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Alfabetyczny wykaz skrétow

ADCC - cytotoksyczno$¢ komorkowa zalezna od przeciwciat

ADDLs - ligandy bedace pochodnymi amyloidu 3

AgNP/AgNPs - nanoczastka/nanoczastki srebra

Amyloidoza AL - amyloidoza tancuchow lekkich

AUNPSs - nanoczastki ztota

BLA - (bovine lactalbumin); laktoalbumina bydleca

BPEI - rozgat¢ziona polietylenoimina

BSA - (bovine serum albumin); albumina bydleca

CD - (circular dichroism); dichroizm kotowy

CIT - cytrynian

CTAB - bromek heksadecylotrimetyloamoniowy

DCS - (differential centrifugal sedimentation); wirowanie réoznicowe

DLS - (dynamic light scattering); dynamiczne rozpraszanie $wiatla

DMF - dimetyloformamid

Dnp - dinitrofenol

EHEC - enterokrwotoczna Escherichia coli

Fab - (antigen binding fragment); fragment wigzacy antygen

Fc - (crystallizable fragment); fragment krystalizowalnego

FCS - (fluorescence correlation spectroscopy); spektroskopia korelacji fluorescencji
FLC - (free light chain); tfancuchy lekkie immunoglobulin

FQT - (fluorescence quenching titration); metoda wygaszania fluorescencji
FRET - (Forster resonance energy transfer), transfer energii rezonansu Forstera
FTIR - (fourier transform infrared spectroscopy); spektroskopia w podczerwieni
z transformacja Fouriera

GNRs - nanoprety ztota

HBV - (hepatitis B virus); wirus zapalenia watroby typu B

hCG - (human chorionic gonadotropin); ludzka gonadotropina kosmoéwkowa
HIV - (human immunodeficiency viruse); ludzki wirus niedoboru odpornosci
HRE - (high resolution electrophoresis); elektroforeza o podwyzszonej rozdzielczosci
IFN-Y - interferon gamma

ITC - (isothermal titration calorimetry); izotermiczna kalorymetria miareczkowa

LCDD - (light chain deposition disease); choroba depozytow tancuchow lekkich



LCMM - (light chain multiple myeloma); choroba tancuchow lekkich

LSPR - (localized surface plasmon resonance); zlokalizowany powierzchniowy rezonans
plazmonowy

MGUS - (monoclonal gammopathy of undetermined significance); gammapatia
monoklonalnaj o nieokre§lonym znaczeniu

MRI - (magnetic resonance imaging); obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego
NMR - (nuclear magnetic resonance); magnetyczny rezonans jadrowy

NP/NPs - nanoczastka/nanoczastki

OEG - glikol oligoetylenowy

PDI - wskaznik polidyspers;ji

PEG - glikol polietylenowy

PEI - polieteroimid

PMAA - kwas polimetakrylowy

PSA - (prostate specific antigen); antygen gruczotu krokowego

PVA - polialkohol winylowy

PVP - poliwinylopirolidon

QCM - (quartz crystal microbalance); mikrowaga z oscylatorem kwarcowym

RSV - (respiratory syncytial virus) - syncytialny wirus oddechowy

SD - (standard deviation); odchylenie standardowe

SDS - s6l sodowa kwasu dodecylosiarkowego

SEC - (size exclusion chromatography); chromatografia na sitach molekularnych

SPR - (surface plasmon resonance); powierzchniowy rezonans plazmonowy

TEM - (transmission electron microscopy ); transmisyjny mikroskop elektronowy
TGF-B1 - (transforming growth factor [5); transformujacy czynnik wzrostu beta

TSC - cytrynian sodu

VEGF - (vascular endothelial growth factor ); naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu
WZW B - wirusowe zapalenie watroby typu B

Z-pot - potencjat zeta



1. Wstep

Nanotechnologia to intensywnie rozwijajaca si¢ w ostatnich latach dziedzina nauki
taczaca osiagniecia z pogranicza fizyki, inzynierii materiatlowej, biotechnologii molekularnej
I medycyny. Nanoczastki, czyli struktury, ktorych co najmniej jeden wymiar miesci si¢
W przedziale migdzy 1 a 100 nanometréw cechujg si¢ unikalnymi wiasciwosciami
fizykochemicznymi i optycznymi [1].

Nanoczastki moga by¢ wytwarzane ze: zlota, srebra, platyny, wegla, kobaltu, miedzi,
krzemu i wielu innych materiatdéw [2]. Wsrdéd nanoczastek metali szlachetnych szczegdlnie
duzo badan poswigconych jest nanoczastkom srebra (AgNPs). Wynika to z ich wyjatkowych
wlasciwos$ci fototermicznych, chemicznych i1 optycznych. Wsrdd tych wyr6zniajacych je cech
wymieni¢ mozna m.in.: pasmo absorbcji zlokalizowane w zakresie §wiatla widzialnego,
fatwo$c¢ syntezy, mozliwos¢ kontroli nad ich ksztalttem 1 rozmiarem, stabilno$¢ chemiczng oraz
tatwo$¢ modyfikacji powierzchni [3]. Nanoczastki srebra wykazuja tez wlasciwosci
bakteriobdjcze, grzybobodjcze, przeciwwirusowe, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe [4,5].
Ze wzgledu na wszystkie te cechy AgNPs sa coraz powszechniej wykorzystywane
w zastosowaniach biomedycznych. Prowadzone sa liczne prace majace na celu wykorzystanie
nanoczastek w szeroko pojetej diagnostyce laboratoryjnej, do tworzenia biosensoréw
I wykrywania okreslonych substancji (np.: alfa-fetoproteiny, hCG, PSA) czy tez diagnostyki
chorob zakaznych (np. grypy, SARS-CoV-2, hepatitis B) [6-11]. W oparciu 0 nanotechnologig¢
rozwija si¢ diagnostyka obrazowa i przemyst farmaceutyczny. Wykorzystanie nanoczastek
do celowanego transportu lekow a takze bezposrednie dziatanie przeciwbakteryjne, grzybo-
I wirusobojcze nanoczastek otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne w przypadku wielu
chorob [3,12].

Uwzgledniajac diagnostyczne i terapeutyczne, a czasami oba rdwnocze$nie zastosowania
nanoczgstek niezwykle istotne jest badanie nanomateriatow w kontekscie oddziatywan
Z biomolekutami. Szczegolnie istotng role odgrywaja tu biatka ze wzgledu na ztozonosé
budowy, wilasciwosci 1 pelnionych funkcji. Wykorzystanie nanoczastek w polaczeniu
z biatkami stanowi ciekawy i skomplikowany, ale dajacy rownoczesnie szereg obiecujacych

wynikow obszar badan [13,14].



1.1. Witasciwosci nanoczgstek metali

1.1.1. Zlokalizowany powierzchniowy rezonans plazmonowy (LSPR)

Nanoczastki metali posiadajg zdolnos$¢ silnego rozpraszania i absorbcji §wiatta. Wynika
to ze zjawiska tzw. zlokalizowanego powierzchniowego rezonansu plazmonowego (LSPR)
polegajacego na interakcji padajacego S$wiatta i plazmonow (wolnych elektronow)
nanometrowych struktur metalicznych. Dobierajac $wiatto o okreslonej dtugosci fali (dtugos¢
fali wzbudzajacej plazmon dla nanoczatek srebra lezy w zakresie $wiatla widzialnego) mozna
spowodowa¢ rezonansowe wzbudzenie chmury elektronowej. Skutkuje to silnym
rozproszeniem promieniowania oraz jego absorbcja, co daje charakterystyczny obraz widma
absorpcji [15].

LSPR silnie zalezy od rozmiaru, ksztaltu, stalej dielektrycznej nanostruktur, ale takze od
wilasciwosci dielektrycznych otaczajacego je Srodowiska [16]. Nawet niewielkie zmiany
wspolczynnika refrakcji w warstwie dielektryka lezacej bezposrednio przy powierzchni metalu
wynikajace np. z agregacji czastek czy tez adsorbcji zwigzkéw chemicznych na ich powierzchni
skutkuja zmiang dtugos$ci fali wzbudzajacej plazmon i pochtanianej w tym procesie, a co za
tym idzie - poszerzenie pasma absorbcji i przesunigcie maksimum widma (Ryc. 1).

W praktyce przesunigcie LSPR wykorzystywane moze by¢ jako metoda wykrywania
oddziatywan molekularnych blisko powierzchni nanoczastek [17]. Prowadzone sg liczne prace
nad tworzeniem testow diagnostycznych opartych o zmiany LSPR. Testy te, zawierajace
odpowiednio funkcjonalizowane nanoczastki, moga stuzy¢ do wykrywania okreslonych
substancji (np. troponiny T) czy tez diagnostyki zakazen (hepatitis B, wirus Denga, wirus grypy
H5N1) [18-20].
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Ryc. 1. Zmiany absorpcji $§wiatla wynikajace ze zjawiska zlokalizowanego powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (LSPR) dla 10 nM roztworu nanoczastek srebra po oplaszczeniu
bialkami. Zwraca uwage wysoka warto$¢ absorbancji dla roztworu o niskim stezeniu
molowym [21].

1.1.2. Funkcjonalizacja nanoczastek

Charakterystyczng cechg nanoczastek jest wysoki stosunek powierzchni do objetosci
I W zwigzku z tym duza powierzchnia reaktywna. Stosunek ten jest tym wigkszy im mniejsza
jest $rednica nanoczgstki. Kuliste nanoczastki o rozmiarach w zakresie od 1-100 nm maja
objetosé od 0.5 nm? do 500 000 nm?, pola powierzchni od 3 nm? do 30 000 nm? z czego wynika,
7e ich stosunek powierzchnia/objetos¢ waha si¢ od 6 do 0.06 nm™ [22]. Dla poréwnania
w przypadku kuleczki lateksowej o $rednicy 1 um stosowanej powszechnie w diagnostyce
laboratoryjnej wynosi on 0.006 nm™.

Kolejng wazng cechg nanoczastek srebra z punktu widzenia zastosowan biomedycznych
jest ich chemiczna reaktywnos$¢. Aby wytworzy¢ czastki o pozadanych wlasnosciach
fizycznych i chemicznych ich powierzchni¢ mozna poddaé funkcjonalizacji czyli chemicznej
modyfikacji. Funkcjonalizacja — cze¢sto rownoczesnie kilkoma réznymi zwigzkami - wptywa
na zdolno$¢ oddziatywania nanoczastek z okreslonymi substancjami chemicznymi. Pozwala
tez na wykorzystanie nanoczastek jako nos$nikéw nierozpuszczalnych materiatow (lekow,

1zotopow radioaktywnych), a takze zapewnia dlugotrwatg stabilno$¢ chemiczng i odpornos¢ na



foto- i chemiczng degradacje. Wytworzenie wielofunkcyjnych nanokompozytéw umozliwia
stosowanie nanoczgstek rownocze$nie jako narzedzia diagnostycznego i terapeutycznego [2].
Do czynnikow funkcjonalizujagcych zaliczy¢ mozemy szerokie spektrum zwigzkow:
DNA i RNA (czegsto w formie aptamerdow), antygeny biatkowe, enzymy, przeciwciata, lipidy,
leki, barwniki, zwigzki kontrastowe. Przytagczane molekuty moga by¢ funkcjonalnie aktywne
oferujac aktywno$¢ katalityczng, terapeutyczng czy detekcyjna (np. przeciwciata czy enzymy)
ale tez mogg stanowi¢ bierny element strukturalny [22]. Wybdr odpowiedniego zwigzku

podyktowany jest przeznaczeniem nanoczastek (Ryc. 2).

. _\ MNanoczastki funkcjonalizowane
( <@ — przeciwciatami stuzace do wykrywania
o

antygenu

- Manoczastki funkcjonalizowane
[ 1¥{ ‘:','T/ Y antygenami stuzace do wykrywania
-h] N, L przeciwciat

Manoczgstki funkcjonalizowane
fragmentami DMA lub RNA stuigce

[ Innd A do wykrywania komplementarnego
- - materiatu genetycznego

Ryc. 2. Przyklady funkcjonalizacji nanoczastek przeznaczonych do wykrywania wybranych
analitow [21].

Modyfikacja powierzchni nanoczgstek moze odbywac si¢ na drodze kowalencyjnego
wigzania ligandéw (chemisorbcja, wigzania siarczkowe, amidowe, itp.) ale rowniez
niekowalencyjnych oddziatywan elektrostatycznych, hydrofobowych lub sit van der Wallsa [3]
(Ryc. 3, Ryc. 4).
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Ryc. 3. Metody funkcjonalizacji nanoczastek [3].
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Ryc. 4. Przyklady typowych metod funkcjonalizacji nanoczastek za pomocg peptydéw [22].

Wybor strategii funkcjonalizacji zalezy od wielu czynnikow. Wsrod nich wymienié
nalezy rozmiar, ksztalt nanoczastek, ich strukture, ligandy powierzchniowe 1 grupy
funkcjonalne a takze rodzaj przylaczanej molekuly, jej rozmiar, struktur¢ chemiczna,

a wreszcie sam koncowy cel biokoniugacji [22].

Oddzialywania niekowalencyjne

Wséréd  oddziatywan niekowalencyjnych do funkcjonalizacji nanoczastek srebra
molekutami takimi jak DNA, peptydy, przeciwciala powszechnie wykorzystywane sg
interakcje elektrostatyczne. Ten sposob funkcjonalizacji polega na przycigganiu miedzy
dwoma przeciwnie natadowanymi powierzchniami. Dodatnio natadowane biomolekutly
adsorbowane sa dzigki oddziatywaniom elektrostatycznym na stabilizowanych anionowymi
ligandami (cytryniany, askorbiniany) nanoczastkach [16]. Bialka, a w szczegolnosci
przeciwciala, uzywane sa do funkcjonalizacji nanoczastek w ten wilasnie sposdb od czasu prac
Faulka i Taylora w 1971r. [23]. Zaleta takiej metody jest uniknigcie chemicznej modyfikacji
biomolekuty, ktéra mogtaby wplyna¢ na jej aktywnos$¢. Wykorzystujac jednak ten sposéb
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funkcjonalizacji nalezy wzia¢ pod uwage wptyw sity jonowej otaczajacego srodowiska, jego
pH oraz stezenia reagentow [3].

Nastepnym rodzajem oddzialywan niekowalencyjnych, ktore moga by¢ wykorzystywane
do funkcjonalizacji nanoczastek sa oddziatywania hydrofobowych fragmentow biatek
z hydrofobowa powierzchnig nanoczastek metalicznych lub tez z hydrofobowymi grupami
ligandéw trwale umocowanych na powierzchni NPs. Z kolei interakcje hydrofobowo-
hydrofilowe wykorzystywane sg czegsto do sekwestracji lekow czy innych substancji
biologicznie aktywnych w matrycach nanoczasteczkowych. Enkapsulacja z wykorzystaniem
nanostruktur pozwala na opracowanie nowoczesnych systeméw dostarczania lekéw
I kosmetykow w osigganiu roznorodnych celow, m.in. kontrolowane i ukierunkowane
uwalnianie okreslonych substancji o wysokim stezeniu, biokompatybilnos¢, wysoka stabilnos¢
oraz przedtuzone dziatanie [22].

Drugorzedowe interakcje miedzy grupami funkcyjnymi kowalencyjnie przytaczonymi do
powierzchni NPs 1 okre§lonych ligandow tworza kolejng grupe niekowalencyjnych
oddziatywan. Najbardziej typowym przykladem znajdujacym szerokie zastosowanie
w technikach laboratoryjnych jest kompleks awidyna-biotyna uznawany za jedno
Z najsilniejszych niekowalencyjnych oddziatywan wystepujacych w przyrodzie, ze stala
asocjacji (Ka) wynoszaca 10®°M? [22]. Latwos¢ wigzania awidyny (lub jej analoga
streptawidyny) z biotyng i1 szeroka gama dostepnych na rynku odczynnikow zawierajacych te
biatka powoduje, ze kompleks ten jest niemalze rutynowo stosowany w badaniach nad

wykorzystaniem NPs.

Oddziatywania kowalencyjne

W poréwnaniu do oddziatywan niekowalencyjnych wigzania kowalencyjne zapewniajg
wiekszg stabilno$¢ 1 powtarzalnos¢ funkcjonalizacji. W zaleznosci od konkretnych wtasciwosci
1 budowy nanoczastek oraz przytaczanych biomolekut wigzanie moze zachodzi¢ bezposrednio
migdzy biomolekuta a powierzchnig nanoczastki lub tez przylaczonym do niej ligandem.

Bezposrednie laczenie jest zwykle wynikiem wigzan koordynacyjnych (chemisorpcja).
Przyktadem tego jest oddziatywanie nanoczastek metali z grupami tiolowymi biatek, peptydow
lub modyfikowanych czastek DNA. Wigzania kowalencyjne moga ulega¢ dalszym zmianom
pod wptywem zmiany pH, utleniania czy podmiany podstawnikow. Mozna je jednak wzmocnié¢

przez zwigkszenie liczby interakcji (np. stosowanie ligandow wielotiolowych) [22].
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Do grup funkcyjnych wykorzystywanych w reakcjach sprzegania naleza grupy aminowe,
tiolowe, karboksylowe, aldehydowe, hydroksylowe (Ryc. 5).

R-COOH
Carboxylate

R-SH |
Thiol

R-H
Hydrogen =" Hydroxyl
R-C(=O)R’
Ketone

Ryc. 5. Grupy funkcyjne najczesciej wykorzystywane do sprzegania nanoczgstek z bialkami [3].

Poniewaz bezposrednie wigzanie biomolekul do nanoczastek moze wywotywaé zmiany
wpltywajace na ich aktywno$¢ biologiczng, wiele systemow funkcjonalizacji nanoczastek
wykorzystuje dwufunkcyjne taczniki (linkery). Do powszechnie stosowanych linkeréw naleza
glikol oligoetylenowy (OEG) i polimery PEG modyfikowane grupami aminowymi (—NHas+),
karboksylowymi  (-COO-), izotiocyjanianowymi (—N=C=S) lub  maleimidowymi
(H2C2(CO)2NH). Dzigki obecnosci tych grup mozliwe jest zachodzenie konwencjonalnych

reakcji sprzegania, takich jak estryfikacja czy amidacja [2].

1.1.3. Oddziatywania nanoczastki - biatka, tworzenie korony biatkowej wokét
nanoczastek

Grupa zwigzkéw szeroko badanych i1 opisywanych w pismiennictwie w kontekscie
oddziatywan z nanoczagstkami sg biatka. Ze wzgledu na swoja zlozono$¢ strukturalng
I wszechstronne znaczenie biologiczne (enzymy, przeciwciala, biatka strukturalne, sygnatowe,
transportowe) sa one wyrdzniajaca sie grupg wérod innych biomolekut [16]. Szczegdlnie rolg
odgrywaja tu przeciwciala. Biatka te sg czgScig uktadu immunologicznego, biorg udziat
W neutralizacji toksyn i patogenéw oraz w modulacji odpowiedzi odpornosciowej. Maja

zdolnos$¢ specyficznego i1 selektywnego rozpoznawania konkretnych komorek, antygendéw
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dzieki czemu pozwalaja m.in. na umieszczenie skoniugowanych z nimi nanoczgstek
w odpowiednim miejscu (np. tkance nowotworowej) [24].

Zainteresowanie biatkami w kontekscie funkcjonalizacji nanoczastek wynika z kilku
faktow. Biatka sktadaja si¢ z fancuchéw aminokwas6w potaczonych wigzaniami peptydowymi.
Ich masa czasteczkowa wynosi od okoto 6 kDa do kilku megadaltonow. W zaleznosci od masy
czasteczkowej 1 konformacji przestrzennej maja one rozmiary rzedu kilku nanometréw.
Wiasnosci biatek wynikaja z ich struktury pierwszorzedowej (sekwencja aminokwasow),
struktury drugorzgdowej (faldowanie tancuchow peptydowych, na przyktad a-helisa lub
B-harmonijka), trzeciorzedowej (trojwymiarowe faldowanie) i czwartorzgdowej (dla
kompleksow wiecej niz jednego biatka). Ztozono$¢ strukturalna bialek pozwala na
wykorzystanie w procesach funkcjonalizacji roznorodnych grup funkcyjnych wystepujacych
w aminokwasach. Interakcje miedzy powierzchnig biatek a innymi molekutami czy strukturami
zachodza gltownie dzigki niekowalencyjnym wigzaniom wodorowym, oddzialywaniom
elektrostatycznym i hydrofobowym [14]. Badania eksperymentalne utatwia fakt, ze biatka i ich
koniugaty sg komercyjnie dost¢pne. Przygotowanie nanoczastek optaszczonych biatkami jest
tatwe, szybkie i mozliwe na rdzne sposoby. Pozwala to na synteze stabilnych i funkcjonalnych
nanoczastek wykorzystywanych zaréwno w diagnostyce laboratoryjnej, diagnostyce obrazowej
jak i terapii [24].

W ogdlnych, ,idealnych” zatozeniach, funkcjonalizacja NPs biatkami powinna
przebiegac z kontrolg nastepujgcych wiasciwosci (Ryc. 6):

1) Stosunku molowego ilosci przytaczanych biomolekut przypadajacych na jedna
nanoczastke. Rozne zastosowania biomedyczne zwykle wymagaja innego stosunku molarnego.
Waznym nastepstwem mozliwosci kontroli nad iloscia przylaczanych biomolekul jest
mozliwos¢ doktadnego przewidywania liczby dostepnych miejsc koniugacji na danej NP.

2) Orientacji przestrzennej przytaczanych ligandow i NPs. Aktywnos¢ biatek, enzymow
I przeciwcial zalezy od dostepnosci ich centrow aktywnych lub miejsc wigzania. Nieswoiste
reakcje chemiczne lub oddziatywania elektrostatyczne moga powodowaé zmiany
konformacyjne bialek i tym samym zaburza¢ aktywnos$¢ biatek w koncowym koniugacie.

3) Wzglednej odleglosci ligandéw od NPs. Niektore zastosowania wymagaja, aby byta
to $cisle okreslona odleglos¢, np. schematy wykrywania wykorzystujace energi¢ rezonansu
Forstera lub transfer elektronow.

4) Powinowactwa (sity wigzania). W niektorych kompleksach nanoczastka - biatko
potaczenie powinno by¢ trwate, podczas gdy w innych bardziej pozadane jest labilne

polaczenie, na przyktad w przypadku dostarczania lekow za posrednictwem NPs.
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5) Optymalnej funkcji i aktywnosci zaré6wno nanoczastek, jak 1 przylaczanych
biomolekut. Funkcjonalizacja nie powinna zmienia¢ wlasciwosci  strukturalnych
i funkcjonalnych biatek ani stabilnosci i wtasciwosci optoelektrycznych samych NPs.

6) Odtwarzalnosci warunkow reakcji [22].

Protein

1 - NP,:protein,

4-afﬁnity—§\ |

) ‘b 2 _bin_ding §ite
\ UR‘“ orientation

2 r T ~
3 - distance . protein
% 2,3- orientation
! distance

Ryc. 6. Schematyczne przestawienie 6 podstawowych zasad skutecznej funkcjonalizacji [22].

