélyva endosoma

@ o...;;g
o, @ G
0 2- l
! %
o k

Lizosomy turinio
issiliejimas

é
S ‘ ! 3o
%
7 Q

Mitochondrija

Lizosomy issipatimas

2.8.1 pav. CdTe-Cys KT sukelto toksiSkumo galimi mechanizmai. Schema
nubraizyta pagal Cho ir jo kolegy morfologinius pasteb&jimus ir
samprotavimus remiantis kity mokslininky rezultatais. Rodyklémis pazymétos
galimos cheminés reakcijos, vedancios link kadmio jony iSlaisvinimo arba

ROS generacijos [100].

Bégant laikui buvo patobulintas KT Serdies apdengimas. Nestabillis
MPA ir Cys ligandai buvo kei¢iami | PEG, AMP ir AML. Polimerai ir lipidai
pagerino ne tik KT optines savybés, bet ir jy biosuderinamuma su gyvais

organizmais. Mokslininkas Sun su savo tyrimy grupe naudojo komerciSkai
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isigytus Qtracker™ 800 KT gyvy lasteliy vaizdinimui ir sekimui. Jie parode,
jog vaizdinimui naudotos KT koncentracijos nepaveike Igsteliy gyvybingumo,
proliferacijos, kolonijy formavimo bei augliy formavimo pelése [102].
Naudodami panasSios serijos KT, Muller-Borer su kolegomis tyré¢ KT poveikj
Ziurkiy mezenchiminéms kamieninéms lgsteléms, Zymédami jas 5 nM ir 20 nM
koncentracijy KT. Mokslininkai nepasteb¢jo, jog KT veikty proliferacija,
gyvybingumg ar sukelty DNR paZzaidas [103]. Kvantiniais taSkais pazymeétos
kamieninés lgstelés rodé gebéjima sgveikauti su Sirdies miocitais in vitro.
Tiesa, 20 nM koncentracijos KT rodé nedidelj apoptozés istikty lasteliy
pagauséjima, kai buvo atlikta 120 valandy inkubacija. Taciau toks inkubacijos
laikas néra logiSkas, nes KT susikaupia lgstelése per pirmas 24 valandas [103].
Pasitaiko ir daugiau duomeny, kuriuose toksiSkumas buvo vertintas parenkant
gana “nepraktiSkas” saglygas: panaudojant labai dideles KT koncentracijas
(siekiancias vir§ 100 nM) arba ilgas inkubacijos trukmes (daugiau nei kelios
dienos) [104]. Tokio pobiidZio tyrimuose neretai aptinkama, jog KT sukelia
vienok] ar kitokj biologiniy funkcijy sutrikdymg. Taciau tyrimuose, kuriuose
KT koncentracijos bei inkubacijos trukmés parenkamos tokios, jog tikty
vaizdinimo ir sekimo eksperimentams, daZnai neaptinkama jokiy Salutiniy
efekty. Mokslininkas Peng su kolegomis tyrinéjo net keliy dydziy AML ir PEG
dengtus 10-100 nM koncentracijy KT HepG2 lastelése, matavo jy oksidacinj
stresg, DNR paZaidas, gyvybinguma, proliferacija bei morfologinius pokycius,
taiau visi parametrai buvo panasts ] kontroliniy, nepaveikty lasteliy
parametrus [105].

In vivo KT toksiSkumo eksperimentai atskleide, jog ZnS, AML ir AMP
dengti KT neturi Zymaus toksinio poveikio peliy, Zziurkiy ir primaty
organizmams [106]. Jy svoris, elgsena, kraujo parametrai buvo palyginami su
nepaveikta kontroline gyviiny grupe, taciau atliktas iSsamesnis atskiry organy
metaly analizés tyrimas parodé, jog KT nepasiSalina i§ organizmo, “uZstringa”
bluznyje, kepenyse, inkstuose [106]. DaZniausiai pasitaikanti tyrimy trukmeé

buvo 28-90 dienos, tod¢l nepakanka duomeny, jog biity galima jvertinti, ar
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laikui bégant organuose ,uZzstrige” KT nepradés irti iSleisdami toksiSkus

sunkiuosius metalus.
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3. MEDZIAGOS IR METODAI

3.1. Medziagos

Kiausidziy karcinoma (A2780) bei kasos (MiaPaCa2) ir kruties (MCF-
7) adenokarcinomos Igsteliy linijos isigytos i§ Europos lasteliy kultiry
kolekcijos. Prostatos adenokarcinomos (PC3), glioblastomos (U87) ir krities
adenokarcinomos (MDA-MB-231) Iasteliy linijos jsigytos i§ Amerikos lasteliy
kultiiry kolekcijos. Melanomos (FEMX-I) Igstelés 1980 metais buvo iSskirtos
i§ Norvegijos RadZio ligoninéje besigydancio paciento, kuriam buvo nustatytos
metastazés limfmazgiy audinivose [107]. CdTe-MPA KT jsigyti i$
PlasmaChem GmbH (Vokietija), jy emisijos smailé Ay = 710 £ 5 nm.
CdSe/ZnS-(AMP)-COOH KT jsigyti i§ Life Technologies (JAV), jy emisijos
smailé Ay = 705 £ 5 nm. Kvantinio tasko ir sensibilizatoriaus komplekso
formavimui buvo naudojami CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH KT (eBioscience,
JAV), kuriy emisijos smailé ties 605 nm, ir chlorinas eq (Frontier Scientific
Inc., JAV). Selektyviam nanodariniy kaupimuisi kriities véZinése kamieninése
Iastelése buvo naudojamas anti-CD44-KT konjugatas (eBioscience, JAV),
sudarytas i$ antikiino prie§ CD44 pavirSinj antigeng ir CdSe/ZnS-(AML/PEG)-
COOH KT.

3.2. Lasteliy auginimas

Lastelés auginamos standartinémis sglygomis (37 °C , 5 % CO,)
25/75 cm® flakonéliuose arba plastikinése 6/12/96 Sulinéliy plokstelése,
uzpiltos mitybine terpe RPMI arba DMEM (Gibco, JAV), papildyta 2 mM I-
alanyl-glutamino (Biochrom, Vokietija), 10 % jaucio serumo (Gibco, JAV) ir
1 % (10000 U/10000 pg/ml) penicilino/streptomicino (Biochrom, Vokietija).
Gliomos lasteliy auginimo terpé papildoma 3 % MEM pakei¢iamy amino
rugsciy (Sigma-Aldrich, JAV). Lastelés auginamos iki kol uzpildo ~90 %

pavirSiaus ploto, tuomet yra pers¢jamos eksperimentams.
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3.3. Véziniy lasteliy kamieniSkumo jvertinimas

Lasteliy pavirSiaus antigeny CD44, CD133, CD24, CD117, ALDHI,
EpCAM raiska tiriama tekmés citometrijos metodu su pasirinktais antikiino-
fluorochromo Zymenimis. Lasteliy imunofenotipavimo procedira: lasteles
Sulinélivose paveikiamos 0,25% (Biochrom, Vokietija) tripsino-EDTA tirpalu,
gauta suspensija surenkama j mégintuvelj ir nusodinama centrifuguojant 7 min,
1029 aps./min grei¢iu, 20 °C temperatiroje (ROTIXA 50 RS, rotoriaus
spindulys 211 mm). Lastelés pakartotinai plaunamos uZpilant 1 ml PBS,
centrifuguojant. PaSalinus supernatantg atliekamas Zyméjimas antikiino-
fluorochromo konjugatais pagal gamintojo protokolg [108, 109]. Po
inkubacijos neprisijunge prie membrany Zymenys nuplaunami centrifuguojant.
Lasteliy fluorescencija registruojama BD™ LSR Il arba BD™ FACSort tékmeés
citometru. Likus 2-3 min iki imunofenotipinés analizés, | kiekvieng lgsteliy
meégin] jlaSinama propidZio jodido daZo (fluorescencijos spektras raudonoje
srityje), kuris per kelias sekundes patenka j Zuvusias lgsteles. Analizés metu
rySkiai raudonai SvytinCios lastelés atmetamos kaip negyvos, didesniu
priekinés sklaidos signalo plociu pasiZzymincios Igstelés atmetamos kaip
sukibusios [110]. Vienam méginiui surenkama 10 000 — 20 000 Iasteliy.
Duomenys analizuojami FlowJo (JAV) programine jranga.

FEMX-I lasteliy riSiavimas atliekamas BD™ FACSort tékmés
citometru, Norvegijos véZio tyrimy institute, RadZio ligoninéje. Lastelés
auginamos 75 cm’ flakonuose, véliau suspenduojamos, dazomos anti-CD44-
FITC ir anti-CD133-PE Zymenimis pagal anksciau iSdéstyta metodikg. Po
risiavimo viena dalis lasteliy uzs¢jamos ] ploksteles, kita dalis — | 25 cm?
flakonelius tolimesniam auginimui. Gebé¢jimas atstatyti prie§ rasiavima
buvusig prading imunofenotiping sudét] jvertinamas atliekant tékmes
citometrijg pragjus 10 dieny po riiSiavimo. ISkart po riiSiavimo subpopuliacijy
grynumas sieké >90 %.

Jautrumo jonizuojancios spinduliuotés poveikiui tyrimams FEMX-I
lastelés uzsé¢jamos ] 6 Sulinéliy ploksteles. Lasteléms prisiplastavus prie dugno

(apytiksliai po 24 val.), atliekamas 7 Gy ir 10 Gy Svitinimas rentgeno aparatu
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(Norvegijos vézio tyrimy institutas, RadZio ligonin¢). Pra¢jus 24 val. po
Svitinimo atliekamas imunofenotipavimas su antiCD44-FITC ir antiCD133-PE
Zymenimis.

Jautrumo chemoterapinio vaisto doksorubicino poveikiui nustatyti
MCEFE-7 ir MDA-MB-231 lastelés uzs¢jamos 1 96 Sulin¢liy ploksteles. Po 24
valandy lasteliy augimo terpé iSsiurbiama, ant Igsteliy uZpilama SvieZia terpé
su joje iStirpintu 0-0,5 pg/ml chemoterapiniu vaistu doksorubicinu. Inkubacija
atlickama 72 val., véliau terpé su vaistais nusiurbiama, lgstelés praplaunamos
su DPBS, uZpilama Sviezia terpé ir 50 ul XTT drusky tirpalo. Lastelése esanti
mitochondrijy dehidrogenazé vercia tetrazolo XTT druska i spalva turint]
junginj — formazang. Mitochondrijy dehidrogenazés fermentas yra aktyvus tik
gyvose lastelése, kuriy plazminé membrana ir mitochondrijy kvépavimo
grandinélé nepazeistos [111]. Spalvoto formazano sugertis ties 490 nm
nuskaitoma plokSteliy skaitytuvu Biotek ELx800™ (JAV). Lasteliy
gyvybingumas nubraiZomas kaip procento dalis nuo kontroliniy, nepaveikty

lasteliy sugerties:

. Aeksp100%
Gyvybingumas = —2——;
Akontr

Kur A, — doksorubicinu paveikto bandinio optinis tankis, matuojant
ties 490 nm; Ay,,,,» — kontrolinio (nepaveikto) bandinio optinis tankis, matuojant
ties 490 nm. Paklaidos atidedamos kaip standartinis nuokrypis 1§ 6
nepriklausomy bandiniy.

Lasteliy gebe¢jimas formuoti kolonijas jvertinamas standartiniu kolonijy
formavimo metodu [112]: 1 6 Sulineliy plokStele uZséjama po
400 lasteliy/Sulinelyje, po ~10 dieny auginimo standartinémis sglygomis, kai
Iastelés suformuoja kolonijas (i ne maziau kaip 40 Iasteliy), kolonijos
fiksuojamos. Fiksavimo procediira: lgstelés praplaunamos 1 ml PBS tirpalu,
tuomet 10 min inkubuojamos su 70% ir 10 min su 96% etanoliu. PaSalinus
etanolj plokStel¢ iSdZiovinama ir lagstelés nakciai uZpilamos 1 ml 0,4%

kristalinio violeto dazu (Carl Roth, Vokietija). Véliau kristalinis violetas
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nuplaunamas, kolonijos suskai¢iuojamos. Kolonijy formavimo efektyvumas
skaiciuojamas pagal formulg:

Suformuoty kolonijy skaicius
Efektyvumas = — - — - 100%;
Uzséty lasteliy skaicius

Paklaidos atidedamos kaip standartinis nuokrypis i§ 3 nepriklausomy bandiniy.

3.4. Zmogaus véZiniy lasteliy naviko formavimas Rag2

pelése

Rag2 linijos imunodeficitinés pelés gautos i§ Laboratoriniy gyviny
veisimo, auginimo ir tyrimo centro (Valstybinio moksliniy tyrimy instituto
Inovatyvios medicinos centras). Eksperimentams buvo gautas Lietuvos
Respublikos Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas Nr. 0190
(i8duotas 2009-03-23) atlikti laboratorinius bandymus su gyviinais. Visi
veiksmai su gyviinais buvo atliekami laikantis Europos Parlamento ir Tarybos
direktyvos 2010/63/ES. Gyvunai buvo laikomi pastovios temperatiros,
drégnumo ir apSvietimo ciklo (12 val. Sviesos/12 val. tamsos) sglygomis.
Maisto ir Svaraus vandens buvo tiekiama neribotai. Prie§ atliekant
eksperimentus gyvinai buvo aklimatizuojami ne maziau kaip 7 dienas. Su
gyvais gyviinais dirbo FELASA C kategorija turinti specialiste.

MiaPaCa2 ir A2780 Iasteliy geb¢jimas formuoti navikus
imunodeficitinése pelése buvo atliekamas pagal literatiiroje aprasyta metodika
[113]. Milijonas lgsteliy buvo iskiepyta peléms j poodj. Navikas auginamas iki
kol pasieks apytiksliai 1 cm’ tiirj. Pasiekus reikiamg naviko tiirj pelés buvo
Zudomos, i§preparuojami suformuoti navikai.

MiaPaCa2 suformuoti navikai buvo siunciami Valstybiniam patologijos
centrui, kur buvo atliekamos standartinés bandiniy paruoSimo proceduros: jie
buvo Saldomi kriostatu iki ~240 K ir atliekami 20 pm storio pjuviai. Véliau
ploni naviko bandiniai dazomi anti-CD44-FITC Zymenimis ir branduoliy dazu
Hoechst 33258, atliekama jy fluorescenciné mikroskopija. Siekiant jvertinti
audinio morfologija, dalis naviko audiniy buvo dazomi hematoksilino-eozino

dazu.
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A2780 lasteliy suformuoti navikai smulkinami iki pavieniy Iasteliy
suspensijos mechaniSkai dezagreguojant. Lasteliy suspensija dél mazo
gyvybingumo buvo auginama standartinémis A2780 lgsteliy kultivavimo
salygomis atgaivinimo laikotarpiui. Po 8 pary atliekama imunofenotipiné
analizé pasirenkant ant-CD44-FITC, anti-CD24-FITC, anti-ESA-PE ir anti-
CD117-PE Zymenis.

