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Mustien huokoisen pii (BPSi) nanopartikkelien on osoitettu olevan korkealla valosta lammoksi
siirron hydtysuhteella lupaava materiaali sovellettavaksi fototermisessa terapiassa. Lisédksi
huokoisen pii nanopartikkelien funktionalisointi molekyyleilld, bioyhteensopivuus,
biohajoavuus ja mesokokoisten huokosten kiyttdminen esimerkiksi ladkkeen kuljetusalustana
mahdollistavat sen kehityksen useisiin muihin lddketieteellisiin sovelluksiin.

Téssd tutkielmassa BPSi nanopartikkelit funktionalisoitiin fluoresoivalla syaniini 5,5 -
vériaineella kuvantamista varten, ja modifioitiin sitten 0,5 ja 2,0 kDa:n polyetyleeniglykoli
(PEG) molekyyleilld ja karboksyyliryhmilldi (-COOH) kolloidisen stabiilisuuden
yllapitamiseksi veren plasmassa ja seerumissa.

Funktionalisoitujen BPSi nanopartikkelien bioyhteensopivuutta tutkittiin in vitro solujen
internalisointi- ja elinkykykokeilla CT26 ja RAW264.7 solulinjoilla. Voimakkaimmin
internalisointia ndytti Cy 5,5 -vériaineella konjugoidut nanopartikkelit, ja internalisointi ja
sytotoksisuus laski COOH-modifioinnin ja erityisesti PEGyloinnin myd&td. Myos
nanopartikkelien koko vaikutti bioyhteensopivuuteen siten, ettd internalisoituminen ja
sytotoksisuus kasvoi suuremmilla nanopartikkeleilla.



Lyhenteet

BPSi Musta huokoinen pii

Ccy,part Partikkeleihin konjugoidun Cy 5,5 -viriaineen konsentraatio
Ccy Vapaan Cy 5,5 -vériaineen konsentraatio

Cpart Partikkelien konsentraatio

CYymo Cy 5,5 -vériaineen massaprosenttiosuus partikkeleissa
COOH Karboksyyliryhma

CT26 Hiirten paksusuolensydpésolulinja

Cy5,5 Syaniini 5,5 -vériaine
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H-0: Vetyperoksidi

HBSS Hankin tasapainotettu suolaliuos
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HF Vetyfluoridi

Icy Vapaan Cy 5,5 -vériaineen fluoresenssin intensiteetti
Ipart Partikkeleihin konjugoidun Cy 5,5 -viriaineen fluoresenssin intensiteetti
NaSi Natriumsilisidi

NH: Aminoryhma

NHs Ammoniakki

NHa4 Ammoniumioni

OH Hydroksyyliryhma

PBS Fosfaattipuskuroitu suolaliuos

PEG Polyetyleeniglykoli

PSi Huokoinen pii

RAW264.7 Hiirten makrofagisolulinja

Si Pii

Si/H Vetyterminoitu pii

Si-Ha Silaani

TGA Termogravimetrinen analyysi
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1 JOHDANTO

Musta huokoinen pii (eng. black porous silicon, BPSi) on Xu et al. kehittdma (2018)
mesohuokoinen materiaali, jonka nanopartikkeleita on sovellettu fototermiseen terapiaan [1] ja
LED-fotoakustiseen tomografiaan [2]. Huokoista piitd (PSi) on tutkittu sen suotuisten
materiaaliominaisuuksien, kuten bioyhteensopivuuden ja biohajoavuuden, vuoksi myos useissa
muissa ladketieteellisissd sovelluskohteissa [3]. PSi:lld on huokoisuudesta johtuen korkea
ominaispinta-ala, ja sen pinta voidaan konjugoida lukuisilla molekyyleilld muokaten PSi:n
ominaisuuksia erityyppisid tehtdvid varten. Lédketieteellisissd sovelluskohteissa PSi:n
huokoista rakennetta on hyddynnetty esimerkiksi lddkeaineiden kuljetusalustana [4] ja

magneettikuvauksen tehostamisessa huokosiin pakatuilla rautananopartikkeleilla [5].

Mustan huokoisen piin erityisen korkea valosta liammoksi siirron hydtysuhde on osoittanut sen
potentiaalin  sovellettavaksi syOpédkasvainten hoitoon fototermisessa terapiassa [1].
Hoitomenetelméssd syopiakasvaimessa olevien nanopartikkelien infrapunaséteilyn absorbointi
vilittyy syOpdsolujen lampoétilan kohoamiseksi ja eri mekanismien kautta solukuolemiin [6].
Lisédksi useilla fototermista terapiaa varten kehitettdvilld materiaaleilla on ollut heikkouksia,
josta esimerkkind wuseiden epédorgaanisten nanopartikkelien mahdollinen toksisuus ja
orgaanisten photobleaching. Huokoisen piin kdyttod on aiemmin tutkittu fototermisessa
terapiassa myds sdhkokemiallisella syOvytykselld valmistetuilla nanopartikkeleilla, mutta
terapeuttista kdyttod ajatellen ndiden partikkelien valosta lammoksi siirron hy6tysuhde oli

kuitenkin matala [7].

Syopidkasvainten hoitoa ja kuvantamista varten nanopartikkelit on saatava kulkeutumaan
kasvaimeen ja sydpdsoluihin, esimerkiksi verenkierron vilitykselld, jota aktiivisessa
kohdentamisessa voidaan pyrkid tehostamaan nanopartikkeleihin konjugoitujen molekyylien
vaikutuksesta. Lisdksi nanopartikkelit voivat kertyd myds EPR-ilmion (eng. enhanced
permeability and retention effect) vaikutuksesta passiivisesti verenkierrosta syopdkasvaimiin,
joka on seurausta kasvainten uusien epitiydellisten verisuonien “tihkumisesta” [8]. Useita
nanopartikkelien terapeuttisia kdyttokohteita varten nanopartikkelien tulee kuitenkin séilyd
verenkierrossa tunneista pdiviin [9]. Mikédli nanopartikkelit aggregoituvat muodostaen
suurempia partikkeleita, ne voivat kertyd nopeasti esimerkiksi pernan kapeisiin verisuoniin.
Lisdksi elimiston puolustusjédrjestelmén sydjdsolut, kuten makrofagit, pyrkivdt poistamaan
verenkierrosta vierasaineita fagosytoimalla, jonka seurauksena nanopartikkelit kuljetetaan

hajotusta varten esimerkiksi maksaan ja pernaan. Nanopartikkelien verenkiertoaikaa voidaan
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kasvattaa konjugoimalla niiden pintaan pitkéketjuisia polyetyleeniglykoli (PEG) molekyyleja,
jotka védhentdvit nanopartikkelien aggregoitumista ja myds estdvit sydjisolujen fagosytointia

[10].

Tassd tutkielmassa pyrittiin - valmistamaan alle 100 nm:n mustia huokoisen piin
nanopartikkeleita, jotka konjugoitiin sitten 0,5 ja 2,0 kDa:n PEG-silaaneilla parantaen
nanopartikkelien kolloidista stabiilisuutta veren plasmassa ja seerumissa. Nanopartikkelit
funktionalisoitiin lisdksi fluoresoivalla syaniini 5,5 -vériaineelle niiden internalisoitumisen
tutkimiseksi RAW264.7 makrofagi- ja CT26 sydpidsolulinjalla in vitro. Bioyhteensopivuutta
madritettiin myds tutkimalla funktionalisoitujen nanopartikkelien toksista vaikutusta CT26
solujen elinkykykokeilla. Lisdksi nanopartikkelien fysikokemiallisia ~ominaisuuksia
karakterisoitiin  termogravimetrisella  analyysilld, dynaamisella  valonsironnalla ja

fluoresenssimikroskopialla.



2 HUOKOINEN PII

Tassd kappaleessa on esitettynd asioita huokoisen piin nanopartikkelien ominaisuuksista ja

muokkauksesta biolddketieteellisid sovelluskohteita varten.

2.1 MUSTAN HUOKOISEN PIIN VALMISTUS

Mustan huokoisen piin (BPSi) valmistusmenetelmé [1] perustuu reaktioon natriumsilisidin,
ammoniumbromidin ja natriumbromidin vélilld (NaSi/NH4+Br/NaBr, 1:4:4, m/m/m), jossa noin
5 nm:n pii nanopartikkelit [11] aggregoituvat muodostaen mesohuokoista piitd. Lahtoaineet

jauhetaan ensin argonkaasun alla ja reagoivat sitten yhtdlon
NaSi + NH4Br 2 NaBr + NHs + Si/H + H. (1)

mukaisesti 240 celsiusasteessa typpikaasussa 5 tunnin ajan, josta lopputuotteena saadaan
vetyterminoitua huokoista piitd (Si/H), ja sivutuotteena syntyvét vetykaasu (Hz) ja ammoniakki
(NHs) haihtuvat pois. Natriumbromidi toimii sivutuotteena reaktiossa mallina huokosten
muodostumiselle, joka poistetaan mikropartikkelien rakenteesta huuhtelemalla HCI- ja HF-

liuoksilla.

Muodostettujen BPSi nanopartikkelien vesisuspensio ndyttdytyy selvédsti tummempana
sahkokemiallisella sydvytykselld valmistettujen PSi nanopartikkelien kellertdvdin sdvyyn
verrattuna (Kuva 1 c), ja lisdksi BPSi:n valmistuksen hyo6tysuhde (80-90 %) on selvésti
sdahkokemiallista syovytystd (<30 %) parempi. BPSi:n huokoisuus on 49 %, ja huokosten
halkaisija noin 8-15 nm:n vililld, maksimi 9,5 nm:n arvolla. Huokoinen rakenne on selvisti
erotettavissa lapdisyelektronimikroskoopin (TEM) kuvasta (Kuva 1 b), ja nanopartikkeleiden
kidekoon vaihtelu noin 10-20 nm:n vélilld havaitaan HR-TEM kuvasta (Kuva 1 d). BPSi:11d on
my0s korkea valon massavaimennuskerroin (13,2 L/g/cm) 808 nm:n aallonpituudella ja valosta
lammoksi siirron hydtysuhde (33,6 %), mika tekee siitd potentiaalisen materiaalin fototermista

terapiaa varten. [1]
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Kuva 1: (a) Lapéisyelektronimikroskoopin (TEM) kuva BPSi mikropartikkelin leikkeesté ja (b)
suurennos ympyroidyltd alueelta. (c) BPSi partikkelien vesisuspensio ndyttdytyy selvésti
tummempana sidhkokemiallisella sydvytykselld valmistettuun PSi suspensioon (ePSi)
verrattuna. (d) BPSi partikkeleissa kidekoko vaihtelee noin 10-20 nm:n vélilld. Kuvat muokattu
lahteistd [1] ja [12].

2.2 KEMIALLISET MUOKKAUKSET

Huokoisten pii partikkelien funktionalisointi erilaisilla molekyyleilld mahdollistaa partikkelien
muokkaamisen erityyppisid tehtdvid varten. Valikoivassa modifioinnissa funktionalisointi
kohdistuu joko partikkelien huokosten pinnoille tai partikkelien ulkoisille pinnoille, verrattuna

epaselektiiviseen, jossa modifiointia pintojen vililla ei ole eroteltuna [13].

