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Sutartiniai Zyméjimai

ADF — aktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species (ROS))

AJM — atomo jégos mikroskopija

Au NK — aukso nanoklasteris

Au ND — aukso nanodalele

DHLR - dihidrolipoiné riigstis

DMEM - Dulbecco modifikuota Igsteliy augimo terpé (angl. Dulbecco's Modi-
fied Eagle Medium)

DMF — dimetilo formamidas

DNR — deoksiribonukleoriigstis

DPA — D-penicilaminas

DPBS — Dulbecco fosfato buferinis druskos tirpalas (angl. Dulbecco’s phos-
phate buffered saline)

FL — fluorescencija/fotoliuminescencija

FR — folio riigstis

HOMO - auksc¢iausia uzpildyta molekuling orbitalé (angl. highest occupied mo-
lecular orbital)

JSA —jaucio serumo albuminas

KN — kvantinis naSumas

KT — kvantinis taskas

LPPR — lokalizuotas pavirSiaus plazmony rezonansas

LUMO - Zemiausia neuzpildyta molekuliné orbitale (angl. lowest unoccupied
molecular orbital)

MES — 2-(N-morfolino) etansulfoniné riigstis

PAMAM dendrimerai — poli(amidamino) dendrimerai

PBS — fosfato buferinis druskos tirpalas (angl. phosphate buffered saline)

PPR — pavirSiaus plazmony rezonansas

PEG — polietileno glikolis

TBHP —tetr-butil hidroperoksidas

UV/ Vis/ NIR — ultravioleting/ regimoji/ artimoji infraraudonoji spinduliuoté
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1. IVADAS

Onkologiniai susirgimai — dazniausia mirties prieZastis ekonomiskai i§sivysciu-
siose Salyse bei pasauliniu mastu. Pasaulinés sveikatos organizacijos
(angl. World Health Organization) statistikos duomenimis, 2012 metais pasau-
lyje diagnozuota ~14 mln. naujy véZziniy susirgimy atvejy. Prognozuojama, kad
per artimiausius dvideSimt mety Sis skaiius 1Saugs dar 70 % — t.y. kasmet bus
diagnozuojama ~25 min. naujy atvejy [1]. MaZz¢jant vidutiniam onkologiniy pa-
cienty amziui, stipriai iSauga véZiniy susirgimy keliama ekonominé nasta vals-
tybéms. Siekiant padidinti pacienty i§gyvenamumo rodiklius bei pagerinti jy gy-
venimo kokybg biitina tobulinti ankstyvos diagnostikos metodus ir ieSkoti efek-
tyvesniy terapijos biidy.

Viena i§ geriausiai vertinamy ateities biomedicinos technologijy, nanomedicina,
pasitelkia itin maZo dydzio ir unikaliy savybiy nanodaleles ankstyvy stadijy on-
kologiniy susirgimy diagnostikai bei terapijai. Mazo dydzio, biosuderinamos,
fotostabilumu bei unikaliomis optinémis ir magnetinémis savybémis pasiZymin-
¢ios nanodalelés yra potencialiis kontrastiniai Zymenys, vaisty neSikliai bei tera-
pinés medziagos biomedicinoje [2, 3]. Pastaruoju metu dél mazo toksiSkumo bei
palyginti lengvai modifikuojamo pavirSiaus sudarant jungtis su antikiinais,
bioZymenimis bei funkcinémis molekulémis ypa¢ daug démesio susilaukée tau-
riyjy metaly (aukso, sidabro) nanodalelés [4]. Aukso nanodalelés gali biiti taiko-
mos kaip rentgenografiniai Zymenys diagnostikoje bei vaizdinime, kaip termo-
pazaidas sukelian¢ios medziagos onkologiniy ligy termoterapijoje [2, 5].
Fotoliuminescuojantys molekuliniai aukso ir sidabro nanoklasteriai — nauja
klasé koloidiniy fotoliuminescuojanciy nanodariniy [6], ypa¢ patraukliy biome-
dicininei terapijai ir diagnostikai bei biologiniams tyrimams [7, 8].
Biomedicininés diagnostikos ir terapijos srityje ypac svarbios nanodaleliy opti-
nés bei erdvinés savybés, sgveika su gyvu organizmu — nuo to priklauso nano-
daleliy kaip diagnostiniy ir terapiniy medziagy efektyvumas bei pritaikymo bio-

medicin¢je praktikoje galimybés.



Visgi, nepaisant didelés pazangos Au nanodaleliy sintezés srityje, molekuliniy
fotoliuminescuojan¢iy Au nanoklasteriy fotostabilumas bei sgveikos su Iastelé-

mis mechanizmai néra iSsamiai 18tirti.

1.1. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas:

IStirti fotoliuminescuojanciy Au-MES bei Au-JSA nanoklasteriy pritaikymo

fluorescencinei vézio diagnostikai galimybes.
UZzdaviniai:

1. IStirti Au-MES bei Au-JSA nanoklasteriy struktiirg bei spektrines savy-
bes.

2. Istirti Au-MES bei Au-JSA nanoklasteriy stabilumg Svitinant UV/Vis
spinduliuote.

3. Palyginti Au-MES bei Au-JSA nanoklasteriy susikaupimg kriities vézi-
nése Iastelése.

4. Palyginti Au-MES bei Au-JSA nanoklasteriy poveikj kriities véziniy 1gs-
teliy gyvybingumui.

5. Palyginti Au-MES bei Au-JSA nanoklasteriy poveikj kriities véziniy 1gs-

teliy reaktyviy deguonies formy generacijai.



1.2. Aktualumas ir naujumas

Kasmet sparciai augantis naujy onkologiniy susirgimy skaicius tiek Lietuvoje,
tiek visame pasaulyje skatina jvairiy sri¢iy mokslininkus susivienyti bendram
tikslui: ieSkoma naujy efektyvesniy ankstyvos onkologiniy ligy diagnostikos
priemoniy.

Vis daugiau biomedicinos diagnostikos technologijy pasitelkia opting diagnos-
tikg. Optinés diagnostikos technologijos placiai taikomos biomedicinoje atlie-
kant tyrimus spektroskopiniais, ttkmeés citometrijos, klinikinés chemijos, imu-
nologiniais metodais bei naudojant jvairius biojutiklius, taip pat chirurgijoje
[9-13]. Tokiy technologijy pagrindas — fluorescenciniai Zymenys.

Mazos molekulinés masés fluorescuojancios organinés molekulés buvo pirmieji
ir placiausiai fluorescencingje diagnostikoje taikomi Zymenys. Jie pasizymi di-
deliu kvantiniu naSumu bei yra lengvai konjuguojami su specifinémis moleku-
lémis, taip pat — pigiis [14]. Visgi, nors organiniai fluorescenciniai Zymenys vis
dar placiai naudojami biomolekuléms vaizdinti, jy taikymg audiniy vaizdinimui
in vivo ir tolimesniuose klinikiniuose tyrimuose riboja prastas fotostabilu-
mas [15, 16].

Fotostabilumas — vienas pagrindiniy kokybiniy fluorescenciniy Zymeny para-
metry, kadangi UV/Vis spinduliuoté yra naudojama suzadinti Zymeny fluo-
rescencijai. Net ir mazo intensyvumo nuolatin¢ spinduliuoté gali turéti jtakos
fluorescencijos blyskimui (angl. photo-bleaching) bei fluorescencinio Zymens
irimui (angl. photo-degradation), o pastarasis gali turéti lemiamos jtakos fluo-
rescuojanciy zymeny toksiSkumui. leSkant naujy, geresnémis optinémis savybé-
mis pasizyminciy fluorescenciniy Zymeny, mokslininky ir mediky démesys nuk-
rypo ] pastarajj deSimtmet] itin sparciai besivystanc¢ias nanotechnologijas. Itin
mazo dydzio ir unikaliomis savybémis pasiZzymincios nanodalelés skinasi kelig
1 biomedicing [2, 17]. Jau kurj laikg intensyviai tyrin¢jamos fotoliuminescuojan-
¢ios puslaidininkinés nanodalelés — kvantiniai taskai — fotoliuminescencijos

kvantiniu naSumu neatsilieka, o fotostabilumu Zenkliai lenkia organinius fluo-
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rescencinius zymenis [18], taciau Sios puslaidininkinés nanodalelés yra sudary-
tos i$ toksiniy cheminiy elementy, o d¢l stabilizuojanciy sluoksniy bei sgveikos
su kraujo plazmos baltymais iSauggs nanodaleliy dydis apsunkina jy pasisali-
nimg i§ organizmo per inksty kanalus [19]. Tod¢l ankstyvaisiais 2000 metais
susintetinus pirmuosius vandenyje tirpius fotoliuminescuojancius tauriyjy me-
taly nanoklasterius [6], visy mokslininky démesys nukrypo ] juos.
Fotoliuminescuojantys, i molekuliy panaSiomis savybémis pasizymintys aukso
ir sidabro nanoklasteriai yra nauja klas¢ koloidiniy fotoliuminescuojanciy nano-
dariniy, ypac¢ patraukliy medicininei terapijai ir diagnostikai bei biologiniams
tyrimams [7, 8]. Efektyviam fotoliuminescuojan¢iy Au NK taikymui fluorescen-
ciniam vaizdinimui labai svarbus jy optiniy savybiy stabilumas. Fotoliumi-
nescuojantys Au NK daznai minimi kaip nanodariniai, pasizymintys dideliu sta-
bilumu, ta¢iau duomeny apie Au NK fotostabiluma néra daug [20-25]. Literatii-
roje yra parodyta, jog fotoliuminescuojantys Au NK gali pasizymeéti fotosta-
bilumu, juos Svitinant UV/Vis spinduliuote [20-22], taciau yra duomeny ir apie
Au NK, kurie, veikiami UV/Vis spinduliuote, blyksta [23-25]. Visgi dauguma
autoriy, pateikdami fotostabilumo tyrimy duomenys, pateikia tik FL intensy-
vumg, nenagrinédami spektro formos pokyciy, taip iSvengdami diskusijy dél
Sviesos poveikio nanoklasterio pavirSiaus dangalui ar net paciam nanoklasterio
dydziui, taigi Au NK fotostabilumas bei galimi jo mechanizmai néra iSsamiai
1Stirti.

Nepaisant itin didelio susidoméjimo Au NK pritaikymu biomedicinoje, fotoliu-
minescuojanciy Au NK susikaupimas Igstelése bei poveikis jy gyvybiniams pro-
cesams néra iSsamiai iStirtas. Tuo tarpu literatiiros duomenys yra gana kontro-
versiski, rodantys, jog dideliy aukso nanodaleliy susikaupimas ir pasiskirstymas
lastelése bei toksinis poveikis labai priklauso nuo nanodaleliy dydzio, pavirSiaus
dangalo molekuliy, kriivio ir t.t. [26, 27]. Todé¢l norint Au NK taikyti biomedi-
cinoje labai svarbu jvertinti jy biosuderinamumag ir toksiSkuma.

Siame darbe pirma karta istirtas fotoliuminescuojanéiy jau¢io serumo albumino

baltyme susintetinty aukso nanoklasteriy bei 2-(N-morfolino) etanesulfonine
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rigstimi dengty fotoliuminescuojanciy aukso nanoklasteriy fotostabilumas, pa-
lygintas $iy fotoliuminescuojanciy aukso nanoklasteriy susikaupimas dviejose
skirtingo piktybiSkumo bei invazyvumo kriities vézio lastelese (MCF-7 ir
MDA-MB-231 Igsteliy linijose), istirtas jy poveikis Siy lasteliy gyvybingumui

bei aukso nanoklasteriy indukuota aktyviy deguonies formy generacija lastelése.
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1.3. Ginamieji teiginiai

1.

Atlikus aukso nanoklasteriy spektriniy charakteristiky bei erdviniy savy-
biy matavimus bei pasitelkus laisvyjy elektrony dujy modelj nustatyta,
kad fotoliuminescuojanciy jaucio serumo albumine (JSA) susintetinty
aukso nanoklasteriy skersmuo yra ne didesnis nei 1,3 nm, ir jj sudaro vi-
dutiniSkai 29 aukso atomai, tuo tarpu 2-(N-morfolino) etanesulfonine
rugstimi (MES) dengti fotoliuminescuojantys aukso nanoklasteriai yra ne
didesni nei 0,5 nm, ir sudaryti 1§ vidutiniskai 9 aukso atomy.

UV/melynos Sviesos poveikyje keiciasi Au-JSA NK bei Au-MES NK
spektrinés savybes, kurios rodo, kad Sviesos poveikyje fotoliuminescuo-
jantys Au NK yra. Au-JSA NK irimas priklauso nuo §vitinimo bangos
ilgio: kai A = 405 nm, prarandami 1-2 aukso atomai, kai A = 280 nm —
3-4 atomai; veikiant A = 402 nm spinduliuote, Au-MES NK dydis suma-

Z¢ja 1-2 atomais.

. Fotoliuminescuojantys Au-JSA NK ir Au-MES NK kaupiasi lgstelése:

mazesnio dydzio Au-MES NK véZinése lastelése pasiskirsto difuziSkai
citoplazmoje ir lgsteliy branduoliuose, tuo tarpu Au-JSA NK lokalizuoti

pusleliy tipo dariniuose Iasteliy citoplazmoje ir nepatenka j branduolius.

. 24 val. inkubacija Au-JSA NK neturi jtakos véziniy Igsteliy gyvybingu-

mui, tuo tarpu Au-MES NK pasizymi nuo inkubacijos trukmés priklau-

somu toksiSkumu vézinéms lgsteléms.

. Au-MES NK inkubuotose véZinése lastelése iSauga aktyviy deguonies

formy generacija, tuo tarpu Au-JSA NK nesukélé aktyviy deguonies
formy generacijos pokycio MDA-MB-231 Igstelése.

13



1.4. Autorés indélis

Disertacijoje aprasyti ekperimentai atlikti Nacionalinio véZio instituto (buvusio
Vilniaus universiteto Onkologijos instituto) Biomedicininés fizikos laboratori-
joje.

Darbo vadovas prof. habil. dr. Ricardas Rotomskis suformulavo eksperimentiniy
tyrimy kryptis, konsultavo interpretuojant rezultatus, dalyvavo rengiant moksli-
nes publikacijas ir medziagg konferencijoms.

Pagrindiniai publikacijy bendraautoriai yra prof. habil. dr. Ri¢ardas Rotomskis,
Vilius Poderys.

Studenté¢ Raminta Marcinonyte dalyvavo atlickant Au-MES NK fotostabilumo
tyrimus.

Vilius Poderys ir studentas Dainius Rupsys dalyvavo atlickant Au-JSA NK fo-
tostabilumo tyrimus.

Studentes Greta Jarockyte, Laima Budénaité ir Dominyka Dapkuté dalyvavo at-
lieckant Au NK susikaupimo Igstelése, citotoksiSkumo bei aktyviy deguonies
formy generacijos tyrimus in vitro.

Elektrony pralaidumo mikroskopijos uzsakomieji tyrimai atlikti Chemijos insti-
tuto Elektroninés mikroskopijos, Rentgeno spinduliy difraktometrijos ir spekt-
rometrijos atviros prieigos centre.

Autor¢ planavo tyrimus, atliko Au NK sintezg, spektroskopinius nanodaleliy
charakterizavimo bei fotostabilumo tyrimus, daleliy dydZio matavimus, susikau-
pimo lgstelése mikroskopijos vaizdinima, taip pat analizavo, apdorojo ir interp-
retavo visus gautus rezultatus, juos pristaté mokslinése konferencijose bei jy

pagrindu su bendraautoriais parengé publikacijas.
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2. LITERATUROS APZVALGA

Aukso nanodaleliy cheminis stabilumas, santykinai didelis biosuderinamumas,
nesudétinga sintezés metodika, derinamos optinés savybeés bei lengvai modifi-
kuojamas pavirsSius sudarant jungtis su antikiinais, bioZymenimis bei funkcineé-
mis molekulémis leido i$siskleisti mokslininky fantazijai ir sukurti platy spektra

daugiafunkciniy aukso nanodaleliy.

(d)

1 pav. Aukso nanodaleliy jvairové. Sferinés aukso nanodalelés (a), aukso nanolazdelés
(b), aukso bipiramidés (c), aukso nanolazdelés dengtos sidabro nanokiautu (d), auksu
dengti Fe;O3 nanoryZiai (e), SiO»/Au nanokiautai (f), nanodubenéliai (g), spygliuoti
SiO2/Au nanokiautai (h), aukso tetraedrai, oktaedrai ir kubooktaedrai (i), aukso nano-
kubai (j), sidabro nanokubai ir i§ ju gauti aukso-sidabro nanonarveliai (intarpas) (k),

aukso nanopjautuvai (I). Adaptuota is [4].

Keiciant aukso nanodaleliy dydj, forma, sudétj ir struktiirg buvo sukurti nanok-

lasteriai, fotoliuminescuojantys regimojoje bei artimojoje infraraudonojoje
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spektrinése srityse, taip pat plazmonine sugertimi pasizymincios aukso nanoda-
lelés, kurios gali efektyviai sugerti Sviesg ir nespinduliniais keliais energijg ati-
duoti aplinkai Silumos pavidalu. Pasirinkus tinkamg struktiirg, aukso nanodale-
Iés gali buti panaudotos ne tik kaip medicininés diagnostikos ir vaizdinimo prie-
mone, bet ir kaip vaisty neSikliai [28], fototerminei terapijai skirtos medzia-

gos [29, 30].
2.1. Fotoliuminescuojanciy aukso nanoklasteriy sintezés metodai

Dekoratyviniais tikslais aukso nanodalelés buvo naudojamos dar antikos laikais:
1 stiklg pridéjus metalo druskuy, jis jgaudavo grazig purpuring spalva. Visgi moks-
liniai aukso nanodaleliy tyrimai prasid¢jo tik XIX a., kai 1857 m. M. Farad¢jus,
baltuoju fosforu redukaves aukso druska, susintetino koloidinj aukso nanodale-
liy tirpalg. Dabar aukso nanodaleliy sintezé — gerai iSvystyta nanotechnologijy
sritis, pasitelkianti ne tik tokias mokslo Sakas kaip chemija ir fizika [31-33], bet
ir biologija, kai nanodaleliy sintezei naudojami mikroorganizmai, augalai, gry-
bai (Zalioji, bio- sintez¢) [34-37]. Labiausiai i§vystytos didesniy, 5-100 nm dy-
dzio kristaliniy aukso nanodaleliy sintezés metodikos, o mazesniy nei 2-3 nm
dydzio fotoliuminescuojanciy aukso nanoklasteriy sintez¢ — palyginti nauja sri-
tis, ir jos metodikos dar yra tobulinamos.

Aukso nanoklasteriai gali buti sintetinami naudojant ,,i§ apacios ] virsy*
(angl. bottom up) arba ,,i§ virSaus zemyn* (angl. top down) metodikas.
Naudojant ,,i§ apacios ] virSy* metodika, pirmiausia aukso prekursorius (pirmta-
kas) yra redukuojamas iki aukso atomy. Siems susiduriant su aukso jonais bei
aukso klasteriais, susiformuoja nanoklasterio branduolys, kuris po to yra augi-
namas (2 pav.). Nanodalelés dydis bei forma po branduolio susidarymo yra kont-
roliuojami parenkant tinkamas reagenty koncentracijas, sintezés trukmes laika,
temperatiirg, pH bei pavirSiaus aktyvias molekules (ligandus). Auginant sferi-
nes, nesvarbu, kokio dydzio, nanodaleles, augimas turi biiti izotropinis — t.y. vie-
nodai vykti visomis kryptimis. Formuojant jvairiy struktiiry nanodaleles, kai sie-

kiama ne sferinés formos, augimas turi biiti anizotropinis [35].
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Varijuojant sintezés parametrus, susintetinamos skirtingy dydziy ir formy nano-
dalelés, besiskirianc¢ios sugerties ir fotoliuminescencijos spektry padétimi, foto-
liuminescencijos kvantiniu nasumu.

Redukcija Klasterio formavimasis Kontroliuojamas augimas

<€ ?><€ »><€

aukso
atomas

reduktorius Q siiksio
-+ # #

klasteris
-@:%'9
ores @ (

- 0 °+3 9 v/

Anizotropinis augimas

Izotropinis augimas

2 pav. Bendriné nanodaleliy sintezés redukcijos biidu schema. Adaptuota i§ [35].

