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IVADAS

Onkologinés ligos, de¢l didéjancio sergamumo, Siandien tampa viena aktualiausiy sveikatos
problemy. Pagrindiniais véZiniy ligy gydymo bidais, be chirurginés intervencijos, kol kas iSlieka
fotosensibilizuota, cheminé ir spinduliné terapija. Sios terapijos daZnai nepaSalina visy véZiniy
lasteliy, neretai vézys atsinaujina. Taip pat joms stinga selektyvumo, biudingi Zymis Salutiniai
poveikiai (Huang 2012). SprendZiant selektyvumo problemg visame pasaulyje kuriami ir bandomi
nauji medicinos prietaisai, prieSvéZiniai vaistai bei inovatyvios terapijos.

Siuo metu yra kelios daug démesio susilaukian&ios sritys véZio terapijoje. Viena i ju,
liposomy naudojimas onkologiniy susirgimy terapijai. Tai yra vaistus gabenancios vezikulés, kurios
gali nunesti vaistus tiesiai | vézines lasteles. Kadangi liposomos labiau linkusios kauptis biitent
veéziniuose audiniuose, nes de¢l didesniy endotelio pory véZiniy audiniy kraujagyslés yra pralaidesnés
(Utku 2011).

Dar viena sritis — geny terapija. Ji galéty biiti pasitelkiama norint atstatyti ar pakeisti
paZeistus genus veézinése Igstelése, kas priversty jas Zziiti. VEéZio geny terapija Siuo metu yra dar tik
ankstyvoje tyrimy stadijoje. Kita perspektyvi sritis — Igstelin¢ terapija, kuomet endogeninés ar
egzogeninés kilmés lastelés gali buti naudojamos audiniy regeneracijai ir/ar jy inZinerijai, bei
onkologiniy ir kity susirgimy gydimui. PavyzdZiui, autologinés dendritinés lgstelés naudojamos
kuriant prie§vézing vakcing t.y. siekiama suformuoti pilnavert] imuninj atsaka prie§ véZi.

Visi Sie gydymo buidai be perspektyvy terapijoje turi neigiamy Salutiniy poveikiy, stinga
efektyvumo, taip pat iSlieka neiSsprestas saugumo klausimas. Daugelio véziy priezastys néra visiSkai
aiskios, todél sunku sukurti veiksmingas ir selektyvias gydymo metodikas. Viena perspektyviausiy
prieSvéziniy lasteliniy terapijy Siandien apjungia kamieniniy lasteliy savybes ir nanotechnologijas.

Zinoma, kad kamieninés lastelés geba migruoti j besiformuojan¢ios stromos vietas tiek
gyjanc¢iame audinyje tiek formuojantis navikui (Nakamizo et al. 2005; Menon et al. 2007; Dwyer et
al. 2007), todél susidométa galimybe panaudoti Sias lgsteles, kaip vektorius ar transporto sistema
selektyviai nugabenti pri§véZinius nanodarinius j naviko lokalizacijos vieta. Sio gydymo metodo
privalumas tas, kad yra pasitelkiami organizme egzistuojantys mechanizmai, kamieninés 1astelés, ir
nanostruktiros. Taip bandomos spresti selektyvumo ir Salutinio neigiamo poveikio problemos,
kurios pasireiskia gydant onkologines ligas kitais buidais.

Taciau vis dar iSlieka daug neatsakyty klausimy apie nanodaleliy jtakg lgsteliy funkcinéms

savybéms (proliferacijai, diferianciacijai ir kt.), tarp kuriy ir kamieniniy Igsteliy migraciniam
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gebé¢jimui. Praktinis daugiafunkciy nanostruktiiry pritaikymas terapijoje galimas tik po iSsamiy
laboratoriniy, ikiklinikiniy ir klinikiniy tyrimy. Todél siekiant panaudoti kamienines Igsteles kaip
nanodaleliy transporto sistemg, tikslinga nustatyti kokig jtaka Sie ,,neSuliai* turi lgsteliy
metaboliniam aktyvumui ir paciai lgsteliy migracijai.

Darbo tikslas — tirti modeliniy nanodaleliy (kvantiniy tasky) jtaka peliy kamieniniy Igsteliy
migracijai in vitro. Tad keliami tokie uZdaviniai:

1. I8skirti ir identifikuoti peliy kamieniniy Igsteliy populiacija.

Nustatyti tiriamy nanodaleliy jtakg iSskirty lasteliy metaboliniam aktyvumui.
Ivertinti nanodaleliy (kvantiniy tasky) kaupimasi kamieninése Igstelése.

Ivertinti nanodaleliy jtakg kamieniniy Igsteliy migracijai ,,Zaizdos* modelyje in vitro.

ok »n

Ivertinti nanodaleliy jtaka kamieniniy lgsteliy migracijai transmigracijos modelyje

in vitro.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Nanotechnologijos

Nanotechnologijos ir nano mokslai — tai spar¢iai augancios ir perspektyvios mokslo Sakos,
apimancios labai placig technologijy kiirimo ir moksliniy tyrin€jimy sritj, kurios objektas yra 1-
100 nm dydzio (Rotomskis et al. 2006; Fakruddin et al. 2012). Kadangi nano dydZzio dalelés
pasizymi specifiSkomis ir unikaliomis savybémis, todel jos atveria galimybes suprasti naujus
reiSkinius, sukurti jautresnius ir specifiSkesnius daugiafunkcius prietaisus, medZiagas ar sistemas,
kurias galima panaudoti mikro ir makro lygiu. Tokie iSradimai kaip tunelinis mikroskopas, anglies
nanovamzdeliai, fulerenai ir kt. taikomi skirtingose srityse, tarp jy ir inZinerija, technologija,
farmacija, maisto ir Zemés tkio pramoné, statyby industrija, taip pat ir medicina (Fakruddin et al.
2012; Khan and Asmatulu 2013).

Nanotechnologijy panaudojimas medicinoje vadinamas nanomedicina (Freitas 2005). Tai
technologijos, kurios medicininei diagnostikai ir gydymui naudoja molekulinius instrumentus (pvz.
liposomas, nanodaleles, polimerines miceles, anglies nanovamzdelius ir kt.) ir Zinias apie Zmogaus
kiino sandarg (Misra et al. 2010). Tikimasi, kad nanomedicinos tyrimai ir jy plétra turés teigiamos
jtakos sveikatos apsaugai visame pasaulyje. Nanomedicina gali spresti daug svarbiy sveikatos
problemy, tarp jy ir véZzio terapijos.

Veézio diagnostika ir terapija Siandien viena aktualiausiy nanomedicinos sri¢iy. Onkologiniy
ligy tiksliningas gydymas, kuomet nuzudomos tik véZinés lastelés, o sveikos yra nepalie¢iamos,
susilaukia vis daugiau démesio. Nanotechnologijy jvedimas ] Sig srit] atvéré naujus kelius ir
priemones selektyviai vézio terapijai. Kuriami daugiafunkciai nanodaleliy dariniai, kuriy savybés
dave pagrindus naujoms, neinvazinés onkologiniy susirgimy terapijoms, kurios anks¢iau buvo
nejmanomos, jskaitant ir nanotechnologijomis paremtas paZangias strategijas, tokias kaip

radioterapija ar fotodinamin¢ terapija (Misra et al. 2010).

1.2. Nanodalelés

Nanodaleléms (ND) Siuo metu yra skiriamas didelis démesys. D¢l savo dydzio ir turimy
unikaliy savybiy jos laikomos tarpininkémis tarp makromedziagy bei molekuliniy ir atominiy
struktiry. ISskiriamos jvairiy tipy nanostruktiiros: nanovamzdeliai, kvantiniai taskai, nanokevalai,
dendrimerai, liposomos, nanostrypeliai, fulerenai, nanosferos, nanovielos, nanoZziedai ar

nanokapsulés. Nanodalelés gali biti skirstomos ] organines (pvz. liposomos, dendrimerai,
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polimerinés ND ir kt.) bei neorganinés (pvz. kvantiniai taskai, aukso, platinos, magnetinés
nanodalelés ir kt.) (Mirsasaani et al. 2013).

Neorganinés nanodalelés atvéré pla¢ia nanomedicinos tyrimy sritj. Sios nanodalelés gali
turéti optiniy, terminiy, elektriniy ar magnetiniy savybiy, kurias galima panaudoti vaizdinimo ar
terapiniams tikslams. Vienas i$ tokiy pavyzdZziy, koloidinés aukso nanodalelés, sulaukusios didziulio
susidoméjimo dél savo Zemo toksiSkumo lygio, dinaminés pavirSiaus chemijos, dydZzio ir formos bei
tinkamy vaizdinimui savybiy. Taip pat, didesnes aukso nanodaleles, turinCias intensyvig plazmonine
sugerties juosta, galima taikyti fototerminei terapijai.

Magnetinés, pavyzdZziui, gelezies oksidu paremtos, nanodalelés yra dar viena placiai tiriama
neorganin¢ nanodaleliy sistema. Magnetinés nanodalelés gali biiti panaudotos kaip kontrastinés
medZiagos magnetinio rezonanso nuotraukose, o kintamuose magnetiniuose laukuose jas galima
pasitelkti, norint sukurti termin¢ ar mechaning jéga, kuri galéty sunaikinti véZines Igsteles (Cheng et
al. 2014).

Viena perspektyviausiy ir daugiausiai Zadanciy nanodaleliy ruSiy yra kvantiniai taSkai.
Kuomet $ios nanodalelés pirmg karta buvo panaudotos elektronikai ir optikai, niekas negal¢jo net
pagalvoti apie galimybe jas pritaikyti biomedicinoje. Tac¢iau kvantiniai taskai yra biitent vienos
pirmyjy nanotechnologijy, pritaikyty biologijos moksluose. Praé¢jus deSimtmeciui po jy taikymo
biologijoje pradZios, jie uZtikrintai jsitvirtino kaip Zymekliai, skirti auks$tos rezoliucijos lgstelés
komponenty molekuliniam vaizdinimui ir lastelés veiklos bei migracijos organizme sekimui
(Kim 2007).

Kvantiniai taskai (KT) — tai monodispersinés puslaidininkés nanodalelés, kuriy dydis nuo 2
iki 10 nm. Kvantiniai taskai gali biiti jvairios formos ir sudaryti nuo keliy deSimciy iki tikstanciy
atomy. Biomedicinoje taikomy kvantiniy tasky Serdys koloidy chemijos metodu susintetintos i§ II ir
VI (pvz., ZnSe, CdSe, CdTe ir HgS) bei IIl ir V (pvz., GaAs, InP ir InAs) grupiy elementy. Po to
Serdis apdengiama plonu (ZnS arba CdS) apvalkalu, prie kurio galima prijungti funkcines
biomolekules (Rotomskis 2007; Sanvicens and Marko 2008). Kvantinio tasko struktiira pavaizduota

1 paveiksle.

13



Branduolys

| Apvalkalas
Polimeriné
danga
Funkeiné
biomolekulé

15-20 nm

1 pav. Kbvantinio tasko struktiira ( pagal Zrazhevskiy and Gao 2009 )

Literatiiroje daZniausiai aptinkami kadmio selenido (CdSe), apgaubti plonu ZnS arba CdS
apvalkalu, kvantiniai taSkai. Toks apvalkalas apsaugo nuo nespindulinés rekombinacijos, todél iki
50 proc. ir daugiau padidéja fluorescencijos kvantinis naSumas. Apvalkalas gali pakeisti KT
funkcionalumg ir kriivj. Padidinti koloidinés Serdies stabilumg. Pavir§iaus modifikavimo procediira
gali stipriai sumaZinti kvantiniy tasky toksiSkuma, sulaikyti Cd** ir Se®* jonus, taip pat panaikinti
pavirSiaus defektus, apsaugoti kvantinj taska nuo iSorinio biologinés terpés poveikio bei oksidacijos
(Rotomskis 2007; Wang and Chen 2011; Barroso 2011).

Pagrindinés savybés, kuriomis pasizymi kvantiniai taskai yra Sios:

¢ Kvantiniy taSky matmenys yra labai maZzi (skersmuo biina nuo 2 iki 10 nm).

e Kvantiniai taskai skiriasi nuo puslaidininky kristaly tuo, kad nuo cheminés sudéties ir
dydzio priklauso fotoliuminescencijos spektras. Sios savybés priklausomybé nuo daleliy
dydzio pavaizduota 2 pav., didesnés dalelés iSspinduliuoja Sviesos bangos ilgj, kuris yra
raudonoje spektro dalyje, tuo tarpu maZesnés dalelés — meélynoje spektro dalyje (Kim
2007; Zrazhevskiy and Gao 2009).

e Kvantiniy taSky dydis gali biiti keiiamas sintezés metu.

e Kvantiniai taskai pasiZymi placiu sugerties spektru.

e Jie yra fotostabilus.

e Kvantiniai taSkai pasiZymi ilga suZadintos biisenos gyvavimo trukme.

e Taip pat kvantiniy tasky pavirSius lengvai modifikuojamas hidrofiliniais ligandais

(Rosenthal et al. 2010; Michalet ef al. 2012; Cheng et al. 2014).
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2 pav. Kvantiniy tasky optinés savybés. A - nuo daleliy dydzio priklausanti kvantiniy tasky FL, B —
kvantiniy taSky FL spektrai (pagal Zrazhevskiy and Gao 2009)

Nanodaleliy savybés leidZia atlikti naujos kartos fluorescencijos vaizdinimo eksperimentus
bei tirti biologines molekulines funkcijas nano lygiu (Rosenthal et al. 2010). Taip pat nanodalelés
sukélé didelj susidoméjimg ir medicinoje. Taciau, dél toksiSky medziagy, esanciy nanodaleliy
sudétyje, baiminamasi galimy Salutiniy poveikiy, tod¢l bitinas tinkamas jy pavirSiaus

modifikavimas, bei funkcionalizavimas (Blatchley 2013).