Hydroksyyliryhmien (-OH) konjugoiminen PSi partikkelien pinnoille stabiloi pinnan
rakennetta ja mahdollistaa useiden molekyylien liittdmisen partikkeliin. OH-ryhmid voidaan
muodostaa partikkelin pinnoille kemiallisena oksidointina piihin liittyneiden vetyatomien (-H)

hapettamisella OH-ryhmiksi esimerkiksi vetyperoksidilla. [14]



(a) (©)
H—(OCH,CH,)—OH NH;

Lineaarinen PEG

Si
o..0_0 C,Hs0™ | OC,Hs
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Meripihkahappo-
anhydridi

(b)

Kuva 2: Molekyylirakennekaava (a) lineaarisesta n etyleenieetteri yksikkod sisdltdvista
polyetyleeniglykolista [ 15], (b) meripihkahappoanhydridistd [16] ja (c) APTES aminosilaanista
[14].

Partikkelien pinnan OH-ryhmiin voidaan silanisaatiossa liittdd esimerkiksi PEG-silaaneja ja
aminoryhmén (-NH:) siséltdvid aminosilaaneja [14]. PEG-molekyylien rakenne koostuu
toistuvista etyleenieetteri yksikoistd (Kuva 2 a), ja eri pituisia PEG-molekyylejd voidaan
kayttda eri sovelluskohteissa. Aminosilaanien (Kuva 2 ¢) positiivinen NHz-ryhma mahdollistaa
konjugoinnin lukuisten molekyylien, kuten useiden vériaineiden kanssa [14]. NH,-ryhma
voidaan konjugoida myds meripihkahappoanhydridin (Kuva 2 b) kanssa muodostaen
meripihkahapon semialdehydin, jolloin karboksyyliryhma (-COOH) jdd vapaaksi partikkelin
pinnalle (Kuva 3) [16].

Vaihe 1

E
> sit
OH S 0/ .
g: + o,‘Sj/\/\NHz — O,‘sg\/\NHz
0] ;
OH ) Q \O’S\i\/\/NHZ
(0]
3
Vaihe 2
5 v
O /\/\ O/SL’H.. O
_Si NH \
le) \O 2 +OWO ,SI/\/\NHIWOH
‘ 0] b
O'S\lx/\/NHZ h 0]
0 o-Si.,
3 0]
2

Kuva 3: Hydroksyyliryhmiin (-OH) konjugoituu ensin silanisaatiossa APTES-molekyyleja, ja
ndiden vapaisiin aminoryhmiin (-NH2) liittyy sitten meripihkahappoanhydridi molekyyleja.
Kuva muokattu ldhteesti [16].
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2.3 BIOYHTEENSOPIVUUS

Elimistdssd huokoinen pii on biohajoavaa ja piitd 16ytyy myos hivenaineena useista kudoksista.
Huokoisen piin biohajoaminen johtaa yhtildiden (2) ja (3) mukaisesti ortopithapon Si(OH)4

muodostumiseen, joka erittyy munuaisten erittiménd virtsan mukana pois elimistosta.
Si+20 - SiO: (2)
SiO2 + 2H20 = Si(OH)4 3)

Elimistossd huokoinen pii voi olla biohajoavaa, mutta myos bioinerttid tai bioaktiivista, jota
voidaan sdddelld piin huokoisuusasteella. Huokoisuuden laskiessa alle 70 prosentin, on PSi
ensin bioaktiivista ja sitten biohajoavaa, ja korkeammalla huokoisuudella PSi liukenee
simuloiduissa kehon nesteissd [17]. BPSi nanopartikkelien (huokoisuus 49 %) on myos
osoitettu  olevan biohajoavaa  fosfaattipuskuroidussa  suolaliuoksessa (PBS), ja
hajoamisnopeuteen vaikuttavan nanopartikkelien funktionalisoinnin [1]. PEG-molekyylien
konjugointi nanopartikkelien pintaan oli kasvattanut BPSi:n puoliintumisajan PBS-liuoksessa

0,8 paivistd 3,0 pdivéan.

PSi:lla on myds myrkyllisid vaikutuksia elimistdssd, silld PSi partikkelien pinnalla pii on
sitoutunut vetyatomeihin (Si-H, Si-H: ja Si-Hs). Nami voivat edelleen reagoida muodostaen
silaaneja (Si-Ha), jotka ovat elimistossd reaktiivisia ja myrkyllisid. PSi:n Si-Hy sidoksiin
voidaan kuitenkin vaikuttaa esimerkiksi oksidoimalla piiatomeihin happea, muodostaen Si-OH

sidoksia, ja estden niin silaanien kehitysta. [18]

Nanopartikkelien toksisuutta voidaan tutkia in vitro esimerkiksi solujen elinkykykokeilla,
joissa partikkelien sytotoksisuus havaitaan solukuolleisuutena. Solujen elinkykyéd voidaan
tutkia mittaamalla Promegan CellTiter-glow reagenssilla késiteltyjen solujen luminenssia, joka
on verrannollinen metabolisesti aktiivisten solujen ATP-molekyylien méédrdédn [19].
Elinkykykokeiden lisdksi sytotoksisuutta voidaan tutkia mekaanisilla analyyseilla selvittden

partikkelien vaikutusta solun sisdisiin prosesseihin [20].

Nanopartikkelien sytotoksisuuden maédritys in vitro ei kuitenkaan vilttdméttd vastaa
nanopartikkelien toksisuutta in vivo, silld elimistdssd solut ovat asemoituneet 3D-tilavuuteen
toisin kuin esimerkiksi elinkykyd mitattaessa kuoppalevylld kuoppien pohjalle poissa solujen
luonnollisesta ympadristostd. Epédvarmuutta toksisuuden mairitykseen tuo myods se, ettd

partikkelien toksisuudessa voi olla eroa eri solulinjoilla. [20]
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Lisdksi elimiston nesteet ovat yleensd kontrolloidussa virtauksessa, kun puolestaan in vitro
solukokeet suoritetaan tyypillisesti staattisessa ympéristossd. Dynaamista menetelméé solujen
inkuboimiseen partikkelien kanssa on tutkittu esimerkiksi pitden kuoppalevya keinuttelevassa
liikkkeessd inkuboinnin ajan, jolloin nesteen ollessa jatkuvassa sekoituksessa partikkelit eivit

padse sedimentoitumaan solujen pinnalle samoin kuin staattisessa tilanteessa [21].

Useita terapeuttisia kéyttokohteita varten nanopartikkelit injektoidaan verenkiertoon, kuten
esimerkiksi nanopartikkelien kohdentamiseksi verenkierron vilitykselld syOpédkasvaimen
soluihin. Verenkierrossa nanopartikkelien kdyttdytymiseen ja kohde-elimeen kertymiseen
vaikuttaa retikuloendoteliaalijarjestelmda (RES), joka koostuu verenkierrossa olevista
makrofageista ja monosyyteistd ja useiden elinten, kuten maksan ja pernan fagosytoivista
soluista. RES toimii osana elimiston puolustusjirjestelmdd, joka pyrkii poistamaan
vierasaineita verenkierrosta fagosytoivien solujen vilitykselld. RES-jérjestelméin toiminta
perustuu verenkierrossa biomolekyylien, kuten proteiinien, opsonointiin partikkelien pinnalle,

jotka RES-solut tunnistavat johtaen partikkelien fagosytoosiin. [10]

Fagosytoosia voidaan pyrkid vdhentdmddn liittdmilld partikkelien pinnoille esimerkiksi
pitkdketjuisia PEG-molekyyleja (Kuva 2 a) heikentden proteiinien opsonoitumista.
Tyypillisesti suuremman koon nanopartikkeleihin liitetddn lyhyempid PEG-molekyylejd, jotta
nanopartikkelien koko ei kasvaisi merkittavisti PEGyloinnin seurauksena, ja joka voisi johtaa

my0s nopeampaan verenkierrosta poistumiseen. [9]

PEGyloitu
nanopartikkeli v,' a " Minimaalinen tai
Y P ei internalisoitumista
Minimaalinen
opsonointi
HH
-
Nanopartikkeli J
‘ *”
L f
lv“
Opsonointi -\ ;
P - Komplementin
aktivointi ja

internalisoituminen

Kuva 4: PEGylointi heikentdd opsonointi proteiinien liittymistd nanopartikkelin pintaan, ja
johtaa vdhdisempadn internalisointiin. Kuva muokattu ldhteestd [22].
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Partikkelien soluun sisdfinottoa eli internalisoitumista voidaan tutkia esimerkiksi in vitro
makrofageilla, minkd perusteella voidaan arvioida muun muassa partikkelien mahdollista
pakenemista RES jarjestelmaltd. Partikkelien internalisoinnin kannalta solujen solukalvolla on
suuri merkitys, silld se sédédtelee molekyylien kulkua soluun ja ulos solusta. Solukalvo on
fosfolipidien muodostama kaksoiskalvo, joka myos antaa soluille rakenteellista tukea ja pitdd

solun homeostaasia ylla. [22]

Solut voivat internalisoida partikkelit useilla eri tavoilla, jotka ovat riippuvaisia niin solusta,
partikkelista kuin solun mikroymparistosta. Internalisointitavat voidaan karkeasti jakaa neljaén
eri pddmekanismiin (Kuva 5): fagosytoosiin, klatriini- ja kaveoliini-vélitteisiin endosytooseihin

ja makropinosytoosiin [23].

&g\ﬁ_.; -;_,-ﬁ';.
-}Y“‘*'.- & ‘h‘%?‘ i
(4)
(C) Klatriini-valitteinen (D) Kaveoliii-vilitteinen
endosytoosi endosytoosi

Solun ulkopuoli

Solun sisdpuoli

(A) Fagosytoosi

{B) Makropinosytoosi

.:__f Nanopartikkeli Ligandeja 'I’ Kaveoliini _ Klatriini
? Y *‘%u?’ Reseptoreita ] Kaveoliini-2 _~ Aktimi-filamentti Adaptori

Kuva 5: Partikkelien internalisointitavat jaettuna neljdédn eri padmekanismiin: (a) fagosytoosiin,
(b) makropinosytoosiin, (c) klatriini- ja (d) kaveoliini-vélitteisiin endosytooseihin, ja niihin
osallistuvia proteiineja. Kuva muokattu ldhteestd [23].

Fagosyyteilld, kuten makrofageilla, internalisointi perustuu tyypillisesti fagosytoosiin
solukalvon reseptorien tunnistaessa partikkeliin opsonoituneen molekyylin. Esimerkiksi
opsonoituneet vasta-aineet, komplementti- ja muut proteiinit voivat nédin johtaa solukalvon
kuroutumiseen aktiinisdikeiden vélitykselld partikkelin ympérille ja sen internalisointiin,

vieden aikaa partikkelista ja solutyypistd riippuen 30 minuutista useisiin tunteihin [22].
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Fagosytoosi on usein suurempien partikkelien (> 500 nm) internalisoitumismenetelma, mutta
suuret partikkelit voivat internalisoitua myds makropinosytoosilla epdspesifisten
vuorovaikutuksien kautta solukalvon muodostaessa ulkoneman aktiini-proteiinien vilitykselld

partikkelin ympérille [23].