Pastargj; deSimtmet;j itin didelio susidoméjimo susilauké tauriyjy metaly nanok-
lasteriy sintezés struktiiriniuose dariniuose (angl. template-based synthesis) me-
todas [38-40]. Naudojant §; metoda, tauriyjy metaly nanoklasteriai jterpiami |
tokius struktirinius darinius kaip polimerai [41, 42], dendrimerai [43], balty-
mai [44, 45] ar DNR [46]. Struktiiriniai dariniai pasitarnauja ne tik kaip forma
nanoklasteriui susiformuoti, bet ir stabilizuoja nanoklasterius. Struktiira ir forma
besiskirianc¢iy molekuliy bei sintetiniy dariniy jvairové leidzia sintetinti norimo
dydzio ir formos fotoliuminescuojancius nanoklasterius.

Pirmieji vandenyje tirpiy fotoliuminescuojanciy tauriyjy metaly nanoklasteriy
sintezes struktiiriniuose dariniuose pavyzdZziai pasirodé ankstyvaisiais 2000 me-
tais, kai Dickman‘o grupé paskelbé susintetinusi j poli(amidamino) (PAMAM)
dendrimerus jterptus keliy nanometry dydzio fotoliuminescuojancius si-
dabro [43] ir aukso [47] nanoklasterius. Pastarieji pasiZym¢jo intensyvia foto-
liuminescencija mélynoje spektringje srityje. Véliau, kei¢iant aukso ir PAMAM
dendrimery molinj santykj bei naudojant skirtingos kartos dendrimerus, buvo
susintetinti nanoklasteriai, pasizymintys fotoliuminescencija ir kitose spektri-

nése srityse (3 pav.) [6].
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3 pav. PAMAM dendrimeruose susintetinty skirtingo dydZio aukso nanoklasteriy foto-
liuminescencijos (iStisiné linija) bei FL Zadinimo (punktyriné linija) spektrai (A); dend-
rimeruose jterptyu nanoklasteriy sintezés schema (B). Adaptuota i§ [6] (A)

bei [48] (B).

Dendrimeruose jterpty nanoklasteriy sinteze sudaro du etapai: 1) norimo metalo
jonai sumaiSomi su dendrimery tirpalu — metalo jonai jsiterpia dendrimero struk-
tiiroje; 2) — 1 tirpalg pridedama reduktoriaus, kuris inicijuoja keliy nanometry
dydzio nanoklasteriy susiformavimg dendrimero struktiiroje (3 pav. B) [48].
Polimerai — dar viena riisis placiai paplitusiy makromolekuliy, potencialiy struk-
tliriniy dariniy jterpti aukso nanoklasteriams [49, 50]. | polimerus jterpty aukso
nanoklasteriy dydis priklauso nuo polimero struktiiros, funkciniy grupiy ir
aukso-polimero molinio santykio [41, 51].

Nanoklasteriy sinteze struktiiriniuose dariniuose pasirodeé itin patraukli d¢l leng-
vai kontroliuojamo nanoklasteriy dydzio, tod¢l buvo ieSkoma daugiau biomedi-
cininiam pritaikymui patraukliy tam tinkamy strukttriniy dariniy.

Baltymai — tai makromolekulés, pasiZymincios tam tikra strukttra, kuri gali buti
panaudota formuojant fotoliuminescuojancius aukso nanoklasterius. Baltymas
vaidina svarby vaidmenj stabilizuojant ir surikiuojant aukso atomus j stabily na-

noklasterj, tod¢l aukso-baltymo nanoklasterio formavimasis, dydis ir struktiira
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labai priklauso nuo baltymo konformacijos bei sgveikos su neorganiniais jo-
nais [52, 53]. Paprastai aukso-baltymo nanoklasteriy sintez¢ prasideda j baltymo
molekule jsiterpus aukso prekursoriams (Au jonams), kurie, esant Sarminei ap-
linkai, yra redukuojami baltymo amino riigsciy, tokiy kaip tirozinas [54] ir trip-
tofanas [55], taip suformuojant aukso nanoklasterj baltymo molekul¢je. Au NK
formavimasis priklauso nuo aminoriig§¢iy prieinamumo, t.y. nuo baltymo kon-
formacijos, kurig reguliuojant (pvz. keiciant sintezés temperatiirg) yra kontro-
liuojama Au NK formavimosi kinetika. 2009 m. Xie su kolegomis pristaté nau-
jos klasés ,,zalios* sintezés metoda sintetinti aukso nanoklasterius balty-
muose [54], pasitelkes placiai paplitus] ir komerciSkai prieinamg baltyma — jau-
&io serumo albuming (JSA). Sis kraujo plazmos baltymas ne tik yra plaiai pap-

lites, bet ir pasizymi stabilumu bei yra salyginai pigus.

o
JSA
llnkubuoti 2 min

) NaOH 3
, — oi5 s
[
Inkubuoti 12 h
JSA-Au jony kompleksas Au-JSA NK

4 pav. Au-JSA nanoklasteriy sintezés schema. Adaptuota is [S4].

Sintezés metu Au** jonai yra sumaiSomi su JSA vandeniniu tirpalu ir Au jonaip-
risijungiaprie baltymo tiolio grupiy (4 pav). JSA baltymas turi 35 cisteino mo-
lekules, manoma, kad prie jy sieros tilteliais prisijungia aukso atomai. Tuomet,
pakeitus tirpalo pH iki ~12 — | tirpalg jvedus reduktoriy NaOH, baltymas susi-
suka ] treting konformacijg ir aukso atomai suartéja suformuodami nanoklastersj.
Susintentinti Au-JSA nanoklasteriai buvo sudaryti i§ 25 aukso atomy ir pasizy-
méjo fotoliuminescencija raudonoje spektrinéje srityje (Aem = 640 nm).

Masés spektrometrijos metodu iStyr¢ Au NK formavimasi JSA molekul¢je
Chaudhari su kolegomis nustate, kad i$ karto sumaisius JSA ir HAuCla, tirpale

néra laisvy JSA baltymy, taciau po 8 h sintezés susiformavus 8 aukso atomy
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nanoklasteriams tirpale atsiranda laisvy baltymo molekuliy, kurios islieka lais-
vos net ir po 48 h sintezés, susiformavus Ausg (5 pav. A) [38]. Autoriai taip pat
parodé, jog po 24 h | sintezés tirpalg papildomai pridéjus Au jony, iSauga koloi-
dinio tirpalo FL intensyvumas (5 pav. B).

A o Augg ir didesni B
%’w\: 48 h =
Ll c 7 i
o i FL intensyvumas
© ; ' N 2.0M- y 29
: s /
s 4 3 2
> R = 1.5M-
2 A o~ Aug 7
C (T . L 7 /
2 : /
R : s T S 1.0M{ %
@ /i~ 70,8 kDa, Au NK@JSA 2 /
- 4 ) [72]
i 8h
S J———— } ‘\,‘N"‘mww S 500.0k- %
o) Y — Z
z : . L 00— A P P
i o & £ £ £ £ <
JsA ties pH 1277/ \ ~ 68,4 kDa, Au NK@JSA o5 o ¢ ®» & % E E E
~ 67,2 kDa oh < f - Y% s v o
e g $33
. . . . . o  PridéjusNaOH ~—Frn—
60k 65k 70k 75k 80k = 24 h pridéjus
m/z papildomai Au3*

S pav. Au-JSA NK sintezés tyrimai masés spektrometrijos metodu (A), Au-JSA NK sin-
tezés tirpalo FL intensyvumas ties 677 nm skirtingais laiko momentais (B). Adaptuota
is [38].

Xie darbas paskatino proverzj fotoliuminescuojanciy tauriyjy metaly nanoklas-
teriy sintezes srityje, daugelis mokslininky grupiy émeési ,,zaliosios* sintezés me-
todikos panaudodami biologiskai aktyvius baltymus. Literattiroje pasirod¢ insu-
lino [45, 56], lizocimo [57], Zzmogaus transferino [58], feritino [59], hemoglo-
bino [60], tripsino [61], pepsino [62] baltymuose susintetinti fotoliuminescuo-
jantys aukso nanoklasteriai. Tokie fotoliuminescuojantys nanoklasteriai 1§ karto
po sintezés pasiZymi biologiniu suderinamumu ir yra perspektyviis fotoliumi-
nescenciniai zymenys. Visgi fotoliuminescencinés baltymais stabilizuoty aukso
nanoklasteriy savybés néra iSsamiai iStirtos ir priklauso nuo paties baltymo
struktiiros, dydzio, jj sudaran¢iy aminoriigsciy, tokiy kaip cisteinas ir triptofa-
nas, bei aukso nanoklasterio vietos baltyme [53].

Dazniausiai aukso-baltymo nanoklasteriy sintez¢ atlickama su komercisSkai
prieinamais globuliniais baltymais, kuriy savybés néra lengvai modifikuojamos,

kas riboja jy pritaikomuma. Pastaruoju metu literatiiroje pasirod¢ straipsniy apie
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modulinius pakartotinius baltymus kaip strukttirinius darinius nanoklasteriams
stabilizuoti [63]. Pakartotiniai baltymai yra sudaryti i§ vienody pasikartojanciy
baltymy vienety, susijungusiy j tandemg. Visgi kol kas téra viena publikacija
apie tokiuose baltymuose susintetintus mélynoje spektrinéje srityje fotoliumi-
nescuojancius aukso nanoklasterius, ir kol kas néra duomeny, kad keiciant Siy
baltymy struktiirg biity s€ékmingai keiciamas fotoliuminescuojanciy nanoklaste-
riy dydis ir fotoliuminescencijos bangos ilgis, nors kiti autoriai yra parodg, kad
keic¢iant pakartotiniy baltymy ilgj galima reguliuoti sintezés metu susiformuo-
janc¢iy plazmoniniy aukso nanodaleliy dyd;j [64].

Naudojant ,,i§ virSaus Zemyn* metodika, fotoliuminescuojantys aukso nanoklas-
teriai yra gaunami ésdinant didesniy aukso nanodaleliy pavirSiy pasitelkus jvai-
rias mazas molekules, kaip tioliai (gliutationas, dihidrolipoiné riigstis,fenil-etil-
tiolis) [23, 65, 66], aminai, fosfinai ar polimerai. Tipinés procediiros metu pa-
virSiuje stabilizuotos aukso nanodalelés sumaiSomos su ésdiklio (mazy moleku-
liy ar polimery) pertekliumi. Aukso nanodalelés pavirSiaus ésdinimas vyksta
kei¢iant dalelés pavirSiaus ligandus ésdiklio molekulémis (angl. ligand
exchange), kol galiausiai susiformuoja ésdiklio molekulémis dengti aukso na-

noklasteriai.
2.2. Optinés aukso nanodaleliy savybés

Tauriyjy metaly optoelektroninés savybés labai stipriai priklauso nuo metalo
matmeny. Kintant dydziui, kinta ir nanodaleliy elektronin¢ struktira, dél ko
nano matmeny aukso dariniai pasiZymi unikaliomis medZiagos savybémis. At-
sizvelgiant | dydj, aukso nanodariniai gali bati skirstomi j itin mazus (< 2 nm)
molekulinio tipo aukso nanoklasterius bei 2-100 nm dydzio plazmoninémis sa-
vybémis pasizymincias aukso nanodaleles (6 pav.). Metalo nanodaleliy fotofizi-
kinéms savybéms aprasyti daznai pasitelkiamas Drudés-Sommerfeldo laisvyjy
elektrony dujy modelis. Sis modelis metaly elektrinio ir §iluminio laidumo sa-

vybes apraso kinetinés dujy teorijos pagrindu.
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6 pav. Aukso struktiiry klasifikacija nuo atomo iki kietojo kiino. Adaptuota i$ [67].

Atsizvelgiant ] stipry elektroninio ekranavimo efekta bei atmetus elektrony-e-
lektrony bei elektrony-jony gardelés sgveikas, metaly valentiniai elektronai yra
latkomi laisvais — yra delokalizuoti ir nepriklauso konkretiems

atomams [68, 69].

2.2.1. PavirSiaus plagzmony rezonansas

Kaip jau minéta, kokybiskai laisvieji elektronai elgiasi kaip laisvyjy kriivininky
dujos (plazma), kuriose gali biiti suzadintas iSilginis kolektyvinis kriivio tankio
svyravimas, dar vadinamas plazmonais. Sunks statiSki teigiami jonai elektros-
tatiSkai traukia lengvus neigiama kriiv] turincius elektronus — vyksta svyravimai,
kuriy metu elektrono energija kinta i$ potencinés energijos (atsirandancios dél
elektrostatinés traukos) j kineting energija, ir atvirksciai. Plazmonai suzadinami
tokiuose metaluose kaip auksas, sidabras, aliuminis ir varis — medziagose, kuriy
realioji dielektrinés funkcijos dalis yra neigiama ir absoliucigja verte didesné uz
teigiamg menamajg dalj. Skiriami trys plazmony tipai: (1) tiiriniai, (2) pavirSiniai
(pasireiSkia plazmos ir dielektriko sandiroje), bei (3) vietiniai (lokalizuotieji)
plazmonai — erdve¢je apriboti elektrony svyravimai metaly nanodalelése [70].
Begalinio tiirio plazmos svyravimy daznis @y:

w, = (Ne?/gm)*/?, (D)
kur N yra laisvyjy kriivininky (metaly atvejy, elektrony) tankis, e —laisvyjy krii-
vininky krtvis, m — laisvyjy krivininky maseé, o & — vakuumo dielektriné
skvarba [71].

Aukso dalelés dydziui esant artimam elektrono vidutiniam laisvajam lékiui (auk-

sui ir sidabrui tai yra ~50 nm), metalo dielektriné funkcija ir 1tZio rodiklis tampa
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stipriai priklausomi nuo dalelés dydzio. Kai dalelés matmenys yra Zymiai ma-
zesni uz elektromagnetinés spinduliuotés bangos ilgi d << A, elektrinio lauko
stiprio fazé visame dalelés tiiryje yra praktiskai vienoda. ISorinis elektrinis lau-
kas dalel¢je indukuoja elektrinj dipolj (sudétingesnéms daleléms bei daleliy san-
kaupoms reikia nagrinéti ir aukstesnius narius, pvz. kvadrupolius) (7 pav.). E-
lektrony apribojimas mazame tiiryje lemia, kad, esant iSoriniam kintanc¢iam e-
lektromagnetiniam laukui, pavirSiniai kriivio tankio padid¢jimai sudaro grazi-
nancig jéga — indukuojami kolektyviniai laisvyjy elektrony svyravimai. Mazo
skersmens metalo dalelés atveju tai reiskia, kad susidaro dideli kriivio tankio
gradientai ir stipris elektromagnetiniai laukai tiek dalelés viduje, tiek dielektrike

riboje su pavirSiumi.

° Metalo nanodalelé

Elektrony debesélis

7 pav. Plazmony rezonansas tauriyjy metaly nanodalelése. Adaptuota is [72].

Lokalizuoty pavirSiaus plazmony rezonanso (LPPR) daZnis priklauso nuo nano-
daleliy dydzio, geometrijos ir aplinkos dielektrinés skvarbos, bet labiausiai —nuo
laisvyjy kravininky tankio N, kuris tauriesiems metalams, auksui, sidabrui ir va-
riui yra 1022-10%cm™, bei nuo dielektrinés konstantos vertés auksty dazniy sri-
tyje €« [73]:

1 Ne?2

21 A\ EgMe(Eco+2&m)’

2)

Oppr =

kur e — laisvyjy kriivininky kriivis, m laisvyjy kriivininky mase, o & — vakuumo

dielektriné skvarba, gn— aplinkos dielektriné skvarba.
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Sferinés nanodalelés pasizymi viena lokalizuoto pavirSiaus plazmony rezonanso
moda — sugerties spektras pasiZymi viena smaile, smailés padétis bei plotis prik-
lauso nuo metalo bei dielektriko (nanodalelés Serdies ir apvalkalo) dielektriniy
funkcijy bei nuo daleliy dydzio ir formos (8 pav.) [74, 75]. LPPR pasizymi di-
desnés nei 3 nm dydzio aukso nanodalelés. Tokiy nanodaleliy LPPR sugerties
spektro smailés padétis yra ties 510 nm. Visgi tokiy mazy nanodaleliy plazmo-
niné sugertis yra mazesnio intensyvumo dél sutrumpéjusio elektrony laisvojo
I€kio [75]. Didesniy nanodaleliy LPPR smailé slenkasi j ilgyjy bangy spektring
sritj (8 pav. A). Nanolazdelése kolektyviniai elektrony svyravimai vyksta dviem
modomis [76], tod¢l jy LPPR sugerties spektrai pasizymi dviem smailémis [77].
Atstumas tarp dviejy smailiy priklauso nuo nanolazdelés skersmens ir ilgio san-

tykio (8 pav. B) [78].

A T T T T T T T B AR 11
585 31—
___ 570} .
€ >
£ 555 X2
x 0
o b =
Q 540
<2 S
=)
525 2
P
510}
0 20 40 60 80 100 120 400 500 600 700 800 900 1000 1100
ND skersmuo (nm) Bangos ilgis (nm)

8 pav. Sferiniy Au ND LPPR spektro smailés padéties priklausomybé nuo ND dydzio (A);
LPPR sugerties spektro formos priklausomybé nuo aukso nanolazdeliy ilgio ir plocio san-

tykio AR (B). Adaptuota i§ [75] (A) ir [78] (B).
2.2.2. Aukso nanoklasteriy fotoliuminescencija

PavirSiaus plazmony rezonansas i1lgg laikg buvo pagrindiné mokslininky susido-
me¢jimo aukso nanodalelémis priezastis, taciau 1969 m. Mooradian su kolegomis
uzfiksavus aukso plévelés liuminescencijg ties 564 nm, atsirado susidoméjimas
liuminescencinémis aukso savybémis [79]. Aukso pléveliy bei begalinio tiirio

aukso atveju laidumo juosta (sp) bei valentiné (d) juostos yra istisines (9 pav.).
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Auksciausias uzpildytas lygmuo atitinka didziausig elektrono energija tam me-
talui, dar vadinamg Fermi energija (Er). Plévelése stebéta liuminescencija buvo
priskirta tarpjuostinam sp — d elektrony Suoliui. Sugéres fotona, elektronas i$
siauros d juostos perSoka j neuzpildyta sp juostos sritj, t.y. kur sp juostos energija
yra didesné¢ uz Fermi lygmens energijg. IS ten elektronas relaksuoja iki Fermi
lygmens. Rekombinuojant Fermi lygmens elektronams bei d juostos skyléms
iSspinduliuojamas fotonas.

Energija
A

Laidumo -
juosta (sp)

Fermi
energija

d juostos

9 pav. Aukso plévelés energijos juosty diagrama. Liuminescencijos juosta priskiriama

spindulinei tarpjuostinei rekombinacijai tarp sp ir d juostu. Adaptuota i$ [80].

Dalelés dydziui esant artimam elektrono Fermi bangos ilgiui (auksui tai yra
~0,5 nm) [81-83], iStisiniai energijos lygmenys, biidingi metalams, suskyla |
diskrecius energijos lygmenis. Atstumai tarp gretimy lygmeny yra E¢/N eilés,
kur Er yra begalinio tiirio metalo Fermi energija elektronvoltais, o N — nanoklas-
ter] sudaran¢iy atomy skaicius [84]. Gretimy lygmeny energijy skirtumo bei
Siluminés energijos palyginimas — esminis kriterijus vertinant metaliskasias ir
nemetaliSkgsias medziagos savybes. Gretimy lygmeny energijy skirtumui esant
mazesniam nei kg7, kur kg— Bolcmano konstanta, o 7'— absoliutiné Siluma Kel-
vinais, Siluminé energija gali sukurti elektrono ir skylés pora, sudarydama saly-
gas tekeéti elektros srovei. Jei energijy skirtumas tarp gretimy lygmeny yra di-

desnis nei galima Siluminé energija, laisvieji elektronai metalo nanoklasteryje
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yra apriboti diskretiniuose energijos lygmenyse. D¢l to metalo nanoklasteriai

dazniausiai yra laikomi nepasizyminciais metaliSkosiomis savybémis.