Biorac pod uwage ww. zaloZzenia waznym problemem czgsto poruszanym
W pismiennictwie jest tworzenie tzw. korony biatkowej w interakcjach nanoczastki —
biatka [25,26]. Jest to skomplikowany proces, ktorego przebieg zalezy od wielu czynnikow.
W zalezno$ci od materialu wyjsciowego, rozmiardw nanoczastek, ich tadunku
powierzchniowego a takze rodzaju substancji stabilizujacych nanoczastki, efekt oddziatywan
nanoczgstka — bialko jest rozny. Jest to istotne w kontekScie wykorzystania nanostruktur do
diagnostyki ptynow ustrojowych.

Omawiajac interakcje miedzy nanoczastkami 1 biatkami nalezy wzia¢ pod uwagg kilka
waznych czynnikow. Pierwszym z nich jest stosunek wielko$ci mig¢dzy nanoczastka

a biatkiem (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Porownanie wielko$ci obiektow o rozmiarach nano [14].

Biatka maja rozmiary rzedu kilku nanometréow [27]. Przeciwcialo o masie molekularnej
150 kD ma wielko$¢ okoto 14.5 nm x 8.5 nm x 4 nm [28]. Wplywa to na sposob wzajemnego
oddziatywania biatek i nanoczastek. Jesli nanoczgstka jest duzo wieksza od biatka wtedy
we wzajemnych oddziatywaniach jest ona traktowana jak powierzchnia dwuwymiarowa. Jesli
rozmiary nanoczastki i biatka s3 porownywalne prawdopodobnie beda one oddzialywacé ze soba
jak dwa biatka lub jak dwie nanoczastki. W przypadku bardzo matych nanoczastek i duzych
biatek mozemy przewidzie¢ sytuacje, w ktorej nanoczgstka moze oddziatywaé z konkretnym
epitopem powierzchniowym lub miejscem wigzacym biatka [14].

Rozmiar nanomateriatéw jest waznym czynnikiem przy okreslaniu jakos$ciowego
I ilosciowego sktadu zaadsorbowanych biatek na powierzchni nanoczastek. Podczas gdy
niektore raporty sugerujg zmiany tylko w ilo$ci zwigzanego biatka w zalezno$ci od wielkosci
nanoczastek to inne badania wskazuja na zarowno iloSciowe jak 1 jakoSciowe zmiany
w koronach biatkowych. Stwierdzono, ze réznica srednicy nanoczastek rzedu 10 nm ma
znaczacy wptyw na kompozycj¢ korony biatkowej nanoczastek [29].

Kolejnym waznym czynnikiem majacym wptyw na tworzenie i sktad korony biatkowe;j
sg cechy powierzchni nanoczastek tzn. ich tadunek i hydrofobowos¢/hydrofilnos¢ [29].

Trzeba podkresli¢, ze powierzchnia nanoczastki zawsze jest pokryta substancjami
stabilizujacymi (uzytymi w trakcie syntezy w celu utrzymania stabilnosci koloidalnej czastek),
ktore nadaja jej okreslony fadunek [14].
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Zgodnie z ogdlnie przyjeta koncepcja ujemnie natadowane nanoczasteczki przyciagaja
dodatnio natadowane biatka 1 odwrotnie. Biatka o pI> 5,5 wykazuja powinowactwo do
nanoczastek ujemnie natadowanych (nanoczastki z kwasowymi grupami funkcyjnymi np.
powszechnie stosowane nanoczgstki srebra stabilizowane jonami cytrynianowymi), natomiast
biatka o pl <5,5 maja powinowactwo do nanoczastek dodatnio natadowanych. W takich
przypadkach oczekuje si¢, ze adsorpcja biatka na powierzchniach nanoczastek bedzie
spowodowana gtownie oddziatywaniami kulombowskimi [30]. Poniewaz jednak wigkszos¢
biatek osocza ma tadunek ujemny przy fizjologicznym pH (wigkszo$¢ biatek osocza ma pl
w zakresie 4,5-8), oddzialywanie biatek osocza z ujemnie natadowanymi nanoczastkami oparte
na fadunku jest znacznie bardziej ztozone. Mozliwe sa np. interakcje elektrostatyczne migdzy
specyficznymi domenami powierzchniowymi biatek, ktore posiadajg tadunek komplementarny
do tadunku powierzchni nanoczastek. W badaniu Maffre et al. nad adsorpcja trzech bialek
ludzkiej surowicy - albuminy, apolipoproteiny A-lI i apolipoproteiny E4 na ujemnie
naladowanych (karboksylowanych) nanoczastkach FePt zaobserwowano wzrost promienia
hydrodynamicznego nanoczastek w miare wzrostu stezenia biatka. Swiadczyto to o utworzeniu
korony biatkowej wokot nanoczastek. Wyliczony wspotczynnik dysocjacji wskazywat na
elektrostatyczne interakcje miedzy bialkiem a nanoczgstkami. Badania strukturalne biatek
ujawnity obecno$¢ dodatnio natadowanych obszarow na ich powierzchni, co sugerowato, ze
czasteczki biatka oddziatuja elektrostatycznie z powierzchnig nanoczastek [31]. Dodatkowo
wykazano bezposredni zwigzek migdzy gestoscig tadunku powierzchniowego nanoczastek
a profilami adsorpcji biatek. Im wyzsza gestos¢ tadunku powierzchniowego nanoczastek tym
wigksza byta adsorpcja biatek surowicy [32].

Oprécz tadunku powierzchniowego na formowanie korony biatkowej zaréwno pod
wzgledem iloSciowym, jak i1 jakosciowym wptywa hydrofobowos¢/hydrofilnos¢ nanoczastek.
Biatka osocza szybciej 1 tatwiej adsorbujg si¢ na nanoczastkach posiadajacych hydrofobowe
powierzchnie. Jest to o tyle zrozumiate, Zze szereg biatek osocza (albumina, apolipoproteiny)
ma struktury hydrofobowe zaangazowane w transport hydrofobowych substancji
lipidowych [29].

Kolejnym czynnikiem majgcym znaczenie przy tworzeniu korony biatkowej jest czas.
Mozna wyrozni¢ dwa etapy tworzenia si¢ korony biatkowej: ,,wczesny” — gdy na
nanoczgstkach oplaszczaja si¢ biatka posiadajace niska sile wigzania lecz duza ruchliwos¢,
powstaje wtedy tak zwana ,;migkka” korona (soft). W drugim etapie - ,,p6znym”- biatka
,miekkiej” korony sg wypierane przez inne, o wysokiej sile wigzania w stosunku do

nanoczastek i powstaje wowczas korona ,,twarda” (hard). Nalezy podkresli¢, ze badanie sktadu
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korony biatkowej jest trudne gdyz wymiana bialek jest procesem dynamicznym [26].
Wykazano tez, ze najpierw adsorbujg si¢ biatka wielko- i matoczasteczkowe, a dopiero po
przedtuzonej inkubacji — $rednioczasteczkowe. Istotne znaczenie ma tez wzgledna 1lo$¢ biatek
w osocza. Pierwszymi biatkami zaadsorbowanymi na nanoczastkach sa albumina, IgG
I fibrynogen, ktore pdzniej sa zastgpowane apolipoproteinami i czynnikami krzepniecia [33].
Badania wskazuja tez na istotny wplyw temperatury (grubo$¢ korony biatkowej) i skladu
(st¢zenia) bialek osocza na tworzenie si¢ korony biatkowej [34,35].

Nanoczastki wprowadzane sa do organizmu w roznych celach: celowana terapia,
bezposrednie dziatanie bakteriobdjcze, bakteriostatyczne, jako $rodki kontrastowe
W obrazowaniu diagnostycznym. Wprowadzenie nanomaterialdéw do systemoéw biologicznych
wigze si¢ z oddziatywaniem nanoczgstek z obecnymi w ptynach ustrojowych zwigzkami:
biatkami, kwasami nukleinowymi, lipidami. Szczegdlne znaczenie majg tu biatka, poniewaz
ich adsorbcja na powierzchni nanoczastek (tworzenie korony biatkowej) moze skutkowac
wieloma zmianami dotyczacymi zardwno nanoczastek jak i samych biatek.

Z molekularnego punktu widzenia efektem oddziatywan nanoczastki - biatko moze by¢:
opsonizacja, formowanie korony biatkowej, denaturacja biatek, tworzenie kompleksow
NP-biatko zmieniajacych strukture i funkcje bialka, aktywacja szlakéw sygnatowych czy tez
stymulowanie odpowiedzi immunologicznej [36].

Kompozycje korony biatkowej uwaza si¢ za wazng dla interakcji NPs z r6znymi typami
komorek (pobieranie, akumulacja w narzadach, usuwanie z komorki) i w efekcie odpowiedzi
biologicznej organizmu (stan zapalny, reakcje immunologiczne).

Prawidlowa struktura bialek jest niezbedna do tego, aby petnity one swoje funkcje [37].
Opisano tymczasem przypadki zmian konformacyjnych biatek po ich przytaczeniu si¢ do
nanoczastek [37-39]. Zrozumienie mechanizméw tych zmian i procesu nieprawidlowego
faldowania si¢ bialek w wyniku interakcji z nanoczgstkami jest bardzo wazne w konteks$cie
biomedycznych zastosowan nanoczgstek. Nieprawidlowe faldowanie si¢ biatek prowadzi¢
moze do wytworzenia zagregowanych form biatek (amyloidu) odpowiedzialnego za takie
choroby jak: choroba Alzheimera, Parkinsona, cukrzyca typu Il czy AL amyloidoza [37].
Bioragc pod uwage fakt, ze nanoczastki powodujac zmian¢ konformacji biatek moga
stymulowa¢ ich agregacje¢ niezwykle interesujgca wydaje si¢ mozliwos¢ wykorzystania

nanoczastek jako narz¢dzia do wykrywania patologicznych form biatek [40,41].
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1.2. Synteza nanoczqstek metali

Nanoczastki srebra o réznych rozmiarach i ksztattach wykorzystywane sg w wielu
dziedzinach medycyny. Specyficzne wtasciwosci fizyczne, chemiczne i optyczne nanostruktur
determinujg ich konkretne zastosowanie. Wiasnosci te mozemy modyfikowa¢ wybierajac
odpowiedni sposob syntezy.

Strategie syntezy nanoczastek mozemy ogdlnie podzieli¢ na techniki ,,top — down” gdzie
z materialu nierozdrobnionego otrzymuje si¢ izolowane grupy atomoéw (cigcie, mielenie,
Scieranie, fotolitografia) i techniki ,,bottom up”, w ktorych ze zwiazkow prekursorowych
powstajg jadra (zarodki) ulegajace nastgpnie wzrostowi. Podstawowe wady technik “top-down”
to niska wydajnos¢ 1 niedoskonatosci struktury powierzchni powstajacych nanoczastek.
Powszechniej stosowane sg metody ,,bottom up”, w ktéorych standardowymi reagentami
uzywanymi w procesie syntezy s3: sole metali - jako zwigzki prekursorowe, czynniki
redukujace, czynniki oplaszczajace (stabilizatory) oraz rozpuszczalnik. Metody te pozwalaja

na uzyskanie nanoczgstek o $cisle okre$lonych rozmiarach i ksztattach [4,42].

Istnieje wiele metod syntezy nanoczastek. Do trzech gtownych grup naleza: metody

fizyczne, chemiczne i biologiczne.

19



A Top-down method Bottom-up method B
Mirror

and

Pulsed Laser

® & 2
o lens
Bulk form AgNPs
A (if) Growth Chemical
) Nanoparticle process method
Physical Powder synthesis
formation Y i y
method Biological Cell filled
method with the
(1) Nucleation solvent
I
CUN P
2 0 o Metal target
AgNPs Atom
C
4 [ [
> 8 2e & % & a
> ° e o
° @ <« . -~y =)
L Sirsie " 4 4 ° o % [ ) ) )
- Reducing reagent ° o Q S 3
for chemical synthesis .
Reduction Nucleation Nuclei growth AgNPs
and coalescence
D

Ag* O

N23' NADH-dependent nitrate reductase
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1.2.1. Metody fizyczne

W metodach fizycznych wykorzystywane sa m.in. mikrofale, ultradzwigki, naswietlanie,
mechaniczne rozdrabnianie. Fizyczna synteza AgNPs obejmuje technike odparowanie-
kondensacja oraz technike ablacji laserowej. Oba te podejécia pozwalajg na wytwarzanie
duzych ilosci AgNPs o wysokiej czystosci bez uzycia odczynnikow chemicznych
I wytwarzania toksycznych substancji zagrazajgcych zdrowiu i sSrodowisku. Ze wzgledu jednak
na brak uzycia zwiazkéw stabilizujacych problemem staje si¢ agregacja nanoczastek. Wada
tych metod jest tez wysokie zuzycie energii i konieczno$¢ uzycia skomplikowanego

sprzetu [4,43].
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1.2.2. Metody chemiczne

Metody chemiczne sg najpowszechniej stosowane do syntezy nanoczgstek metali
szlachetnych. Polegaja one na redukcji chemicznej soli metali w roztworach wodnych lub
w rozpuszczalnikach organicznych.

Reduktorami sa zwigzki zapewniajace wolne elektrony do procesu redukcji jonow srebra.
Do najczesciej wykorzystywanych reduktorow chemicznych nalezg: glukoza (CsH120s),
hydrazyna (N2Ha), askorbinian (CsH7NaOs), glikol etylenowy (C2HeO-), N-dimetyloformamid
(DMF), wodor, dekstroza, cytrynian (metoda Turkevicha) i borowodorek sodu (metoda
Brust — Schiffrin) [43]. Rodzaj reduktora wplywa na wielko$¢ wytwarzanych nanoczastek.
Uzycie silnego reduktora (np. borowodorku) powoduje syntez¢ matych monodyspersyjnych
koloidow, natomiast zastosowanie stabszego reduktora, np. cytrynianu pozwala na syntezg
wigkszych nanoczastek, a rownoczesnie sprzyja kontrolowaniu ksztattu i rozktadu wielkosci
AgNPs [44].

Najpowszechniejszg metoda syntezy nanoczgstek ztota jest tzw. metoda Turkevicha,
W ktorej zrodlem jonow zlota jest kwas chloroztotowy a reduktorem cytrynian, uzyskuje si¢
tym sposobem nanoczgstki srednicy okoto 10 nm [45]. Do syntezy nanoczastek srebra stosuje
si¢ metode Lee-Meisel (bedaca modyfikacja metody Turkevicha), w ktérej zrodtem jonow
metalu jest azotan srebra (metoda ta daje szeroki rozktad wielkosci nanoczastek) [46]. Aby
uzyskac nanoczastki srebra o srednicy okoto 10 nm wykorzystuje si¢ czesto metodg Creightona
polegajaca na redukcji AgNO3 borowodorkiem sodu (NaBHa4) [47].

Podczas syntezy AgNP niezwykle wazna jest stabilizacja zdyspergowanych nanoczastek.
Czynniki optaszczajace (stabilizujace) sa uzywane by zapewni¢ stabilno$¢ nanoczastek
W roztworze 1 utrzymac¢ nanoczgstki w odlegtosci zapobiegajacej ich agregacji. Do zwiazk 6w
stabilizujacych nalezg substancje drobnoczasteczkowe jak i polimery. Najpowszechniejszymi
stabilizatorami sg cytrynian, poliwinylopirolidon (PVP), glikol polietylenowy (PEG), kwas
polimetakrylowy (PMAA), chitozan, celuloza [48].

Wykorzystujac  konkretne zwigzki oplaszczajagce moze nadawaé¢ powierzchni
nanoczastek odpowiedni tadunek. Dzigki obecnosci grup kwasnych (siarczanowych,
karboksylowych) w substancjach stabilizujgcych powierzchnia nanoczastek zyskuje tadunek
ujemny. Z kolei grupy aminowe (bromek heksadecylotrimetyloamoniowy — CTAB, cystamina,
PEI) nadajg im tadunek dodatni. Do$¢ czesto stosuje si¢ takze niejonowe czynniki stabilizujgce
zwigkszajace hydrofilowo$¢ powierzchni metalu. Naleza do nich drobnoczasteczkowe

detergenty niejonowe - mieszanina polioksyetylenowych pochodnych sorbitanu — Tween lub
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wielkoczasteczkowe  polimery  hydrofilowe —  glikol  polietylenowy, celuloza,
poliwinylopirolidon i inne [2].

W metodach chemicznych syntezy nanoczastek jako rozpuszczalnik najczesciej
stosowana jest woda, chociaz wykorzystuje si¢ tez rozpuszczalniki, ktore petnig jednoczesnie
role reduktora i czynnika optaszczajacego, np.: N, N- dimetyloformamid (DMF) oraz glikol
polietylenowy (PEG)[4].

Modyfikujac warunki syntezy (rodzaj czynnika redukujacego i jego potencjat
redukcyjny, stosunek molowy czynnika redukujacego do prekursora, obecno$¢ czynnika
optaszczajacego oraz przez zmian¢ warunkow reakcji: predkos¢ mieszania, temperature
reakcji, o$wietlenie, pH lub czas prowadzenia reakcji) mozemy wptywac na, ksztalt oraz

morfologia powierzchni uzyskanych czgstek [4].

1.2.3. Metody biologiczne

Biologiczne metody syntezy nanoczastek (,,green chemistry”’) sa odpowiedzig na obawy
ekologdw zwigzane z potencjalnym ryzykiem zwigzanym ze stosowaniem toksycznych
srodkoéw chemicznych i powstawaniem niebezpiecznych produktow ubocznych w procesach
syntezy nanoczastek. Wykorzystuje si¢ w nich szeroka game przyjaznych dla srodowiska
srodkow redukujacych, stabilizujacych i rozpuszczalnikow. Nalezg do nich m.in. naturalne
wyciagi roslinne (kawa, herbata) oraz ekstrakty grzybowe i bakteryjne, kwasy tluszczowe
(kwas cholowy, stearynowy, palmitynowy i laurylowy) [49]. Mikroorganizmy i ekstrakty
ro$linne stanowig cenng alternatywe dla innych reagentow stosowanych w syntezach
fizykochemicznych. Podkres$lane zalety tej metody to szeroka dostgpno$¢ naturalnie
wystepujacych srodkoéw redukujacych i stabilizujacych, szybkos¢ 1 stabilno$¢ powstajacych
roztworow. Istniejg jednak sprzeczne doniesienia co do mozliwos$ci sprawowania kontroli nad
ksztalttem 1 rozmiarem powstajacych nanoczgstek zwigzany z rdéznorodnoscia 1 duza

zmiennoscig sktadu naturalnych produktéw biologicznych [4,18].
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1.3.  Wykorzystanie nanoczgstek w medycynie

Nanomaterialty wykorzystywane sa3 w wielu obszarach medycyny. Wchodza w skiad
platform (no$nikoéw) do celowanego transportu lekéw, a takze - ze wzgledu na wlasciwosci
bakteriobdjcze i przeciwzapalne - wykorzystywane sa w bezposredniej terapii. Mozliwosc¢
wygaszania oscylacji plazmondw i przeksztalcania energii fotonu w energi¢ cieplna pozwala
na uzycie nanoczastek w fototermalnej terapii plazmonowe] zwigzanej z termicznym
niszczeniem tkanek nowotworowych [50].

Poza zastosowaniami terapeutycznymi nanotechnologia przyniosta szybki rozwoj
technologii diagnostycznych w dziedzinach medycznych, ktére mozna podzieli¢ na 2 gtowne
aspekty: diagnostyczne obrazowanie (wzmacnianie sygnatow rezonansu magnetycznego)

| szeroko pojeta diagnostyke laboratoryjng.

1.3.1. Zastosowanie nanoczgstek ztota i srebra w diagnostyce laboratoryjnej

Istnieja liczne prace eksperymentalne dotyczace zastosowania nanoczgstek do
konstrukcji laboratoryjnych testoéw diagnostycznych. Najczgsciej wykorzystywane sa
nanoczgstki zlota i srebra ze wzgledu na tatwos¢ ich syntezy, biokompatybilnos¢,
zlokalizowanie pasma absorbcji w zakresie $wiatla widzialnego, stabilnos¢ powierzchniowa
| tatwos¢ modyfikacji ich powierzchni [3].

Zasady dzialania poszczegélnych testow sg zroznicowane i wykorzystujg czasem
unikalne oddziatywania miedzyczasteczkowe. Do najpowszechniejszych sposobow nalezg -
oddziatywania enzym — substrat, antygen — przeciwcialo, oddzialywania kwasow
nukleinowych, reakcje redoks. Bioragc pod uwage szerokie mozliwosci modyfikacji
nanoczastek mozna je wykorzysta¢ do detekcji roznego rodzaju zwigzkoéw [51]. Dodatkowo,
wspotczynniki absorbcji molowej nanoczastek metali sg o wiele rzedéow wyzsze od rutynowo
stosowanych w diagnostyce fluoroforow (Ryc. 9), co powoduje, ze czulo$¢ testow

z wykorzystaniem nanoczastek jest bardzo duza [4,52].
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Fluorofor Molowy wspétczynnik absorbcji
AgNPs (10 nm) 556 000 000 M-Icm1
AgNPs (20 nm) 4180 000 000 M-1Icm!
AuNPs (nanoprety) 4400 000 000 M-1cm1
Dnp (2,4-Dinitrofenol) 17 300 M-1cm-1
Tyrozyna 1490 M-1cm'!
Tryptofan 5500 M-1cm1
Cystyna 180 M-1cm1

Ryc. 9. Przyklady wspolczynnikéw absorbcji molowej réznych fluoroforéw [6,53-56].

Opisywano testy z nanoczastkami zlota oplaszczonymi aptamerami -
kilkunastonukleotydowymi fragmentami majacymi powinowactwo nie tylko do DNA czy
RNA, ale tez do biatek - funkcjonalnie przypominajgcymi przeciwcial [16,57]. Testy
wykorzystujace ogromng czuto$¢ ukladéw nanoczasteczkowych funkcjonalizowanych
oligonukleotydami stuzace do wykrywania genomowego DNA lub RNA. Testy te opieraja si¢
na wspomnianym juz mechanizmie dziatania nanoczastek tj. wzmocnieniu rozpraszania
swiatta. Co istotne sam proces detekcji nie wymaga wczesniejszej amplifikacji materiatu
genetycznego [58]. Testy takie stuzg m.in. do wykrywania wirusa grypy, okreSlania
wrazliwosci pacjentbw na warfaryne (genotypowanie), wykrywania infekcji uktadu
oddechowego (wirusy RSV, grypy A/B), przewodu pokarmowego (Clostridium
dificille) [9,59]. Trwaja prace nad wykorzystaniem funkcjonalizowanych AuNPs
w wykrywaniu onkogendw, markerow nowotworowych i broni biologicznej [3].

Jednym z najczestszych sposobow funkcjonalizacji nanostruktur jest ich oplaszczanie
przeciwciatlami. Nanoczastki stuzg wtedy do wykrywania okreslonych, komplementarnych
antygenow, np. HBsAg, alfa-fetoproteiny [6,7,11].

Wykorzystujac klasyczne reakcje antygen - przeciwciato opracowano ilosciowy test do
wykrywania antygenu HBs stosowany w diagnostyce WZW B. Nanoprety ztota (GNRs)
znakowane sg przeciwciatami anty-HBs. Potaczenie si¢ przeciwcial z antygenem powoduje
zmian¢ grubosci bezposredniej warstwy otaczajacej nanoprety. Pocigga to za sobg zmiang
wspotczynnika refrakcji w bezposrednim otoczeniu GNRs i przesunigcie LSPR monitorowane
za pomocg metod spektrofotometrycznych [11].