Klatriini- ja kaveoliini-vélitteisissd endosytooseissa nanopartikkeli internalisoituu solukalvon
kuroutuessa sisdénpéin klatriini- tai kaveoliini-proteiinien avustamana. Klatriini-vilitteinen
endosytoosi voi alkaa reseptori vilitteisesti opsonoidun nanopartikkelin kiinnittyessa
reseptoriin solukalvolla, mutta myos epéspesifisesti esimerkiksi hydrofobisten tai sdhkdisten
vuorovaikutusten  kautta  solukalvon kanssa.  Klatriini-vélitteisen  internalisoinnin
muodostamassa kalvorakkulassa nanopartikkeli tyypillisesti kuljetetaan lysosomiin hajotusta

varten, toisin kuin kaveoliini-valitteisessd internalisoinnissa. [23]

Lisdksi partikkelien vuorovaikutuksen solujen kanssa on havaittu riippuvan useista ndiden
ominaisuuksista, kuten esimerkiksi partikkelien varauksesta. Solukalvon ollessa varautunut
negatiivisesti, on sen havaittu johtavan positiivisesti varautuneiden partikkelien
voimakkaampaan internalisoitumiseen [24]. Nanopartikkelien internalisointiin vaikuttaa myos
niiden koko, silld esimerkiksi silika nanopartikkeleilla pienemmaét nanopartikkelit (50 nm)
ndyttivdt merkittdvasti enemman internalisoitumista suurempiin kokoihin (100 ja 300 nm)
verrattuna [25]. Koon merkitys on kuitenkin osittain partikkeli ja solulinja kohtainen, ja
vaikuttava tekijd voi my0s olla pienempien partikkelien aggregointi suuremmiksi solukalvon
pinnalla voimistaen vuorovaikutusta solukalvon kanssa [22]. Koon lisdksi myds
nanopartikkelin muodolla on osoitettu olevan vaikutusta internalisoitumiseen, silld

sauvamaisten nanopartikkelien on havaittu internalisoituvan pyodreitd nopeammin [24].

2.4 KOLLOIDINEN STABIILISUUS

Verenkiertoon injektoitujen nanopartikkelien on oltava riittdvéin pienid (< 200 nm) [26], jotta
ne mahtuvat kulkeutumaan useiden elinten, kuten pernan, kapeimpien verisuonten ldpi. Sen
lisdksi, ettd nanopartikkelit ovat injektoitaessa halutun kokoisia, tulee niiden myos sdilyttaa
koko riittdvédn pitkddn. Verenkierrossa partikkelimidrdn puoliintumisajan tulisi olla noin 2-6

tuntia kuvantamista varten ja terapeuttiseen kayttoon useita paivié [9].

Partikkelien kolloidinen stabiilisuus tarkoittaa dispergoitujen partikkelien kayttdytymistd

nesteessd. Mikili ne aggregoituvat muodostaen suurempia partikkelien ryppditd kasvattaen
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partikkelien kokoa, ne ovat epdstabiileja. Nesteen virtauksen, Brownin liikkeen tai
sedimentoitumisen vaikutuksesta partikkelit aggregoituvat niiden térmaéillessi ja kiinnittyessa
toisiinsa sdhkoisten voimien vaikutuksesta. Aggregointia edistdvid eli partikkeleja
puoleensavetdvid voimia on esimerkiksi Van der Waalsin voima ja hydrofobinen vetovoima.
Van der Waalsin puoleensavetdvd voima, joka tunnetaan myds London voimana, aiheutuu
partikkelien vélisessd nesteessd sdhkomagneettisen kentdn vaihtelusta. Vaihtelu johtuu
molekyylien hetkellisistd ja spontaaneista sdhkodisten ja magneettisten polarisaatioiden
suuntautumisista, mutta vaikuttaa merkittdvésti vain partikkelien ollessa hyvin ldhekkéin

toisiaan. [27]

Mikili partikkelit hylkivdt toisiaan ja pysyvit nesteeseen dispergoituneena ilman
aggregoitumista, ne ovat stabiileja. Tdlloin partikkelien viliset repulsiiviset voimat ovat
suuremmat kuin partikkeleja yhteen vetdvit voimat. Repulsiivisia voimia on esimerkiksi

sdahkoinen tai steerinen repulsio. [27]

Sahkoiset vetovoimat johtavat niin sanotun sdhkodisen kaksoiskerroksen muodostumiseen
partikkelin ympdrille, mikd aiheutuu partikkelien ollessa usein varautuneena liuoksissa.
Partikkelien varaus voi johtua esimerkiksi partikkelin pinnalla olevien funktionaalisten ryhmien
ionisoitumisesta, joka vesiliuoksessa voi olla seurausta protonin vastaanottamista tai
luovutuksesta vesimolekyylien kanssa. Varautuneena partikkelit vetdvét ndin puoleensa ioneita
johtaen vastakkaismerkkisten ionien liittymiseen sdhkdisten voimien vaikutuksesta partikkelin
ympdrille. Ndiden ympdrille liittyy edelleen 16yhemmin ulompi kerros ioneita, jossa varaus
liikkkuu neutraalin suuntaan (Kuva 6). Zeta potentiaaliksi madritellddn potentiaali 16yhisti
liittyneiden ionien kerroksen ulkopinnalla, ja zeta potentiaalin ollessa riittdvén suuri, voivat
partikkelit hylkid toisiaan saman merkkisind johtaen kolloidisesti stabiilimpaan dispersioon.

[28]
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Kuva 6: Zeta potentiaali méaéritelldén potentiaaliksi partikkelin ympérille 16yhésti liittyneiden
ionien kerroksen ulkopinnalla. Kuva muokattu ldhteesté [29].

Partikkelien kolloidista stabiilisuutta voidaan parantaa hyddyntden steeristd vuorovaikutusta
partikkelien vililld konjugoiden partikkelit esimerkiksi polymeereilli, kuten PEG-
molekyyleilld, ndiden muodostaessa ulomman molekyylien kerroksen partikkelien pinnalle [9].
Kun polymeerien toinen pdd on kiinnittyneend partikkeliin ja toinen on suuntautunut
hydrofiilisend partikkeleista poispdin, johtaa ndiden kerroksien kosketukseen joutuminen
polymeerikerroksen dehydraatioon ja repulsiivisiin voimiin partikkelien vélille. Kun steerinen
repulsio pitdd partikkelien pinnat riittdivin kaukana toisistaan, eivdt esimerkiksi Van der
Waalsin voimat padse muodostamaan yhtd vahvasti aggregoituneita partikkeleita. Suuremmat
partikkelit tarvitsevat stabiloimiseksi myds paksumman steerisen kerroksen, silld Van der

Waalsin voimat ovat verrannollisia partikkelien kokoon. [27]

2.5 LEIMAAMINEN

Nanopartikkelien kdyttdytymisen tutkimiseksi in vitro soluilla ja in vivo elimistdssd, tulee
niiden kulkeutumista ja jakaantumista pystyd seuraamaan. Huokoisen piin nanopartikkelit
voidaan esimerkiksi leimata radioaktiivisilla aineilla, kuten '"'In:114, verenkierrossa sdilymisen

ja eri elimiin kertymisen selvittimiseksi SPECT/CT:I14 [30]. Nanopartikkelit voidaan leimata
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myds fluoresoivilla molekyyleilld, kuten FITC:114 [1], joiden etuna radioaktiivisiin verrattuna
on, etteivit ne kohdista elimistdon ionisoivaa séteilyé. Fluoresoivilla molekyyleilld leimattujen
nanopartikkelien jakaantumista elimistossd voidaan tutkia in vivo eldvilld eldimilld IVIS-

jarjestelmailld (in vivo imaging system) [31], ja in vitro soluilla fluoresenssimikroskopialla.

Fluoresenssin kannalta merkitystdi on myods fluoresoivia molekyylejd virittdvan ja niiltd
emittoidun sdteilyn aallonpituudella, silld kudokset ovat paremmin siteilyd 1dpdisevampia léhi-
infrapunan alueella (650-900 nm) [32]. Orgaanisista fluoresoivista molekyyleistd esimerkiksi
syaniini-perheen vériaineet ovat yleisesti kdytettyjd, kuten esimerkiksi syaniini 5,5 (Kuva 7),

jonka virittdvén siteilyn maksimi on 684 nm:n ja emission 710 nm:n aallonpituudella [33].

—
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Kuva 7: Syaniini 5,5 NHS esteri -viriaineen rakennekaava [33].
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3 FYSIKOKEMIALLISET KARAKTERISOINTIMENETELMAT
3.1 TERMOGRAVIMETRINEN ANALYYSI

Termogravimetrinen analyysi (TGA) on ldmpdanalyyseihin kuuluva menetelmai, jolla voidaan
tutkia ldmpdenergian vaikutusta materiaalin koostumukseen. TGA perustuu nédytteen massan
jatkuvaan mittaamiseen, samalla kun ndytteen ldmpotilaa nostetaan hallitusti esimerkiksi 1000
celsiusasteeseen. Ldmpoenergian seurauksena materiaali voi hajota ja palaa, joka johtaa
ndytteen massan hdavioon. Mikéli ndytteen koostumus on tunnettu, voidaan massan havion
perusteella méérittad tietyn komponentin massaprosenttiosuus néytteessd. Ndytteen analysointi
voidaan suorittaa esimerkiksi ilmassa tai typpikaasussa ndytteen hapettumisen vélttimiseksi.
Esimerkiksi huokoiseen piihin kemiallisten muokkausten seurauksena konjugoitujen
orgaanisten molekyylien osuus voidaan miérittdd vertaamalla yksittdisen ndytteen massan

hiviotd ndytteeseen, johon molekyyleja ei ole liitetty.

3.2 FLUORESENSSIMIKROSKOPIA

Fluoresenssi konfokaalimikroskopia perustuu valon absorboitumiseen tutkittavaan niytteeseen
ja sen fluoresenssin havaitsemiseen, josta konfokaalimikroskopointi menetelmin voidaan
poistaa fokuksen ulkopuolelta tulevaa valoa. Naytteessd fluoresenssi on 1dhtdisin niin sanotusta
fluorokromi molekyylistd, jonka energiatila on huoneenldmmdssd tyypillisesti matalimmalla
tasolla So. Virittdvdn sdteilyn fotonien vaikutuksesta fluorokromin energiatila voi nousta
korkeammalle tasolle, kuten tasolle S: (Kuva 8 a). Energiatason sisdiset purkautumiset johtavat
usein ldmmon siirtymiseen molekyylin  ympéristoon, mutta korkeammalta tasolta
matalammalle (esim. Si1 = So) siirtyminen voi johtaa fotonien emittoitumiseen fluoresenssina.
Emittoituvan fotonin energia on absorboituvaa pienempi, joka johtaa ndin fluoresenssin

aallonpituuden kasvamiseen virittdvién séteilyyn verrattuna (Stokes-siirtyma). [34]

Fluoresenssi konfokaalimikroskopiaa varten on kehitetty erilaisia mittausjérjestelmid, josta
esimerkkind on epi-illuminaatio (Kuva 8 b). Jarjestelmdssd pinholen tarkoitus on ensin
fokusoida virittdvd siteily ndytteelld valittuun pisteeseen, ja vastaavasti pinholen avulla
fluoresenssi fokusoidaan myds ilmaisimelle. Pinholet poistavat ndin nidytteelld polttopisteen
yld- ja alapuolelta tulevaa valoa ja parantavat merkittdvésti kontrastia. Objektiivilinssin ja
dichroic-peilin vélitykselld fluoresenssi ohjataan ndytteeltd ilmaisimelle, jolla saadaan

muodostettua ndytteestd kuva myos syvyyssuunnassa skannattaessa ndytteen lépi. [34]
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Kuva 8: (a) Fluoresoivan molekyylin (fluorokromin) fluoresenssi syntyy molekyylin palatessa
korkeammalta energiatasolta matalammalle. (b) Yksinkertaistettu havainnekuva epi-
illuminaatio konfokaalimikroskoopin toimintaperiaatteesta. Kuva muokattu ldhteesta [34].

