7.NANOTECHNOLOGIJOS — VEZIO OPTINEI BIOPSIJAI

Svarbiausioji Siandienio onkologijos mokslo problema — kaip rasti buda
selektyviai paSalinti ar sunaikinti navika. Chemoterapiniai vaistai néra selektyviis
navikui ir neigiamai veikia visa Zmogaus organizma. Navikams Svitinti
naudojama jonizuojanti spinduliuoté taip pat néra selektyvi, ji pazeidzia ir
aplinkinius sveikus audinius. Vienas i§ radikaliausiy metody yra chirurginis,
taciau, norint uztikrinti sékminga operacija, tenka Salinti ir prie naviko esancius
sveikus audinius. XX a. aStuntajame deSimtmetyje sukurtas naujas navikiniy ligy
gydymo metodas — fotosensibilizuota naviky terapija (literatiiroje daznai
vadinamas fotodinamine terapija), kuri pasizymi selektyvumu navikiniams
dariniams, taciau taikyma diagnostikai ir gydymui riboja daugelis kity veiksniy
(Dolmans ir kt., 2003; Rotomskis ir kt., 2002). Fotosensibilizuotai terapijai
naudojami fotosensibilizatoriai gali buti taikomi ir sensibilizuota fluorescencija

gristai navikiniy audiniy optinei biopsijai. Sie fotosensibilizatoriai gana
selektyviai kaupiasi navikiniuose audiniuose ir pasizymi diagnostikai tinkamomis
fluorescencinémis savybémis (7.1 pav.). Taciau jy taikyma optinei biopsijai riboja
nepakankamas fluorescencijos intensyvumas ,,audiniy optinio skaidrumo lango”

srityje ir mazas fotostabilumas.
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7.1 pav. Sensibilizuoto navikinio audinio optiné biopsija



Siuo metu | pagalba medikams ateina naujos technologijos. Ypaé
perspektyvios yra nanotechnologijos. Nanotechnologijoms  priskiriamos
tyrin¢jimy ir technologiju sritys, kuriy objektas — struktiiry, irankiy ar sistemuy,
jeigu ju matmenys yra nuo 1 iki 100 nm, kiirimas. Sios srities mokslininkai kuria
daugiafunkcius nanodaleliy darinius, kurie taikomi medicinoje ligoms diagnozuoti
bei gydyti. D¢l mazo dydzio tokios struktiiros pasizymi unikaliomis savybémis
bei funkcijomis. Beveik visos Sios dalelés, atitinkamai chemiSkai modifikavus ju
pavirsiy, gali tapti biosensoriais, fluorescenciniais zymenimis ar tiksliniais vaisty
neSikliais (7.2 pav.). Tyrimu duomenimis, tikslingas antinavikiniy vaisty
pristatymas { konkreCius taikinius lastelése ar audiniuose gali buti pasiektas
iterpus vaistus 1 nanodaleles. [kapsuliuoti i nanodaleles citostatikai veikia

veiksmingiau ir sukelia maziau Salutiniy poveikiy.
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7.2 pav. Daugiafunkcé nanodalelé. Dalelés apvalkalas gali bti modifikuotas hidrofiliniais
polimerais, tikslinémis biologinio atpazinimo, vaisty molekulémis arba vaizdinimo Zymenimis.
Vidinis dalelés branduolys gali buti kietas (pavyzdziui, kvantiniy tasky) arba skystas (pavyzdziui,
liposomy)

Nanotechnologijos sudaro beveik neribotas galimybes kuriant modifikuotas

nanodaleles ivairiais taitkymo medicinoje tikslais (7.3 pav.).
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7.3 pav. Nanotechnologijy taikymas medicinos tikslams. Kei¢iant nanodaleliy dydi ir
modifikuojant pavirSiy galima jas taikyti jvairiose medicinos srityse

Viena i§ nanodaleliy rusiy, pasiZyminti specifinémis optinémis savybémis ir jau
taikoma véZzio optinei biopsijai, yra puslaidininkinés nanodalelés — kvantiniai taSkai. Jy
fluorescencija keliomis eilémis intensyvesné nei iprasty fluorofory, o fluorescencijos
juostos siauros. Prie kvantiniy tasky kovalentiniais rySiais prijungus biologinio
atpazinimo molekules, tokias kaip peptidai, antikiinai ar nukleoriigstys, juos galima
tikslingai nukreipti i taikinius lastelése ar audiniuose ir taip gauti fluorescencinius optinés
biopsijos vaizdus. Taikant kvantinius taskus, optinés biopsijos jautrumas, palyginti su
iprastais organiniais fluoroforais, padidéja nuo 10 iki 100 karty. Siuo metu tiriamos ju
galimybés generuoti singuletini deguonj tiesiogiai arba energijos pernaSos budu per
fotosensibilizatoriy ir sukelti vézio lasteles naikinancius vyksmus (Samia ir kt., 2003;
Bakalova ir kt., 2004). Siuolaikiné mokslo pazanga leidzia tikétis, kad kvantiniai takai

greitai bus taikomi vienu metu ir vézio diagnostikai, ir gydymui.

7.1. Trumpa nanodaleliy raiSiy apZvalga

Nanodydziy instrumentai ir ju komponentai yra tos pacios eilés dydziai kaip
biologiniai vienetai. Jie mazesni uz zmogaus lasteles, kuriy skersmuo 1000020000 nm,
ir ju organeles, panasaus dydzio kaip didelés biologinés makromolekulés, tokios kaip

fermentai ir receptoriai (McNeil, 2005). Nanodalelés, kuriy skersmuo yra iki 50 nm, yra



mazesnés uz biologiniy lasteliy membrany poras. Tai didziulis pranaSumas, kuris
diagnostikai ir gydymui taikomas jvairiais biidais:

e 1nanodaleliy ertme galima jterpti vaistus arba Zymenis;

e nanodaleliy pavirSiy galima jvairiai modifikuoti arba jungti su
specifinémis molekulémis, kurios gali selektyviai nukreipti daleles 1
pasirinkta tiksla lastel¢je;

e nanodaleliy poruy dydi galima reguliuoti pagal poreiki selektyviai isiurbti

arba isleisti biologinius ar terapinius agentus.