To samo zatozenie metodyczne — reakcj¢ immunologiczng - wykorzystano w tescie do
wykrywania alfa-fetoproteiny — markera guza watrobowokomorkowego. Tutaj jednak efektem
sprz¢gania antygen — przeciwcialo jest agregacja nanostruktur ztota powodujaca przesunigcie
LSPR monitorowane za pomocg spektroskopii UV-Vis i widoczna w mikroskopie
elektronowym [6].
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Podejmuje si¢ prace zwickszajace funkcjonalnos¢ testow opartych na nanoczastkach tak,
by stuzyly one nie tylko do oznaczen jakosciowych czy ilosciowych. Jednym ze sposobow
okazalo si¢ uzycie drugiej warstwy przeciwciat (zasada ,,kanapki”). To ciekawe rozwigzanie
zastosowano w tescie do wykrywania toksycznych oligomeréw amyloidu 3 (ADDLs - ligandy
bedace pochodnymi amyloidu B) — jako biomarkera choroby Alzheimera. Wykorzystujac dwie
warstwy przeciwcial (przeciwcialo drugorzedowe wzmacniajace sygnat) mozliwy jest nie tylko
ilosSciowy pomiar antygenu (ADDLs), ale rowniez analiza mechanizméw agregacji
patologicznego biatka, co moze by¢ pomocne w zrozumieniu mechanizméw choroby
Alzheimera [60].

Reakcja antygen - przeciwciato moze przebiegac nie tylko w roztworach wodnych (testy
probowkowe), ale tez na paskach testowych (tanie, proste, czute testy do szybkiej diagnostyki).
Zasada dziatania testow polega na tym, ze roztwor odpowiednio funkcjonalizowanych
nanoczastek jest naniesiony na pole testowe paska. W obecnosci analitu w badanym materiale
dochodzi do reakcji receptor - analit i zmiany zabarwienia paska [8,61]. Opracowano szybkie
testy paskowe z wykorzystaniem nanoczastek stuzace m.in. do: wykrywania obecnosci hCG
W moczu (testy cigzowe); wykrywania werotoksyny produkowanej przez enterokrwotoczne
E. coli (EHEC) i zanieczyszczajacej zywnos¢, identyfikacji immunoglobulin IgE zwigzanych
z kilkoma roznymi alergenami i pozwalajace na szybka diagnostyke zagrazajacej zyciu
nadwrazliwos$ci alergicznej [8,62,63].

Testy paskowe z nanoczgstkami zlota wykorzystuje si¢ tez do pomiardOw stezenia
wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin w surowicy — jest to jedna z niewielu metod
wykrywania tych waznych biatek [24].

Stworzone tez zostaly testy z uzyciem nanoczastek srebra lub zlota wykorzystujace
odmienne zatlozenie metodyczne wtedy gdy reakcja antygen - przeciwcialo hamuje agregacje
nanostruktur wywotang innym czynnikiem destabilizujagcym [64,65].

Interakcje substancja badana — receptor na powierzchni nanoczgstki wptywaja w roézny
sposob na sygnat zwigzany z wtasciwosciami nanoczastek. Efekty reakcji immunologicznych
opisywane w pracach cytowanych powyzej moga by¢ rozne: agregacja nanostruktur
monitorowana spektrofotometrycznie lub widoczna jako sedymentacja, zahamowanie
agregacji, przesunigcie maksimum LSPR (red-shift), zmiany zabarwienia roztworu widoczne
makroskopowo. Zalezy to od rodzaju materialu z jakiego wykonane s3 nanoczastki, ich
rozmiaréw, sposobu funkcjonalizacji czy tez specyfiki reakcji receptor — badany zwigzek.

Kolejnym waznym aspektem zwigzanym z wykorzystaniem nanoczastek do tworzenia

modeli diagnostycznych jest tzw. potencjat elektrokinetyczny (potencjat zeta). Jest to potencjat
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wystepujacy przy powierzchni ciata statego lub innych czastek rozproszonych kontaktujace;
si¢ z roztworem elektrolitu. Zwigzany jest z istnieniem podwodjnej warstwy elektrycznej wokot
czastek koloidu i utworzony na granicy faz — fazy adsorbcyjnej i dyfuzyjnej. Powtoka
adsorbcyjna powstaje w wyniku gromadzenia si¢ jonéw na powierzchni fazy stalej nadajac
czastkom koloidu tadunek elektryczny. Powtoka dyfuzyjna (rozmyta) tworzy sie¢ w wyniku
przyciggania elektrostatycznego jonéw natadowanych przeciwnie. W zaleznosci od materiatu
z jakiego sg utworzone nanoczastki, uzytych substancji stabilizujacych, osrodka w ktorym sg
zawieszone, majg one roézny potencjal zeta. Ma to wpltyw na mozliwosci ich funkcjonalizacji
a takze oddziatywania z biatkami [25]. Sam pomiar potencjatu zeta nanoczastek moze tez by¢

wykorzystywany jako narzedzie do detekcji okreslonych substancji [64].
1.3.2. Zastosowania terapeutyczne nanoczastek

Wykorzystanie nanoczastek metali w medycynie obejmuje nie tylko diagnostyke, ale rowniez

szerokie spektrum zastosowan terapeutycznych.

Fototermalna terapia plazmonowa (PPT)

Bardzo wysokie wspoOtczynniki absorpcji zwigzane ze zjawiskiem wzbudzenia
plazmonéw powoduja powstawanie oscylacji elektrondw w obrgbie nanoczastek. Wygasaniu
tych oscylacji towarzyszy przeksztatcenie energii fotonu w energie termiczng i lokalny wzrost
temperatury. Optaszczone przeciwcialem rozpoznajagcym antygeny nowotworowe nanoczastki
metali gromadza si¢ na powierzchni komoérek nowotworu. Stosujac §wiatlo o okreslonej
dhugosci fali oraz wykorzystujac wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na wysoka temperature
mozna spowodowac fototermiczng destrukcje tych komorek. Nanoczastki moga by¢ tak
dobrane aby wzbudzalo je $wiatto z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR - 650-900 nm), ktore
tatwo przechodzi przez tkanki minimalnie oddzialujac z woda i hemoglobing. Umozliwia to
niszczenie nowotworéw zlokalizowanych gleboko wewnatrz narzadéw. Trwaja prace nad
wykorzystaniem fototermalnej ablacji laserowej w leczeniu guzdéw litych glowy i szyi,

nowotworow piersi, jajnika [66].

Celowany transport lekow

Nanoczastki metali poddaja si¢ tatwo funkcjonalizacji ré6znymi biomolekutami czy
substancjami chemicznymi, w tym lekami. Biorgc pod uwagg ich nanometrowy rozmiar,

zdolno$¢ do przechodzenia przez btony komoérkowe i mozliwo$¢ akumulacji w tkankach guza
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moga by¢ one wykorzystane jako platformy do transportu lekow [67]. Prowadzone sa prace
nad wykorzystaniem AuUNPs funkcjonalizowanych czynnikiem martwicy nowotworéw
W leczeniu nowotworow jelita grubego [68], a AuNPs skoniugowanych z metotrexatem
w nowotworach ptuc [69]. Celem dla AuNPs potaczonych z odpowiednim
chemioterapeutykiem sg tez receptory hormonow — receptory estrogenowe w nowotworach
piersi [70] czy androgenowe w nowotworach prostaty [71]. Biomolekutami przytaczonymi do
NPs moga by¢ réowniez oligonukleotydy co pozwala na ich wykorzystanie w terapii
genowej [72]. Uwalnianie lekow w komoérkach docelowych moze odbywaé dzigki dziataniu
czynnikow wewnetrznych, biologicznych, jak odpowiednie pH, wysokie st¢zenie glutationu
lub tez po zadziataniu czynnika zewnetrznego np. $wiatta o odpowiedniej dtugosci fali (Swiatto
widzialne lub tatwo penetrujgcego tkanki promieniowanie z zakresu bliskiej
podczerwieni) [67].

Poza celowanym transportem lekdw istnieja tez inne potencjalne mozliwosci uzycia
nanoczastek w terapii przeciwnowotworowej. Wykazano zdolno§¢ AgNPs do hamowania
angiogenezy oraz uszkadzanie materialu genetycznego i organelli komoérkowych komorek
nowotworowych przez generowanie przez nanoczastki powstawania wolnych rodnikow
tlenowych [ 73,74].

Bardzo obiecujace s3 doniesienia o mozliwosci skonstruowania nanokompozytow
stuzacych réwnoczes$nie diagnostyce obrazowej 1 terapii przeciwnowotworowej. Do
wytwarzania nowej generacji nanokompozytowych fluoroforéw wykorzystywane sg
nanoczastki metali ziem rzadkich (erb, iterb) [75]. Maja one zdolno$¢ rownoczesnej absorpcji
dwoch kwantoéw Swiatta i konwersji promieniowania o niskiej energii (podczerwien) w fale o
energii wigkszej. Nanoczastki lantanowcow modyfikowane odpowiednim przeciwciatem
rozpoznajagcym komorki nowotworowe wzbudzone latwo penetrujgcym tkanki $Swiattem
z zakresu bliskiej podczerwieni (980 nm) emitujg promieniowanie widzialne (zielone
I czerwone). Pozwala to na uwidocznienie patologicznych tkanek prezentujacych antygeny
rozpoznawane przez przeciwciata oplaszczone na nanoczastkach [52]. Poza luminescencja
wzbudzone promieniowaniem podczerwonym nanoczastki mogg wytwarzac energi¢ termiczng
I powodowac fototermalng destrukcje tych tkanek. Inny pierwiastek ziem rzadkich - gadolin
wykazujacy silne wlasnosci paramagnetyczne wykorzystywany jest jako $rodek kontrastujacy
w badaniach metoda rezonansu magnetycznego (MRI). Wykorzystanie unikalnych wtasnos$ci
fizycznych nanoczastek metali ziem rzadkich oraz potaczenie fotoluminescencji, rezonansu
magnetycznego i fototermalnej terapii plazmonowej wydaje si¢ mie¢ duzy potencjal

w diagnostyce i leczeniu nowotwordw [75].
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Prowadzone sg tez badania nad wykorzystaniem wielofunkcyjnych nanoczastek w innych
jednostkach chorobowych np. w reumatoidalnym zapaleniu stawow [76]. Warto wspomnie¢,
ze zastosowanie ztota w celach terapeutycznych ma wieloletnig historie. Juz w latach 30. XX w.

wykorzystano zwiazki ztota do leczenia reumatoidalnego zapalenia stawow [77].

1.3.3. Przeciwbakteryjne dziatanie nanoczastek

Powszechne stosowanie antybiotykow powoduje, ze obserwujemy wzrastajagcg opornos¢
na t¢ grupe lekow. Poszukuje si¢ alternatywy dla antybiotykéw a od stuleci znane sg
antybakteryjne wtasciwosci srebra.

Prace badawcze wykazaly, ze nanosrebro jest skutecznym czynnikiem bakteriobdjczym
w stosunku do szerokiego spektrum bakterii zardéwno Gram-ujemnych (Acinetobacter,
Escherichia, Pseudomonas, Salmonella, Vibrio), jak i Gram-dodatnich (Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Listeria, Staphylococcus i Streptococcus) [4,5].

Mechanizm dziatania nanoczastek srebra na komoérki bakteryjne jest ztozony.
Przylaczenie AgNPs do $ciany komorkowej bakterii uposledza jej normalne funkcje. Ze
wzgledu na swdj rozmiar nanoczgstki mogg przechodzi¢ przez §ciany bakteryjne 1 oddziatywac
z wieloma elementami komérkowymi. Uwalniane jony srebra oraz powstajace wolne rodniki
tlenowe powoduja zmiany funkcjonalne i strukturalne bialek oraz materialu genetycznego
komorek bakteryjnych [78].

Istnieja liczne doniesienia, ze nanosrebro jest tez efektywnym, szybko dzialajagcym
czynnikiem grzybobojczym (Aspergillus, Candida i Saccharomyces), hamuje replikacj¢ wirusa
HIV-1, wirusa grypy i HBV [79].

Poza zahamowaniem wzrostu drobnoustrojéw nanosrebro ma tez dziatanie
przeciwzapalne - zmniejsza lokalny i systemowy stan zapalny przez modulacje produkcji
cytokin: 11-6, TGF-B1, 11-10, VEGF, IFN-Y [80]. Dodatkowo nanoczastki srebra wptywajg na
proliferacje keratynocytow, roznicowanie fibroblastow w myofibroblasty oraz kontrolujg
utozenie przestrzenne kolagenu. Poprawiaja dzigki temu rozciaggliwo$¢ regenerujacej sie¢
skory [81]. AgNPs hamuja rowniez tworzenie biofilméw - agregatow drobnoustrojow, ktore
przytaczone do komorki utrudniajg dziatanie lekéw czy rozpoznanie komoérek przez uktad
odporno$ciowy gospodarza [4,82]. Wlasciwosci te powoduja, ze nanoczastki srebra
wykorzystane sg do produkcji opatrunkow i roztworéw odkazajacych.

Z kolei nanoczastki ztota staly si¢ atrakcyjnym materiatem dla inzynierii materialowe;j

1 medycyny regeneracyjnej dazacej do odtwarzania uszkodzonych struktur. Okazato sie¢, ze
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inkorporacja nanostruktur ztota do rusztowan regeneracyjnych tkanki kostnej, chrzestnej czy
nerwowej poprawia wtasciwo$ci mechaniczne biomateriatdéw stanowigcych te rusztowania, jak

rowniez przyspiesza proliferacje i roznicowanie odbudowujacych si¢ komorek [83].

1.4.Immunoglobuliny, wolne taricuchy lekkie immunoglobulin

Immunoglobuliny (przeciwciata) to grupa glikoprotein, ktére stanowig jeden
Z najwazniejszych specyficznych mechanizméw obronnych naszego organizmu. S3 one
Wytwarzane sg przez pobudzone komorki plazmatyczne w odpowiedzi na kontakt z antygenem.
W sktad kazdej czasteczki immunoglobuliny wchodza cztery tancuchy polipeptydowe: dwa
tancuchy ciezkie (0 masie 55-75 kD) i dwa tancuchy lekkie (22-24 kD) potaczone ze soba
mostkami disiarczkowymi. Zaréwno tancuchy lekkie jak i tancuchy ciezkie zawierajg tzw.
cze$¢ statg (C) czyli fragmenty o bardzo podobnej budowie we wszystkich ludzkich
immunoglobulinach oraz cz¢$¢ zmienng (V). W zaleznosci od sekwencji aminokwasowej
czesci statej tancuchow ciezkich immunoglobuliny dzieli si¢ na 5 klas: 1gG, IgA, IgM, IgE oraz
IgD. Budowa czg¢éci statej tancuchow lekkich determinuje ich podziat na dwa typy: kappa
i lambda. Z kolei dzigki specyficznej sekwencji aminokwasowej cze$ci zmiennej mozliwe jest
oddziatywanie konkretnego antygenu z komplementarnym przeciwciatem. Strukturalnie
mozemy wyr6zni¢ w budowie czasteczki immunoglobuliny fragmenty Fab odpowiedzialne za
wigzanie z antygenem i fragment efektorowy Fc [84].

Biorgc pod uwage duzg rdéznorodno$é antygenow, z jakimi nasz organizm ma kontakt,
uktad immunologiczny ma mozliwo$¢ wytworzenia olbrzymiej ilosci wariantow przeciwcial.
Pobudzone limfocyty B stajg si¢ komorkami plazmatycznymi i wydzielaja przeciwciata, ktore
posiadaja rozne funkcje efektorowe. Do ich najwazniejszych funkcji naleza:

- neutralizacja patogenow i toksyn,

- aktywacja uktadu dopetniacza,

- opsonizacja, w wyniku ktorej patogen moze by¢ usunigty na drodze fagocytozy,
- cytotoksyczno$¢ komorkowa zalezna od przeciwciat (ADCC),

- odpowiedzZ na pasozyty i1 udzial w reakcjach alergicznych (IgE),

- ochrona bton Sluzowych (IgA) [24].

Lancuchy lekkie immunoglobulin wytwarzane sg w nadmiarze w stosunku do fancuchow
cigzkich i wydzielane z plazmocytow w postaci wolnych tancuchow lekkich (free light chain,
FLC). Dobowa synteza wolnych tancuchow lekkich u zdrowego cztowieka wynosi

ok. 0,5-1,0 grama [85]. Wolne tancuchy lekkie kappa wystepuja najczesciej w postaci
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monomeru a ich okres pottrwania we Krwi wynosi okoto 2-4 godziny. Z kolei wolne tancuchy
lekkie lambda najczesciej wystepuja w postaci kowalencyjnego dimeru i utrzymujg si¢ we krwi
dtuzej, okoto 3-6 godzin [86]. Masa czasteczkowa monomeru wolnych tancuchéw lekkich
wynosi okoto 22 kDa, natomiast dla dimeru jest to okoto 44 kDa. Sg to biatka
drobnoczasteczkowe, ktore tatwo przechodza przez btone podstawng kiebuszkéw nerkowych,
a nastepnie sg absorbowane w komorkach nablonkowych cewek nerkowych blizszych. Po
przekroczeniu zdolnosci resorpcyjnej kanalikow nerkowych, ,,nadmiarowe” tancuchy zostaja
wydalone z moczem. Fizjologicznie stgzenia lekkich tancuchow kappa i lambda w surowicy
powinny miesci¢ si¢ W przedziale wartosci referencyjnych i wynosi¢ odpowiednio: 3,30-19,40
mg/l (FLC kappa) oraz 5,71-26,30 mg/l (FLC lambda) a prawidlowy stosunek k/A powinien
wynosi¢ 0,26-1,65 [87].

Lancuchy lekkie immunoglobulin to istotny element strukturalny przeciwciat bioracy
udzial w tworzeniu miejsc wigzacych antygen kompletnej czgsteczki immunoglobuliny.
Wykazano, ze same tancuchy lekkie takze moga taczy¢ si¢ z antygenem choé¢ ich
powinowactwo do antygenu jest stabsze w porownaniu do powinowactwa kompletnego
przeciwciata. Wsrod innych funkcji wolnych tancuchéw lekkich wymieni¢ mozna zdolno$é
uczulania mastocytéw, udziat w patogenezie opoOznionej reakcji nadwrazliwosci typu
komodrkowego oraz w rozwoju chordb autoimmunologicznych [85].

Wytwarzanie poliklonalnych wolnych tancuchéow lekkich moze znacznie wzrosngé
podczas infekcji lub w stanach zapalnych, powodujac wzrost warto$ci bezwzglednych obu
tancuchow kappa i lambda ze wzglednie niezmienionym stosunkiem «/A. Przeciwnie,
nowotwory uktadu krwiotwodrczego i dyskrazje plazmocytowe wytwarzajagce monoklonalne
tancuchy kappa lub lambda z ttumieniem syntezy alternatywnego tancucha lekkiego wyraznie
zmieniajg stosunek «/A. Podsumowujac, zwigkszone stezenie jednego z FLC z nieprawidtowym
stosunkiem /A posrednio odzwierciedla ekspansj¢ klonalnych komoérek plazmatycznych
| wymaga dalszej szczegotowej diagnostyki. Oceng stezenia i stosunku stezenia tancuchoéw «/A
wykorzystuje si¢ w diagnostyce i monitorowaniu m.in. takich chor6b jak: AL amyloidoza,
szpiczak mnogi, choroba lekkich tancuchow, chloniak nieziarniczy, czy gammapatia
monoklonalna o nieokreslonym znaczeniu.

Immunoglobuliny bedace produktem wielu klonéw komorek plazmatycznych okre§lane
s3 jako poliklonalne. Na obrazie elektroforetycznym tworza one szerokie pasmo w strefie
y-globulin.  Nowotworowy rozrost pojedynczego klonu komoérek plazmatycznych jest
przyczyng grupy chordb okreslanych jako gammapatie monoklonalne. Charakteryzuja si¢ one

obecno$cig w surowicy jednorodnej frakcji biatkowej okreslanej jako biatko monoklonalne.
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Moga to by¢ kompletne immunoglobuliny lub fragmenty immunoglobulin. Przyktadem
gammapatii monoklonalnej jest szpiczak mnogi. Jest to drugi pod wzgledem czgstosci
nowotwor hematologiczny wystepujacy gtownie u osob starszych, cho¢ zaobserwowano
W ostatnich latach, Zze czgsto$¢ wystepowania szpiczaka mnogiego zdecydowanie wzrasta
I coraz czgsciej chorujg osoby ponizej 55 rz. W przebiegu szpiczaka dochodzi do wytwarzania
monoklonalnej immunoglonuliny IgG, ale moga to by¢ tez immunoglobuliny innych klas lub
tez wolne tancuchy lekkie immunoglobulin. Klonalna proliferacja komorki plazmatycznej
w szpiku powoduje tworzenie ognisk guzowatych, zwickszonej tamliwos$ci kosci i osteoporozy.
Inne objawy szpiczaka to ostabienie, narastajaca niedokrwisto$¢, zmniejszona odporno$¢ na
zakazenia, uszkodzenie nerek, zaburzenia krzepliwo$ci krwi [88].

U okoto 15% chorych na szpiczaka wytwarzane s3 wylacznie tancuchy lekkie
immunoglobulin. Jest to tzw. choroba tancuchéw lekkich - LCMM (light chain multiple
myeloma). Wydzielane w nadmiarze wolne tancuchy lekkie po przekroczeniu zdolnosci
resorpcyjnej cewek nerkowych pojawiaja sie¢ w moczu. Wolne tancuchy lekkie
immunoglobulin wykazujg toksyczne dziatanie na nerke i s3 powodem uszkodzenia nerki (tzw.
nerki szpiczakowej). Moga wywotywac ostra lub przewlekla niewydolnoscig nerek.
Mechanizm toksycznego dziatania FLC na nerki u réznych pacjentow moze by¢ odmienny.
U czes$ci chorych odktadaja si¢ one w kigbuszkach nerkowych prowadzac do rozwoju choroby
depozytow tancuchéw lekkich (LCDD — light chain deposition disease) [86].

Wolne taficuchy lekkie immunoglobulin to bardzo zr6znicowana grupa biatek. Niektore
formy tego patologicznego biatka (FLC) obecnego u chorych na szpiczaka sa odpowiedzialne
za inng chorobe depozytow biatkowych — amyloidozg [89]. Amyloidozy to grupa choréb
charakteryzujaca si¢ odktadaniem w organizmie nierozpuszczalnych, fibrylarnych form biatek.
Ztogi amyloidu sg deponowane gtownie pozakomorkowo, chociaz po posiedzeniu cztonkow
Nomenclature Committee of the International Society of Amyloidosis w 2006 roku definicje
rozszerzono o wewnatrzkomorkowe depozyty charakterystyczne dla amyloidu [90].

Mechanizm powstawania amyloidu zwigzany jest ze zaburzeniem fatdowania si¢ biatek.
Pod wplywem pewnych czynnikOw natywna, niestabilna termodynamicznie forma biatka
przyjmuje strukture B-kartki, z ktorej formowane sg w dalszej kolejnosci widokna amyloidowe.
Ztogi te mozna uwidoczni¢ w badaniu mikroskopii elektronowej i mikroskopii spolaryzowanej
po zabarwieniu czerwienig Kongo, co wykorzystuje si¢ w diagnostyce [91].