1.3. Nanodaleliu funkcionalizavimas

Pasitelkus nanotechnologijas galima pakeisti fundamentaligsias biologines medZiagy
savybes: tirpumg, difuzijos galimybes, vaisty atpalaidavimo galimybes ir imunogeniSkuma.
Naudojant nanodaleles medicinoje pasiekiami efektyvesni ir patogesni stebéjimo metodai bei
uztikrinama maziau toksiSka terapija (Ho and Leong 2010). Pasitelkiant nanotechnologijas, kuriami
nauji sintetiniai metodai, kuriais biity galima tiksliai pagaminti norimo dydZio ir formos
nanodaleles, prijungti prie pavirSiaus vaisty molekules ir taip sukurti daugiafunkcius nanodarinius,
kurie vienu metu suteikty vaizdinimo galimybe ir pasiZyméty terapinémis savybémis (Misra et al.
2010; Grodzinski and Torchilin 2013).

Taigi, siekiant panaudoti nanodaleles biologiniam taikymui bei medicininiams tyrimams,
atliekamos pavirSiaus modifikacijos (Ho and Leong 2010; Wang and Chen 2011). Nanodaleliy
pavirSius gali biiti modifikuojamas jvairiais ligandais. Taip siekiama juos funkcionalizuoti ir

pritaikyti specializuotiems biologiniams ir medicininiams tyrimams.
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Nanodaleliy, tarp jy ir kvantiniy tasky, pavirSius modifikuojamas specifinio atpaZinimo
molekulémis. Sintetinant tokius biokonjugatus, prie karboksilo liekany daZniausiai kovalentiniu
ry$iu prijungiamos jvairios biomolekulés, pavyzdZiui, antiktinai, oligonukleotidai ar ligandai (Xing
et al. 2007; Smith et al. 2008). Buvo nustatyta, kad daugelio biomolekuliy tipy reaktyvumas po
konjungacijos prie nanodaleliy pavirSiaus iSlieka, nors jy rySio jégos ir susilpnéja. Tod¢l
biomolekuliy pavirSiaus imobilizacijos optimizavimas $iuo metu yra aktyviai tiriama sritis (Smith et
al. 2008).

Tarp skirtingy pavirSiaus modifikavimo metody yra ligandy mainai (Smith et al. 2008; Wang
and Chen 2011), kai hidrofobiniai pavirSiaus ligandai pakei¢iami bifunkciniais ligandais, tokiais
kaip merkaptoactortigstis, kurioje yra tiolio grupé ir i iSor¢ nukreipta hidrofiliné karboksilo ar
kitokia funkciné grupé. Tai sumaZina nespecifinj Igstelinj nanodaleliy jsisavinimg (Rotomskis 2007;
Smith et al. 2008). Kitas modifikavimo biidas (hidrofobiné sgveika) pagrjstas koordinacinio ligando
sgveika su amfifiliniu polimeru. Polimeruose yra alkiliniy grupiy, kurios sgveikauja su
hidrofobinémis trioktilfosfino oksido grupémis ir hidrofilinémis karboksilo grupémis. (Rotomskis
2007; Wand and Chen 2011).

Nanostruktiiry pavirSiaus funkcionalumas, reguliuojantis jy sasaja su biologinémis
sistemomis, yra svarbus veiksnys, apibréziantis biomedicininiy nanodaleliy taikymo tiek in vivo,
tiek in vitro elgseng. Pakeiciant jy fiziochemines savybes (pvz. pavirSiaus krivj ar hidrofobiskuma),
galima nulemti nanodaleliy pusamZj ir lokalizacija cirkuliacijos metu. Nanonesikliy gamintojai
naudoja hidrofilinius polimerus pavirSiaus padengimui, pvz. polietileno glikolj (PEG). Toks
pavirSiaus padengimas prailgina nanodaleliy cirkuliacijos pusamZzj ir padidina tikimybe, kad

nanodalelés sékmingai pateks j nustatytus taikinius organizme (Cheng et al. 2014).

1.4. Nanodalelés medicinoje

Nanotechnologija yra sritis, turinti daug skirtingo pritaikymo galimybiy medicinoje. Siuo
metu nanotechnologijos taikomos: fluorescenciniam biologiniam Zymeéjimui, vaisty ir geny
gabenimui, DNR strukttiros zondavimui, biomolekuliy bei 1gsteliy iSskyrimui ir i§gryninimui, MRT
kontrasto parySkinimui, taip pat jas bandoma pritaikyti kauly implanty struktiirinio stiprumo
padidinimui, kontroliuojamam vaisty atpalaidavimui, pagerintoms cheminéms sgveikoms bei
karkasy, skirty lagsteliy augimui ir audiniy pakeitimui, kirimui (Blatchley 2013). Dar viena
medicinos Saka, aktyviai vykdanti tyrimus su nanodalelémis yra odontologija, kurios tikslas —
pasiekti geresnes odontologiniy produkty mechanines savybes, jy didesnj atsparumg trinciai,
mazesnj susitraukima dZitinant bei pagerinti optines ir estetines savybes (Mirsasaani et al. 2013)
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Nanotechnologijos taip pat suteikia unikalias ir placias galimybes skirtas ankstyvai vézio
diagnostikai, prevencijai ir asmeninei terapijai. Nanodalelés, kuriy pavirSius tinkamai modifikuotas,
iSsaugant unikalias spektrines savybes ir jy aktyvuma, bei yra maZesnés nei 50 nm, patenka i lasteles
endocitozés biidu. Toks patekimas ] gyvas lgsteles puiki klinikinés praktikos perspektyva, o ypac
onkologinéms ligoms gydyti. Nanodaleliy pranaSumas diagnostikai ir gydymui gali biiti taikomas
ivairiais budais (Rotomskis et al. 2006):

* 1 nanodaleliy ertme galima jterpti Zymenis ar vaistus;

* nanodaleliy pavirSius gali biiti jvairiai modifikuojamas arba prijungiamas prie jo specifiniy
molekuliy, kad selektyviai nukreipty daleles j pasirinktg tikslg lastel¢je;

* nanodaleliy pory dydi galima reguliuoti pagal poreikj selektyviai iSleisti arba jsiurbti
biologines ar terapines medZiagas.

Inovatyvios nanodalelés, tokios kaip magnetinés nanodalelés, aukso nanodalelés ir kvantiniai
taskai, gali biiti panaudotos tiek vaizdinimo, tiek terapijos funkcijoms vienu metu (Cheng et al.
2014). Todél tikslinga vaisty terapija ir metodai, skirti ankstyvai patologiniy susirgimy diagnostikai,

Siuo metu yra prioritetinés tyrimy sritys (Misra et al. 2010).

1.5. Onkologiniuy susirgimu terapija

Onkologinés ligos yra viena pagrindiniy mirties priezasCiy visame pasaulyje. VézZiniy
susirgimy skaiius nuolat auga, kasmet daugiau nei 10 mln. Zmoniy diagnozuojami véZiniai
susirgimai, tuo tarpu fundamentinés jy gydymo strategijos Zymiy pasikeitimy neturi jau daugiau nei
tris deSimtmecius. Chirurginis augliy Salinimas, kurj seka chemoterapija ir radioterapija, vis dar
iSlieka pagrindiniai trys véziniy susirgimy gydymo btidai (Misra et. al 2010).

Radioterapija vadinamas gydymas didelés energijos jonizuojancigja spinduliuote. Ji naikina
veézines lasteles paZeisdama jy DNR molekules. Spinduliné terapija gali paZeisti DNR tiesiogiai,
arba sukurti laisvuosius radikalus lasteliy viduje, kurie naikinty DNR tam tikrais etapais. Tuomet
vézinés lagstelés, kuriy DNR yra paZeista, nustoja dalintis, Ziina ir pasiSalina i§ organizmo.

Radioterapija biina iSorin¢, kurios metu radiacija suteikiama iSoriniais prietaisais (iSorin¢
spinduliné radioterapija) arba vidiné (dar yra vadinama brachiterapija), kai radioaktyvi medZiaga
patalpinama ] organizmg Salia véziniy lasteliy. Sisteminé radioterapija naudoja radioaktyvias
substancijas, tokias kaip radioaktyvus jodas, kuris per kraujg gali nukeliauti iki véziniy lasteliy.

Spinduliné¢ terapija pacientams gali biiti skiriama tiek viena, tiek kartu su chirurgija,
chemoterapija ar abejomis i§ karto. Deja, bet radioterapija gali pakenkti ne tik véZinéms bet ir
sveikoms Igsteléms, kas veda link nepageidaujamy Salutiniy poveikiy, tokiy kaip pykinimas,
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vémimas, nuovargis, viduriavimas, padaZnéja $lapinimasis, kartais jis bana ir skausmingas. Sie
simptomai dazniausiai priklauso nuo spindulinés terapijos intensyvumo bei gydymo trukmes
(DeVita et al. 2008; Veldeman et al. 2008; Verellen et al. 2008).

Chemoterapija vadinamas prieSvéziniy vaisty, gydanciy véZines lasteles, vartojimas. Ji jau
naudojama kelis deSimtmecius ir yra vienas dazniausiy véziniy susirgimy gydymo biidy. Dauguma
atvejy chemoterapija paveikia veéziniy Igsteliy sugeb¢jimg augti ir daugintis. Skirtingos vaisty
grupées, skirtingais biidais kovoja su vézinémis lastelémis. Chemoterapija, kai kuriems vézio tipams
gydyti blina naudojama viena, tuo tarpu kitais atvejais ] pagalbg pasitelkiami papildomi gydymo
budai, pavyzdziui radioterapija ar chirurgija. Taip pat gan daznai yra naudojama keliy skirtingy
chemoterapiniy vaisty kombinacija. Tie patys chemoterapiniai vaistai gali biiti skiriami skirtinga
seka norint i§gydyti skirtingus onkologiniy susirgimy tipus. Chemoterapiniai vaistai gali biti
vartojami kaip ryjamos tabletés, injekcija (j raumenis, riebalinj audinj ar intravenin¢), skirti vartoti
iSoriskai bei skiriami tiesiogiai  pilvo ertmg (DeVita et al. 2008).

Nors chemoterapija yra gana efektyvi gydant véZinius susirgimus, taciau chemoterapiniai
vaistai nukeliauja ne tik j vézines Igsteles, bet ir pasklinda po visg organizmg. Tod¢l gydymo metu
gali pasireikSti ir daugybé Salutiniy poveikiy, tokiy kaip pykinimas, vémimas, plauky slinkimas,
viduriavimas, burnos opos ar anemija (DeVita et al. 2008).

Be pagrindiniy véZio terapijos biidy egzistuoja ir kiti, reCiau taikomi. Vienas tokiy —
fotodinaminé¢ terapija (FDT). Fotodinamings terapijos taikymo biidai susideda i$ trijy pagrindiniy
veiksniy: fotosensibilizuojan¢ios medzZiagos, Sviesos S$altinio ir deguonies, esancio audiniuose.
Sujungus Siuos tris komponentus, galima pasiekti bet kokio audinio cheminj naikinimg.

Pirmiausia ] organizmg yra suleidZiama fotosensibilizuojanti medziaga, tai dazniausiai
atliekama intraveniniu biidu, tuomet ji susikaupia greitai besidauginanciose Igstelése, tod¢l Salia
esanCiy lasteliy pazeidimo tikimybé yra minimali. Véliau fotosensibilizuojanti medZiaga yra
aktyvuojama tam tikro bangos ilgio Sviesa, kuri suzadina molekulinj deguonj ir susidaro singuletinis
deguonis ('0,) ir kiti radikalai, kurie veikia citotoksiSkai, o tai lemia lastelés nekroze ir apoptoze.
Tokiu budu fotodinaminés reakcijos metu yra suardomi pakit¢ audiniai. Kadangi fotosintezuojanti
medziaga kaupiasi greitai besidauginan¢iuose audiniuose, FDT pirmiausia buvo pradéta naudoti
veéziniy susirgimy gydymui (LukSiené 2003; Chin ef al. 2007).

Fotosintezuojancias medZziagas galima suskirstyti | porfirinus, chlorofilus ir dazus. Viena
ikiklinikiniams tyrimams daZniausiai naudojamy medziagy fotodinaminei terapijai yra chlorofiliSkos

substancijos — chlorinai. Jie gali biiti panaudojami daugeliui skirtingy gydymo biidy, nes pasiZymi
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tokiomis savybéms kaip geras sugerties koeficientas ilgesnéms Sviesos bangoms (~700-850 nm),
kurios lengviau prasiskverbia pro audinius nei trumpesnés bangos. Kitos svarbios fotosintezuojanciy
medZziagy savybés yra aukSta reaktyviojo deguonies kvantiné iSeiga, atsparumas iSblukimui,
natiiraliai aukstas cheminis stabilumas, fluorescencija bei Zemas toksiSkumas jy nesuzadinus Sviesa
(Chin et al. 2007) .

Nors fotodinaminé terapija yra perspektyvus gydymo budas dél auksto selektyvumo, kurio
truksta tiek chemoterapijai, tiek radioterapijai, taCiau iki Siol ji vis dar yra tik eksperimentinis
onkologiniy susirgimy gydymo biidas, d¢l tokiy Salutiniy poveikiy kaip ilgalaikis odos jautrumas
Sviesai po terapijos de¢l fotosensibilizuoty medziagy uzsilaikymo organizme, o ypatingai odoje
(Bachor et al. 1991; Allison et al. 2004; Chin et al. 2007).

