Guld-nanopartiklers anvendelse i
medicinsk diagnosticering

Moderne medicinsk forskning og detektion af DNA traekker trdde tilbage til 1800-tallets

brug af guld-nanopartikler

Af Vikram Kjoller Bhatia, Nano-Science Center, Kobenhavns Universitet

Medicinsk brug af kolloidt guld startede tilbage i det gamle
Egypten, hvor datidens alkymister brugte cremer med kolloidt
guld til behandling af hjerteproblemer, leddegigt, epilepsi og
kreeft [1].

Siden hen har kolloidt guld pa grund af sine serlige optiske
egenskaber varet brugt som farvestof i glas, hvor det mest be-
remte eksempel er Rose-vinduet i Notre Dame, Paris.

I 1857 beskrev Faraday for farste gang, hvordan man laver
guld-nanopartikler ved at reducere en vandig oplgsning af

Figur 1. Rose-mosaikvinduet i Notre Dame, Paris.

guld(l)chlorid — og siden har brugen af guldpartikler i det 21.
arhundrede virkelig taget fart. Iseer inden for nanoteknologi er
guld-nanopartikler (Au NP) blevet en af de foretrukne byg-
geblokke for konstruktionen af starre funktionelle systemer,
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det vaere sig inden for elektronik, katalyse og senest medicinsk
forskning og diagnosticering.

Guld-nanopartiklers syntese og egenskaber
Guld-nanopartiklers syntese afhaenger af den gnskede starrelse.
To populzare syntesemetoder eksisterer for syntesen af sma
(1-10 nm) og starre (10-150 nm) partikler. Store nanopartikler
dannes ved at reducere en vandig oplgsning tetrachloroaurat
(AuCl,) med citrat — partikelstgrrelsen kan styres med koncen-
trationen af reducerende agent, der er til stede [2]. Sma nano-
partikler kan syntetiseres vha. et tofasesystem, hvor partikel-
vaeksten stoppes ved dannelse af et ligand monolag af alkanthiol
[3]. Guldsalt-komplekset traekkes af en fasetransfer-agent fra
vandig poler fase over i en organisk upolar fase, hvor partiklen
dannes og stabiliseres. Partikelstgrrelsen styres her med forhol-
det mellem guld og stabiliserende ligand.

Guld-nanopartiklers serlige stgrrelsesafhangige optiske

Figur 2. A) Elektronmikroskopi-billede af

10 nm guld-nanopartikler. B) Oplgsninger

af guld-nanopartikler med en diameter

pa hhv. 10, 20, 30, 40 og 70 nm. Forskel i
SPR-maks. er arsag til oplasningernes forskellige farve.

egenskaber kommer fra et fenomen, der kaldes Surface Plas-
mon Resonance, SPR. Det er en koherent oscillation af over-
flade-elektroner, der gar, at lys med samme bglgeleengde som
oscillationerne absorberes steerkt. Oscillations-bglgelaengden

er afhaengig af partiklens (boksens) starrelse, og derfor kan
guldpartikel-oplasninger skifte farve fra red til lilla. Da farven
kommer fra et fysisk feenomen og ikke et farvestofmolekyle,
bleges den ikke, og derfor fremstar katedralvinduet i Paris ligesa
farvefuldt, som da det blev til.

Funktionalisering af guld-nanopartikler foregar hovedsage-
lig ved at udnytte svovls velkendte affinitet for guld, saledes
at thiol-holdige molekyler eller proteiner med cysteiner bin-
der af sig selv til partiklens overflade. Det er ogsa muligt at
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gelse afslgre, om target-proteinet er til stede, hvor og i hvor
stor kvantitet.

Guld-nanopartiklers brug til imaging
Immuno elektronmikroskopi har eksisteret l&enge, men med ad-
gangen til nanometersma partikler er det nu muligt at undersgge
veev, celler og omrader i celler, som kun partikler med nanome-
terstarrelse har adgang til. Ligeledes har syntesekontrollen af
Au NP medfart, at det er muligt at bruge forskellige starrelser til
- ) - ) ) at lokalisere forskellige targets. F.eks. hvis man vil undersgge,

gur 3. Ligand-udveksling til alkanthioler med funktionelle grupper (-R). om et givent protein fungerer i en misteenkt sammenheng, f.eks. »
udskifte ligander pa partiklen og dermed introducere gnskede
funktionaliteter, sdsom vandoplgselighed (-COOH), stealth
(-PEG) og specifik binding (-DNA). Til medicinsk brug i
lokalisering/imaging bruges typisk starre guldpartikler, hvor
antistoffer mod et gnsket protein immobiliseres pa partik-
lerne. Guldpartiklen kan derefter i en mikroskopisk undersg-
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Figur 4. Guld-nanopartikler i imaging, Elektronmikroskopi (A-B) og Dark
Field-mikroskopi (C-D). A) Subcelluler lokalisering af proteinet Sortin Nexin
1 (SNX1) visualiseret med 10 nm Au NP. B) Lokalisering af SNX1 (10 nm Au
NP) og transferrin-receptor (5 nm Au NP, markeret med pile) i celle. Interak-
tion kan udelukkes pga. manglende co-lokalisering [4]. C) Funktionaliserede