3.5. Kvantiniy tasky kaupimasis ir poveikis vézinéms

Igsteléms

CdTe-MPA KT susikaupimas FEMX-I lastelése buvo vertinamas tekmés
citometru BD™ LSR [I. Lastelés uzséjamos | 6 Sulinéliy plokstelg ir po 24 valandy
sena terpé keiCiama ] Sviezig terpg su iStirpintais 50 pg/ml (25 nM) ir 100 pg/ml
(50 nM) koncentracijy CdTe-MPA KT. Inkubuojama 24 val., tuomet terpé su
nanodalelémis  pasalinama, lgstelés suspenduojamos, atlickamas lasteliy
imunofenotipavimas su anti-CD44-FITC ir anti-CD133-PE  Zymenimis.
Parenkami t¢kmés citometro filtrai visy naudojamy dazy ir nanodaleliy FL registruoti

(3.5.1 pav.). Negyvos lgstelés ,,iSmetamos* i§ analizés pagal propidZio jodido signalg.
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3.5.1 pav. Tékmes citometro BD™ [SR [l filtry pralaidumo juostos (Zalias,
geltonas, violetinis stac¢iakampiai) ir FITC, PE, CdTe-MPA FL Zadinimo

(punktyriné linija) ir emisijos spektrai (iStisiné linija).

CdTe-MPA ir CdSe/ZnS-(AMP)-COOH KT susikaupimas A2780 ir
MiaPaCa2 lastelése buvo vertinamas tékmés citometru BD™ FACSort ir
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lazeriniu skenuojanciu konfokaliniu mikroskopu Nikon Eclipse Clsi (Japonija).
Tékmés citometrijos matavimams lgstelés buvo uZséjamos | 12 Sulinéliy
ploksteles. Po 24 valandy sena terpé keiCiama |} SvieZig terpe su iStirpintais
CdTe-MPA KT (5 nM ir 25 nM) ir CdSe/ZnS-(AMP)-COOH (5 nM ir 40 nM)
KT, atlieckama 24 valandy inkubacija. Po inkubacijos, terp¢ su KT
nusiurbiama, Igstelés suspenduojamos, praplaunamos su 1 ml PBS
centrifuguojant ir analizuojamos tékmeés citometru. Negyvos lasteles
atmetamos pagal propidzio jodido fluorescencijg. Mikroskopijos matavimams
lastelés uzséjamos | 8 Sulinéliy mikroskopavimui skirtas Nunc™ Lab-Tek™
(Thermo Scientific, JAV) plokSteles. Po 24 valandy sena terpé keiCiama i
Sviezig terpe su istirpintais CdTe-MPA KT (25 nM) ir CdSe/ZnS-(AMP)-
COOH (40 nM) KT, inkubuojama 24 valandas. Po inkubacijos lastelés
praplaunamos 2 kartus DPBS, uZpilama SvieZia terpé¢ ir atliekamas vaizdinimas
lazeriniu skenuojanciu konfokaliniu mikroskopu su x60/1,4 Plan Apo VC oil
objektyvu. Fluorescencijos Zadinimui naudojamas argono dujy lazeris,
A7a=488 nm. Detekcijai naudojami standartiniai trijy spalvy (filtry pralaidumo
sritys: 433-467 nm; 500-590 nm; 620-755 nm) PMT detektoriai.

KT poveikio MiaPaCa2 ir A2780 jvertinimui buvo pasirinktos 2
metodikos: gyvybingumo ir proliferacijos vertinimas automatiniu Igsteliy
skai¢iuotuvu  ADAM-MC (NanoEnTek Inc., Piety Koréjos Respublika) ir
iSgyvenimo vertinimas anks¢iau apraSytu kolonijy metodu (Zr. 3.3. skyrelj).
Gyvybingumo ir proliferacijos vertinimui Igstelés buvo uzsétos 1 12 Sulinéliy
ploksteles. Po 24 valandy sena terpé keiCiama ] SvieZig terpe su iStirpintais
CdTe-MPA KT (5 nM ir 25 nM) ir CdSe/ZnS-(AMP)-COOH (5 nM ir 40 nM)
KT, atlieckama 24 valandy inkubacija. Po inkubacijos, terp¢ su KT
nusiurbiama, Igstelés suspenduojamos, praplaunamos su 1 ml PBS
centrifuguojant, suspenduojamos 100 ul turyje ir analizuojamos automatiniu
skai¢iuotuvu. Skai¢iuotuvo veikimo principas: Zinomame tiiryje suspenduotos
Iastelés veikiamos reagentu, kurio sudétyje yra propidzio jodido, ir membrang
lizuojancios medziagos. Paveiktos lastelés yra jSvirkS¢iamos | plokstele,
kurioje jos pasiskirsto monosluoksniu. Tada prietaisas automatiSkai
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suskaiciuoja fluorescuojanciy branduoliy skaiCiy ir taip nustato Iasteliy
koncentracija tirpale. Zuvusios lastelés yra suskaiiuojamos analogiskai, ta¢iau
nenaudojamas membrang lizuojantis reagentas, todé¢l propidZio jodidas j gyvas
Iasteles nepatenka. Gyvybingumas apskai¢iuojamas:

Gvovhi _ Lasteles — Zuvusios lastelés 100%:
yvybingumas = Lasteles 0;

Kur Lgstelés — suskaiCiuotas bendras visy lasteliy skaicius. Paklaidos
atidedamos kaip standartinis nuokrypis i§ dviejy nepriklausomy bandiniy.

A2780 lasteliy morfologiniai vaizdai ploksStelese po inkubacijos su
CdTe-MPA KT matuojami pralaidumo mikroskopu Nikon Eclipse TE2000 su
x10/0,25 Plan Fluor objektyvu. Pralaidumo mikroskopijos vaizdai
registruojami Leica DFC-290 RGB CCD kamera. Vaizdai apdoroti ImageJ

1.43 programine iranga.

3.6. Nuostovioji ir kinetiné kvantinio tasko ir chlorino

es komplekso spektroskopija

Visuose tirpaly sugerties, fluorescencijos bei fluorescencijos gesimo
kinetiky eksperimentuose buvo naudotos plastikinés kiuvetés, kuriy optinis
kelias 1 cm. Sugerties spektrai registruojami Cary 50 spektrofotometru
(Varian, JAV), 350 — 750 nm srityje. Fluorescencijos spektrai registruojami
Cary Eclipse fluorimetru (Varian, JAV), Zadinant 470 nm bangos ilgio
spindulivote. Fluorescencijos gesimo kinetikos matuojamos fluorimetru
FLS920 (Edinburgh Instrument, JK), naudojant laike koreliuoty pavieniy
fotony skai¢iavimo metodikg [114]. Zadinimui buvo naudoti 405 nm, 490 nm
impulsiniai Sviesos diodai. Kinetiky analizei buvo naudotos FAST (Edinburgh
Instrument, JK) ir OriginPro8 (OriginLab, JAV) programinés jrangos. FL
gesimo kinetikos aproksimuojamos, naudojant trijy eksponenciy FL gesimo
modelj. O vidutiné molekuliy suZadintos biisenos gyvavimo trukmé jvertinama
naudojant iSraiska [114]:

Bit?

>
<T>==2 1

i DiT;
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Kur 7; — vidutiné gyvavimo trukmeé, B; — komponenciy amplitude

pradiniu laiko momentu (t = 0), i — komponentés numeris.

3.7. Kvantinio tasko ir chlorino e komplekso
spektrinis ir gyvavimo trukmiy vaizdinimas MiaPaCa2
vézinése lastelése
Mikroskopijos eksperimentams Igstelés paruoSiamos pagal 3.5 skyrelyje
aprasyta metodika. Po 24 valandy sena terpé kei¢iama ;1 DPBS su iStirpintais
CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH KT (0.2 uM), Ceq (1 uM) ir KT-Ceq (molinis
santykis 1:5), inkubuojama 3 val. Po inkubacijos Igstelés praplaunamos 2
kartus DPBS, uZpilama Sviezia DPBS terpé ir atliekamas vaizdinimas lazeriniu
skenuojanc¢iu konfokaliniu mikroskopu su x60/1,4 Plan Apo VC oil objektyvu.
Fluorescencijos Zadinimui naudojamas argono dujy lazeris, A;,=488 nm.

Fluorescencijos detekcijai naudojamas spektrinis priedas, difrakcine gardele

Difrakciné
gardelé

Intensity Scaling G“!""E‘CDIOV ]

— Emisija

IIIIIIIJIIIIII-

EEEE&E&EEEEEEEEDUDDEE&EEEEEEEE

32 PMT
detektoriai

Pseudospalvy priskyrimas PMT detektoriams

3.7.1 pav. Nikon Clsi konfokalinio mikroskopo spektrinio priedo veikimo
principas. Bandinio emisija yra nukreipiama ] difrakcing gardele, kuri
nukreipia Sviesg skirtingu kampu, priklausomai nuo jos bangos ilgio (kairéje).
ISskaidyta Sviesa detektuojama 32 PMT detektoriais. Programinés jrangos EZ-
C1 3.80 pagalba uZzregistruotam spektrui priskiriama pseudo spalva, susieta su
PMT detektoriais: KT emisijai priskiriama Zalia spalva (580-630 nm), Ceq —
raudona spalva (656-710 nm) (deSing¢je). Priskirtos spalvos matomos

mikroskopijos vaizduose (zr. Rezultatai ir jy aptarimas) [115].

iSskaidantis emisijg pagal bangos ilgius ir nukreipiantis } 32 PMT detektorius.

Tokiu biidu i§ kiekvieno nuskanuoto tasko nubraiZomas emisijos spektras, o
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vaizdy analizei KT ir Ceq emisijai priskiriamos atitinkamai 580-630 nm (Zalia)
ir 656-710 nm (raudona) pseudospalvos (3.7.1 pav). Toks vaizdinimas yra
Zenkliai tikslesnis, prisitaikantis prie fluorochromy spektry, leidZiantis iSvengti
klaidingg intrepretacija sukelian¢io emisijos signalo ,,nutekéjimo* j gretimus
detektorius. O wuZregistruoti spektrai neSa papildomg informacijag apie
fluorochromy sgveika su aplinka.

Gyvavimo trukmiy vaizdinimas atlieckamas mikroskopo priedu Lifetime
and FCS Upgrade (PicoQuant GmbH, Vokietija). Jo schema pateikta 3.7.2
paveiksle. Bandinys Zadinamas 404 nm impulsiniu diodiniu lazeriu, kurio
pasikartojimo daznis 10 MHz. Siekiant uZregistruoti vien tik KT FL,
fluorescencijos signalas nufiltruojamas juostiniu 525-630 nm filtru. Fotonai
uZregistruojami ir suskaiCiuojami laike koreliuoty pavieniy fotony
skaiCivotuvu PicoHarp 300 (PicoQuant GmbH, Vokietija). Bandinio
skenavimas pataskiui kontroliuojamas Nikon Clsi lazerinés skenuojancios
konfokalinés  mikroskopijos  sistemos. FLIM vaizdai analizuojami
SymPhoTime programine jranga (PicoQuant GmbH, Vokietija). Vid.gyvavimo
trukmiy (<1>) histogramos braizomos i§ visy paveikslélyje uzregistruoty <t>, o

FLIM vaizduose esancios skirtingos spalvos rodo skirtingas gyvavimo

Detektorius

L]
L
-
L]
Dichroinis  *
veidrodis //ansssssns il
[ |
i

Objektyvas I

- >
X, Y - slankiojantis
mikroskopo stalelis

3.7.2 pav. Gyvavimo trukmiy vaizdinimui skirty priedy schema (kair¢je) ir
pavyzdinis FLIM vaizdas, kuriame spalvos reiSkia konkrecias gyvavimo

trukmes (deSingje). Gyvavimo trukmiy skalé pateikta paveikslo deSinéje [116].
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trukmes. Fluorochromo gyvavimo trukmé — parametras, rodantis sgveika su
supancia aplinka. Lastelése gausu jvairiy baltymy, lipidy, todél yra labai
svarbu jvertinti gyvavimo trukme, ypac nagrinéjant donoro-akceptoriaus (KT-

Ceg) sistema.

3.8. Kbvantinio tasko ir chlorino e komplekso

fotosensibilizacinis poveikis MiaPaCa2 véZinéms lasteléms

Lastelés paruoSiamos mikroskopijai kaip anks¢iau buvo aprasyta 3.5 ir
3.7 skyreliuose. Naudojamos 20 karty mazesnés KT, Ceq ir KT-Ceq
koncentracijos. Po inkubacijos lastelés perkeliamos 1 specialy, plokSteléms
pritaikytg inkubatoriy Microscope Stage Incubation System (OkoLab, Italija).
Tuomet, jstacius 470+5 nm juostinj filtra, lastelés Svitinamos MAX-302 (Asahi
Spectra CO., Ltd, Japonija) Sviesos Saltiniu. 470 nm Sviesa pasirinkta siekiant
suzadinti Ceq netiesiogiai, o per KT energijos pernafa. Sviesos galia ties
Sulinélio dugno apacia sieké 33 mW/cm’. Kiekvienas $ulinélis buvo vitinimas

9 minutes, todél Sviesos dozé sieké ~18 J/em®

. Gyvybingumas buvo
matuojamas pra¢jus 20 valandy po Svitinimo. Ant Igsteliy uzlaSinamas 5 pg/ml
propidZio jodido tirpalas ir registruojami Sviesiniai ir fluorescenciniai
mikroskopiniai vaizdai su anks¢iau apraSyta Nikon Clsi lazerine skenuojancia
konfokaline sistema.

Siekiant jvertinti kiekybinj fotosensibilizacinj poveikj lastelés buvo
uzsétos | 96 Sulineliy ploksteles. Inkubacija su KT, Ceq ir KT-Ceq bei
Svitinimas atlikti kaip anksciau apraSyta. Pragjus 24 valandoms po Svitinimo,
lastelés uZzpilamos aktyvuotu XTT drusky tirpalu (Biological Industries,
Izraelis) pagal gamintojo protokolg : 50 pl aktyvuoto tirpalo uZpilama ant
100 ul Igsteliy mitybinés terpés. Inkubacija su druskomis vykdoma 4 valandas,
iSkart po to pasikeitusi terpés spalva nuskaitoma plokSteliy skaitytuvu (BioTek
Industries Inc., JAV). Statistiné analiz¢ atlikta apskaiciuojant standartinj
nuokrypj. Reik§mingumo lygmuo jvertinamas Studento T-testu, apskai€iuojant
gauty verCiy pasikliautiniy intervaly persiklojimg tarpusavyje. Visi

skai¢iavimai atlikti naudojant Excel programing jranga.
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3.9. Kvantinio tasko ir anti-CD44-KT konjugato
kaupimasis MCF-7 ir MDA-MB-231 véZinése 1astelése

MCF-7 ir MDA-MB-231 Igstelés paruoSiamos mikroskopijai kaip
anksc¢iau buvo aprasyta 3.5 skyrelyje. Po 24 valandy sena terpé keiCiama ]
Sviezig su joje iStirpintais CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH KT (0,05 puM).
Inkubacija atliekama 24, 6 ir 3 valandas, véliau méginiai fiksuojami. Lasteliy
fiksavimas ir ruoSimas mikroskopijai atliekamas pagal adaptuota Schnell
protokolg [117]. Lastelés kelis kartus atsargiai praplaunamos DPBS stengiantis
neatkabinti jy nuo plokStelés dugno. UZfiksavimui 15 min Igstelés veikiamos
4% PFA tirpalu ir po to 4 min jy membranos permeabilizuojamos naudojant
0,2% Triton X-100 (Fluka, JAV) tirpalg. Véliau 20 min blokuojamos 1% JSA
tirpalu. Po blokavimo lgstelés 20 min paveikiamos faloidino tirpalu lgstelés
citoskeletui (F-aktinui) nudazyti. Metanolinis faloidino tirpalas iki reikiamos
koncentracijos skiedZiamas 1% JSA tirpalu. NudaZius faloidinu lgstelés 30 min
inkubuojamos 10 pg/ml branduoliy Zymeniu Hoechst 33428. Po kiekvieno
fiksavimo zingsnio Igstelés kelis kartus praplaunamos PBS. Po fiksavimo
procediiros Iastelés suvilgomos klijavimo ir tvirtinimo terpe QMount™ (Life
Technologies, JAV) ir uzdengiamos dengiamuoju stikleliu.