Tinkamai modifikuoto pavirSiaus ir mazesnés nei 50 nm nanodalelés patenka i
lasteles endocitozés biidu, o galimybé patekti i gyva lastele — puiki klinikinés praktikos
perspektyva, ypa¢ onkologinéms ligoms gydyti.

Vaistams pernesti tinkama dalelé turi buti pakankamai maza, kad biity iSvengta
filtracijos per bluznies filamentus ir fagocitozés (Chen ir Weiss, 1973). Mazos dalelés
salygoja ju saveika su biomolekulémis ant lasteliy pavirSiaus ir viduje (Bogunia-Kubik ir
Sugisaka, 2002). Saveikos su receptoriais, nukleoriig§timis, transkripcijos faktoriais ir
kitais signaliniais baltymais molekuliy dydziy lygmeniu teikia informacijos, kuria
remiantis, galima geriau suprasti sudétingus informacijos perdavimo ir procesy
reguliavimo tinklus, kurie valdo sveiky ir ligos pazeistu lasteliy veikla.

Nanostrukttros gali buti gaminamos i§ polimery, keramikos, silicio arba
sukuriamos dendrity ar liposomy pagrindu (7.4 pav.). Sios struktiiros yra lankstesnés ir
gali atlikti daugiau funkciju. Patekusios i1 organizma, nanodalelés nesukelia imuninio
atsako. Galima sukurti tokias nanodaleles, kuriy neveikia mikrobai. Jy nesuardo

fermentai, todé¢l i daleles iterpti vaistai yra apsaugoti.
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7.4 pav. Santykiniai nanodaleliy dydziai, palyginti su Zzinomy dydziy vienetais.
Adaptuota pagal (McNeil, 2005)

Liposomos yra nanodalelés, sudarytos i§ vandeninés terpés vidinés dalies,
apgaubtos lipidy dvisluoksniu. Tokiy junginiy sintezei naudojamos amfifilinés molekulés
yra panasios | biologines membranas, todé¢l jos naudojamos ivairiy vaisty efektyvumo ir
saugumo gerinimui (Hotheinz ir kt., 2005). Pagal dydi ir sluoksniu skai¢iy liposomos
skirstomos 1 tris kategorijas: mazas vienasluoksnes, dideles vienasluoksnes ir
daugiasluoksnes. Aktyvusis komponentas tokiuose dariniuose biina vidinéje vandeninéje
terpé€je, jei yra tirpus vandenyje, arba lipidinéje membranoje, jei yra tirpus lipiduose.

Emulsijas sudaro riebaly mikrodaleles, kuriy dydj ir forma palaiko atitinkami
surfaktantai, vandeningje terp¢je. Lipofilinés medziagos tirpinamos organiniuose
tirpikliuose ir suspenduojamos vandenyje. Kaip ir liposomos, emulsijos naudojamos
ivairiy junginiy efektyvumo ir saugumo didinimui (Sarker, 2005).

Polimerai, pavyzdziui, polisacharido chitino
nanodalelés, jau naudojamos kaip vaistus perneSancios sistemos (Agnihotri ir kt., 2004).
Pastaruoju metu sukurtos vandenyje tirpios polimerinés nanodaleliy sistemos. Tai
daugiausia  polimery—baltymy  arba  polimery—vaisty  konjugatai. = Tokios
polimery—baltymu sistemos mazina imunogeni§kuma, pailgina dariniy gyvavimo trukme
kraujo plazmoje ir didina baltymy stabiluma. Polimery ir vaisty dariniai padeda tikslingai

nukreipti vaistus 1 taikinius navikuose (Lee, 2006).



Keraminés nanodalelés — neorganinés kilmés porétos sistemos, taikomos vaisty
pernasai (Cherian ir kt., 2000). Tokiy neSikliu pagrindas yra keraminés silicio, titano ar
aliuminio nanodalelés, jos taikomos vézio gydymui. Svarbiausias juy trukumas tas, kad
tokios keraminés nanodalelés biologinéje terp¢je neskyla, gali kauptis organizme ir
sukelti nepageidaujamus salutinius poveikius.

Metaly nanodalelés, tokios kaip gelezies oksido daleles (15-60 nm), naudojamos
kaip aktyviu ar pasyviu transportu judantys tiksliniai agentai (Gupta ir Gupta, 2005). Tai
klas¢ superparamagnetiniy dariniy, kurie gali biiti dengti dekstrinu, fosfolipidais ar kitais
junginiais, sauganciais nuo agregacijos ir gerinanciais stabiluma.

Aukso nanolukstai yra nauja sferiniy metaliniy nanodaleliy grupé, kuria sudaro
dielektriné Serdis, apgaubta plonu aukso sluoksniu. Tokiy daleliy optinés ir cheminés
savybés yra labai tinkamos diagnostikos ir terapijos priemonéms (Hirsch ir kt., 2006).