3.2.1 Viriaineen osuuden kvantifiointi

Fluoresenssimikroskopiaa voidaan kiyttdd myos nanopartikkeleihin konjugoidun vériaineen
madrdn estimoimiseen, menetelmdn perustuessa vapaan ja nanopartikkeleihin konjugoidun
vériaineen fluoresenssin médritykseen suspensiossa. Vapaalle viriaineelle (Cy 5,5) mitattuihin

fluoresenssin intensiteetteihin Ic, voidaan vériaineen konsentraation ccy, funktiona sovittaa

suora pienimmaén neliosumman menetelmaélld (PNS), jolloin suoran yhtélé on muotoa
ICy = e1CCy + 06, 4)

ja tuntemattomat 0, ja 0, ovat suoran kulmakerroin ja vakio. Olettamalla vapaan viriaineen ja
vastaavan madrdn partikkeleihin konjugoituna tuottavan yhtd voimakkaan fluoresenssin,
voidaan partikkeleihin konjugoidun viériaineen fluoresenssin intensiteetti Ip,q esittdd

vastaavasti suoran yhtdlon muodossa

Ipart = e1CCy,part + 0, )

jossa  Ccypart Vvastaa emission aiheuttaman partikkeleihin - konjugoidun  viriaineen

konsentraatiota ja 0; ja 0, ovat vapaan vériaineen suoran sovituksesta estimoidut suoran
kulmakerroin ja vakio. Ratkaisemalla edellisestd kaavasta konjugoidun viriaineen

konsentraatio Ccy part SUSpensiossa saadaan
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Ipart - e2
Ccy,part = 6—1 (6)

ja jakamalla edellinen kaava partikkelien konsentraatiolla ¢y, partikkeleihin konjugoidun
vériaineen massaprosenttiosuuden Cyy,o, médrittdimiseksi saadaan

Ipart —8;

Cymo, = (7)

01 Cpart

Virhettd vériaineen massaprosentti osuudelle voidaan estimoida keskivirheen kasautumislailla

Af = z (aa—xfl Axi)z (8)

jossa Af on funktion f virhe ja Ax; yksittdisen muuttujan x; virhe. Massaprosenttiosuuden

kaavalla

virheeksi saadaan néin

1 2 (8,1 20, —1 2 1 2
2 part 2 part
ACy e, = [| =—AI +|{———Ac +|———A6 + A6 9
ym/ (elcpart part) < elclz)art Part) ( e%Cpart 1) (elcpart 2> ( )

kun Al on partikkelin intensiteetin virhe, Acy,. on partikkelin konsentraation virhe ja A6,

ja AB, ovat suoran sovituksen kulmakertoimen ja vakion virheet.

3.3 DYNAAMINEN VALOSIRONTA

Dynaaminen valosironta on menetelmé, jolla voidaan méérittdd nanopartikkelien kokoa
perustuen niiden Brownin liikkeeseen liuoksessa. Partikkeleihin kohdistettu laserin
monokromaattinen valo siroaa partikkeleista eri suuntiin, joka on riippuvainen partikkelien
koosta ja muodosta. [Imaisimen mittaama siroavan valon intensiteetti voidaan menetelmasta
riippuen mitata alkuperdiseen valonsiteeseen nihden 90 asteen kulmassa tai takaisinsironnassa
158 tai 173 asteen kulmassa. Takaisinsironta menetelmdn etu on sen mahdollistaessa
konsentroituneemman ndytteen kokoanalyysin, silld valonsdteen ei tarvitse kulkea koko
ndytteen ldpi ilmaisimelle. Takaisinsironnassa sironta muuttuu myds riippumattomammaksi
aallonpituudesta, jolloin esimerkiksi suurten pdolyhiukkasten vaikutus pienempiin

partikkeleihin ndhden pienenee ndiden sirottaessa valoa voimakkaammin eteenpdin. [35]
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Brownin liike riippuu partikkelien koosta, mutta myds liuoksen ldmpdtilasta ja viskositeetista.
Koska pienemmét partikkelit litkkuvat suuria nopeammin, niin liikkeen seurauksena siroava
valo kokee Dopplerin levenemis -ilmion takia vaiheessa vahvistumia ja destruktioita. Siroavan
valon intensiteetin vaihtelun perusteella partikkelien diffuusiokerroin ja edelleen partikkelien

niin sanottu hydrodynaaminen koko voidaan mairittaa. [35]

3.4 ZETA POTENTIAALI

Partikkelien dispergoituessa nesteeseen, varautuneina ne vetiavét puoleensa ioneita, jolloin osa
ioneista voi muodostaa liikkumattoman kerroksen partikkelin ympérille. Partikkelin zeta
potentiaali médritelldén potentiaaliksi niin sanotussa slipping tasossa, joka on partikkelin
ympérille hakeutuneiden ionien ja vapaan liuoksen rajalla (Kuva 6). Partikkelien zeta
potentiaali voidaan méérittdd mittaamalla ulkoisessa  sdhkokentdssd  partikkelien
elektroforeettisen litkkkuvuuden méaérittdimada laservalon keskitaajuuden siirtymid, jonka

perusteella zeta potentiaali voidaan laskea. [36]
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Tyon tavoitteena oli kehittdd valmistustapa funktionalisoida BPSi nanopartikkelit Cy 5,5 -
vériaineella ja polyetyleeniglykolilla (PEG) siten, etti ne sdilyttdvét riittdvin kolloidisen

stabiilisuuden PBS:ssi ja plasmassa/seerumissa.

Tyon kokeellisesta osasta on esitettyni menetelmd nanopartikkelien muokkausten
suorittamiseksi, nanopartikkelien fysikokemialliset karakterisoinnit, kolloidisen stabiilisuuden
madritykset sekd suoritetut solukokeet nanopartikkeleilla. Fysikokemiallisia analysointeja
varten nanopartikkelit valmistettiin pidfosin samasta erdstd BPSi ldhtomateriaalia, mutta

solukokeita varten nanopartikkeleita valmistettiin useista erista.

4.1 PARTIKKELIEN MUOKKAUKSET

BPSi nanopartikkelien muokkaus ja funktionalisointi on jaettuna viiteen tydvaiheeseen, joista

on alla kerrottu tarkemmin.

4.1.1 Jauhaminen

Yhtend tyon tavoitteista oli valmistaa alle 100 nm:n BPSi nanopartikkeleita, jotta ne
verenkiertoon injektoituna mahtuvat kulkemaan eri elinten kapeiden hiussuonten Ilépi.
Lahtomateriaalin mahdollisimman pienen koon saavuttamiseksi mikrokokoisia BPSi
partikkeleita jauhettiin planetaarisella kuulamyllylld (Fritsch Pulverisette 7) halkaisijaltaan 1
mm:n zirkonium kuulilla etanolissa 4 ml:n ndytepullossa. Myllyn toimintanopeutena kiytettiin
1000 RPM:i4, ja jauhamista jatkettiin yhteensd 60 minuutin ajan. Jauhamisen jdlkeen BPSi
nanopartikkelit eroteltiin kuulien joukosta etanolilla huuhtelemalla, ja nanopartikkelit sdilottiin

etanolisuspensiona.

4.1.2 Oksidointi

BPSi nanopartikkelit oksidoitiin jdljempdnd kuvattujen PEG- ja aminosilaanien
konjugoimiseksi nanopartikkelien pinnalle. Oksidaatiota varten 100 mg etanoliin sdilottyja
nanopartikkeleita poistettiin etanolista sentrifugoimalla veteen laimennettuna (1:1), kunnes

nanopartikkelit olivat sedimentoituneet, ja supernatantti poistettiin.
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Sedimentoituneita nanopartikkeleita sonikoitiin kaksi minuuttia ultradénilaitteella (Hielscher
UP400S) 15 ml:ssé suolahappo-vesi laimennosta (H-O/HCI, 5:1, m/m) aggregoituneiden BPSi
nanopartikkelien irrottamiseksi toisistaan ja homogeenisen dispersion saamiseksi. BPSi
nanopartikkelien joukkoon lisdttiin 3 ml:a vetyperoksidia (H20:), joka hapettaa
nanopartikkelien ja huokosten pintaa ja muodostuu hydroksyyliryhmid (-OH). Reaktiossa
aineet olivat tdlloin suhteessa (H2O/HCI/H20:, 5:1:1, m/m/m), ja reaktiota jatkettiin yhteensa

30 minuutin ajan 90 °C:ssa magneettisekoituksessa.

Reaktion jidlkeen nanopartikkeleja sentrifugoitiin niiden sedimentoimiseksi ja supernatantin
poistamiseksi, ja nanopartikkelit dispergoitiin veteen sonikoimalla. Edellistd, eli
nanopartikkelien pesemisti, suoritettiin yhteensé kolme kertaa vedelld ja kaksi kertaa etanolilla,
jonka jédlkeen nanopartikkelit silGttiin etanoliin ja suspensiota sonikoitiin edelleen 10 minuutin

ajan. Oksidoituihin nanopartikkeleihin viitataan jatkossa lyhenteellda BPSi-OH.

4.1.3 Vairiaineen leimaus

Seuraava vaihe nanopartikkelien funktionalisoinnissa oli liittdd BPSi-OH nanopartikkelien OH-
ryhmiin aminosilaanien NH.-ryhmien vilitykselld syaniini 5,5 (Cy 5,5) -vériainetta. Vériaineen
konjugointia varten 0,25 mg Cy 5,5 -vériainetta, 13,2 mg BPSi-OH nanopartikkeleita ja 10 pl
aminosilaania (APTES) dispergoitiin 2,5 ml:ssa etanolia, ja reaktiota pidettiin 20 minuuttia 65
°C:een lampdtilassa magneettisessa sekoituksessa. Tdmén jdlkeen reaktioastian reunoille
kiinnittyneet nanopartikkelit irrotettiin sonikoimalla vesihauteessa, ja reaktiota jatkettiin sitten

edelleen 20 minuuttia 65 °C:een ldmpdtilassa.

Reaktion jilkeen suspensio sentrifugoitiin nanopartikkelien sedimentoimiseksi ja supernatantin
poistamiseksi, ja nanopartikkelit dispergoitiin etanoliin sonikoimalla yhden minuutin ajan.
PEG-molekyylien konjugointiin eli PEGylointiin nanopartikkelit jatkettiin suoraan edellisen
tyovaiheen jélkeen, ja fysikokemiallisia karakterisointeja varten olevat Cy 5,5 konjugoidut
nanopartikkelit pestiin vield 3 kertaa etanolilla. Cy 5,5 konjugoituihin nanopartikkeleihin
viitataan jatkossa lyhenteelld Cy5,5-BPSi.