Inkubacijai su anti-CD44-KT konjugatu, MCF-7 ir MDA-MB-231
lastelés paruoSiamos kaip anksc¢iau buvo aprasyta 3.5 skyrelyje. Po 24 valandy
terpé nusiurbiama ir uZpilama 100 pl DPBS, su jame iStirpintais 20 pl anti-
CD44-KT arba 20 pl anti-CD44-FITC. Po 30 min inkubacijos lasteles
praplaunamos DPBS ir 30 min inkubuojamos 10 pg/ml branduoliy Zymeniu
Hoechst 33258. Po inkubacijos Igstelés praplaunamos ir vaizdinamos su
lazeriniu skenuojanc¢iu konfokaliniu mikroskopu 2 kartus — iSkart po 30
minuciy inkubacijos ir pra¢jus 24 valandoms.

Vaizdinimas atliekamas su anksCiau apraSyta Nikon Clsi lazerine
skenuojancia konfokaline sistema. Hoechst 33258 suzadinimui naudojamas
405 diodinis lazeris, emisija registruojama PMT detektoriais, panaudojant 433-

467 nm juostinj filtrg. Faloidino ir FITC suZadinimui naudojamas 488 nm
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argono jony lazeris, emisija registruojama panaudojant 500-530 nm filtrg. KT
suzadinimui naudojamas 405 nm lazeris, emisija registruojama, panaudojant
569-640 nm juostinj filtra. Siekiant iSvengti signaly patekimo } gretimus
detektorius, buvo naudojama Frame Lambda funkcija, leidZianti vienu metu
jjungti tik vieng pasirinktg lazeri ir vieng norimg detektoriy. Kiti lazeriai ir
detektoriai matavimo metu iSjungiami, todel, arba paSaliniai fluoroforai néra

suzadinami, arba j kanalus nukreipta paSaliné emisija néra registruojama.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1. Véziniy kamieniniy lasteliy aptikimas

Veéziniy kamieniniy Igsteliy aptikimas yra gana sudétingas, daugelio
metody reikalaujantis procesas. Kadangi véZinés kamieninés lgstelés pasizymi
tam tikromis unikaliomis savybémis, §iy savybiy jvertinimas ir yra laikomas
standartu  moksliniuose tyrimuose. Pirmiausia yra iStiriamas Igsteliy
imunofenotipas bei heterogeniSkumas pagal pavirSiaus antigeny raiska. Tam
naudojami molekuliniai Zymenys, kurie mokslingje literatiiroje yra pastebéti ir

jvardijami kaip galimi veéZiniy kamieniniy lasteliy Zymenys. Pagal

VVVVV

.....

imunofenotiping  sudét;, atsparumas jonizuojanc¢iai spinduliuotei bei
chemoterapiniams vaistams. Taip pat geb¢jimas formuoti kolonijas. Galiausiai
iSrenkama subpopuliacija, kuri pasiZymi visomis anksciau iSvardintomis
savybémis, 0 ja Zymintys molekuliniai Zymenys priskiriami kaip galimi véZiniy
kamieniniy lasteliy Zymenys.

4.1.1. CD44 ir CD133 pavirsiaus antigeny raiSka
Zmogaus véziniy lasteliy linijose

Tyrimams buvo pasirinktos keturios skirtingos Zmogaus lgsteliy linijos:
glioblastomos  (U87), prostatos  adenokarcinomos  (PC-3), kasos
adenokarcinomos (MiaPaCa2) ir melanomos (FEMXI) Iasteles. Tekmes
citometrijos metodu buvo iStirtas lasteliy heterogeniSkumas naudojant du
literatiiroje skelbiamus véZiniy kamieniniy Igsteliy Zymenis: anti-CD44 ir anti-
CD133[12, 14].

Visose tirtose 1gsteliy linijose aptikta didele CD44 pavirSiaus antigeng
ekspresuojanciy lasteliy procento dalis, svyruojanti nuo 96,2% iki 99,9%
(4.1.1.1 pav.), ta¢iau CD133 ekspresija yra labai silpna: vos 0,001-0,23%
MiaPaCa2 ir PC-3 Igsteliy pasiZymi §io baltymo ekspresija. Siek tiek didesné
dalis CD133 ekspresuojanciy lasteliy aptikta U87 linijoje (1,94%, 4.1.1.1 pav.
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B). Pagal CD133 pavirSinio antigeno ekspresijg iSsiskyrée FEMX-I Igstelés, jose
Sio baltymo raiSka buidinga net 99% lasteliy populiacijos (4.1.1.1 pav. D).
Taigi, FEMX-I Igsteleés, skirtingai nei pries tai aptartos 1gstelés, ekspresuoja ne
tik daug CD44 baltymo (99,9 % lasteliy), bet ir daug CD133 baltymo (99,1 %
lasteliy). Zymeny anti-CD44-PE ir anti-CD44-FITC signalai 100-1000 karty

rySkesni uz autofluorescencijos signalg, todél yra patikimi.
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4.1.1.1 pav. Membranos pavirSiaus antigeny CD133 ir CD44 ekspresija
skirtingose Zmogaus vézinése lgstelése: prostatos adenokarcinoma (A),
glioblastoma (B), kasos adenokarcinoma (C) ir melanoma (D). Procentai

nurodo | apibréztg staciakampi patenkanciy lasteliy sudaromg procenting dalj.

Lasteliy heterogeniSkumg galima apibudinti ne tik tiriant, kurie

Zymenys jungiasi prie lgsteliy membranos, bet taip pat ir jvertinant, kokie Siy
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Zymeny ekspresijos kiekiai budingi kiekvienai lgstelei. Tai jvertinti mums
leidzia  prisijjungusiy  anti-CD44-FITC ir anti-CD133-PE  Zymeny
fluorescencijos intensyvumas, kuris yra proporcingas membranoje esanciy
antigeny kiekiui. Pagal fluorescencijos intensyvumg 4.1.1.1 paveiksle matyti,
jog kiekvienai lasteliy linijai biidingas tam tikras taskinés diagramos erdvinis
iSsidéstymas, kuris toliau bus vadinamas imunofenotipiniu profiliu. U87
lasteliy taskiné diagrama yra vienalyté, jstriza, ovalo formos (4.1.1.1 pav. B), o
PC-3 (4.1.1.1 pav. A) ir MiaPaCa2 (4.1.1.1 pav. C) lasteliy taSkinés diagramos
susideda 1§ dviejy populiacijy: skritulio formos tankaus debesies, esancio
didesniy fluorescencijos intensyvumy puséje (CD44%"%) ir blyskesnio ovalo
formos debesies, esan¢io mazesniy fluorescencijos intensyvumy puséje, dalinai
persiklojangio su autofluorescencija (CD44™%"). Pazvelgus j FEMX-I lasteliy
imunofenotipinj profilj, galima iSskirti net 3 atskirus sutankéjimo debesélius
(4.1.1.1 pav. A) ir tokiu budu padalinti lasteles j skirtingas subpopuliacijas:
CD44™"*CD133"¢ (74,39%), CD44*"*CD133™"" (24,80%), ir CD44™*"
CD133™%" (0,21%) (4.1.1.1 pav. D).

IS wvisy tyrinéty Zmogaus lasteliy linijy, FEMX-I lasteliy
CD44"*CD133%"¢ subpopuliacija turi daugiausiai kamieninéms lasteléms
bidingy membraniniy antigeny, taciau dar negalime teigti, jog tai
,,kamieniskiausia®“ subpopuliacija. Prisijunge Zymenys — biidas iSskirstyti
lasteles 1 subpopuliacijas, taCiau bitina patikrinti, kuri i§ iSskirty
subpopuliacijy pasizymi kamieninéms lasteléms biidingomis savybémis.

4.1.2. FEMX-I subpopuliaciju gebéjimas atstatyti
pradine prieS risiavimg buvusig savo fenotipine sudétj

Norint atrinkti kamieninémis savybémis pasiZymincias lasteles, FEMX-
I 1astelés buvo suskirstytos | tris subpopuliacijas pagal anti-CD44-FITC ir anti-
CD133-PE Zymeny prisijungima: CD44*"¢CD133%"¢, CD44*"¢CD133™%"  ir
CD44™#CD133™%"  Subpopuliacijos buvo i¥rasiuotos | atskirus

meégintuvélius tekmeés citometru ir uZsétos jprastam augimui j 6 Sulinéliy
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ploksteles. Po 10 dieny buvo jvertintas kiekvienos i§ subpopuliacijy
imunofenotipinis profilis.

Rezultatai rodo, jog CD44""¢CD133%"¢ Igstelés po 10 dieny augimo neparodé
jokiy poky&iy imunofenotipo profilyje: iskart po rigiavimo CD44%"¢CD 133"
lastelés sudarée ~95% visos populiacijos ir bégant laikui procentiné sudétis

nesikeité. PrieSingai nei aptarta subpopuliacija, CD44*"8CD133™% [gstelés

keité savo imunofenotipinj profilj 10 dieny
A
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4.1.2.1 pav. Antigeny CDI133 ir CD44 raiska FEMX-I lasteliy linijoje,
iSmatuota tékmes citometru, prie§ (A) ir po rasiavimo (B, C). Skirtingos
diagramy taskeliy spalvos Zymi tasky persiklojimo tankj: raudona spalva Zymi

tankesnes tasky sritis nei mélyna.

eigoje: iSkart po rusiavimo CD44%“$CDI133™* lastelés sudaré ~80%

populiacijos, o po 10 dieny augimo CD44™“:CD133™*" lasteliy dalis

populiacijoje sieké tik ~58% , likusia didZiaja dalj sudare CD44%“¢CD133%"¢

lastelés (4.1.2.1 pav.). Sie rezultatai leidzia teigti, jog tik CD44*"¢CD 133
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fenotipo lasteles po atskyrimo geba diferencijuotis ir taip priartéti prie pradinés
galéty buti priskiriamas kamieninémis savybémis pasiZyminciai lgsteliy
subpopuliacijai.

4.1.3. FEMX-I subpopuliaciju atsparumas rentgeno
spinduliuotés poveikiui

Atsparumo rentgeno spinduliuotei tyrimams, FEMX-I lastelés buvo
uzsétos ] ploksteles ir apSvitintos 7 Gy ir 10 Gy Rentgeno spinduliuote.
Svitinimo dozé pasirinkta tokia, kad sukelty atitinkamai 60% ir 70% lasteliy

zutj [118]. Pragjus 24 valandoms po Svitinimo, 1gstelés buvo atkabintos nuo

plokstelés dugno, citometriSkai iStirta CD133 ir CD44 raiSka.

A Kontrolé B 7 Gy C 10 Gy
Sal az LT Q2 et Q2

311,41% 72,3% 110,525% 62,0% 310,275% 58,8%

CD133 —

4.1.3.1 pav. Antigeny CDI133 ir CD44 raiska FEMX-I Iasteliy linijoje,
iSmatuota t€kmés citometru, pries (A) ir po Svitinimo 7 Gy ir 10 Gy rentgeno
spindulivotés dozémis (B, C). Fazinio kontrasto mikroskopijos nuotraukos

rodo lgsteliy morfologijos pokycius pries ir po Svitinimo rentgeno spinduliuote
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(D, E). Skalé-10 pm. Skirtingos diagramy taSkeliy spalvos Zymi tasky

persiklojimo tankj: raudona spalva Zymi tankesnes tasky sritis nei mélyna.

Téekmeés citometrijos taSkinése diagramose matosi, jog po Svitinimo
kei¢iasi ~ FEMX-I  lasteles  sudaran¢iy ~ CD44™¢CDI133%"¢  ir
CD44%¢CD133™%" subpopuliacijy procentinés dalys. CD44*¢CD133%"¢
lastelés prie$ Svitinimg sudaré 72% visos populiacijos, taciau po Svitinimo jy
sudaroma procentiné dalis sumaZzéjo iki 58—-62%. PrieSingos krypties pokyciai
uZregistruoti CD44““¢CD133™* subpopuliacijoje, po §vitinimo jy sudaroma
procentiné dalis padidéjo nuo 26% iki 35-36% (4.1.3.1 pav. A,B,C). Sie
rezultatai rodo, jog CD44%2CD133™*" populiacijos padidéjimas po sukeltos
Zuties gali biiti nulemtas $iy Iasteliy didesnio atsparumo jonizuojanciai
spinduliuotei.

Fazinio kontrasto mikroskopijos nuotraukos aiSkiai parodo, jog po
Svitinimo keitési ne tik Igsteliy imunofenotipiné sudétis, bet ir morfologija.
Lasteles iSdidejo, pakeit¢ forma, lyginant su kontroline nepaveikta grupe
(4.1.3.1 pav. D, E).

Apibendrinant visus véZiniy kamieniniy lasteliy aptikimo eksperimentus
buty galima padaryti i¥vada, jog CD44™CDI133™*" subpopuliacija,
pasizyminti didele CD44 antigeno raiSka ir maZesne antigeno CD133 raiSka,
atsparesné jonizuojanciai spinduliuotei, dél to gali buti laikoma véZiniy
kamieniniy Igsteliy modeliu FEMX-I lasteliy linijoje. Tokie rezultatai gana
netikéti, nes mokslinéje literatliroje pasitaiko nemaZzai straipsniy, kurie teigia,
jog CDI133 baltymas yra vienas svarbiausiy aptinkant vézj inicijuojancias
kamienines lgsteles [12, 48, 53, 119]. Taciau yra ir tokiai nuomonei
prieStaraujanciy straipsniy, juose pateikiami jrodymai, jog, baltymas CD133
néra pagrindinis veiksnys, apsprendZiantis lasteliy véZines kamienines savybes

[15].
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4.2. Kvantiniy tasky CdTe-MPA kaupimasis skirtingo

fenotipo FEMX-I Igsteliy subpopuliacijose

Kvantiniy  taSky CdTe-MPA  kaupimosi FEMX-I  lasteliy
subpopuliacijose tyrimas buvo atliktas uzpilant kvantiniy tasky ir inkubuojant
24 valandas Igsteléms jprastomis saglygomis (5% CO,, 37°). Po inkubacijos
Iastelés buvo atkabintos nuo plokStelés dugno, atliktas jy Zymeéjimas anti-
CD133-PE ir anti-CD44-FITC antikiinais, citometriSkai uZregistruoti
fluorescencijos intensyvumai (2-jy antikiiny ir CdTe-MPA kvantiniy tasky)

kiekvienoje lastel¢je.
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4.2.1 pav. CdTe-MPA KT kaupimasis FEMX-I lastelése po 24 valandy

inkubacijos. Raudona kreivé Zymi kontroliniy nepaveikty Igsteliy

autofluorescencija, meélyna kreive Zymi KT sukaupusiy lasteliy

fotoliuminescencijos intensyvuma, esant 50 pg/ml (A) ir 100 pg/ml (B) KT

koncentracijai (inkubacijos metu). CD44*"¢CD133%"¢ jr CD44%"¢CD133™*"

subpopuliacijose aptikta 94-99% lasteliy, pasiZyminciy KT
55



fotoliuminescencija (C). Abiejy subpopuliacijy vidutinis FL intensyvumas

sieké ~25-140 s.v. priklausomai nuo koncentracijos (D).