Taigi, Siandien ankstyvas véZiniy susirgimy aptikimas ir gydymas vis dar yra silpnoji
technologijy vieta. Nepaisant daugybés tradiciniy gydymo bidy, tokiy kaip chemoterapija,
radioterapija ir fotodinaminé terapija, tobulinimo, véZio terapija vis dar néra optimali, kadangi ji turi
trakumy.

Esami terapijos budai daZznai susiduria su tokiais sunkumais kaip nespecifinis sisteminis
prieSvéziniy vaisty pasiskirstymas, neadekvacios vaisty koncentracijos, pasiekiancios auglj,
netoleruotinas citotoksiSkumas, ribota galimybé stebéti terapinius atsakus ir iSsivystantis atsparumas
vaistams. Reikalinga inovatyviy technologijy plétra, kuri leisty atpaZinti véZines lasteles ir
mikrometastazes bei visiSkai paSalinti onkologinius susirgimus (Misra et al. 2010). Tod¢l Siuo metu
bandomos kurti pazangios terapijos.

Vienas i§ tokiy metody - liposomy pritaikymas véZio terapijai. Zinoma, kad liposomos
daugiausia kaupiasi véZiniuose audiniuose. Tod¢l buvo sukurtos vienam fermentui, kurio daugiausia
gaminasi véZiniuose augliuose, jautrios liposomos. Kai fermentas sunaikina liposomas,
iSlaisvinamai vaistai ir nesveikos lgstelés ziiva. Tyrimai su laboratoriniai gyviinais parode, kad
taikant §] metodg auglius pasiekia didesné vaisty dalis nei gydant tradicine chemoterapija. Taciau
toks gydymas liposomomis, kaip ir daugelis kity, turi Salutiniy neigiamy poveikiy. Todél bandoma
kurti liposomas, kurios pasiZyméty stabilumu, galéty apsaugoti vaistus (pvz. biologinius), biti
»iSjungiamos‘‘ organizme, pernesti platesnj vaisty spektrg ar biiti nukreiptos ] vézines lasteles, taip
padidindamos efektyvuma ir saugumg (Utku 2011).

XXI amZius neabejotinai yra ,,1gsteliy terapijos amzius". Tai viena i§ perspektyviausiy, Siuo

metu tiriamy, pazeisty lasteliy, audiniy, organy bei jy funkcijy atstatymo strategijy. Lasteliy terapija
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laikoma nauju revoliuciniu traumy ir ligy gydymo budu, kuris leidzia atstatyti paZeistas ir sergancias
kiino dalis, transplantuojant sveikas ir naujas lasteles.

Siandien egzistuojanios lastelinés terapijos pradZia galima laikyti histologinio audiniy
suderinamumo komplekso atradimg ir pirmagsias kauly Ciulpy transplantacijas. Kauly ciulpy
transplantacija buvo pirmoji lgstelin¢ terapija pradéta taikyti klinikinéje praktikoje (Binello and
Germano 2012).

Lasteliné terapija apima ne vien lasteliy perkélimg pacientui, taCiau ir specifiniy lasteliy
aptikimg, iSgavima, paruoSimg ir galimas modifikacijas. Nors didZioji dalis lgstelinés terapijos
technologijy Siuo metu yra laboratoriniy tyrimy stadijoje, ta¢iau jau netolimoje ateityje planuojama
pradéti jas naudoti gydant genetines, degeneracines ir paveldimas ligas. Taip pat kovojant su
Ivairiais nepakankamumais ar deficitais, gydant audiniy paZeidimus ir onkologinius susirgimus
(Binello and Germano 2012; Brenner 2012).

Lasteliy terapija yra lgsteliy panaudojimas norint pakeisti ar atnaujinti pazeistg arba sergantj
audinj. Id¢ja priversti organizmo resursus efektyviai kovoti su ligomis ar regeneruoti pazeistus
audinius yra labai daug Zadanti. Tai sumaZinty Salutinius poveikius, sukeltus neselektyviy,
agresyvesniy gydymo biidy, pavyzdziui chemoterapijos, taciau tuo paciu palikty stipry gydomaji
poveik].

Lasteliné terapija galimai netolimoje ateityje taps standartine terapija ir apims toki
panaudojimo spektrg kaip pazeisty audiniy atnaujinimas, lasteliy transplantavimas audiniuose po
miokardinio infarkto ar neurodeneraciniy ligy gydymas, taip pat imuninés sistemos sureguliavimas,
vakcinacija dendritinémis Igstelémis ar antigenui specifisky T-Iasteliy perkélimas véZzio terapijai.

Lastelinés véZio terapijos tyrimuose naudojamos Sios Iasteliy populiacijos: imuninés lgstelés,
diferencijuotos Igstelés ir Siuo metu vienos placiausiai tiriamy ir daugiausiai Zadanc¢iy — kamienineés

lastelés.

1.6. Kamieninés lastelés
Kamieniné Igstelé¢ (KL) — tai Igstelé, kuri gali diferencijuotis ir suformuoti skirtingy tipy
specializuotas lasteles bei pasizymi ilgalaikiu savaiminiu atsinaujinimu. Jos pagal gebéjima
diferencijuotis arba plastiSkuma, skirstomos | klases: visagalés (totipotentines) lastelés, kurios gali
diferencijuotis ] visy rusiy organizmo ir placentos lasteles, jvairiagalés (pliuripotentinés) — j visy
trijy gemaliniy sluoksniy lgsteles, daugiagalés (multipotentinés) — j vieno gemalinio sluoksnio

lasteles ir vienagalés (unipotentinés) — | vienos risies Iasteles (Vallone et al. 2013).
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Visos kamieninés lgstelés pagal savo kilme skirstomos j prenatalines, dar vadinamas
embrioninémis, ir postnatalines, dar vadinamas somatinémis (suaugusio organizmo). Embrioninés
KL bei embriono gemalo Igstelés atitinkamai yra kilusios i§ vidinés blastocisty lgsteliy mases ir
pirmapradZiy gemalo lasteliy. Sios lastelés yra daugiagalés, kadangi gali atkurti visa organizma bei
diferencijuoti j beveik bet kurj lasteliy tipa, iSskyrus ekstralgstelinius audinius (pvz. placentg). Vis
delto, tyrimy su Siomis lastelémis ateitis néra aiSki, kadangi jie grieztai ribojami dél etiniy
sumetimy. Todél tyrimai vykdomi su suaugusio organizmo kamieninémis lgstelémis, dar
vadinamomis somatinémis (Reinecke et al. 2000).

Suaugusio organizmo kamieninés Igstelés randamos skirtinguose vietose: hemopoetinés
kamieninés lastelés iSgaunamos i§ kraujo, virkStelés kraujo kamieninés lgstelés — iS virkStel¢je,
iSkart po gimimo, esancio kraujo ir mezenchiminés kamieninés lgstelés — i§ kaulinio, kremzlinio,
riebalinio ir jungiamojo audinio (Reinecke et al. 2000).

Somatinés kamieninés lastelés, kurios randamos jau susiformavusiame organizme, yra
daugiagalés, kadangi gali diferencijuoti j kelis skirtingus specifinius lgsteliy tipus, taciau negali
atkurti viso organizmo. Tai, kas lemia kamieniniy lgsteliy diferenciacija, didele dalimi priklauso nuo
pacios lastelés parametry, pvz. jos genetinés informacijos. Vis délto, ar lgstelé diferencijuos ar
pasidalins yra nulemiama kamieniniy lgsteliy mikroaplinkos, kuri dar vadinama kamieniniy 1asteliy
niSa. NiSoje esanc¢iy kamieniniy lasteliy likimas priklauso nuo Salia esanciyjy ir kaimyniniy lasteliy
kontakto, sgveikos su ekstralgsteliniais aplinkos komponentais, augimg skatinanciais veiksniais,
citokinais, bei deguonies kiekio. Tokiomis niSomis galima laikyti gemalines lasteles, taip pat
kamieniniy lgsteliy telkinius aptinkamus plauko maiSelyje, plonyjy Zarny gaureliy kriptose, kauly
Ciulpuose, smegeny specifinése srityse. Taciau kamieniniy Igsteliy randama ir periferiniame
kraujyje, skeleto raumenyse, odoje, kepenyse (Vallone et al. 2013). Todé¢l kyla daug diskusijy, ar
visoms kamieninéms lgsteléms yra biitinos nisos.

Tyrimy metu mezenchiminés kamieninés lgstelés buvo isskirtos i§ peliy smegeny, bluZnies,
inksty, plauciy, uzkriicio, kasos, sausgysliy, riebalinio ir kity audiniy. Todél kilo klausimas, kokios
galéty buti jprastinés mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy in vivo mikroaplinkos salygos. Taip pat, ar
yra mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy niSos, kurios biity bendros visiems Siems audiniams. Viena i$
hipoteziy, kad Sios lastelés funkcionuoja autonomiskai ir nepriklausomai nuo jas supancios aplinkos

(Kolf et al. 2007).
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1.6.1. Mezenchiminés kamieninés lastelés arba mezenchiminés stromos lgstelés

Mezenchiminés kamieninés lagstelés (MKL) arba dar vadinamos mezenchiminés stromos
Iastelés yra daug tirta suaugusio organizmo kamieniniy lgsteliy riiSis. Pirmoji mezenchiminiy
kamieniniy lgsteliy charakterizacija buvo atlikta Friedenstein ir jo kolegy tyrimy metu, kurie
uzaugino ir padaugino kauly ¢iulpy nehemopoetines lgsteles, kurios galéjo virsti kaulinémis ir
kremzlinémis Igstelémis (Fridenstein et al. 1970). Taip pat mezenchiminés kamieninés lgstelés gali
diferencijuotis j raumenines, riebalines, sausgysliy ir raisciy Iasteles, odos, kauly ¢iulpy stromg ir net
nervines Igsteles (Dennis and Caplan. 2004). Jos yra heterogeninés ir jy savybés priklauso nuo
audinio ar organo vietos, i§ kurio jos yra iSskirtos. Kauly ciulpuose aptinkami dideli kiekiai
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy, tinkamy tiek eksperimentiniam, tiek klinikiniams tyrimams.
Taciau MKL kiekis ir jy diferenciacijos galimybés maz¢ja su amZiumi, tod¢l suaugusiyjy kauly
Ciulpai gali buti ir ne pats geriausias MKL S$altinis (Tuan et al. 2002).

MKL nuo kity kamieniniy lasteliy atskiriamos pagal pavirSiaus Zymenis. DaZniausiai tai
blina tam tikry pavirSiaus antigeny raiSka ar jy nebuvimas. Todé¢l Tarptautiné Lastelinés Terapijos
Bendruomené (angl. ISCT - International Society for Cellular Therapy) rekomenduoja naudoti tam
tikrus Zmogaus mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy identifikavimo kriterijus. Pirmiausia, Igstelés turi
pasizymeéti lipimu prie plastiko in vitro kultiirose. Antra, bent 95 % lasteliy populiacijos privalo
turéti pavirSiaus antigeny, tokiy kaip CD105, CD90, CD44, CD73, CD29, CD13, CD146, CD106,
CD54 ir CD166 ekspresija. Taip pat specifiniai Zymenys, tokie kaip CD45, CD34, CD10, CD14,
CD11b, CD49d, CD79a, CD106, CD31 ir HLA-DR gali buti aptinkami ne daugiau nei 2 % lasteliy.
PavirSiaus Zymenys yra tiriami pasitelkus tékmés citometrg. Trecia, lgstelés privalo gebéti
diferencijuotis | osteoblastus, adipocitus ir chondroblastus normaliomis in vitro diferenciacijos
salygomis (Dominici et al. 2006).

Sie kriterijai taikomi tik Zmogaus mezenchiminéms kamieninéms lasteléms, kadangi kitoms
ruSims jie gali skirtis. Pavyzdziui, literatiiroje daZniausiai aptinkami peliy mezenchiminiy
kamieniniy Igsteliy turimi pavirSiaus Zymenys yra CD9, CD24, CD29, CD44, CD47, CD49e, CD50,
CD98, CD106, CD138, CD147, Crll, Sca-1, tuo tarpu nebudinga pavirSiaus Zymeny CD45,
ODGFRa, CD117, CD90.1, MHC 1I raiSka. Taip pat peliy mezenchiminés kamieninés lgstelés
nepasizymi pavirsiaus Zymenimis CD3e, CD11b, CD45R, Ter-119, Ly-6G ir Ly-6C, kurie budingi

hemopoetinéms kamieninéms Igsteléms (Dominici et al. 2006; Zhu et al. 2010).
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Tyrimy metu buvo pasiektas didelis progresas atliekant fenotiping mezenchiminiy
kamieniniy lgsteliy charakterizacija ir identifikavimg naudojant tékmés citometrg FACS ir
magnetines atskyrimo technikas (Vallone 2013).

Taigi, mezenchiminés kamieninés lagstelés pasiZzymi tokiomis savybés kaip, greitas
dauginimasis lgsteliy kultiirose, yra daugiagalés, savaime gali diferencijuotis ex vivo, reguliuoja
apoptoze, taip pat gamina daug reguliaciniy baltymy, kurie turi jtakos uzZdegimui, audiniy atkirimui.
Mezenchiminémis kamieninémis lastelémis taip pat tinka lgsteliy ir imuninei terapijai, jy kiekio,
iSskiriamy 1§ suaugusio organizmo, pakanka klinikiniam naudojimui. D¢l Siy savybiy

mezenchiminés kamieninés 1astelés yra daug Zadancios kuriant naujas lastelines terapijas.