Anglies nanomedziagoms priklauso fulerenai ir nanovamzdeliai. Fulerenai yra
anglies alotropiné¢ atmaina, kuriai biidinga i§ 60 anglies atomy sudaryta poligoniné
struktiira. Tokiose struktiirose yra nemazai suri§imo centry, prie kuriy gali biti prijungti
ivairiems taikiniams skiriami funkciniai ligandai (Bosi ir kt., 2003). Nanovamzdeliai
pasizymi geru elektros laidumu ir yra ypaC patvarus. Prijungus prie ju tinkamus
funkcinius ligandus, jie gali biiti geri vaisty molekuliy nesikliai (Pagona ir Tagmatarchis,
2006).

Kvantiniai taskai yra puslaidininkinés nanodalelés, pasizyminéios specifinémis
optinémis savybémis, kurios naudojamos optinei biopsijai (Medintz ir kt., 2005).
Neseniai kvantiniai taSkai imti tirti kaip potencialiis fluorescenciniai zymenys naviky
diagnostikai. Numatoma, kad jie padés ne tik aptikti navika, bet ir labai tiksliai ji
vaizdinti, nustatyti naviko ra$i ir galbut paveikti ji toksiSkai, sukeldami selektyvia

navikiniy lasteliy Zutj.

7.2. Naviky ypatybés ir antinavikiniy vaisty pernasa

Kuriant chemoterapinius vaistus, stengiamasi pasinaudoti tam tikromis navikiniy
dariniy savybémis, kurios padéty antinavikiniam vaistui selektyviai kauptis navike arba

ieSkoma budy, kaip selektyviai pazeisti gyvybines navikiniy dariniy funkcijas ir



nepakenkti aplinkiniams sveikiems audiniams. IeSkoma struktiriniy, genetiniy,
morfologiniy navikiniy dariniy ypatybiy ir biidy kaip, pasinaudojant Siomis ypatybémis,
pazeisti navikinius darinius kaip visuma arba selektyviai — navikines lasteles.
Neoplazminiai audiniai gali buiti suskirstyti | tris sritis: kraujagysliy, intersticing
(tarpaudining) ir lasteling (Jain ir kt., 1987). Naviky vaskulizacija yra nehomogeniska,
egzistuoja nekroziniai, hemoraginiai ir sutankéjusiy kraujagysliy regionai, kurie vystosi,
kad navikas biity geriau apriipinamas maisto medziagomis ir deguonimi (angiogenez¢)
(Jain ir kt., 2001). Palyginti su fiziologiSkai normaliomis kraujagyslémis, naviky
kraujagysléms biidingi tokie pakitimai: daug proliferuojanciy endoteliniy Iasteliy,
didesnis vingiuotumas, maZesnis pericity kiekis ir netaisyklingas membrany
formavimasis (Seymour, 1992; Baban ir Seymour, 1998). Manoma, kad didesni kraujo
indy pralaiduma reguliuoja {vairiis tarpininkai, tokie kaip kraujagysliy endotelio lasteliy
augimo faktorius (angl. vascular endothelial growth factor — VEGF), bradikininas, azoto
monoksidas (NO), prostaglandinai ir matrikso metaly proteinazés (Maeda, 2001). [rodyta,
jog makromolekuliy pernasa naviko indais vyksta per atvirus plySius (tarpendotelines
jungtis ir transendotelinius kanalus), kraujo indy vakuoliy organeles (angl. vesicular
vacuolar organelles — VVO) ir fenestracijas (Hobbs ir kt., 1998). Taciau vienareik§misko
atsakymo, kuris 1§ Siy budy vyrauja ir labiausiai lemia naviky hiperpralaiduma ir
makromolekuliy pernaSa per kraujagysliy sieneles, néra. Kad ir koks yra pernaSos
mechanizmas, ivairiy rusiy naviky modeliy pory dydis svyruoja nuo 380 iki 780 nm
(Hobbs ir kt., 1998; Yuan, 1995). Dél Siu savybiy navikuose susikaupusiy nanodaleliu
(pavyzdziui, polimeru apgaubty kvantiniy taSkuy) koncentracija gali buti iki 100 karty
didesné negu sveikuose audiniuose (Gu ir kt., 2007). Manoma, kad geriausiai per naviky
mikrokraujagysles ekstravazuoja daleles, kuriy skersmuo mazesnis negu 200 nm.
Intersticing naviko sritj sudaro kolageno ir elastino skaiduly tinklas. Sioje
struktiiroje pasklidg intersticinis skystis ir makromolekuliniai komponentai (hialuronatas
ir proteoglikanai) sudaro hidrofilini geli. Siai sriGiai, skirtingai nuo sveiky audiniy,
biidingas intersticinis slégis, kuris sukuria jungiamojo intersticinio skyscio tekmg i iSorg;
joje néra anatomiskai aiSkaus veikianc¢io limfinio tinklo. Taigi navikuose néra geros

limfos drenaZo sistemos ir dél to juose geriau kaupiasi makromolekulés ar nanodalelés.



Viena 1§ navikiniy ligy gydymo strategiju — antinavikiniy vaisty pernasa i

navikines lasteles susiduria su tokiomis problemomis:

e kaip naviko lygmeniu jveikti fiziologini barjera (nelasteliniai mechanizmai);

e kaip jveikti atsparuma vaistui Iastelése (lasteliniai mechanizmai);

e kaip kontroliuoti tolyguy vaisto pasiskirstyma navikiniame darinyje, jo
biotransformacijas ir pasiSalinima i§ organizmo.

Nelasteliniai  atsparumo  vaistams procesai, matyt, susij¢ su prastai
vaskulizuotomis naviko sritimis, dél kuriy vaistams sunkiau patekti i navika ir taip
apsaugomos navikinés lastelés. Riigstin¢ naviky aplinka gali prieSintis baziniy vaisty
poveikiui. Baziniai vaistai jonizuojami ir negali prasiskverbti pro membranas. Didelis
intersticinis slégis ir mazas slégis smulkiosiose kraujagyslése taip pat trukdo vaisto
molekuliy skverbimuisi (Krishna ir Mayer, 2000).