IS citometrijos histogramy matyti, jog po 24 valandy CdTe-MPA KT
susikaupia lastelése. Taip pat stebima koncentraciné priklausomybé: esant
didesnei kvantiniy taSky koncentracijai, stebimas didesnis fotoliuminescencijos
intensyvumas, vadinasi, didesnis KT kiekis susikaupia Igstelése (4.2.1 pav. A,
B).

Norint jvertinti, ar skirtingos FEMX-I lasteles sudarancios
CD44%¢CD133%"¢ ir CD44"*CD133™""subpopuliacijos vienodai kaupia
CdTe-MPA KT, buvo atlikta papildoma citometriniy duomeny analizé:
subpopuliacijy taSkinés diagramos buvo pavieniui atidétos CdTe-MPA
fotoliuminescencijos skaléje. KT sukaupusiy lasteliy procentinés dalys ir
vidutinis KT FL intensyvumas buvo apskaiCiuoti ir atidéti histogramose (4.2.1
pav. C, D). CdTe-MPA fotoliuminescencija aptikta 94-99% lasteliy ir Sis
procentas nesiskyré tarp CD44%“8CD133%"¢ ir CD44*"*CD133™%" Iasteliy.
Taip pat beveik nesiskyrée CdTe-MPA vidutiniy fotoliuminescencijos
intensyvumy vertes.

Apibendrinant CdTe-MPA kaupimosi FEMX-I lIgstelése citometrijos
rezultatus, galima teigti, jog, nors ir skiriasi pagal kamienines savybes,
subpopuliacijos CD44*"“8CD133%"¢ ir CD44"¢CD133™*" beveik vienodai
kaupia kvantinius taSkus. Tokie rezultatai yra gana svarbis ir reik§mingi,
kalbant apie kvantiniy taSky kaip galimy vaisty ne$¢jy pritaikomuma tikslinése
prieSvéZinése terapijose. Mokslin¢je literatiiroje yra nemaZai duomeny,
parodanciy jvairaus dydZio ir padengimo kvantiniy tasky kaupimasi véZinése
lastelése [19], taCiau nepavyko aptikti duomeny, kuriuose buty kalbama apie
KT kaupimasi véZinése kamieninése lgstelése. Galbiit tam turi reikSmés CdTe-
MPA toksiSkumas, kuris parodytas ne vienoje mokslingje publikacijoje [98,
100, 101, 118]. Taciau toksiSkumas sietinas su CdTe-MPA nestabilumu ir Cd
ir Te sunkiyjy metaly jony iSsilaisvinimu, o pastaruoju metu §i nestabilumo

problema iSspresta, apvelkant kvantinius taSkus papildomais dangalais [97,
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102, 106]. Yra pasirodg straipsniy, kuriuose tokie jvairiais dangalais apsaugoti

KT kaupiasi sveikose kamieninése lgstelése, nepazeisdami jy gyvybiniy
funkcijy [103, 120].

4.3. PavirSiaus Zymeny raiSka A2780 ir MiaPaCa2
Iasteliy linijose

KiausidZiy ir kasos véZio lasteliy linijy A2780 ir MiaPaCa2 pavirSiaus
antigeny raikos tyrimas buvo atliktas tékmés citometru. Zymenis

ekspresuojanciy lgsteliy fluorescencijos signalas buvo lyginamas su

kontrolinés grupés (nedaZyty su antikiinais) lgsteliy autofluorescencijos

signalu.
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4.3.1 pav. CD24, CD44, CD117, CD133, ESA pavirSiaus antigeny ir ALDHI1

fermento raiSka Zmogaus kiausidziy vézio Iasteliy linijoje A2780.

Tyrimy rezultatai parodé, kad A2780 Igstelése aptikta tik nedidelé
7,58 % subpopuliacija Igsteliy, pasizymin€iy ESA raiska (4.3.1 pav.). Kitus
kamieniniy lgsteliy Zymenis (CD24, CD117, CD133 bei ALDHI1) ekspresavo

dar mazesneés (0,2-0,7%) lasteliy subpopuliacijos. Kasos véZzio 1asteliy linijos
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MiaPaCa2 pavirSiaus Zymeny ekspresija pavaizduota 4.3.2 paveiksle. Atlikus
imunofenotiping lgsteliy analize nustatyta, kad CD44 ir ALDH1 Zymenis
ekspresavo 100% lasteliy (4.3.2 pav.). Kitus tirtus kamieniniy lgsteliy Zymenis
(CD24, CDI117, CD133 bei ESA) ekspresavo mazos (0,2-0,8%) lasteliy
subpopuliacijos.

Apibendrinant gautus imunofenotipavimo rezultatus galima padaryti
iSvada, jog A2780 lastelés pasiZzymi menka kamieninéms lgsteléms budingy
antigeny raiSka, o MiaPaCa2 galima laikyti daug CD44 ir ALDH1 antigeny,

biidingy véZinéms kamieninéms lgsteléms, ekspresuojancia linija.
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4.3.2 pav. CD24, CD44, CD117, CD133, ESA pavirSiaus antigeny ir ALDHI1

fermento raiSka Zmogaus kasos vézio lgsteliy linijoje MiaPaCa2.

Mokslingje literatiiroje vézio kamieniniy 1gsteliy tyrimai atskleidZia, jog
Zmogaus kiau$idziy ir kasos véZio navikuose egzistuoja nediferencijuoty ir
chemoterapijai atspariy lasteliy populiacija [39, 121]. Zmogaus kiaugidZiy
véZio lgsteliy linijoje A2780 aptikta 9,4% ALDH1" subpopuliacija ir nedidelé
CD133" subpopuliacija [53, 122]. Buvo parodyta, jog CD133 ekspresija lemia
didesnio tirio naviky augimg imunodeficitinése pelése, o ALDHI1 fermento
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aktyvumas rodé lasteliy padidinta atsparumg chemoterapiniams vaistams.
Nepavyko rasti duomeny apie CD117, CD44, ESA, CD24 ekspresija A2780
linijoje, taciau tyrimai su kitomis Zmogaus kiausidziy véziniy Igsteliy linijomis
atskleidzia Siy antigeny svarbg aptinkant véZzio kamienines lgsteles kiauSidZiy
navikuose [123]. Wei su savo mokslininky grupe aptiko, jog Zmogaus kasos
veézio lasteles MiaPaCa2 ekspresuoja CD44 Zymenj, ta¢iau CD24 ir ESA raiSka
beveik nebuvo aptikta [50]. Tokie rezultatai sutampa su Siame darbe atlikta
MiaPaCa2 lasteliy imunofenotipine analize. Kity autoriy duomenimis 3-5 %
Sios linijos lasteliy yra CD133* [51, 124], tadiau Sie autoriai nenurodé, ar
atliekant imunofenotiping analiz¢ buvo atmetamos negyvos Igstelés. Negyvoms
lasteléms budingas nespecifinis antikiiny jungimasis, todél negyvy lasteliy
itraukimas 1 analiz¢ lemia jos tikslumg [110]. Tai ypa¢ svarbu aptinkant
nedideles lgsteliy subpopuliacijas. ALDH]1 aktyvumo tyrimas laikomas atskiru
metodu, nurodan¢iu galimg atsparumg chemoterapiniams vaistams [125].
Kasos veézys klinikoje vertinamas kaip labai agresyvi véZzio forma, todeél
ALDHI1 aktyvumas aptinkamas tiek pirminése kasos véZzio kulttirose [126],

tiek lasteliy linijose [49]. Ta patvirtina ir misy rezultatai.

4.4. A2780 ir MiaPaCa2 lasteliy gebéjimas formuoti

navikus in vivo

Norint iSsiaiSkinti, ar turima antigeny raiSka turi jtakos vienai i§
pagrindiniy kamieniSkumo savybiy - Igsteliy geb¢jimui formuoti tokio pacio
fenotipo auglius, buvo atliktas tolimesnis Siy lgsteliy tyrimas — gebéjimas
formuoti navikus imunodeficitinése pelése.

Zemiau esanioje lenteléje matome Zmogaus véZiniy Iasteliy skiepijimo
pelése rezultatus. MiaPaCa2 Zmogaus véZinés lgstelés augo létai, prireike 6
meénesiy, jog 1 milijonas lgsteliy suformuoty 1 cm’ navikg. PrieSingai, A2780
vezinés lastelés pelése augo palyginti greitai, jau po 1 ménesio 1 milijonas
lasteliy suformavo 1 cm’ navikus (4.4.1 pav. A, B). Abiejy lasteliy linijy
naviky formavimo efektyvumas sieké 50% MiaPaCa2 Igsteléems ir 60% A2780

Iasteléms (1 lentel¢). Tokie rezultatai gana netikéti, nes biitent MiaPaCa2
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Iastelés pasizymejo padidinta kamieninéms lasteléms budingy antigeny raiSka
(Zr. 4.3 skyrelj). Taciau eksperimento tiriamosios grupés buvo pernelyg mazos,
jog Siuos duomenis bty galima laikyti statistiSkai patikimais.

1 lentelé. Zmogaus véZiniu lasteliy gebéjimas formuoti navikus pelése.

Patinai | Pateles | VISO | Efektyvumas
MiaPaCa2 1/4 3/4 4/8 50%
A2780 3/6 3/4 6/10 60%

C

4.4.1 pav. Peliy nuotraukos pra¢jus 1 ménesiui nuo naviko jskiepijimo:
kontroliné (A) ir skiepyta (B) Rag2 linijos pelés. C - MiaPaCa2 auglio
bandiniy pjuviy fluorescencinés ir Sviesinés mikroskopijos vaizdai. Raudona ir
melyna spalvos Zymi fluorescenciniais Zymenimis padazytus CD44 antigenus
(PE) ir lasteliy branduolius (Hoechst33258). Roziniy ir violetiniy atspalviy
Sviesin¢je nuotraukoje matyti hematoksilinu ir eozinu dazytas audinys. Skale-

10 pm.

IS histologiniy MiaPaCa2 naviky pjiviy matome, jog suformuoti
navikai savo CD44 antigeny ekspresija yra panasiis j kultivuojamas MiaPaCa2
Iasteles (4.3.2 pav): visos matymo lauke uZregistruotos lgstelés pasiZzymi
raudonu Svytéjimu aplink branduolj, tokiu biidu parodydamos, jog antigenas

CD44 ekspresuojamas visose lastelése (4.4.1 pav. C).
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IS tékmeés citometrijos rezultaty buvo iSsiaiSkinta, jog A2780 lastelése
kamieninéms Igsteléms biidingy antigeny raiSka yra labai silpna (4.3.1 pav),
todeél A2780 lasteliy suformuoty naviky histologiné analizé¢ nebuvo atlikta.
Antigeny raiSkai jvertinti buvo pasirinkta jautresné ir maziau bandinius
blukinanti metodika — tékmeés citometrija. 4.4.2 paveiksle matomi A2780
lasteliy naviko (toliau vadinamo — A2780NAV) imunofenotipinés analizés
pagal anti-ESA-PE, anti-CD117-PE, anti-CD44-FITC ir anti-CD24-FITC
Zymenis rezultatai. A2780NAV lgsteles sudaro 7% ESA" fenotipo lasteliy.
Kity antigeny raiSka siekia vos 0,1-0,9% A2780NAV Iasteliy. PanaSis
rezultatai gauti imunofenotipuojant A2780 linijos lasteles (4.3.1 pav.). Sie
rezultatai rodo, jog A2780 lgsteléems augant navikuose pavirSiniy baltymy

raiska beveik nesikeicia.

ESA | \
7,0% 5 oCI:1)J/17 CD44 e
— — e 0,9% 3 0,2%
\ bo—
S S 0 0 \
i i 3 3 T ey T, T T T T T T T Tr, T
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4.4.2 pav. Navikiniy lasteliy A2780NAV, iSskirty i§ A2780 Ilasteliy
suformuoty naviky, fenotipas. Matyti, jog A2780NAV fenotipas yra artimas
pirminiy A2780 Igsteliy fenotipui (palyginimui, Zr. 4.3.1 pav).

Apibendrinant biity galima pasakyti, jog pirminis pabandymas iSauginti
Zmogaus navikus pelés modelyje sékmingai pavyko. Ateityje bus planuojami
panasis tyrimai, tac¢iau bus parenkamos didesnés peliy grupés ir skiepijama ne
tik 1 milijonas lasteliy, bet ir maZesni lgsteliy kiekiai, siekiant i$siaiSkinti, koks
maziausias kiekis lasteliy suformuoja navikus. Naviky formavimo efektyvumo
eksperimentai, pasirenkant skirtingas skiepyty lasteliy koncentracijas, gana
daznai aptinkami véziniy kamieniniy lgsteliy tyrimuose [31]. IS
imunofluorescencinés histologiniy pjiviy analizés ir tékmés citometrijos
rezultaty matome, jog suformuoti navikai in vivo yra panaSiis pagal

heterogeniSkuma j in vitro kultivuojamas MiaPaCa2 ir A2780 lasteliy linijas.
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4.5. CdTe-MPA ir CdSe-ZnS-(AMP)-COOH KT
kaupimasis MiaPaCa2 ir A2780 lastelése

KT kaupimasis Igstelése buvo jvertintas tekmeés citometrijos ir lazerinés
skenuojancios konfokalinés mikroskopijos metodikomis. KT koncentracijy

pasirinkimg nuléme literatiiroje pateikti duomenys [103].

[ Legenda —
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KT fotoliuminescencija

4.5.1 pav. Kvantiniy tasky kaupimasis A2780 ir MiaPaCa2 Zmogaus véZinése
lastelése po 24 valandy inkubacijos. Tékmeés citometrijos histogramose matosi,
jog did¢jant KT koncentracijai, Iastelése sukaupty KT FL intensyvumas taip
pat did¢ja (A). CdSe/ZnS-(AMP)-COOH ir CdTe-MPA susikaupimo
MiaPaCa2 lgstelése vaizdai buvo uZregistruoti fluorescenciniu konfokaliniu

mikroskopu Nikon Clsi (B, C).

Po 24 valandy inkubacijos su KT, t€kmés citometrijos histogramose

matomas KT FL signalas (4.5.1 pav.). Didéjant KT koncentracijai, matomas
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nuo koncentracijos priklausomas FL signalo didé¢jimas. Toks désningumas
stebimas abiejose lagsteliy linijose, taciau lyginant KT FL intensyvumy
santykines vertes, matosi, jog MiaPaCa2 lgstelése esanciy KT emisija yra
intensyvesne (4.5.1 pav. A), nei A2780 lastelése. Tokie intensyvumy skirtumai
gali buti nulemti Igsteliy dydzio: A2780 lasteliy skersmuo yra 2 Kkartus
mazesnis nei MiaPaCa2 lasteliy (nustatyta i§ mikroskopijos, duomenys
nepateikti).