1.7. Kamieniniy lasteliy terapija

Kamieninés Igstelés gali biiti naudojamos lgstelinei terapijai, jy pritaikymas siejamas su
audiniy inZinerija, regeneracine medicina ar tikslingu prieSvéZiniy vaisty nugabenimu j navika.

Siuo metu vykdoma daugiau nei 10000 tyrimy, kurie apima kai kurias lastelinés terapijos
rusis. Taciau nepaisant Siy pastangy, 1astelinés terapijos perkélimas iS ikiklinikiniy tyrimy i kliniking
praktika kol kas yra nesékmingas procesas. Nors ir pats Igsteliy perkélimas yra sudétingas, taCiau
pagrindine priezastimi, kod¢l stringa Sis procesas yra metody trilkumas, kurie leisty stebéti
transplantuotas lgsteles neinvaziniu biidu visame Zmogaus organizme. Todél vienas 1§ didZiausiy
tiksly Igsteliy biologijoje yra sukurti skirtingy lasteliniy jvykiy molekuling dinamika in vivo. Tam
pagrindus padé€jo nanodaleliy jvedimas j gyvas lgsteles, kuris gali buti pritaikytas daugelyje sriciy,
tarp jy ir lasteliy sekimui, kuris yra biitinas kamieniniy Igsteliy tyrimams ir metastaziniy véziniy
lasteliy nustatymui. Taip pat prailgintas nanodaleliy cirkuliacijos pusamzis leisty ilgalaikj steb&jima,
toki kaip vienos molekulés sekimas gyvose Iastelése, kas padéty iStirti daugelj lasteliniy ir
molekuliniy procesy, ko nebuvo jmanoma padaryti anksc¢iau. (Srivinas et al. 2010).

Biitent todél dar viena sritis, kuri susilauké didelio mokslininky susidomeéjimo tai kamieniniy
lasteliy ir nanotechnologijy taikymas vézio terapijoje. Tyrimy duomenimis, tikslingas prieSvéziniy
vaisty pristatymas j konkrecius taikinius audiniuose ar lastelése gali biiti pasiektas patalpinus vaistus
1 nanostruktiiras, o kamieninés Igsteles panaudojus kaip vektorius. Nanodalelés prie kuriy prikabinti
ar jkapsuliuoti citostatikai turi daug privalumy, nes pasizymi geresne terapiniy medzZiagy
cirkuliacija, tiksliu vaisty nugabenimu, valdomu vaisty atpalaidavimu, didele krovinio talpa,

galimybé gabenti vienu metu kelias skirtingas terapines medZiagas bei sukelia maZiau Salutiniy
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poveikiy (Misra et al. 2010; Grodzinski and Torchilin 2013; Cheng et al. 2014). Taip pat tyrimy
metu nustatyta, jog kamieninés lastelés pasiZymi tropizmu link véZiniy lgsteliy.

Daug skirtingy tyrimy pateikia duomenis apie kamieniniy lgsteliy migracijg link pirminiy ir
metastaziniy augliy. [vairlis signalai gali skatinti migruoti jvairius lasteliy tipus, tarp jy ir
mezenchimines kamienines Igsteles. Kamieniniy Igsteliy migracija link auglio buvo jrodyta
daugelyje ikiklinikiniy tyrimy, naudojant laboratoriniy gyviiny modelius. Taip pat kamieniniy
lasteliy savybé migruoti | navikus buvo nustatyta beveik su visomis tirtomis Zmoniy véZinémis
lastelémis, tokiomis kaip plauciy vézys, piktybiné glioma, kriities vézZys, storosios Zarnos vezys,
kasos véZys, melanoma ir kiauSidZiy veézys (Dai et al. 2011).

Taigi remiantis literatiros duomenimis somatiniy kamieniniy lasteliy panaudojimas
onkologiniy susirgimy terapijai yra galimas jau netolimoje ateityje. Tai priklauso nuo
eksperimentiniy ikiklinikiniy bei klinikiniy tyrimy su laboratoriniais gyviinais pvz., pelémis, nes jy
mezenchiminés kamieninés lgstelés turi panaSias morfologines charakteristikas kaip ir Zmogaus
mezenchiminés kamieninés lgstelés ir gali biiti sékmingai iSskirtos i§ suaugusiojo individo kauly
Ciulpy be iSankstinio pacios pelés ar kaulo Ciulpo apdorojimo. Tod¢l peliy kamieninés Igstelés yra
svarbus jrankis eksperimentiniuose tyrimuose.

Norint iSvystyti efektyvig ir tikslingg vaisty nugabenimo sistema j véZines Igsteles pirmiausia
btini iSsamis tyrimai in vitro. Atliekant bandymus su kamieninémis lgstelémis svarbu jas
identifikuoti. Taip pat norint pritaikyti nanostruktiiras kaip vaisty neSiklius, biitina iStirti koki
poveikj nanodalelés turi kamieninéms lgsteléms, ar nepakeicia jy morfologiniy, vitaliniy savybiy.

Siame darbe atlieckami tyrimai su peliy somatinémis mezenchiminémis kamieninémis
Iastelémis ir modelinémis nanodalelémis, kvantiniais taskais (Qdot 625 carboxyl). Manome, kad
panasaus dydZio ir pavirSiaus padengimo nanostruktiiros turés tokj patj ar panaSy poveiki lasteliy
savybéms. Buvo tiriama ar kamieninés Igstelés geba kaupti nanodaleles, kokia jtakg Sios modelinés
nanodalelés turi lgsteliy metaboliniam aktyvumui. Taip pat norint nanostruktiiras panaudoti kaip
vaisty neSiklius, o kamienines lgsteles kaip vektorius, reikia iStirti ar 1gstelés gali migruoti ir kokig
itakg Iasteliy migracijai turi tirtos modelinés nanodalelés. Todél buvo tiriama kvantiniy tasky jtaka

lasteliy migracijai ,,zaizdos* modelyje bei transmigracijos modelyje in vitro.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Tyrimy vieta, aparatiira, medZiagos, terpés

2.1.1. Tyrimy vieta

Tyrimai atlikti 2012 — 2014 m. Vilniaus universiteto Onkologijos instituto, biomedicininés

fizikos laboratorijoje.
2.1.2. Aparatiira

Vertikalaus srauto laminaras, inkubatorius, tékmés citometras, centrifuga, sterilis
antgaliai, skenuojantis konfokalinis mikroskopas, konfokalinei mikroskopijai skirtos plokstelés,
diodinis lazeris (bangos ilgis 650 nm = 10 nm), 6, 24 ir 96 Sulinéliy plokStelés, 24 Sulinéliy

ploksteléms skirti jdéklai (Greiner Bio-one) su 8 um dydzio poromis.
2.1.3. Medziagos (gamintojas), terpés, laboratoriniai gyviinai

Etanolis (Stumbras, Lietuva), fetalinis verSelio serumas ir PBS (Biochrom, Vokietija), HBSS,
DMEM mitybiné terpé su L-alanylglutaminu, penicilino streptomicino misinys ir 0.25 % Trypsin-
EDTA (Gibco, JAV), kvantiniai taSkai (Qdot 625 ITK carboxyl (Invitrogen, JAV), XTT rinkinys
(Biological industries, Israelis), chlorinas e6 (Frontier Scientific, JAV), monokloniniai antikiinai
pries peliy lasteliy pavirSiaus antigenus: CD29, CD44 (Miltenyi Biotec, Vokietija), CD90.1(Thy-
1.1), Sca-1 (Santa Cruz Biotechnology, JAV), hemopoetiniai linijiniai Zymenys CD3e; CDI11b;
CD45R/B220; Ly-6G ir Ly-6C (Gr-1); TER-119/erythroid cells (Ly-76), atitinkamos izotipinés
kontrolés (BD Biosciences, JAV).

Laboratoriniai gyviinai - hibridinés B6D2F1(BDF1) pelés (C57BL/6 peliy linijos pateliy ir
DBA/2 patin¢liy pirmos kartos palikuonys (F1)), jsigyti i§ Inovatyvios Medicinos Centro (Vilnius,
Lietuva).

MH-22A - peliy kepeny karcinomos lgsteliy linija kultivuojama Vilniaus Universiteto

Onkologijos instituto, biofizikos laboratorijoje (Vilnius, Lietuva).
2.2. Metodai
2.2.1. Kamieniniy Igsteliy iSskyrimas i$ peliy kauly

Peliy kamieniniy lasteliy populiacijos iSskyrimas buvo atliktas pagal Zhu protokolg (Zhu et

al. 2010), taikant tam tikras modifikacijas. Tyrimuose naudoti 6-8 savaiciy, 20-25 g laboratoriniai
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gyvinai, hibridinés B6D2F1(BDF1) pelés (C57BL/6 peliy linijos pateliy ir DBA/2 patinéliy pirmos
kartos palikuonys (F1)). Leidimas Nr. 0190 atlikti eksperimentus su gyvinais, iSduotas Valstybinés
maisto ir veterinarin€s tarnybos.

Kamieniniy lasteliy populiacija iSskirta i§ peliy kauly. Gyvinams buvo atlikta stuburo
slanksteliy dislokacija. Pelés dezinfekuojamos 70 % etanolio tirpalu. Steriliais jrankiais
iSpreparuojami ilgieji galiniy kaulai (blauzdikaulis, Slaunikaulis).

Skalpeliu i§preparuoti kaulai susmulkinami 1-3 mm’ gabaliukais, plaunami HBSS x 3ir~2 h
inkubuojami 37°C su 1 mg/ml kolagenaze II purtan¢iame inkubatoriuje, purtymo greitis
200 aps./min. Po inkubacijos kaulai iSs¢jami DMEM mitybin¢je terp¢je su L-alanylglutaminu,
praturtinta 10 % fetaliniu verSelio serumu ir 1% penicilino streptomicino miSiniu ir paliekami 3 d.
inkubatoriuje 37° C temperaturoje, esant 5 % CO,.

Pragjus atitinkamam laiko tarpui, pakeiiama terpé, paSalinant neprikibusias lasteles.
Prikibusios lgstelés po dar 5 d. atkabinamos paSalinant terpe ir pridedant 3 ml 0,25 % tripsino/EDTA
tirpalo. Tuomet kauly gabaléliai kartu su Igstelémis pers¢jami | flakonus taip leidZiant
mezenchiminéms kamieninéms Igsteléms toliau migruoti i§ kauly. Véliau terpé keiciama kas 3 d.,
kol pasiSalina neprikibusios lgstelés ir kauly nuolauzos. Kai lgsteliy monosluoksnis pasiekia 80-

90%, tuomet lastelés perséjamos. Tyrimams naudotos 4-8 pasazo Igstelés.
2.2.2. Kamieniniy lasteliy kultivavimas

Kamienineés Igsteles, kurios buvo iSskirtos 1§ peliy ilgyjy galiiniy kauly inkubuojamos 37° C
esant 5 % CO2, pilnoje augimo terpéje: DMEM + 1 % L-glutamino, 10 % fetalinio verSiuko serumo
ir 1 % penicilino streptomicino miSiniu. Terpé kei¢iama kas 3 d. Kai Igsteliy monosluoksnis pasiekia
~90 % padengima, jos yra perséjamos.

Lasteliy pers¢jimas atliekamas vertikalaus srauto laminare. Lastelés praplaunamos fosfatiniu
buferiu (PBS) tris kartus. Tuomet lastelés uzpilamos 1 ml 0,25 % tripsino/EDTA tirpalu ir
inkubuojamos 37° C, kol Igstelés atsikabina nuo flakono dugno. Po to inaktyvuojamas T/E su tokiu
paciu kiekiu pilnos augimo terpés ir 10 min centrifuguojama 400 g. Supernatantas paSalinamas,
lastelés suspenduojamos pilnoje augimo terpéja ir pers¢jamos | auginimo 25 cm?2 darbinio ploto

flakonus arba naudojamos eksperimentuose.
2.2.3. Lasteliy populiacijos imunofenotipavimas

IS peliy kauly iSskirty kamieniniy lasteliy pavirSiaus struktiiry identifikavimas atliktas

tékmés citometrijos metodu pagal Suzuki (Suzuki et al. 2002).
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Tyrimui buvo paimtos 4-5 pasazo iSskirtos peliy kauly kamieninés Igstelés, jos plaunamos
PBS kelis kartus. Tada lastelés, kuriy koncentracija 3 x10° Igst/ml, resuspenduojamos $altame PBS
su 10 % fetaliniu verSelio serumu. Tuomet pridedami Zyméti monokloniniai antikiinai. Analizés
metu buvo naudoti Zyméti monokloniniai antikiinai prie$ peliy Igsteliy pavirSiaus antigenus: CD29,
CD44, CD90.1(Thy-1.1), Sca-1, hemopoetinius linijinius Zymenis (CD3e; CD11b; CD45R/B220;
Ly-6G ir Ly-6C (Gr-1); TER-119/erythroid cells (Ly-76)). Taip pat atitinkamos izotipinés kontrolés.
Inkubuojama 30 min 4°C tempetariiroje.

Praéjus inkubacijos laikui, lastelés plaunamos tris kartus PBS tirpalu. Tada 10* lasteliy
atlickamas tyrimas naudojant tékmeés citometra FACSCaliburTM (Becton Dickinson, JAV),

duomenys apdoroti FlowJo v10.0 programine jranga.
2.2.4. Skirtingy nanodaleliy koncentraciju poveikis metaboliniam Igsteliy aktyvumui

Eksperimentui naudojamos kamieninés lagstelés, kurios buvo iSskirtos i§ peliy ilgyjy kauly. |
96 Sulinéliy plokstele lasteles i§séjamos koncentracija 5 x 10° /em?® t.y. 1,7 x 10? j viena Sulinélj.