A 4 Spalvinis atominiy orbitaliy zyméjimas B
34 —Au(sp) — S(3p) 09
—Au(d) — kitos ’ T
a, (1) LUMO+2 0,8 b
= 4 7 dy(3) % LUMO+1 < 07 {S/m—sp
® s 08 sped
o 51% @ - % — LUMO spjuosta & 05t
= =
% a b c g 04
c 6+ 3 03
i a, (3 HOMO D o2 ]
a, @) HOMO-1 ’
1% } r |
-7 a, (3) HOMO-2 d-iost 0,1 l .
Q,, (3) et HOMO-3  G-JUOSEE 0 = o oF a4 ap
o ag (1)//——-—HOMO-4 05 1 15 2 25 3 35 4
BT450) HOMO-5 Energija (eV)

10 pav. Kohn-Sham orbitaliy energijuy diagrama Au,s(SH):s nanoklasterio modeliui (A).
Kiekviena Kohn-Sham orbitalé nubrézta atsiZvelgiant | atominiy orbitaliy jtaka, kurig
perteikia skirtingy ilgiy ir spalvy linijos: Au (6sp) atitinka Zalia spalva, Au (5d) — mélyna,
S (3p) — geltona, kitos (kiekvienos ju jtaka <1 %) — pilka. Kairéje orbitaliy energijuy diag-
ramos puséje nurodyta orbitaliy simetrija (g, u) ir iSsigimimas (skliaustuose). DeSinéje
puséje nurodytos HOMO ir LUMO orbitaliy grupés. Teorinis Au,s(SH):s nanoklasteriu
sugerties spektras (B). Smailé a atitinka 1,8 eV, smailé b atitinka 2,75 eV, smailé c atitinka

3,1 eV. Adaptuota is [85].

Siekdami paaisSkinti nanoklasteriy daugiajuoste sugertj, Zhu su kolegomis kaip
modelj pasirinko Auzs(SR)i1snanoklasterj ir, pasitelke tankio funkcionalo teorija,
matematinés simuliacijos btuidu nustaté¢ jy sugerties spektrg bei molekulines
Kohn-Sham orbitales (10 pav.). AuksS¢iausia uzpildyta molekuliné orbitalé
(angl. highest occupied molecular orbital - HOMO) ir trys zemiausios neuzpil-
dytos molekulinés orbitalés (angl. lowest unoccupied molecular orbitals -
LUMO:s) pagrinde yra susiformavusios i$ 6sp aukso atominiy orbitaliy ir sudaro
sp juosta. HOMO-1 - HOMO-5 orbitalés yra sudarytos i§ 5d aukso atominiy or-
bitaliy ir sudaro d juosta. Reikia paminéti, kad s3p orbitalés turi jtakos abiems
HOMO ir LUMO orbitaliy grupéms. Daugiajuostis sugerties spektras reiskia ir
daugiajuoste emisijg — platy fotoliuminescencijos spektrg. Platus sugerties
spektras yra siejamas su vidujuostiniais (sp) HOMO — LUMO elektrony Suo-
liais, tarpjuostiniais d — sp Suoliais, arba miSriais sp — sp vidujuostiniais ir

d — sp tarpjuostiniais Suoliais [85]. Kiti autoriai, nagrinédami panaSaus dydzio
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Au NK sugerties bei fotoliuminescencijos spektrus taip pat yra iSreiSke nuomonge
apie abiejy — ir vidujuostiniy sp — sp, ir tarpjuostiniy d — sp Suoliy jtaka foto-

liuminescencijos spektrui [80].

E.

Emisijos energija (eV)

0 T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Nanoklasterj sudaranciy atomy skai€ius N

11 pav. Nanoklasterj sudaranciy atomy skaiciaus /V koreliacija su nanoklasterio fotoliu-
minescencijos energija. Didéjant nanoklasterj sudaranciy atomy skaiciui, FL energija
mazéja. FL energijos priklausomybé nuo atomy skaiciaus N kiekybiSkai atitinka Er/N'?
sarysi, kaip numaté ir sferinis Zelé modelis. Didesniu, Auz; bei Aus;, nanoklasteriy FL
energijos Siek tiek nukrypsta nuo Er/N'” priklausomybés — laisvuosius elektronus apri-
bojanti potenciné duobé suplokstéja pagal iSkraipymo/anharmoniSkumo parametrg

U=0,033. Adaptuota i$ [6].

Laisvyjy elektrony dujy modelio atveju, laisvyjy elektrony tankis arba Fermi e-
nergija yra laikomi konstanta nepriklausomai nuo nanoklasterio dydzio, o keliy
atomy nanoklasterio fotoliuminescencijos energija tiesiogiai siejama su nanok-
laster] sudaran¢iy atomy skai¢iumi N [6]:

Ef
AEemis[josz Ni/3 s (3)

kur Er — begalinio turio aukso Fermi energija elektronvoltais (5,53 eV) [6].
Visgi didesniems nanoklasteriams emisijos energija Siek tiek nukrypsta nuo ide-

alaus laisvyjy elektrony modelio dél elektrony ekranavimo efekto ir potencinés
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duobés harmoninio iSsikraipymo. Tokiu atveju didesniy aukso nanoklasteriy e-

misijos energija apraSoma kaip:

E n+?2
/ 272
AEemisijas - W|:1 - U(le - lg - 3 ji| (4)

kur /. ir [ yra suzadintos ir pagrindinés biiseny kampiniai momentai, n — orbita-

lés numeris, o U — 18kraipymo parametras [86].

Kvantinis naSumas — vienas esminiy fotoliuminescencija pasizyminciy me-
dZiagy parametry, parodanciy fotoliuminescencijos efektyvuma — iSspinduliuoty
ir sugerty fotony santykj. Mooradian pirma kartg iSmatuotos aukso plévelés fo-
toliuminescencijos kvantinis naSumas tesieké 107! [79]. 1998 m. Wilcoxon i8-
matavo mazesniy nei 5 nm aukso nanodaleliy fotoliuminescencijg ties
440 nm [87]. Fotoliuminescencijos kvantinis nasumas sieké 107. Siy mazy na-
nodaleliy fotoliuminescencija buvo paaiskinta tarpjuostine rekombinacija, sus-
tiprinta pavirSiaus plazmony. Aukso nanostruktiiry kvantinio naSumo iSaugima
aiSkinant lokaliu elektromagnetinio lauko stiprinimu, atsirado straipsniy, rodan-
¢y, jog pavirSiaus plazmonai néra biitini siekiant padidinti aukso nanodaleliy
fotoliuminescencijos kvantinj naSumg. Literattiroje pasirodé publikacijy apie fo-
toliuminescuojancius (< 2 nm) aukso nanoklasterius, kuriy FL kvantinis naSu-
mas sieké 107 [80, 88]. Kadangi tokie mazi nanoklasteriai pasizymi molekuli-
némis savybémis, bet ne pavirSiaus plazmony rezonansu, buvo nuspresta, kad
molekuliniy aukso nanoklasteriy fotoliuminescencijos kvantiniam naSumui lo-
kalus elektromagnetinés spinduliuotés stiprinimas jtakos neturi.

Nanoklasteriy fotoliuminescencijos kvantinis naSumas labai priklauso nuo na-
noklasterio dydzio, pavirSiaus dangos, tirpiklio (cheminés sudéties, pH) [39].
Tioliais dengti aukso nanoklasteriai yra ypac stabiliis dé¢l sulfo grupés afinis-
kumo su aukso atomais. Visgi ,,minkStais* ligandais dengti aukso nanoklasteriai
ilga laika pasiZyméjo mazu kvantiniu naSumu (KN = 0,001 - 0,1%) lyginant su
kietuose struktiriniuose dariniuose, tokiuose kaip dendrimerai, jterptais aukso

nanoklasteriais, kuriy kvantinis naSumas gali siekti 10-70 % (1 lentel¢). Balty-
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muose ar jy fragmentuose, peptiduose, jterpty Au NK kvantinis naSumas pap-
rastai siekia 5-12 %, ir nusileidzia dendrimeruose susintetintiems Au NK, tac¢iau
literatiiroje yra publikacijy, rodanciy, jog baltymuose jterpti Au NK gali pasizy-
meéti ir 56 % kvantiniu naSumu, taciau reikia pastebéti, kad pastaraisiais metais
mokslininkai iStobulino ir tioliais dengty Au NK sintezés metodikas ir pasieke

13-15 % kvantinj nasuma [89, 90].

1 lentelé
Au NK FL KN | Dydis Aem Lit.
(Serdies) Salti-
nis
Sintez¢ struktiriniuose dariniuose
° Poli(amidamino) (PAMAM) | ~41% | Aus 450 nm | [47]
g dendrimeruose jterpti Au NK
é Poli(amidamino) (PAMAM) | 70 % Aus 385nm | [6]
% dendrimeruose jterpti Au NK | 42 % Aug 455 nm
; 25 % Auys 510 nm
§ 15 % Auzs 760 nm
é 10 % Ausy 866 nm
Jaucio serumo albumine jterpti | ~ 6 % Auys 640 nm | [54]
Au NK
Jaucio kasos ribonukleazéje-A | ~12% |~ 1,61 nm | 682 nm | [21]
iterpti Au NK
%’ Lizocimu stabilizuoti Au NK | ~56 % | Ausg 455nm | [91]
é Lizocimu stabilizuoti Au NK | ~5,6% |~lnm | 657 nm | [57]
g Insuline jterpti Au NK ~7% |~0,92nm | 670 nm | [45]
Zmogaus transferine jterpti | ~7,7 % | Auos 710 nm | [58]
Au NK
Hemoglobine jterpti Au NK 2,8 % Aug 450 nm | [60]
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Triptofane jterpti Au NK 6,5 % Aus 690 nm | [61]
Pepsine jterpti Au NK 3, 7% Aus ir | 402 nm | [62]
5% Aug 510 nm
3.5% Auis 670 nm
Aups

Ligandy monosluoksniu dengti Au NK

Gliutationo  monosluoksniu | ~0,35 % | Auas 725 nm | [80]
dengti Au NK
Gliutationu dengti Au NK | 15 % Auzg-43 610 nm | [90]
(Au20-43(SG)27-37)

Dihidrolipoine ragstimi | ~1,83% | ~ 1,56 nm | 630 nm | [23]
(DHLR) dengti Au NK

11-merkaptoundekano  rugs- | 3,1 % ~2,0nm | 520nm | [92]
timi (MUR) dengti Au NK

11-merkaptoundekano  rugs- | 13 % 1,9 nm 607 nm | [93]
timi (MUR) dengti Au NK

D-penicilaminu (DPA) dengti | 1,3 % ~1,8nm | 610nm | [94]
Au NK

Polietileno  glikoliu (PEG) | 14 % ~1,2nm | 750nm | [89]
dengti Au NK, kaip modulines
grupes prijungus lipoinés rugs-

ties ligandus

Mazesni, mélynoje spektringje srityje fotoliuminescuojantys Au NK paprastai
pasizymi gerokai didesniu kvantiniu nasumu, nei to paties pavirSiaus dengimo
didesni, raudonoje spektringje srityje fotoliuminescuojantys Au NK [6]. Taip yra
del to, kad esant mazesnéms energijoms iSauga nespindulinés relaksacijos tiki-
mybé [95].

Visgi fotoliuminescuojantys aukso nanoklasteriai kvantiniu naSumu stipriai at-
silicka nuo fotoliuminescuojanc¢iy puslaidininkiniy nanodaleliy — kvantiniy

tasky. Pastaryjy FL kvantinis naSumas vandeningje terpéje gali siekti iki ~ 88 %,
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taCiau paprastai biina iki 40 % [96-99]. Puslaidininkiniai kvantiniai taskai pap-
rastai pasizymi sudétinga Serdies/kiauto/pavirSiaus dangos struktura, kuri uztik-
rina didelj kvantinj} naSumg ir optiniy savybiy stabilumg, taciau dél to stipriai
iSauga nanodaleliy dydis (iki 20-30 nm), kuris turi didelés jtakos norint fluo-
rescencinius Zymenis panaudoti biologiniams objektams vaizdinti in vitro ir in
vivo. Dél to komercingje pramongje kol kas populiariausi vis dar i§lieka organi-
niai fluorescenciniai zymenys. Naujos kartos fluorescuojanciy organiniy Zy-
meny kvantinis naSumas siekia 60-90 % [14], o fotostabilumu jie gerokai lenkia

pirmosios kartos organinius fluorescencinius Zymenis [15, 16].
2.3. Aukso nanoklasteriy struktiura. Magiskieji skaiciai

Dideliy tauriyjy metaly nanodaleliy (> 2 nm) kristaliné struktiira, kaip ir begali-
nio tlrio auksas, pasiZymi pavirSiaus centruota kubine (angl. face-centered cu-
bic) gardele ir lokalizuotu pavirsiaus plazmony rezonansu [100]. Tuo tarpu ma-
zesni nei 2 nm fotoliuminescuojantys aukso nanoklasteriai laikomi molekulinio
tipo nanodariniais ir jy, kaip molekuliy, struktiira yra grieztai apibréztos geomet-
rijos. Nanoklasteriy atomai paprastai suformuoja trimates strukturas, kuriose a-
tomy iSsidéstymas dazniausiai neatitinka centruotos kubinés gardelés ir prik-
lauso nuo nanoklasterj sudaran¢iy atomy skaiciaus bei atitinka nanoklasterio ab-
soliucios energijos minimuma [101].

Vienas placiausiai taikomy aukso nanoklasteriy strukttiros modeliavimo metody
— tankio funkcionalo teorija. Tankio funkcionalo teorija remiasi nanoklasterio
aprasymu kaip fermiony (nanoklasteriy atveju — elektrony) sistemos per jos tan-
kio, o ne daugelio kiiny bangin¢ funkcijg. IStyrus Au, (n = 2-20) nanoklasteriy
maziausios energijos biisenas ir naudojant tankio funkcionaly teorijg ir jos ap-
roksimacijas, nustatyta, jog mazi, i§ 6 ir maziau aukso atomy sudaryti nanoklas-
teriai suformuoja plokscias struktiiras. Didesni, 7-14 atomy nanoklasteriai jau
formuoja trimates narvo formos struktiiras. Dar didesniy (n > 15) nanoklasteriy

struktiira panasS¢ja  sfering forma (11 pav.) [101].
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11 pav. Stabiliausios 3-20 aukso atomy nanoklasteriy Kkristalinés struktiiros, nustatytos
pasitelkus tankio funkcionalo teorija bei genetinio algoritmo simuliacijas. Adaptuota

i§ [101].

Atomy i$sidéstymas bei atitinkamas ligandy prisijungimas lemia nanoklasteriy
optines savybes [85, 102, 103]. Vienas dazniausiai naudojamy metody metalo
nanoklasteriy kristalinei struktiirai nustatyti yra Rentgeno spinduliy kristalogra-
fija [104-107], taCiau itin mazas metalo nanoklasteriy dydis sudaro galimybes
nustatyti galimas kristalines struktiiras ir matematinio modeliavimo meto-
dais [103, 108]. Nustatyta, jog tioliais dengty Aun(SR)m NK pasizymi ,,alkiiniy*
tipo  strukturiném  monomeriném  (—S—Au(I)-S—) bei  dimeriném
(—=S—Au(I)-S—Au(I)—S—) atsakom/jungtim [109]. Tioliais dengtg Auzs NK su-
daro ikosaedro (20 sieny briaunainis) formos branduolys, kurio centre esantj

Au(0) atomg supa 12 Au(0) atomy iSsidesciusiy ikosaedro virsiinése (12 pav.).
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v

Branduolio  iSor¢je yra  susiformave SeSi  dimeriniai  puslankiai

—S—Au(l)-S—Au(l)-S—[110, 111].

@ Au & e
]

9 S

9

m‘?/

12 pav. Au5(SR)1s nanoklasteriy struktiira. Adaptuota is [110].

Rentgeno fotoelektrony spektroskopijos (angl. X-ray photoelectron spectros-
copy - XPS) metodu buvo patvirtinta, jog JSA-Auzs nanoklasterius sudaro
~10-17 % Au(I), bei ~83-90 % Au(0) [54, 112], kur Au(]) atitinka aukso atomus
nanoklasterio pavirsiuje.

Wen su kolegomis iSanalizavo, kad pagal Xie sintezés protokolg susintetinty Au-
JSA NK FL juosta ties 690 nm yra sudaryta i§ dviejy komponenciy: I-os juostos
ties 710 nm bei II-os juostos ties 640 nm bangos ilgiu. Pirmos juostos spektriniai
poky¢iai kei€iantis temperatiirai atitiko puslaidininkiams biidingus pokyc¢ius —
kylant temperattrai, dél elektrony-fonony bei elektrony-defekty/pavirSiaus
sklaidos FL juosta slinkosi j ilgyjy bangy spektrine sritj, iSaugo juostos plotis.
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13 pav. Au-JSA NK energijos lygmeny diagrama (A), Au-JSA NK fotoliuminescencijos
spektro kitimas keiciantis tirpalo temperatirai (B), galima JSA-Auys NK erdviné struk-

tira (C). Adaptuota is [113].

PrieSingai, kylant temperatiirai antra juosta slinkosi | trumpyjy bangy spektring

srit]. Autorial pirma juostg sieja su ikosaedro formos nanoklasterio branduolio
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fotoliuminescencija, o antrajg — su dimeriniy puslankiy (—S—Au—S—Au—S-) fo-
toliuminescencija [113].

Nors pasitelkus matematinj modeliavimg galima apskaiciuoti stabiliausias tam
tikro atomy skaiciaus nanoklasteriy kristalines strukttras, tam tikro dydzio na-
noklasteriai blina stabilesni nei kiti. Tyrinédami natrio (Na) klasteriy masés
spektrometrijos rezultatus Knight su bendradarbiais pastebéjo intensyvumu is-
siskiriancias i§ 2, 8, 18, 20, 40, bei 58 atomy sudaryty klasteriy masés spektro-
metrijos smailes [114]. Nustatyta, jog 1S tiek atomy sudaryti nanoklasteriai pasi-
zymi didesniu stabilumu, nei kiti, tad Sie skai¢iai buvo pavadinti magiskaisiais.
Dabartinis tauriyjy metaly nanodaleliy elektroninés strukttiros suvokimas stip-
riai remiasi ,,superatomo‘ modeliu. Kaip jau minéta anksc¢iau, nagrinéjant opti-
nes aukso savybes, atsizvelgiant } stipry elektroninio ekranavimo efekta bran-
giyjy metaly valentiniai elektronai yra laikomi laisvais. ,,Superatomo® modelis
metaly nanoklasterius interpretuoja kaip ,,superatomus®, kur valentiniai nanok-
laster] sudaranciy atomy elektronai tvarkingai iSsidésto uzpildydami delokali-
zuotas ,,superatomines‘ orbitales 1S? | 1P¢ | ID'? | 28% | 1F'# | 2P% | 1G'* | 2D |
3S? | 1H?2, kur S-P-D-F-G-H- atitinka kampinio momento biiseng. Pagal §j mo-
del; ,,magiskieji®, dideliu stabilumu pasiZymintys Au nanoklasteriai yra sudaryti
18 2, 8, 18, 34, 58, 92, 138 aukso atomy, kurie pilnai uzpildo ,,superatomines*
orbitales. Taciau nanoklasteriy stabilumas priklauso ne tik nuo ,,superatominiy‘
orbitaliy uzpildymo, bet ir nuo nanoklasterio geometrijos [115]. Dideliu chemi-
niu stabilumu pasiZzymeéjusiy Auss nanoklasteriy stabilumas siejamas su beveik
idealia $iy nanoklasteriy kubooktaedrine strukttira [116]. Aui3 bei Aui47 nanok-
lasteriai taip pat minimi kaip labai stabiltis dél pilnai uzpildyty cheminiy orbita-
liy bei ikosaedro geometrijos [117].

Visgi ,,superatominiy‘ orbitaliy uZpildymas ir nanoklasterio geometrija néra vie-
ninteliai parametrai, nusakantys nanoklasterio stabilumg. IS gliutationu dengty
Au nanoklasteriy didziausiu stabilumu pasizyméjo nanoklasteriai, sudaryti i$
18, 21, 25, 28, 32 ir 39 atomy [118]. Sie skaiciai tik i§ dalies sutampa su ,,ma-

giSkaisiais* skaiCiais pagal ,,superatomo‘ modelj. Literatiiroje yra duomeny, kad
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ligandy orientacija gali turéti jtakos nanoklasterio elektroninei struktiirai bei op-
tinéms savybéms. Akola su kolegomis parodé, jog keiciantis ligandy ilgiui gali
buti iSkreipiama oktaedriné Auas nanoklasterio geometrija [119]. Roman-
Veldzquez ir jo kolegy matematinio modeliavimo darbai parodé¢, jog ir
Au3(SCH3)16 bei Auzs(SCH3)24 nanoklasteriy Serdies struktiira deformuojasi na-
noklasterius stabilizavus tiolines chemines grupes turin¢iom molekulém [120].
Tuo tarpu kity autoriy duomenimis, keiciant Au NK pavirSiaus ligandus, gali

kisti ne tik nanoklasteriy stabilumas, bet ir dydis [121].
2.4. Aukso nanoklasteriy fotostabilumas

Fotostabilumas — tai fotoliuminescencinémis savybémis pasizyminciy junginiy
spektriniy savybiy stabilumas, juos veikiant iSorine UV/Vis spinduliuote. Tai
viena esminiy fluorescenciniy Zymeny charakteristiky, kadangi UV/Vis spindu-
liuoté yra naudojama suzadinti Zzymeny fluorescencijai, taiau net ir mazo inten-
syvumo nuolatin¢ spinduliuoté gali turéti jtakos fluorescencijos blySkimui
(angl. photo-bleaching) bei fluorescencinio zZymens irimui (angl. photo-degra-
dation). Pastarasis gali turéti lemiamos jtakos fluorescuojanciy zymeny toksis-
kumui. D¢l Sios priezasties itin svarbu istirti fluorescuojanciy Zymeny fotosta-
biluma pries taikant juos biologiniams objektams vaizdinti.
Fotoliuminescuojantys Au NK daznai minimi kaip nanodariniai, pasizymintys
dideliu fotostabilumu [20-22]. Merkapto undekano riigstimi (MUR) dengty
1,8 £ 0,4 nm dydzio Au NK (Aem=608 nm) FL kvantinis naSumas per 2 h Sviti-
nimo 285 nm bangos ilgio spinduliuote, atitinkancia FL Zadinimo spektro
smaile, nukrito maziau nei 10 % [22].