Taip pat matyti skirtumai tarp CdSe/ZnS-(AMP)-COOH ir CdTe-MPA
KT fotoliuminescencijos intensyvumy. ZnS ir amfifilinj dangalg turin¢iy KT
Svytéjimas lastelése yra intensyvesnis (4.5.1 pav. A, Zalio ir juodo atspalvio
kreives) nei CdTe-MPA KT (4.5.1 pav. A, melsvo atspalvio kreives). FL
intensyvumas lasteléje gali priklausyti nuo sukaupty KT kiekio. Taciau Siuo
atveju labiausiai tikétina, jog tokj rezultata lemia skirtingos KT fotofizikinés
savybés: maziau dangaly turintys, ir, 1§ kadmio ir teliro sudaryti KT pasizymi
maZesniu FL kvantiniu naSumu, bei yra jautresni aplinkos sglygy pokyciams
[127, 128].

Tékmeés citometrijos histogramos parodo KT FL signalg i§ vienos
lasteles, taciau, norint jvertinti KT lokalizacijg, buvo atlikti papildomi tyrimai
panaudojant lazerinés skenuojancios konfokalinés mikroskopijos metodikg.
Mikroskopijos rezultatai rodo, jog KT lokalizuojasi lasteliy viduje, piislelinése
struktiirose aplink branduoli (4.5.1 pav. B ir C). KT lokalizacija abiejose
lasteliy linijose pana$i, dél to efekto parodymui paveiksle pateiktos tik
MiaPaCa2 lasteliy fluorescencinés nuotraukos.

Apibendrinant buty galima padaryti iSvada, jog CdSe/ZnS-(AMP)-
COOH ir CdTe-MPA KT kaupimosi désningumai beveik vienodi A2780 ir
MiaPaCa2 lasteliy linijose, kurios pasiZzymi skirtinga kamieninéms Igsteléms
buidingy baltymy CD44 ir ALDHI1 ekspresija. Abiejy tipy KT patenka j lasteliy
citoplazma, iSsidésto Iastel¢je pislelinése struktiirose aplink branduoli.
Didinant KT koncentracija, matomas didesnis KT FL intensyvumas lgstelése.

Literatiroje yra nemaZzai duomeny, kurie taip pat parodo, jog KT

patenka ] lasteles ir iSsidésto puslelinése struktirose aplink branduolj [103,
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129-131]. Taip pat yra tyrimy, kurie nagrin¢ja KT migracijos lastelés viduje
mechanizmus. Yra jrodymy, jog KT patenka ] lasteles endocitozés budu ir
galiausiai nukeliauja ] lizosomas [132]. Tiriant KT pritaikymo galimybes
veéziniy lasteliy Zyméjimui ir terapiniy medZiagy jneSimui j Igstele, iSsiaiskinta,
jog abiejy tipy KT patenka 1 skirtingo tipo véZines lasteles, yra gana svarbios ir
reikSmingos. Taciau papildomai dar biatina iStirti daugybe svarbiy dalyky,
vienas i$ jy - ar Zyméjimui ir prikabinty vaisty jneSimui ] lgstele naudojamos

KT koncentracijos nesukels 13steliy toksiSkumo.

4.6. CdTe-MPA ir CdSe-ZnS-(AMP)-COOH KT
poveikis MiaPaCa2 ir A2780 Ilasteliy gyvybingumui,
iSgyvenimui ir proliferacijai

Kvantiniy tasky poveikis Igsteliy gyvybingumui ir proliferacijai buvo
jvertintas automatiniu lasteliy skai¢iuotuvu. Zemiau pateiktuose paveiksluose
matomi Igsteliy skai¢iaus ir gyvybingumo kitimai, kuriuos lemia skirtingy
koncentracijy, inkubacijos trukmiy bei cheminés sudéties KT (4.6.1 pav.).
Proliferacijos kreivése matyti, jog po 24 valandy inkubacijos su CdTe-25 KT
lastelés ne tik nustoja dalytis, bet ir stebimas jy skai¢iaus mazéjimas (4.6.1
pav.). Lasteliy skaiCiaus maZé¢jimas yra nulemtas Igsteliy Zities, kurig
patvirtina 4.6.1 paveiksle B ir D dalyse pateiktas sumazéjes lasteliy
gyvybingumas bei E dalyje pateikti morfologiniai Igsteliy pokyc¢iai. MaZesnés
koncentracijos CdTe-MPA kvantiniai taskai sukelia, palyginti, maZesnj toksinj
poveikj. Net po 24 valandy inkubacijos su KT lasteliy gyvybingumas pakito
nezymiai (4.6.1 pav. B, D), taciau lasteliy proliferacija sulétéjo 1,4 karto
A2780 lasteliy linijoje (4.6.1 pav. C) ir dvigubai MiaPaCa2 lasteliy linijoje
(4.6.1 pav. A). PrieSingai, didesnés ir maZesnés koncentracijos CdSe/ZnS-

(AMP)-COOH KT nesukelé pastebimy gyvybingumo ir proliferacijos poky¢iy.
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4.6.1 pav. MiaPaCa2 ir A2780 Iasteliy skaiciaus (A, C) ir gyvybingumo (B, D)
priklausomybé nuo KT koncentracijos ir inkubacijos trukmiy, iSmatuota
automatiniu lasteliy skaic¢iuotuvu ADAM MC. A2780 Iasteliy morfologiniai
pokyciai po inkubacijos su 5 nM (CdTe-5) ir 25 nM (CdTe-25) CdTe-MPA KT

uzregistruoti Sviesiniu mikroskopu (E). Skalé-10 um.
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4.6.2 pav. A2780 ir MiaPaCa2 veézZiniy lasteliy kolonijy formavimo
efektyvumas po 24 valandy inkubacijos su skirtingy koncentracijy CdSe/ZnS-
(AMP)-COOH ir CdTe-MPA kvantiniais taskais.

KT poveikis lgsteliy iSgyvenamumui buvo jvertintas kolonijy
formavimo metodu. Po 24 valandy inkubacijos su KT véZinés lastelés buvo
suspenduojamos ir iSs¢jamos pavieniui, po 200 A2780 lasteliy ir 300
MiaPaCa?2 lgsteliy | vieng Sulinélj. IS 4.6.2 stulpelinés diagramos matyti, jog
po CdSe/ZnS-(AMP)-COOH KT poveikio MiaPaCa2 Igstelés formavo
kolonijas taip pat kaip kontroliné¢ (nepaveikta) lasteliy grupé, apie 40%
efektyvumu. Jdomu tai, jog CdSe/ZnS-5 KT paveikty A2780 lasteliy kolonijy
formavimo efektyvumas 5% didesnis nei kontrolingje lasteliy grupéje. Taciau
norint jsitikinti $io nedidelio efekto reikSmingumu, reikéty daugiau duomeny.

Esant didesniajai CdSe/ZnS-40 KT koncentracijai, A2780 lgstelés rode
23% maZesnj kolonijy formavimo efektyvumg. Abiejy koncentracijy CdTe-
MPA KT Zenkliai maZino abiejy lasteliy linijy kolonijy formavimo
efektyvumg. Nors gyvybingumas iSkart po CdTe-25 KT poveikio atrodé
neblogas, sieké 70-90% (4.6.1 pav. B, D), taciau pra¢jus 10 dieny paaiSkéjo,
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jog lastelés buvo stipriai paZeistos: A2780 Iastelés neformavo kolonijy,
MiaPaCa2 Igstelés formavo kolonijas 3 kartus maZesniu efektyvumu.
Mazesniosios koncentracijos CdTe-5 KT neveiké MiaPaCa2 lasteliy kolonijy
formavimo efektyvumo, ta¢iau A2780 Igstelés po poveikio suformavo vos 1
kolonijg. Tai rodo, jog nors A2780 lasteles yra ~2 kartus efektyviau
formuojancios kolonijas, taciau jautresnés CdTe-MPA KT poveikiui.

IS gyvybingumo, iSgyvenimo ir proliferacijos rezultaty galima padaryti
iSvada, jog CdSe/ZnS-(AMP)-COOH KT yra maziau toksiSki lgsteléms nei
ZnS ir amfifilinio dangalo neturintys CdTe-MPA KT. CdTe-MPA kvantiniy
tasky toksiSkumas yra Zinomas literatiiroje, siejamas su sunkiyjy kadmio jony
iSsilaisvinimu ir atskilimu nuo KT pavirSiaus [100]. CdSe/ZnS-(AMP)-COOH
kvantiniy tasky 5 nM koncentracija nedaro jokio neigiamo poveikio
pagrindiniams Igsteliy funkciniams parametrams, dél to gali biiti tinkama
veziniy lgsteliy vaizdinimui. Tokius rezultatus patvirtina ir Muller-Borer
mokslininky grupés tyrimai, kuriuose naudojo CdSe/ZnS-(AMP)-COOH 5 nM
KT mezenchiminiy kamieniniy lasteliy Zyméjimui. KT susikaupimas buvo
stebimas jau po 1 valandos, o 24 valandy inkubacija su KT nedar¢ jokio
poveikio nei Igsteliy gyvybingumui, nei proliferacijai [103].

Tolimesniuose tyrimuose, siekiant iSsiaiSkinti KT pritaikymo
taikininése prieSveézinése terapijose galimybes, bus naudojami netoksiSky

koncentracijy CdSe/ZnS-(AMP)-COOH KT.

4.7. Kvantinio tasko ir antikiino prieS CD44 antigeng

konjugato kaupimasis kriities véZinése kamieninése 1astelése

Vystant taikinines ] véZines kamienines lgsteles nukreiptas terapijas,
neuztenka parinkti tinkamas, poveikio nedarancias kvantiniy taSky
koncentracijas. Reikia uZtikrinti selektyvy nanodarinio nuvedimg j reikiamag
Iastele. Selektyvuma véZinéms kamieninéms lgsteléms biity galima jgyvendinti
modifikuojant KT pavirSiy. Vienas i§ modifikavimo biidy — prijungti antikiing
prieS kriities véziniy kamieniniy lgsteliy pavirSiaus antigeng CD44. Taciau

antikiinas, palyginti su KT, yra labai maza molekul¢. ISkyla klausimas, ar
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prijungus prie KT pavirSiaus antikiing, “KT-antikiinas” konjugatas kaupsis
Iastelése panaSiu mechanizmu, kaip kauptysi KT, ar visgi antikiinas lems visai
kitokj kaupimosi mechanizma ir lokalizacija Iastel¢je? O gal visai nesikaups
Iasteliy viduje? CD44 antigenas yra pavirSiné lgstelés membranos molekulé,
kurios jtraukimas ] lastelés vidy yra aktyvuojamas tik tuomet, kai prisijungia

hialurono rugstis [133].

4.7.1. Krities véZiniy kamieniniy lasteliy aptikimas

Véziniy kamieniniy lgsteliy aptikimo tyrimams buvo pasirinktos dvi
skirtingo agresyvumo Zmogaus kriities vézio lgsteliy linijos: MCF-7 ir MDA-
MB-231. Tékmés citometrijos metodu buvo iStirta CD44, CD24 ir EpCAM
baltymy raiska abiejose Igsteliy linijose (4.7.1.1 pav. A). MDA-MB-231 linijos
lastelése net 99,2% lasteliy ekspresuoja CD44 ir 86,2% - EpCAM pavirSiaus
molekules. Tuo tarpu CD24 glikoproteino ekspresijos beveik néra — tik 0,23%
lasteliy yra teigiamos pagal CD24 Zymenj. IS tékmés citometrijos galima
padaryti iSvada, kad MDA-MB-231 Iasteléems budingas fenotipas yra
CD44%/CD24 /EpCAM". MCF-7 lgstelése dar intensyviau nei MDA-MB-231
lastelése ekspresuojamas EpCAM Zymuo (98,6%), taciau CD44 molekulés
raiSka yra minimali — tik 10,3%. PrieSingai nei MDA-MB-231 lastelése, MCF-
7 lastelése uzfiksuota intensyvi CD24 Zymens ekspresija — 88,6% lasteliy
sintetina S§ig molekule. Todél MCF-7 lastelems pagal lasteliy pavirSiaus
Jymenis yra biidingas CD44™/CD24*/EpCam® fenotipas. Literatiiros
duomenimis, CD44"/CD24/EpCAM" fenotipas patvirtintas kaip véZinéms
kamieninéms lgsteléms biidingas fenotipas [31], dél to iS dviejy lasteliy linijy,
MDA-MB-231 Igstelés yra panaSesnés | véZines kamienines Igsteles.

Efektyvus kolonijy formavimas yra vienas i§ kamieniSkumo poZymiy,
parodantis, jog bent nedidelé subpopuliacija Iasteliy turi geb&jimg atsinaujinti
ir iSauginti dukterines Igsteles. 4.7.1.1 paveikslo B dalyje matyti, kad MCF-7
Iastelés kolonijas formuoja 12,4% efektyvumu, o MDA-MB-231 — net 25,8%,
t.y. du kartus efektyviau, net MCF-7 Igstelés.
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4.7.1.1 pav. MCF-7 ir MDA-MB-231 Igsteliy kamieniSkumo tyrimai: CD44,
CD24 ir EpCAM antigeny raiSka (A), kolonijy formavimo efektyvumas (B) ir
atsakas ] chemoterapinio vaisto doksrobucino poveikj (C). Punktyrinés linijos

zymi ICs, koncentracijas.

3.7.1.1 paveikslo C dalyje pavaizduotos MDA-MB-231 ir MCF-7
lasteliy gyvybingumo kreivés, parodancios jy jautrumg chemoterapiniam
vaistui  doksorubicinui.  Apskaiciuota, jog MDA-MB-231 Igsteléms
doksorubicino ICsy ~ 0,14 pg/ml, o MCF-7 Igsteléms doksorubicino ICsy ~
0,065 pg/ml, o tai reiSkia, jog doksorubicino koncentracija, reikalinga
sustabdyti pusés MCF-7 lasteliy proliferacija, yra apie 2 karto maZesné nei
MDA-MB-231 lasteléms.
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Apibendrinant buty galima padaryti iSvada, jog kriities véZiniy Igsteliy
linijja MDA-MB-231 pasiZymi vézZzinéms kamieninéms lastelés biuidingomis
savybémis ir del to gali buti laikomos krities véziniy kamieniniy Iasteliy
modeliu. Tokie rezultatai sutampa su kity autoriy pateiktais duomenimis.
Galima aptikti ne vieng publikacijg, kurioje CD44"/CD24 /EpCAM" fenotipas
priskirtas MDA-MB-231 Igstelems [134, 135]. Gausu duomeny apie S§io
fenotipo Igsteliy atsparumg chemoterapiniams vaistams, jonizuojanciai
spinduliuotei ir padidintg invazyvumo potencialg [4, 134, 135]. Taip pat yra
duomeny, jog MDA-MB-231 lastelés formuoja kolonijas efektyviau nei MCF-
7 lastelés [136]. Visose Siose publikacijose pateikiama iSvada, jog aptiktas
CD44"/CD24 /EpCAM" fenotipas, biidingas kai kurioms lgsteliy linijoms,
sukuria galimybe iSbandyti naujos kartus vaistus su véZinémis kamieninémis
savybémis pasiZyminCiu lgsteliy tipu ir tokiu biidu jvertinti, ar vaistai yra
tinkami Siy lgsteliy proliferacijos slopinimui bei sunaikinimui jgyvendinti.