Lisdksi fysikokemiallisia karakterisointeja varten valmistettiin NH>-BPSi nanopartikkeleita
vastaavalla tavalla kuin Cy5,5-BPSi nanopartikkelit, mutta reaktiossa ei ollut mukana Cy 5,5 -

vériainetta.
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4.1.4 PEGylointi

PEGyloinnissa nanopartikkelien OH-ryhmiin konjugoitiin 0,5 ja 2,0 kDa:n polyetyleeniglykoli
(PEQG) silaaneja. Reaktiota varten keittopullossa yhdistettiin Cy5,5-BPSi nanopartikkelit noin
2 ml:ssa etanolia ja niiden alkuperdisten konjugoimattomien BPSi-OH nanopartikkelien
massaan (13,2 mg) nihden noin 10 kertainen mééra eli 130 mg 2,0 kDa:n PEG-silaaneja 1,5
ml:aan tolueenia liuotettuna ja 20 kertainen méérd eli 260 pl 0,5 kDa:n PEG-silaaneja.
Keittopulloa sonikoitiin yhden minuutin ajan vesihauteessa, ja asetettiin sitten magneettiseen
sekoitukseen ja ldmpeneméidn 65 °C:een lampdtilaan. Typpikaasun alla 20 minuutin ajan
suspensiosta haihdutettiin etanolia ja tolueenia, minkd jélkeen 2 ml uutta tolueenia lisdttiin

reaktioon mukaan, ja keittopullo suljettiin ja pidettiin noin 18 tuntia 65 °C:een [dmmassa.

Nanopartikkelien 18 tunnin PEGyloinnin jilkeen keittopullosta haihdutettiin typpikaasun alla
65 °C:ssa tolueenia 30 minuutin ajan, jolloin keittopullossa edelleen vapaiden PEG-silaanien
osuus suspension tilavuudesta kasvoi ja niilld oli korkeampi todenndkoisyys vield liittyd BPSi
nanopartikkelien vapaisiin OH-ryhmiin. PEGyloinnin jdlkeen nanopartikkelit pestiin kolme
kertaa etanolilla, séil6ttiin etanoliin ja niitd sonikoitiin vield yhden minuutin ajan suspensiota

vedelld jadhdyttden. PEGyloituihin nanopartikkeleihin viitataan lyhenteelld PEG-Cy5,5-BPSi.

4.1.5 COOH-modifiointi

PEGyloitujen nanopartikkelien korkean zeta potentiaalin (vedessd ~25-30 mV) takia niiden
pinnoilla paiteltiin olevan jdljelld vapaita NH.-ryhmid, jotka vesi liuoksessa nostivat
nanopartikkelien pintavarausta ja johtivat kolloidisen stabiilisuuden heikkenemiseen etenkin
veren plasmassa verrattuna PBS:ssddn (Kuva 14). COOH-modifioinnissa NHz-ryhmiin
liittyvien  meripihkahapon  semialdehydien  karboksyyliryhmidt (-COOH) laskevat
nanopartikkelien zeta potentiaalia 1ihemméksi neutraalia ja parantavat ndin stabiilisuutta.
COOH-modifioinnissa 20 mg meripihkahappoanhydridid liuotettiin etanoliin sonikoimalla, ja
yhdistettiin  PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kanssa (alkuperdisten konjugoimattomien
BPSi-OH nanopartikkeleiden massa noin 13,2 mg) ja annettiin reagoida yhteensd 2 ml:ssa
etanolia noin 18 tunnin ajan sekoituksessa huoneen ldmmodssd. COOH-modifioituihin

nanopartikkeleihin viitataan jatkossa lyhenteelli COOH-PEG-Cy5,5-BPSi.
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COOH-modifiointi suoritettiin myds Cy5,5-BPSi nanopartikkeleille, jossa aineiden suhteet
olivat samat kuin PEGyloitujen nanopartikkelien modifioinnissa. Néihin nanopartikkeleihin

viitataan jatkossa lyhenteellda COOH-Cy5,5-BPSi.

4.2 FYSIKOKEMIALLISET KARAKTERISOINNIT
4.2.1 Termogravimetrinen analyysi

Orgaanisten ainesosien osuuden madrittdmiseksi funktionalisoiduissa nanopartikkeleissa,
nanopartikkelien massan muutos mitattiin TGA:lla (Netzsch TG 209 F1 Libra) lampdtilan
funktiona. Néiytteiden ldhtomassa mittauksissa oli 5 mg, ja mittaukset suoritettiin
typpikaasussa. Naytteiden 1dmpdtila nostettiin 20 °C/min nopeudella huoneenlammosté ensin
80 °C:seen 20 minuutiksi mahdollisen nesteen haihduttamiseksi nanopartikkelien huokosista,

jonka jdlkeen lampotilan nostamista jatkettiin 900 °C:seen saakka.

4.2.2 Leimauksen kvantifiointi

Nanopartikkeleihin konjugoidun Cy 5,5 -vériaineen massaprosentti osuutta tutkittiin laser-
skannaus fluoresenssimikroskoopilla (Zeiss LSM 700), silld TGA mittauksilla sen miéraa ei
onnistuttu selvittdiméain. Fluoresenssimikroskoopilla nanopartikkeleihin konjugoidun ja vapaan
Cy 5,5 -viriaineen emissoiman fluoresenssin intensiteetti mitattiin mikroskoopin asetuksilla:

Cy 5,5 -kanava, laserin teho 10 %, gain 890 ja pinhole 1 AU.

Ensin etanoliin sekoitetun vapaan Cy 5,5 -viriaineen fluoresenssin intensiteetti mitattiin neljalla
eri konsentraatiolla (0.1, 0.5, 1.0 ja 2.0 pg/ml), ja lisdksi mittaus suoritettiin puhtaassa
etanolissa, joka toimi nolla arvona vériaineelle. Jokaiselle vériaineen konsentraatiolle
suoritettiin kolme mittausta, joista laskettiin keskiarvot. Cy 5,5 konjugoituina partikkeleina
kaytettiin COOH-PEG-CyS5,5-BPSi nanopartikkeleita, silld niiden tiedettiin olevan kolloidisesti
stabiileimpia ja sdilyttdvdn ndin tasaisen konsentraation pisimpddn. Konjugoiduille
nanopartikkeleille suoritettiin myds kolme mittausta, joista laskettiin keskiarvot. Fluoresenssin
intensiteettid ndille nanopartikkeleille mitattiin kolmelta eri kokokeskiarvona mééritetyltd
kokojakaumalta (140, 220 ja 300 nm (Kuva 9)), joiden erottelu oli suoritettu sentrifugoimalla

nanopartikkeleita eri sentrifugointi parametreilla.
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Nanopartikkelien kokojakaumat
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Kuva 9: Sentrifugoimalla eroteltujen COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kokojakaumat
keskiarvoilla 140, 220 ja 300 nm.

Sekd Cy 5,5 konjugoitujen nanopartikkelien ettd vapaan Cy 5,5 -vériaineen intensiteetit
mitattiin 8-kuoppalevylld 0,2 ml:ssa suspensiota. Aivan kuopan pohjalla intensiteetin havaittiin
olevan korkeampi kuin nestekerroksessa pohjan yldpuolella, ilmeisesti pohjalle aivan pohjan
ldhettyviltd hakeutuneiden nanopartikkelien ja viriaineen takia, mistd syystd intensiteetti

mitattiin 60 um pohjan yldpuolelta eri kohdilta kuoppaa.

Mitattuihin vériaineen intensiteetteihin sovitettiin suora PNS-menetelmilld, ja suoran

kulmakertoimen ja vakion perusteella méadritettiin variaineen osuus nanopartikkeleissa.

4.2.3 Kolloidinen stabiilisuus ja zeta potentiaali

Nanopartikkelien kolloidista stabiilisuutta maéiritettiin seuraamalla nanopartikkelien koon
muutosta ajan funktiona vedessd, fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa (PBS) ja veren
plasmassa/seerumissa. Kolloidisen stabiilisuuden mittauksia varten etanoliin sdilotyt
nanopartikkelit pestiin ensin kaksi kertaa vedelld etanolin poistamiseksi suspensiosta, jonka

jalkeen nanopartikkelit dispergoitiin veteen.

Nanopartikkelien kolloidinen stabiilisuus mitattiin tyypillisesti noin 130-150 nm keskiarvona

madritetyiltd kokojakaumilta, jota varten nanopartikkeleita sentrifugoitiin vedessid ja
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supernatantti eroteltiin mittaukseen. Kolloidinen stabiilisuus mitattiin ndin vedessé, ja PBS-
mittausta varten supernatantti laimennettiin PBS-liuoksella (H.O/PBS, 1:4), ja suspensioiden
koon muutosta seurattiin ajan funktiona (Malvern Zetasizer Nano ZS). Kolloidinen stabiilisuus
veren plasmassa ja seerumissa mitattiin senrifugoimalla nanopartikkeleita PBS-liuoksessa, ja

laimentamalla supernatantti plasmalla tai seerumilla (1:1).

Mittausten vililla ndyte-kyvetit sdilytettiin 37 °C:een lampotilassa vastatessa sen thmisen kehon
lampdotilaa, ja ennen koon mittausta kyvettien annettiin jadhtyd noin viiden minuutin ajan

huoneenlammassa.

Zetasizerilla mitattiin myos nanopartikkelien zeta potentiaali vedessd ja PBS:ssd (H.O/PBS,

1:1).

4.3 SOLUKOKEET

Funktionalisoitujen = nanopartikkelien  internalisoitumista  tutkittiin =~ hiirten  CT26
paksusuolensyOpésolulinjalla ja hiirten RAW264.7 makrofagisolulinjalla, ja nanopartikkelien
sytotoksista vaikutusta solujen elinkykyyn CT26 solulinjalla. Nanopartikkelien koon vaikutusta
tuloksiin selvitettiin kolmella nanopartikkelien keskiarvokokona maééritetyltd kokojakaumalta
(esimerkkind COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kokojakaumat (140/220/300 nm)
(Kuva 9)).

4.3.1 Partikkelien internalisointi

Internalisaatiokokeilla tutkittiin nanopartikkelien internalisoitumista CT26 ja RAW264.7
solulinjoilla kolmella eri funktionalisoidulla partikkelityypilld: CyS5,5-BPSi, COOH-Cys5,5-
BPSi ja COOH-PEG-Cy5,5-BPSi.

CT26 soluilla soluravintonesteend kéytettiin RPMI 1640:a ja RAW264.7 soluilla DMEM:i,
joita molempia oli tdydennetty tilavuuteen nihden 10 %:lla naudan sikién seerumia (FBS) ja
1,2 %:lla antibioottiliuosta. Soluja siirrettiin ensin 8-kuoppalevylle omiin kuoppiin
(20000/kuoppa) 0,2 ml:ssa soluravintonestettd solujen 24 tunnin kiinnittymistd varten
inkubaattorissa (37 °C:een ldmpétila, 5 %:n CO:-pitoisuus), jonka jilkeen solut huuhdeltiin 0,2
ml:lla bufferilivosta (HBSS, Hankin tasapainotettu suolaliuos) ja 0,2 ml:lla soluravintonestetta.