Naviky atsparumas vaistams galimas ir dél lasteliniy vyksmy, kuriuos salygoja
pakitusi piktybiniy lasteliu biochemija — tai gali biiti pakites specifiniu fermenty sistemy
(pavyzdziui, topoizomeraziy) aktyvumas, sutrikusi apoptozés reguliacija ar pakite
pernasos procesai (Links ir Brown, 1999).

Naujausia gydymo strategija, padésianti iSvengti Siy problemy ir padidinti vaisty
selektyvuma ir efektyvuma, yra antinavikiniy vaisty jungimas prie nanodaleliy. [vairiais
sintezés metodais gali buti gaminamos nanosferos arba nanokapsulés (7.5 pav.).
Nanosferose polimeriniame matrikse disperguotos vaisto molekulés, o nanokapsulése
vaisto molekulés yra vandens arba riebaly terpéje apgaubtos polimerine, metalo ar
puslaidininkio membrana. Nanokapsulés yra tarsi vaisty rezervuarai. Nanodalelés veikia
kaip vaisty neSikliai i taikinius navike ir apsaugo vaistus nuo prieslaikinés deaktyvacijos
perneS§imo metu. Intraveniskai { organizma vartojamos dalelés gali kauptis navike dél
pasyvios difuzijos arba per pralaidzias naviko kraujagysles. Kaupimasis galimas ir per
specifin] atpazinima, jei prie nanodaleliy yra prijungti atitinkami ligandai (,,tikslingas
taikymas*‘). Kontroliuojama vaisty pasklidima naviko intersticinéje srityje galima pasiekti
ir kei¢iant nanodaleliy struktiira: parenkant tinkamus polimerus ir atitinkamas vaisto ir

nesiklio saveikas (adsorbcija ar iterpima i kapsules).
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7.5 pav. Nanodalelés: nanosfera (matrica) ir nanokapsulé (rezervuaras). Adaptuota pagal
(Couvreur ir kt., 1996)

7.3. Nanodaleliy pernasa j navikinius audinius

Iprastos nanodalelés. Pirma karta véziui gydyti nanodalelés buvo panaudotos
kaip liposomos, i kurias buvo inkorporuotas doksorubicinas. D¢l pasyvaus patekimo i
navika ir dél to, kad maziau toksiskas, tokio darinio gydomasis poveikis buvo stipresnis
(Gabizon ir Martin, 1997). Liposomu pavir$iy apgaubus polietilenglikolio sluoksniu, jos
sunkiau pagaunamos makrofagy ir geriau kaupiasi navikuose.

Citostatiky vartojimas su {prastais neSikliais keiCia vaisty pasiskirstyma
organizme, nes daugiausia juy patenka | monobranduoliniy fagocity sistemas (MFS), t. y.
kepenis, bluzni, plaucius ir kauly Ciulpus. Atsidiirusios kraujotakoje, iprastos nanodalelés
(tokios, kuriy pavirSius nemodifikuotas) greitai opsonizuojamos ir pasalinamos MFS
organy makrofagy (Gabizon ir Martin, 1997). Iterpus doksorubicing 1
poliizoheksilcianoakrilato (PIHCA) nanosferas ir tokiy daleliy suleidus peléms,
paaiske¢jo, kad, palyginti su pelémis, kurioms buvo suleista gryno doksorubicino,
daugiausia vaisto susikaupé kepenyse, bluznyje ir plauciuvose (Verdun ir kt., 1990).
Panasus rezultatai gauti ziurkéms suleidus polimetilcianoakrilato (PMCA) nanosfery, ant

kuriy buvo adsorbuotas aktinomicinas D: didziausi jo kiekiai aptikti ziurkiy plauciuose



(Brasseur ir kt., 1980). Taciau ta pati vaista ijterpus 1 léCiau skylancias
polietilcianoakrilato (PECA) nanosferas, jis daugiausia kaupési plonosiose zarnose, o i to
paties polimero nanosferas inkorporavus kita citostatika — vinblasting, didZiausias jo
kiekis aptiktas ziurkiy bluznyse (Couvreur ir kt., 1980). Taigi tiek nanodaleliy polimero
savybés (cheminé sudétis, hidrofobiSkumas, biologinio skilimo biidas), tiek citostatiko
savybeés (moliné mas¢, kriivis, jterpimo i nanosfera buidas: adsorbcija ar inkorporavimas)
turi didelg itaka vaisto pasiskirstymui retikuloendoteliniuose organuose.

MFS makrofagy polinkis endocituoti (fagocituoti) gali biiti naudojamas su
iprastinémis nanodalelémis sujungty vaisty transportavimui { Sias lasteles. Toks derinys
labai naudingas chemoterapiniam MFS organy naviky (pavyzdziui, hepatokarcinomos,
virskinimo trakto ar reprodukciniy organy naviky metastaziy kepenyse, bronchy pirminiy
naviky ar metastaziy) gydymui.