4.7.2. Anti-CD44-KT nanodarinio kaupimasis Kriities
vézinése lastelése

Kvantiniy tasky kaupimasis MCF-7 ir MDA-MB-231 Iasteliy linijose
buvo jvertintas lazeriniu skenuojan¢iu konfokaliniu mikroskopu po 3, 6 ir 24
valandy inkubacijos su CdSe/ZnS-(AMP/PEG)-COOH KT. Po inkubacijos
bandiniai buvo fiksuojami, nudazomi lgsteliy branduoliai ir citoskeletas. KT
kaupiasi abiejose lgsteliy linijose, jau po 3 valandy KT aptinkami Igsteliy
viduje, puslelinése struktiirose (4.7.2.1 pav.). Pradiniu laiko momentu KT
pasiskirste po visg Igstele (3 val), veliau lokalizuojasi arciau branduolio (6-
24 val.). Skirtumai tarp lasteliy linijy iSrySkéja tuomet, kai yra vertinamas
viduje esanciy pusleliy dydis: MDA-MB-231 formuoja 2,5-3 pm skersmens

pusleles, o MCF-7 formuoja iki 2,5 karto maZesnes 1-1,5 um pusleles.
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3 val 6 val 24 val

4.7.21 pav. KT kaupimasis MCF-7 ir kamieninémis savybémis

MDA-MB-231

MCF-7

pasizyminc¢iose MDA-MB-231 lastelese po 3, 6 ir 24 valandy inkubacijos su
KT. Vaizdai uZregistruoti lazeriniu skenuojanciu konfokaliniu mikroskopu.
Skalé-5 um. Raudona spalva zZymi KT, mélyna spalva Zymi branduolius

(dazas Hoechst 33428), zalia Zymi aktino gijas (dazas Faloidinas).

Literatiroje galima aptikti nemazai publikacijy, kuriose nagrin¢jamas
KT kaupimasis jvairaus tipo Ilastelése. PanaSiai kaip ir pateiktuose
mikroskopijos rezultatuose, taip ir literatiroje jvardijami KT pisleliy dydZio ir
lokalizacijos poky¢iai esant skirtingoms inkubacijos trukmémis [129]. Sie
skirtumai siejami su lastelés metabolizmu. Teigiama, jog bégant laikui lgstelé
sulieja  pisleles, formuodama  daugiapiislelines  struktiiras.  Sios
daugiapiislelinés struktiiros nepasiSalina iS Igstelés, taCiau ir netrukdo
gyvybiniams procesams. Lastelé toliau auga, o dalijimosi metu paskirsto viduje
esancias KT pusleles dukterinéms lgsteléms [137].

IS ankstesniy tyrimo rezultaty yra Zinoma, jog MCF-7 ir MDA-MB-231
lasteles skiriasi savo savybémis. Viena i§ lasteles skirianciy savybiy — CD44
pavirSinio antigeno raiSka. MDA-MB-231 lgstelése CD44 raiSka intensyvi, o
MCEF-7 lastelése — atvirksciai — labai silpna. Taigi, Sios dvi lgsteliy linijos buvo
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pasirinktos antikiinais prie§ CD44 pavirSinj antigeng dengty KT selektyvaus
kaupimosi tyrimams. Buvo tikimasi, jog antik@inais modifikuoti KT
nesikaups/silpnai kaupsis lastelése, kurios pasiZymi menka baltymo raiSka.
Taip pat buvo tikimasi, jog kaupimosi lokalizacija bus nulemta anti-CD44
kaupimosi mechanizmo lastelése.

MDA-MB-231 ir MCF-7 Igstelés buvo 30 min inkubuojamos su anti-
CD44-FITC ir anti-CD44-KT. Tuomet lgstelés buvo vaizdinamos lazeriniu
skenuojan¢iu konfokaliniu mikroskopu dviem laiko momentais: iSkart po
30 min inkubacijos ir pra¢jus 24 valandoms po 30 min inkubacijos. Kaip ir
galima buvo tikétis, abu antikiiny konjugatai (anti-CD44-FITC ir anti-CD44-
KT) po 30 min inkubacijos kaupiasi lgsteliy membranoje. Tac¢iau kaupimasis
stebimas ne tik lgsteliy plazminéje membranoje, matyti pavienés raudonos ir
zalios puslelés lasteliy viduje (4.7.2.2 pav.). Vadinasi anti-CD44-FITC ir anti-
CD44-KT nedideliais kiekiais yra endocituojami j Igstelés vidy.

Prag¢jus 24 valandoms po 30 min inkubacijos, anti-CD44-KT konjugatas
yra visiSkai jtraukiamas j Igstelés vidy (4.7.2.2 pav.), taciau anti-CD44-FITC
zZymuo lieka plazminéje membranoje, lygiai taip pat, kaip ir buvo iskart po 30
min inkubacijos. Tokie rezultatai netikéti, taciau optimistiSkai nuteikiantys, nes
selektyvios terapijos tikslas yra jnesti terapinj agenta j lastelés vidy. Jeigu anti-
CD44-KT konjugatas likty lasteliy iSoréje, tuomet netekty prasmes teraping
funkcijag atliekanc¢io vaisto (sensibilizatorius, chemoterapinis vaistas)
prikabinimas ant KT paviriaus. Zinoma, vistiek i§ikty nanodaleliy — kvantiniy
taSky — panaudojimo lasteliy Zymejimui galimybé, nes jungimasis prie
plazminés membranos yra pakankamas, kad lgstele bty “matoma” optinés

biopsijos metodais.
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30min ink. 30min ink.+24val

anti-CD44-KT

anti-CD44-FITC

4.7.2.2 pav. Anti-CD44-FITC ir anti-CD44-KT kaupimasis MDA-MB-231
lastelése po 30 min inkubacijos. Kairéje puséje konfokalinés mikroskopijos
vaizdai uzregistruoti iSkart po inkubacijos, deSin¢je — pra¢jus 24 valandoms po
inkubacijos. Skalé-10 um. Raudona spalva zZymi anti-CD44-KT, melyna
spalva — branduolius (Hoechst 33428), Zalia spalva — anti-CD44-FITC.

Siekiant i$siaiSkinti, ar anti-CD44-KT selektyviai kaupiasi tik CD44
raiSka pasiZyminciose Igstelése, buvo atliktas analogiSkas eksperimentas su
MCEF-7 lasteliy linija, kuri pasiZymi menka CD44 antigeno raiSka. Kaip matyti
4.7.2.3 paveiksle, iSkart po 30 min inkubacijos su anti-CD44-FITC ir anti-
CD44-KT, stebimas labai neryskus susikaupimas MCF-7 Igsteliy membranoje
(4.7.2.3 pav. kairé puse), rodantis, jog anti-CD44 konjugatai beveik nesijungia
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prie Igsteliy, kuriy membranoje menkas CD44 antigeny kiekis, todél yra

selektyviis CD44" 1gsteléms.

30min inkub. 30min ink.+24 val

anti-CD44-KT

anti-CD44-FITC

4.7.2.3 pav. Anti-CD44-FITC ir anti-CD44-KT kaupimasis MCF-7 lastelése
po 30min inkubacijos. Vienu atveju konfokalinés mikroskopijos vaizdai
uzZregistruoti iSkart po inkubacijos (kairéje), kitu atveju — praéjus 24 valandoms
po inkubacijos (deSin¢je). Raudona spalva Zymi anti-CD44-KT, mélyna
spalva — branduolius (Hoechst 33428), Zalia spalva — anti-CD44-FITC.

Po 24 valandy augimo Igsteléms jprastomis salygomis, per 30 minuciy
membranoje sukauptas nedidelis anti-CD44-KT kiekis endocituojamas |
lasteliy vidy: matyti pavienés raudonos puslelés (4.7.2.3 pav. deSiné puse),
taiau anti-CD44-FITC silpnas membraninis Zyméjimas (Zalias) iSlieka

nepakites.
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Apibendrinant konfokalinés mikroskopijos rezultatus galima padaryti
iSvada, jog anti-CD44-KT konjugatas selektyviai kaupiasi véZiniy kamieniniy
Iasteliy citoplazmoje. Siekiant nanodaleliy pritaikymo vézio vaizdinimui ir
sunaikinimui, $is rezultatas yra daug Zadantis, nes sukuria prielaida, jog prie
anti-CD44-KT nanodarinio prijungtas terapinis vaistas buty jtrauktas i lastelés
vidy. Standartiniai vézio gydymo metodai neretai susiduria su vaisty patekimo
1 vézines lasteles problema, todél nanodaleliy panaudojimas galbiit galéty
pagerinti vaisty patekimo ] Iasteles procesa: ne tik jtraukty vaistg j lastelés
vidy, bet tai jvykty selektyviai véZinése kamieninése Igstelése. Literatiiroje
pateikiami duomenys, kaip nanodalelés, modifikuotos bioaktyviomis
molekulémis, kiekybiskai daugiau kaupiasi ligandus turinfiose véZinése
lastelése [21, 22, 138]. Taciau néra iSanalizuota, kurioje tiksliai Iasteliy vietoje
kaupiasi tokie konjugatai. Néra diskutuojama, ar prijungti vaistai patenka ]
gyvybiSkai svarbias organéles. Nepaisant to, neretai yra parodomas gana
efektyvus gydomasis nanodaleliy konjugaty poveikis in vivo [8], navikai

susitraukia ar net iSnyksta.

4.8. Kvantinio tasko ir chlorino e; komplekso
kaupimasis, stabilumas ir fotosensibilizacinés savybés

MiaPaCa2 vézZinése lastelése

Kvantinio tasko ir chlorino es (KT-Ces) komplekso suformavimas — tai
dviejy svarbiy savybiy — vaizdinimo ir terapijos — apjungimas ] vieng
nanodarinj. KT dél savo unikaliy optiniy savybiy yra tinkami biologiniy
objekty vaizdinimui [18, 73], o chlorinas e yra antros kartos
fotosensibilizatorius, taikomas fotodinamingje terapijoje [139]. ValanCitnaité
su mokslininky grupe atliko spektrinius tyrimus ir iSsiaiSkino, jog KT-Ceq
komplekso susiformavimg lemia hidrofobiné sgveika tarp lipidinio KT dangalo
ir polinés Ceq molekulés dalies [91]. Taciau nebuvo aiSku, ar, palyginti silpnos
— hidrofobinés - sgveikos riSamas, KT-Ceq kompleksas iSliks stabilus lasteliy
viduje, kur gausu baltymy ir lipidy, galiniy ,,pasiilyti konkurencing
hidrofobin¢ aplinkg chlorino molekuléms. Taip pat nebuvo aiSku, ar kaupsis
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KT-Ceq kompleksas véziniy lasteliy viduje ir ar bus sukelta sensibilizatoriaus
Ceg nulemta Igsteliy Zutis.

Kaip jau buvo miné¢ta, KT ir Ceq molekules riSanti sgveika yra palyginti
silpna, todél, pries atliekant tyrimus Igstelése, buvo tikrinama spektroskopiskai,
ar KT ir Ces molekulés yra susijungusios j kompleksa. Zadinimo bangos ilgis
pasirenkamas toks, kad tiesiogiai nesuzadinty Ces molekuliy. KT ir Ceq
spektrinés savybés yra gerai apraSytos literatiroje [91, 140]. Ceq sugerties
spektras sudarytas i§ intensyvios Soret sugerties juostos ties 403 nm ir keturiy
silpnesniy Q juosty, i$ kuriy intensyviausia Q(I) yra raudonojoje spektro srityje
— 654 nm. KT sugertis apima didZigja dali regimosios spektro srities, taciau
maz¢ja einant link raudonosios spektro pusés ir uZsibaigia ties 593 nm
eksitonine juosta [91, 140]. Laisvy Ceg molekuliy fluorescencijos juosta DPBS
tirpale uZregistruota ties 660 nm, laisvy KT FL juosta ties 607 nm.

Komplekso susiformavimo schema yra atvaizduota 4.8.1 paveikslo A
dalyje. Kvantiniy tasky Serdies ir apvalkaly dydis, Ces molekulés dydis ir
isiterpimo vieta lipidiniame apvalkale yra nupiesti iSlaikant masteli, remiantis
Jennings bei Valanciunaite ankstesniais tyrimy rezultatais [91, 141]. SumaiSius
Ceq tirpalg su KT tirpalu yra stebimi pokyciai jy FL spektruose. Ipylus Ceg 1
KT tirpala, jy FL intensyvumas mazéja ir per kelias minutes nusistovi ties
40 s.v. verte (4.8.1 pav. B). PrieSingi pokyciai stebimi ties Ceq emisijos juosta:
ji ima ry8keéti, FL intensyvumas uzauga nuo O s.v. iki 30 s.v. Tokie spektriniai
poky¢iai rodo komplekso susiformavimg [91, 143]. Taip pat stebimas Ces
juostos batochrominis 10 nm poslinkis, siejamas su Ces molekulés aplinkos
keitimusi i$ hidrofilinés j hidrofobing [142].

SumaiSius Ceq ir KT tirpalg, atsiranda pokyciai ir bandinio FL. gesimo
kreivése (4.8.1 pav. C). Ipylus Ceq tirpalo, KT vidutiné FL. gyvavimo trukmeé
sumazéja nuo 26,3 ns iki 16,7 ns. Pagal Fiorsterio rezonansinés energijos

pernasos teorija, vykstant energijos pernasai tarp donoro (KT) ir akceptoriaus
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4.8.1 pav. KT-Ceq komplekso susiformavimo schema (A). KT, Ceq ir KT-Ceq
FL spektrai, kai KT:Ceq koncentracijy santykis 1:5 (B). Ceq emisijos spektro
intensyvumas yra padaugintas 20 karty (A;q = 470 nm). KT ir KT-Ces FL
gesimo kreives (Azq = 405 nm, A, = 605 nm) atvaizduotos paveikslo C dalyje.

IRF rodo prietaiso Zadinancios spinduliuotés charakteristika.

(Ceg), donoro suzadintos biisenos gyvavimo trukmé sutrumpéja [114]. Tg ir
rodo misy rezultatai, dél to galima daryti i§vada, jog DPBS tirpale susidaro
kompleksas ir vyksta energijos pernasa i§ KT 1 Ces.