Soluravintonesteeseen dispergoidut nanopartikkelit liséttiin kuoppiin, ja soluja inkuboitiin ndin
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nanopartikkelien kanssa inkubaattorissa noin 24 tuntia. Ennen inkubointia etanoliin sdilotyt
nanopartikkelit oli pesty kaksi kertaa vedelld ja laimennettu sitten soluravintonesteelld 0,05
mg/ml konsentraatioon. Inkuboinnin jilkeen solut huuhdeltiin kaksi kertaa bufferiliuoksella
internalisoimattomien nanopartikkelien poistamiseksi, jonka jilkeen solujen kalvorakenteet
varjattiin 0,15 ml:lla CellMask Green plasma membrane stain -véiriaineella 8§ minuuttia valolta
suojattuna huoneenldammdssi. Viarjayksen jilkeen solut huuhdeltiin sekd bufferiliuoksella etti
soluravintonesteelld ja lopuksi soluille liséttiin soluravintonestettd. Soluja tarkasteltiin laser-
skannaus fluoresenssimikroskoopilla (Zeiss LSM 700) kerroskuvauksena nanopartikkelien
internalisoitumisen selvittdmiseksi kahdella eri kanavalla, toinen nanopartikkeleihin
konjugoidun viriaineen havaitsemiseksi (Cy 5,5 -kanava) ja toinen Vvérjittyjen

solukalvonrakenteiden havaitsemiseksi (FITC-kanava).

4.3.2 Solujen elinkyky

Solujen elinkykykokeilla tutkittiin kolmen eri nanopartikkelityypin, BPSi-OH, COOH-CyS5,5-
BPSi ja COOH-PEG-Cy5,5-BPSi, toksista vaikutusta CT26 syopdsoluihin. CT26 solujen
kiinnittymistd 96-kuoppalevylld parannettiin késittelemalld kuoppien pohjat 25 pl:lla Poly-L-
Lysiinid (0,01 %) ja kuivattamalla levyjd kahden tunnin ajan inkubaattorissa. Kuopat
huuhdeltiin sitten 0,1 ml:lla bufferiliuvosta (HBSS), ja CT26 solut lisittiin kuoppiin
(5000/kuoppa) 0,1 ml:ssa RPMI 1640 soluravintonestettd, joka oli valmisteltu samoin kuin
soluravintoneste internalisointikokeita varten. Solujen annettiin kiinnittyd 48 tunnin ajan
inkubaattorissa (37 °C:een lampétila, 5 %:mn CO:q-pitoisuus), jonka jdlkeen vanha
soluravintoneste poistettiin, ja kaksi kertaa vedelld pestyt nanopartikkelit liséttiin 0,1 ml:ssa
soluravintonestettd kuoppiin konsentraatioilla 0.05, 0.1, 0.2 ja 0.5 mg/ml (toistomittauksia:
n=4). Negatiivisena kontrollina (kontrolli) toimivat solut késiteltynd pelkilld
soluravintonesteelld (n=8), ja positiivisena kontrollina solut kédsiteltynd Triton X-100:1la (1 %)
(n=4). 24 tunnin kuluttua nanopartikkelien laitosta solut huuhdeltiin 0,1 ml:lla
soluravintonestettd irtonaisten nanopartikkelien poistamiseksi ja 0,1 ml:a uutta
soluravintonestetta lisittiin kuoppiin. Soluja inkuboitiin edelleen 24 tuntia, jonka jdlkeen solut
huuhdeltiin soluravintonesteelld ja kuoppiin lisdttiin 0,05 ml soluravintonestettd ja 0,05 ml
CellTiter-glow:ta. Vilittomasti edellisen jélkeen solujen elinkyky mitattiin mikrolevynlukijalla

(Biotek Synergy H1) mitaten elinkykyisten solujen maardén verrannollista luminenssia.
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S TULOKSET JA POHDINTA
5.1 FYSIKOKEMIALLISET KARAKTERISOINNIT
5.1.1 Termogravimetrinen analyysi

Taulukko 1 esittdd termogravimetrisella analyysilla (TGA) eri tavalla funktionalisoiduille
nanopartikkeleille mitattujen massan havididen (Kuva 10) perusteella maééritettyjen

komponenttien osuuden COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkeleissa.

Taulukko 1: TGA:lla mitattujen ndytteiden massan hdvion perusteella laskettujen
komponenttien osuus COOH-PEG-Cy5,5-BPSi1 nanopartikkelien koostumuksessa.

Partikkelin komponentti Massa (%)
APTES 3,8+0,1
0,5 ja 2,0 kDa:n PEG-silaanit 7,3+£0,5
Meripihkahapon semialdehydi 3,1£0,5

TGA:lla massan hédviotd eir mitattu oksidoimattomille BPSi nanopartikkeleille, joten
hydroksyyliryhmien (-OH) osuus ei mahdollisesti vastaa koko massan hédviotd BPSi-OH
ndytteelld (7,1 + 0,1 m%). TGA:lla Cy 5,5:n osuutta ei mydskdén onnistuttu méérittimaan
Cy5,5-BPSi nanopartikkeleille, silli NH,-BPSi néytteelld havaittiin tdtd suurempi massan
muutos (11,2 £0,2 m%). Kappaleessa 5.1.2 fluoresenssimikroskopian perusteella madritetyksi
Cy 5,5:n osuudeksi saatiin myds alle 0,01 m%, joka menisi alle TGA:n mittaustarkkuuden.
Cy5,5-BPSi nédytteen massan hdvion (11,0 = 0,1 m%) perusteella APTES:in osuudeksi saatiin
3,8 £0,1 m% COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkeleissa.

PEG-Cy5,5-BPSi nédytteen massan muutoksen perusteella (23,3 = 0,1 m%) mééritetty PEG-
molekyylien osuus oli 12,3 m%, joka olisi ndin suurempi kuin COOH-PEG-CyS5,5-BPSi
ndytteen massan muutoksen (21,4 £ 0,1 m%) perusteella mééritetty PEG-silaanien ja
meripihkahapon semialdehydin (-COOH) 10,4 m% yhteisosuus. Tdhén todennédkoisin syy on
se, ettd PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkeleiden TGA mittauksessa oli PEGyloinnin jaljiltd
mukana vapaita PEG-silaaneja, joiden massa nikyi myds mitatussa massan héviossd. Toisessa

erdssd valmistettujen PEG-Cy5,5-BPSi ja COOH-PEG-CyS5,5-BPSi niytteiden vélinen ero
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massan havioni oli 3,1 £ 0,5 m%, joka vastaisi ndin meripihkahapon semialdehydin osuutta
nanopartikkeleissa. Vihentdmalld se edelld havaitun COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nédytteen PEG-
silaanien ja meripihkahapon semialdehydin 10,4 m%:n yhteisosuudesta, antaisi ndin PEG-

silaanien osuudeksi 7,3 £+ 0,5 m%.

Eri erdssé konjugoitujen nanopartikkelien vélill4d havaittiin my6s vaihtelua TGA:n tuloksissa,
johon todennikoisesti vaikutti sekd ldhtomateriaalina kdytetty BPSi ettd kemiallisten

muokkausten onnistuminen nanopartikkelien valmistuksessa.

100
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1]
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1} .
> g5 1 _ BPSI-OH‘ 15,3 %
— NH,-BPSi
——— Cy5,5-BPSi
—— COOH-Cy5,5-BPSi
80 ——— PEG-Cy5,5-BPSi
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Kuva 10: TGA:lla mitatut ndytteiden massan muutokset lampdtilan funktiona.

PEG-silaanien osuus nanopartikkeleissa jéi lopulta matalammaksi kuin Xu et al. [1] olivat
raportoineet BPSi nanopartikkeleilla (~12 m%). Koska PEG- ja APTES-molekyylit
konjugoituvat silanisaatiossa nanopartikkelien pinnan OH-ryhmiin, vaikutti konjugointi ensin
APTES:in kanssa mahdollisesti laskien PEG-silaanien lopullista osuutta nanopartikkeleissa.
Toinen PEG-silaanien osuuteen mahdollisesti vaikuttava tekiji saattoi olla se, ettd PEGylointi

suoritettiin tdssd tydssd 65 °C:een lampotilassa 110 °C:een sijaan.

5.1.2 Leimauksen kvantifiointi

Nanopartikkeleihin konjugoidun Cy 5,5 -vériaineen miéran selvittamiseksi vapaan vériaineen

(konsentraatiot: 0, 0.1, 0.5, 1.0 ja 2.0 pg/ml) ja Cy 5,5 konjugoitujen nanopartikkeleiden

(COOH-PEG-CyS5,5-BPSi) fluoresenssin intensiteetti mitattiin laser-skannaus
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fluoresenssimikroskoopilla, joista mdidritettiin kolmelle mittaukselle keskiarvot. Vapaan

vériaineen intensiteetteihin konsentraation funktiona on sovitettu suora PNS-menetelmalld,

jonka kulmakerroin on 6,= (51,4 £ 0,6) #ja vakio 6, =(0,4 £0,6) (Kuva 11).
ml
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Kuva 11: Havainnot vapaan Cy 5,5 -vériaineen fluoresenssin intensiteetistd konsentraation
funktiona, ja havaintoihin PNS-menetelmaélld sovitettu suora. Suoran yhtdlo ony = (51,4 £0,6)x
+(0,4 £0,6).

Nanopartikkeleille mitattujen fluoresenssin intensiteettien perusteella kaavalla (7) laskettiin Cy
5,5 -vériaineen massaprosenttiosuus nanopartikkeleissa, ja virhe keskivirheen kasautumislailla
kaavalla (9), jossa nanopartikkeleille mitatun intensiteetin ja konsentraation (m/V) virheind

kdytettiin mittausten keskihajontoja Al,,.¢ ja AcCpart.

Taulukko 2 esittdd 140, 220 ja 300 nm:n kokojakauman COOH-PEG-CyS5,5-BPSi
nanopartikkeleille méadritetyt konjugoidun Cy 5,5 -vdriaineen massaprosenttiosuudet, josta
havaitaan vériaineen osuuden laskevan nanopartikkelikoon kasvaessa. Tuloksissa ilmenneen
virhemarginaalin vuoksi ero nanopartikkelikokojen vélilld ei kuitenkaan ollut tilastollisesti
merkitsevd, joka aiheutui suurimmaksi osaksi suoran sovituksen vakiotermin virheestd (noin

90-95 prosenttia kokonaisvirheestd).
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Taulukko 2: Nanopartikkeleiden kolmessa keskiarvokokona lasketussa kokojakaumassa
fluoresenssimikroskopian  avulla  maaritetyn  konjugoidun Cy 5,5  -vériaineen
massaprosenttiosuudet.