Do tej pory zidentyfikowano okoto 30 bialek mogacych by¢ prekursorami amyloidu.
Obecnie najczgstszg formag amyloidozy jest amyloidoza AL (z tancuchow lekkich

immunoglobulin) [92]. Wystepuje ona w okoto 10-15% przypadkéw szpiczaka mnogiego.
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Poniewaz jednak nie ma obecnie dobrych narzedzi do skriningu amyloidozy, wydaje si¢, ze
liczba poprawnych rozpoznan jest niedoszacowana. Amyloidoza AL moze tez by¢ wynikiem
tagodnego pierwotnego rozrostu plazmocytow spelniajacego kryteria rozpoznania gammapatii
monoklonalnej o nieokres§lonym znaczeniu (MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined
significance). Objawy kliniczne amyloidozy zalezg od lokalizacji narzadowej depozytow.
Odktadanie si¢ patologicznych bialek prowadzi w konsekwencji do uposledzenia funkcji
zajetych narzadéw. W przypadku AL amyloidozy organami najczeSciej zajetymi sg serce,
nerki, watroba, jezyk. Mechanizm molekularny tego uszkodzenia nie jest do konca poznany.
Jego wyjasnienie oparte wyltacznie o zastgpowanie substancji migdzykomorkowej przez ztogi
amyloidowe jest niewystarczajace. Istnieja teorie, ze wlasciwosci cytotoksyczne wykazuja nie
same widkna, ale prekursory wtokien amyloidowych. U niektérych pacjentow amyloidogenne
monoklonalne wolne tancuchy lekkie immunoglobulin wigza si¢ z czynnikiem X ukladu
krzepnigcia prowadzac do powstania wybroczyn [93].

Patologiczne ztogi biatkowe moga przybiera¢ tez forme¢ amorficznych struktur. Dzieje
si¢ tak w chorobie depozytow biatkowych tancuchow lekkich (LCDD). Amorficzne ztogi
biatkowe odkladajg si¢ gldéwnie w nerkach, w odréznieniu od AL amyloidozy nie barwig si¢
czerwienig Kongo i nie oddziatuja z tioflawing. Wigkszos¢ przypadkow LCDD wigze si¢
z wytwarzaniem nadmiernej ilo$ci wolnych tancuchow lekkich typu kappa (w przeciwienstwie
do AL amyloidozy gdzie dominuja FLC typu lambda) [94].

Nadmierna synteza (u niektorych pacjentéw kilkadziesigt gramow na dobe) tancuchow
lekkich nie jest jednoznaczna z predyspozycja do tworzenia amyloidu. Nie wiadomo do konca
co powoduje, ze u konkretnego pacjenta dochodzi do odktadania patologicznych biatek. Na
pewno istotng role odgrywa sekwencja aminokwasowa cze$ci zmiennej tancucha. Wyr6zniono
pewne sekwencje aminokwasowe wspdlne dla wielu rodzajéw prekursorow amyloidu
tancuchow lekkich [95,96]. Charakterystyczne dla prekursoréw wiokien amyloidowych sg
fragmenty o strukturze beta kartki [97]. Biorac jednak pod uwagg fakt, ze odtworzenie procesu
tworzenia ztogdw biatkowych in vitro bywa bardzo trudne, nasuwa si¢ wniosek, ze na proces
amyloidogenezy sktada si¢ rowniez wiele czynnikow Ssrodowiskowych. Dopiero wzajemne
oddziatywanie miedzy bialtkiem 1 $rodowiskiem skutkuje formowaniem fibryli lub
amorficznych zlogéow [98]. Zwraca si¢ uwage na znaczenie stgzenia prekursorow
patologicznych ztogow [99]. Istotng role w procesie tworzenia depozytéw biatkowych odgrywa
pH srodowiska [100]. Istnieje zwigzek migdzy punktem izoelektrycznym biatek a typem

ztogow. W przypadku AL amyloidozy punkt izoelektryczny fancuchow miesci si¢ W granicach
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3.8 —5.2 podczas gdy w LCDD biatka majg bardziej zasadowy charakter, cho¢ zdarzaja si¢ tez
odstepstwa od tej reguty [101].

Wyjasénienie mechanizmow prowadzacych do rozwoju chordb zwigzanych z tworzeniem
depozytow biatkowych jest wazne w kontekscie odpowiedniej diagnostyki i szybkiego podjecia
leczenia. Wczesnie wdrozona terapia moze zahamowaé rozwoj choroby i poprawié jako$é zycia
pacjentow.

Wspodlczesnie wykrywanie biatka monoklonalnego zwigzane z diagnostyka szpiczaka
mnogiego wykorzystuje rozne warianty metod elektroforetycznych. Sa to m.in. elektroforeza
biatek surowicy na zelu agarozowym, elektroforeza o podwyzszonej rozdzielczosci (HRE —
high resolution electrophoresis) lub immunofiksacja surowicy. W przypadku gammapatii
monoklonalnych ze zwigkszonym wytwarzaniem lancuchéw lekkich immunoglobulin ze
wzgledu na ich krotki okres poéitrwania przydatna jest elektroforeza bialek moczu. Metoda
referencyjng jest tu elektroforeza na zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS [88].

Ze wzgledu na ograniczong czuto$¢ metod elektroforetycznych konieczne stato sie
stworzenie nowych narzedzi diagnostycznych. W ostatnich latach na znaczeniu zyskuja metody
immunochemiczne oparte o turbidymetri¢ i nefelometri¢. Wykorzystuje si¢ w nich przeciwciata
monoklonalne lub poliklonalne uzyskiwane od zwierzat immunizowanych ludzkimi FLC [102].

Nefelometryczne oznaczanie wolnych lancuchéw lekkich w surowicy pozwala na
obliczenie stosunku st¢zen wolnych tancuchéw lekkich kappa do wolnych tancuchéw lekkich
lambda. Stosunek ten jest podwyzszony lub obnizony w odniesieniu do wartosci referencyjnej
w chorobach zwigzanych z monoklonalnym rozrostem komorek plazmatycznych. Oznaczanie
wolnych tancuchéw lekki immunoglobulin jest obecnie ,,zlotym” standardem w diagnostyce
I monitorowaniu leczenia szpiczaka mnogiego [103].

W rutynowych laboratoriach diagnostycznych do ilo$ciowego oznaczania wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin uzywany jest lateksowy test nefelometryczny Freelite
firmy Binding Site. Wykorzystujacy owcze przeciwciata poliklonalne test stat si¢ narzgdziem
referencyjnym 1 stuzy do diagnostyki szpiczaka mnogiego 1 innych gammapatii
monoklonalnych [104]. Czutos¢ analityczna tego komercyjnie dost¢pnego testu wynosi 5 mg/1.
W ostatnich latach wprowadzono réwniez dwa nowe testy — oparty 0 przeciwciata
monoklonalne N Latex FLC (Siemens) i wykorzystujacy przeciwciata poliklonalne Sebia FLC.
Kazdy z tych testow ma pewne ograniczenia. Poréwnujac uzyskane w testach wyniki daje si¢
zauwazy¢ pewne niespojnosci analityczne. W przypadku niektérych pacjentéw wyniki

otrzymane za pomocg jednego testu roznig si¢ kilkukrotnie od wynikéw uzyskanych inng
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metodg. Prowadzone s3a badania majace na celu wyjasnienie przyczyn tych
niespojnosci [105,106].

Mimo ciekawych wtasciwosci fizykochemicznych 1 optycznych nanoczastek niewiele
jest skomercjalizowanych testow opartych o nanoczastki srebra. Wobec niskich kosztéw
syntezy, duzej stabilno$ci, tatwosci funkcjonalizacji 1 wysokiego wspotczynnika absorbcji
molowej moga one stanowi¢ dobra alternatywe dla np. kulek lateksowych wykorzystywanych
w testach immunochemicznych. Nalezy podkresli¢, ze wolne monoklonalne tancuchy lekkie
immunoglobulin to bardzo heterogenna grupa biatek. Mozna przyjaé w uproszczeniu, ze kazdy
klon plazmocytow wytwarza niepowtarzalny rodzaj biatka. Niektore z klonow biatkowych
maja tendencj¢ do tworzenia zlogdw amyloidowych. Obecnie wiemy, ze wigkszos¢
przypadkéw AL amyloidozy diagnozowana jest zbyt pozno. W przypadku gdy ztogi
amyloidowe powstaja w tkance mig¢snia sercowego wigkszos$¢ pacjentdw umiera w ciggu kilku
miesigcy. AL amyloidoze mozna skutecznie leczy¢. Warunkiem skutecznego leczenia jest
wczesna diagnostyka. Obecnie nie istnieja testy laboratoryjne oceniajace podatnos¢ wolnych
tancuchow lekkich na agregacje i tworzenie fibryli amyloidu [97].

Wolne tancuchy lekkie immunoglobulin i1 przeciwciata anty-FLC s3 materiatem, ktory
zostal wykorzystany w niniejszej pracy do stworzenia uktadu modelowego z wykorzystaniem
nanoczastek. Po opracowaniu odpowiedniej metodologii oceny agregacji bialek bedzie mozna
technologie¢ wykorzystang w pracy poszerzy¢ do $ledzenia innych reakcji zwigzanych

Z agregacja bialek 1 tworzeniem depozytéw biatkowych.
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2.

Cel pracy i problemy badawcze

Celem pracy byla proba zastosowania nanoczgstek srebra do badania oddziatywan

mi¢dzybiatkowych w oparciu o model antygen (FLC) — przeciwciato oraz do badania procesu

spontanicznej agregacji wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin.

f)

Do szczegdtowych probleméw badawczych nalezaty:
wybor optymalnej metody syntezy nanoczgstek srebra,
ocena wiasnosci fizycznych a w szczegdlnosci stabilnosci AgNPs,
ustalenie warunkow stechiometrycznych nanoczastki/przeciwciata koniecznych do
optymalnej funkcjonalizacji nanoczastek biatkami,
ustalenie =~ warunkéw  przebiegu  referencyjnej reakcji  immunochemicznej
antygen - przeciwciato zwigzanej z agregacja biatek,
ocena uzytecznosci roznych technik badawczych do $ledzenia procesu agregacji
optaszczonych biatkami nanoczastek,
proba zastosowania opracowanej metodologii do wykrywania procesu agregacji wolnych

monoklonalnych tancuchow lekkich immunoglobulin.

35



3. Materiat i metody badawcze

3.1. Synteza nanoczgstek srebra

a) Synteze wykorzystanych w pracy nanoczastek srebra przeprowadzono wedtug metody
opisanej przez Creightona [47]. Nanoczastki te dodatkowo stabilizowano cytrynianem
sodu.

Do 19 ml schtodzonej wody destylowanej dodano 0,5 ml 0,01 M AgNOsz i 0,5 ml 0,01 M

cytrynianu sodu. Do tak przygotowanego roztworu umieszczonego na mieszadle

magnetycznym dodawano powoli kroplami 0,6 m1 0,001 M borowodorku sodu. Po zakonczone;j
syntezie roztwor miat jasnozotta barwe, swiadczaca o uformowaniu si¢ nanoczastek srebra

0 ksztatcie sferycznym i rozmiarze okoto 10 nm.

b) W pracy otrzymano takze nanoczagstki srebra z wykorzystaniem hydrazyny na drugim
etapie redukcji oraz dwoch zwigzkow stabilizujacych: PVA i cytrynianu [107].
Do 2 ml 0,001M roztworu azotanu (V) srebra dodano 2 ml PVA (1% w/v) i dobrze zmieszano.
Do przygotowanej mieszaniny dodawano kroplami 2 ml 0,001M NaBHjs caty czas intensywnie
mieszajac — powstaje zotty roztwor (1) — jadra nukleacji. Do 1 ml PVA dodano 1 ml roztworu
(1), 3ml 0,1 M cytrynianu sodu (TSC) i 5 ml 0,1M hydrazyny (N2Hs). Kontynuujac mieszanie
dodawano stopniowo kroplami 0,001 M AgNOs uzyskujgc roztwdér o pomaranczowym
zabarwieniu, a nastgpnie — w miar¢ dodawania AgNO3 — roztwor o czerwonym, fioletowym

i niebieskim zabarwieniu.

3.2. Ocena stabilnosci nanoczgstek

W celu oceny stabilno$ci nanoczastek do roztworéw nanoczastek uzyskanych obiema
metodami do 1 ml AgNPs dodawano po 1 ml roztworéw NaCl o wzrastajacych stezeniach
(0,125 M; 0,25 M; 0,5 M; 1 M).

3.3. Funkcjonalizacja nanoczgstek srebra

W pierwszy etapie pracy funkcjonalizacje AgNPs przeprowadzono wykorzystujac
komercyjnie dostepne przeciwciata anty-lambda (antysurowica Lambda Bound and Free firmy
Interlab). Funkcjonalizacja ta polegata na dodaniu do 10 ml roztworu nanoczastek 1 pl
przeciwcial poliklonalnych anty—lambda, mieszaning inkubowano 30 minut W temperaturze
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37°C. Tak przygotowane (optaszczone przeciwcialami) nanoczastki wykorzystano nastepnie
do $ledzenia przebiegu reakcji immunochemicznej antygen (FLC) — przeciwciato.

W drugim etapie badan do optaszczania nanoczastek srebra wykorzystano mocze od
pacjentow z biatkomoczem Bence-Jonesa. Charakterystyk¢ moczy przeprowadzono
wykonujac SDS elektroforeze z uzyciem komercyjnie dostgpnych zelow gradientowych 4-20%
firmy Sigma. Immunofiksacj¢ biatek moczu — w celu okre$lenia rodzaju wolnych fancuchow
lekkich — przeprowadzono na komercyjnych zelach do immunofiksacji firmy InterLab
z wykorzystaniem przeciwcial anty-FLC kappa 1 anty-FLC lambda (antysurowica
Lambda/Kappa Bound and Free oraz antysurowica Lambda/Kappa Free firmy Interlab).

Do badan wykorzystano materialy od 19 pacjentéw, z czego 9 moczy zawieralo wolne
fancuchy lekkie immunoglobulin typu lambda a 10 — wolne tancuchy lekkie immunoglobulin
typu kappa. Zakresy stezen FLC lambda w moczu pacjentow wynosity 54,8 mg/l - 5370 mg/l,
natomiast zakresy stezen FLC kappa 100 mg/l — 3900 mg/l. Pomiaréw stezen FLC dokonywano
komercyjnym testem Freelite firmy Binding Site.

Dla kazdego pacjenta przygotowano 6 prob: do 1 ml nanoczastek srebra dodawano takie
ilosci moczu, aby uzyska¢ koncowe stezenia FLC w probkach rowne: 0 mg/l [0 nM], 0,2 mg/I
[10 nM], 1 mg/l [50 nM], 3 mg/l [150 nM], 5 mg/l [250 nM] i 10 mg/l [500 nM]. Probki
inkubowano w temperaturze 37°C przez dobe. Do probek w ktorych nie doszto do samoistnej
agregacji a zmiany widmowe sugerowaly wytworzenie stabilnej korony biatkowej dodawano

przeciwciata, odpowiednio: anty-lambda lub anty-kappa.

3.4. Badanie oddziatywar optaszczonych na nanoczqstkach srebra przeciwciat
anty-lambda z komplementarnym antygenem — FLC lambda

W celu $ledzenia reakcji immunochemicznej zachodzacej pomigdzy przeciwciatami
anty-lambda optaszczonymi na nanoczgstkach srebra a wolnymi tancuchami lekkimi
immunoglobulin (FLC) przygotowano material wyjsciowy - roztwor FLC o stezeniu 2,2 g/l
[100 uM]. Wykorzystany do tego liofilizat wolnych tancuchéw lekkich otrzymany zostat
Z proébek moczu pacjentdw, u ktorych zostata zdiagnozowana gammapatia monoklonalna oraz
biatkomocz Bence-Jonesa. Do wyizolowania FLC zostala wykorzystana metoda wysalania
roztworem siarczanu amonoweqgo.

Do 1 ml optaszczonych przeciwciatami nanoczastek srebra dodawano kolejno: po 1 pl
odpowiednich rozcienczen (10x, 8x, 5x, 4x, 3x, 2x) roztworu wyjsciowego FLC (2,2 g/l

[100 uM]) oraz, aby uzyska¢ wyzsze stgzenia, 1, 2, 3, 4, 5, 71 10 pl roztworu wyjsciowego.
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Koncowe stezenia FLC w probkach wynosity 0,2-22 mg/L (10 - 1000 nM). Po wymieszaniu

probki inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny.

3.5. Metody badania oddziatywari miedzybiatkowych z wykorzystaniem
nanoczqstek srebra

3.5.1. Pomiar spektrofotometryczny

Zmiany widma powierzchniowego rezonansu plazmonowego wynikajace z optaszczenia
nanoczastek przeciwciatami, wolnymi fancuchami lekkimi immunoglobulin a takze zmiany
bedace efektem reakcji immunologicznej antygen - przeciwciato mierzono przez wykonanie
pomiarow spektrofotometrycznych. Widma UV-Vis wykonano na analizatorze MultiscanSky

(Thermoscientific).

3.5.2. Transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM)

Rozmiar 1 ksztalt nanoczastek stabilizowanych cytrynianem, nanoczastek optaszczonych
biatkami oraz agregatow zobrazowano z wykorzystaniem wysokorozdzielczego
transmisyjnego mikroskopu elektronowego Tecnai TF 20 X-TWIN (200 kV) wyposazonego
w dzialo elektronowe z emisja polowa (Field Emission Gun - FEG) (Akademickie Centrum
Materiatow 1 Nanotechnologii AGH, Krakow). Materiat do badania umieszczony byt na
siatkach miedzianych z filmem we¢glowym. Analize obrazow TEM wykonano wykorzystujac
oprogramowanie DeltaOptical DLT CamViewer (ver. x64, 3.7.12277.20180703). Wartosci
srednic uzyskano za pomoca narzgdzia do pomiaru odleglosci uprzednio skalibrowanego

wzgledem paska skali umieszczonego na obrazach TEM.

3.5.3. Dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS)

Srednice nanoczastek srebra badano takze wykorzystujac technike dynamicznego
rozpraszania $wiatta (DLS). Pomiary wykonano na analizatorze Malvern Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, UK) (Akademickie Centrum Materiatéw i Nanotechnologii AGH,
Krakéw). Okreslono $rednice hydrodynamiczng i potencjal zeta nanoczagstek srebra w trzech
roznych uktadach: wyjsciowe AgNPs cytrynianowe, AgNPs optaszczone antysurowicg oraz
AgNPs optlaszczone surowica, do ktérych dodano optymalng, powodujgca agregacje
nanoczastek ilos¢ FLC (6 mg/l [300 nM]). Trzecia probka byta badana po 30 minutach,
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1 godzinie i 2 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C (z cigglym mieszaniem) w celu oceny

zachodzacych w probee interakcji migdzybiatkowych.

3.54. Rozpraszanie $wiatfa laserowego

W celu $ledzenia procesu agregacji nanoczastek zastosowano metode obrazowania zmian
zachodzacych w badanych roztworach przy wykorzystaniu rozpraszania $wiatta laserowego.
Rozproszenie rejestrowano za pomoca samodzielnie skonstruowanego urzadzenia
wykorzystujacego zielony potprzewodnikowy laser (532 nm) oraz obiektyw o wydluzonym
zakresie ostro$ci. Prototypowa konstrukcja sktada si¢ z mikroskopu optycznego, w ktoérym
w rewolwerze umieszczono obiektyw 0 wydluzonym zakresie ostroéci i powigkszeniu 40x.
W mikroskopie zamiast okularu i tubusu umieszczono aparat fotograficzny marki SONY alpha
6000 (Minato, Tokio, Japan). Zrédtem $wiatta w uktadzie jest zielony laser potprzewodnikowy
(Ryc. 10).

Ryc. 10. Uklad do obserwacji rozpraszania swiatla laserowego.
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4. Wyniki

4.1. Synteza i charakterystyka nanoczgstek srebra

4.1.1. Rozmiary nanoczgstek

W wyniku redukcji chemicznej azotanu (V) srebra borowodorkiem sodu uzyskano
roztwor o zottej barwie i charakterystycznym widmie absorbcji z maksimum przy dtugosci fali
395 nm (Ryc. 11). Na podstawie potozenia maksimum widma powierzchniowego rezonansu

plazmonowego oszacowano $rednic¢ nanoczastek srebra na okoto 10 nm [108,109].

3,0
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Ryc. 11. Nanoczastki srebra uzyskane w wyniku redukcji chemicznej azotanu (V) srebra
borowodorkiem sodu: a) charakterystyczne widmo z maksimum absorbancji przy 395 nm,
b) barwa roztworu, c) obraz z transmisyjnego mikroskopu elektronowego.

Rozmiary nanoczastek analizowano wykorzystujac metode dynamicznego rozpraszania §wiatta
(DLS) i obrazowanie za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM) (Ryc. 11c).
Sredni rozmiar AgNPs obliczony na podstawie obrazéw uzyskanych z TEM wynosit 9.62 nm
(mediana 9.2 nm, SD 3.4 nm) (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Rozklad wielkosci nanoczastek srebra uzyskany z wykorzystaniem TEM.
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Ryc. 13. Rozklad wielkos$ci czastek w probce w zaleznoSci od intensywnosci rozpraszania §wiatla
— metoda DLS.

Charakterystyka rozmiarow AgNPs metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta data
nieco odmienne wyniki. Sredni rozmiar nanoczastek obliczony wedlug intensywnosci
rozpraszania (size by intensity) wyniost 30 + 6.3 nm (Ryc. 13). Srednia i mediana rozmiarow

AgNPs uzyskane z DLS byly wyzsze niz te otrzymane z TEM. Mozna to wytlumaczy¢ zupetnie
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odmienng metodologia pomiaru. Metoda DLS mierzy $rednic¢ hydrodynamiczna, obejmujaca
warstwe osrodka dyspergujacego. Dodatkowo wynik pomiaru otrzymany metoda DLS jest
silnie przesuwany w kierunku najwigkszych struktur w roztworze, natomiast TEM pokazuje
$rednice czastek bez uwzglednienia tadunku wodnego i jonowego.

Uwzgledniajac maksimum LSPR (395 nm) i molowy wspdtczynnik ekstynkcji przy tej
dhugosci fali (5,56 x 108 M~tcm™) [110] obliczone stezenie molowe przygotowanego roztworu
nanoczastek wynosito okoto 10 nM.

Wykorzystujac metode syntezy (z hydrazyng jako reduktorem na drugim etapie syntezy
I PVA jako czynnikiem optaszczajacym) uzyskano szerokie spektrum nanoczastek o roznych

rozmiarach oraz rdznej intensywnosci i potozeniu maksimum LSPR (Ryc. 14 i Ryc. 15).

rozmiary nanoczgstek (10 -~ 100 nm)
e

Ryc. 14. Zmiany barwy roztworéw nanoczastek srebra wynikajace ze zjawiska powierzchniowego
rezonansu plazmonowego przy zwigkszaniu rozmiaréw nanoczastek. Do powstania zarodkéw
krystalizacji uzyto borowodorku sodu jako reduktora i cytrynianu jako czynnika stabilizujacego,
a nastepnie hydrazyny i PVA dla uzyskania wzrostu i stabilizacji nanoczastek.
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Ryc. 15. Zmiany widma powierzchniowego rezonansu plazmonowego w zaleznosci od rozmiaréw
nanoczastek srebra w zakresie 10-100 nm. W miare¢ wzrostu Srednicy nanoczastek obserwuje si¢
tzw. red-shift - przesunig¢cie maksimum widma LSPR w kierunku fal dluzszych.