Norint iStirti KT-Ceq kaupimasi MiaPaCa2 vézinése lastelése, paruoStas
ir spektroskopisSkai patvirtintas KT-Ceqs kompleksas buvo uZpiltas ant 1gsteliy.
Palyginamiesiems tyrimams, KT ir Ceg tirpalai buvo taip pat uzpilti ant 1gsteliy
atskiruose Sulineliuose. IS mikroskopijos vaizdy matosi, jog Ces molekulés
kaupiasi MiaPaCa2 lastelése, pasiskirsto difuziSkai visame Iastelés tiiryje,
iSskyrus branduolio sritj (4.8.2 pav. A). Atlikta spektriné analizé parod¢, jog
lasteliy viduje esancio Ceq emisijos juosta yra 10 nm pasislinkusi ] raudonaja
sritl  (Apaks=670 nm) (4.8.2 pav. A, intarpas), lyginant su Ceq emisija tirpale
(Amaks=660nm) [140]. Ces molekulés yra greitai reaguojancios | besikei¢iancig

tirpiklio aplinkg, todél tikétina, jog Sis poslinkis jvyko del Ceq saveikos su
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hidrofobinémis lgsteliy struktiromis: membranomis ir vandenyje netirpiomis

baltymy dalimis [142, 144].
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4.8.2 pav. Ceg (A), KT (B), ir KT-Ceq (C) kaupimasis Zmogaus kasos véZinése
lastelese MiaPaCa2. Vaizdai uZregistruoti lazerine skenuojancia konfokaline
sistema su spektrinio vaizdinimo priedu. Intarpuose pateikti vaizdy spektrai, D
— paveikslo C dalies apibrézty sriciy spektrai. Skalé-10 um. Raudona spalva

zymi Ceg, zalia spalva — K'T, geltona spalva rodo raudonos ir Zalios emisijos

Skirtingai nei Ceg molekulés, KT pasiskirto po 1gstele netolygiai, diskretinémis
struktiiromis (4.8.2 pav. B). Daugiausiai KT susitelk¢ plazminéje membranoje
ir endocitinése puslelése. Po susikaupimo lastelése KT nerodé jokiy spektriniy

pokyc¢iy (4.8.2 pav. B, intarpas). KT-Ces komplekso susikaupimo Igstelése
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vaizdai atrodé itin spalvingi, demonstruodami KT ir Ceq emisija, paZymeéta
atitinkamai Zzalia ir raudona spalvomis, o geltonai iSrySkindami erdvéje
sutampancias KT ir Ceq emisijos sritis (kolokalizacijg). Detalesnei analizei,
zZalios, geltonos ir raudonos sritys buvo apsibréztos, o jy spektrai atvaizduoti
4.8.2 paveikslo D dalyje. Matosi, jog visy spalvy apsibréztose srityse aptikta
KT-Ces komplekso emisija, taCiau ja sudaranciy KT ir Ceq emisijos
komponenciy intensyvumy santykiai skiriasi: geltonyjy sri¢iy emisijos spektre
(4.8.2 pav. D, 1 kreive) matyti, jog KT:Ceq FL intensyvumy santykis yra
panasus ] vandeniniame DPBS tirpale uZregistruotg jy santykj (4.8.1 pav. B),
Zaliyjy sri¢iy emisijos spektre matyti, jog KT emisijos intensyvumas yra
Zenkliai didesnis nei Ceg, raudonosiose srityje stebimas atvirk¢ias, lyginant su
Zaliomis, KT ir Ceq intensyvumy santykis. I§ literatiiros yra Zinoma, kad KT
FL gesinimas priklauso nuo prisijungusiy Ces molekuliy skaiciaus: kuo
daugiau prisijungusiy molekuliy, tuo daugiau nespindulinés relaksacijos keliy
atsiveria donorui ir tai lemia jo FL intensyvumo sumazéjimg [91]. Dél to
galime teigti, jog matomose Zaliose srityse KT-Ces komplekso sudétis yra i
dalies pasikeitusi, dalis Ces molekuliy galéjo atskilti ir prisijungti prie
hidrofobiniy  lastelés  struktiiry. Tai patvirtina  difuzinis raudonas
pasiskirstymas, kuriame matyti gerokai intensyvesné Ceq emisijos smailé
(4.8.2 pav. D, 3 kreive), galimai reiSkianti KT-Ceqs komplekso emisijos ir
laisvo Ceg emisijos superpozicija.

Norint iSsiaiSkinti, ar po patekimo ] Iastele KT-Ceqs kompleksas
pasizyméjo pagrindine svarbia savybe — energijos pernasa — buvo atlikta FL
gyvavimo trukmiy vaizdinimo mikroskopija. 4.8.3 paveiksle yra parodytas
skirtingy KT FL gyvavimo trukmiy pasiskirstymas lgstelése. Kiekviena spalva
reiSkia tam tikrg konkre€ig viduting FL gyvavimo trukme, svyruojanc¢ig nuo

12 ns (mélynos sritys) iki 27 ns (raudonos sritys) (4.8.3 pav. B dalies spalvy
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4.8.3 pav. KT ir KT-Ceq komplekso FL gyvavimo trukmiy mikroskopijos
vaizdai (A) MiaPaCa2 lastelése (A = 404 nm, filtras prie§ detektoriy —
578/110). (B) - visy vienoje nuotraukoje esanciy tasky vidutiné KT ir KT-Ceq
FL gyvavimo trukmé. FLIM nuotrauky spalvos Zymi konkrecias vidutines

gyvavimo trukmes, jy skalé pavaizduota B dalyje.

skal¢). KT FL vidutiniy gyvavimo trukmiy (<t>) vaizde matyti, jog plazminéje
membranoje susikaupusiy KT FL <t> yra ilgesnés nei lgsteliy pislelése
esanCiy KT (4.8.3 pav. A, kair¢je). PanaSi tendencija matoma ir greta
esanCiame KT-Ceq FLIM vaizde, taCiau skiriasi <t> vertés: lgsteliy viduje

esanCiy pusleliy KT-Ceq FL <t> vertés, pagal skale reiSkiancios 7-15 ns
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trukmes, yra 1,5-2 kartus trumpesnés nei kairéje puséje matomos KT pislelés
(15-20 ns).

Norint kiekybiSkai jvertinti dviejy uZregistruoty vaizdy (4.8.3 pav. A)
FL <t> skirtumus, buvo nubraiZytos histogramos, vaizduojancios visy vienoje
nuotraukoje esanciy <t> skirstinj (4.8.3 pav. B). Vidutiné daZniausiai
pasitaikanti FL gyvavimo trukme lastelése po inkubacijos su KT sieké 19 ns, o
po inkubacijos su KT-Ceqs kompleksu — 16 ns. KT FL gesimo trukmeés
sutrumpéjimas, kuris buvo stebimas ir anks¢iau pateiktose KT-Ceq kinetikose
DPBS tirpale (4.8.1 pav. C), yra siejamas su energijos pernasa i§ KT | Ceq
molekules. Energijos pernasos uZregistravimas lasteliy viduje byloja ir apie
KT-Ceq komplekso stabilumg. Jeigu vyksta energijos pernaSa, vadinasi KT ir
Ceq molekulés yra labai arti viena kitos, pagal FRET teorija, ne toliau nei
10 nm [114].

Toliau buvo siekiama iSsiaiSkinti, ar KT-Ceq lokalizacija Iasteliy
membranoje ir puslelése yra tinkama, jog ant KT pavirSiaus esancios Ceg
molekulés sukelty Igsteliy ziit;. Tyrimams Iastelés buvo inkubuotos su KT-Ceg
kompleksu ir ap§vitintos 17,7 J/cm” 470 nm spindulivote, kuri pataiko tik j KT
sugert]. Po 24 valandy buvo jvertintas poveikis lgsteléms, panaudojant vélyvy
apoptotiniy/nekrotiniy lasteliy daza propidZzio jodida, bei gyvybingumo ir
proliferacijos testa XTT. Po poveikio su KT-Ceqs kompleksu ir 470 nm
spindulivote, MiaPaCa2 lgsteliy morfologija pasikeité, daugumoje jy kaupési
propidZio jodidas, Zymintis Zuvusias lgsteles (4.8.4 pav. D1). Visos kitos
lasteliy grupés atrodé panaSiai: jy morfologija tarpusavyje nesiskyre, propidzZio
jodidu nudazyty lgsteliy kiekis nevirSijo 4 lasteliy (A, Al, B, B1, C, CI, D).
Kiekybiniai Igsteliy gyvybingumo ir proliferacijos rezultatai sutapo su
mikroskopu uzfiksuotais vaizdais: KT-Ceg paveiktos ir 470 nm spinduliuote
apSvitintos lgstelés pasizymi ~4 kartus maZesniu gyvy Igsteliy skai¢iumi nei

visos kitos tyrimo grupés (E).
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4.84 pav. MiaPaCa2 |Igsteliy gyvybingumas ir proliferacija po
fotosensibilizacinio poveikio su KT-Ceq, kompleksu ir 1 Ceq sugerties
minimumg pataikanc¢ia 470nm 17,7 J/cm? spinduliuote, kuri suZadina tik KT.
Nuotraukose (A, Al, B, B1, C, C1, D, D1) pavaizduoti Iasteliy Sviesinés ir
fluorescencinés mikroskopijos sulieti vaizdai. Skalé-10 um. Raudona Zymi
propidzio jodida. Histogramoje pateikta Igsteliy gyvybingumo ir proliferacijos
kiekybin¢ analiz¢ (E). *P<0,05, lyginant su visomis kitomis bandiniy

grupémis.

Apibendrinant kvantinio taSko ir chlorino es komplekso kaupimosi,
energijos pernasos ir fotosensibilizaciniy savybiy tyrimus MiaPaCa2 véZinése
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lastelése, galima teigti, jog KT-Ces kompleksas per 3 valandas susikaupia
veziniy lasteliy endocitinése pislelése, neprarasdamas gebéjimo perduoti
Sviesos energija Ces molekuléms. KT-Ceq lokalizacija lgstelése ir energijos
pernaSos efektyvumas yra pakankami, jog biity inicijuoti fotosensibilizaciniai
vyksmai, pasibaigiantys véZiniy lgsteliy Ziitimi. Nors lastelése susikaupes Ceg
yra pasiskirstes difuziSkai, KT-Ceq kompleksas, panaSiai kaip KT, kaupiasi
Iasteliy puslelése. Toks rezultatas gali biiti paaiskintas tuo, jog KT yra gerokai
didesnis darinys, nei Ce¢ molekulé (Zr. 4.8.1 pav), ir d¢él to komplekso
kaupimasis lgstel¢je yra nulemtas KT patekimo ] lastele mechanizmo. Tiksli
KT-Ceq lokalizacija lasteléje nebuvo tirta, taciau literatiiroje yra duomeny,
irodanciy, jog KT kaupiasi lizosomose [132]. Tikétina, kad panaSiai gali
lokalizuotis ir KT-Ces kompleksas, bet tam reikia papildomy tyrimy.

Dviem skirtingais metodais buvo patvirtintas KT-Ceq komplekso
stabilumas Igstelés viduje — spektrinio ir FL gyvavimo trukmiy vaizdinimo
metodais. Taciau lasteliy viduje iSmatuoti KT ir KT-Ceq komplekso spektrai
tik i§ dalies sutapo su rezultatais, gautais DPBS tirpale. Sj neatitikima galéjo
lemti KT, Ceq ir KT-Ceq saveika su lasteles sudaranc¢iomis molekulémis. Yra
manoma, jog saveikos su molekulémis metu atsiranda konkurenciniai
nespinduliniai relaksacijos keliai, kurie ir lemia KT FL <t> sutrumpé¢jima,
lyginant su <t> vandeniniuose tirpaluose [145].

Kaip vieng i§ svarbiausiy rezultaty bty galima jvardinti KT-Ceg sukelta
lasteliy Zit; Zadinant Ces molekules ne tiesiogiai, o per FRET mechanizma.
Pirmieji eksperimentai, kuriuose KT buvo panaudoti kaip sensibilizatoriy
energijos donorai per FRET mechanizmg neorganiniuose tirpaluose, buvo
pademonstruoti 2003 metais Samia ir jos bendrazygiy [23]. Zenkevich su
kolegomis parodé, jog KT-sensibilizatoriaus nanojunginiai tirpaluose
efektyviau generuoja 'O, nei vien sensibilizatoriai [146]. Vélesniuose
tyrimuose parodytas kvantinio taSko ir aliuminio ftalocianino komplekso
susikaupimas vézinése lgstelés bei FRET mechanizmo inicijuota Igsteliy Zitis

[92, 93].

83



4.9. Kvantinio taSko ir chlorino e; kompleksas
OptiMEM® mitybinéje terpéje: kiuvetése ir in vitro

Siekiant priartinti atliekamus KT-Ceq komplekso tyrimus 1gstelése prie
tyrimy gyvame organizme, buvo atlieckami KT-Ceq, komplekso kaupimosi
Iastelése tyrimai, taciau nebe DBPS tirpale, o Igsteliy mitybin¢je terpeje
OptiMEM®. DPBS tirpalo sudétyje yra kalio, kalcio, natrio, magnio chloridai
ir kitos druskos. OptiMEM® mitybinés terpés sudétyje be jau paminéty drusky
aptinkama ir amino riig8¢iy, vitaminy, augimo faktoriy, albuminy bei kity
baltymy [147]. Pirmiausia buvo spektroskopiSkai patikrinta, ar KT-Ceq
kompleksas formuojasi OptiMEM® terpéje. Véliau suformuotas kompleksas
uzpiltas ant lgsteliy, (tokie patys veiksmai atlikti su kontrolinémis grupémis
(KT, Ceg)), ir atlickamas vaizdinimas fluorescenciniu konfokaliniu mikroskopu
su spektriniu ir gyvavimo trukmiy vaizdinimo priedais.

4.9.1 paveiksle, A dalyje pateikti KT, Ceq ir KT-Ceq FL spektrai
OptiMEM® terpéje, Zadinant 465 nm. Tokia spinduliuoté pataiko j Ceq
sugerties minimuma, todél gryno Ceq emisija minimali, nesieka 5 s.v. Po KT ir
Cegq sumaiSymo, Zadinant ta pacia spinduliuote, KT emisijos intensyvumas
sumazéja, iSrySkéja Ceg emisijos smailé, ir tai yra vienas i§ poZymiy, jog
susiformavo KT-Ceq kompleksas [140, 143]. KT, Ce¢ ir KT-Ceg uzpylus ant
lasteliy stebimas susikaupimas jose panasiai kaip buvo stebéta ankstesniame
skyrelyje (Zr. 4.8. skyrelj): Ce¢ kaupiasi difuziskai, o KT pasiskirsto po lastele
diskreciose pislelése (4.9.1 pav. C). KT-Ceq susikaupimas taip pat panasus j}
anksCiau uZregistruotaji: diskreCios geltonos piislelés, rodancios KT ir Ceq
emisijos kolokalizacijg (4.9.1 pav. C), taCiau paveiksle nesimato raudony ir
Zaliy emisijos sri¢iy, galimai parodanciy dalinai iSirusio komplekso
lokalizacija. Toks rezultatas leidZia iSkelti hipoteze, jog KT-Ces kompleksas,
inkubuojamas su Igstelémis OptiMEM® terpéje, yra stabilesnis, nei KT-Ceg
kompleksas DPBS terp¢je.