Vieni i§ fotostabiliausiy buvo ] ribonukleazg-A jterpti ties 682 nm fotoliumi-
nescuojantys apie 1,61 nm dydzio aukso nanoklasteriai [21]. Juos 2 h Svitinus
365 nm bangos ilgio spinduliuote, pirmas 800 s buvo stebimas fotoliuminescen-
cijos intensyvumo stiprinimas (14 pav. A). Yuan ir jo kolegy tirti fotoliumi-
nescuojantys (Aem = 640 nm) 1,5 + 0,3 nm dydzio aukso nanoklasteriai, dengti
dihidrolipoine riigs§timi (DHLR), juos $vitinant impulsiniu 460 nm bangos ilgio

diodiniu lazeriu, taip pat pasizyméejo fotoliuminescencijos stiprinimu
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(14 pav. B) [20]. Duomeny apie fotoliuminescencijos juostos padéties pokyc¢ius
nepateikta. Fotoliuminescencijos stiprinimo reiskinys Au NK yra pastebimas re-
tai, ir jo priezastys kol kas néra i$§samiai paaiskintos. Tuo tarpu puslaidininkiniy
KT atveju §is procesas yra gerai zinomas ir daugelio autoriy yra siejamas su KT
pavirSiaus pasyvacija — veikiant KT UV/Vis spinduliuote vyksta dujy molekuliy
(H20 ir kt.) fotoadsorbcija [122], sumazgja pavirSiaus defekty [123], tvarkingai
iSsidésto KT pavirSiaus ligandai [124], paSalinami rekombinacijos centrai [125].

Paprastai Sis procesas yra grjZztamasis [126].
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14 pav. Fotoliuminescuojan¢iy merkapto undekano riigstimi (MUR) dengty Au NK FL
intensyvumas Svitinant UV spinduliuote (A=285 nm) (A) bei dihidrolipoine riaigStimi
(DHLR) dengty Au NK fotostabilumas Svitinant diodiniu lazeriu (A=460 nm) (B). Adap-
tuota is [22] (A) ir [20] (B).

Visgi literatiiroje yra duomeny ir apie Au NK, kurie, Svitinant mazo intensy-
vumo UV/Vis spinduliuote, blyksta [23-25]. Tripsinu stabilizuoty Au NK
(Aem = 640 nm) fotoliuminescencijos juosta blySko, Svitinant 356 nm,
2 mW/cm? [23, 25]. Autoriai FL blyskimg ai$kina negrjztamu fotoliuminescuo-
jan¢iy nanodariniy suardymu.

Viename 1§ nedaugelio skirtingo tipo fluorescenciniy Zymeny fotostabilumo pa-
lyginamyjy straipsniy Lin su kolegomis palygino dihidrolipoine riigStimi
(DHLR) dengty Au NK fotostabilumg su puslaidininkiniy CdSe/ZnS kvantiniy
tasky bei organiniy fluorofory, tokiy kaip fluoresceinas bei rodaminas 6G, fo-
tostabilumu, tiriamuosius tirpalus Svitinant 480 nm bangos ilgio spinduliuote
(Xe lempa) [23]. Organiniai fluorescenciniai Zymenys pasizymejo greitu blys-

kimu, tuo tarpu Au-DHLR NK buvo gerokai stabilesni uz organinius Zymenis.
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Visgi po 40000 s (~11 val.) Svitinimo Au NK FL intensyvumas nukrito daugiau
nei 50 %, ir fotostabilumu jie nusileido KT, kurie ne tik kad neblysko, bet dar ir

pasizymejo fotoliuminescencijos stiprinimu (15 pav.).
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15 pav. Dihidrolipoine rugstimi (DHLR) dengty fotoliuminescuojanciu Au NK, fluo-
resceino, rodamino 6G ir polimeru dengty CdSe/ZnS kvantiniy tasky fotostabilumas ti-

riamuosius tirpalus Svitinant 480 nm bangos ilgio spinduliuote. Adaptuota i$ [23].

Kawasaki su kolegomis atlikti dimetilformamidu (DMF) dengty Auio-Auis NK
fotostabilumo tyrimai atskleidé, jog nanoklasteriy fotoliuminescencija ir suger-
tis blyksta jy tirpalg $vitinant 365 nm bangos ilgio 1,3 mW/cm? spindu-
liuote [24]. Po 8 wval. Svitinimo FL intensyvumas nukrito daugiau nei
Au-DMF nanoklasteriy tirpalg pridéjus reduktoriaus (0.5 M NaBHa) (16 pav. B)
rodo, jog Svitinimo metu Au NK tirpale vyksta fotooksidaciniai procesai. Pana-
Sus oksidacinis poveikis Au-DMF nanoklasteriy fotoliuminescencijai buvo su-
keltas ir nanoklasterius dispergavus 30 % peroksido tirpale — FL intensyvumas
nukrito iki 30 % (16 pav. C).

PrieStaringi skirtingy autoriy rezultatai Au NK fotostabilumo tema leidzia daryti
prielaida, jog fotoliuminescuojanciy aukso nanoklasteriy fotostabilumas, juos
ilga laikg veikiant mazo intensyvumo UV/Vis spinduliuote stipriai priklauso nuo

apvalkalo/dangalo molekuliy.
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16 pav. dimetilformamidu (DMF) dengty Auyp-Au;s NK fotostabilumas Svitinant 365 nm

bangos ilgio 1,3 mW/cm? spinduliuote (A). Au-DMF nanoklasteriy fotoliuminescencija

-----

NaBH,) (iii) (B). FL intensyvumo palyginimas Au-DMF nanoklasterius dispergavus van-
denyje (i) bei 30 % peroksido tirpale (ii) (C). Adaptuota i$ [24].

2.5. Aukso nanodaleliy aktyviy deguonies formy generacija veikiant

UV/Vis spinduliuote

Singuletinio deguonies generacija — fotosensibilizuotos naviky terapijos pagrin-
das. Veikiami UV/Vis spinduliuotés singuletin] deguonj generuoja ir puslaidi-
ninkiniai KT [127], cinko oksido (ZnO) [128], titano oksido (TiO2) [128], bei
metalo nanodalelés [129]. Visgi puslaidininkiniai kadmio (Cd) pagrindu susin-
tetinti KT bei ZnO ND, juos veikiant UV/Vis spinduliuote, | aplinkg atpalaiduoja
toksiSkus jonus, be to, KT bei ZnO ND pasizymi Zemu singuletinio deguonies
generavimo efektyvumu (~ 5%) [130, 131], o TiO2 ND pasiZzymi maza sugertimi
Vis/NIR spektringje srityje. Tuo tarpu metalo nanodalelés kaip fotosensibiliza-
toriai yra pranasis tuo, jog: 1) jy ekstinkcijos koeficientas yra 3-5 eilém auks-
tesnis nei daugumos organiniy molekuliy bei neorganiniy nanodaleliy, 2) metalo
nanodalelés, ypa¢ aukso, yra mazai toksiSkos, ir 3) kei¢iant nanodaleliy dydj,
galima ,,paslinkti* sugerties spektrg | artimajg infraraudonaja spektring sritj, to-
kiu budu sudarant galimybes fotosensibilizuotai naviky terapijai gilesniuose au-
diniy sluoksniuose dé¢l audiniy optinio skaidrumo lango [132].

Aukso nanodaleliy Svitinimas UV/Vis spinduliuote gali sukelti fotocheming arba
fototerming aktyviy deguonies formy (ADF), tokiy kaip hidroksilo radikalai
(*OH), singuletinis deguonis ('0,) bei superoksido radikalai (O.™) generacija
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[133-135], kuri gali turéti lemiamos jtakos nanodaleliy fotostabilumui. Trumpu
lazeriniu impulsu suzadinus kristalines, lokalizuotu pavirSiaus plazmony rezo-
nansu pasizymincias aukso nanodaleles ] jy LPPR sugerties smaile, nanodaleliy
laidumo juostos elektronai jgija itin didel¢ energija, kuri atitinka 2000-3000°C
temperatiirg. Tokie elektronai dar vadinami ,,karStaisiais elektronais®. Yra paro-
dyta, kad karstieji elektronai gali sukelti aukso-tiolio jungciy aukso nanodaleliy
pavirSiuje disociacijg [136] bei singuletinio deguonies generacija [129], nanoda-
leles suzadinus nanosekundziy (ns) trukmés lazeriniais impulsais. Karstieji e-
lektronai relaksuoja atiduodami energija kristalinei gardelei dél elektrony-fo-
nony sgveikos. Jkaitusi nanodalelé galiausiai ima Sildyti aplinkg — tirpiklj. Tai
fototerminés aktyviy deguonies formy generacijos pavyzdys.

Tuo tarpu molekulinio tipo aukso nanoklasteriuose, nepasizyminciuose plazmo-
nine sugertimi, singuletinio deguonies generacija, manoma, vyksta dél fotoche-
miniy procesy. Sakamoto su kolegomis yra pademonstrave, jog singuletinis de-
guonis gali biti generuojamas dél interkombinacinés konversijos, vykstancios
nanoklasterius §vitinant lazerine spindulivote [137]. Svitinant Au, (n < 12
arba 17) 405 nm bangos ilgio spinduliuote, elektronai yra suzadinami j S ener-
gijos lygmenyj, ir, aplinkoje esant Oz, Au, NK yra gesinami dél elektrony perna-
Sos (EP). Dalis Au, NK grjzta | prading buiseng dél kriivio rekombinacijos (KR)
(17 pav. A). Eksperimentiskai nustatyta, kad didé¢jant O2 koncentracijai aplin-
koje Aun NK fotoliuminescencija yra gesinama. Tuo tarpu Aum (m, 19 arba 21)
NK, suzadinti | S| lygmenj, yra inertiski Oz. GriZimas i§ suzadintos Si biisenos
1 pagrinding (So) vyksta spinduliniais ir nespinduliniais keliais. Dalis relaksaci-
jos vyksta dél fotoliuminescencijos, o dalis — dél elektrony Suoliy | tripletinj
lygmenj keiciantis elektrono sukiniui (interkombinaciné konversija, IKK). Trip-
letiniame lygmenyje esancio elektrono energija perduodama deguoniui, taip su-

mazinant T lygmens uZpilda (17 pav. B).
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17 pav. Aukso nanoklasteriy singuletinio deguonies generavimo schema Au, (n <12 arba
17) bei Auy (m, 19, 21) nanoklasteriams, juos Svitinant 405 nm bangos ilgio nuolatine

lazerine spinduliuote. Pilka sritis atspindi tamsine¢ biiseng. Adaptuota is [137].

0, generacijos mechanizmai priklauso nuo nanoklasteriy dydzio, kadangi esant
didesniam draustinés juostos tarpui, iSauga elektrony pernasos proceso tikimybe.
Aukso nanoklasteriy singuletinio deguonies generacijg per tripletinj lygmeny,
kaip vieng i$ labiausiai tikétiny procesy, mini ir kiti autoriai, remdamiesi tuo, jog
fotoliuminescuojantys Au NK pasiZymi itin ilgomis (us eilés) FL relaksacijos
trukmémis [138], tuo tarpu organiniy molekuliy fluorescencija vyksta
10°-10"7 s [139].

Taigi, nepaisant inertiSkos aukso prigimties ir santykinai gero fotostabilumo, il-
galaikis zadinimas UV/mélynos Sviesos spinduliuote gali inicijuoti aktyviy de-
guonies formy generacija aukso nanoklasteriy pavirsiuje [135, 140-143] ir lemti

iSaugusj nanodaleliy toksiskuma.
2.6. Nanodariniy biologinis suderinamumas

Tobuléjant bionanotechnologijoms vis daugiau nanotechnologiniy sprendimy
randa pritaikymg biomedicininés diagnostikos bei terapijos srityse [2]. Aukso
nanoklasteriy taikymas biomedicininiams tyrimams patrauklus ne tik dél jy
mazo dydzio ir unikaliy optiniy savybiy. Kaip jau minéta, aukso nanodalelés ir
aukso nanoklasteriai pasiZzymi palyginti lengvai modifikuojamu pavirSiumi su-
darant jungtis su antikiinais, bioZymenimis bei funkcinémis molekulémis. Spe-

cifiskai funkcionalizavus nanodaleliy pavirSiy jas galima panaudoti taikiniy te-
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rapijai, kai yra selektyviai veikiamos vézinés lgstelés. Taip pat dél aukso chemi-
nio inertiSkumo aukso nanodalelés a priori yra laikomos netoksiskomis. Visgi
pries diegiant naujausias bionanotechnologijas ] praktikg yra labai svarbu istirti
nanodariniy sgveikg su lastelémis, audiniais ir organizmais, jvertinti potencialias

rizikas, susijusias su nanotoksiSkumu.

2.6.1. Nanodaleliy charakteristikos, lemiancios susikaupimgq lgstelése

Pirmiausia, kad patekty j lasteles, nanodalelés turi jveikti lastelés plazminés
membranos barjerg. Lasteliy plazminé membrana yra pusiau pralaidi struktiira,
skirianti lgstelés citozolj nuo iSorinés aplinkos ir palaikanti dinaming pusiaus-
vyrg, reguliuodama jvairiy molekuliy transportg j ir i$ 1gstelés. Mazos moleku-
1és, tokios kaip cukriis, aminortigstys bei jonai per plazminge membrang patenka
per intergraliniy membranos baltymy pompas ir kanalus difuzijos biidu. Tuo
tarpu makromolekulés, tokios kaip baltymai, lipoproteinai ar jy agregatai j laste-
les paprastai patenka endocitozeés biidu, i§ plazminés membranos susiformavus
endocitinei pislelei. Bendru atveju endocitozé yra skirstoma j fagocitoze — kie-
tyjy daleliy pasisavinima, bei pinocitozg — skys¢iy pasisavinimg. Fagocitoze pa-
sizymi tik tam tikros Zinduoliy lgstelés: makrofagai, neutrofilai ir monoci-
tai [144, 145], tuo tarpu pinocitozé yra biidinga visoms lgsteléms. Yra skiriami
keturi pagrindiniai pinocitozé€s mechanizmai: makropinocitozé, nuo klatrino
priklausoma endocitozé, nuo kaveolino priklausoma endocitoze bei nuo klatrino
ir kaveolino nepriklausoma endocitoze [146]. Nanodaleliy pasisavinimas Igste-
lése paprasta vyksta adsorbcijos ant membranos pavirSiaus ir internalizacijos en-
docitozés biidu, taciau tam tikrais atvejais gali vykti ir kitais, pasyvios pernasos

budais (18 pav.) [147].
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18 pav. Nanodaleliy susikaupimo lastelése mechanizmai. Nanodalelés j 1astele gali patekti
aktyvios (receptoriy-reguliuojamos) pernasos arba pasyvios pernasos per lastelés memb-

rang buidais. Adaptuota is [147].

Aukso, kaip ir kity medziagy nanodaleliy susikaupimo lgstelése efektyvumas,
kinetika, pasisavinimo mechanizmas bei vidulastelinis pasiskirstymas labai prik-
lauso nuo tokiy nanodaleliy fizikocheminiy savybiy, tokiy kaip dydis [148, 149],
forma, pavirSiaus danga/ligandai [150] bei pavirSiaus kriivis [26, 148].

Nanodaleliy dydis — vienas esminiy parametry, nuo dydzio priklausomas nano-
daleliy susikaupimas lastelése nustatytas ne tik aukso nanodaleliy atveju [148,
151, 152], bet ir poréto silicio [153], bei geleZies oksido daleliy [154]. Pastebéta,
jog endocitozés biidu efektyviausiai kaupiasi nanodalelés, kuriy Serdies skers-
muo yra 30-50 nm dydzio [27]. Tam, kad bty inicijuota endocitozg, ir su laste-
1és receptoriais sgveikaujanti nanodalel¢ patekty j endociting puslele, reikalingas
tam tikras ND-receptoriy sgveiky skai¢ius. Matematinio modeliavimo metodais
buvo nustatyta, jog efektyviai receptorinei endocitozei vykti yra biitinas tam tik-
ras nanodalelés pavirSiaus ligandy bei lastelés pavirSiuje i§sidésciusiy receptoriy
tankis [155]. TermodinamiSkai skai¢iuojant, biitent 25-30 nm skersmens nano-

dalelés yra pakankamo dydzio aktyvinti tokj skaiciy receptoriy, kad inicijuoty
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endocitozés mechanizmg. Svarby vaidmen;j vaidina ir receptory-ligandy savei-
kos jéga. Nesant pakankamai stipriai sgveikai, net ir 80 % pavirSiaus ligandais
dengtos 5,7 nm dydZio nanodalelés nebus endocituojamos [156].

Mazesnés nei 3-5 nm dydZzio nanodalelés j Igsteles patenka difuzijos biudu [27].
Priklausomai nuo nanodalelés dydzZio bei pavirSiaus kriivio,  1gstele ji gali pa-
tekti paprastosios difuzijos biidu, prasiskverbdama per Igstelés membrang, arba
palengvintos difuzijos budu — per membranos baltymy kanalus. Matematinio
modeliavimo metodais buvo nustatyta, kad 1,2 nm nanodalelés per membrang
prasiskverbia jos nesuardziusios, tuo tarpu didesnés 1,2-22 nm skersmens dale-
lés membranoje formuoja kanalus [147]. Tuo tarpu net ir didesnés specifiniais
peptidais dengtos nanodalelés gali prasiskverbti per lgstelés plazming membrang
ir tiesiogiai [157, 158]. Difuzijos budu i Iastele patekusios nanodalelés néra ,,uz-
darytos* endocitinése piislelése bei gali laisvai judéti citoplazmoje, o kai kuriais
atvejais gali patekti ir 1 1gstelés branduoli. MaZesnés nei 3-5 nm dalelés per bran-
duolio pory kompleksa praeina palengvintos difuzijos biidu, tuo tarpu didesni
baltymai per branduolio membrang yra perneSami specifiniy branduolio bal-
tymy, tokiy kaip importinai [159, 160]. Pasitelkes molekuling teorija, Tag-
liazucchi su kolegomis nustaté, jog aminoriig8¢iy iSsidéstymas lemia teigiamag
aplinkos kriivj i§ilgai branduolio poros asies. D¢l Sios priezasties neigiama kriivi
turinCios dalelés pasizymi efektyvesne difuzija per branduolio pory komp-
leksa [161].

Kitas svarbus nanodaleliy susikaupimo lgstelése faktorius — tai nanodaleliy
forma. Nutatyta, jog sferiniy aukso nanodaleliy (74 nm ir 14 nm skersmens) en-
docitozes greitis yra didesnis nei to paties dydzio aukso nanolazdeliy [162]. Pa-
lyginus skirtingo skersmens/ilgio santykio Au nanolazdeliy endocitozés greicius
nustatyta, jog nanolazdelés, kuriy skersmens/ilgio santykis 1:3, greiCiau pateko
1 1asteles nei nanolazdelés, kuriy skersmens/ilgio santykis 1:5.