Lasteleés 24 val. paliekamos prikibti. Po to uZneSami kvantiniai taskai skirtingomis
koncentracijomis ir skirtingais laiko momentais, t.y. 24 val. ir 48 val. iki matavimo. Eksperimento
metu naudoti 8 uM Qdot® 625 ITK™ Carboxyl kvantiniai taSkai. Buvo pasirinktos 320 nM,
160 nM, 107 nM, 80 nM, 40 nM, 16 nM, 8 nM, 4 nM ir 1 nM kvantiniy taSky koncentracijos.

Prag¢jus atitinkamam laikui atliekamas Igsteliy metabolinio aktyvumo tyrimas XTT metodu,
naudojant gamintojo instrukcija.

ParuoSiamas tirpalas: § 5 ml XTT reagento jpilama 0,1 ml aktyvavimo tirpalo. Tuomet ]
kiekvieng Sulin¢l; jpilama po 50 wul paruosto tirpalo, plokstelé perkeliama ] inkubatoriy
24 valandoms. Po 24 val. plokSteleé iSimama ir iSmatuojamas optinis tankis esant 490 nm. Gauti

rezultatai apdorojami MS Office Excel programa.
2.2.5. Véziniy lasteliy kultivavimas

Eksperimenty metu buvo naudojamos vézinés peliy lastelés. MH-22A (angl. Mouse
Hepatoma, 22-as pirminis navikas, A - subkultiira) — tai peliy kepeny karcinomos lasteliy linija,
kurios gautos i§ peliy standZiosios hepatomos 22A linijos.

Lastelés auginamos 25 cm?” darbinio ploto steriliame flakone DMEM mitybinéje terpéje su
L-alanylglutaminu, praturtintu 10 % fetaliniu verSelio serumu ir 1 % penicilino streptomicino

miSiniu bei laikomos inkubatoriuje 37°C temperatiiroje, esant 5 % CO; ir palaikomam drégnumui.
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Terpé kei¢iama kas 3 dienas. Kai lgsteliy monosluoksnis pasiekia 90 %, tuomet jos

perséjamos, Saldomos arba naudojamos eksperimentuose.
2.2.6. Nanodaleliy kaupimasis kamieninése 1astelése

Norint atlikti bandymus su nanodalelémis reikia iStirti jy patekimo laikg j lasteles.

Bandymo metu naudotos i§ peliy kauly iSskirtos kamieninés lgstelés. Lastelés iSséjamos |
konfokalinei mikroskopijai skirtas ploksteles (LabTek, JK), koncentracija 5-10 x 10° last/cm® ir
paliekamos prikibti 24 val. 37 C temperattiroje, esant 5 % COs,.

Pragjus atitinkamam laiko tarpui j Sulin¢lius su prikibusiomis lgstelémis skirtingais laiko
intervalais likus 15 min, 30 min, 1, 3, 6 ir 24 valandoms iki matavimo jneSamos modelinés
nanodalelés, komerciniai kvantiniai taSkai (Qdot® 625 ITK™ Carboxyl Quantum Dots)
koncentracija 8 nM. Pra¢jus inkubavimo laikaui kvantiniai taSkai buvo nuplauti (nuplaunami terpéje
esantys kvantiniai taSkai) ir uzpilama nauja terpé. Tokiu biidu Igstelés paruoSiamos tolimesniems
steb¢jimams.

Nanodaleliy patekimo tyrimui buvo naudojamas temperatiira, pastoviag drégme ir CO,
koncentracijg palaikantis blokas ir skenuojantis konfokalinis mikroskopas Eclipse TE2000-S, C1
plus (Nikon, Japan). Kvantiniy tasky Zadinimui buvo naudojamas Argono lazeris, kuris skleidZia
488 nm bangos ilgio Sviesg. Standartiniai vaizdai gauti naudojant trijy kanaly RGB detektorius su

juostiniu filtry pralaidumu (raudonas kanalas — 621-755 nm).
2.2.7. Kamieniniy Igsteliy migracija ,,Zaizdos* modelyje in vitro

Kamieniniy Igsteliy migracijos in vitro Zaizdy modelyje tyrimas atliktas pagal Liang
protokola (Liang et al. 2007). Kai iSskirtos i§ peliy kauly kamieninés lgstelés pasiekia 90 %
padengima, jos yra pers¢jamos, o dalis lasteliy iSs¢jamos i dvi 33 mm konfokalinei mikroskopijai
skirtas ploksteles, tankiu 2x10* lqst./cmz. Tuomet Igstelés paliekamos prikibti 24 val.

Pragjus atitinkamam laikui ] vieng plokstel¢ jneSamos modelinés nanodalelés (kvantiniai
taskai (KT)) ir paliekama 24 val. inkubuotis. Po to Igsteliy monosluoksnis, tiek su kvatiniais taskais,
tiek be jy, ibréziamas tiesia linija su 200 ul pipetés galiuku taip sukuriant ,Zaizda“. Tada
praplaunama su PBS tris kartus, kad buty paSalintos atkibusios lgstelés ir uZpilama 2,5 ml terpés.
Méginiai patalpinami } mikroskopo temperatirinj blokg su palaikoma 37°C temperatiira, pastovia
drégme ir 5 % CO,. Lasteliy migracija kas 15 min, 24 val. laikotarpyje, vertinta skenuojanciu

konfokaliniu mikroskopu Eclipse TE2000-S C1 plus. Nanodaleliy Zadinimui buvo naudojamas
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Argano lazeris. Vaizdai gauti naudojant trijy kanaly RGB detektorius su juostiniu filtry pralaidumu

(raudonas kanalas — 621-755 nm).

Gauti vaizdai apdoroti su ImagelJ ir Nikon EZ-C1 FreeViewer programomis.
2.2.8. Kamieniniy Igsteliy migracija transmigracijos modelyje in vitro

Atliekat kamieniniy lasteliy migracijos tyrimg su nanodalelémis ir be jy, buvo naudojami
idéklai (Greiner Bio-one) su 8 um dydzio poromis, kurie pritaikyti 24 Sulinéliy ploksteléms.

Pirmiausia j dvi 24 Sulin¢liy ploksteles (po 8 Sulin¢lius) iSs¢jamos MH-22A véZinés lastelés,
koncentracija 2x10* last/cm? ir paliekamos inkubatoriuje prikibti 24 val.

Taip pat | 6 Sulinéliy plokstele iSs¢jamos iSskirtos i§ peliy kauly kamieninés lastelés
koncentracija 4x10* lalst/cm2 ir paliekamos prikibti 24 val. 37° C temperatiroje, esant pastoviai
drégmei ir 5 % CO,.

Po 24 val. kai kamieninés Igstelés jau prikibusios, ] tiriamuosius bandinius su nanodalelémis
jneSami kvantiniai taskai (Qdot 625 ITK carboxyl) ir paliekama inkubuotis 24 val.

Pra¢jus inkubacijos laikui kamieninés lgstelés praplaunamos fosfatiniu buferiu (PBS),
atkabinamos nuo plokstelés dugno, centrifuguojamos. Po to supernatantas pasalinamas, o lgstelés

suspenduojamos mitybinéje terpé€je be serumo.

I&skirtos
kamieninés
lastelés

|

- a® &

24 sulinéliy 7
plokételéms

skirtas jdéklas
(Greiner Bio-one)

Po 16val.

MH-22A

A
Membrana su 8§ pm \ }'

dydZio poromis ; f
e 24 gulinéliy ] Migravusios
plokétele kamieninées lastelés

Pagalinamos nemigravusios lastelés

'

— I Lasteliy fiksavimas ir]

Medvilninis
pagaliukas

daZiymas

3 pav. Kamieniniy lasteliy migracijos eksperimento schema (pagal Palmisano 2010).
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Dalis MH-22A lasteliy paveikiamos fotodinamine terapija. Lastelés inkubuojamos valandg
su chlorinu e6, koncentracija 10° M. Chlorinas — tai fotosensibilizatorius, kuris gerai kaupiasi
navikiniuose audiniuose. Taip pat jis turi ilgg tripletinés biisenos gyvavimo trukme bei gera
singuletinio deguonies generavimo kvantinj naSumg. Pra¢jus inkubacijos laikui chlorinas e6
suzadinamas diodiniu lazeriu, kurio bangos ilgis 650 nm + 10 nm, spinduliuotés spektro plotis <
8 nm (FWHM). Lastelés su fotosensibilizuojan¢ia medZiaga Svitinamos 40s, 2J/cm? doze.

Kai lastelés paruoSiamos 1 24 Sulinéliy ploksteles patalpinami jdéklai, i kuriuos ineSama
paruostos kamieninés lastelés, 10x10° lasteliy.

Lastelés inkubuojamos 16 val. po to jdéklai iStraukiami, jy vidus Svelniai, medvilniniais
pagaliukais, sukamaisiais judesiais iSvalomi, kaip pavaizduota 3 paveiksle, taip pasSalinant lasteles
kurios nemigravo. Pramigravusios per jdékly membrany poras Iastelés fiksuojamos, dazomos
kristaliniu violetu ir DAPL.

Lasteliy fiksavimas

Lasteles fiksuojamos 4 % formaldehido tirpale fosfatiniame buferyje (pH 7,4 — 7,6). UZpylus
fiksavimo tirpalo, lastelés inkubuojamos 5 min. kambario temperatiiroje. Po to 1astelés plaunamos
PBS tirpalu tris kartus. Kai formaldehido tirpalas paSalinamas, uzpilama 100 % metanolio ir
inkubuojama ~5 min, kambario temperatiiroje. Po inkubacijos lgstelés plaunamos PBS tirpalu.
Fiksuotos lgstelés 4 C temperatiiroje uzpilamos PBS gali biiti laikomos keletg dieny.

Lasteliy daZymas kristalinu violetu

Kristalinis violetinis, dar vadinamas genciano violetas, N-[4-[bis[4-(dimetilamino)-
fenil]metilen]-2,5-cikloheksadien-1-ilidin]-N-metilmetanamino chloridas. Lasteliy dazymo metodas
pagristas kristalinio violetinio daZo prisijungimu prie baltymo. Pirmiausia paruo$iamas pradinis
0,05 % tirpalas 20 % etanolyje ir latkomas kambario temperaturoje. Kai bandiniai uzfiksuojami ant
lasteliy uzpilami daZzai ir inkubuojama 30 — 45 min kambario temperatiiroje. Tada kristalinis violetas
nuplaunamas kelis kartus PBS tirpalu.

Lgsteliy branduoliy daZymas DAPI

Kad Iasteles, kurios buvo uzfiksuotos ant idékly membrany, biity lengviau atskiriamos ir
tiksliau suskaiCiuojamos, dazomi jy branduoliai. DAPI (4'-6-diamidino-2- fenilindolas) gali bti
naudojamas dazant tiek gyvy, tiek fiksuoty lgsteliy branduolius.

Fiksuotos kamieninés lgstelés inkubuojamos kambario temperatiiroje 10 — 20 min. su DAPI
(Molecular probes) tirpalu PBS (1 ug/ml). Po inkubacijos lastelés plaunamos tris kartus fosfato

buferiniu tirpalu.
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Kamieninés Igstelés, kurios migravo per membranos poras vertinamos kiekiu. Naudojant
mikroskopo X10 didinimo objektyva, suskaiciuoti kiekvieno bandinio 10 atsitiktiniy matymo lauky

ir iSvesti vidurkiai su standartine paklaida.
2.2.9. Eksperimentiniy duomeny analizé

Eksperimenty duomenims apdoroti buvo naudojama FlowJo programiné jranga, Imagel ir
Nikon EZ-C1 FreeViewer grafinés programos bei Microsoft Excel skai¢iuoklé. Grafinis duomeny
pateikimas atliktas taip pat su Microsoft Excel. Kiekybiniai bandymy rezultatai pateikiami kaip
aritmetiniai vidurkiai su standartiniu nuokrypiu. Dviejy imc¢iy vidurkiy lyginimui buvo taikomas

t testas. StatistiSkai patikimais laikomi rezultatai, kai p <0,05.
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3. 3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Peliy kamieniniy lasteliy iSskyrimas ir identifikavimas

Siuo metu tyrimams somatinés mezenchiminés kamieninés lastelés dazniausiai i$skiriamos i¥
suaugusio organizmo kauly &ulpy, riebaliniy audiniy ar kauly (Zhu er al. 2010). Siame darbe
kamienines lgstelés buvo isskirtos i$ peliy ilgyjy kauly (Slaunikaulio ir blauzdikaulio).

ISskirta Igsteliy populiacija pasiZyméjo mezenchiminéms kamieninéms lgsteléms biidingomis
savybémis: augimo pobiidZiu, morfologinémis savybémis (jprastinémis salygomis auga kaip
adheziniy lgsteliy kulttra, buidinga fibroblastinéms lasteléms charakteringa morfologija).

Buvo atliktas specifiniy pavirSiaus antigeny identifikavimas tékmés citometrijos metodu.
Gauti rezultatai parode, kad lgsteléems biidingi peliy mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy pavirSiaus
zymenys: Sca-1, CD29 ir CD44 (97, 99, 63 % atitinkamai). Taip pat iSskirtoms i§ peliy lastelems
nebiidinga (maziau nei 5%) pavirSiaus Zymeny raiska: CD117(c-kit), CD90.1(Thy-1.1), MHC II.
Lastelés buvo Lin neigiamo fenotipo, joms nebiidinga hemopoetiniy linijiniy Zymeny (CD3e;
CD11b; CD45R/B220; Ly-6G ir Ly-6C(Gr-1); Ter-119(Ly-76)) raiska.