Partikkeli ja koko Cy 5,5 vériaineen m%
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi 140 nm 0,03 £0,05 (0,031)
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi 220 nm 0,01 £0,05 (0,012)
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi 300 nm 0,01 £0,05 (0,007)

Eroa konjugoidun vériaineen midrdssi voi selittdd se, ettd nanopartikkelit ovat huokoisia ja
ndin ollen vériainetta on konjugoituneena nanopartikkelien pinnan liséksi my06s huokosiin. Miti
suurempia partikkelit ovat, sitd suurempi osa virittdvistd séteilystd absorboituu partikkelien
rakenteeseen ennen partikkelien syvempiin osiin padsyd. Vastaavasti partikkelien syvemmista
osista 1dhtdisin oleva viriaineen emissioséteily vaimenee enemmén suuremmilla partikkeleilla.
Kuitenkin myos pienemmén koon partikkeleissa tapahtuu siteilyn vaimenemista, jolloin
vériaineen massaprosenttiosuus voi olla suurempi kuin mitd tdlld menetelmdlld pystyttiin
madrittdiméddn. Mikéli ero vériaineen osuuksissa eri koon nanopartikkeleilla johtuisi siteilyn
vaimenemisesta partikkelin rakenteeseen, olisi tdlloin mahdollisesti myds suurempien
kokojakaumien nanopartikkelien viriaineen osuus ldhempédnd vidhiten vaimenemista
kokeneiden 140 nm:n kokojakauman partikkelien variaineen osuutta. Mairitetyt osuudet voivat
kuitenkin antaa tietoa eri kokoisten nanopartikkelien fluoresoinnin suhteellisesta

voimakkuudesta.

5.1.3 Kolloidinen stabiilisuus ja zeta potentiaali

Eri tavalla funktionalisoiduille nanopartikkeleille mitatuista zeta potentiaaleista (Taulukko 3)
havaitaan konjugoitujen molekyylien vaikutus nanopartikkelien pintavaraukseen vedessd ja

PBS:ssa.
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Taulukko 3: Funktionalisoitujen nanopartikkelien eri tyypeille vedessd ja PBS:ssé mitatut zeta
potentiaalit.

Partikkeli Vedessd (mV) PBS:ssd (mV)
BPSi-OH -244+0,9 -16,3+£1,5
NH,-BPSi 32,2+0,7 3,8+1,1
Cy5,5-BPSi 32,5+0,7 6,8+0,3
COOH-Cy5,5-BPSi 18,5+0,6 -11,1+£0,7
PEG-CyS5,5-BPSi 256+0,9 3,0+£0,8
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi -7,6 £0,4 -1,4+£0,6

Kolloidisen stabiilisuuden mittauksilla tutkittiin funktionalisoitujen BPSi nanopartikkelien
keskiarvokokoa ajan funktiona eri liuoksissa. BPSi-OH, CyS5,5-BPSi ja COOH-Cy5,5-BPSi
nanopartikkelien koon muutoksesta vedessd ja PBS-liuoksessa havaitaan, ettd Cy5,5-BPSi
nanopartikkeleita lukuun ottamatta muut nanopartikkelityypit sdilyttivit koon ldhelld
lahtokokoa 24 tunnin ajan vedessd (Kuva 12). PBS:ssi BPSi-OH ja CyS5,5-BPSi
nanopartikkelien koko kasvoi nopeasti mittauksen aloituksen jidlkeen, mutta COOH-
modifioinnin myotd stabiilisuuden havaitaan paranevan merkittdvasti. Nanopartikkelien
pinnalle tehdyt modifioinnit havaitaan my0s zeta potentiaalin muutoksina aminosilaanien
konjugoinnin viedessd oksidoitujen nanopartikkelien zeta potentiaalia positiivisen puolelle
(PBS: 6,8 + 0,3 mV), jota COOH-modifiointi kuitenkin laskee negatiiviseksi (PBS: -11,1 + 0,7
mV).
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Kolloidinen stabiilisuus
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Kuva 12: BPSi-OH, Cy5,5-BPSi ja COOH-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kolloidinen
stabiilisuus vedessi ja PBS:ssi.

Nanopartikkelien internalisointikokeissa (kappale 5.2.1) CT26 jaRAW264.7 soluilla havaittiin,
ettei pelkdstddan COOH-modifiointi riittdnyt estiméin nanopartikkelien internalisoitumista
solujen sisddn, vaan vasta PEGylointi vdhensi internalisoitumista merkittavésti. PEGyloinnin
myd6td nanopartikkelien havaitaan siilyttdvan koon vain pienin muutoksin sekd vedessd ettéd
PBS:ssd 72 tunnin ajan (Kuva 13). Stabiilisuus kuvaajassa néytteet 1 ja 2 viittaavat kahteen eri
erdssd valmistettuihin nanopartikkeleihin. Vedessd havaittava nanopartikkelikoon lasku on
selitettdvissd todenndkdisesti 2,0 kDa:n PEG-molekyylien taittumisena nanopartikkelin pintaa

kohden [37].
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PEG-Cy5,5-BPSi kolloidinen stabiilisuus
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Kuva 13: PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kolloidinen stabiilisuus vedessd ja PBS:ssa.

PEGyloitujen nanopartikkelien (PEG-Cy5,5-BPSi) stabiilisuutta tutkittiin myds veren
plasmassa (Kuva 14), joka on punasolujen poistamisen jilkeen jddvi veren nestemdinen osa.
Plasman siséltamét proteiinit voivat johtaa PBS-liuokseen verrattuna partikkelien nopeampaan
aggregoitumiseen ja ndin stabiilisuuden heikkenemiseen, joka havaitaan PEGyloitujen
nanopartikkelien koon noustessa plasmassa noin 50-70 nm jo ensimmadisen 28 tunnin aikana.
Plasma mittauksissa nanopartikkelien ldhtokoko on selvésti suurempi kuin nanopartikkeleilla
PBS:ssd, mikd aiheutuu plasman siséltdmien proteiinien koon nédkymisestd keskiarvona
laskettujen partikkelien koossa. Plasmassa stabiilisuuden heikentymisen péaiteltiin liittyvén
korkeaan zeta potentiaaliin (vedessd: 25,6 £ 0,9 mV), joka johtui todenndkdisesti osan
aminosilaanien NH»-ryhmien jdddessd vapaaksi Cy 5,5 -vériaineen konjugoinnin jdlkeen.
PEGyloitujen  nanopartikkelien = konjugoinnin  meripihkahappoanhydridilld ~ (COOH-
modifiointi) havaitaan laskevan nanopartikkelien (COOH-PEG-Cy5,5-BPSi) zeta potentiaalia
negatiivisen puolelle (vedessd: -7,6 = 0,4 mV), tukien myos véitettd vapaista NHz-ryhmista,

joihin meripihkahappoanhydridi molekyylit liittyvét.
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PEG-Cy5,5-BPSi kolloidinen stabiilisuus
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Kuva 14: PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kolloidinen stabiilisuus PBS:ssd ja veren
plasmassa.

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien stabiilisuudessa PBS:ssd on havaittavissa vaihtelua
kahdessa eri erdssd valmistetuilla ndytteilld 1 ja 2 (Kuva 15), joista suurempikin partikkelikoon
nousu jdd kuitenkin alle 15 nm:n ensimmadisen 24 tunnin ajalta. Naytteiden viliset erot
stabiilisuudessa voivat selittyd esimerkiksi PEGyloinnin tai muiden modifiointien heikommalla
onnistumisella partikkeleissa. Toinen vaikuttava tekijd voi olla ndytteen valmistelu mittausta
varten, mikédli mittaukseen olisi pddtynyt mukaan my0s selkedsti keskiarvoa suurempia
nopeammin aggregoituvia partikkeleita. Nakki et al. [37] olivat havainneet sdhkdkemiallisella
syovytykselld valmistetuilla PSi nanopartikkeleilla eri kokojakaumien (keskiarvot 120-190 nm
vililld) kayttdytyvdn hyvin samankaltaisesti PBS:ssd wuseiden pédivien ajan, joten
todenndkoisesti myoskddan COOH-PEG-Cy5,5-BPSi  néytteiden 1 ja 2 vilinen ero

stabiilisuudessa ei ole selitettdvissd vajaan 30 nm erolla nanopartikkelien 1dht6koossa.
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COOH-PEG-Cy5,5-BPSi kolloidinen stabiilisuus
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Kuva 15: COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kolloidinen stabiilisuus vedessd ja
PBS:ssa.

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kolloidisesta stabiilisuudesta plasmassa (Kuva 16)
kuitenkin havaitaan COOH-modifioinnin selvésti parantavan PEGyloitujen nanopartikkelien
stabiilisuutta, ja koon nousun jdiddessd 24 tunnissa alle 10 nm:n. Stabiilisuutta tutkittiin myds
seerumissa, joka on veren hyytymisen jilkeen nestemdiiseksi jddva veren osa. Seerumissa
stabiilisuus heikkenee hieman plasmaan verrattuna, ja COOH-PEG-Cy5,5-BPSi:n

partikkelikoon havaitaan nousevan 24 tunnissa noin 15-30 nm (Kuva 17).

Osa plasma ja seerumi mittauksille suoritetuista referenssi mittauksista PBS:ssi COOH-PEG-
Cy5,5-BPSi nanopartikkeleilla (Kuva 16 ja Kuva 17) osoittaa kuitenkin jopa voimakkaampaa
aggregoitumista kuin plasmassa tai seerumissa mitattaessa. Vaikka COOH-PEG-CyS5,5-BPSi
nanopartikkelien stabiilisuus plasmassa paranee PEG-CyS5,5-BPSi nanopartikkeleihin
verrattuna, voi PBS:ssdn ionikoostumus olla sille epdsuotuinen heikentden stabiilisuutta

COOH-modifioinnin jalkeen.
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COOH-PEG-Cy5,5-BPSi kolloidinen stabiilisuus
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Kuva 16: COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kolloidinen stabiilisuus PBS:ssd ja
plasmassa.

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi kolloidinen stabiilisuus
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Kuva 17: COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien kolloidinen stabiilisuus PBS:ssd ja
seerumissa.
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5.2 SOLUKOKEET
5.2.1 Partikkelien internalisointi

Nanopartikkelien internalisointikuvissa on  esitettynd punaisella  funktionalisoidut
nanopartikkelit (vasemmalla), vihreélld solukalvon rakenteet (keskelld) ja edellisten yhdistetty
kuva (oikealla). Soluista kerroskuvauksena otetut kuvat valittiin siten, ettd nanopartikkelien

internalisoinnin maéré olisi vertailtavissa eri nanopartikkelityyppien vélilla.

RAW264.7 soluilla eri tavalla funktionalisoitujen nanopartikkelien internalisointikuvat on
ryhmitelty nanopartikkelien kokojakaumien keskiarvon 140 nm (Kuva 18), 220 + 10 nm (Kuva
19) ja 315 + 15 nm (Kuva 20) mukaan. Tulosten perusteella nanopartikkelien internalisointiin
vaikuttaa  merkittdvasti  nanopartikkelien  funktionalisointi.  Nanopartikkelityypeista
voimakkaimmin internalisoitumista ndytti Cy5,5-BPSi nanopartikkelit ja seuraavaksi COOH-
Cy5,5-BPSi nanopartikkelit, joiden vélinen ero on osittain selitettdvissa COOH-ryhmin
tuomalla zeta potentiaalin laskulla (Taulukko 3) ja heikommalla vuorovaikutuksella
negatiivisesti varautuneen solukalvon kanssa. Lisdksi COOH-modifiointi tuo selvin
parannuksen nanopartikkelien kolloidiseen stabiilisuuteen (Kuva 12). Vihiten internalisointia
ndytti PEGyloidut COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelit, joka johtuu parantuneen
stabiilisuuden lisdksi PEG-molekyylien védhentdmistd opsonointi proteiinien liittymisestd
nanopartikkeleihin. Tulosten perusteella internalisoinnin on myds havaittavissa kasvavan

partikkelijakaumien keskiarvokoon kasvun myota.