Nanodaleliy pavirSiaus kriivis taip pat turi lemiamos jtakos nanodaleliy susikau-
pimui Igstelése. Lasteliy plazminé membrana pasiZymi neigiamu pavirSiaus kri-
viu, todél dél elektrostatiniy ir hidrofobiniy sgveiky teigiama krtvj turin¢ios na-

nodalelés efektyviau kaupiasi 1gstelése nei neutralios ar neigiama kriivj turincios
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nanodalelés [26]. Visgi biitina paminéti, kad nanodalelés pavirSius stipriai kei-
Ciasi jai patekusi j biologine aplinkg — nanodalelés sgveikauja su jvairiomis bio-
loginémis molekulémis, tokiomis kaip baltymai, cukriis ir lipidai. Sios moleku-
lés dél elektrostatinés sgveikos adsorbuojasi ant nanodaleliy pavirSiaus ir sufor-
muoja ,,baltymy vainika“ [163-165]. Sis gali pakeisti ne tik nanodaleliy susikau-
pimo efektyvuma, bet ir sukaupty nanodaleliy lokalizacijg lasteléje [166-168].
Kai kurios nanodalelés dél Sios sgveikos biologingje aplinkoje praranda funkcio-
naluma [169].

FR*ve Hela FR*ve Hela
Au-JSA-FITC-FR NK Au-JSA-FITC-FR NK

FR*ve Hela
Au-JSA-FITC NK

Preinkubuota su FR

FR-ve A549 FR*ve A549 FR*ve Hela

Au-JSA-FITC-FR NK Au-JSA-FITC-FR'NK
Inkubuota 4°C

Au-JSA-FITC NK

60
— [_JHela C FR*ve Hela
; 504 [)A549 + Au-JSA-FITC-FR NK
:Jé 40 - Preinkubuota su NaN,
E ‘{_—
S 30
2
O 20+
[ .
= Kontrolé
"l e [T
0 B 4

A1B1 A2B2 A3 A4 A5

19 pav. Au-JSA-FITC NK susikaupimas folio riigSties receptorius ekspresuojanciose
HeLa lastelése bei Siy receptoriy neturinciose plauciy epitelio A549 Iastelése. Au-JSA-
FITC NK modifikavus folio riig§timi (FR), ju susikaupimas HeLa lastelése iSaugo, tuo
tarpu A549 lastelése — nepasikeité. Adaptuota is [170].
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Literatiiroje minima, kad JSA ] lasteles patenka nuo klatrino priklausomos en-
docitozés ir/arba makropinocitozés buidu [171-173]. Tuo tarpu Au-JSA NK su-
sikaupimo mechanizmas néra iSsamiai iStirtas, ir keleto autoriy parodytas kaip
nelabai efektyvus. Visgi Au-JSA NK konjugavus su folio riigS§timi, susikaupimo
efektyvumas folio receptorius turinciose gimdos kaklelio vézio Igstelése HeLa

(19 pav.) bei zmogaus endotelio 1asteléese HUVEC Zenkliai iSauga [170, 174].

2.6.2. NanotoksiSkumas

Nepaisant augancio nanotechnologijy populiarumo, jy taikymas biomedicinoje
yra stipriai ribojamas dar iSsamiai neistirto nanodaleliy sukeliamo toksiSkumo ir
antriniy ilgalaikiy Salutiniy poveikiy. Nanodaleliy toksiSkumas priklauso ne tik
nuo nanodaleliy susikaupimo efektyvumo ir lokalizacijos, bet ir nuo nanodaleliy
fizikocheminiy savybiy. Mazas dydis, didelis pavirSiaus ploto/tiirio santykis bei
lanksti cheminé kompozicija — fizikocheminiai parametrai, kurie daro nanodale-
les tokias patrauklias nanomedicinai, turi lemiamos jtakos ir nanodaleliy toksis-
kumui. Ypac didel; vaidmen;] vaidina nanodaleliy dydis — maz¢jant nanodale-
léms, santykinai iSauga jy chemisSkai aktyvaus pavirSiaus plotas, o kartu ir tok-
siSkumas [175-177]. Taip pat verta prisiminti, jog itin mazos nanodalelés lgste-
lése kaupiasi difuzijos biidu, ir, patekusios j Igstelés citoplazma ir/ar branduolj,
gali sgveikauti su gyvybiskai svarbiomis Igstelés biomolekulémis, ir taip sutrik-
dyti lgstelés ciklg. Visgi negalima dydZio vertinti kaip atskiro nanodaleliy tok-
siSkumo parametro, kadangi kai kuriais atvejais, esant stabiliai pavirSiaus dan-
gai, nanodaleliy dydis neturi jtakos nanodaleliy toksiSkumui, o poveiki lemia
bendras nanodaleliy pavirSiaus plotas [178].

Nanotoksiskumui jtakos turi ir nanodaleliy forma. Nustatyta, jog nanodalelés,
kuriy forma nutolusi nuo sferinés (pvz. nanolazdelés, nanovamzdeliai) pasizymi
didesniu toksiSkumu nei to paties skersmens sferinés nanodalelés.

Kitas ne maziau svarbus nanodaleliy parametras — tai jy cheminé kompozicija
bei stabilumas. Esant nestabiliai nanodaleliy struktiirai, j aplinka gali biiti palei-

dZiami nanodaleles sudaranc¢iy medZiagy jonai, kurie gali sukelti toksinj poveikj
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lasteléms. Nors auksas yra chemiskai inertiSkas, ta¢iau molekuliniai Au jungi-

niai, tokie kaip AuCls jonai gali biti toksiSki Iasteléms.

patekimas | L 3 * AD signali’niq
lastele keliy aktyvavimas

8% 3

jony endocitoziné 4
kanalas puslelé o 4// AF receptor.lus .
egzocitozi/ ' “Zdeg'm:y integrinas l

0 - proliferacija
apoptoze * * ) - diferenciacija
endosoma & * -stresosign.kel. . migracija
mitochondrijos \ - transkripc. f. aktyv.

\ funkcijy ADF - pakitusi geny ekspr.
motoriniai vélyvoji SUtrikdxmag \ Iastelés ciklo sustabdymas
baltymai endosoma ¢ N W,

. ‘ mitochondrija
\~ ' lizosoma
— o —
vidulastelinis .
Ilposomos\
transportas suardymas
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20 pav. Nanodaleliy citotoksinio poveikio mechanizmai. Biologinéje aplinkoje ND gali su-
kelti aktyviuy deguonies formu generacija. Pakiles aktyviy deguonies formuy lygis gali lemti
(i) lastelés streso sukelty signaliniy keliy aktyvacija, (ii) tiesiogine Zalg lasteliy organe-
léms, tokioms kaip mitochondrijos ir (iii) DNR fragmentacija branduolyje, dél kurios gali
sustoti lasteliy ciklas, prasidéti apoptozé ir uZdegiminis atsakas. ND taip pat gali sqvei-
kauti su Igstelés plazminés membranos receptoriais, pavyzdZiui, augimo faktoriy recep-
toriais ir integrinais, indukuojant lIgsteliy proliferacija, apoptoze, diferenciacija ir migra-
cija. Lasteléms pasisavinus ND endocitozés biidu, ND motoriniy baltymuy ir citoskeleto
pagalba yra perneSamos piislelése endolizosominiu tinklu. Kad pasiekty taikinius bran-
duolyje ar citoplazmoje, ND turi iStriikti i§ endolizosominio tinklo ir pereiti tankiai uz-

pildyta citoplazma. Adaptuota i§ [27].

Literatiiroje yra daug prieStaringy publikacijy aukso nanodaleliy citotoksiSkumo
bei poveikio lasteliy proliferacijai tema. Pan et al. paskelbé, jog itin mazi

(1,4 nm) aukso nanoklasteriai pasizymejo stipriai padidéjusiu citotoksiSkumu

49



lyginant su kitomis 0,8-15 nm dydZio aukso nanodalelémis [175]. Tuo tarpu ma-
zoms aukso nanodaleléms agreguojant susiformavusios plokstelés buvo ne tik
netoksiskos Igsteléms, bet dar paskatino 1gsteliy augima [179]. Lasteles inkuba-
vus 70 nm dydzio silicio ND, dengtomis auksu, dalelés nesikaupé¢ Igstelése, ta-
¢iau paskatino Igsteliy augima [ 180]. Panasiis rezultatai stebéti ir 1gsteles paséjus
ant pavirSiaus, padengto 24 nm dydzio aukso nanodalelémis [181].

Viena i$ pirminiy nanomedziagy toksiSkumo priezasCiy yra aktyvios deguonies

formos (20 pav.) [182-185].

2.6.3. Nanodariniy jtaka aktyviy deguonies formy generacijai lgstelése

Chemiskai aktyvios molekulés, tokios kaip hidroksilo radikalai(*OH), superok-
sido anijonai (O2"") bei vandenilio peroksidas (H>0O-) yra nuolatos generuojamos
aerobinio lasteliy metabolizmo metu [186, 187]. Sios molekulés vaidina svarby
vaidmen]j kaip signalinés molekulés reguliuojant fundamentinius biologinius
procesus, tokius kaip lgsteliy gyvybingumas, proliferacija, migracija ir diferen-
ciacija [188, 189]. Visgi iSaugusi aktyviy deguonies formy (ADF) generacija
lastelése gali sukelti 1gstelei oksidacinj stresg ir sutrikdyti pagrindines lastelés
funkcijas, kas lemty DNR pazaidas, sutrikusj lgstelés signalinj mechanizma, pa-
kitusj Igstelés judruma, citotoksiSkuma ir apoptoze [185, 190].

Pan su kolegomis nustat¢, jog 1,4 nm dydzio Au NK, dengti trifenilfosfino mo-
nosulfatu (TFFMS), sukelia lgsteléms oksidacinj stresg ir indukuoja nekroze —
po 48 val. inkubacijos Au-TFFMS NK, HeLa lasteliy gyvybingumas nukrito
96 % [191]. Siekiant i$siaiSkinti, ar oksidacinj stresg léme tiesiogiai Au NK ge-
neruojamos ADF, ar tai buvo Igsteliy reakcija | susikaupusius Au NK, lgstelés
buvo preinkubuotos antioksidantais: N-acetilcisteinu (NAC), gliutationu bei tri-
fenilfostfino monosulfatu (TFFMS). Nustatyta, kad preinkubacija minétais re-
duktoriais lémé iki 15 % atsistaciusj Iasteliy gyvybinguma. Tuo tarpu koinkuba-
cija su Au NK bei reduktoriais léme 65-93 % Iasteliy gyvybingumo atsistatyma.
Rezultatai rodo, jog Au NK toksiSkumas kyla i§ nuolatinés ADF generacijos,
nulemtos Au NK pavirSiaus nestabilumo, nes koinkubacija su tioliném grupém

pasizyminciais reduktoriais pastebimai sumazino Au NK toksiskuma.
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3. METODAI IR MEDZIAGOS

3.1. Aukso nanoklasteriy sintezé

3.1.1. Au-JSA NK sintezé

Fotoliuminescuojantys aukso nanoklasteriai, jsiterpe  jauc¢io serumo albumino
(JSA) molekules (Au-JSA NK) buvo sintetinami pagal Xie ir jo kolegy pasitilyta
sintezés metodika [54], Siek tiek ja modifikavus [192]. Paprastai, vandenilio tet-
rachloraurato (HAuCls) vandeninis tirpalas (5 ml, 37°C, ¢ = 5,27 x 10> M) su-
maiSomas su jau€io serumo albumino vandeniniu tirpalu (5 ml, 37°C,
¢ =7,53 x 10* M) intensyviai maiSant. Po dviejy minu¢iy j tirpalg jpilama natrio
hidroksido (NaOH) tirpalo (0,5 ml, ¢ = 1,0 M) ir reakcija paliekama vykti 12
valandy, palaikant 37°C temperatiirg ir tirpalg intensyviai maiSant. Po 12 va-

landy susintetinamas skaidrus skaisciai raudonos spalvos tirpalas.

ey JSA  AuCl,~ M NaOH Au-JSA NK
‘@ T —
3 @
0,75 msz ] 5,3 mM
2,5 ml 2,5ml

21 pav. Au-JSA nanoklasteriy sintezés schema. Adaptuota is [54].

JSA baltymas turi 35 cisteino molekules, manoma, kad per jas sieros tilteliais
prisikabina aukso atomai (21 pav.). | HAuCls ir JSA tirpalg jvedus reduktoriy
(NaOH), baltymas susisuka ] treting konformacijg ir aukso atomai suartéja su-
formuodami nanoklasterj.

Siekiant rasti optimalias sglygas fotoliuminescuojanciy aukso-baltymo nanok-
lasteriy sintezei, buvo pasirinkti keli skirtingi JSA ir aukso moliniai santykiai
(1:3, 1:5, 1:7, 1:13, 1:25, 1:35). Buvo nustatyta, jog didZiausiu fotoliuminescen-
cijos intensyvumo pasizymi Au-JSA nanoklasteriai, kuriy aukSciau aprasytai
sintezei naudotas 1:7 JSA ir aukso molinis santykis (22 pav.). Tolesniems ekpe-

rimentams Au-JSA nanoklasteriai buvo sintetinami naudojant §j molinj santykj.
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22 pav. Aukso-JSA nanoklasteriy, susintetinty naudojant skirtingus JSA-Au molinius

santykius, normuoti fotoliuminescencijos intensyvumai.
3.1.2. Au-MES NK sintezé

AuCl, MES Au-MES NK

23 pav. Au-MES nanoklasteriy sintezés schema.

2-(N-morfolino)etanesulfonine riigs§timi (MES) dengti fotoliuminescuojantys
aukso nanoklasteriai (Au-MES NK) buvo susintetinti modifikavus Bao ir jo ko-
legy sintezés protokola [193]. Sumaisius 22,5 ml vandeninio MES buferinio tir-
palo (c =1 M, pH = 6,3, pH vert¢ pasiekta titruojant su NaOH tirpalu) su 1 ml
vandenilio tetrachloraurato (HAuCls) vandeninio tirpalo (0,29 M) miSinys pa-
lieckamas maiSytis 21,5 val. 37°C temperatiiroje (23 pav.) [194]. Sintezei pasi-
baigus, aukso nanodaleliy koloidinis tirpalas yra 30 min centrifuguojamas
g = 6,7 x 10° pagrei¢iu ,,MiniSpin plus“centrifugoje (WTW GmbH, Vokietija).
Susintetintas tirpalas pasiZymi tamsiai raudona spalva dienos Sviesoje bei zaliai
meélyna fotoliuminescencija UV Sviesoje. Manoma, jog MES prie Au NK pavir-

Siaus jungiasi per azotg (N), arba per deguonj (O) [103].
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3.2. Spektroskopiniai matavimai

Au-JSA NK bei Au-MES NK sugerties ir fotoliuminescencijos spektrai buvo
iSmatuoti Varian Cary 50 sugerties spektrometru (Varian Inc., Australija) bei
Varian Cary Eclipse spektrofluorimetru (Varian Inc., Australija). 10 ir 100 karty
skiesty koloidiniy tirpaly spektrai buvo matuoti kvarcinése 1 cm optinio kelio
ilgio kiuvetese.

Au-JSA NK fotoliuminescencija buvo zadinama 405 nm bangos ilgio spindu-
livote, pasirinkus 10 nm zadinimo ir emisijos plySiy plocius. FL zadinimo spekt-
rai buvo matuoti su 430-1100 nm bangos ilgio pralaidumo emisijos filtru, sie-
kiant atkirsti JSA fluorescencijos ties 350 nm antrinj maksimumg ties 700 nm,
kuris persidengia su nanoklasteriy fotoliuminescencija.

Au-MES nanoklasteriy fotoliuminescencija buvo zadinama 405 ir 420 nm ban-
gos ilgio spinduliuotémis, FL Zadinimo spektrai matuoti registruojant FL ties
476 nm bangos ilgiu.

Rezultatuose pateikti fotoliuminescencijos emisijos bei Zadinimo spektrai yra
normuoti j optinio tankio vertes ties fotoliuminescencijos Zadinimo bangos il-

giais.
3.3. Fotostabilumo matavimai

Au-JSA NK bei Au-MES NK fotostabilumas buvo tiriamas Svitinant 2 ml tiria-
mojo tirpalo 1 cm optinio kelio ilgio kvarcinéje kiuvetéje (apSvitos sritis 1 cm?)
su ksenono Sviesos Saltiniu MAX-301 (Asahi spectra Inc., Japonija) arba nuola-
tinés spinduliuotés diodiniu lazeriu (1 = 405 nm, I =50 mW/cm?). Svitinant kse-
nono $viesos Saltiniu, reikiami bangos ilgiai buvo atkirsti pasirinkus atitinkamus
juostinius filtrus: 280/32 nm, 330/8 nm, 366/11 nm, 402/10 nm, 470/7 nm,
492/14 nm. Filtry pralaidumo spektrai pateikti 24 pav. Au-MES nanoklasteriy
fotostabilumas buvo tiriamas Svitinant tik su ksenono Sviesos Saltiniu, parinktas
vienodas $vitinimo intensyvumas I = 25 mW/ cm?. Au-JSA NK fotostabilumas
buvo tiriamas $vitinant ir ksenono §viesos $altiniu, ir lazeriu. Svitinant 280 nm

bangos ilgio spinduliuote §vitinimo intensyvumas I = 7 mW/cm?, 492 nm —
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[ =24 mW/cm?. Tirpalai buvo §vitinami tol, kol bandinio FL intensyvumas nuk-

risdavo daugiau nei 70 %. Svitinimo metu tirpalai buvo maiSomi magnetine mai-

Sykle.
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24 pav. Filtry, naudoty bandinius §vitinant ksenono Sviesos $altiniu, optinio pralaidumo spektrai.

Svitinimo dozé D (J/cm?) buvo apskaiéiuota pagal formule:
P-t

D= 5 (5)

kur P — $vitinimo Saltinio galia (mW), ¢ — Svitinimo laikas (s), ir S — bandinio apsvitos

sritis (cm?). Santykiné $vitinimo dozé (Ds, J/cm?) nuo §vitinimo laiko buvo apskai-
Ciuota:

_@-T)-P-t

s S

kur T — bandinio pralaidumas ties Svitinimo bangos ilgiu, P — Svitinimo Saltinio ga-

(6)

lia (mW), 7 — §vitinimo laikas (s), ir S — bandinio ap$vitos sritis (cm?).
3.4. Aukso nanoklasteriy dydZio matavimai

3.4.1. Hidrodinaminio dydZio matavimai

Hidrodinaminis nanodaleliy dydis buvo iSmatuotas ZetaPlus daleliy dydZio ma-
tuokliu (Brookhaven Inc., JAV). Matavimo metodas yra paremtas kvazielastinés
Sviesos sklaidos fotony koreliacijos spektroskopija. Matavimo sistemg sudaro
kietakiinis lazeris (A = 660 nm) bei tam tikru kampu krentancios spinduliuotés

atzvilgiu jtaisytas detektorius iSsklaidytai Sviesai registruoti. Daleliy judéjimas
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tirpale yra aprasomas Brauno judéjimu, o daleliy i$sklaidyta Sviesa yra regist-
ruojama kaip intensyvumo fliuktuacijos laiko atzvilgiu. Fliuktuacijos slopimo
laikas yra susijes su difuzijos koeficientu. Difuzijos koeficientas D yra pagrin-
dinis kvazielastinés Sviesos sklaidos metodo fizikinis dydis, atvirks¢iai propor-
cingas daleliy dydZziui d:
k,T

= m (7)
kur kg yra Bolcmano konstanta, 7' — absoliutiné temperatiira, #(¢) yra tirpiklio,
kuriame plaukioja dalelés, klampa, o d — daleliy skersmuo.
Cia apra$ytos dinaminés §viesos sklaidos metodu yra i§matuojamas hidrodina-
minis daleliy dydis, dar vadinamas hidrodinaminiu vienetu. Hidrodinamin;j vie-
netg sudaro ne tik dalelé, bet ir ant jos adsorbavesi jonai bei prieSingo nei dalelé
kriivio jonai ir prie jy stipriai prisikabinusios molekulés [195].
Hidrodinaminio dydZzio skirstiniai pateikti suvidurkinus astuonis matavimus,

vertinant koloidinj tirpalg sudaran¢iy tam tikro dydzio daleliy skaiciy.

3.4.2. Atomo jégos mikroskopijos matavimai

Atomo jégos mikroskopijos matavimai atlikti VEECO dilnnova atominés jégos
mikroskopu (VEECO Inc., JAV) virpanciojo zondo rezimu 1 Hz dazniu, 9,7 nm
zingsniu. Bandiniai buvo ruoSiami uzlasinus 40 pl tiriamojo koloidinio tirpalo
ant Svieziai nuskelto Zérucio ploksteles, besisukancios 1000 aps./min greiciu a-

pie plokstelei statmeng aSj (angl. spin coating).
3.4.3. Elektrony pralaidumo mikroskopijos matavimai

Elektrony pralaidumo mikroskopija angstremy (A) tikslumu parodo nanodaleliy
dydj. Visgi organiniai pavirSiaus ligandai paprastai nepasizymi pakankamu
kontrastu, tod¢l §i metodika paprastai parodo metalo nanodaleliy Serdies dydj.