4.1.2. Ocena stabilnosci nanoczastek

Dodanie do stabilizowanych cytrynianem AgNPs roztworéw NaCl o réznych stezeniach
(0,125 M; 0,25 M; 0,5 M; 1 M) powodowato wytrgcanie si¢ nanoczastek z roztworu (Ryc. 16a).
Oplaszczenie nanoczastek przeciwcialami anty-lambda zwigkszylo ich stabilno$¢

(Ryc. 16b).
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Ryc. 16. Poréwnanie stabilnosci nanoczastek srebra: a) nanoczastki stabilizowane cytrynianem,
b) nanoczastki oplaszczone przeciwcialami anty-lambda. Funkcjonalizacja AgNPs
przeciwcialami zwiekszyla ich stabilno$¢ w roztworach NaCl.

Dodawanie NaCl do nanoczastek uzyskanych wg drugiej metody syntezy (stabilizowanych
dodatkowo PV A) nie powodowato ich wytracania. Nanoczastki te sg stabilniejsze, ale w efekcie
wpltywa to na poOzniejszy proces ich optaszczania 1 badania oddzialywan biatkowych.
Nanoczastki stabilizowane PVA okazaty si¢ niepodatne na funkcjonalizacj¢ antysurowica
i fancuchami lekkimi immunoglobulin, dlatego do dalszej czgsci pracy wybrano nanoczgstki

cytrynianowe.

4.2. Woykorzystanie nanoczqstek srebra do badania procesu sprzegania biafek w
modelu antygen — przeciwciato

4.2.1. Funkcjonalizacja nanoczastek srebra przeciwciatami

W ramach badania oddziatywan migdzybiatkowych z wykorzystaniem nanoczastek
srebra doswiadczenia rozpoczeto od najprostszego modelu jakim jest uklad antygen —
przeciwcialo. Wykorzystano do tego nanoczastki srebra optaszczone przeciwciatami anty-
lambda, do ktorych dodawano komplementarny antygen - tancuchy lekkie immunoglobulin
typu lambda. Potencjalnie model ten mozna wykorzysta¢ w praktyce do konstrukeji testu

diagnostycznego wykrywajacego tancuchy lekkie immunoglobulin.
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Kluczowym elementem funkcjonalizacji AgNPs antysurowica anty-lambda bylo
ustalenie odpowiedniej ilosci przeciwciat jaka powinna by¢ uzyta, aby skutecznie optaszczyc
nanoczastki. Nalezalo w tym celu ustali¢ st¢zenie przeciwcial w wykorzystywanej,
komercyjnie dostepnej antysurowicy.

Aby okresli¢ sktad i1 stezenie przeciwcial uzytych w pracy wykonano elektroforeze
kapilarng antysurowicy. Przedstawiony obraz elektroforetyczny (Ryc. 17) dowodzi, ze uzyta
surowica anty-FLC zawierala oczyszczong frakcje immunoglobulin. Stezenie wyj$ciowe
immunoglobuliny — obliczone przez poréwnanie pola powierzchni na elektroforegramie ze
standardem biatka o znanym st¢zeniu — wynosito 168 g/l. Uwzgledniajac cigzar molekularny
immunoglobuliny IgG wynoszacy okoto 140 kDa, st¢zenie molowe antysurowicy wynosilo

1.2 mM.

0,25

02

Absorbancja
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o e

o
o
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-0,05 -
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—— antysurowica ——surowica ludzka

Ryc. 17. Elektroforeza kapilarna antysurowicy (niebieska linia) i (jako punkt odniesienia)
surowicy ludzkiej (czerwona linia).

Jednym z najwazniejszych krokéw w zaprojektowaniu testu opartego o uktad
nanoczastka-przeciwcialo-antygen jest okreslenie catkowitego stezenia wszystkich elementow
uktadu oraz optymalnych stosunkow molowych czasteczek. Po pierwsze, stosunek molowy
nanoczastka/przeciwciato powinien by¢ dobrany tak, aby uzyskac¢ skuteczng funkcjonalizacje,
ale unikng¢ utworzenia nadmiernie rozbudowanej korony biatkowej. Po drugie, bardzo wazne
jest ustalenie optymalnego stosunku ilo$ci czgsteczek antygenu przypadajacych na czasteczke

przeciwciata. Jest to istotne w kontekscie unikni¢cia nadmiaru antygenu (efekt hooka).
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W pi$miennictwie istniejg bardzo duze rozbieznos$ci dotyczace ilosci (stezenia) biatek
uzywanych do funkcjonalizacji nanoczastek. Wobec trudnych czasami do interpretacji danych
i braku ich odniesienia do opracowywanego uktadu (rozmiaru nanoczastek, ich stezenia,
potencjatu zeta, punktu izoelektrycznego biatka) ilo§¢ dodanego biatka (zaréwno przeciwciata,
jak i antygenu) zostala dobrana doswiadczalnie (1 pul antysurowicy do 10 ml nanoczastek).

Aby utatwié interpretacje wynikéw w przeprowadzonym badaniu wszystkie st¢zenia
podano w molach na litr. Utatwia to analizowanie informacji dotyczacych stosunkoéw
AgNPs/przeciwciata/antygen.

W przedstawionej pracy, jak juz wczesniej podano, stezenie molowe roztworu AgNPs
wynosito okoto 10 nM. Bioragc pod uwage, ze nanoczastki srebra oplaszczano przeciwciatami
dodajac 1 pl surowicy anty-FLC (roztwér wyjsciowy o stezeniu 1.2 mM) do 10 ml roztworu
AgNPs koncowe stezenie przeciwcial w roztworze wynosito 120 nM. Oznacza to, ze stosunek
molowy ilo$ci przeciwcial/AgNPs wynosit 12. Przy takiej liczby przeciwciat nanoczastki sg
stabilne, nie agreguja samoistnie a w poréwnaniu z AgNPs nieoptaszczonymi wykazuja
niewielkie przesunigcie maksimum widma absorpcji w prawo (red-shift) i nieznaczne obnizenie

maksimum, bez poszerzenia widma (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Zmiana widma absorbcji i obraz TEM: a) nanoczastki srebra (AgNPs) i b) nanoczastki
srebra po oplaszczeniu przeciwcialami (AgNPs + ab). Na obrazie TEM zwracaja uwage
przestrzenie pomiedzy pojedynczymi ziarnami nanoczastek.
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Sredni rozmiar nanoczastek srebra optaszczonych przeciwcialami obliczony
z wykorzystaniem DLS (by intensity) wynidst 46.1 + 4.1 nm (vs. 30 = 6 nm — nanoczastki
nieoptaszczone przeciwcialami). Przecigtne wymiary immunoglobulin podawane
W pismiennictwie to okoto 14.5 nm x 8.5 nm x 4 nm [28]. Dane otrzymane z DLS wskazujg,
ze immunoglobuliny uformowaty na powierzchni nanoczastek monowarstwe (widoczng na
obrazie TEM — Ryc. 18).

Potencjat zeta modyfikowanych przeciwcialami AgNPs jest wyzszy (—27.3 mV vs.
—36.6 mV) niz wyjsciowych nanoczastek (stabilizowanych cytrynianem). Wraz ze wzrostem
potencjatu zeta roztwor nanoczastek srebra oplaszczonych przeciwcialami staje si¢ bardziej
stabilny. Potwierdza to obserwacje innych badaczy, ze pokrycie nanoczastek biatkami zwieksza
ich stabilnos¢ [36,111]. Ze wzgledu na hydrofobowe i jonowe interakcje nanoczastka — biatko

nanoczastki optaszczone biatkami nie agreguja [112].

4.2.2. Oddziatywanie przeciwciat anty-lambda opfaszczonych na
nanoczastkach srebra z komplementarnym antygenem — wolnymi
tarncuchami lekkimi lambda

Badanie procesu agregacji bialek oparte byto na oddziatywaniu miedzy przeciwciatami
oplaszczonymi na nanoczastkach i1 komplementarnym dla zastosowanych przeciwciat
antygenie (FLC). Wigzaniom wolnych tancuchéw lekkich z przeciwcialami towarzyszylty
zmiany w widmie powierzchniowego rezonansu plazmonowego. Wzrastajace stezenia FLC (do
10 mg/l [500 nM]) powodowaty wyrazne obnizenie maksimum absorbancji przy dtugosci fali
395 nm, poszerzenie i przesuniecic w prawo (red-shift) widma LSPR. Dodatkowo
zaobserwowano powstanie drugiego piku przy dlugosci fali 470 nm. Zmiany te
korespondowaty z procesem agregacji nanostruktur obserwowanym w TEM, metodzie DLS
I bezposrednim rozpraszaniu $wiatta laserowego. Zmiany widmowe jakie zaobserwowano po
dodaniu réznych ilosci FLC do optaszczonych przeciwciatami nanoczastek cytrynianowych
przedstawiono na Ryc. 19. Dalsze zwigkszanie st¢zenia FLC (powyzej 10 mg/l [500 nM])
powodowato ponowny wzrost maksimum absorbancji przy dtugosci fali 395 nm 1 zwezenie si¢

widma LSPR.
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Ryc. 19. Zmiany widmowe zaobserwowane po 24 godzinach inkubacji oplaszczonych
przeciwcialami AgNPs z r6znymi stezeniami FLC. Stezenia koncowe FLC w roztworach wynosily
0.5-10 mg/l (25-500 nM).

Ryc. 20 przedstawia zmiany absorbancji w maksimum widma powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (przy dtugosci fali 395 nm) optaszczonych przeciwciatami AgNPs
(10 nM) przy wzrastajacych stgzeniach FLC (od 0 do 20 mg/l [0-1000 nm]). Na wykresie
widoczne s3 dwa etapy. W pierwszym etapie wzrastajagcym stgzeniom wigzanego przez
przeciwciala antygenu towarzyszy wyrazny spadek absorbancji. Rownocze$nie, od
okreslonego stezenia (4 mg/l [200 nM]), mozna bylo zaobserwowal precypitacje
zaglutynowanych nanoczastek srebra. Agregaty nanoczastek widoczne byly takze
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (Ryc. 21).

W drugim etapie, przy stezeniach FLC powyzej 10 mg/l [500 nM] (50 czasteczek
antygenu/l nanoczastke srebra optaszczong przeciwciatami) zaczyna si¢ wzrost absorbancji
w maksimum widma SPR a proces aglutynacji (stezenia powyzej 15 mg/l [700 nM]) zostaje

cofnigty. W roztworze pozostawatly otoczone korong biatkowa stabilne nanoczastki srebra.
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Ryc. 20. Zmiany absorbancji (przy dlugosci fali 395 nm) w zaleznosci od stezen FLC. Najwieksze
zmiany zaobserwowa¢ mozna przy stezeniu wolnych lancuchéw lekkich wynoszacym 10 mg/l

[500 nM].
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Ryc. 21. Zmiany zachodzace w probkach w wyniku dodania do AgNPs oplaszczonych
przeciwcialami roznych ilosci FLC: a) wzrastajace stezenia FLC (od 0 do 22 mgll

[0-1000 nM]; b) obraz TEM agregatéw (przy stezeniu FLC 6 mg/l1 [300 nM]).
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Proces sedymentacji optaszczonych przeciwciatami nanoczastek srebra w obecnosci
antygenu nastgpowal stosunkowo wolno (72 godz.). Aby sprawdzi¢ czy proces ten mozna
przyspieszy¢, roztwory oplaszczonych przeciwciatami nanoczastek srebra zawierajgce rozne
ilosci FLC odwirowano po 3 godzinach inkubacji (5 min., 4000 obr./min.). Ryc. 22c ilustruje
proces przyspieszonej w wyniku wirowania sedymentacji nanoczastek srebra (nanoczgstki
srebra optaszczone przeciwciatami anty-lambda w obecno$ci wolnych tancuchéw lekkimi
immunoglobulin (6 mg/l [300 nM]). Dodatkowo na Ryc. 22 przedstawiono proby kontrolne:
a) nieoplaszczone przeciwcialami stabilizowane cytrynianem nanoczastki srebra,
b) nanoczastki srebra oraz wolne tancuchy lekkie immunoglobulin (6 mg/l [300 nM]),
d) nanoczastki srebra optaszczone przeciwciatami (bez FLC). Na rycinie wida¢, ze proces
sedymentacji nanoczastek srebra mozna znaczaco przyspieszy¢ (Ryc. 22). W probkach

kontrolnych (Ryc. 22 a, b, d) nie dochodzi do sedymentacji nanoczastek.

AP

|

a) AgNPs b) AgNPs c) AgNPs + ab d) AgNPs + ab
+6mg/lFLC  +6 mg/l FLC

Ryc. 22. Przyspieszona sedymentacja agregujacych nanoczastek srebra. Probki odwirowane po
3 godzinach inkubacji. Widoczna sedymentacja agregatow: c) AgNPs oplaszczone przeciwcialami
anty-lambda + FLC (6 mg/l [300 nM]. Proby kontrolne: a) AgNPs, b) AgNPs + FLC 6 mg/I
[300 nM], d) AgNPs oplaszczone przeciwcialami bez obecnosci FLC.

Analizujac otrzymane wyniki mozna okresli¢ optymalne stezenia reagentow, przy jakich
dochodzi do sprzegania biatek 1 agregacji nanoczastek w uktadzie: nanoczastki optaszczone
przeciwcialami + komplementarny antygen. Wiedzac, ze st¢zenie molowe roztworu
nanoczastek srebra wynosito okoto 10 nM, a stgzenie wolnych tancuchéow lekkich 100 uM
(2.2 g/I, masa molowa FLC 22000 g/mol) mozna wyliczy¢ stosunek liczby czastek, ktore
reagowaly ze sobg. Z danych przedstawionych na Ryc. 20 i Ryc. 21 wynika, ze reakcja
aglutynacji przebiegala optymalnie (zachodzily najwigksze zmiany widmowe oraz dochodzito
do agregacji nanostruktur) do momentu, gdy na 1 nanoczgstk¢ srebra optaszczong

12 czasteczkami przeciwcial przypadato od 20 do 50 czasteczek antygenu. Przy wigkszej ilosci

50



antygenu dochodzito do zablokowania reakcji. Model ten obarczony jest typowa dla testow
immunochemicznych cechg wynikajacg z nadmiaru antygenu — tzw. efektem hooka.
W praktyce, tak jak w innych tego typu testach, jedynym sposobem rozwigzania tego problemu
jest rozcienczenie probki przy wysokich stezeniach FLC [104,113].

Opracowany model aglutynacji funkcjonalizowanych przeciwciatami nanoczastek srebra
w obecno$ci tancuchow lekkich immunoglobulin moze stuzy¢ potencjalnie jako test
diagnostyczny. Biorgc pod uwage zakresy wartosci referencyjnych FLC w surowicy
(5.71-26.30 mg/L dla FLC lambda oraz 3.30-19.40 mg/l dla FLC kappa) i w moczu
(0.24 —6.66 mg/l dla FLC lambda i 1.35 — 24.19 mg/I dla FLC kappa) zakres stezen FLC przy
ktorych zachodzi proces agregacji (4-15 mg/l [200-700 nM]) wskazuje na klinicznie uzyteczng
czutos¢ testu [87].

W celu zbadania dynamiki reakcji immunochemicznej zachodzace; migdzy
optaszczonymi przeciwciatami nanoczgstkami srebra 1 wolnymi tancuchami lekkimi
immunoglobulin przeprowadzono badanie przy optymalnym, tzn. wywotujacym agregacje
nanoczastek stezeniu tancuchow lekkich (6 mg/l [300 nM]) (Ryc. 23). W 10 nM roztworze
nanoczastek srebra najwigksze zmiany widmowe zachodzity w ciggu pierwszych 2-3 godzin
od rozpoczecia reakcji. Zaobserwowano ciekawy — dwufazowy przebieg reakcji. W pierwszym
etapie (pierwsze 2 godziny) dochodzi obnizenia maksimum absorbancji widma SPR (przy
dhugosci fali 395 nm), a nastepnie do poszerzenia widma w kierunku fal dtuzszych (red-shift)

I powstania drugiego piku (470 nm).
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Ryc. 23. Dynamika reakcji immunochemicznej przy optymalnej (powodujacej agregacje
nanoczastek 10 nM) ilosci FLC (6 mg/l [300 nM]):

a) Charakterystyczna zmiana widma absorbcji: do 2-giej godziny spadek maksimum absorbancji
przy dlugosci fali 395 nm, a pézniej poszerzenie widma w kierunku fal dluzszych (red-shift)
i powstanie drugiego piku przy dlugosci okoto 470 nm.

b) Zmiana absorbancji (przy dlugosci fali 395 nm) w zaleznoS$ci od czasu reakcji. Najwieksze
zmiany obserwowane byly przez pierwsze 2 godziny od rozpoczecia reakcji.

Proces funkcjonalizacji nanoczastek i sprzeggania antygenu badano takze analizujac
zmiany srednicy hydrodynamicznej nanoczastek a takze zmiany potencjatu zeta metodg DLS
( Ryc. 24, Ryc. 25). Pomiary wykonano na roztworach nanoczastek srebra nieoptaszczonych
przeciwciatami, na AgNPs funkcjonalizowanych przeciwciatami anty- lambda oraz po dodaniu
FLC (ilosci wywolujacej agregacje nanoczastek 6 mg/l [300 nM]) do nanoczastek
optaszczonych przeciwciatami. W tym ostatnim przypadku pomiary przeprowadzone byty po
30, 60 1 120 minutach od rozpoczgcia reakcji.

W miar¢ postepu reakcji oplaszczania nanoczastek biatkami — najpierw przeciwciatami,
a pozniej tancuchami lekkimi immunoglobulin zaobserwowano w pierwszym etapie — do 60
minut od momentu dodania FLC do optaszczonych przeciwcialami AgNPs - wzrost srednicy
hydrodynamicznej nanoczastek oraz wzrost potencjatu zeta (pomiary wykonano po 30, 601 120
minutach). W drugim etapie reakcji (po 60 minutach) dochodzito do obnizenia $rednicy

hydrodynamicznej i potencjatu zeta.
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Ryc. 24. Zmiany Srednicy hydrodynamicznaej (A) i potencjalu zeta (B) nanoczastek srebra
w procesie funkcjonalizacji przeciwcialami i wigzania antygenu:

a) AgNPs - nanoczastki srebra nieoplaszczone przeciwcialami (0 na osi czasu),

b) AgNPs + ab - nanoczastki srebra oplaszczone przeciwcialami (punkt ab na osi czasu),

c) AgNPs + ab + FLC - nanoczastki srebra oplaszczone przeciwcialami po dodaniu FLC (30, 60
i 120 min. od dodania FLC). Po 60 min. przebiegu reakcji immunochemicznej antygen-
przeciwcialo wyraznie wida¢ drugi etap reakcji rejestrowany jako spadek S$rednicy
hydrodynamicznej i obnizenie potencjalu zeta powstajacych agregatow.
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Ryc. 25. Zmiana rozkladu wielkosci czastek w probce w zalezno$ci od intensywnosci
rozpraszania $wiatla — wyniki uzyskane metoda DLS:
a) nanoczastki srebra nieoplaszczone przeciwcialami (AgNPs)
b) nanoczastki srebra oplaszczone przeciwcialami anty-lambda (AgNPs+ab)

¢) nanoczgstki srebra oplaszczone przeciwcialami 2 godz. po dodaniu wolnych lancuchéw
lekkich (AgNPs+ab+FLC)
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Srednica hydrodynamiczna nanoczastek po 1 godzinie mieszania roztworu wynosita
62.8 nm + 4.4. Z powodu tworzenia duzych struktur aglutynacyjnych, pomiar po dluzszym
czasie i $ledzenie tworzenia duzych agregatow metodg DLS jest obarczony znacznym
obarczony bledem pomiarowym wynikajacym ze specyfiki metody.

Proces agregacji optaszczonych przeciwciatami nanoczastek srebra badano tez poprzez
analize rozpraszania zielonego $wiatla laserowego (532 nm) wytwarzanego przez laser
potprzewodnikowy. W skonstruowanym na potrzeby badan systemie pomiarowym wykazano

rézne wzorce rozpraszania $wiatta w zaleznosci od analizowanego materiatu.

Ryc. 26. Wzorce rozpraszanie zielonego Swiatla laserowego przez: a) nieoplaszczone bialkami
stabilizowane cytrynianem nanoczastki srebra, b) nanoczastki srebra oplaszczone przeciwcialami
anty-lambda (AgNPs+ab), ¢) agregaty nanoczastek powstale w wyniku oddzialywan antygen-
przeciwcialo (AgNPs+ab+FLC).

Waska wigzka $wiatlta laserowego przechodzaca przez roztwoédr niefunkcjonalizowanych
nanoczastek srebra data jednorodny wzoér rozpraszania (Ryc. 26a). Funkcjonalizacja
nanoczastek przeciwciatami spowodowata powstanie matych skupisk rozpraszajacych §wiatto
(Ryc. 26b). Dodanie antygenow biatkowych (FLC) spowodowato utworzenie agregatow
intensywnie rozpraszajacych $wiatlo (obraz przypominajacy rozblyski sztucznych ogni)
(Ryc. 26c). Uzyskane wzory rozproszenia byly zgodne z wynikami uzyskanymi przez

transmisyjng mikroskopie elektronowa i obserwacje sedymentacyjne.
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4.3. Wykorzystanie nanoczgstek srebra do badania procesu wzajemnego
oddziatywania wolnych monoklonalnych taricuchdéw lekkich immunoglobulin

Poniewaz monoklonalne tancuchy lekkie sa termodynamicznie niestabilne i w przypadku
niektorych klonow majg tendencj¢ do samoistnego tworzenia agregatow, w kolejnym etapie
pracy stworzono model, w ktérym badano wzajemne oddzialywania wolnych lancuchow
lekkich immunoglobulin optaszczonych na nanoczastkach srebra.

Zasadniczym elementem tej cze$ci pracy byla funkcjonalizacja nanoczastek srebra
wolnymi monoklonalnymi tancuchami lekkimi immunoglobulin. Wykorzystano do tego
wyselekcjonowane  mocze  od  pacjentow  z  biatlkomoczem = Bence-Jonesa.
W wyselekcjonowanych probkach moczu gtownym sktadnikiem biatkowym byly monomery

i dimery wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Reprezentatywne przyklady rozdzialow elektroforetycznych bialek moczy
wykorzystanych w pracy (a, b). Jak wida¢ glownym skladnikiem moczu byly monomery lub
dimery wolnych lancuchéw lekkich immunoglobulin. Metoda immunofiksacji wykazano, ze byly
to FLC typu kappa (c) lub lambda (d).
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W pracy wykorzystano 19 moczy, w tym 9 z FLC typu lambda i 10 z FLC typu kappa.
Dla kazdego klonu przygotowano 6 prob: do 1 ml nanoczastek srebra o ste¢zeniu 10 nM
dodawano takie ilosci moczu, aby uzyskac¢ koncowe st¢zenia FLC w probkach rowne: 0 mg/l
[0 nM], 0,2 mg/l [10 nM], 1 mg/l [50 nM], 3 mg/l [150 nM], 5 mg/l [250 nM] i 10 mg/I
[500 nM]).

Proces agregacji tancuchow lekkich badano metodg spektroskopii UV-Vis, TEM oraz
analizowano bezposrednie rozpraszanie $wiatla laserowego.