Taigi iprastos nanodalelés gali sustiprinti antinavikiniy vaisty veiksminguma tik
gydant MFS organuose lokalizuotus navikus. Kadangi jprasty nanodaleliy vidutiné
gyvavimo trukmée yra 3—5 min. po injekcijos, kad jie pateks i kitus navikinius audinius,
nesitikima.

ligai cirkuliuojancios nanodalelés. prastas nanodaleles, vos patekusias |
organizma, puola MFS organy makrofagai, todél atsirado biitinybé kurti kitas
nanodaleles, tokias, kurios nesunaikintos galéty nunesti vaistus i navikus, esancius
kituose organuose. Neseniai sukurtos dalelés, i kurias nereaguoja makrofagai (Storm ir

kt., 1995). Tokios dalelés, pavadintos Stealth™

, gyvuoja kraujotakos sistemoje daug
ilgiau (Stolnik ir kt., 1995). Todé¢l jos gali selektyviai ekstravazuoti pazeistose vietose
(navikuose ar uzdegimo srityse), kur kraujo indai pralaidesni (7.6 pav.) (Moghimi ir kt.,
2001). Tikimasi, kad tokios ilgai cirkuliuojancios dalelés gali selektyviai patekti {

navikus, esancius ne MFS organuose.
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7.6 pav. Ilgai cirkuliuojanéiy Stealth™ nanodaleliy ekstravazacija naviko intersticingje srityje dél
pasyvios difuzijos arba konvekcijos per pralaidy naviko endotelj

Kad nanodalelés pasiekty tiksla ir biity apsaugomos nuo makrofaguy, labai svarbu,
kokie yra koloidiniy neSikliu dydziai ir pavirSiaus parametrai. Kad kuo maziau biity
veikiamos opsonizacijos ir po jos vykstancios fagocitozés, dalelés turi biiti mazos (<100
nm), o ju pavirSius hidrofiliskas.

Naujas proverzis nanodaleliy srityje prasid¢jo daleliu pavirSiy émus aptraukti
hidrofiliniais polimerais (polietilenglikoliu, polisacharidais ir kt.). Tokie apvalkalai
sudaro dinamiska hidrofiliniy ir neutraliy grandiniy ,,debeséli* ant dalelés pavirSiaus ir
atstumia plazmos baltymus. Tobulinant ilgai cirkuliuojan¢ius vaisty neSiklius,
susiformavo dvi ju modifikavimo kryptys. Pirmoji — iprastiniy nanodaleliy aptraukimas
pavirSinio aktyvumo medziagomis, antroji — kovalentinis amfifiliniy kopolimery
prijungimas, nes jie sudaro patvary hidrofiliska nanodalelés apvalkala ir apsaugo ja nuo

greitos desorbcijos susidiirus su kraujo komponentais.



7.4. Kvantiniai taskai ir jy savybés

Terminas ,,kvantiniai taskai“ vartojamas nanometry dydzio puslaidininkiniams
dariniams vadinti. Taigi kvantiniai taskai — tai sferinés formos neorganiniai
puslaidininkiniai kristalai, kuriy skersmuo — nuo 1 iki 10 nm (Alivisatos, 1996;
Sutherland, 2002). Sie dariniai pasizymi specifinémis optinémis ir elektroninémis
savybémis, kurios priklauso nuo ju erdviniy matmenuy. Si jdomi nanodydZio dariniy
savybeé jau 20 mety yra intensyviy tyrinéjimu objektas. Nuo daleliu dydzio priklauso
daugelis kvantiniy tasky parametry, o svarbiausia — fluorescencijos bangos ilgis. Kei¢iant
daleliy cheming sudét; ir dydi, gaunami kvantiniai taskai, kurie fluorescuoja placiu
spektriniu ruozu — nuo 400 iki 2000 nm (Qu ir Peng, 2002; Zhong ir kt., 2003; Bailey ir
Nie, 2003; Kim ir kt., 2003; Wehrenberg ir kt., 2002).

Kietajame kiine dél periodinio gardelés potencialo pokyc€io atsiranda draustinés
energijos tarpy, t. y. susidaro zonin¢ struktiira. Kiekvienas elektronas kietajame kiine
aprasomas De Broilio bangomis. Elektrono De Broilio bangos ilgis puslaidininkyje yra
apie 100 nm. Jeigu elektrono judéjimas bent viena kryptimi apribotas, pasireiskia dydzio
kvantavimo efektai ir gaunamas elektrono lygmeny kvantavimas. Puslaidininkio kristale,
kurio dydis yra 5-20 nm, elektronas yra tarsi uzdarytas kristalo tiryje, jo judéjimas
visomis Kkryptimis apribotas. Tokie puslaidininkiniai nanodydzio Kkristalai vadinami
dirbtiniais atomais arba kvantiniais taskais.

Puslaidininkiy draustiné juosta yra gana siaura, todél optiniy kvanty energijos
pakanka elektrono Suoliui i$ valentinés | laidumo juosta. Sugérgs Sviesos kvanto energija
elektronas persoka i§ valentinés j laidumo juosta, palikdamas laidumo juostoje skyle. Si
puslaidininkinio kristalo blisena yra nestabili ir elektronas sparciai relaksuoja i laidumo
juostos Zemiausia lygmeni, o skylé atsiduria auks¢iausiame valentinés juostos lygmenyje,
atiduodami dalj sugertos energijos kristalo gardelei. Elektronas laidumo juostoje
saveikauja su skyle valentingje juostoje. Dél Sios saveikos susiformuoja eksitonas. Si
energiné biisena néra pusiausviroji, tad sistema stengiasi pereiti i pusiausviraja. Vienas i§
biidy puslaidininkiniam kristalui sugrizti | pusiausviraja buisena yra rekombinacija, kurios
metu elektronas grizta { valenting juosta, rekombinuoja su skyle ir dél Sio vyksmo

isspinduliuojamas sviesos fotonas.