Mikroskopo spektriniu priedu uZregistruoti FL spektrai lastelése rodo,

jog KT-Ces komplekso abiejy emisijos smailiy maksimumy padétys yra ties
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4.9.1 pav. KT, Ceq ir KT-Ceq FL spektrai OptiMEM® terpéje (A;,¢=465nm)
(A) ir MiaPaCaz2 Igstelése (A;,q=488 nm) (B). Intarpe atvaizduotas sunormuotas
Ceq FL spektras. MiaPaCa2 lasteliy Sviesiniai ir spektriniai konfokaliniai
vaizdai (C) po 24 val. inkubacijos su KT, Ces ir KT-Ceq lasteliy augimo
terpéje OptiMEM®. Raudona spalva Zymi Ceg emisijg, Zalia spalva Zymi KT
emisija, o geltona spalva Zymi , t.y. sritis, kuriose raudona ir

Zalia spalvos erdvéje persikloja.
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607 nm ir 670 nm, kaip ir tirpaluose (4.9.1 pav. A, B). KT emisijos smailés
maksimumo padétis tiek tirpaluose, tiek lasteliy viduje taip pat iSliko
nepakitusi. Jdomu tai, jog gryno Ces smailés maksimumo padétis 5 nm
pasislinkusi ] raudonaja puse, lyginant su komplekso Ceq smailés padétimi.
Deja, neuZtenka prietaiso skyros, jog biity galima patikimai teigti §] poslinkj
esant. Spektrinio priedo pasirinkta gardel¢ spektra leido registruoti 5 nm
tikslumu. Ateityje biity galima pasirinkti kitokig gardele, kuri leisty spektrg
iSmatuoti 2,5 nm tikslumu ir taip jsitikinti dél subtiliy Ceq emisijos

maksimumo poslinkiy Igstelés viduje.

= Ces R 5 605 nm:

— KT . “am -

% 122 178 ——KT-Ces > KT ]

= 0 © KTCe, ]

Q 2 1
© ]
=< £
n =
=y >
< 7
> =
= 2

S 1

o 7.1ns 18.2 ns Foir

il S O S s e

0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 50 100 150 200

0 10 20 <t>,ns
4.9.2 pav. KT, Ceq ir KT-Ceq FL gyvavimo trukmés MiaPaCa2 lgstelése

matuojant dviem metodikomis: FLIM metodika (A) ir pavienius fotonus
fiksuojancio laikinés skyros FL spektrometru Edinburgh (B). MiaPaCa2
lasteliy FLIM vaizdai (C) po 24 val inkubacijos su KT, Ceq ir KT-Ceq 1asteliy
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augimo terp¢je OptiMEM®. Apacioje pavaizduotos FLIM vaizde esanciy

spalvy verteés.

Norint patvirtinti  iSkelta hipoteze, jog KT-Ces kompleksas,
suspenduotas OptiMEM® terpéje, yra stabilesnis nei DPBS, buvo iSmatuotos
KT, Ce¢ ir KT-Ceq FL gyvavimo trukmes Igstelése dviem metodikomis: FLIM
ir pavienius fotonus fiksuojancio laikinés skyros FL spektrometru Edinburgh.
4.9.2 paveiksle matyti uzZregistruotas KT ir KT-Ces komplekso FL <t>
MiaPaCa2 lIgstelése. KT pasizymi 17,8 ns FL <t>, kuri yra beveik tokia pati
kaip ir anks€iau uZregistruotuose bandiniuose, inkubuotuose DPBS terpéje (Zr.
4.8.3 pav.). KT-Ces komplekso FL. <t> siekia 12,2 ns ir yra ~4 ns trumpesne,
nei buvo uZregistruota bandiniuose, inkubuotuose DPBS terpéje (Zr. 4.8.3
pav.). Pagal ankstesnius rezultatus, KT-Ces gesimo kinetika priklauso nuo
prisijungusiy Cee molekuliy skaiciaus [91]. Todél trumpesné KT-Ceq FL. <t>
lastelése gali reiksti, jog Ceq molekuliy kiekis ant KT pavirSiaus yra didesnis
tose lastelése, kuriose inkubacijos metu buvo naudojama OptiMEM® mitybiné
terpé. Sj rezultata patvirtina atlikta kiekybiné FL <t> analizé Edinburgh
spektrometru: lgsteliy suspensijos FL <t> siekia ~7 ns. Tokia trukmé yra dar
trumpesné, nei buvo iSmatuota FLIM metodika, ir tai dar kartg patvirtina
hipotezg¢, jog lasteliy inkubacija su KT-Ceq, OptiMEM® mitybingje terpéje
lemia stabilesni kompleksa lasteliy viduje. Nedidelis KT-Ceqs FL <t> verciy
neatitikimas, matuojant 2 skirtingais prietaisais, gali biiti susij¢ su matavimo
metodiky skirtumais: FLIM metu matavimas atliekamas i§ 7-10 lasteliy vienoje
pasirinktoje konfokalinio mikroskopo plokStumoje, o Edinburgh spektrometru
matavimas atlieckamas i§ milijono tirpale maiSomy lasteliy 1 cm optinio kelio
kiuvetéje. FLIM matavimo metu vienos lgstelés plokStumos registravimas
greitai iSblySkina Ceg, dél to matavimo metu gali vykti KT FL <t> ilg¢jimas,
kuris ir yra uZregistruojamas bei patenka i bendrg statistin] pasiskirstyma. Dél
to gali biiti gaunamos ne visai teisingos pailgejusios KT-Ceq FL <t>

komponentés bendroje histogramoje.
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Apibendrinant biity galima padaryti iSvadg, jog KT-Ceqs kompleksas
kaupiasi MiaPaCa2 Iasteliy viduje ir pasiZymi energijos pernasa
nepriklausomai nuo to, kokios sudéties vandeningje terp¢je atlikta inkubacija
su lgstelémis. Literatiiroje yra nemazai duomeny, kurie teigia, jog nanodalelg,
patekusi | baltymais prisotintg aplinkg (mitybing¢ terpg, serumg), aplimpa jais,

todeél aplink nanodalele susiformuoja baltymy komplesas, vadinamas vainiku

.Lastelés vidus

Branduolys
Branduolys

Terpés baltymai Ces

4.9.3 pav. KT-Ceq komplekso patekimo ] Iasteles modelis, kai inkubavimas
atlickamas DPBS terpéje (kairéje) ir OptiMEM® terpéje (deSinéje).
NubraiZyta remiantis mokslinés literatiiros duomenimis [148-151] ir gautais

mikroskopijos rezultatais.

(angl. corona) [148, 149]. Nanodaleliy aplipimas biologiniu vainiku yra
energetiSkai ,,naudingas® nanodalei, todé¢l susidarantis vainikas yra gana
stabilus ir, manoma, nedaug keiCiasi nanodalelei judant tarp skirtingos
biocheminés sudéties aplinky [149]. Vis dar néra Zinoma, kas konkreciai lemia
baltymy vainiko tankumg ir sudéti, taciau tyrimuose su KT yra pastebéta, jog
neigiamg kriivj ir amfifilinj dangalg turin¢ios nanodalelés aplimpa baltymais
[151]. Komplekso formavimui naudojami KT taip pat turi neigiamg kriivj ir

amfifilinj dangalg, tod¢l labai tikétina, jog patalpinus | OptiMEM® terpe, KT
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aplimpa jvairiais baltymais. Lygiai taip pat baltymais aplimpa ir KT-Ceg
kompleksas (4.9.3 pav.). Toks baltymy apvalkalas gali padidinti KT-Ceq
komplekso stabilumg. Hidrofobinés saveikos déka susiformaves KT-Ceg
kompleksas galimai tampa ,,jkalintas susiformavusioje proteosomoje, dél to
patenka 1 lastele iSlaikydamas KT:Ceq molini santykj, artimg SvieZiai
sumaiSytam kompleksui. Netiesiogiai apie molinj santykj galime spresti i$
sutrumpéjusiy KT-Ceq FL <t> lastelése, lyginant su grynais KT [91]. Baltymy
vainiko susiformavimo teigiami aspektai buvo pastebéti ir kity autoriy, kurie
parodé, jog baltymais aplipg KT yra stabilesni tirpale, ilgesnj laikg iSlieka
nesuagregave [152].

&9



5. APIBENDRINIMAS

Siame darbe, pagal literatiiroje nurodyta véZio kamieniniy lasteliy
aptikimo metodika, buvo iStirtos kriities, kasos, kiauSidZiy véZio ir melanomos
Iasteliy savybés. Buvo rasti minéty lasteliy pavirSiaus Zymeny ekspresijos
skirtumai, jautrumo chemoterapiniams vaistams ir jonizuojanciai spinduliuotei
skirtumai. Taip pat skyrési lasteliy gebéjimai formuoti navikus
imunodeficitinése pelése ir atstatyti pries riiSiavimg buvusig fenotipine sudét;.
Nepaisant Siy lasteliy skirtumy, kvantiniai taSkai kaupési beveik vienodai
visose lgstelése. Toks rezultatas rodo, kad kvantiniai taskai galbut geba jveikti
vézio kamieninéms lgsteléms biidingg daugiavaistinj atsparuma.

Pastaruoju metu vis daZzniau mokslinéje literatiiroje aptinkama duomeny
apie nanodarinius, kurie selektyviai pazyméty véZines lasteles ir jas sunaikinty,
taCiau truksta Ziniy apie tokiy nanodariniy kaupimasi ir lokalizacijg lgstelése.
Siame darbe buvo jvertintas kvantiniy tagkuy, kaip galimy diagnostikg ir terapija
atliekanciy nanodariniy, kaupimosi ir lokalizacijos Igstelése tyrimai. Buvo
parodyta, jog antikiinais prie§ pavirSiaus antigeng CD44 padengti kvantiniai
taSkai selektyviai kaupiasi tik CD44" fenotipo lgstelése. Nors CD44 molekulé
yra pavirSin¢, taciau kvantiniai taSkai laikui bégant pateko 1 lasteliy vidy,
iSsidésté pislelinése struktiirose. Ateityje atradus selektyvesne véZinéms
kamieninéms lgsteléms biidingg membranos molekule, buty galima
sukonstruoti prie§ ja antikiing ir tikétis, jog kvantiniai taSkai, padengti tokiais
antikiinais, taip pat pateks ] véZiniy lasteliy vidy.

Kvantinio tasko ir antikino nanodarinys atrodo daug Zadantis, ta¢iau
tinkamas tik véZiniy lasteliy atpaZinimui ir vaizdinimui. Norint atlikti véZio
terapijg, reikalinga papildoma molekulé, kuri inicijuoty véZiniy lasteliy Zatj.
Siame darbe buvo istirta kvantinio tagko ir, fotodinaminéje terapijoje
naudojamo, sensibilizatoriaus chlorino es nanodarinio kaupimasis véZinése
lastelése ir atsakas i fotosensibilizacinj poveiki. Parodyta, jog toks nanodarinys
lokalizuojasi piislelése lasteliy viduje ir sukelia tik ty lgsteliy zitj, kurioms
pritaikytas apjungtas KT-Cegs komplekso ir 470 nm spinduliuotés poveikis.
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Tokie rezultatai papildo prie§ tai aptartus kvantinio tasko padengto CD44
antiktinais kaupimosi lgstelése rezultatus, parodo, jog galima kvantinj taskg ne
tik selektyviai nukreipti j norimas lasteles, bet taip pat ir jnesti j jy vidy norimg
terapine molekule.

Kvantinio tasko ir chlorino e komplekso formavimasis bei kaupimasis
Iastelése buvo atliktas fiziologiniuose drusky tirpaluose, taciau siekiant testi
komplekso kaupimosi ir poveikio tyrimus in vivo sistemoje, buvo nuspresta
patikrinti, ar nanodarinio patalpinimas j baltymais ir vitaminais prisotintg
mitybine Igsteliy terpe nepaveiks komplekso stabilumo. Rezultatai atskleide,
jog baltymai ir kiti terpés komponentai neiSardo hidrofobinés sgveikos riSamo
komplekso. PrieSingai, KT-Ceq kompleksas, inkubuojant baltymais ir
vitaminais prisotintoje terpéje, buvo stabilesnis, nei inkubacijos metu
naudojant fiziologinj drusky tirpalg. Tai tik pirminiai rezultatai, atlikti
modelin¢je kraujotakg primenancioje sistemoje. Taciau tokie rezultatai
padragsina tolimesniems KT-Ces komplekso kaupimosi ir pasiskirstymo

tyrimams sudétingoje in vivo sistemoje.
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6. ISVADOS

1) Tékmes citometrijos metodika parodyta, jog melanomos Iasteliy
FEMX-I CD44*(CD133™%" subpopuliacija geba atkurti pradine, pries
risiavimg buvusig, sudétj ir yra maziau jautri jonizuojanciai spinduliuotei, dél
to gali biiti naudojama kaip véziniy kamieniniy lgsteliy modelis prieSvéZiniy
preparaty tyrimuose.

2) Veézinés lastelés, kurios yra skirtingos pagal jautrumg
chemoterapiniam vaistui bei jonizuojanciai spinduliuotei, pavirSiniy baltymy
raiSka, pagal gebe¢jimg diferencijuotis ir formuoti navikus in vivo, panaSiais
désningumais kaupia CdTe-MPA ir CdSe/ZnS-(AMP)-COOH kvantinius
taSkus: kvantiniai taskai patenka ] Igsteliy citoplazmg, iSsidésto piislelinése
struktirose aplink branduolj, o didinant KT koncentracijg, matomas didesnis
KT fotoliuminescencijos intensyvumas lastelése.

3) CdSe/ZnS-(AMP)-COOH KT yra intensyviau Svytintys ir maZiau
toksiSki Igsteléms nei ZnS ir amfifilinio dangalo neturintys CdTe-MPA KT, dél
to yra tinkamesni véziniy 13steliy vaizdinimui ir sekimui.

4) CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH kvantiniai taskai, konjuguoti su
antiklinu prie§ véZiniy kamieniniy lgsteliy antigeng CD44, selektyviai jungiasi
tik prie CD44" lgsteliy ir yra jtraukiami j citoplazmg, prieSingai nei organiniu
dazu FITC Zymeéti analogiski antikiinai. Tai i§ dalies rodo anti-CD44-KT
nanodarinio geb¢jimg jneSti prijungtg ,krovinj“ selektyviai tik ] taikiniu
pasirinkty Igsteliy vidy.

5) Lazerine skenuojancia konfokaline mikroskopija su spektriniu ir
gyvavimo trukmiy vaizdinimo priedu parodyta, jog CdSe/ZnS-(AML/PEG)-
COOH KT ir sensibilizatoriaus chlorino es kompleksas per 3 valandas
susikaupia  véziniy lasteliy membranoje ir endocitinése puslelése,
neprarasdamas geb¢jimo perduoti sugertos Sviesos energija i§ KT | Ceq
molekules. Komplekso lokalizacija lgstelése, stabilumas ir energijos pernaSos
efektyvumas yra pakankami, jog biity sukelta fotosensibilizaciniy vyksmy
nulemta veéziniy Igsteliy Zzitis. Tai rodo KT gebéjimg aktyvuoti prie jo
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prikabintg terapinj agentg ir tokiu biidu atlikti ne tik vaizdinimo, bet ir terapijos
funkcija.

6) FL gyvavimo trukmiy matavimai atskleidé, jog nekovalentiSkai
sujungtas CdSe/ZnS-(AML/PEG)-COOH KT ir Ceq nanodarinys yra
stabilesnis lastelése, kai inkubacija atliekama baltymais ir vitaminais
prisotintoje, in vivo sistemg primenancioje terpéje, nei fiziologiniame drusky
tirpale. Rezultatai atrodo daug Zadantys busimuose KT-Ceq komplekso
tyrimuose, kuriy metu bus jvertinamas jy diagnostinis ir terapinis potencialas

in vivo aplinkoje.
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