Au-MES NK dydis buvo iSmatuotas elektrony pralaidumo mikroskopu FEI
TECNAI F20 (FEI JAV) su lauko emisijos elektrony patranka. Buvo naudojama
200 kV greitinimo jtampa, Sviesiniai vaizdai uZregistruoti Orius SC1000B CCD

kamera (Gatan Inc., JAV). Bandiniai elektrony pralaidumo mikroskopijai buvo
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paruosti ant porétos anglies plévelés (tinklelio tankis 400, Agarscientific, Jung-
tin¢ karalyst¢) uzlasinus laselj (40 pl) koloidinio Au-MES nanodaleliy tirpalo ir

leidus jam i18dziiiti.
3.5. Lasteliy kultivavimas

Zmogaus kriities adenokarcinomos MCF-7 lasteliy linija buvo jsigyta i§ Europos
lasteliy kultiiry kolekcijos. Zmogaus kriities adenokarcinomos MDA-MB-231
lasteliy linija jsigyta i§ Amerikos lgsteliy kultiry kolekcijos.

In vitro eksperimentams lgstelés buvo auginamos 25 arba 75 cm? flakonéliuose
arba plastikinése 6/12/96 Sulinéliy plokstelése, uzpildytose DMEM lasteliy au-
gimo terpe (Gibco, JAV), papildyta 10% (v/v) fetalinio jaucio serumu (Gibco,
JAV), 1 % (10000 U/ml / 10000 pg/ml) penicilino/streptomicino (Biochrom,
Vokietija), bei 4 mM Il-alanyl-glutamino (Biochrom, Vokietija). Lastelés buvo
auginamos 37°C temperatiiroje drégmés prisotintoje atmosferoje, kurig sudaré

5 % CO..
3.6. Lasteliy inkubavimas nanodalelémis

Au NK susikaupimo Igstelése vaizdinimo mikroskopu eksperimentams lastelés
buvo uzsétos j 8-iy Sulinéliy plokstele 4x10* Igsteliy j Sulinélj tankiu ir 24 h in-
kubuotos jprastomis sglygomis (Zr. 3.5 skyriuje ,,Lasteliy kultivavimas®). Po to
lasteliy terpé nusiurbta ir pakeista terpe su Au-JSA NK (56 mg/ml) bei su Au-
MES NK (45 mg/ml) ir inkubuota 3, 6 ir 24 h. Siekiant jvertinti JSA susikau-
pima, lastelés buvo inkubuotos terpe su JSA-Alexa 488 konjugatu (0,01 mg/ml)
(Invitrogen, JAV). Po inkubacijos terpe su Au NK nusiurbta ir Igstelés tris kartus
perplautos su Dulbecco fosfato buferiniu druskos tirpalu (angl. Dulbecco s
phosphate buffered saline, DPBS) (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, JAV) ir uzpiltos
10 mg/mL branduoliy dazo Hoechst 33258 tirpalu. Po 30 min lgstelés dar karta
perplautos DPBS tirpalu ir, uzpylus DPBS, paruostos vaizdinimui lazeriniu ske-

nuojanciu konfokaliniu mikroskopu.
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3.7. Lasteliy vaizdinimas fluorescenciniu konfokaliniu mikroskopu

Aukso nanoklasteriy susikaupimas lgstelése buvo vaizdinamas Nikon Eclipse
Te2000-U mikroskopu (Nikon, Japonija) su lazerine skenuojancia konfokaline
sistema Clsi. Vaizdinimui buvo naudojamas imersinis (alyvos) x60 didinimo
bei 1,4 skaitinés apertiiros objektyvas Plan Apo VC (Nikon, Japonija).
JSA-Au NK, JSA-Alexa 488 konjugato ir propidzio jodido FL buvo Zadinama
488 nm bangos ilgio argono jony lazeriu. Au-MES NK bei Hoechst 33258 bran-
duoliy dazo FL buvo Zadinama 404 nm diodiniu lazeriu (Roithner, Austrija).
Fluorescencijai registruoti buvo naudojamas trijy kanaly RGB detektorius su
450/17 nm, 545/45 nm ir 688/67 nm juostiniais filtrais atitinkamai mélynam,
zaliam ir raudonam kanalams. Siekiant i§vengti signaly patekimo j gretimus de-
tektorius, buvo naudojama Frame Lambda funkcija, leidzianti vienu metu j-
jungti tik vieng pasirinktg lazerj ir vieng norimg detektoriy. Kiti lazeriai ir detek-
toriai matavimo metu yra i§jungti, todel pasaliniai fluoroforai néra suzadinami
arba | kanalus nukreipta paSalin¢ emisija néra registruojama.

Vaizdinimo metu Igstelés buvo laikomos mikroskopavimo inkubatoriuje (Oko-
Lab, Italija), kuriame buvo palaikoma 37 °C temperatira ir drégmés prisotinta
atmosfera, kurig sudare 5% CO; (0.80 NI/min O ir 0.04 NI/min CO3). Vaizdai
apdoroti Nikon EZ-C1 3.80 bei ImageJ 1.46 programinémis jrangomis.

3.8. Lasteliy gyvybingumo tyrimai

Siekiant kiekybiskai jvertinti Au-JSA NK bei Au-MES NK toksinj poveik],
buvo atlikti Igsteliy gyvybingumo tyrimai ADAM-MC automatiniu lgsteliy skai-
¢iuokliu (Digital Bio, NanoEnTek Inc., P. Koréja). Lastelés buvo uzsétos j 12-
os Sulinéliy plokstele 1x10° Igsteliy j Sulinélj tankiu ir 24 h inkubuotos jprasto-
mis saglygomis (zr. 3.5 skyriuje ,,Lasteliy kultivavimas*‘). Tuomet terpé buvo nu-
siurbta ir 1gstelés inkubuotos aukso nanodalelémis (Zr. 3.6 skyriuje ,,Lasteliy in-
kubavimas nanodalelémis®). Po inkubacijos lasteliy terpé nusiurbta, lagstelés
1 min uzpiltos tripsinu ir véliau surinktos j anksc¢iau nusiurbtg terpg. Tuomet

lastelés centrifuguotos 200xg 7 min ir, nusiurbus supernatantg, resuspenduotos
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100 pl PBS tirpale (Gibco, Jungting karalyste). Veliau 20 pl 1asteliy suspensijos
sumaiSoma su 20 pl Accustain T tirpalo ir 20 pl Accustain N tirpalo (Digital
Bio, P. Kor¢ja), kad biity suskaiciuotos visos ir negyvybingos lastelés. Tuomet
gyvybingumas automatiSkai suskai¢iuojamas ADAM-MC programine jranga.
Rezultatuose pateikiamos maziausiai trijy eksperimenty vidutinés vertés. Statis-
tin¢ analiz¢ atlikta apskaiCiuojant standartinj nuokrypj. ReikSmingumo lygmuo
jvertintas Stjudento T-testu, apskaiCiuojant gauty ver¢iy pasikliautiniy intervaly

persiklojima. Visi skai¢iavimai atlikti naudojant Excel programing jrangg.

3.9. Aukso nanoklasteriy susikaupimo bei poveikio aktyviy deguonies

formy generacijai lastelése tyrimai

Pasitelkus tekmés citometrijos metodg buvo kiekybiskai jvertintas Au NK susi-
kaupimas bei Au NK indukuota aktyviy deguonies formy generacija lgstelése.
Lastelés buvo uzsétos j 24-iy Sulinéliy plokstele 5x10* Igsteliy j Sulinélj tankiu
ir 24 h inkubuotos jprastomis sglygomis, kaip apraSyta 3.6 skyriuje. Tuomet
terpé buvo nusiurbta ir Igstelés inkubuotos lgsteliy augimo terpe su aukso na-
noklasteriais. Po inkubacijos lgsteliy terpé nusiurbta, lastelés 1 min uzpiltos trip-
sinu ir véliau surinktos j anksc¢iau nusiurbtg terpe. Tuomet lgstelés centrifuguo-
tos 200xg 7 min ir, nusiurbus supernatantg, resuspenduotos 100 pul DPBS tirpale
analizei tekmés citometru.

Aktyviy deguonies formy (ADF) generacijos matavimams, po inkubacijos Au
NK, lastelés nuplautos PBS tirpalu ir 1 val. inkubuotos 5 uM CellROX Green
(Life technologies, JAV) fluorescencinio ADF dazo tirpalu. Tuomet lastelés
nuplautos PBS tirpalu, tripsinuotos, centrifuguotos ir atitinkamai paruoStos ana-
lizei tékmés citometru. Oksiduotas CellROX Green reagentas prisijungia prie
DNR Igstelés branduolyje ir mitochondrijose. Teigiama kontrolé buvo lastelés
1 val. inkubuotos su tetr-butil hidroperoksidu (TBHP) (Aldrich, Vokietija)
(400 uM), indukuojanciu aktyviy deguonies formy generacija lastelése, o po to
1 val. CellROX Green (5 uM).

Tékmés citometrijos eksperimentai atlikti su Accuri C6 (Becton Dickinson,

JAV) tékmeés citometru. Kiekvieno bandinio surinkta ir iSanalizuota maziausiai
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10 000 gyvybingy lasteliy. CellROX Green aktyviy deguonies formy dazo bei
JSA-Alexa 488 konjugato fluorescencijai suzadinti naudotas argono jony lazeris
(488 nm), fluorescencija registruota detektoriumi panaudojus 530/30 nm juostinj
filtrg. Au-JSA NK susikaupimas Igstelése iSmatuotas fotoliuminescencijg zadi-
nant argono jony lazeriu (488 nm), FL registruota detektoriumi panaudojus
670 nm placiajuostj filtrg. Duomenys apdoroti Flow Jo (Tree Star, JAV) bei Ac-

curi C6 (Becton Dickinson, JAV) programinémis jrangomis.
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1. Aukso nanoklasteriy optinés savybés

4.1.1. Au-JSA NK optinés savybés

Susintetinty Au-JSA nanoklasteriy koloidinis tirpalas pasiZyméjo sodria rubino
spalva dienos $viesoje bei rysSkia oranziniai-raudona fotoliuminescencija po UV
spinduliuote. Au-JSA nanoklasteriy sugerties, fotoliuminescencijos bei fotoliu-

minescencijos zadinimo spektrai pristatyti 25 paveiksle.

/L

L \ Au-JSA NK sugerties sp. |
0.35 Au-JSANKFL sp.(2;,,=405nm) {1 4 —~
L 278 nm - ==-Au-JSA NK FL Zad. sp.(A,,,= 660 nm) ] >
~ 0.30 E’é; JSA sugerties sp. 112 &
> ' : ' 660 nm a
5025 »j \ < |10E
\ ] S
. D\ . ‘ ] 2
£ 0.15 \ '\ 500 nm 06 2
£ 010 | o< \ 1.5
= . L‘\* X40\n\ ‘\‘ / 04 i
8’ s 468 nm \\ / \ 1 .
0.05 \—>~\\>(\ 102 E
/407"~ 2 =N ' 1 >
0.00 —_— : 00 <

300 400 500 600 700 800
Bangos ilgis (nm)

25 pav. Au-JSA nanoklasteriy normuoti sugerties, fotoliuminescencijos bei FL Zadinimo

spektrai dejonizuotame vandenyje; JSA sugerties spektras.

Au-JSA nanoklasteriy sugertis iSauga trumpabangéje srityje ir turi smaile ties
278 nm, toje pacioje spektringje srityje, kurioje sugertimi pasiZymi ir grynas jau-
¢io serumo albuminas (25 pav.). Au-JSA nanoklasteriy fotoliuminescencijos
spektras turi dvi smailes regimojoje spektro srityje ties 468 nm ir 660 nm. Sin-
tezei naudotos medziagos (HAuCls, JSA) ar jy miSinys nepasizymi fluorescen-
cija raudonoje spektrinéje srityje (600-700 nm) (duomenys nepateikti): HAuCls
1§ viso nepasizymi fluorescencija, o JSA fluorescuoja mélynoje spektrinéje sri-
tyje, FL smailés padétis ties 338 nm (Azd= 280 nm). Todél FL juosta ties 640-
700 nm siejama su JSA baltymo molekuléje susiformavusio nanoklasterio foto-

liuminescencija. Tuo tarpu juosta ties 470 nm Au-JSA NK FL spektre atitinka
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baltymo fluorescencijg, kadangi zadinant 405 nm bangos ilgio spinduliuote van-
deninis JSA tirpalas pasizyméjo fluorescencija mélynoje spektringje srityje (FL
Amax ~ 470 nm) (duomenys nepateikti). Au-JSA nanoklasteriy fotoliuminescen-
cijos zadinimo spektras, registruojant fotoliuminescencija ties 660 nm, pasizymi
smaile ties 500 nm bei $laitu  ilgabange spektring sritj. Au-JSA nanoklasteriy
fotoliuminescencijos Zadinimo spektras nesutampa su sugerties spektru — tik ne-
didelis petis sugerties spektre buvo iSmatuotas ties 500 nm.

Spektrinés Au-JSA NK koloidinio tirpalo savybés (sugerties, fotoliuminescen-
cijos intensyvumas, fotoliuminescencijos juostos padétis bei pusplotis) iSliko ne-

pakite daugiau nei vieng ménesj tirpalg laikant 4°C temperatiiroje, tamsoje.

4.1.2. Au-MES NK optinés savybés
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26 pav. Au-MES nanoklasteriy sugerties, fotoliuminescencijos bei FL Zadinimo spektrai

dejonizuotame vandenyje; HAuCls bei MES sugerties spektrai.

Au-MES NK, susintetinty pagal modifikuota Bao sintezés protokola [193], ko-
loidinis tirpalas pasiZymeéjo sodria raudona spalva dienos $viesoje bei Zaliai-mé-
lyna fotoliuminescencija UV spinduliuotéje. Au-MES NK spektriné charakteris-
tika pateikta 26 paveiksle. Au-MES NK sugerties spektras pasizymejo pagrin-

dine smaile ties 330 nm ir dviem maZesnio intensyvumo smailémis ties 290 nm
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ir 475 nm bei dar viena mazZesnio intensyvumo juosta ties ~390 nm. Au-MES
NK sintezei naudotos medziagos (HAuCls, MES) nepasizyméjo sugertimi mi-
nétose spektrinése srityse (26 pav.). Au-MES NK koloidinio tirpalo FL spektro
smailé buvo ties 476 nm (Azd=420 nm). FL Zadinimo spektro smail¢, registruo-
jant fotoliuminescencijg ties 476 nm, iSmatuota ties 420 nm, dar viena mazesnio
intensyvumo smailé — ties 260 nm. Au-MES NK sugerties spektro forma nesu-
tapo su FL zadinimo spektru, kas rodo, jog koloidinj tirpalg sudaro ne tik foto-
liuminescuojantys Au-MES NK. Sugerties smailés ties 290, 330, 366 ir 470 nm
atitinka nefotoliuminescuojan¢iy Au-MES nanodaleliy sugertj. Visgi Au-MES
NK koloidinis tirpalas nepasizyméjo sugertimi tolimesnéje nei 510 nm spektri-
néje srityje, kas rodo, jog tirpale néra plazmoninémis savybémis pasizyminciy

aukso nanodaleliy [75, 196, 197].

4.2. Aukso nanoklasteriy dydZio matavimai

4.2.1. Au-JSA NK dydZio matavimai

Nanodaleliy dydis — vienas esminiy parametry, lemian¢iy nanodaleliy farmako-
kinetikg, pasiskirstymg gyvame organizme bei pasiSalinimg i§ jo inksty kana-
lais [24]. Hidrodinaminio dydzio matavimai parode¢, jog aukso-jaucio serumo
albumino (Au-JSA) nanoklasteriy dydis dejonizuoto vandens tirpale yra
8-11 nm, daugiausiai iSmatuota vidutiniSkai 9,4 nm skersmens daleliy. Tuo tarpu
JSA molekuliy iSmatuotas hidrodinaminis dydis buvo 6-8,3 nm, daugiausiai uz-
registruota vidutiniskai 6,9 nm dydzio daleliy (27 pav. A). JSA hidrodinaminis
dydis buvo 2,5 nm mazesnis nei Au-JSA NK, taigi baltyme susifomaves aukso
nanoklasteris lemia i1Saugusj nanodaleliy hidrodinaminj dydj, lyginant su gryno
JSA baltymo hidrodinaminiu dydziu.

Pasitelkus laisvyjy elektrony dujy (zel¢) model; i Au-JSA NK fotoliuminescen-
cijos juostos maksimumo padéties (FL Amax=660 nm) apskaiciuotas nanoklasterj
sudaranciy atomy skaicius N:

eximafo ’
A ®
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kur e —laisvyjy kriivininky kriivis, Amax — fotoliuminescencijos juostos maksi-
mumo padétis (m), Er yra begalinio tirio metalo Fermi energija elektronvoltais,
h — Planck‘o konstanta, ¢ — Sviesos greitis. Nustatyta, jog Au NK, pasizymintys
fotoliuminescencija ties 660 nm, yra sudaryti i§ vidutini$kai 29 aukso atomy.
Literatiiroje paskelbta, jog aukso nanoklasteriy, sudaryty i§ 25 aukso atomy,
skersmuo yra mazesnis nei 1 nm [198, 199]. Tokio dydzio nanoklasterio susi-
formavimas baltymo struktiiroje arba prisijungimas prie jo pavirSiaus negaléjo
lemti 2,5 nm JSA dydzio pokyc¢io, iSmatuoto dinaminges Sviesos sklaidos metodu.
Tai rodo, jog iSauges Au-JSA NK dydis, lyginant su JSA molekulés dydziu, gali
biti salygotas antrinés JSA baltymo struktiiros pokyciy, atsiradusiy dél aukso

nanoklasterio susiformavimo baltyme [112].
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27 pav. Au-JSA NK bei JSA hidrodinaminio dydZio pasiskirstymai, iSmatuoti kvazielas-

0 nm

tinés Sviesos sklaidos metodu (A) bei ant Zérucio pavirSiaus paskleisty JSA (B) ir Au-JSA

NK (C) topografijos, iSmatuotos atomo jégos mikroskopu.

Atomo jégos mikroskopijos matavimy rezultatai parode, jog JSA, paskleistas ant
zérucio pavirSiaus, praranda pailgo elipsoido formg 14 %< 4 x 4 nm [200] ir sup-

lokstéja (27 pav. B). ISmatuotos 0,9 nm aukscio ir 30 skersmens disko formos
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struktiiros. Panasis rezultatai gauti ir Au-JSA NK atveju: atomo jégos mikros-
kopu iSmatuoty ant zérucio pavirSiaus paskleisty Au-JSA nanoklasteriy aukstis
buvo apie 1,3 nm, o plotis — apie 26 nm (27 pav. C).
Soniniy amino riig&¢iy grandiniy, formuojanéiy baltymo ,,griau¢ius®, saveikos
ir jungtys lemia treting baltymo struktiirg. Baltyma perkélus i§ vandeningés aplin-
kos ant zérucio pavirSiaus, baltyma supancios terpés pasikeitimas bei elektros-
tatiné sgveika su hidrofiliniu Zérucio pavirSiumi lemia JSA struktiiros poky-
Cius [201, 202].
Atliekant daleliy hidrodinaminio dydzio matavimus kvazielastinés Sviesos sklai-
dos metodu, daleliy forma yra aproksimuojama sfera. Tokiu atveju Au-JSA na-
noklasteriai gali biiti aproksimuoti vidutiniSkai 9,4 nm skersmens sferomis
(27 pav. A). Elipsoido arba sferos tiiris gali buti apskaiciuotas:

V:ﬂ-ﬂ-a-b-c 9)

3

kur a, b ir ¢ yra elipsoido asiy ilgiai (sferos atveju a=b=c). Darant prielaidg, kad
ant pavirSiaus paskleisty Au-JSA nanoklasteriy turis nepakinta, sfera, kurios

skersmuo 9,4 nm (aSys a = b = ¢ = 4,7 nm) suplokstéjusi iki elipsoido, kurio

aukstis yra 1,3 nm (a =b, ¢ = 0,65 nm) biity ~26 nm skersmens (28 pav.).

e,

0,65 nm 12,6 nm

e ——

28 pav. Teorinis modelis, vaizduojantis Au-JSA nanoklasteriy hidrodinaminio dydzio
skersmens sferos deformavima j elipsoida, kurio aukstis atitinka atomo jégos mikroskopu

iSmatuoty nanoklasteriy auksti, iSlaikant pastovy tarj.