Kvantiniy tasky optinés savybés yra unikalios ir labai tinkamos vézio optinei
biopsijai. Palyginti su optin¢je diagnostikoje taikomais organinés kilmés dazikliais,
fotosensibilizatoriais, egzogeniniais fluoroforais ir fluorescuojanciais baltymais,
kvantiniy tasky moliniai ekstinkcijos koeficientai yra 10—100 karty didesni, todél jie daug
geriau Svyti in vivo. Kvantiniy tasky fotoliuminescencijos kvantiniai naSumai yra dideli,
Sviesos sugerties juostos placios, o fluorescencijos siauros (juosty pusplotis yra 25—-40
nm) ir apima spektro ruoza nuo UV iki artimosios infraraudonosios srities (7.7 pav.), taigi
patenka { didZiaja ,,audiniy optinio skaidrumo lango™ dali. Tod¢l Sviesa prasiskverbia |
gilesnius audiniy sluoksnius ir optinés biopsijos metu sumaz¢ja savitosios fluorescencijos
itaka (Kim ir kt., 2005). Kvantiniams taSkams budingas didelis Stokso poslinkis — labai
svarbi savybé medziagoms, taikomoms in vivo vaizdinimui (Gao ir kt., 2004). Be to,
puslaidininkiniai kvantiniai taskai pasizymi dideliu fotostabilumu ir atsparumu
fotocheminei degradacijai.

Biitina pabrézti dvi labai svarbias kvantiniy tasky savybes, iSskiriancias juos
palyginti su jprastais fluoroforais, molekuliniais dazikliais ir fotosensibilizatoriais:
kvantiniy taSky fotoliuminescencinés savybés priklauso ne tik nuo darinio cheminés
sudéties, bet ir nuo kvantinio tasko dydZio. Si jdomi savyb¢ — i§spinduliuojamos $viesos
bangos ilgio priklausomybé nuo daleliy dydzio — leidzia kurti naujos kartos reikiamo
bangos ilgio Sviesa spinduliuojancius fluorescencinius zZymenis. Didelis kvantiniy tasky
fotostabilumas, vartojant juos kaip fluorsecencinius zymenis, leidzia stebéti lastelése

vykstanc¢iy procesu dinamika.



7.6 pav. Kvantiniy tasky optinés savybés. A. Nuo daleliy dydzio priklausanti kvantiniy
tasky fluorescencija. B. Placios sugerties ir siauros fluorescencijos juostos. C. Kvantiniais taskais
zymeéty lasteliy fluorescencijos vaizdai

Kadangi kvantiniy tasky sugerties juostos yra placios, o fluorescencijos — siauros,
ivairiu spalvy kvantinius taSkus galima Zadinti vienu Sviesos Saltiniu, taip realizuojaams
daugiaspalvis lastelés organeliy vaizdinimas, jeigu skirtingai fluorescuojantys kvantiniai
taskai kaupiasi skirtingose lastelés organelése (7.6 pav. C).

Neseniai kvantiniai taskai imti tirti ir kaip potencialiis fluorescenciniai Zymenys
naviky diagnostikai. Numatoma, kad jie padés ne tik aptikti navika, bet ir labai tiksliai ji
vaizdinti. Siuolaikiné mokslo paZzanga leidZia tikétis, kad kvantiniai tagkai greitai bus
taikomi vienu metu ir vézio diagnostikai, ir gydymui.

Siuo metu kvantiniai tadkai intensyviai tiriami siekiant taikyti juos navikiniy
audiniy vaizdinimui in vivo ir tiriant vézio lasteliy biologinius ir molekulinius vyksmus.

D¢l savo iSskirtiniy savybiy kvantiniai taskai gali buti naudojami tiek sublasteliniu



lygmeniu, kai norima vaizdinti lastelés struktiira, jos sudétines dalis ar pazaidas, arba
audiniy lygmeniu, kai nustatomos audinio struktiiros ypatybés arba vaizdinamos audiniy
pazaidos.

Naujausi tyrimai parode, kad prie kvantiniy tasky galima kovalentiskai prijungti
biologinio atpazinimo molekules, pavyzdziui, peptidus, antikiinus ar nukleoriigstis (Chan
ir Nie 1998; Akerman ir kt., 2002; Bruchez ir kt., 1998), ir tokius darinius tikslingai

nukreipti i taikinius lastelése ar audiniuose.

7.4. Kvantiniy tasky pavirSiaus modifikacijos

Siuolaikinés cheminés sintezés ir gamybos technologijos igalina pagaminti
norimos formos bei dydzio kvantinius taskus. Labai preciziSkai (nanometry eilés
tikslumu) kontroliuojant kvantiniy tasky struktira, ju savybes galima reguliuoti taip, kad
kvantiniai taskai tikty jterpti { biologines sistemas. Vandenyje netirpiy kvantiniy tasky
pavirSius modifikuojamas taip, kad padidéja ju tirpumas vandenyje, o svarbiausia — prie
pavirsiaus galima kovalentiskai prijungti ligandus, skirtus bioatpazinimui ar
biosuderinamumui (7.7 pav.).

Biomedicinai taikomi kvantiniai taskai gaminami koloidy chemijos metodais.
Reikiamo dydZio ir strukttiros koloidiniai nanokristalai sintetinami gana paprastu bidu i$
nesudétingy pradiniy dariniy tirpikliy miSiniuose (Alivisatos, 1996; Murphy ir Coffer,
2002). Koloidy chemijos metodu galima susintetinti II ir VI (ZnS, ZnSe, CdS, CdSe,
CdTe ir HgS) bei Il ir V (GaAs, InP ir InAs) grupiy elementy sferinés formos nuo 1 iki
10 nm dydzio kvantinius taskus (Qu ir Peng, 2002).