Atsizvelgiant | gautus duomenis ir lyginant su literatiiroje pateiktais duomenimis (Sung et al.
2008; Zhu et al. 2010; Cuiffo and Karnoub 2012), galime teigti, kad misy iSskirta i$ peliy kauly

lasteliy populiacija yra mezenchiminés kamieninés lastelés.

3.2. Nanodaleliy poveikis kamieniniy Iasteliy metaboliniam aktyvumui

Lasteliy gyvybingumui ir proliferacijai jvertinti placiai naudojamas XTT (2,3-bis12-metoksi-
4-nitro-5-sulfofenill-2H-tetrazolio-5-karboksianilido natrio druska) testas. Gyvybingumo ir
proliferacijos vertinimas yra pagristas mitochondrinés dehidrogenazés fermenty aktyvumu, kuris
biidingas gyvoms lasteléms. Sis fermentas skaido XTT iki vandenyje tirpaus oranZinio formazano
produkto. Susidariusio formazano produkto kiekis matuojamas naudojant spektrofotometra, taip
jvertinamas salyginis lgsteliy gyvybingumas, Kkuris tiesiogiai proporcingas dél metabolinio
aktyvumo susidariusiy spalvoty formazano junginiy kiekiui. Yra jrodyta, kad Sis virsmas vyksta tik
gyvose lgstelése (Bensaid et al. 2000).

Tiriant skirtingy modeliniy nanodaleliy (Qdot 625 carboxyl) koncentracijy jtakg i§ peliy
iSskirty kamieniniy lgsteliy metaboliniam aktyvumui naudojome tetrazolio druskomis paremtus

testus (XTT).
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Sio tyrimo metu pasirinkti 24 ir 48 h inkubacijos su nanodalelémis laiko intervalai. Kadangi

olimesniuose bandymuose buvo tiriama nanodalely kaupimasis lastelése ir susikaupusiy nanodaleliy

jtaka migracijai Siame laiko intervale. Mezenchiminiy kamieniniy lasteliy migracija organizme yra

gana greitas procesas (Gao et al. 2001), tod¢l svarbu Zinoti ar per tokj laiko tarpa nepasireiSkia

kvantiniy tasky jtaka lgsteliy gyvybingumui.

Miisy gauti rezultatai parode, jog po 24 val. kamieniniy Igsteliy inkubacijos su modelinémis

nanodalelémis, didZiausia kvantiniy tasky (Qdot 625 carboxyl) 320 nM koncentracija neigiamai

veikia Igsteliy metabolinj aktyvuma (4 pav.). Tuo tarpu, nanodaleliy koncentracijoms esant 160 nM,

107 nM ir 80 nM, lyginant su kontrole, nebuvo jokio poveikio Igsteliy gyvybingumui, duomenys nuo

kontrolés nesiskyré statistiSkai patikimai. Taip pat buvo nustatyta, jog esant maZesnei kvantiniy

taSky koncentracijai t.y. nuo 1nM iki 40 nM, lasteliy metabolinis aktyvumas buvo didesnis,

duomenys skyrési statistiSkai patikimai, lyginant su kontrole.
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4 pav. Modeliniy nanodaleliy (kvantiniy tasky Qdot 625 carboxy) jtaka kamieniniy lasteliy
metaboliniam aktyvumui. Santykinis metabolinis aktyvumas procentais lyginant su kontrole po 24 val.
inkubacijos su skirtingomis kvantiniy taSky koncentracijomis (1-320 nM). Statistiskai patikimus skirtumus
lyginant su kontrole (K) Zymi * (p<0.05).

Nanodaleliy poveikis kamieniniy Igsteliy metaboliniam aktyvumui buvo tirtas ir po 48 val.

Iasteliy inkubacijos su skirtingomis kvantiniy tasky koncentracijomis. IS gauty duomeny matome,

jog esant didZiausiai 320 nM nanodaleliy koncentracijai buvo nustatytas neigiamas poveikis lasteliy

metaboliniam aktyvumui (5 pav.). Taciau esant maZesnéms koncentracijoms 160 nM ir 80 nM
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neigiamo poveikio lagsteléms nebuvo, lyginant su kontrole (duomenys nesiskyré statistiSkai
patikimai).

Taip pat Sio tyrimo metu, prag¢jus 48 val. lasteliy inkubacijai esant 107 nM, 40 nM, 16 nM,
8 nM, 4 nM ir 1 nM kvantiniy tasky koncentracijoms, buvo nustatytas teigiamas poveikis Igsteliy
gyvybingumui. Lyginant su kontrole, Igsteliy metabolinis aktyvumas buvo didesnis, duomenys
skyrési statistiSkai patikimai.

Atsizvelgiant | tyrimo metu gautus rezultatus (4 ir 5 paveikslai) matome, kad tiek po 24 val.,
tieck po 48 val. lasteliy inkubacijos su kvantiniai taSkas buvo gauti panaSiis rezultatai, 13steliy

metabolin] aktyvuma neigiamai veikia didZiausia 320 nM kvantiniy taSky koncentracija.
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5 pav. Modeliniy nanodaleliy (kvantiniy tasky Qdot 625 carboxy) jtaka kamieniniy lasteliy
metaboliniam aktyvumui. Santykinis metabolinis aktyvumas procentais lyginant su kontrole po 48 val.
inkubacijos su skirtingomis kvantiniy tasky koncentracijomis (1-320 nM). Statistiskai patikimus skirtumus
lyginant su kontrole (K) Zymi * (p<0.05).

Esant maZoms kvantiniy tasky koncentracijoms, Igsteliy metabolinis aktyvumas buvo
didesnis lyginant su kontroliniais bandiniais tiek po 24 val. tiek po 48 val. lasteliy inkubacijos su
nanodalelémis. Abiem atvejais (po 24 val. ir 48 val.), teigiama jtaka kamieniniy lgsteliy
gyvybingumui, buvo kvantiniy taSky koncentracijoms esant 1-40 nM, duomenys statistiSkai
patikimi.

Panasus rezultatai aptinkami ir literatiiroje. Kiti autoriai parodé, kad esant maZesnéms TiO,
nanodaleliy koncentracijoms stebimas teigiamas poveikis kininio Ziurkéno kiauSidZiy lasteliy (CHO-

34



K1) gyvybingumui. Taciau nanodaleliy koncentracijg padidinus iki 200 uM teigiamas poveikis
mazeja (Wang et al. 2011), panaSius rezultatus gavo ir kiti autoriai, kurie atliko bandymus su silicio
nanodalelémis, kuriy koncentracijoms esant 1-10 ug/ml nebuvo pastebima neigiama jtaka lasteliy
metaboliniam aktyvumui, taCiau koncentracijas padidinus 50-100 ug/ml lasteliy gyvybingumas
sumaz¢jo (Drescher et al. 2011).

Vis délto literatiiroje randama duomeny ir apie neigiamg nanodaleliy jtakg Iasteliy
gyvybingumui. Tiriant sidabro nanodaleles (koncentracijoms esant nuo 1,56 iki 400 ug/ml),
pasireiSké neigiamas poveikis tirty Igsteliy metaboliniam aktyvumui (Arora et al. 2008; Jain et al.
2009). Panasius rezultatus apraSo ir kiti autoriai, kurie atliko bandymus su aukso nanodalelémis, kai
koncentracijos buvo 1nM ir 5nM. Tokios koncentracijos tur¢jo neigiamos ijtakos lasteliy
gyvybingumui (Vetten et al. 2013).

Toks skirtingas nanodaleliy poveikis Igsteliy gyvybingumui gali biiti paaiSkinamas
nanostruktiiry sudétimi, dydziu, kruviu, padengimu, koncentracija, taip pat skirtingu inkubacijos
laiku, lasteliy tipu. Sie poveikio lasteléms désningumai ir mechanizmai reikalauja iSsamesniy
tyrimy.

Sis eksperimentas, kurio tikslas buvo nustatyti modeliniy nanodaleliy (kvantiniy tasky) jtaka
kamieniniy Igsteliy metaboliniam aktyvumui, rodo, kad tirtos modelinés nanodalelés tinkamos
tolimesniems eksperimentams su lgstelémis parinkus tinkamas koncentracijas, kurios neturi
neigiamos jtakos jy gyvybingumui. Tai svarbu norint panaudoti kamienines lasteles kaip transporto
sistemas nanodaleliy gabenimui. Taigi tolimesniuose bandymuose atsizvelgiant j eksperimento metu
gautus duomenis buvo naudotos Zemesnés (4 — 16 nM) kvantiniy tasky koncentracijos, kurios

nepasiZyméjo neigiama jtaka peliy kamieninéms lgsteléms.

3.3. Nanodaleliy kaupimasis kamieninése Igstelése

Siekiant nustatyti modeliniy nanodaleliy ,.krovinio* jtaka kamieniniy lgsteliy migracijai
bitina istirti, ar tiriamos nanodalelés patenka j Iasteles ir koks yra optimalus ty daleliy kaupimosi
lastelése laikas. Literatiiroje randama duomeny, jog nanodaleliy kaupimasis vienose lgstelése
fiksuojamas po 15 min, kitose - po 24 val. ar net ilgesnio laikotarpio (Dalamakiené et al. 2013,
Vatten et al. 2013, Zang and Monteiro-Riviere 2009).

Sio tyrimo metu, norint nustatyti optimaly nanodaleliy kaupimosi iSskirtose i§ peliy
kamieninése lastelése laika, buvo pasirinkti skirtingi laiko intervalai: 15 min, 30 min, 1, 3, 6 ir

24 val.
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Atlikus tyrima nustatéme, jog modelinés nanodalelés (kvantiniai taskai) jau po 15 ir 30 min
inkubacijos nedidéliais kiekiais, smulkiose vezikulése, aptinkamos lastelés citoplazmoje,
lokallizuotos membraninéje dalyje (6 pav. A, B). Literatiroje aptinkama duomeny, kuriuose buvo
tiriamos skirtingos lasteliy linijos ir kvantiniy tasky (Qdot 625 carboxyl) kaupimasis jose. Kity
autoriy pateikti rezultatai rodo, jog nanodalelés lgstelése kaupiasi keliomis stadijomis. Pirmiausia
kvantiniai taskai kaupiasi ant kai kuriy Igsteliy membranos pavirSiaus, po to patenka i Igsteliy vidy
(Dalamakien¢ et al. 2013), taCiau misy tiriamoms kamieninéms Igsteléms nebiidingas toks
nanodaleliy kaupimasis ties membrana, kvantiniai taSkai iSkart aptinkami lasteliy citoplazmingje
dalyje.

Pragjus inkubacijos 1 val. vezikulése esanciy kvantiniy tasky kiekiai padidéja, jie pasklinde
placiau po lasteliy citoplazma (6 pav. C). Po 3 val. kamieniniy Igsteliy citoplazmoje vis dar stebimas
kvantiniy tasky kiekio did¢jimas (6 pav. D). Susidaro smulkios vezikulés, kurios lokalizuojasi prie
branduolio.

Pragjus 6 ir 24 val. nuo eksperimento pradZios kamieninése 1gstelése stebimos nanodaleliy
sankaupos stambesnése vezikulése, kurios iSsidésto aplink branduolj, taciau j jj nepatenka (6 pav. E,
F). Literaturoje taip pat yra duomeny jog nanodalelés nepatenka j Iasteliy branduolius (Greulich et
al. 2011; Cui et al. 2013; Dalamakiené et al. 2013)

Visais tirtais latko momentais, kvantiniai taskai Qdot 625 carboxyl iSskirtose i§ peliy kauly
kamieninése lastelése kaupési pastebimai. Taciau literatiroje randama duomeny, kuriuose pateikti
rezultatai rodo, jog vienose lgstelése kvantiniai taSkai geriausiai matomi po 3 val. inkubacijos
periodo, kitose jie ] Iasteles patenka pragjus 10 val. inkubacijos laikui (Dalamakien¢ et al. 2013).

Taip pat buvo atlikti kity autoriy tyrimai su sidabro nanodalelémis. Zmogaus mezenchiminés
kamienines 1gstelés 24 val. buvo inkubuotos su skirtingomis sidabro nanodaleliy koncentracijomis.
Buvo gauti rezultatai, jog Siy nanodaleliy kaupimgsis Zmogaus mezenchiminése kamieninése
lastelése priklaus¢é nuo koncentracijos, jy kaupimosi lokalizacija buvo panaSi kaip ir misy

tyrimuose, jos sudar¢ sankaupas aplink branduolj (Greulich et al. 2011).
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6 pav. Kvantiniy tasky Qdot 625 carboxyl kaupimasis iSskirtose i§ peliy kamieninése Igstelése.
Inkubacijos laikas su modelinémis nanodalelémis: A — 15 min, B =30 min, C — 1 val,, D — 3 val., E —
6 val., ir F- 24 val. Kairéje Sviesinés mikroskopijos nuotraukos, viduryje - fluorescencinés mikroskopijos
ir deSingje - kombinuotos. Mastelio juosta — 10 um.
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Literatiiroje taip pat randama duomeny apie tyrimus, kuriy metu buvo tirtas aukso
nanodaleliy kaupimasis skirtingose lgsteliy linijose. Buvo nustatyta, kad optimalus kaupimosi laikas
visose tirtose lastelese buvo ~8 val. Taip pat gauti rezultatai, kad aukso nanodalelés labiausiai
kaupiasi aplink Igstelés branduolj, citoplazmoje susidaro didelés vezikulés, be to aukso nanodalelés
nesikaupia organelése, tokiose kaip branduolys ar mitochondrijos (Cui et al. 2013). Miisy atlikto
tyrimo metu, pastebéta panasi tendencija, kai tirtos modelinés nanodalelés patenka i lasteliy
citoplazmg ir kaupiasi didelémis sankaupomis aplink kamieniniy lasteliy branduolius, taciau
optimalus nanodaleliy kaupimasis buvo stebimas pra¢jus 24 val.