Analizujac reakcje zachodzace w roztworach nanoczastek srebra funkcjonalizowanych
monoklonalnymi wolnymi tancuchami lekkimi zaobserwowano dwa charakterystyczne wzorce
zmian. W obu wariantach przy stezeniu FLC réwnym 1 mg/l [50 nM] roztwor zmieniat barwe
z 760ttej na czerwong. W widmie UV-Vis dochodzito do charakterystycznego obnizenia
maksimum absorbancji, jego przesuniecia w prawo (red-shift) i poszerzenia widma (Ryc. 28).
Przy wigkszym stezeniu FLC (3 mg/l [150 nM], 5 mg/l [250 nM], 10 mg/l [500 nM])
dochodzito albo do stabilizacji roztworu nanoczastek (wariant 1), albo samoistnej agregacji
nanostruktur (wariant 2).

W wariancie 1 przy wzrastajacych stgzeniach FLC (od 3 mg/l [150 nM]) dochodzito do
zmian widmowych sugerujacych wytworzenie korony bialtkowej wokol nanoczastek
(niewielkie obnizenie maksimum absorbancji i red-shift, bez poszerzenia widma). Roztwory
mialy barwe z6lta. Uwzgledniajac stezenia molowe reagentow ilo$¢ czasteczek biatka
przypadajacych na 1 nanoczastk¢ w tych roztworach to 15:1, 25:1 1 50:1.

W wariancie 2 krzywe widm absorbancji przy wysokich st¢zeniach FLC splaszczaty sig
I dochodzito do widocznej makroskopowo agregacji nanostruktur.

Przedstawione wzorce zmian zachodzily bez zwiazku z typem tancuchéw wolnych.
Wariant 1 zaobserwowano u 7/9 pacjentéw z FLC lambda 1 8/10 u pacjentow z FLC kappa.
Drugi, zwigzany z agregacja nanoczastek, typ zmian zachodzit u 2/9 pacjentow z FLC lambda

I 2/10 u pacjentéw z FLC kappa.
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Ryc. 28. Wzorce zmian makroskopowych i widma LSPR w wyniku oplaszczenia nanoczastek
srebra (10 nM) réznymi klonami wolnych monoklonalnych tancuchow lekkich immunoglobulin.
W obu wariantach przy stezeniu FLC réwnym 1 mg/l [50 nM] obserwowano charakterystyczne
czerwone zabarwienie roztworu a na wykresie widma UV-Vis obnizenie maksimum absorbancji,
poszerzenie widma i red-shift. W wariancie 1 przy wyzszych stezeniach FLC (od 3 mg/l [150 nM])
— obserwowano zo6lta barwa roztworu, niewielkie obnizenie maksimum absorbancji (w stosunku
do nanoczastek wyjsciowych) i jego przesuniecie w prawo (red-shift), bez poszerzenia widma.
W wariancie 2 przy wysokich stezeniach FLC - obserwowano agregacje nanostruktur
i splaszczenie krzywych na wykresie widmowym.

Aby sprawdzi¢ czy mozliwe jest wywotanie agregacji stabilnych, optaszczonych FLC
nanoczastek srebra w ukladzie 1 do probek dodano przeciwciala, ktére powinny zareagowac
z tancuchami lekki immunoglobulin optaszczonymi na nanoczastkach, odpowiednio: anty-FLC
kappa lub anty-FLC lambda. Nie udato si¢ jednak osiggng¢ w ten sposob agregacji nanoczastek.
Oddziatywanie antygen-przeciwciato nie spowodowato wytracenia si¢ nanoczastek. Uktad jest
bardzo stabilny, prawdopodobnie dzigki wytworzonej wokdt nanoczastek duzej koronie
biatkowe;j.

Podsumowujgc, w wyniku optaszczenia nanoczastek srebra wolnymi tancuchami lekkimi
w stosunku molowym 5:1 (FLC:AgNPs) dochodzito do zmiany LSPR i barwy roztworu
(z z6ltej na czerwong). Przy wyzszych stosunkach FLC do AgNPs (15:1, 25:1, 50:1)
w przypadku czgsci klonéw dochodzito do wytworzenia stabilnej korony biatkowej wokot

nanoczastek, pozostate natomiast oddziatywaty ze sobag wywolujac agregacje nanostruktur.
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Ten prosty model (nanoczastki optaszczone FL.C) moze potencjalnie stuzy¢ jako test do
selekcji klonow wolnych tancuchow lekkich majacych tendencje do samoistnej agregacji.

Agregacja wolnych tancuchoéw lekkich zwigzana jest z ich klonalnos$cig. Poprzeczna (do
osi wtokna amyloidowego) agregacja wolnych monoklonalnych tancuchow lekkich mozliwa
jest wtedy gdy wyeksponowane fragmenty o strukturze beta kartki tworza specyficzng dla
klonu zazebiajaca si¢ komplementarnie strukture. W pismiennictwie brak jest doniesien
0 powstawaniu struktur amyloidowych u pacjentow z hipergammaglobulinemig poliklonalng.
Czasteczki biatkowe roznych klonow maja odmienne, niepasujace do siebie fragmenty wigzace
o strukturze beta kartki. W celu weryfikacji powyzszej hipotezy zmieszano wybrane klony FLC
wywotujace agregacj¢ tak, aby stezenie koncowe FLC w materiale wynosito 8 mg/l. Okazato
si¢, ze ,,pseudopoliklonalna” mieszanina wolnych tancuchow lekkich nie powoduje reakcji
agregacji nanoczastek (Ryc. 29). Potwierdza to uzyteczno$¢ systemu nanoczgstkowego
w identyfikacji klonow wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin majacych tendencje do

aglutynacji i — by¢ moze — tworzenia amyloidu.
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Ryc. 29. Porownanie zmian zachodzacych po oplaszczeniu AgNPs wolnymi lancuchami lekkimi
(8 mg/l, [400nM]): Kklonem wywolujacym samoistng agregacje (kolor zielony)
i pseudopoliklonalnymi” FLC (kolor rézowy). ,,Pseudopoliklonalna” mieszanina FLC nie
powoduje reakcji agregacji nanoczastek.
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Wzajemne oddziatywanie wolnych monoklonalnych tancuchoéw lekkich optaszczonych
na nanoczastkach srebra badano tez za pomocag obrazowania TEM (Ryc. 30). Ryc. 30a
przedstawia pojedyncze nanoczastki srebra optaszczone wolnymi tancuchami lekkimi (10 mg/1
[500 nM]), stabilne, z korong biatkowa (odpowiada to wariantowi 1 opisanemu powyzej). Na
Ryc. 30b wida¢ agregaty nanoczastek powstajace w wyniku oddziatywan miedzy tancuchami
lekkimi (wariant 2).

A
21

TEESE

Ryc. 30. Agregacja monoklonalnych lancuchow lekkich obrazowana przy pomocy transmisyjnego
mikroskopu elektronowego: a) nanoczastki srebra oplaszczone FLC (10 mg/l [500 nM]) stabilne,
z korong bialkowa (wariant 1); b) nanoczastki srebra oplaszczone FLC (10 mg/l [500 nM])
agregujace (wariant 2).

p—] 200 NM

Oceniajac oddzialywania miedzy wolnymi tancuchami lekkimi analizowano réwniez
wzorce rozpraszania $wiatla laserowego przez powstale mieszaniny. Okazato si¢, ze korona
biatkowa utworzona w obecnos$ci wysokich stezen FLC (150 nM, 250 nM, 500 nM) daje obraz
charakterystycznych koncentrycznych okrggdéw (Ryc. 31a). Agregaty powstale w wariancie
opisanym powyzej jako 2 daja obrazy (,,rozbtyski sztucznych ogni”’) (Ryc. 31b), podobne jak

W czgs$ci badania dotyczacej oddzialywan antygen — przeciwciato.
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a b

Ryc. 31. Rozpraszanie zielonego swiatla laserowego przez: a) nanoczastki srebra pokryte duzg
korong bialkowa, b) agregaty nanoczastek.

Analize wzorOw rozpraszania $wiatla mozna wykorzysta¢ do jako$ciowego badania
procesu oddziatywan bialek z nanoczastkami w czasie rzeczywistym. Ta metoda moze
zapewni¢  wysoka czulo$¢, umozliwiajac  obserwacje agregacji  pojedynczych
nanoczastek [114]. Metoda rozpraszania wzorca moze byc¢ tanig, stosunkowo prostg metoda

badawcza do badania oddzialywan biatkowych z wykorzystaniem nanoczastek srebra.
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5. Dyskusja

W pracy podjeto probe zastosowania nanoczastek srebra do badania oddzialywan
mi¢dzybiatkowych. W pierwszym etapie dokonano wyboru metody syntezy nanoczastek.

W pismiennictwie istnieja setki metod syntezy nanoczastek srebra. Wybrana metoda
syntezy powinna by¢:
1. Taniai prosta w wykonaniu.
2. Otrzymane nanoczastki powinny by¢ stabilne w procesie przechowywania.
3. Nanoczastki powinny umozliwia¢ wigzanie bialek na ich powierzchni.

Rézne sposoby syntezy i stabilizacji nanoczastek wplywaja na ich wlasciwo$ci m.in. na
rozmiar, ksztatlt nanoczastek, ich tadunek powierzchniowy oraz pozniejsze mozliwosci
funkcjonalizaciji.

Syntez¢ wykorzystanych w pracy nanoczastek srebra przeprowadzono wedlug metody
opisanej przez Creightona [47]. Otrzymane w wyniku redukcji jonow srebra nanoczastki
stabilizowano jonami cytrynianowymi. Zétto zabarwiony roztwor posiadat zwigzane z efektem
powierzchniowego rezonansu plazmonowego, widmo absorbcji z maksimum przy dtugos$ci fali
395 nm. Wykorzystujac zalezno§¢ miedzy maksimum widma powierzchniowego rezonansu
plazmonowego i rozmiarem nanoczgstek oszacowano $rednice otrzymanych nanoczastek na
okoto 10 nm [109]. Nanoczagstki te okazaly si¢ podatne na oplaszczanie zaroéwno
przeciwciatami zawartymi w antysurowicy jak i wolnymi fancuchami lekkimi immunoglobulin.
Funkcjonalizowane biatkami nanoczastki byly stabilne w izotonicznym roztworze soli co
umozliwiato badanie procesu agregacji bialek w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Jest
to szczegolnie wazne poniewaz nanoczastki metali sg niestabilne w §rodowisku zawierajacym
wysokie stezenia jonow jedno- i dwuwarto$§ciowych [115]. Otrzymane metoda Creightona
roztwory nanoczastek srebra bylty stabilne przez wiele miesi¢cy. Uzyskane wedlug innego
protokotu syntezy AgNPs (borowodorek i hydrazyna jako zwiazki redukujace oraz cytrynian
I PVA jako stabilizatory) mimo potencjalnie atrakcyjnych cech — réznych rozmiaréw i barw -
okazaty si¢ bardzo stabilne a zwarta powierzchnia stabilizujacego alkoholu poliwinylowego

(PVA) zapobiegata wigzaniu si¢ biatek.
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Model antygen-przeciwcialo.

Badania rozpoczgto od referencyjnego modelu oddzialywan biatkowych, uktadu
antygen — przeciwciatlo. Nanoczastki srebra optaszczono przeciwciatami anty-lambda
a elementem oddziatujacym z otaczajaca nanoczastki korong biatkowa byt komplementarny
antygen — wolne tancuchy lekkie immunoglobulin typu lambda. Potencjalnie model ten mozna
wykorzysta¢ do konstrukcji testu diagnostycznego wykrywajacego tancuchy lekkie
immunoglobulin.

Kluczowym elementem funkcjonalizacji AgNPs przeciwcialami anty-lambda byto
ustalenie odpowiedniej ilosci antysurowicy jaka powinna by¢ uzyta, aby skutecznie optaszczy¢
nanoczastki. Analizujac dane z pismiennictwa dotyczace optymalnej iloSci przeciwcial, jaka
powinna by¢ uzyta do funkcjonalizacji nanoczastek daje si¢ zauwazy¢ duze rozbieznos$ci. Dane
podawane przez roznych autorow si¢ roznig si¢ nawet o kilka rzgdéw wielkosci. Dodatkowo,
rozni autorzy inaczej przedstawiajg st¢zenia nanoczastek w roztworze i ilos¢ dodawanych
przeciwcial. Niektorzy badacze podaja stezenie AgNPs w miligramach elementarnego
srebra/litr [6,7,11,65,116-120].

Wobec trudnych do pordéwnania danych z pi$miennictwa i braku odniesienia do
opracowywanego uktadu (rozmiaru nanoczastek, ich stezenia, potencjatu zeta, punktu
izoelektrycznego bialka) ilos¢ dodanego biatka (zaréwno przeciwciata jak i antygenu) zostata
dobrana na podstawie wczesniejszych do§wiadczen.

Do wykrywania antygendéw biatkowych mozemy wykorzystywac przeciwciata mono- lub
poliklonalne. Przeciwciata monoklonalne maja swoje ograniczenia. W przypadku tancuchow
lekkich immunoglobulin, ktore cechuja si¢ duza heterogennoscig, moze doj$¢ do sytuacji
w ktorej monoklonalny antygen bedzie pozbawiony komplementarnego epitopu. W stosunku
do heterogennych monoklonalnych tancuchow lekkich metody badawcze oparte o przeciwciata
poliklonalne sg stabilniejsze [121]. Zastosowanie przeciwcial poliklonalnych ma jednak swoje
wady. Trudno jest scharakteryzowa¢ komercyjnie dostgpne przeciwciala poliklonalne.
Z technicznego punktu widzenia moze to by¢ pelna surowica lub oczyszczona frakcja
immunoglobulin. Aby okresli¢ sktad i1 stezenie przeciwcial uzytych w pracy wykonano
elektroforeze kapilarng zastosowanej w pracy antysurowicy. Na podstawie uzyskanego profilu
elektroforetycznego ustalono, ze uzyta surowica anty-FLC zawierata oczyszczong frakcje
immunoglobulin. Stezenie wyjsciowe immunoglobuliny — obliczone przez poréwnanie pola
powierzchni na elektroforegramie ze standardem biatka o znanym st¢zeniu — wynosito 168 g/1.

Uwzgledniajac cigzar molekularny immunoglobuliny IgG wynoszacy okoto 140 kDa, st¢zenie
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molowe immunoglobulin w zastosowanej antysurowicy wynosito 1.2 mM. Oczywiscie otwartg
1 trudng do rozwigzania kwestig jest stezenie specyficznych przeciwcial rozpoznajacych
epitopy wolnych tancuchéw lekkich, a takze ich powinowactwo 1 awidnos$¢. Fakt ten nalezy
uzna¢ za wad¢ opracowywanego modelu [105].

W przedstawionej pracy na podstawie maksimum LSPR (395 nm) oraz wspotczynnika
ekstynkcji molowej dla tej dlugosci fali (5,56 x 108 Mt cm™) stezenie molowe roztworu AgNPs
oszacowano na 10 nM. Stezenie koncowe przeciwcial w roztworze (po funkcjonalizacji
nanoczastek) wynosito 120 nM. Oznacza to, ze stosunek molowy ilosci przeciwcial/AgNPs
wynosit 12. Przy takiej ilosci przeciwcial nanoczastki srebra byly stabilne, nie agregowaty
samoistnie a w porownaniu z AgNPs nieoplaszczonymi wykazywaty niewielkie przesunigcie
maksimum widma absorpcji w prawo (red-shift). Charakterystyka nanoczastek
funkcjonalizowanych przeciwciatami jest spdjna z wynikami innych badaczy [25,122].
Np. Lu Zhang et al. optaszczajac 14-nanometrowe nanoczastki ztota mysig immunoglobuling
IgG uzyskali podobne przesuni¢cie widma UV-Vis w poréwnaniu do wyjsciowych AuNPs
(nieznaczny red-shift) [122]. W cytowanej pracy ilo$¢ czasteczek IgG przylaczonych do
nanoczastek zlota wg analiz dokonanych réznymi metodami wynosita od 4 do 15.

Konstrukcja uktadu referencyjnego stuzacego do badania oddziatywan biatkowych
oparta byla na oddzialywaniu migdzy specyficznymi przeciwciatami oplaszczonymi na
nanoczastkach 1 komplementarnym antygenie (FLC). Oddziatywaniom tym towarzyszyty
zmiany w widmie powierzchniowego rezonansu plazmonowego. W okre§lonym zakresie
stezen FLC (od 0 do 10 mg/l [500 nM]) dochodzito do obnizenia maksimum absorbancji przy
dhugosci fali 395 nm, poszerzenia i przesunigcia w prawo (red-shift) widma LSPR. Dodatkowo
obserwowano powstanie drugiego piku przy dlugosci fali 470 nm. Zmiany te korespondowaty
z procesem agregacji nanostruktur obserwowanym w TEM, metodzie DLS i bezposrednim
rozpraszaniu $wiatta laserowego. Przy wyzszych stezeniach FLC (powyzej 10 mg/l [500 nM)
dochodzito do ponownego wzrostu maksimum absorbancji przy dlugosci fali 395 nm
I zwezenia si¢ widma LSPR. Zjawisko to zwigzane byto prawdopodobnie z tworzeniem drugiej
warstwy biatkowej sktadajacej si¢ z wolnych tancuchéw lekkich. Tworzona w obszarze
nadmiaru antygenu korona biatkowa stabilizowata czasteczki a wysycajace stezenie FLC
zapobiegato agregacji.

Znajac stezenie molowe roztworu nanoczastek srebra - 10 nM, i stezenia wolnych
tancuchow lekkich mozna wyliczy¢ stosunek liczby czastek, ktore reagowaty ze sobg. Reakcja
aglutynacji przebiegata optymalnie (zachodzity najwigksze zmiany widmowe) do momentu,

gdy na 1 nanoczastke srebra optaszczong 12 czasteczkami przeciwceiat przypadato od 20 do 50
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czasteczek antygenu. Przy wigkszej ilosci antygenu dochodzito wysycenia miejsc wigzacych
i zablokowania reakcji agregacji nanostruktur. Model oparty na reakcji antygen- przeciwciato
obarczony jest typowa dla testow immunochemicznych cechg wynikajaca z nadmiaru antygenu
— tzw. efektem hooka. W praktyce, tak jak w innych tego typu testach, jedynym sposobem
rozwigzania tego problemu jest rozcienczenie probki przy wysokich st¢zeniach
FLC [104,113,123].

W badaniu wzajemnych oddzialywan optaszczonych na nanoczastkach biatek nalezy
uwzgledni¢ wiele czynnikdw. Wlasnosci fizyczne nanoczastek $cisle zaleza od ich rozmiaru
| ksztaltu. Wazne sg roéwniez warunki srodowiska — pH, sita jonowa, temperatura, czas reakcji.
Pierwszym etapem konstrukcji uktadu badawczego opisanego powyzej bylo tworzenie
oplaszczajgcej nanoczastki warstwy biatkowej. Warstwe t¢ mozna uznac za jeden z elementow
szeroko opisywanej w pismiennictwie korony biatkowej tworzacej si¢ wokol nanoczastek.
Wtasnosci korony biatkowej, jej rozmiar, proces wigzania biatek na powierzchni nanoczastek
w istotny sposob wplywa na wiasno$ci uktadu.

Aby  scharakteryzowa¢  powstajaca  koron¢  biatkowa poza  metodami
spektrofotometrycznymi zastosowano dodatkowe metody badawcze. Dostepnych jest wiele
technik badawczych a wybor metody analitycznej zalezy od tego jaki parametr dotyczacy
korony biatkowej chcemy oceni¢ [124]. Gtéwnymi technikami wykorzystywanymi w celu
okreslenia grubosci korony biatkowej sa: metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS),
wirowania rdéznicowego (differential centrifugal sedimentation - DCS), transmisyjna
mikroskopia elektronowa (TEM) [33,124-126].

Dane dotyczace grubosci korony biatkowej sa powszechnie podawane w pismiennictwie.
Natomiast informacje dotyczace doktadnej ilosci (stechiometrii) zwigzanych biatek oraz
dynamiki ich wigzania/wymiany sg trudne do oceny za pomocg standardowych metod badania.
Do okreslenia powinowactwa wigzania wykorzystuje si¢ m.in. metod¢ wygaszania
fluorescencji (fluorescence quenching titration - FQT), spektroskopii korelacji fluorescencji
(fluorescence correlation spectroscopy - FCS), chromatografii na sitach molekularnych (size
exclusion chromatography - SEC), kalorymetrii roznicowej (isothermal titration calorimetry -
ITC) [127-129].

W badaniach nad oceng dynamiki wigzania biatek do nanoczastek wykorzystywano
analize powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR), wagi z oscylatorem kwarcowym
(quartz crystal microbalance - QCM), potencjat zeta (Zeta potential - Z-pot) [126,127,130].

Aby okresli¢ sktad korony biatkowej stosuje si¢ metody elektroforetyczne i spektrometri¢

mas [130,131].
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W trakcie adsorpcji biatek na powierzchni nanoczastek moga one ulega¢ zmianom
konformacyjnym. Jest to szczegolnie istotne w przypadku niektoérych biatek, m.in. wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin gdzie zmiany konformacyjne i wyeksponowanie struktur
B-kartki moze by¢ jednym z pierwszych etapow tworzenia amyloidu. Zmiany konformacyjne
biatek, do ktorych moze dojs¢ w wyniku ich adsorbcji na nanoczastkach mozna $ledzi¢
wykorzystujac do tego szereg metod, m.in.: dichroizm kotowy (circular dichroism - CD) czy
rézne warianty furierowskiej spektroskopii ramanowskiej (fourier transform infrared
spectroscopy - FTIR) i magnetycznego rezonansu jadrowego (nuclear magnetic resonance -
NMR) [130,132-134].

W pracy, poza spektrofotometrig UV-Vis, wykorzystano obrazowanie z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej, metode dynamicznego rozpraszania Swiatta a takze
autorska metode rozpraszania §wiatta laserowego.

Badanie zmian powierzchniowego rezonansu plazmonowego jest bardzo kuszaca metoda
badawcza w przypadku nanoczastek metali. Zmiany w bezposrednim otoczeniu nanostruktur
moga powodowac spektakularne zmiany widmowe. Wykorzystanie tej metody nie zawsze
jednak jest mozliwe, poniewaz tworzaca si¢ wokol nanoczastek korona biatkowa stabilizuje
nanoczastki 1 nie obserwuje si¢ wtedy bezposrednich zmian LSPR. Latwiej jest woéwczas
analizowa¢ zachodzace w roztworze zmiany wykorzystujac metody obrazowe jak TEM czy
bezposrednie rozpraszanie §wiatla (DLS).

DLS to metoda analityczna, ktora polega na rozpraszaniu $wiatla laserowego przez
bedace w cigglym ruchu (ruchy Browna) nanoczastki zdyspergowane w cieczy. Szybkos¢
zmian intensywnosci §wiatla rozproszonego zalezy od wielkosci czastek i dlatego moze
postuzy¢ do obliczenia ich rozmiaru [135].

DLS umozliwia pomiar wielko$ci nanoczastek z przedziatu od 0.5 nm do 10 000 nm oraz
badanie proceséw zachodzacych w czasie. Moze by¢ wykorzystywany do analizy ksztattu oraz
wlasciwosci optycznych czastek. DLS jest najczg$ciej stosowang metoda do okreslenia
grubosci korony biatkowej. Zaletg techniki DLS jest fakt, ze nie wymaga ona specjalnego
przygotowania probki. Pomiar odbywa si¢ w roztworze w ktérym znajdujg si¢ nanoczastki bez
zadnych modyfikacji. Wadg tej techniki jest konieczno$¢ uzycia wyspecjalizowanej
aparatury [136].