MatematiSkai apskaiciuoti suplokstéjusiy struktiiry matmenys sutampa su eks-
perimentiskai atomo jégos mikroskopu iSmatuotais ant Zérucio pavirSiaus pask-
leisty Au-JSA NK matmenimis. Taip pat buvo iSmatuota, jog ant pavirSiaus
paskleisti ir i§dziovinti Au-JSA NK i$laiko fotoliuminescencines savybes net ir

del sgveikos su stiklo pavirSiumi deformuojantis baltymui (29 pav.). Tai rodo,
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kad susiformaves aukso nanoklasteris yra itin stabilus. Kadangi ant zérucio pa-
virSiaus paskleisty Au-JSA NK aukstis tesieke 1,3 nm, o Au NK islaiké fotoliu-
minescencijos savybes, dar kartg galima jsitikinti, kad aukso nanoklasteris, jsi-

terpes 1 JSA baltyma, turéty biiti mazesnis nei 1,3 nm skersmens.
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29 pav. Ant dengiamojo stikliuko paskleisty ir iSdziovinty Au-JSA NK fotoliuminescen-
cijos spektras (Azq. = 405 nm) bei Au-JSA NK FL spektras tirpale (Azqa. = 405 nm).

4.2.2. Au-MES NK dydZio matavimai

Au-MES koloidinj tirpalg sudaran¢iy nanodaleliy dydZiai buvo iSmatuoti atomo
jégos mikroskopijos bei elektrony pralaidumo mikroskopijos metodais. Atomo
jégos mikroskopu iSmatuoty ant Zérucio pavirSiaus paskleisty Au-MES ND
aukstis buvo 0,5-10 nm (30 pav. A). Tuo tarpu elektrony pralaidumo mikroskopu
buvo iSmatuotos 2-6 nm dydzio dalelés (30 pav. B).

0 nm

30 pav. Au-MES ND, paskleisty ant Zérucio pavirsiaus, topografija (A), ant anglies pléve-
lés paskleisty Au-MES ND elektrony pralaidumo mikroskopijos vaizdas (B).
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Kaip jau minéta ankstesniame skyrelyje, pasitelkus laisvyjy elektrony dujy mo-
delj fotoliuminescuojantj aukso nanoklasterj sudaranciy atomy skaicius gali biiti
apskaiciuotas Zinant fotoliuminescencijos spektro smailés padét;. Au-MES na-
noklasteriai, pasizymintys fotoliuminescencija ties 476 nm bangos ilgiu, turéty
biiti sudaryti 1§ vidutiniSkai 9 aukso atomy, ir, nepriklausomai nuo atomy iSsi-
déstymo nanoklasteryje, nanoklasterio dydis neturéty biiti didesnis nei 1 nm. To-
kios itin mazos (~0,5 nm) dalelés ir buvo iSmatuotos atomo jégos mikroskopu.
Deja, bet elektrony pralaidumo mikroskopu tokio mazo dydzio nanoklasteriy
uzfiksuota nebuvo. Tq galé¢jo lemti nedidelis kontrastas su anglies plévele esant
tokiam maZam nanoklasterio atomy skaiciui.

Yra duomeny, kad plazmonine sugertimi (lokalizuotu pavirSiaus plazmony re-
zonansu, LPPR) pasizymi didesnés nei 3 nm dydZio aukso nanodalelés [75]. To-
kiy nanodaleliy LPPR sugerties spektro smailés padétis yra ties 510 nm. Dides-
niy nanodaleliy LPPR smailé slenkasi i ilgyjy bangy spektring sritj. Visgi nors
atomo jégos bei elektrony pralaidumo mikroskopijos metodais buvo iSmatuota,
jog koloidiniame Au-MES ND tirpale yra didesniy nei 3 nm dydzio daleliy, jy
sugerties spektro ties 510 nm ar ilgesniy bangy spektringje srityje neuzfiksuota.
Taip yra galimai dél to, jog tokiy mazy nanodaleliy plazmoniné sugertis yra ma-

zesnio intensyvumo deél sutrumpéjusio elektrony laisvojo 1€kio [75].

4.3. Aukso nanoklasteriy fotostabilumo tyrimai

4.3.1. Au-JSA NK fotostabilumas

Au-JSA NK fotostabilumo tyrimams buvo pasirinkti trys Svitinimo $viesos ban-
gos ilgiai: 280 nm, 405 nm bei 492 nm. 280 nm bangos ilgis pasirinktas siekiant
iSmatuoti Au-JSA NK stabilumg Svitinant j JSA sugerties smaile. 405 nm —mik-
roskopijoje naudojamas bangos ilgis, labiausiai tinkamas Au-JSA NK FL Zadi-
nimui. Tuo tarpu 492 nm bangos ilgis pasirinktas tam, kad nebiity veikiama FL

juosta ties 470 nm.
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Au-JSA NK S$vitinimas UV/Vis spinduliuote sukélé stiprius ir nuo Svitinimo
bangos ilgio priklausomus fotoliuminescencijos spektro pokyc¢ius. Tuo tarpu po-
kyc¢iai sugerties spektre buvo nezymds.

Svitinant Au-JSA NK koloidinj tirpala FL juostos ties 660 nm intensyvumas
krito nepriklausomai nuo Svitinimo bangos ilgio, juosta slinkosi 1 trumpyjy
bangy spektring sritj (31 pav. A-C). FL juostos ties 660 nm intensyvumo kritimui
galimi keli paai§kinimai. Pirma — tai Au-JSA NK fotosuardymas. Svitinant Au-
JSA NK bandinj 405 nm ir 492 nm bangos ilgio spinduliuotémis, nanoklasteriy
FL juosta atitinkamai pasislenka i§ 660 nm j 650 nm ir 654 nm. Atlikus skaicia-
vimus pagal 8 formule, 6-10 nm FL juostos hipsochrominis poslinkis atitikty
nanoklasterio sumazéjimg vidutinikai vienu-dviem aukso atomais. Svitinimas
280 nm bangos ilgio spinduliuote lémée didesnj — 22 nm hipsochrominj FL juos-
tos ties 660 nm poslinkj. Toks poslinkis atitikty 3-4 aukso atomy praradimg. Yra
zinoma, kad nanoklasteriai, sudaryti 1§ tam tikro skai¢iaus atomy pasizymi di-
desniu stabilumu. Tokie skaiciai vadinami ,,magiSkaisiais‘. Artimiausias magis-
kasis skaicius 29-iems bty 25, todél yra tikétina, jog Svitinant Au-JSA nanok-
lasterius, jie yra ardomi ir susiformuoja stabilesni 25 atomy aukso nanoklaste-
riai, kas ir lemia hipsochrominj FL juostos poslinkj. Kita galima FL juostos in-
tensyvumo maze¢jimo bei hipsochrominio poslinkio priezastis Svitinant Au-JSA
NK — nanoklasteriy pavirsiaus dangalo pazeidimas.

Literatiiroje yra parodyta, jog fermentiskai sugeneruotas vandenilio peroksidas
H>0O; ir fermentiné proteolize skatina Au-JSA NK dangalo suardyma ir lemia FL
juostos intensyvumo maz¢jimg ir hipsochrominj poslinkj [198, 203]. Nanodale-
liy pavirSiaus dangalo suardymas daznai lemia fotoliuminescencijos intensy-
vumo sumazéjima [164, 194]. Sie du procesai (nanoklasterio suardymas bei pa-

virSiaus dangos irimas) gali vykti kartu ir lemti minétus spektrinius pokycius.
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31 pav. Au-JSA NK vandeninio tirpalo fotoliuminescencijos spektrai bandinj Svitinant
280 nm (A), 405 nm (B), 492 nm (C) bangos ilgio spinduliuote, JSA fotoliuminescencijos
spektras Svitinant 280 nm bangos ilgio spinduliuote (D). Fotoliuminescencijos spektrai

iSmatuoti Zadinant 405 nm. Rodyklés rodo spektrinius poky¢ius didéjant apsvitos dozei.
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Au-JSA NK S$vitinant 492 nm spinduliuote visa energija tenka aukso nanoklas-
teriui, kadangi JSA S§ioje spektrinéje srityje sugertimi nepasizymi, taigi Siuo at-
veju tiesioginis baltymo suardymas néra galimas. Visgi kiti autoriai yra parode,
jog Svitinant Au NK yra generuojami laisvieji radikalai [ 133, 135] ar singuletinis
deguonis [138], kurie galéty netiesiogiai daryti jtakg baltymo struktiirai.
Svitinimas 280 nm bangos ilgio spinduliuote lemia daug spartesnj FL juostos
ties 660 nm intensyvumo kritimg ir daug didesnj hipsochrominj FL juostos pos-
linkj. 280 nm spinduliuote stipriai sugeria ir JSA, ir jame susiformaves aukso
nanoklasteris, tod¢l spektriniai pokyciai gali atsirasti ir dél Au nanoklasterio, ir
dél dangalo (JSA) irimo. Svitinant JSA tirpala 280 nm bangos ilgio spinduliuote
lemia triptofano fluorescencijos juostos ties 338 nm FL intensyvumo kritimg
(duomenys nepateikti). Tai rodo, jog Svitinimas 280 nm spinduliuote lemia JSA
irimg ir/arba konformacijos pokycius, dé¢l ko Au NK gali tapti maZiau apsaugo-
tas nuo tirpiklio (vandens) molekuliy — iSauga energijos relaksacijos per pavir-
Siaus defektus tikimybé.

Svitinimo UV/Vis spinduliuote poveikis FL juostai ties 470 nm buvo visiskai
skirtingas lyginant su poveikiu FL juostai ties 660 nm. Au-JSA NK koloidinj
tirpalg Svitinant 405 nm spinduliuote, FL juostos ties 660 nm intensyvumas nuk-
rito 73 %, tuo tarpu FL juostos ties 470 nm — 54 %. Svitinant 492 nm spindu-
liuote FL juostos ties 470 nm intensyvumas praktiSkai nesikeite, tuo tarpu FL
juostos ties 660 nm intensyvumas nukrito 80 %. Svitinant Au-JSA NK 280 nm
bangos ilgio spinduliuote, FL juostos ties 470 nm intensyvumas iSaugo daugiau
nei 5 kartus (423 %), kai tuo tarpu FL juostos ties 660 nm intensyvumas nukrito
71,5 %. Labai panaSus rezultatai gauti 280 nm spinduliuote Svitinant JSA tirpalg
— FL juostos ties 470 nm intensyvumas iSaugo — 10 karty (31 pav. D). Tai pa-
rodo, jog FL juosta ties 470 nm néra susijusi su Au NK fotoliuminescencija, bet
susijusi su JSA fototransformacija. Svitinant JSA 280 nm bangos ilgio spindu-
livote identiskomis sglygomis, FL juostos ties 470 nm intensyvumas iSaugo dau-
giau nei Au-JSA NK atveju sukaupus tg pacig apsSvitos doze. Tai gali biiti paais-

kinta tuo, kad: pirma — Au-JSA NK atveju dalis spinduliuotés yra sugeriama Au
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NK ir maziau zalos padaroma JSA; antra — suzadinta JSA biisena gali biiti gesi-
nama Au NK. Abu procesai sumazina JSA fototransformacijos proceso efekty-
vuma.

JSA nesugeria 405 nm bangos ilgio spinduliuotés, todél Svitinant Au-JSA na-
noklasteriy koloidinj tirpalg Siuo bangos ilgiu, JSA fototransformacija nebuvo
uzfiksuota. Visgi JSA fotoproduktas (FL Amax = 470 nm) sugeria 405 nm spin-
duliuote, ir Svitinimas §iuo bangos ilgiu gali lemti jo fotosuardyma — FL juostos
ties 470 nm intensyvumas mazéja didéjant sukauptai ap$vitos dozei. Svitinimas
492 nm bangos ilgio spinduliuote nesukélé jokiy FL juostos ties 470 nm bangos
ilgiu pokyciy, nes nei JSA, nei JSA fotoproduktas nesugeria $io bangos ilgio

spinduliuotes.

—a— Au-JSA NK vandenyje (kontrolé)

1.00 - —e— Au-JSA NK vandenyje (i, =405 nm)
Au-JSA NK Opti-MEM terpéje (A, =405 nm)

0751 —v— Au-JSA NK vandenyje (1, , =492 nm)

—<¢— Au-JSA NK vandenyje (24, =280 nm)

0.50 |-

025}

Norm. FL intensyvumas (s.v.)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

0.00 L=

Santykiné sukaupta Svitinimo dozé (s.v.)

32 pav. Normuoto Au-JSA NK FL intensyvumo ties 660 nm (47.0= 405 nm) priklauso-

mybé nuo santykinés apsvitos dozés. Normuota j sugertj ties Svitinimo bangos ilgiu.

Svitinant Au-JSA NK 405 nm spinduliuote Opti-MEM lasteliy augimo terpéje,
nanoklasteriai pasiZyméjo didesniu fotostabilumu (32 pav.). Opti-MEM terpe
sudaro baltymai ir aminoriigstys, tad iSauges Au-JSA NK fotostabilumas gali
biiti nulemtas susiformavusio papildomo dangalo sluoksnio. Literatiiroje yra pa-
rodyta, kad baltymai gali pagerinti nanodaleliy stabilumg bei kvantinj naSuma
aplink fotoliuminescuojanc¢ias nanodaleles suformuodami ,baltymy vai-

nika“ [164].
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4.3.2. Au-MES NK fotostabilumas

Au-MES NK fotostabilumo tyrimams, atsizvelgus i sugerties bei fotoliumi-
nescencijos zadinimo spektrus buvo pasirinkti keturi Svitinimo bangos ilgiai:
330, 366, 402 ir 470 nm.

Pasirinkus Svitinimo bangos ilgj, kuris praktiskai pataiko j Au-MES NK FL za-
dinimo spektro maksimumg (Asvie=402 nm), didéjant sukauptai apSvitos dozei-
buvo stebimi nedideli sugerties spektro pokyciai 250-550 nm spektrinéje srityje
(33 pav. A). Sugerties skirtuminiuose spektruose iSryskeéjo kelios blySkimo juos-
tos ties 290, 330, 366, 420 ir 470 nm. BlySkimo juostos ties 290, 330, 366 ir
470 nm atitiko sugerties juostas Au-MES NK sugerties spektre. BlySkimo juosta
ties 420 nm Au-MES NK sugerties spektre neiSsiskyre, taciau sutapo su Au-
MES NK FL Zadinimo spektro pagrindine smaile. Tuo pa¢iu metu, didéjant aps-
vitos dozei, maz¢jo Au-MES NK fotoliuminescencijos spektro smailés ties
476 nm (Aza=405 nm) intensyvumas, smail¢ slinkosi j trumpabange puse, ties
430 nm formavosi nauja FL juosta (33 pav. B). Did¢jant apSvitos dozei, fotoliu-
minescencijg Zadinant 420 nm bangos ilgio spinduliuote, FL juostos ties 476 nm

padétis isliko nepakitusi, tik mazéjo FL juostos intensyvumas (33 pav. C).
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33 pav. Spektriniai Au-MES ND poky¢iai nanodaleliy koloidinj vandeninj tirpalg Sviti-
nant 402 nm bangos ilgio spinduliuote. Sugerties bei sugerties skirtuminiy spektry poky-
¢iai, fotoliuminescencijos Zadinimo spektras (A.m=476 nm) (punktyriné linija) (A). Au-
MES NK fotoliuminescencijos spektro pokyciai (Az.a=405 nm) (B), FL spektro poky¢iai
(A72a=420 nm) (C). Rodyklés parodo pokycius didéjant sukauptai apSvitos dozei.
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34 pav. Spektriniai Au-MES ND pokyc¢iai nanodaleliu koloidinj vandeninj tirpala Sviti-
nant 330 nm bangos ilgio spinduliuote. Sugerties bei sugerties skirtuminiy spektry poky-
¢iai, fotoliuminescencijos Zadinimo spektras (Aem. = 476 nm) (punktyriné linija) (A).

Au-MES NK fotoliuminescencijos spektro pokyciai (Azd. = 405 nm) (B). Rodyklés parodo

pokycius didéjant sukauptai apSvitos dozei.

Svitinant Au-MES NK koloidinj tirpala 330 nm bangos ilgio UV spinduliuote,
didZiausi pokyc¢iai sugerties spektre iSmatuoti ties 300 ir 470 nm bangos ilgiais

(34 pav.). Tuo paciu metu buvo stebimas FL juostos ties 476 nm (Azaq. = 405 nm)

intensyvumo did¢jimas, FL juostos padétis iSliko nepakitusi.
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35 pav. Spektriniai Au-MES ND poky¢iai nanodaleliy koloidinj vandeninj tirpala Sviti-
nant 366 nm bangos ilgio spinduliuote. Sugerties bei sugerties skirtuminiy spektru poky-
¢iai, fotoliuminescencijos Zadinimo spektras (Aem. = 476 nm) (punktyriné linija) (A).
Au-MES NK fotoliuminescencijos spektro poky¢iai (Azaa.= 405 nm) (B), FL spektro po-
kyciai (Azaqa. = 420 nm) (C). Rodyklés parodo pokycius didéjant sukauptai apSvitos dozei.



Au-MES NK koloidin;j tirpalg Svitinant 366 nm bangos ilgio spinduliuote di-
dziausias sugerties sumaz¢jimas buvo iSmatuotas ties 330 ir 470 nm, tai iSrys-
kéjo ir sugerties skirtuminiuose spektruose (35 pav.). Sios juostos sutapo su Au-
MES ND sugerties spektro juostomis. Fotoliuminescencijos spektro pokyciai
buvo panasis ] iSmatuotus Svitinant 402 nm spinduliuote (33 pav).

Au-MES NK koloidin; tirpalg Svitinant 470 nm spinduliuote, poky¢iy sugerties
ir fotoliuminescencijos spektruose uzregistruota nebuvo net pasiekus maksima-
lig ~100 J/cm? sukaupta Svitinimo doze (duomenys nepateikti).

Svitinant Au-MES NK koloidinj tirpalg skirtingo bangos ilgio spinduliuote su-
gerties skirtuminiy spektry forma nesutapo (36 pav.). Skirtingos sugerties skir-
tuminiy spektry formos Au-MES ND koloidin;j tirpalg Svitinant skirtingo bangos
ilgio spindulivote leidzia daryti iSvada, kad misy pasirinkty Svitinimo bangos
ilgiy spinduliuote veikia skirtingo tipo Au-MES ND, ir kad Au-MES ND suger-
ties spektras yra fotoliuminescuojan¢iy Au-MES NK bei maziausiai dviejy tipy

nefotoliuminescuojan¢iy Au-MES ND sugerties spektry superpozicija.

o
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36 pav. Invertuotas normuotas Au-MES NK sugerties spektras (tamsiai mélyna kreivé)
bei normuoti sugerties skirtuminiai Au-MES NK spektrai, koloidinj tirpala Svitinant
330 nm bangos ilgio spinduliuote (mélyna kreivé) bei 366 nm bangos ilgio spinduliuote

(Sviesiai mélyna Kkreive).

Sugerties blySkimo juostos, sutampancios su FL Zadinimo spektro smaile, susi-
formavimas ties 420 nm sugerties skirtuminiame spektre bei FL intensyvumo
ties 476 nm maz¢jimas, bandinj Svitinant 402 nm spinduliuote, parod¢, jog yra

ardomi fotoliuminescuojantys Au-MES NK. Tuo tarpu FL juostos poslinkis ]
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trumpabangg spektring sritj bei naujos FL juostos susiformavimas ties 430 nm
leidzia daryti iSvada, kad bandinj Svitinant 402 nm spinduliuote formuojasi
naujo tipo fotoliuminescuojantys aukso nanoklasteriai. Pasitelkus jau anksc¢iau
apraSyta laisvyjy elektrony dujy modelj, ankstesniame skyriuje (Au-MES ND
dydzio matavimai) buvo suskaiciuota, jog Au-MES NK, pasizymintys fotoliu-
minescencija ties 476 nm bangos ilgiu, turéty buti sudaryti i§ vidutiniSkai
9 aukso atomy. Siuo modeliu pagrjsti skai¢iavimai rodo, jog nanoklasteriai, ku-
riy fotoliuminescencijos juosta yra pasislinkusi j trumpabange spektring sritj, yra
sudaryti i§ maziau atomy [8, 134, 204, 205]. Po Svitinimo 402 nm bangos ilgio
spinduliuote susiformavusi nauja fotoliuminescencijos juosta ties 430 nm ati-
tikty vidutiniskai 7 aukso atomy nanoklasteriy fotoliuminescencija.