Manome, kad skirtinga lgsteliy kaupimosi kinetika priklauso nuo nanodaleliy dydzio,
pavirSiaus padengimo bei tiriamy lasteliy ir, kad vienodo dydZio ir pavirSiaus padengimo
nanodalelés Iastelése kaupsis panasiai.

Sio eksperimento tikslas buvo nustatyti nanodaleliy kaupimasi kamieninése lastelése jis
parod¢, kad tirtos nanodalelés, kvantiniai taskai, gali kauptis Igsteliy citoplazmoje ir jy kiekis
lasteléje priklauso nuo inkubacijos laiko. Tai svarbu, atliekant tolimesnius tyrimus, kuriy metu bus
tiriama, ar pateke ] kamieniniy lgsteliy vidy kvantiniai taSkai neturés poveikio jy migracijai.

Atsizvelgiant | bandymy metu gautus rezultatus tolimesniuose eksperimentuose pasirinktas

24 val. 1asteliy inkubacijos laikas su tiriamais kvantiniais taskais.

3.4. Kamieniniy lasteliy migracija ,,Zaizdos‘‘ modelyje in vitro

Mezenchiminés kamieninés lastelés, dél placiy taikymo galimybiy yra aktyviai tiriamos
daugelyje lastelinés terapijos sriciy. Viena i$ jy — mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy migracija, kuri
gali biti pritaikyta véziniy susirgimy gydymui, pasitelkiant Igsteles kaip transporto sistemas, skirtas
nanodariniy, prie kuriy biity galima prikabinti kelis skirtingus vaistus vienu metu, tikslingam
nugabenimui ] navika. Tod¢l buvo atliktas tyrimas, kurio tikslas nustatyti ar modelinés nanodalelés
turi jtakos peliy mezenchiminiy kamieniniy lasteliy migracijai in vitro.

Atlikus kamieniniy Igsteliy migracijos tyrimg Zaizdy modelyje in vitro nustatyta, kad esant
pradinei 369 um plocio ,,zaizdai* 1asteliy monosluoksnyje (1 pav. (a)) iSskirty kamieniniy lasteliy be
kvantiniy tasky migracija truko 12,5 val., kol Zaizdos uZaugimas pasieké 100 %. Tuo tarpu
bandinyje su kvantiniais taskais (1 pav. (b)) kamieniniy lgsteliy migracija, kol Zaizdos uZaugimas
pasieké 100 % truko 14,5 val., taciau lgsteliy monosluoksnio pradinis ,,zaizdos* plotis ¢ia buvo
didesnis - 401 um. Paskaiciuota, kad kamieniniy lasteliy be nanodaleliy migracijos greitis Zaizdos
modelyje in vitro buvo 0,49 um/min, o su nanodalelémis - 0,46 um/min. Migracijos greitis skyrési
~5 %. Manome, kad Sis skirtumas néra pakankamas, kad galétuméme teigti, jog kvantiniai taskai turi
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poveik] lasteliy migracijai. Todél galime tvirtinti, kad miisy tirti kvantiniai taSkai (Qdot 625
carboxyl) neturi jtakos peliy kamieniniy lasteliy migracijai Zaizdy modelyje in vitro.

Literatiiroje aptinkama tyrimy, kuriy metu buvo tiriamos aukso nanodalelés. Siy tyrimy metu
buvo tiriama ar Sios nanodalelés turi jtakos RG2 (Ziurkés gliomos) ir BAEC (galvijy aortos
endotelio) Igsteliy linijy migracijai ,,Zaizdos* modelyje in vitro. Buvo nustatyta, kad lastelés, kurios
buvo inkubuotos su aukso nanodalelémis migruoja greiciau, lyginant su kontrole. Autoriai parode,
kad Sios nanodalelés turi teigiama poveiki 1asteliy migracijai (Rahman 2010).

Taip pat literatiiroje yra darby, kuriy metu buvo tiriamos TiO, nanodalelés ir jy poveikis
lasteliy migracijai. Buvo nustatyta, kad Sios nanodalelés ,,Zaizdy* modelyje in vitro turi neigiamos
itakos lasteliy migracijg. Tiriamy lgsteliy migracija priklaus¢é nuo TiO, dydzio. Kuo didesné
nanodalelé buvo, tuo ilgiau truko ,,Zaizdos gijimas* lyginant su kontrole. O inkubavus Igsteles su
196 nm skersmens dalelémis, jy migracija buvo iSvis sustabdyta (Hou ez al. 2013). Manome, jog tai

priklauso nuo nanodariniy sandaros, dydZio, aplinkos salygy, bei tirty lasteliy.

369 um; t0 249 um; t:5h 30min R 0 um; t:12h 30min

331 um: t:5h 30min 232 um; t:9h 30min 0 um; t: 14h 30min

7 pav. Kamieniniy lasteliy migracija in vitro Zaizdy modelyje. Be nanodaleliy virSuje (a), su
nanodalelémis apacioje (b). Baltomis linijomis paZyméti Zaizdos pakra$¢iai, rodyklé rodo Zaizdos plotj
mikrometrais (um). Migracijos laikas nurodytas valandomis ir minutémis.

Sio eksperimento tikslas buvo jvertinti modeliniy nanodaleliy jtaka peliy kamieniniy lasteliy

migracijai ,,Zaizdos* modelyje in vitro. Jis parode¢, kad lagstelés geba migruoti su nanodaleliy
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,Kroviniu“ ir kvantiniy tasky jtaka jy migracijai nepasireiSké. Tai svarbu planuojant ir atliekant
tolimesnius bandymus, bei vertinant kamienines lasteles kaip galima nanodariniy gabenimo sistema.
Sios modelinés nanodalelés naudojome ir tolimesniuse kamieniniy lasteliy migracijos

eksperimentiniuose tyrimuose.

3.5. Kamieniniy lasteliy migracija transmigracijos modelyje in vitro

Atlikus tyrimg ,,Zaizdos* modelyje in vitro buvo nustatyta, kad kvantiniai taskai neturi jtakos
kamieniniy Igsteliy migracijai 2D. Taciau, norint panaudoti mezenchimines kamienines Igsteles kaip
transporto sistema, yra svarbu nustatyti, kokig jtaka lasteliy migracijai gali turéti jvairiis aplinkos
faktoriai, pavyzdZziui, vézinés lastelés (Zinoma, jog mezenchiminés kamieninés lgstelés pasiZzymi
tropizmu link véZzinés mikroaplinkos (Menon et al. 2007; Hoshino et al. 2013)) ar kitos terapijos
(fotodinaminé, radioterapija). Taip pat svarbu iStirti kaip kamieniniy lasteliy migracija paveiks
aplinkos salygos ir kvantiniai taskai lgsteléms migruojant 3D aplinkoje.

Sio darbo metu buvo atliktas tyrimas, kurio metu naudojant jdéklus su 8 wm skersmens
poromis buvo vertinama lasteliy migracija pro Sias poras keliais aspektais. Pirmiausia, ar modelinés
nanodalelés turi jtakos kamieniniy lasteliy migracijai pro poras transmigracijos modelyje. Taip pat,
ar vézinés lagstelés skatina mezenchimines kamienines Igsteles migruoti, bei ar fotodinamine terapija
paveiktos vézinés Igstelés turi jtakos lgsteliy migracinéms savybéms.

Tyréme ar nanodalelés turi jtakos peliy kamieniniy lgsteliy migracijai pro 8 um skersmens
poras. Migracija buvo vertinama kaip pramigravusias Igsteliy kiekio vidurkis kiekvieno bandinio
deSimtyje atsitiktinai parinkty matymo lauky. Nustatéme, kad iS peliy iSskirtos kamieninés 1gstelés
geba migruoti per jdéklo membranos poras (8 pav. (A ir C, B ir D)). Kamieninés Igstelés, kurios
prieS bandyma buvo inkubuotos su kvantiniais taskais (Qdot 625 carboxyl), ir tos, kurios buvo be
nanodaleliy migravo tokiomis paciomis salygomis, duomenys buvo panaSiis. Migravusiy lasteliy
kiekis nesiskyre statistiSkai patikimai. Taigi i§ migracijos in vitro tyrimo metu gauty rezultaty,
galime teigti, jog miisy tiriamos modelinés nanodalelés neturi jtakos kamieniniy lasteliy migracijai

transmigracijos modelyje.
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8 pav. 8 pav. Kamieniniy lasteliy migracija pro membrang su 8 um skersmens poromis. VirSuje
uzfiksuotos migravusios Igstelés viename matymo lauke: A — mezenchiminés kamieninés lgstelés su
kvantiniais taskais; B — mezenchiminés kamieninés Igstelés su kvantiniais taskais ir MH-22A 1astelémis; C
— mezenchiminés kamieninés lgstelés kvantiniy tasky; D — mezenchiminés kamieninés lastelés su MH-
22A lastelémis. Apacioje tiriamame plote migravusiu lasteliy skaiCius vnt. * - Zymi statistiSkai patikimus
skirtumus (p<0.05) lyginant su atitinkama kontrole.

Taciau literatiiroje randama duomeny, kurie apraSo tyrimus su TiO, nanodalelémis ir jy
poveiki mezenchiminiy kamieniniy lasteliy migracijai in vitro, naudojant jdéklus su 8 um skersmens
poromis. Siy bandymy metu gauti rezultatai buvo priesingi miisy gautiems rezultatams. Bandymo
autoriai nustaté, jog jy tyrimo atveju kamieniniy Igsteliy migracijg neigiamai veikia TiO;

nanodalelés lyginant su kontrole, kurioje Igstelés nebuvo inkubuotos su nanodalelémis. Duomenys
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skyreési statistiSkai patikimai. Taip pat Sio tyrimo metu buvo nustatyta, jog mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy migracijai jtakos turi ir tirty nanodaleliy dydis. Buvo pasirinktos skirtingo
dydzio TiO; (14 nm, 108 nm, 196 nm) ir gauti duomenys parode, kad kuo didesné nanodalel¢, tuo ji
turi daugiau neigiamos jtakos lgsteliy migracijai. (Hou 2013) Taigi skirtingi tyrimu rezultatai
skirtingy bandymu metu gaunami dél nevienody aplinkos salygy (pvz. terpés, fetalinio verSelio
serumo koncentracijos), taip pat skirtingus rezultatus gali lemti paciy nanodaleliy sudétis, pavirSiaus
modifikacijos ar ypa¢ dydis, kaip rodo tyrimai su titano nanodalelémis.

Atsizvelgiant | miisy tyrimo gautus rezultatus galime teigti, kad iSskirtos i$ peliy kamieninés
lastelés gali migruoti in vitro ir tam neturi jtakos modelinés nanodalelés, kvantiniai taskai. Taigi
manome, jog vienodo dydZio ir tokio pat pavirSiaus padengimo nanodalelés neturéty daryti jtakos
mezenchiminiy kamieniniy 13steliy migracijai.

Taip pat Sio tyrimo metu buvo tirta, ar vézinés lastelés turi jtakos 1gsteliy migracijai. IS gauty
duomeny ( 8 pav.(B ir D)), matome, kad didZiausias skaiCius kamieniniy Igsteliy, (vidutinis Igsteliy
skaiCius viename matymo lauke 242 vnt. ir 240 vnt.) pramigravo tuose bandiniuose, kuriy Sulinéliy
apacioje, prie$ idedant jdéklus su 8 um skersmens poromis, buvo uzsétos vézinés lasteles MH-22A.
Buvo paskaiciuota, kad toks migravusiy lasteliy kiekis yra artimas 100% lasteliy, kurios buvo
nestos ] idéklus eksperimento pradZioje.

IS gauty duomeny matome, jog migravusiy kamieniniy lgsteliy skaifius viename matymo
plote, buvo mazesnis (141 vnt. ir 126 vnt.) tuose bandiniuose, kuriy Sulinéliuose prie$ idedant
transmigracijos tyrimui skirtus jdéklus, nebuvo iSsétos vézinés Igstelés. PaskaiCiuota kad Siuose
bandiniuose migravusiy Igsteliy skai¢ius nuo pradinio, kuris buvo jpiltas j jdéklus, yra artimas 55%.
Palyginus duomenis tarp ty Igsteliy, kurios migravo ploksteliy Sulin¢liuose, kuriuose buvo MH-22A,
ir ty, kurios migravo i Sulinélius, kuriuose prie§ bandyma nebuvo vézZiniy Iasteliy, gavome, jog link
véziniy lasteliy migravusiy kamieniniy lasteliy skaicius iki 90 proc. didesnis ir duomenys skiriasi
statistiSkai patikimai.

Taigi galima teigti, kad musy iSskirtos i§ peliy kamieninés lastelés yra linkusios migruoti
link véZiniy lasteliy. MH-22A lastelés turi teigiamos jtakos lasteliy migracijai.