Sredni rozmiar nanoczastek wykorzystanych w pracy obliczony metodg DLS wedtug
intensywnosci rozpraszania (size by intensity) wyniost 30 + 6 nm. Srednia i mediana rozmiaréw
AgNPs uzyskane z DLS byly wyzsze niz te otrzymane z TEM ($rednia 9.62 nm, mediana

9.2 nm, SD 3.4 nm). Podobne rozbieznos$ci zaobserwowano poréwnujac rozmiary nanoczastek

65



ztota uzyskane tymi dwoma metodami w badaniach Lu Zhang et al. (TEM 14.8 = 1 nm, DLS
20.9 nm) czy Bell et al. (TEM 20.1 nm, DLS 25.7+ 0.2 nm) [122,137]. Metoda DLS mierzy
srednice hydrodynamiczng nanoczastek 1 powyzsze roznice warto$ci $Srednicy otrzymane
roznymi metodami mozna wytlumaczy¢ zaktoceniem $Srednicy hydrodynamicznej NPs
powodowanym przez $rodek dyspergujacy. Poza warstwg hydratacyjng dodatkowym
czynnikiem mogacym mie¢ wplyw na rozmiary nanoczastek uzyskane metoda DLS jest
zwigzek uzywany do stabilizacji nanoczgstek (np. cytrynian). TEM tymczasem pokazuje
$rednice czastek bez uwzglednienia tadunku wodnego 1 jonowego [137].

Roéznice w wynikach dodatkowo zwigzane s3 z tym, ze na prezentacj¢ wynikow DLS
W istotny sposob wplywa wybdr sposobu obliczania. Podstawowy sposob pomiaru
| przedstawiania wynikow w metodzie DLS zwigzany jest z intensywnoscig rozpraszania
Swiatla przez czastki obecne w roztworze (Size by intensity). Jesli jednak w roztworze znajduje
si¢ duza ilo$¢ duzych czastek ten sposob prezentacji wynikow moze by¢ obarczony znacznym
btgdem 1 w wynikach mate czastki beda pomijane. Konieczne moze by¢ wtedy okreslenie
objetosci fazy rozpraszajacej i1 ilosci czgstek rozpraszajacych. Pozwoli to na dodatkowa
prezentacje wynikow uwzgledniajacg objetos¢ (size by volume) lub ilos¢ danych czastek (size
by numer) [136]. Ryc. 32 pokazuje roznice w uzyskanych wynikach w zaleznosci od przyjetej
metody obliczania. Zaktadajac, ze w roztworze znajduje si¢ taka sama ilo$¢ czastek o Srednicy
5 nm i 50 nm na wykresie prezentujacym rozktad wielkosci wedlug ilosci czastek
rozpraszajacych (Ryc. 32a) otrzymamy dwa piki tej wielkosci (stosunek 1:1). Liczac rozktad
wielkosci z uwzglednieniem objetosci czastek powierzchnia piku dla czastek o $rednicy 50 nm
bedzie 1000 razy wigksza (Ryc. 32b). Jesli natomiast przedstawimy rozktad wielkosci tych
samych czastek wedlug intensywnosci rozpraszania $wiatla (Ryc. 32c¢) to stosunek powierzchni
pikow bedzie wynosit 1:1000000. Wynika to z faktu, ze duze czastki rozpraszaja znacznie
wiece] Swiatla niz czastki mate (wg obliczen Rayleigha intensywnos¢ rozpraszania zalezy od

szostej potegi srednicy) [138].
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Ryc. 32. Wplyw wyboru metody obliczania na prezentacje wynikow rozmiaréow czastek
mierzonych metoda DLS [136].

Wada DLS jest wigc niewatpliwe to, Ze interpretacja danych robi si¢ skomplikowana
w przypadku systemow polidyspersyjnych [139]. Intensywnos¢ rozproszenia silnie zalezy od
wielkos$ci czastek 1 Srednica hydrodynamiczna zmierzona tg metoda jest silnie przesuwana
w kierunku najwiekszych struktur w roztworze. Czastka 30 nm wykazuje 108-krotnie wigksza
intensywno$¢ rozpraszania niz czastka 3 nm, co powoduje, ze podajac wyniki by intensity mate
czastki sg zaniedbywane. Dlatego nawet niewielka ilo$§¢ wigkszych czastek moze zaburzy¢
interpretacje danych DLS 1 wptywac na ich poprawng interpretacje. Wazne jest aby analizujac
NPs pod katem ich wielkosci hydrodynamicznej za pomoca DLS sprawdzi¢ czy wskaznik
polidyspersji (PDI) jest wystarczajaco niski, aby uzna¢ probke za monodyspersyjng [135].

Poniewaz w przedstawionej pracy rozklad wielkosci czastek jest dos¢ szeroki, obecnosé
wiekszych czastek moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu rozproszenia swiatta, co zwigksza rozmiar
mierzonych czastek. Dodatkowo, mate czastki mogg ulega¢ aglomeracji i ich identyfikacja nie
jest mozliwa [139].

Wykorzystujac DLS do pomiaru $rednicy hydrodynamicznaej nanoczastek srebra
optaszczonych przeciwciatami anty-lambda otrzymano wynik 46.1 + 4.1 nm (vs 30 = 6 nm —
nanoczastki  nieoptaszczone przeciwciatami). Uwzgledniajac  przecigtne  wymiary
immunoglobulin podawane w pismiennictwie (14.5 nm x 8.5 nm x 4 nm) [28] otrzymane z DLS
dane wskazuja, ze immunoglobuliny uformowaly na powierzchni nanoczastek monowarstwe
Warstwa ta widoczna byla na obrazie TEM jako przestrzenie oddzielajace pojedyncze
nanoczastki (Ryc. 11). Podobnie, wzrost $rednicy hydrodynamicznej nanoczgstek
po optaszczeniu biatkami osocza wykazali w swojej pracy Dobrovolskaia et al. (33.3 nm przed
vs. 76.1 nm po inkubacji nanoczastek zlota z osoczem) [111]. W cytowanej pracy pomiar
metoda TEM nie pozwolit na uchwycenie zmiany rozmiar6w nanoczastek po oplaszczeniu
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(27.2 nm przed vs. 28.4 nm po optaszczeniu). TEM uznano jednak za przydatna do wykazania,
ze inkubacja nanoczastek z osoczem nie spowodowata agregacji nanoczastek,
a w konsekwencji zjawisko agregacji nanoczastek nie wptyneto na analiz¢ DLS. Obrazowanie
metoda TEM, powszechnie wykorzystywane w obrazowaniu nanostruktur, moze zatem
stanowi¢ uzupenienie informacji otrzymanych dzigki DLS [111] .

Agregacja nanostruktur moze tez by¢ skutkiem wirowania przeprowadzonego w celu
wyizolowania komplekséw NPs-biatka lub tez efektem dziatania specyficznych warunkoéw
srodowiskowych. Obecno$¢ agregatdéw moze znaczaco wplynaé na wyniki uzyskane metoda
DLS, a koncowej obliczonej grubosci nie nalezy uwazaé za reprezentatywna dla calej probki.
Na przyktad Wang i wspotpracownicy w swoim badaniu zaobserwowali zmiang¢ zar6wno
wielkosci, jak i1 dystrybucji rozktadu nanoczasteczek ztota po inkubacji z surowica: $redni
rozmiar nanoczastek wzrdst z 25 do 83 nm, a rozktad wielkoSci stat si¢ bardziej niejednorodny.
Postawili hipoteze, ze wzrost srednicy NPs byt spowodowany nie tylko tworzeniem si¢ korony
biatkowej, ale takze obecnos$cig aglomeratow biatko-NPs, ktorych powstanie byto efektem
obecno$ci w roztworze jonow Ca™ i Mg*™ [140].

Transmisyjna mikroskopia elektronowa jest jedng z bardziej popularnych technik
mikroskopii wykorzystywanych do charakterystyki nanoczastek [135]. Pozwala ona na
okreslenie rozmiaru 1 ksztaltu nanoczastek, a takze ich charakterystyke chemiczng. Metoda ta
cechuje si¢ wysokg rozdzielczoscia, nawet do 0.07 nm. [135] Podstawowym ograniczeniem
elektronowej mikroskopii transmisyjnej jest konieczno$¢ przygotowania probki. Sam pomiar
odbywa si¢ na podtozu po catkowitym usuni¢ciu wody. Usunigcie wody moze znacznie zmieni¢
labilne struktury bialkowe otaczajace nanoczastki. Kolejnym problemem, ktory si¢ pojawia
przy obrazowaniu metoda TEM jest konieczno$¢ przygotowania cienkich probek (limit
grubosci wynosi 200 nm) aby unikna¢ efektow chromatycznych. Zbyt ,,gruba” probka moze
zmniejszy¢ osiggalng rozdzielczos¢ do 1.5-2 nm. Technika ta jest kosztowna i skomplikowana
operacyjnie, wymaga czasochlonnego przygotowania probki [136]. Dodatkowo pole widzenia
jest stosunkowo niewielkie, co stwarza mozliwos¢, ze analizowany region moze nie by¢
charakterystyczny dla catej probki. Istnieje prawdopodobienstwo, ze probka moze zostac
uszkodzona przez wigzke elektronéw, szczegdlnie w  przypadku  materiatow
biologicznych [136].

Mimo swoich ograniczen TEM jest jedna z najczgéciej stosowanych technik do badania
I charakterystyki nanoczastek. Metodga TEM w pracy udato si¢ okre$li¢ rozmiary nanoczastek,
wykaza¢ tworzenie wokot nanoczastek korony biatkowej zapobiegajacej ich agregacji oraz

zobrazowac powstajace agregaty.
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Oczywistym jest, ze kazda metoda analityczna ma swoje wady i zalety. W przypadku
badania nanomateriatow wyzwaniem staje si¢ odpowiednie przygotowanie probek do badania,
tak aby unikng¢ agregacji czy tez rozpuszczenia nanostruktur. Istotne jest stezenie nanoczastek,
aby osiggna¢ limit detekcji danej metody. Aby wilasciwie scharakteryzowaé NPs, dobrze jest
zastosowac wiecej niz dwie rozne metody analityczne [135].

W ramach pracy nad badaniem odzialtywan miedzybiatkowych z wykorzystaniem
nanoczastek dodatkowo opracowano autorskg metod¢ oceny rozpraszania zielonego $wiatla
laserowego (532 nm) na nanoczastkach i poréwnano jej wyniki z pozostalymi metodami.

W skonstruowanym na potrzeby badan systemie pomiarowym wykazano rézne wzorce
rozpraszania $wiatla na nanoczastkach nieoptaszczonych, optaszczonych przeciwciatami,
optaszczonych tancuchami lekkimi w nadmiarze (korona biatkowa) oraz na agregatach
nanoczastek srebra.

Waska wigzka $wiatta laserowego przechodzaca przez roztwor niefunkcjonalizowanych
nanoczastek srebra data jednorodny wzor rozpraszania (Ryc. 26a). Funkcjonalizacja
nanoczastek przeciwciatami spowodowata powstanie matych skupisk rozpraszajgcych swiatto
(Ryc. 26b). Dodanie 6 mg/l [300 nM] antygenéw biatkowych (FLC) do optaszczonych
przeciwciatami anty-FLC nanoczastek spowodowalo utworzenie agregatow intensywnie
rozpraszajacych $wiatto (obraz przypominajacy rozbtyski sztucznych ogni) (Ryc. 26¢).
Efektem rozpraszania §wiatta laserowego na modelu bedacym wynikiem drugiego etapu pracy
— nanoczastkach otoczonych duza korong biatkowa byly charakterystyczne koncentryczne
okregi (Ryc. 31). Agregaty nanoczastek otrzymane w tej czes$ci pracy (model 2) dawaly wzory
rozproszenia podobne jak w pierwszym etapie pracy (model antygen-przeciwciato).

Rozne wzory rozpraszania widoczne w obserwacjach mikroskopowych pokrywaty sie
Z wynikami uzyskanymi innymi metodami. Analiz¢ wzordw rozpraszania Swiatta mozna uznac
za przydatng do jakosciowego badania procesu oddziatywan bialek z nanoczastkami w czasie
rzeczywistym [141]. Metoda ta moze zapewni¢ wysoka czulo$é, umozliwiajac obserwacje
agregacji pojedynczych nanoczastek [142]. Analiza rozpraszania $wiatla laserowego (metoda
rozpraszania wzorca) moze by¢ tanig, stosunkowo prosta metodg badawcza do badania
interakcji bialek z wykorzystaniem nanoczastek srebra.

Wykorzystane w pracy metody $ledzenia agregacji nanoczastek zwigzanej
z oddziatywaniami antygen-przeciwcialo - spektrofotometria UV/Vis, obrazowanie TEM,
dynamiczne rozpraszanie $wiatla — dajg generalnie spdjne wyniki. Kazda z tych metod ma
jednak pewne ograniczenia wynikajace miedzy innymi ze sposobu do przygotowania prébki do

badania lub samej metodologii badawczej. Podczas tworzenia korony biatkowej, systemow
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badan agregacji nalezy wzia¢ pod uwage wiele elementow zwigzanych z witasciwosciami
fizycznymi 1 chemicznymi nanoczgstek i ligandow biatkowych.

Podsumowujac przy odpowiednio dobranym zakresie stezen biatka funkcjonalizujagcego
(przeciwciata) i antygenu (wolne tancuchy lekkie immunoglobulin) oraz wykorzystujac
odpowiednio dobrane metody badawcze nanoczastki srebra moga stuzy¢ do badania
oddziatywan biatkowych w modelu antygen — przeciwcialo.

Opracowany model agregacji  oplaszczonych  przeciwcialami  nanoczagstek
srebra w obecnosci wolnych fancuchéw lekkich immunoglobulin moze stuzy¢ potencjalnie jako
test diagnostyczny. Zakres stezen FLC przy ktorych zachodzi proces agregacji (4-15 mg/l)

wskazuje na wystarczajaca klinicznie, uzyteczng czutos¢ testu.

Oddziatywania miedzybiatkowe — miedzy wolnymi tancuchami

lekkimi immunoglobulin

Po weryfikacji modelu i zastosowanych metod badawczych w kolejnej czesci pracy
oceniano oddzialywania migdzybiatkowe roznych klonow wolnych tancuchow lekkich
immunoglobulin optaszczonych na nanoczgstkach srebra. Ten model moze by¢ pomocny
w identyfikacji biatek majacych tendencj¢ do agregacji (tworzenia ztogow).

Wykorzystane w pracy wolne tancuchy lekkie immunoglobulin to biatka o ciekawych
wiasciwosciach. Cechujg si¢ olbrzymia (powiazang z funkcja wigzania antygenu) zmiennoscig
aminokwasow3 i szerokim zakresem pl. W badaniu M. Diemert et al. analizowano wartosci pl
wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin pochodzacych od 92 pacjentow z biatkomoczem
Bence-Jonesa [143]. Uzyskano wyniki w zakresie od 3 do 9, z czego u 55% pacjentow wartosci
pl byty ponizej 6, a u 45% powyzej 6. Juz z tak szerokiego rozktadu pl wynika, ze r6zne klony
FLC moga zachowywac si¢ odmiennie. Lancuchy lekkie to niekompletne biatka, ktore
W fizjologicznych warunkach, ze wzgledu na szybka filtracje ktgbuszkowa, wystepuja we krwi
w stezeniach rzgdu 10 mg/l. Obecne we krwi (wytwarzane w pewnym nadmiarze do fancuchéw
cigzkich) wolne tancuchy lekkie to biatka poliklonalne, ktore ,,nie pasuja do siebie” i1 nie
wykazuja tendencji do tworzenia agregatow. U niektorych chorych, w przebiegu gammapatii
monoklonalnych homogenna frakcja monoklonalnego biatka wykazuje tendencj¢ do agregacji
1 odktadania si¢ w tkankach. Monoklonalne wolne tancuchy lekkie immunoglobulin niekiedy

zmienione konformacyjnie w wyniku proteolizy lub innych czynnikéw sg termodynamicznie
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niestabilne 1 maja tendencj¢ do samoistnego tworzenia zewnatrzkomorkowych
agregatow [144-146].

Wolne tancuchy lekkie moga tworzy¢ uporzadkowane struktury fibrylarne —w przebiegu
amyloidozy lub amorficzne depozyty biatkowe w przebiegu choroby depozytow wolnych
tancuchow lekkich. Nie znamy przyczyn dla ktorych niektore klony FLC tworza depozyty
biatkowe lecz jest to na pewno zwigzane z ich budowa. Lancuchy lekkie typu lambda tworza
wilokna amyloidowe czterokrotnie czgsciej niz tancuchy lekkie typu kappa. Te ostatnie z kolei
czesciej tworzg amorficzne depozyty w chorobie depozytow wolnych tancuchow lekkich
[147,148]. Opracowanie testu, ktory u pacjentow z gammapatia monoklonalng mogtby oceniaé
zdolnos$¢ konkretnych klonow wolnych tancuchow lekkich do agregacji miatby duze znaczenie
diagnostyczne w leczeniu tej choroby.

W niniejszej pracy postanowiono zbada¢ czy nanoczastki srebra moga by¢ przydatnym
narzedziem do badania procesu agregacji wolnych tancuchow lekkich i1 ich podatnosci do
tworzenia depozytow biatkowych. Do optaszczenia nanoczastek stabilizowanych cytrynianem
wykorzystano wyselekcjonowane mocze od pacjentéw z biatkomoczem Bence-Jonesa.

Nalezy jeszcze raz podkresli¢, ze pierwszym etapem badania oddzialywan migdzy
biatkami jest oddzialywanie samych biatek z nanoczastkami. Umieszczone w ptynach
ustrojowych nanoczastki oddziatujg z zawartymi w ptynach tych zwigzkami, gtownie biatkami.
Bialka, w zaleznoS$ci od sktadu, stezenia, struktury, moga wytworzy¢ monowarstwe lub tzw.
korone biatkowa wokol nanoczastek. Tworzenie tej korony to skomplikowany, dynamiczny
proces wynikajacy gtownie z oddziatywan elektrostatycznych i hydrofobowych miedzy
biatkami a powierzchnig nanoczastek [36]. Proces ten zalezy od pH, temperatury srodowiska,
czasu przebiegu reakcji. Istotng role odgrywaja wlasciwosci nanoczastek: ich sktad, ksztatt,
rozmiar, tadunek powierzchniowy. Réwnie waznym elementem jest budowa i1 wlasciwosci
fizykochemiczne biatka. W zaleznos$ci od budowy biatka, jego punktu izoelektrycznego,
hydrofobowosci proces oplaszczania nanoczastek i formowania korony biatkowej moze by¢
diametralnie r6zny [29].

W pismiennictwie podkreslany jest fakt, ze z okoto 9000 biatek osocza na nanoczastkach
adsorbuje si¢ tylko 300-500. Sktania to do poszukiwania czynnikow 1 mechanizméow
odpowiedzialnych za tak selektywne tworzenie korony biatkowej [149]. Pomimo wielu badan
wcigz brakuje pelnego wyjasnienia mechanizmu wigzania biatek z NPs.

Obecny konsensus jest taki, ze korona biatkowa powstaje gwaltownie w ciggu kilku
sekund do kilku minut i jest konsekwencja wspotzawodnictwa migdzy biatkami majgcymi

rézne powinowactwo wigzania do NPs (efekt Vromana) [149]. Latwiej wigzg si¢ do

71



nanoczgstek biatka o duzej ilo$ci regiondw hydrofobowych, z duza iloscig struktur beta
(B-harmonijek) i matg iloscig alfa-helis [149].

W pracy W. Lai et al. badano sktad korony biatkowej utworzonej z ludzkiego osocza na
nanoczastkach srebra i ztota o $rednicy 20 nm z trzema réznymi modyfikacjami powierzchni
(BPEIL, PVP and CIT), w tym dodatnimi (nanoczastki stabilizowane BPEI) i ujemnymi
(stabilizowane cytrynianem i PVP) tadunkami powierzchniowymi [25]. Wykazano, ze
wszystkie nanoczastki, nawet te z dodatnimi modyfikacjami powierzchni, uzyskuja tadunek
ujemny po interakcji z osoczem. Z 300 biatek zidentyfikowanych w sktadzie koron,
99 znajdowato si¢ na kazdym nanomateriale. 20 z nich stanowito ponad 80% catkowitej liczby
biatek. Wykazano, ze ladunek powierzchniowy i1 rdzen nanoczastek, a takze punkt
izoelektryczny biatek osocza odgrywajg znaczaca role w okreslaniu sktadu koron nanoczgstek.
65% bialek koronowych na BPEI-NPs miato pl <6, podczas gdy mniej niz 35% biatek na
CIT/PVP-NP miato pl <6. Wynik sugeruje tendencje¢ do odktadania si¢ kwasnych biatek na
dodatnio natadowanych BPEI-NPs i mniej kwasnych bialek na ujemnie natadowanych
CIT/PVP-NP. Ponadto, wsrdd tych 20 najliczniej wystepujacych biatek, korony CIT/PVP-NPs
zawieraly 30% biatek o pI> 8. Wyniki te wskazujg réwniez, ze tadunek powierzchniowy
odgrywa wazng role w okreslaniu sktadu biatka koronowego. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
chociaz ujemnie natadowane nanoczastki wigza mniej kwasnych bialek osocza niz dodatnio
naladowane nanoczastki o dodatnim tadunku powierzchniowym, nadal 60% bialek
koronowych mialo pl <7. Bialkami wyst¢pujacymi najliczniej w koronach byly: skladnik
C4 dopetniacza, tancuch alfa fibrynogenu, czynnik V krzepnigcia, witronektyna, sktadnik
C3 dopelniacza. Albumina i globuliny byly obecne na poziomie ponizej 2% w koronach
nanoczastkowych [25]. Przedstawione obserwacje pokazaly specyficzny wzor wigzania
nanoczastek srebra i1 zlota w osoczu, a takze znaczenie tadunku powierzchniowego i1 rdzenia
W okreslaniu sktadu koronowego biatka.

Oprocz tadunku powierzchniowego hydrofilowos¢/hydrofobowos¢ nanoczastek wptywa
na formacj¢ koronowa biatka zarowno pod wzglgdem ilosciowym, jak i jakosciowym [150].
Gtownymi biatkami adsorbowanymi na silnie hydrofobowych nanoczastkach sg albumina,
fibrynogen i apolipoproteiny (Al, All, AlV i E) [150].

Fibrynogen sktada si¢ z fancuchéw a, B 1y i ma wydtuzona konfiguracje w poréwnaniu
z albuming, jednotancuchowym biatkiem globularnym. Fibrynogen i albumina réznig si¢
fadunkiem w pH odpowiadajagcym wartosciom fizjologicznym. Punkt izoelektryczny (pl)
albuminy (4.7) jest nizszy niz fibrynogenu (pl = 5,8). Dane te sugeruja, ze réznice w tadunku

biatka mogg przyczyni¢ si¢ do réznicy w wigzaniu biatka z powierzchnig koloidalnego metalu
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w tym sensie, ze bardziej anionowa albumina mniej skutecznie wigze funkcjonalizowana,
anionowg powierzchni¢ nanoczastek niz fibrynogen [111].

Powyzsze dane potwierdzajg jak wazny jest przy badaniu oddzialywan NPs-biatko wybor
odpowiedniego sposobu syntezy nanoczastek i ich stabilizacji.