Tuo tarpu Au-MES ND koloidinj tirpalg Svitinant 330 nm bangos ilgio spindu-
liuote iSmatuotas sugerties maz¢jimas ties 300 nm bei FL intensyvumo augimas
ties 476 nm galimai vyko d¢l didesniy nefotoliuminescuojanc¢iy Au-MES nano-
daleliy ardymo bei fotoliuminescuojanc¢iy nanoklasteriy formavimosi. 330 nm
spinduliuoté neturéty tiesiogiai veikti fotoliuminescuojanciy nanoklasteriy, ka-
dangi FL intensyvumas FL Zadinimo spektre ties 330 nm yra nykstamai mazas.
Yra zinoma, kad aukso nanodaleles paveikus UV spinduliuote gali buiti generuo-
jami hidroksilo radikalai (*OH), singuletinis deguonis (102) bei superoksido ra-
dikalai (O2™) [133, 134] — aktyvios deguonies formos, kurios galéty biiti aukso

nanoklasteriy irimo prieZzastis.

4.4. Aukso nanoklasteriy susikaupimo Igstelése tyrimai

4.4.1. Au-JSA NK susikaupimas lgstelése

Siekiant jvertinti Au-JSA NK susikaupimg vézinése MCF-7 bei MDA-MB-231
lastelése, lastelés buvo inkubuotos Au-JSA NK (56 mg/mL). Palyginimui, jver-
tinti kaip kaupiasi JSA, lastelés buvo inkubuotos JSA konjuguotu su Alexa 488
fluorescenciniu zymeniu (JSA-Alexa 488) (0,01 mg/mL). Po 24 h inkubacijos
Au-JSA NK buvo uzfiksuoti susikaupe MCF-7 lasteliy vezikulése (37 pav. ai ).
Kaip matyti i§ mikroskopijos vaizdy, Au-JSA NK susikaupé ne visose lastelése.
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Fotoliuminescencija su pralaidumu
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Au-JSA NK

JSA-Alexa 488

MDA-MB-231
Au-JSA NK

JSA-Alexa 488

37 pav. Fotoliuminescuojanciu Au-JSA NK bei JSA-Alexa 488 konjugato susikaupimas
MCF-7 ir MDA-MB-231 véZinése Igstelése po 24 h inkubacijos. Vaizdai uZregistruoti la-
zeriniu skenuojan¢iu konfokaliniu mikroskopu. Skalé — 30 pm. Raudona spalva Zymi Au-
JSA NK (Az2a.=488 nm), Zalia - JSA-Alexa 488 konjugata (Aza=488 nm), mélyna — lasteliy
branduolius, nudaZytus Hoechst 33258 (A7.a=405 nm).



Tekmes citometrijos duomenys parode, jog po 24 h inkubacijos 73,5 % MCF-7
lasteliy buvo sukaupe Au-JSA NK (38 pav. A). Trumpesniais inkubacijos lai-
kais, po 3 hir 6 h Au-JSA NK atitinkamai buvo sukaupe 71,3 % MCF-7 lasteliy.
Tuo tarpu po 24 h inkubacijos su JSA-Alexa 488 konjugatu, praktiskai visose
MCEF-7 lastelése buvo stebimos Zaliai fluorescuojancios vezikulés (37 pav. b1 ).
Ta patvirtino ir t€ekmeés citometrijos matavimai — po 24 h inkubacijos 100 %
MCEF-7 lasteliy buvo sukaupg JSA-Alexa 488 konjugato, po 3 h ir 6 h atitinkamai
—96,6 % ir 99,5 % lasteliy (38 pav. A). Au-JSA NK bei JSA-Alexa 488 konju-
gato susikaupimas MDA-MB-231 vézinése lastelése buvo labai panasus (37 pav.
12, di2). Po 3 h, 6 h ir 24 h inkubacijos atitinkamai 68,8 %, 70,0 % ir 74,6 %
MDA-MB-231 lasteliy buvo sukaup¢ Au-JSA NK. Palyginimui, po 3 h, 6 h ir
24 h inkubacijos atitinkamai 89,4 %, 99,0 % ir 100% lasteliy buvo sukaupe JSA-
Alexa 488 konjugato. Tékmes citometrijos metodu iSmatuoti vidutiniai fotoliu-
minescencijos intensyvumai (VFI) vienai lgstelei atskleide, kaip keitési Au-JSA
NK bei JSA-Alexa 488 konjugato susikaupimas ilgéjant inkubacijos trukmei.
Nustatyta, jog Au-JSA NK susikaupimas ilgéjant inkubacijos trukmei praktiskai
nekinta, tuo tarpu JSA-Alexa 488 konjugato vidutinis fluorescencijos intensy-
vumas po 6 h ir 24 h inkubacijos iSaugo 1,5 ir 3,9 karty. JSA-Alexa 488 konju-
gato susikaupimo skirtumai MDA-MB-231 lgstelése buvo dar didesni —po 6 h
ir 24 h inkubacijos VFI tenkantis vienai lastelei iSaugo atitinkamai 1,9 ir
7,3 karty, nepaisant to, kad MDA-MB-231 Igstelés yra Siek tiek mazesnés nei
MCEF-7 lagstelés [206].

Zymiis Au-JSA NK bei JSA-Alexa 488 konjugato procentinio lasteliy sukau-
pimo bei vidutinio vienai Igstelei tenkancio FL intensyvumo skirtumai, iSmatuoti
tekmeés citometrijos metodu, leidzia daryti prielaida, jog Au-JSA NK prasciau
kaupiasi Igstelése dél po sintezés pakitusio JSA dydzio, kaip jau parodé atomo
jégos mikroskopijos bei dinaminés Sviesos sklaidos matavimai. Kiti autoriai yra
parode, jog po sintezés baltyme susiformavus Au NK pakinta ir antriné JSA
struktiira [112], kuri taip pat gali turéti jtakos Au-JSA NK susikaupimui Igste-

lése.
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38 pav. Fotoliuminescuojanciy Au-JSA NK bei JSA-Alexa 488 konjugato susikaupimas
MCF-7 ir MDA-MB-231 véZinése lastelése po 3, 6 ir 24 h inkubacijos: procentinis
Au-JSA NK bei JSA-Alexa 488 konjugata sukaupusiy lasteliy skaicius (A) bei vidutinis
FL intensyvumas tenkantis vienai lastelei (B). Duomenys pateikti suvidurkinus maZiau-
siai tris nepriklausomy matavimy rezultatus, apskai¢iavus standartinj nuokrypj. * Zymi
statistiSkai patikimus skirtumus tarp Au-JSA NK bei JSA-Alexa 488 konjugato susikau-
pimo (p < 0.05); # Zymi statistiSkai patikimus skirtumus tarp lasteliy liniju (p < 0.05)

Ir fotoliuminescuojantys Au-JSA NK, ir JSA-Alexa 488 konjugatas
MDA-MB-231 bei MCF-7 lgstelése uzregistruoti susikaupe vezikulése, iSsidés-
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Ciusiose palei branduolj, 13steliy branduolivose Siy medziagy susikaupimo ne-
buvo pastebéta (37 pav.), kas rodo daleliy pasisavinimg endocitozés budu. Lite-
ratiroje minima, kad JSA ] lgsteles patenka nuo klatrino priklausomos endoci-

tozés ir/arba makropinocitozes budu [171-173].

4.4.2. Au-MES NK susikaupimas lgstelése

Fotoliuminescuojanciy Au-MES NK susikaupimas Igstelése labai skyrési nuo
Au-JSA NK susikaupimo. Po 3 h inkubacijos su Au-MES NK, MDA-MB-231
lastelés pasizymejo visame lgsteliy tiiryje tolygiai pasiskirsciusia fotoliumi-
nescencija, patenkancia ] 450-500 nm spektrine sritj (39 pav.).

FL FL sanklota

Au-MES NK PJ su pralaidumu

6 h

24 h

39 pav. Fotoliuminescuojan¢iy Au-MES NK susikaupimas MCF-7 véZinése lgstelése po
3, 6 ir 24 h inkubacijos. Vaizdai uZregistruoti lazeriniu skenuojanciu konfokaliniu mik-
roskopu. Skalé — 15 pm. Zalia spalva Zymi —Au-MES NK (Azq=405 nm), raudona — laste-
liy gyvybingumo daza propidzio jodidg (Aza. =488 nm), geltona spalva Zymi

— raudonos ir Zalios emisijy persiklojima.
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Kontroliniy lgsteliy fluorescencija Sioje spektrinéje srityje buvo itin mazo inten-
syvumo. Tik nedidel¢ dalis lgsteliy buvo nusidaze gyvybingumo dazu propidZzio
jodidu (duomenys nepateikti). Po 6 h inkubacijos fotoliuminescencijos intensy-
vumas lgstelése iSaugo, taciau ir daugiau lgsteliy buvo nusidaz¢ propidzio jo-
didu, kas rodo iSaugus;j toksinj poveikj. Po 24 h inkubacijos lasteliy gyvybin-
gumo dazu buvo nusidaziusios beveik visos lastelés, buvo stebimas gerokai su-
mazeéjes prie plokstelés pavirSiaus prisitvirtinusiy Iasteliy skaicius Sulinélyje.

Palyginus Au-JSA NK, JSA-Alexa 488 konjugato ir Au-MES NK susikaupimag
lastelése (40 pav.), matyti, jog Au-MES NK, skirtingai nei Au-JSA nanoklaste-
riai, pasiskirsto difuziskai visame Igsteliy tiiryje. Fotoliuminescuojantys
Au-MES NK yra sudaryti 1§ vidutiniSkai 9 aukso atomy, ir yra maZesni nei 0,5
nm, todel biitent mazas dydis ir lemia Au-MES NK difuzinj pasiskirstymg lgs-

telése.

Au-JSA NK JSA-Alexa 488 Au-MES NK

a,

40 pav. Fotoliuminescuojan¢iy Au-JSA NK, JSA-Alexa 488 konjugato bei Au-MES NK,
susikaupimas MDA-MB-231 Iastelése. Raudona spalva Zymi Au-JSA NK (A.0.=488 nm),
Zalia - JSA-Alexa 488 konjugata (b1, b2) (Aa=488 nm) bei Au-MES NK (c1, ¢2)
(Mzaa. = 405 nm), mélyna — lasteliy branduolius, nudazytus Hoechst 33258 (Azq. = 405 nm).
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Literatiiroje yra duomeny, kad mazesnés nei 1,4 nm dydZio aukso nanodalelés
lastelése ir jy branduoliuose kaupiasi difuziskai [207]. Tikeétina, kad skirtingas
daleliy kaupimasis turi jtakos ir daleliy citotoksiSkumui — patekusios i branduolj
dalelés gali sgveikauti su DNR ir kitomis gyvybiskai svarbiomis molekulémis

taip pazeisdamos lastelés funkcijas.

4.5. Aukso nanoklasteriy poveikio Iasteliy gyvybingumui tyrimai
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41 pav. MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumo tyrimai po inkubacijos Au-MES
NK, Au-JSA NK, JSA bei MES. Duomenys pateikti suvidurkinus maZiausiai tris neprik-
lausomy matavimy rezultatus, apskaiciavus standartinj nuokrypi. * Zymi statisti§kai pa-
tikimg skirtuma nuo Au NK neveikty lasteliy (kontrolés) (p < 0.05); # Zymi statistiskai
patikimus skirtumus tarp lasteliy linijuy (p < 0.05)

Au-JSA NK bei Au-MES ND toksinis poveikis véziniy lagsteliy gyvybingumui
buvo tiriamas ADAM-MC automatiniu lgsteliy skai¢iuokliu. CitotoksiSkumo ty-
rimai atskleidé, jog 24 h inkubacija su Au-JSA NK nesukélé¢ statistiSkai patikimo
poveikio MCF-7 ir MDA-MB-231 lasteliy gyvybingumui. Citotoksinis poveikis
neuzregistruotas ir 24 h inkubacijos su JSA atveju. Kity autoriy publikuoti Au-
JSA NK citotoksiskumo tyrimai kity linijy Iastelése taip pat nerodé toksnio po-
veikio [174, 208-210], taciau yra duomeny ir apie sumazéjusj lasteliy gyvybin-
guma [211].
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PrieSingai, 24 h inkubacija su Au-MES NK labai stipriai paveike Igsteliy gyvy-
bingumga — buvo uzregistruota atitinkamai 13,8 % ir 19,5 % gyvybingy MCF-7
ir MDA-MB-231 Igsteliy (41 pav.). Trumpesni inkubacijos su Au-MES NK lai-
kai sukélé maZzesnj citotoksinj poveiki — po 3 h inkubacijos buvo uzregistruota
atitinkamai 78,1 % bei 93,1 % gyvybingy MCF-7 ir MDA-MB-231 Igsteliy
(41 pav. B), po 6 h—50,9 % ir 80,7 %. Citotoksinis MES poveikis buvo nedide-
lis, po 24 h inkubacijos (0,25 M, pH 6.3) MCF-7 ir MDA-MB-231 Iasteliy gy-
vybingumas atitinkamai nukrito iki 86,1 % ir 93,6 %. Tuo tarpu literatiiroje pub-
likuota, jog HAuCls mazomis dozémis néra toksiskas lasteléms [212]. Tokij
stipry citotoksin} Au-MES NK poveikj gal¢jo lemti itin mazas NK dydis ir pa-
tekimas ] 1gsteliy branduolius, bei 18 to sekanti galima jtaka lIgstelés gyvybiniams
procesams. Mazesnés nanodalelés daZnai pasiZymi didesniu toksiniu poveikiu
[27]. Tuo tarpu baltymuose jterpty ar jais dengty aukso ir kity tauriyjy metaly ir
net puslaidininkiniy nanodaleliy stabilumas yra didesnis, nei mazos molekulinés
masés dangalais dengty nanodaleliy stabilumas, todél jos pasizymi mazesniu ci-
totoksiniu poveikiu lgsteléms [211, 213, 214]. Visgi apie Au-MES NK citotok-
siSkumg sunku spresti, nes Sios sintezés metu susiformuoja ir didesnés nefoto-
liuminescuojancios nanodalelés, kurios taip pat gali sgveikauti su lgstelémis.
Taip pat galbit lieka kity sintezés komponenty, kaip MES ir HAuCls, nors miisy
rezultatai rodo, jog MES neturi poveikio lgsteliy gyvybingumui.

4.6. Aktyviy deguonies formu generacija lastelése

Siekiant jvertinti galimus Au NK toksiSkumo mechanizmus buvo pasirinkta is-
matuoti Au NK indukuotg aktyviy deguonies formy (ADF) generacijg lastelése.
Sio tyrimo metu, po inkubacijos Au NK, lastelés buvo papildomai inkubuojamos
CellROX Green fluorescenciniu aktyviy deguonies formy dazu. ADF generacija
buvo vertinama matuojant CellROX Green fluorescencijg Iastelése tekmés cito-
metru.

Rezultatai parod¢, jog Au-MES NK paveiktose 1astelése Zymiai iSauga ADF ge-
neracija (42 pav.). Po 3 ir 6 h inkubacijos ADF generacija MDA-MB-231 laste-
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lése 18augo atitinkamai 36,5 bei 75,6 % lyginant su Au NK neveiktomis Igstelé-
mis. Au-MES NK poveikis MCF-7 lgsteléms buvo dar didesnis — po 3 ir 6 h
inkubacijos ADF generacija iSaugo atitinkamai 64,7 ir 118,2 %. 24 h inkubacija
MES tirpalu (0,25 M) suke¢lé¢ atitinkamai 68,7 ir 89,2 % didesne ADF generacija
MDA-MB-231 ir MCF-7 lastelése nei buvo uzregistruota Au NK neveikty 13s-
teliy atveju. MDA-MB-231 lasteliy inkubacija Au-JSA NK nesuke¢lé statistiSkai
patikimo ADF generacijos poky¢io, visgi MCF-7 lastelése ADF generacija i-
Saugo 40,1 %. Panasis rezultatai gauti lasteles inkubavus atitinkama JSA kon-
centracija — MDA-MB-231 Igstelése ADF generacija iSaugo 19,8 %, taciau sta-
tistiSkai patikimai nesiskyré nuo Au NK neveikty Iasteliy ADF generacijos, tuo
tarpu MCF-7 lasteléese ADF generacija iSaugo 46,2 %.
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42 pav. Aktyviy deguonies formy generacija MCF-7 ir MDA-MB-231 lastelése po povei-
kio Au-JSA NK, JSA ir Au-MES NK. Duomenys pateikti suvidurkinus maZiausiai tris
nepriklausomy matavimy rezultatus, apskaiciavus standartinj nuokrypj. * Zymi statistis-
kai patikimg skirtumg nuo Au NK neveikty Igsteliy (kontrolés) (p < 0.05); # Zymi statis-
tisSkai patikimus skirtumus tarp lasteliy linijy (p < 0.05)

Kiti autoriai taip pat uzregistravo tik nezymy ADF generacijos iSaugimg lasteles

inkubavus baltyme jkapsuliuotais Au NK [174], kas rodo, jog baltymo apvalka-

84



las turi didele jtakg daleliy biosuderinamumui. Tuo tarpu Au-MES NK, pasis-
kirste visame lastelés tiiryje jskaitant Igstelés branduolj, pasizyméjo didesniu po-
veikiu lgsteliy ADF generacijai nei Au-JSA NK. D¢l tokio Au-MES NK pasis-
kirstymo lastelése galimai iSaugo nanoklasteriy sgveika su lgstelés gyvybiskai
svarbiais komponentais, tokiais kaip DNR, d¢l ko iSmatuotas toksinis poveikis
lasteléms (41 pav.) bei iSaugusi ADF generacija (42 pav.). Nanomedziagy indu-
kuota ADF generacija gali sukelti biologinj stresg bei sutrikdyti pagrindines bio-
logines Iastelés funkcijas, dél ko gali sutrikti 1gstelés ciklas ar net prasidéti apop-
tozé [185, 190]. Visgi sunku yra vertinti vien tik fotoliuminescuojanc¢iy Au-MES
NK toksiskumg, kadangi sintezés metu susidaro ir nefotoliuminescuojancios

<10 nm Au-MES ND, tode¢l reikalingi tolimesni tyrimai Sioje srityje.
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5. ISVADOS

1. Au-JSA NK sintezés metu susiformuoja vidutinis$kai 29 aukso atomy nanok-
lasteriai, kurie pasizymi fotoliuminescencija audiniy skaidrumo lango
600-700 nm spektrinéje srityje, todel galéty biiti panaudoti navikiniy dariniy
fluorescenciniam vaizdinimui. Tuo tarpu Au-MES NK sintezés metu susifor-
muoja mazi, vidutiniSkai 9 aukso atomy dydzio mélynoje spektrinéje srityje
fotoliuminescuojantys nanoklasteriai, tinkami tyrimams in vitro.

2. UV/mélynos Sviesos poveikyje fotoliuminescuojantys Au-JSA NK yra nesta-
biliis, stebimas jy fotoliuminescencijos spektro poslinkis | trumpyjy bangy
spektring srit]. Au-JSA NK irimas priklauso nuo Svitinimo bangos ilgio: vei-
kiant A = 405 nm spinduliuote, prarandami 1-2 aukso atomai, kai
Asvit. = 280 nm, prarandami 3-4 atomai.

3. UV/m¢lynos Sviesos poveikyje fotoliuminescuojantys Au-MES NK yra nes-
tabilts. Veikiant 405 nm spinduliuote, Au-MES NK, fotoliuminescuojantys
ties 476 nm, yra, 18 jy formuojasi mazZesni, ties 430 nm fotoliuminescuojantys
Au-MES NK, sudaryti 1§ vidutiniskai 7 aukso atomy.

4. Mazo dydzio, difuziskai véziniy lasteliy citoplazmoje ir branduoliuose pasis-
kirste Au-MES NK pasizyméjo nuo inkubacijos trukmes priklausomu toksis-
kumu bei iSaugusia aktyviy deguonies formy generacija lastelése, todél néra
tinkami fluorescencinés diagnostikos tyrimames.

5. Susikaupe pislelése iSsidésc¢iusiose palei branduolj Au-JSA NK nesukelé tok-
sinio poveikio vézinéms lgsteléms, nors MCF-7 lastelése 1émé 1Saugusig ak-
tyviy deguonies formy generacija, todel atlikus tolimesnius tyrimus in vivo

galéty biti pritaikyti fluorescenciniam naviky vaizdinimui.
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