Literatiiroje taip pat randama tyrimy, kuriy metu autoriai naudojo jdéklus su 8 um skersmens
poromis in vitro tyrimuose, norédami nustatyti, ar Zmogaus kamieninés lgstelés migruoja link
véziniy lasteliy. Rezultatai buvo panasiis | miisy eksperimento metu gautus rezultatus. Nustatyta,

kad mezenchiminés kamieninés lgstelés migruoja link kriities véZzio lgsteliy (Dwyer et al. 2007).
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Literatiiros Saltiniuose toks kamieniniy lgsteliy tropizmas link véZiniy Iasteliy yra
grindZiamas tuo, jog augliai pagamina didelj rinkinj chemokiny ir citokiny, kurie yra ligandai
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy receptoriams. Didelis kiekis citokiny/receptoriy pory (pvz. SDF-
1/CXCR4 ar SCF/c-Kit), adhezinés molekulés, B1-, ir B2-integrinai ir L-selektinas taip pat yra
siejami su kamieniniy Igsteliy tropizmu. Kiti angiogeniniai ir uZdegiminiai citokinai bei augimo
faktoriai, tokie kaip IL-8, neurotrofinas-3, TGF-8, IL-18, TNF-a, PDGF ir EGF, taip pat paspartina
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy migracija link veéZiniy lasteliy (Gao et al. 2013; Hoshino et al.
2013). Taciau molekuliniai mechanizmai uztikrinantys link auglio nukreipta migracija dar néra
visiSkai iSaisSkinti. Ypa¢ daug klausimy kyla dél transplantuoty kamieniniy Igsteliy elgesio ir
funkcijy. Todél norint pritaikyti kamienines lasteles kaip vektorius, skirtus nugabenti nanodaleles }
auglius, reikia atlikti iSsamesnius ikiklinikinius tyrimus. Tam pasitelkiamos modelinés sistemos,
kurios parodyty, kaip Igstelés migruoja link véZiniy lasteliy ir ar jy migraciniam gebéjimui turi
jtakos nanodalelés.

Atlikus bandymus ir nustacius, kad modelinés nanodalelés neturi jtakos kamieniniy Iasteliy
migracijai, o veZinés lgstelés skatina jas migruoti, buvo susidométa literatiiroje pateiktais
bandymais, kurie teigia, jog galima pagerinti tropizmg ir mezenchiminiy kamieniniy lgsteliy
Jsitvirtinimg véZinéje mikroaplinkoje mazomis Svitinimo dozémis (Menon et al. 2007).

Kamieniniy Igsteliy migracijos tyrimo metu buvo atliekamas eksperimentas, kurio tikslas
nustatyti, ar 1§ peliy iSskirtos mezenchiminés kamieninés lgstelés in vitro migruoja efektyviau link
véziniy lasteliy, jei aplinkoje esancios véZinés lgstelés yra paveikiamos fotodinamine terapija, t.y.
inkubuojamos su fotosensibilizuojan¢ia medZiaga, chlorinu €6, ir Svitinamos diodiniu lazeriu 40 s,
dozé 2 J/em®.

Sio eksperimento metu vienos véZinés lastelés, prie§ kamieniniy lasteliy migracijos tyrima,
buvo paveiktos fotodinamine terapija, kitos — nepaveiktos fotodinaminés terapijos ir trecios - tik
Svitintos, be fotosensibilizuojancios medziagos (Ce6b).

IS gauty duomeny, kurie pateikti 9 pav. matome, kad visuose bandiniuose kamieninés
lastelés migravo. Daugiausia 235 vnt. (vidutinis lasteliy skaiius viename matymo lauke)
kamieniniy Igsteliy migravo bandinyje, kuriame vézinés lastelés (MH-22A) buvo tik Svitintos, bet
nepaveiktos fotosensibilizuojancia medziaga (Ce6) (9pav. A). Tai beveik 99% visy lasteliy, kurios

buvo jpiltos i ideklus su 8 um skersmens poromis.

43



B

8

8

Tirtame plote migravusiy lasteliy skaitius (vnt.)
8 [

1
| *
r
1
r 1
r 1
o+ > I 5 I ? I . ' : i z

MEKL + KT + MEKL + KT + MEKL + KT + MEKL + MH22A + MEKL+ MH22ZA+ MEKL+MH22A
MH2Z2A + MHZZA + MH22A Evitinimas Svitinimas + Ce6
Svitinimas vitinimas + Ce6

9 pav. Kamieniniy lastelés migracija pro membrang su 8 um skersmens poromis. VirSuje uzfiksuotos
migravusios lgstelés viename matymo lauke: A — mezenchiminés kamieninés lastelés su KT ir Svitintos
MH-22A ; B - mezenchiminés kamieninés lastelés su kvantiniais taskais, MH-22 A paveiktos fotodinamine
terapija; C — mezenchiminés kamieninés lastelés su kvantiniais taSkai ir MH-22A; D — mezenchiminés
kamieninés Igstelés be kvantiniy tasky ir Svitintos MH-22A; E — mezenchiminés kamieninés Igstelés, MH-
22A paveiktos fotodinamine terapija; F — mezenchiminés kamieninés Igstelés be kvantiniy taSky ir MH-
22A. tiriamame plote migravusiu lasteliy skai¢ius vnt. * - Zymi statistiSkai patikimus skirtumus (p<0.05)
lyginant su atitinkama kontrole

Rezultatai rodo, kad nebuvo patikimo skirtumo tarp kamieniniy lasteliy, kurios migravo
bandiniuose, kuriuose veézinés lastelés buvo paveiktos fotodinamine terapija, ir tarp ty, kurios

migravo tiriamoje grupg¢je, kurioje MH-22A nebuvo paveiktos Ce6 ir Svitintos.
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Taip pat nenustatytas statistiSkai patikimas skirtumas ir tarp kamieniniy lasteliy, kurios
migravo bandinyje, kuriame véZinés lastelés buvo tik Svitintos, bet be Ce6 ir tarp bandinio, kuriame
MH-22A buvo paveiktos fotodinamine terapija.

Peliy kamieniniy lgsteliy, migravo daugiau tuose bandiniuose, kuriuose vézinés lastelés buvo
tik Svitintomis diodiniu lazeriu 40 s, dozé 2 J/cm? nei tos, kurios migravo méginiuose, kuriuose MH-
22A nebuvo paveiktos Svitinimu ir fotosensibilizuojan¢ia medZiaga (migravusiy lagsteliy kiekis nuo
pradinio kiekio atitinkamai buvo 99 % ir 76 %). Duomenys skyrési statistiSkai patikimai. Taciau
patikimo skirtumo nebuvo analogiSkuose bandiniuose, kuriuose Igstelés buvo be kvantiniy taSky,
todél norint patvirtinti teigiama Svitinimo jtaka reikalingi iSsamesni tyrimai.

Tuo tarpu literatiiroje aptinkama duomeny, kad vietinis Svitinimas paspartina mezenchiminiy
kamieniniy lasteliy migracijg ir audiniy gijimg. Autoriai $ig tendencija paaiSkina bendru kamieniniy
lasteliy tropizmu link pazeisty audiniy ir tai, kad fotodinaminé terapija gal€jo sustiprinti galima
sinergija tarp spindulinio gydymo ir augliui specifiSko nanodaleliy-mezenchiminiy kamieniniy
lasteliy nukreipimo (Gao et al. 20013).

Sio tyrimo metu taip pat buvo tiriama, ar modelinés nanodalelés turi jtakos i peliy kauly
i§skirty mezenchiminiy kamieniniy lasteliy migracijai. Lyginant gautus duomenis, pateiktus 9 pav.,
kuriuose lgstelés su kvantiniais taskais ir be jy migravo tokiose paciose aplinkos salygose,
statistiSkai patikimo skirtumo nebuvo. Tai jrodo, kad misy tirtos modelinés nanodalelés nedaro
poveikio kamieniniy lasteliy migracijai Siomis salygomis.

Remiantis kamieniniy Igsteliy migracijos jvertinimo in virto tyrimo metu gautais
duomenimis galime teigti, kad nanodalelés neturi jtakos peliy kamieniniy lasteliy migracijai, bet jos
pasizymi tropizmu link véZiniy lasteliy. Fotodinaminé terapija, kuria buvo paveiktos véZinés lastelés
bandiniuose in vitro salygomis, neturéjo poveikio lgsteliy migracijai. Taip pat i§ atliko bandymo
gauty duomeny galima teigti, kad kamienines lgstelés migruoja link véziniy (MH-22A) Iasteliy,
nepriklausomai ar jos su kvantiniais taskais, ar be jy. Tai gali biti dél véZiniy lgsteliy sekretuojamy
faktoriy ar iSskiriamy metaboliniy produkty, taip pat del atitinkamy receptoriy raiSkos
mezenchiminése kamieninése lgstelése. Kad bty tiksliai nustatyta kokios medZiagos ir kokie

mechanizmai veikia kamieniniy Igsteliy migracijg reikalingi iSsamesni tyrimai.

3.6. Rezultaty apibendrinimas
Darbo metu i§ hibridiniy B6D2F1(BDF1) peliy kauly iSskyréme lastelés. Lastelés

pasiZymé¢jo mezenchiminéms kamieninéms lgsteléms biuidingomis savybémis: augimo pobidZiu,
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morfologija, taip pat pavirSiaus Zymeny Sca-1, CD29 ir CD44 raiSka. Taip pat neaptikome ir
hemopoetiniy linijiniy Zymeny.

Tyréme modeliniy nanodaleliy jtaka lasteliy metaboliniam aktyvumui. Nustatéme jog misy
naudotoms kamieninéms Igsteléms kvantiniy taSky koncentracija (iSskyrus didziausig (320 nM))
neturéjo neigiamos jtakos. Sie rezultatai reikalingi siekiant panaudoti kamienines lasteles kaip
transporto sistemas nanodaleliy gabenimui.

Nanodaleliy kaupimosi kamieninése 13stelése tyrimo metu nustatéme, jog kvantiniai taSkai,
gali kauptis peliy kamieniniy Igsteliy citoplazmoje, bet ne organelése (pvz., branduolyje), o jy kiekis
lasteléje priklauso nuo inkubacijos laiko.

Kamieniniy lasteliy migracijos ,,Zaizdos* modelyje in vitro tyrimo metu, nustatéme, jog
lastelés geba migruoti su nanodaleliy ,.kroviniu* ir kvantiniy tasky jtaka jy migracijai nepasireiske.

Taip pat atlikome kamieniniy Igsteliy migracijos tyrimus, kuriy metu naudojant jdéklus su
8 um skersmens poromis vertinome Igsteliy migracijg keliais kriterijais: ar modelinés nanodalelés
turi jtakos kamieniniy lasteliy migracijai. Taip pat, ar véZinés lastelés skatina mezenchimines
kamienines lagsteles migruoti, bei ar fotodinamine terapija paveiktos véZinés lastelés, turi itakos
lasteliy migracinéms savybéms.

Ivertinus rezultatus, galime teigti, kad naudoti kvantiniai taSkai neturi jtakos kamieniniy
Iasteliy migracijai in vitro. Taciau nustatéme jog kamieninés Igstelés linkusios migruoti link véZiniy
lasteliy.

Tiriant ar kamieniniy Igsteliy migracijai turés jtakos neigiamas poveikis j vézines lasteles, jas
paveikéme fotodinamine terapija. Nustatéme, jog fotodinaminé terapija neturéjo poveikio
kamieniniy lasteliy migracijai transmigracijos modelyje in vitro. Taip pat kavntiniai taskai neturé¢jo
itakos migracijai taikant fotodinaming terapija.

Visi Sie gauti rezultatai svarbiis siekiant panaudoti mezenchimines kamienines Igsteles kaip

vektorius prieSvéziniy vaisty pristatymui j navika.
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ISvados

. IS peliy iSskirtg lagsteliy populiacijg sudar¢ mezenchiminés kamieninés lgstelés. Populiacija

pasizyméjo kamieninéms lgsteléms budingomis morfologinémis savybémis, augimo pobidZiu

bei pavirSiaus Zymeny raiska.

Kvantiniai taskai kaip modelinés nanodalelés gali biti naudojami su kamieninémis lgstelémis.
Parinkus tinkamas koncentracijas kvantiniai taSkai 48 val. laikotarpyje neturé¢jo neigiamos jtakos

kamieniniy lgsteliy metaboliniam aktyvumui.

Peliy kamienines lasteles galima efektyviai ,,pakrauti” kvantiniais taskais. Jie Zymiais kiekiais

aptinkami stambiose vezikulése 1gsteliy citoplazmoje praéjus 24 val.

Kvantiniai taskai neturi jtakos peliy kamieniniy lgsteliy migracijai in vitro zaizdy modelyje.

Lasteliy su nanodalelémis migracijos greitis nesiskyré nuo kontroliniy.

. Kiekybiniais transmigracijos in vitro tyrimais nustatyta:

a. Kvantiniy taSky ,krovinys* neturi jtakos kamieniniy Igsteliy migraciniam gebéjimui
transmigracijos modelyje in vitro. Migravusiy lasteliy kiekiai nesiskyreé.

b. Vézinés MH-22A lastelés skatina kamieniniy lasteliy migracijg link jy ir kvantiniai taSkai
Siam procesui jtakos neturi. Migravusiy lgsteliy kiekis, esant véZinéms lgsteléms, buvo iki 90
proc. didesnis.

c. Fotodinaminés terapijos neigiamas poveikis vézinéms Igsteléms neturi jtakos kamieniniy

lasteliy migracijai ir kvantiniai taSkai taip pat neveikia. Migravusiy lasteliy kiekiai nesiskyré.

Simona Lenortayic¢iuté
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