Kvantiniy tasky prototipas yra kadmio selenidas (CdSe), nes Sio puslaidininkio
monodispersiniy nanokristaly sintezé€s metodai gana seniai sukurti ir yra pakankamai
tobuli. Tad iki Siol biomedicinoje placiausiai taikomi CdSe kvantiniai taSkai. CdSe
kvantiniy tasSky branduolys paprastai yra apgaubiamas plonu ZnS arba CdS apvalkalu
(7.7 pav.). Toks apvalkalas pasalina pavirSiaus defektus ir apsaugo nuo nespindulinés
rekombinacijos, tod¢l fluorescencijos kvantinis nasumas padidéja iki 50 ir daugiau

procenty (Hines ir Guyot-Sionnest, 1996). Apgaubimas ZnS kiautu pasyvuoja Serdies



pavirsiy, apsaugo kvantini taska nuo iSorinio biologinés terpés poveikio, saugo nuo

oksidacijos, taip pat sulaiko Cd** ir Se** jonus, kad kuo maZiau jy patekty i organizma.

Funkcinés biomolekulési antildinai, biotinas,
= .-* strepiavidings, sliponukieotidoi. peptidai)

7.7 pav. Daugiafunkcio kvantinio tasSko struktiira

Jau susintetinti ZnS, CdS, ZnSe, CdTe ir PbSe kt., liuminescuojantys $viesa nuo
UV iki IR spektro srities. Taciau, norint kvantinius taSkus naudoti kaip fluorescencinius
Zymenis optinéje biopsijoje, reikia:
¢ susintetinti auksStos kokybés nanodaleles, kurias galima suspenduoti vandens terpéje;
e parengti tokia kvantiniy tasky pavirSiaus modifikavimo metodika, kuri jgalinty prie

nanokristalo prijungti biologines makromolekules ir nepakenkti kvantiniy tasky
optinéms savybéms.

Kad kvantinius taSkus bty galima suspenduoti vandenyje, ju pavirSiui reikia
suteikti  hidrofiliniuy savybiy. HidrofiliSkumas suteikiamas {jvairiais pavirSiaus
modifikavimo metodais. Vienas i§ ju, kai hidrofobiniai pavirSiaus ligandai pakeiciami
bifunkciais ligandais, tokiais kaip merkaptoactoriigstis, kurioje yra tiolio grupé, gerai
sukimbanti su kvantiniy taSky pavirSiumi, ir 1 iSor¢ nukreipta hidrofiliné¢ karboksilo ar
kitokia funkciné grupé (Chan ir Nie, 1998).

Kitas pavirSiaus modifikavimo biidas pagristas koordinacinio ligando (pavyzdziui,
trioktilfosfino oksido (TOPO)) saveika su amfifiliniu polimeru (7.8 pav.) (Wu ir kt.,
2003; Dubertret ir kt., 2002). Polimeruose yra alkiliniu grupiy, kurios saveikauja su



hidrofobinémis TOPO grupémis ir hidrofiliniy karboksilo grupiu, kurios yra nukreiptos i
iSore. Sis metodas yra pranaSesnis, nes, taikant ji, galima geriau iSsaugoti kvantiniy tasky
optines savybes, taiau taip gaunamos didesnés kvantiniy taSky dalelés.

Kad kvantinius taSkus biity galima taikyti biologiniams ir medicininiams
tyrimams, ju pavirSiy reikia papildomai apdengti biomolekulémis taip, kad biity
iSsaugotas ju aktyvumas ir kvantiniy tasky spektrinés savybés. Sintetinant tokius
biokonjugatus, dazniausiai prie karboksilo liekany kovalentiniu rySiu prijungiamos
ivairios biomolekulés, pavyzdziui, peptidai, baltymai ar nukleorugstys (7.8 pav.). Tokie
dariniai tikslingai nukreipiami i taikinius lastelése ar audiniuose. Vienas i§ naujausiy
laiméjimy — naujos klasés daugiafunkciy kvantiniy tasky, turinciu specifinio kaupimosi
navikuose ir vaisty pernasos savybiy, kiirimas. Jau sukurti tokie kvantiniai taskai, kuriy
apvalkalai savaiminés saviorganizacijos biidu apgaubia jy branduolius taip, kad jy optinés
savybes (sugerties ir fluorescencijos spektrai, fluorescencijos kvantinis nasumas) islieka

nepakitusios net ir labai pasikeitus aplinkos salygoms (Gao ir kt., 2004).
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7.8 pav. Biokonjuguotas kvantinis taskas, apgaubtas ligandais, nukreipianciais ji i navika
diagnostikos arba gydymo tikslais



Naujuy junginiy nuolat daugéja, siekiama sukurti biologinei terpei tinkamas
vandenines dispersijas, todél sintetinamos vis naujos kvantiniy taSky modifikacijos.
Deja, daugelis ju daznai kuriamos siekiant labai specifiniy tiksly ir dél to negali biiti
placiai taikomos (Medintz ir kt., 2005). Taigi, kad kvantiniai taskai biity tinkami juos
tikslingai taikyti in vivo, ju pavirS§iaus modifikavimo strategija turi buti labai gerai
apgalvota. Svarbiausia, reikia iSspre¢sti keleta bendry problemu. Siuo metu sintetinamy
konjuguoty nanodaleliy trilkumas tas, kad vienai dalelei tenkantis ligandy skaicius yra
labai skirtingas. Be to, paprastai néra Zinoma tiksliniy ligandy erdviné orientacija (Vu ir
kt., 2005) ir gali biti, kad dalis nanodaleliy yra nefunkcionalios. Tad uzduotis susintetinti

kuo mazesnius kvantinius tasSkus su apibréztu kiekiu tiksliniy ligandy, kurie nukreipty

v W —

7.5. Kvantiniai taSkai ir daugiafunkcés nanodalelés — nauji fluorsecenciniai
Zymenys naviky optinei biopsijai

Su biologinémis molekulémis sujungty kvantiniy tasky dydis yra panasus | gerai
zinomy vaizdinimo zymeny — fluorescencinio baltymo molekuliy, taciau gerokai
pranoksta juy fotofizikines savybes, o tinkamai modifikuoto pavirSiaus kvantinius taskus
galima nukreipti { norima taikinj, nes jie atrankds ir selektyvis. Pastaruosius keleta mety
kvantiniai taskai tiriami kaip potencialiis fluorescenciniai Zymenys jvairiems
biomedicininiams tikslams, kuriems jprastiniy organiniy zymeny taikymas buvo
neveiksmingas. Kvantiniy tasky spektroskopinés galimybés pranoko visus lukescius,
imtas tirti jy taikymas véziniy ligy in vivo diagnostikai.