Internalisoitujen nanopartikkelien havaitaan kertyneen solujen sisélld pallomaisiksi
tihentymiksi, joka viittaa niiden pdityneen lysosomi organellien sisdistamiksi. Tamid my0s
vahvistaa kasitystd siitd, ettd nanopartikkelit ovat internalisoituneet solujen sisélle pelkéstdin

solukalvoon kiinnittymisen sijasta.
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Cy 5.5 Solukalvo Yhdistelma

COOH-Cy5,5-BPSi Cy5,5-BPSi
140 nm 140 nm

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi
140 nm

Kuva 18: 140 nm:n Cy5,5-BPSi (ylld), 140 nm:n COOH-Cy5,5-BPSi (keskelld) ja 140 nm:n
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi (alla) nanopartikkelien internalisointi RAW264.7 soluilla 24 tunnin
inkuboinnin vaikutuksesta.
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Cy5,5 Solukalvo Yhdistelma

COOH-Cy5,5-BPSi Cy5,5-BPSi
210 nm 230 nm

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi
220 nm

Kuva 19: 230 nm:n Cy5,5-BPSi (ylld), 210 nm:n COOH-Cy5,5-BPSi (keskelld) ja 220 nm:n

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi (alla) nanopartikkelien internalisointi RAW264.7 soluilla 24 tunnin
inkuboinnin vaikutuksesta.
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Cy 5.5 Solukalvo Yhdistelma

Cy5,5-BPSi
300 nm

COOH-CyS5,5-BPSi
330 nm

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi
310 nm

Kuva 20: 300 nm:n Cy5,5-BPSi (ylld), 330 nm:n COOH-Cy5,5-BPSi (keskelld) ja 310 nm:n
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi (alla) nanopartikkelien internalisointi RAW264.7 soluilla 24 tunnin
inkuboinnin vaikutuksesta.

CT26 soluilla eri tavalla funktionalisoitujen nanopartikkelien internalisointikuvat on ryhmitelty
nanopartikkelien kokojakaumien keskiarvokoon 140 nm (Kuva 21), 210 + 10 nm (Kuva 22) ja
315 + 15 nm (Kuva 23) mukaan. Tulokset ovat melko samankaltaiset kuin RAW264.7 soluilla,
eli selvisti véhiten internalisoitumista néyttivit COOH-PEG-Cy5,5-BPSi nanopartikkelit,
vaikka ero Cy5,5-BPSi ja COOH-CyS5,5-BPSi nanopartikkelien internalisoinnin vililld oli
hieman suurempi. Lisdksi myds CT26 soluilla suuremmat nanopartikkelit johtivat

internalisoinnin lievdin voimistumiseen. Melko vastaavasti Xu et al. [1] olivat myos havainneet
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CT26 solulinjalla FITC-vériaineella konjugoiduilla 156 nm:n BPSi nanopartikkeleilla

PEGyloinnin vaikutuksen, sen laskiessa internalisointia merkittdvasti 24 tunnin inkuboinnilla.

Cy 5,5 Solukalvo Yhdistelmé

Cy5,5-BPSi
140 nm

COOH-Cy5,5-BPSi
140 nm

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi
140 nm

Kuva 21: 140 nm:n Cy5,5-BPSi (ylld), 140 nm:n COOH-Cy5,5-BPSi (keskelld) ja 140 nm:n
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi (alla) nanopartikkelien internalisointi CT26 soluilla 24 tunnin
inkuboinnin vaikutuksesta.
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Cy 5.5 Solukalvo Yhdistelma

Cy5,5-BPSi
200 nm

COOH-Cy5,5-BPSi
210 nm

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi
220 nm

Kuva 22: 200 nm:n Cy5,5-BPSi (ylld), 210 nm:n COOH-Cy5,5-BPSi (keskelld) ja 220 nm:n
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi (alla) nanopartikkelien internalisointi CT26 soluilla 24 tunnin
inkuboinnin vaikutuksesta.
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Cy 5.5 Solukalvo Yhdistelma

Cy5,5-BPSi
300 nm

COOH-CyS5,5-BPSi
330 nm

COOH-PEG-Cy5,5-BPSi
310 nm

Kuva 23: 300 nm:n Cy5,5-BPSi (ylld), 330 nm:n COOH-Cy5,5-BPSi (keskelld) ja 310 nm:n
COOH-PEG-Cy5,5-BPSi (alla) nanopartikkelien internalisointi CT26 soluilla 24 tunnin
inkuboinnin vaikutuksesta.

5.2.2 Solujen elinkyky

CT26 solujen elinkykykokeiden tulokset esittavét mitatut solujen elinkyvyt eri nanopartikkelien
funktionalisoinneilla. Tuloksissa tilastollinen merkitsevyys p-arvona (p < 0,05 *; p <0,01 ** ja
p <0,001 ***) havaintojen vélilld (viiva pylvdiden vililld) on laskettu kaksisuuntaisena kahden
otoksen Studentin t-testini. Vastaavasti on laskettu tilastollinen merkitsevyys negatiivisen
kontrolliryhmédn ja yksittdisten mittausten (pylvdiden) viélilld, jotka on merkitty *:11d

kyseenomaisen pylvéén yliapuolelle.
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BPSi-OH nanopartikkeleiden kanssa 24 tunnin ajan inkuboitujen CT26 solujen
elinkykytuloksista (Kuva 24) havaitaan erityisesti suurimman nanopartikkeli kokojakauman
(300 nm) suurimman konsentraation (0,5 mg/ml) toksisuus hyvin védhdisend elinkykyisten
solujen méairdand. Puolestaan pienimmidn nanopartikkelikoon (140 nm) vaikutus solujen
elinkykyyn oli vain vihdinen suurimmallakin konsentraatiolla. Ero suurimman ja pienimméan
kokojakauman tulosten vélilld voi selittyd silld, ettd isommat nanopartikkelit aggregoituvat
nopeammin ja painavampina painavat solun pintaa voimakkaammin. Erityisesti BPSi-OH
nanopartikkelien koolla 300 nm kuoppien pohjien viri oli inkuboinnin jidlkeen selvésti
tummempi kuin muilla partikkelityypeilld, joka voi viitata suurempien nanopartikkelien

voimakkaampaan internalisoitumiseen tai kiinnittymiseen solukalvoon vaikuttaen

sytotoksisuuteen.
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Kuva 24: CT26 solujen elinkyky, kun soluja oli inkuboitu 24 tuntia BPSi-OH nanopartikkelien
kanssa.

Myos COOH-Cy5,5-BPSi nanopartikkelien vaikutus CT26 solujen elinkykyyn (Kuva 25)
osoitti partikkelikoon ja konsentraation kasvun johtavan voimakkaampaan toksisuuteen. BPSi-
OH nanopartikkeleihin verrattuna COOH-Cy5,5-BPSi nanopartikkelit ndyttivdt selvisti
vihdisempdd toksisuutta soluilla erityisesti suurimmalla konsentraatiolla (0,5 mg/ml)
suurimmalla partikkelikoolla (330 nm), joka on todenndkdisesti seurausta COOH-ryhmien

vaikutuksesta nanopartikkeleiden pinnoilla vdhentden aggregointia (Kuva 12).
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Kuva 25: CT26 solujen elinkyky, kun soluja oli inkuboitu 24 tuntia COOH-CyS5,5-BPSi
nanopartikkelien kanssa.

Myo6s PEGyloitujen COOH-PEG-CyS5,5-BPSi nanopartikkelien kanssa inkuboitujen CT26
solujen elinkyvyn (Kuva 26) havaitaan laskevan partikkelikoon kasvaessa ja suuremmilla
konsentraatioilla. Vastaavanlaista elinkyvyn laskua ei kuitenkaan havaita isoimmallakaan
kokojakaumalla (300 nm) kuin mitd BPSi-OH (300 nm) néytti. PEGyloinnin seurauksena
nanopartikkelien kolloidinen stabiilisuus merkittdvisti paranee verrattaessa BPSi-OH
nanopartikkeleihin, mutta  PEG-molekyylit my6s  vidhentdvdt  nanopartikkelien

internalisoitumista solujen sisdan.
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Kuva 26: CT26 solujen elinkyky, kun soluja oli inkuboitu 24 tuntia COOH-PEG-Cy5,5-BPSi
nanopartikkelien kanssa.
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6 JOHTOPAATOKSET

Konjugointi PEG-molekyyleilld ja COOH-ryhmilld merkittdvdsti paransi syaniini 5,5 -
vériaineella funktionalisoitujen mustan huokoisen pii nanopartikkelien kolloidista stabiilisuutta
veren plasmassa ja seerumissa, vaikka nanopartikkelien koon havaittiinkin hieman ldhtevin
nousemaan jo 2-3 pidivén aikana. PEG-silaanien osuus (7,3 m%) nanopartikkeleissa jéi lopulta
tavoiteltua matalammaksi, mika jattda nyt spekuloitavaksi olisiko stabiilisuus vield parantunut
onnistuneemmalla PEGyloinnilla. PEG-silaanien osuutta nanopartikkeleissa olisi mahdollisesti
voinut kasvattaa, mikdli BPSi nanopartikkelit olisi konjugoitu ensin PEG-silaanien ja vasta sen

jalkeen APTES:in kanssa.

Vaikka Cy 5,5 -vériaineen osuutta ei onnistuttu luotettavasti eri kokoisilla nanopartikkeleilla
selvittiméédn, erot internalisoinnissa nanopartikkelien eri funktionalisointityypeilld tulivat
kuitenkin nékyviin. Isompien nanopartikkelien voimakkaampi internalisoituminen voi osaltaan
johtua in vitro mittausasetelmasta, mutta PEGyloinnin havaittiin silti seké isoilla ettd pienilld
nanopartikkeleilla vdhentdvdn internalisointia merkittdvésti. PEGyloinnin ja COOH-
modifioinnin vaikutus sytotoksisuuteen havaittiin myds, silli BPSi-OH nanopartikkelien
suurimman  koon  kaltaista solujen elinkyvyn laskua ei muilla partikkelien
funktionalisointityypeilld esiintynyt. Solukokeiden perusteella parempaa bioyhteensopivuutta
osoittivat pienemmén koon nanopartikkelit funktionalisoinnista riippumatta, mikd kannustaisi
jatkossa tutkimaan myds selvésti alle 100 nm:n BPSi nanopartikkeleiden hyddyntdmisté
bioldédketieteellisissd sovelluskohteissa. Yhdeksi haasteeksi tdssd tydssd nousi juuri BPSi
mikropartikkelien jauhaminen alle 100 nm:n kokoon, joka jdi ndin edelleen jatkokehityksen

kohteeksi.
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