Au NP binder cancerceller og lyser dem op. D) Raske celler binder i lavere .Q.Metrohm
grad Au NP [5].
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i regulering af receptorkoncentration pa celle-
overfladen, vil man kunne visualisere receptor
med en starrelse Au NP og protein-liganden
med en anden stgrrelse. Denne metode er
blevet brugt til at bestemme proteinet Sorting
Nexin 1’s (SNX1) lokalisering og funktion
[4]. Her visualiseres proteinet med 10 nm Au
NP til et bestemt omrade i cellen, hvor det har
dets funktion. Interaktionen med transferrin-
receptoren, visualiseret med mindre Au NP

(5 nm), kan udelukkes, da de findes i forskel-
lige subcelluleere omrader (figur 4).

En af de nye teknikker, der er dukket op
inden for de seneste par ar inden for imaging
og til diskriminering mellem cancer- eller
non-cancerceller, er Dark-Field-mikroskopi,
som udnytter partiklernes evne til at sprede
lys. Nogle cancerceller opregulerer produktio-
nen af bestemte proteiner for bedre at kunne
overleve (udkonkurrere) raske celler, og det
er iser proteinet epidermal-growth factor
receptor (EGFR).

Det er blevet vist, at Au NP konjugeret
med antistof mod EGFR binder cancercel-
ler specifikt og dermed »lyser« dem op til
forskel fra non-cancerceller [5]. Fremtidig

forskning i behandling af kraeft gar pa at
hafte medicin fast pa Au NP, sa en dobbeltfunktion med spe-
cifik transport/binding til cancerveev og behandling opnas. En
anden tilgang er at anvende Au NP’s s&rlige optiske egenska-
ber som steerkt lysabsorberende. Ved at belyse partiklerne ved
SPR-bglgelaengden (f.eks. 543 nm) med en laser opnas en hgj
opvarmning, og energien afsattes som varme i det omkring-
liggende vaev. Dermed kan sygt vaev gdelaegges uden brug af
medicin/kemoterapi og de dertilhgrende bivirkninger.

Diagnosticering af virus og kraft vha. guld-nanopartikler
Forskere fra USA har fundet ud af at bruge guld-nanopartikler
til detektering af DNA. Det er specielt en gruppe fra North
Western University (NWU), der har fgrt an i brugen af guldpar-
tikler til at detektere DNA [6]. Konceptet er bygget op omkring
Au NP’s optiske egenskaber, hvor partiklerne har en rad farve,
hvis de er langt fra hinanden, og en lilla farve hvis de er tzt pa
hinanden (aggregerede). Tilstedeveerelsen af et stykke DNA,
f.eks. fra virus, vil kunne binde to forskellige guldpartikler
sammen, der har komplementar DNA til hver deres ende af
virus-DNAet (figur 5A). Binding vil forarsage aggregering af
guldpartikler, og dermed kan detektionen af DNA visualiseres
ved et farveskift.

Forskerne fra NWU har videreudviklet konceptet for DNA-
detektion med Au NP, saledes at det nu er muligt at detektere
flere forskellige virus tilstede i en kompleks oplgsning. Sensi-
tiviteten af denne metode ger, at det er muligt at male DNA i
femtomoleer koncentration. | et forsgg har man taget hepatitis
B-, koppe-, ebola- og hiv-virus-DNA-fragmenter, og testet om
de ville kunne males enkeltvis og i oplgsninger med kombinati-
oner [7]. Resultaterne i figur 5B viser detektionen af det enkelte
virus og i stigende grad af blandinger.

Kommercialisering af denne made at detektere DNA pa er
allerede i fuld gang, og det amerikanske selskab Nanosphere har
gjort det muligt at flytte metoden fra laboratoriet ud i verden,
hvor den kan gare nytte. Sidste nye opdagelse er muligheden
for at detektere proteiner vha. Au NP. Et proof-of-principle
blev udfgrt med en marker for bryst- og prostatakraft (PSA),
og resultaterne viste overvaldende forbedring ift. eksisterende
ELISA-metoder [8].
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Figur 5. A) Au NP, med hver sin del af komplenter DNA til et target-DNA,
binder dette, aggregerer og oplgsningen skifter farve. B) Videreudvikling

af Au NP-baseret DNA-detektion. Parallel detektion af hepatitis B (HBV)-,
koppe (VV)-, ebola (EV)- og hiv-virus. Enkeltvis b-e og i stigende komplekse
oplgsninger f-j [7].

Anvendelse af guld-nanopartikler har taget et stort skridt
fremad fra 1800-tallets astetiske anvendelse i glas. Men
nutidig medicinalkemisk anvendelse bygger stadig pa de
samme optiske feenomener. | fremtiden vil guld-nanopartikler
fortsat spille en rolle i detektering og maske behandling af
sygdomme.
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