Pirma karta kvantiniy tasky injekcija laboratoriniams gyviinams buvo padaryta
2002 m., tada ir paaiskéjo nespecifinés fagocitozes problemos (Akerman ir kt., 2002).
Atliekant tyrimus ex vivo, zaliai arba raudonai fluorescuojantys (CdSe)ZnS kvantiniai
taSkai buvo suleisti peléms { vena. Kvantiniai taSkai, prie kuriy prijungti konkrec¢iam
audiniui specifiniai peptidai, buvo nukreipti { plau¢iy kraujagysles, naviko kraujagysles ir
naviko limfinius indus. Audiniy méginiy fluorescenciniai tyrimai parod¢, kad kvantiniai
taskai gerai kaupési numatytuose taikiniuose, taciau dalis kvantiniy tasky kaupési ir

nespecifiskai.



Kiek véliau buvo paskelbti rezultatai tyrimy, kuriu metu pavyko uzfiksuoti
peléms iskiepyto Zzmogaus prostatos naviko raudona fluorescencija (Gao ir kt., 2004).
Kvantiniai taSkai navikuose kaupési tiek pasyvaus, tiek ir aktyvaus kaupimosi budu.
Pasyvaus kaupimosi esm¢ yra ta, kad navikiniai dariniai dazniausiai turi pazeista
kraujotakos sistema, todé¢l kvantiniai taskai linke kauptis joje (Jain, 1999; Jain, 2001).
Aktyvios pernasos esmé kiek kitokia: prie kvantiniy tasky yra jungiami specifiniai
antikiinai, kurie Paskleidzia juos tiksliai ten, kur yra specifinis antigenas.

CdSe/zZnS kvantiniai taskai buvo apgaubti apsauginiu koordinacinio ligando
TOPO ir amfifilinio polimero sluoksniu. D¢l stiprios hidrofobinés saveikos tarp TOPO
molekuliy ir polimero angliavandeniliniy grupiy Sie du sluoksniai stipriai sukimba ir
sudaro hidrofobinés prigimties struktiira, saugancia kvantini taSka nuo hidrolizés,
fermenty ir kitokio biologinio in vivo salygomis poveikio. Taigi tokiy kvantiniy taskuy,
dar papildomai apgaubty polietilenglikolio (PEG) sluoksniu, optinés savybés iSlieka
nepakitusios net ir drastiskai kintant aplinkos pH ar drusky koncentracijai. Siekiant, kad
kvantiniai taskai kauptuysi aktyvios pernaSos biidu, prie ju buvo jungiami prostatos
membranai specifiniai monokloniniai antiktinai (Gao ir kt., 2004). Buvo apskaiciuota,
kad aplink kiekviena kvantini taska yra mazdaug 200 TOPO, 4-5 polimero, 5-6 PEG ir
5—-6 antikiino molekuliy. Su antikiinais sujungtus kvantinius taSkus perne$¢ ir navike
kauptis padéjo ksenografai, bet nespecifinis ju kaupimasis buvo pastebétas ir kepenyse
bei bluznyje.

Naviky vaizdinimo in vivo rezultatai patvirtino, kad kvantiniai taskai navikuose
kaupiasi ir pasyviu, ir aktyviu buidu, taciau pastarasis daug greitesnis ir efektyvesnis.
Fluorescenciniam naviko vaizdinimui pasyvaus kaupimosi biidu reikéjo 6 nmol kvantiniy
tasky ir teko laukti 24 val., o naudojant TOPO apvalkalu apdengtus su prijungtais PEG ir
antikiiny ligandais kvantinius taSkus, pakako 0,4 nmol ir fluorescencinis vaizdas buvo
matomas jau po dviejy valandy. (Gao ir kt., 2004).

CdTeMnHg nanokristalai, apgaubti jaucio serumo albumino kiautu, buvo tirti
kaip artimoje infraraudonojoje srityje fluorescuojantis zymuo kraujagysléms vaizdinti
(Morgan ir kt., 2005). Buvo matomos mazdaug 100 um skersmens kraujagyslés, esancios
keliy Simty mikrony gylyje. Taip pat buvo parodyta, kad navikas Svytéjo butent dél gerai

i§sivysciusio kraujo kapiliary tinklo.



Optiné biopsija, daznai vadinama ir optiniu vaizdinimu, yra labai jautrus metodas,
taciau jo taikyma in vivo sunkina ribotas $viesos skvarbumas | audinius ir informacijos
apie sveiky ir naviko pazeisty audiniy spektrines savybes trikumas. Taigi kvantiniy
taSky, fluorescuojanciy artimojoje infraraudonojoje spektro srityje, taikymas optinei
biopsijai padéty spresti Sias problemas — padidinty Sviesos skvarbuma i gilesnius audiniy
sluoksnius ir pagerinty vaizdinimo jautruma. Naujos tikslinés daugiafunkcés
nanostrukttiros po iSsamiy eksperimentiniy ir klinikiniy tyrimy taps patikima ir efektyvi
priemon¢ diagnozuojant ir vaizdinant navikus in vivo.
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