Aby pokaza¢ roznice w optaszczaniu nanoczastek stabilizowanych cytrynianem biatkami
przygotowano prosty model uwzgledniajacy 4 biatka: albuming, lizozym, FLC kappa 1 FLC
lambda (Ryc. 33). Bialka te r6znig si¢ znacznie budowa i punktem izoelektrycznym. Albumina
ma mas¢ czasteczkowg 66.5 kD 1 pl okoto 4.7, lizozym 14.4 kD, i pl okoto 11.35, monomery
FLC m.cz. 22 kD, pl w zakresie 3-9. Do AgNPs dodano takie ilo$ci roztworow biatek, aby
uzyska¢ stosunek molowy czasteczek biatka do ilosci nanoczastek réwny 25:1. Probki

inkubowano w temperaturze 37°C i przez 90 minut badano dynamik¢ zmian absorbancji przy

dhugosci fali 395 nm.
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Ryc. 33. Zmiana barwy (a) i dynamika zmian widmowych (b) zachodzacych po oplaszczaniu
AgNPs roznymi bialkami.

Analizujac otrzymane wyniki widaé, Ze najszybciej zmiany widmowe zachodza
W przypadku optaszczenia nanoczastek srebra lizozymem. Lizozym jest biatkiem o wysokim
punkcie izoelektrycznym (okoto 11). Bioragc pod uwage, ze wykorzystywane w badaniu AgNPs
byly stabilizowane cytrynianem, ktory nadaje im tadunek ujemny, doszto silnych oddziatywan
elektrostatycznych, co moze odpowiada¢ za tak szybki przebieg reakc;ji.
Kolejna szybka reakcja zaszta w przypadku optaszczenia nanoczastek srebra FLC kappa.
Dodatkowo, w poréwnaniu do pozostatych biatek zmiany widmowe po 90 minutach byty tu
najwicksze. W przypadku pozostaltych badanych biatek - albuminy oraz FLC lambda zmiany

widma powierzchniowego rezonansu plazmonowego byly stabsze. Wiaze si¢ to ze stosunkowo
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niskim punktem izoelektrycznym albuminy. W przypadku FLC ich pl zalezy od klonu i moze
si¢ zmienia¢ w szerokim zakresie (3-9).

Analizujac wyniki pracy okazato si¢, ze efekty optaszczenia wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin na stabilizowanych cytrynianem nanoczasteczkach srebra byty roézne.

Zalezaty one od klonu wolnych tancuchow lekkich i ilosci uzytych FLC. Niektore klony
wywotlywaty agregacje nanoczastek, a w przypadku innych uktad robit si¢ hiperstabilny.
W wyniku optaszczenia nanoczastek srebra wolnymi tancuchami lekkimi w stosunku
molowym 5:1 (FLC:AgNPs) dochodzitlo do zmiany LSPR i barwy roztworu (z zoéttej na
czerwong). Przy wyzszych stosunkach FLC do AgNPs (15:1, 25:1, 50:1) w przypadku czgsci
klonéw dochodzito do wytworzenia stabilnej korony biatkowej wokot nanoczastek, pozostate
natomiast oddziatywaty ze sobg wywotujac agregacje¢ nanostruktur. Niezmiernie wazny okazat
si¢ element wlasciwych proporcji biatko — nanoczastki.

Podobnie jak w modelu referencyjnym (antygen-przeciwciato) agregacji optaszczonych
na nanoczastkach srebra monoklonalnych wolnych tancuchow lekkich towarzyszyty zmiany
widma LSPR. Proces agregacji potwierdzono rowniez metoda TEM oraz poprzez analize
wzorcOw rozpraszania swiatta laserowego.

Aby dodatkowo potwierdzi¢ przydatnos¢ przedstawionego systemu nanoczastkowego do
selekcji klonow wolnych tancuchow lekkich majacych tendencje do agregacji sprawdzono
efekt oddziatywania nanoczastek srebra z ,,pseudopoliklonalng” mieszaning FLC utworzong
z klonow FLC wywotujacych agregacje. Okazato si¢, ze w wyniku oddzialywan
miedzybiatkowych w takiej mieszaninie nie dochodzito do agregacji AgNPs.

Podsumowujac — okazato si¢, ze technologia nanoczastkowa jest pomocna
w identyfikacji klonow wolnych tancuchéw lekkich majacych tendencje do agregacji i — by¢
moze — tworzenia amyloidu.

Wyniki pracy pokazuja, ze wolne tancuchy lekkie immunoglobulin to bardzo heterogenna
grupa biatek. Rézne klony réznych tancuchow lekkich zachowuja si¢ w inny sposob. Zalezy to
prawdopodobnie od struktury samych tancuchow i by¢ moze koreluje z tendencja do tworzenia
depozytoéw. Nie jest wykluczone, ze adsorpcja FLC na nanoczastach srebra towarzysza zmiany
konformacyjne stymulujagce powstawanie lub odstaniajace strukture P-kartki. Dzialajg wiec
jako katalizator w pierwszym najwolniejszym etapie tworzenia amyloidu [151].

Zmiany struktury 1 funkcji bialek zachodzace w wyniku ich optaszczenia na
nanoczastkach wielokrotnie opisano w piSmiennictwie.

W pracy D. Ban, S. Paul wykazano, ze w wyniku interakcji AgNPs stabilizowanych
skrobig z alfa-laktoalbuming bydleca (BLA, 14.2 kD) doszlo do zmiany struktury
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drugorzedowej bialka i utraty jego aktywnosci biologicznej [152]. BLA w takim koniugacie
(AgNPs-BLA) zawieralo mniejszg ilo$¢ odstonigtych niepolarnych reszt na powierzchni,
a zatem hydrofobowo$¢ powierzchni biatka zostala zmniejszona. Czasteczki BLA staty sie
odporne na dziatanie proteinazy K. Obserwacja ta dowodzi, ze wprowadzenie NPs do uktadu
biologicznego moze spowodowaé, ze biatko stanie si¢ wysoce odporne na proteinaze K, co
moze uniemozliwi¢ jego normalny proces degradacji a przez to doprowadzi¢ do akumulacji
niefunkcjonalnych biatek w komorkach.

Dodatkowo  optaszczenie AgNPs BLA  spowodowato utrate  wlasciwosci
bakteriobdjczych nanoczastek srebra. Aby zminimalizowa¢ zaobserwowane zmiany zmieniono
Sposob stabilizacji nanoczastek (ze skrobii na PEG). Wykorzystanie AgNPs optaszczonych
PEG zmniejszyto adsorbcje albuminy na powierzchni nanoczastek a takze pozwolito na
utrzymanie potencjalu bakteriobdjczego AgNPs. Doswiadczenie przeprowadzono roéwniez
Z wykorzystaniem wigkszego biatka - albuminy bydlecej (BSA, 66.4 kD) oraz z osoczem
ludzkim. Wyniki jednoznacznie pokazaty, ze stabilizacja AgNPs za pomoca PEG skutecznie
zmniejsza oddzialywanie nanoczgstek z biatkami (w poréwnaniu ze skrobig) [152].

Z kolei Vertegel et al. badali zmiany struktury i aktywnosci lizozymu po optaszczeniu
nim nanoczastek krzemu [39]. W zalezno$ci od rozmiarow nanoczastek efektem oddziatywan
lizozym-SiNPs byto zmniejszenie liczby alfa-helis w strukturze biatka. Aktywnos$¢ enzymu
optaszczonego na nanoczastkach byta nizsza niz wolnego biatka — proporcjonalnie do
utraconych alfa helis.

Podobne zmiany w strukturze biatka — zmniejszenie ilosci alfa helis i zwigkszenie ilosCi
beta kartek zaobserwowali Li Shang et al. badajac oddzialywanie albuminy z nanoczastkami
ztota [38]. Intensywno$¢ zmian zalezata od pH $rodowiska, w wyzszym pH zmiany byty
bardziej nasilone.

Powyzsze przyktady obrazuja ztozonos¢ interakcji nanoczastka — biatko uwzgledniajac
réznorodno$¢ struktury biatek. W zaleznos$ci od budowy biatka, rozmiaru, st¢zenia, sposobu
stabilizacji nanoczastek efekty oddziatywan NPs-biatka sg inne.

Niektore nieprawidtowo pofatdowane bialka majg tendencje do tworzenia fibryli lub
amorficznych agregatow. Wykazano, ze to wtasnie nanoczastki mogg by¢ induktorem zmian
konformacyjnych prowadzacych do powstania fibryli [151,153]. Nie mozna wigc wykluczy¢,
ze zmiany konformacyjne zwigzane z adsorpcja FLC na powierzchni nanoczastek srebra
przyspieszaja proces agregacji i tworzenie amyloidu.

Hipoteze te potwierdzajg prace Zhang et al. ktorzy wykazali , Zze nanoczastki ztota mogg

indukowaé¢ zmiany konformacyjne i agregacj¢ lizozymu w fizjologicznym pH [40]. Zmiany
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struktury wigzaty si¢ m.in z rozrywaniem wigzan disiarczkowych, zmniejszeniem ilosci alfa
helis 1 zwigkszenie ilosSci beta kartek w obrebie czasteczki lizozymu. Okazato si¢ tez, ze
oplaszczenie nanoczatek ztota tiolowanym glikolem polietylenowym (PEG) w odpowiednim
stezeniu powodowato zahamowanie procesu agregacji biatka. Potwierdza to jak istotny dla
procesu funkcjonalizacji i oddziatywan z biatkami jest sposob stabilizacji nanoczastek [152].

Innym peptydem wykorzystywanym w badaniach nad tworzeniem amyloidu jest insulina.
Tworzenie amyloidopodobnych struktur stwierdza si¢ u czes$ci pacjentow z cukrzycag II.
W swojej pracy Sukhanova et al. pokazali, ze kropki kwantowe CdSe/ZnS o okreslonym
rozmiarze (12 nm) stabilizowane PEG-OH (o tadunku ujemnym, potencjat zeta —6 mV)
indukowaty zmiany struktury drugorzgdowej insuliny i, w konsekwencji, tworzenie widkien
amyloidowych [144].

Z kolei Linse 1 in. wykazali, ze istniejg nanozwigzki (kopolimery, nanorurki weglowe,
kropki kwantowe) zdolne do indukowania tworzenia wtokien fibrylarnych z 2 -mikroglobuliny
adsorbowanej w duzych ilosciach na powierzchni nanoczastek [154].

Wsréd czynnikow, ktore mogg indukowac proces agregacji bialek wymieni¢ nalezy
rozmiar nanoczastek, ich tadunek powierzchniowy, sposob stabilizacji. Nanoczasteczki dzieki
swej duzej powierzchni reaktywnej i odpowiedniemu fadunkowi powierzchniowemu sprzyjaja
adhezji bialek zapewniajac lokalne wysokie stezenie bialek, co jest konieczne do procesu
agregacji [151].

Tworzenie patologicznych wildkien fibrylarnych z biatek jest zwigzane z wieloma
chorobami, m.in. amyloidoza AL, chorobg Parkinsona i chorobg Alzheimera. Fakt, ze
nanoczastki moga dziala¢ jako platformy inicjujace takie zmiany strukturalne, wymaga
dalszych badan tego zjawiska.

Wigkszo$¢ prac dotyczacych oddziatywan nanoczastka - biatko przeprowadzana jest na
biatkach komercyjnie dostepnych, tanich — lizozym, albumina, fibrynogen.

Wykorzystanie AgNPs do $ledzenia oddzialywan miedzybiatkowych mimo, Ze
teoretycznie model jest prosty, okazuje si¢ by¢ bardzo zlozonym procesem. Aby osiagnac
zamierzony cel nalezy uwzgledni¢ caty szereg roznych czynnikdéw. Rézne biatka w zaleznosci
od cech catego uktadu roznie si¢ wigza do nanoczastek, a modele opracowane np. na albuminie
nie maja bezposredniego odniesienia modeli wykorzystujacych inne biatka. Badania
oddziatywan tancuchow lekkich immunoglobulin sg szczegdlnie skomplikowane ze wzglgdu
na klonalny charakter tych czastek. W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach
wykorzystano unikalne, niedostgpne komercyjne klony FLC. Nie wiemy czy pacjenci od

ktérych pozyskano uzyte w niniejszej pracy wolne tancuchy lekkie mieli objawy amyloidozy.
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Trzeba jednak pamigtac, ze amyloidoza to rzadka choroba. Wiadomo takze, ze wykrywana jest
bardzo pdzno 1 tylko u niektdrych pacjentéw u ktérych objawy kliniczne sa bardzo wyrazne.

Wykazano, ze u pacjentéw u ktorych klinicznie rozpoznaje si¢ amyloidoze¢ wykrywa sie
gammapatie monoklonalng i obecnos¢ wolnych tancuchow lekkich na wiele lat przed tym, gdy
ztogi amyloidowe doprowadzg do uszkodzenia serca lub nerek [97]. W poczatkowym etapie
pacjenci z MGUS nie sg leczeni. Pomimo prob, nieznana jest obecnie technika pozwalajaca na
identyfikacje amyloidogennych wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin. Opracowanie
takiej metody pozwolitloby na wezesne wyselekcjonowanie pacjentéw podwyzszonego ryzyka
1 wdrozenie skutecznego leczenia. W miar¢ wprowadzania nowych lekow przezywalnos¢
pacjentow z amyloidoza znacznie wzrosta. Poprawa nie dotyczy jednak pierwszych miesigcy
od rozpoznania choroby, gdyz zbyt po6zna diagnoza jest przyczynag $mierci duzej grupy
pacjentow ze zmianami kardiologicznymi.

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki badan dotyczace zastosowania nanoczastek srebra
do badania procesu agregacji wolnych monoklonalnych tancuchéw lekkich nalezy uznaé za
obiecujace. Nanoczastki srebra moga by¢ narzedziem stuzacym do badania oddzialywan
biatkowych z wykorzystaniem wielu technik pomiarowych.

Wykazano, ze rézne klony tancuchow lekkich immunoglobulin zachowuja si¢ odmiennie.
Agregacje oplaszczonych na nanoczastkach srebra monoklonalnych tancuchow lekkich udato
si¢ wykaza¢ w 2/9 przypadkow dla tancuchow typu lambda i 2/10 przypadkow typu kappa.
Z podobng czestoscig wykrywana jest amyloidoza u pacjentow z chorobg tancuchow lekkich.

Proces agregacji dotyczy tylko monoklonalnych tancuchow lekkich i zostaje
zahamowany gdy nie zostaje spetniony warunek homogennosci. Jest to spdjne z nasza wiedza
dotyczaca mechanizmu wzrostu wtokien amyloidu, ktéory wymaga obecnosci homogennych
komplementarnych struktur biatkowych. Jest mozliwe, ze po zwigzaniu z nanoczgstkami srebra
wolne tancuchy lekkie ulegaja zmianom konformacyjnym faworyzujacym strukturg beta kartki
(zjawisko takie opisano dla innych biatek). Nanoczastki srebra sg wiec potencjalnie
katalizatorem pierwszego najwolniejszego etapu tworzenia amyloidu.

Otrzymane wyniki moga by¢ podstawa dalszych badan obejmujacych materiat
biologiczny pochodzacy od chorych ze zdiagnozowang AL amyloidozg lub inng choroba
depozytow tancuchéw lekkich. Nalezy takze wyjasni¢ czy nanoczastki srebra przyspieszaja

powolny proces tworzenia amyloidu in vitro.
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6. Whnioski

1. Metody syntezy nanoczastek i material, z ktorego sa wytworzone wptywajg na ich
wlasciwosci fizykochemiczne 1 sposdb oddzialywania z biatkami. Podczas tworzenia
uktadoéw badania agregacji biatek nalezy uwzgledni¢ wiele elementow zwigzanych

z wlasnosciami fizycznymi i chemicznymi nanoczastek i ligandow biatkowych.

2. Agregacja nanoczastek srebra i towarzyszace jej zmiany optyczne nast¢puje w waskim
skorelowanym ze st¢zeniem nanoczastek zakresie stg¢zen. Nadmiar ligandow
biatkowych prowadzi do powstania korony stabilizujgcej 1 zapobiega agregacji

nanoczastek.

3. Efektem modelowej reakcji immunologicznej migedzy nanoczastkami srebra
optaszczonymi przeciwcialami anty-lambda a komplementarnym antygenem —
wolnymi tancuchami lekkimi immunoglobulin byly zmiany absorbancji w obszarze
maksimum powierzchniowego rezonansu plazmonowego zalezne od stgzenia FLC.
W pewnym zakresie stezeh FLC (4-15 mg/l) zmianom absorbancji towarzyszyta

agregacja nanostruktur.

4. Zastosowane standardowe metody $ledzenia reakcji agregacji funkcjonalizowanych
przeciwcialami  nanoczastek: spektrofotometria UV/Vis, obrazowanie TEM,
dynamiczne rozpraszanie $wiatla, daja catosciowo spojne wyniki. Jednak kazda z tych
metod ma pewne ograniczenia wynikajgce m.in ze sposobu przygotowania probki do
badania czy tez samej metodologii badania. Opracowana w niniejszej pracy autorska
metoda z bezposrednim rozpraszaniem $wiatla laserowego przyniosta zadowalajace
wyniki. Rézne wzorce rozpraszania pokrywaja si¢ z wynikami uzyskanymi innymi

metodami.

5. Technologia badania agregacji optaszczonych biatkami nanoczastek wykazata
zréznicowanie we wlasnosciach agregacyjnych wolnych tancuchow lekkich
immunoglobulin. By¢ moze jest to zwigzane z podatnos$cig niektorych klonoéw FLC na

tworzenie ztogéw amyloidowych.
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6. Technologia z wykorzystaniem nanoczastek srebra, przy wyborze odpowiednich
technik obrazowania, moze by¢ przydatng, oferujgca nowe mozliwosci metoda
sledzenia reakcji zwigzanych z agregacja biatek np. w badaniu amyloidozy 1 innych

chordb zwigzanych z tworzeniem depozytow biatkowych.
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7. Streszczenie

Nanoczastki metali szlachetnych ze wzgledu na swoje wyjatkowe wtasciwosci optyczne,
chemiczne i fototermiczne sa coraz powszechniej wykorzystywane w medycynie. W oparciu
0 nanotechnologi¢ rozwija si¢ diagnostyka laboratoryjna, diagnostyka obrazowa, doskonalone
sa metody terapeutyczne.

Nanoczastki w specyficzny, zalezny od ich budowy i cech fizykochemicznych sposob
oddziatujg z biomolekutami, a szczeg6lnie biatkami. Stwarza to mozliwo$¢ wykorzystania
nanoczastek do badania oddziatywan miedzy biatkami. Oddziatywania te sg niezwykle istotne
m.in. w przypadku rozwoju cigzkich choréb zwigzanych z tworzeniem 1 odkladaniem si¢
w tkankach depozytéw biatkowych (amyloidozy). Niektére nieprawidlowo pofatdowane biatka
(np. wolne monoklonalne tancuchy lekkie immunoglobulin - FLC) maja tendencj¢ do tworzenia
fibryli lub amorficznych agregatow. Obecnie nie jest znana technika pozwalajaca na
identyfikacje amyloidogennych wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin. Opracowanie
takiej metody pozwolitoby na wczesne wyselekcjonowanie pacjentow podwyzszonego ryzyka
1 wdrozenie skutecznego leczenia.

Celem pracy byla proba zastosowania nanoczastek srebra (AgNPs) do badania
oddziatywan miedzybiatkowych. W pierwszym etapie opracowano parametry uktadu w oparciu
0 model antygen (FLC) — przeciwciato. W drugim etapie, zweryfikowang metodyke probowano
wykorzysta¢ do badania procesu spontanicznej agregacji wolnych monoklonalnych tancuchow
lekkich immunoglobulin. Oceniono tez uzytecznos¢ réznych technik badawczych do sledzenia
procesu agregacji optaszczonych biatkami nanoczastek.

Materialem wykorzystanym w pracy byly komercyjnie dostgpne przeciwciatla,
oczyszczone monoklonalne tancuchy lekkie immunoglobulin pochodzace od pacjentow ze
zdiagnozowang gammapatia monoklonalng lub biatkomoczem Bence-Jonesa oraz mocze od
pacjentoéw z biatkomoczem Bence-Jonesa. Do oceny procesu agregacji optaszczonych biatkami
nanoczastek uzyto: spektrofotometrie¢ UV/Vis, obrazowanie metoda transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM), dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS) oraz autorska metodg
rozpraszania §wiatla laserowego.

W wyniku syntezy zmodyfikowana metoda Creightona otrzymano nanoczastki srebra
stabilizowane cytrynianem podatne na funkcjonalizacj¢ zar6wno przeciwcialami jak i wolnymi
fancuchami lekkimi immunoglobulin. W okreslonym zakresie st¢zenh optaszczone
przeciwcialami nanoczastki srebra w obecno$ci komplementarnego antygenu ulegatly agregacji.

Procesowi temu towarzyszyly zmiany widma powierzchniowego rezonansu plazmonowego
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LSPR. Proces agregacji nanostruktur potwierdzono metodg transmisyjnej mikroskopii
elektronowej, dynamicznego rozpraszania S$wiatla laserowego oraz autorska metoda
bezposredniej obserwacji swiatta laserowego.

Zastosowane w pracy metody $ledzenia reakcji agregacji funkcjonalizowanych
przeciwciatami nanoczastek: spektrofotometria UV/Vis, obrazowanie TEM, DLS oraz autorska
metoda analizy wzorcow rozpraszanie $wiatla laserowego daly caloSciowo spdjne wyniki.
Jednak kazda z tych metod ma pewne ograniczenia wynikajgce m.in. ze sposobu przygotowania
probki do badania czy tez samej metodologii badania. Opracowana w niniejszej pracy autorska
metoda z bezposrednig analizg rozpraszaniem $Swiatta laserowego przyniosta dobre wyniki.
RézZne wzorce rozpraszania pokrywaty si¢ z wynikami uzyskanymi innymi metodami.

W drugim etapie pracy badano oddziatywania r6znych klonow monoklonalnych wolnych
fancuchéw lekkich immunoglobulin optaszczonych na nanoczastkach srebra. Wykazano, ze
rézne klony tancuchow lekkich immunoglobulin zachowuja si¢ odmiennie. Niektore klony
samoistnie wywotywaty agregacje nanoczastek, a w przypadku innych uktad robil si¢
hiperstabilny. Wynika to prawdopodobnie ze struktury samych tancuchéw i by¢ moze koreluje
z tendencja do tworzenia depozytéw. Nie jest wykluczone, ze adsorpcji FLC na nanoczastkach
srebra towarzyszyly zmiany konformacyjne stymulujgce powstawanie lub odstaniajgce
strukture B-kartki, a tym samym inicjujgce agregacje biatek.

Podsumowujac, nanoczastki srebra sg uzytecznym narzedziem do badania oddziatywan
migdzybiatlkowych. Otrzymane w pracy wyniki moga by¢ podstawa dalszych badan
obejmujgcych material biologiczny pochodzacy od chorych ze zdiagnozowanag AL amyloidoza

lub innymi chorobami, w ktoérych dochodzi do tworzenia depozytéw biatkowych.
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8. Abstract

Noble metal nanoparticles, due to their unique optical, chemical and photothermal
properties, are increasingly used in medicine. Based on nanotechnology diagnostics,
biomedical imaging, therapeutic and drug delivery methods are improved.

Nanoparticles interact with different biomolecules, especially proteins, in a specific way,
depending on the structure and physicochemical characteristics both nanoparticles and proteins.
This provides the ability to use nanoparticles to study the interactions between proteins. These
interactions are extremely important, among others in the case of the development of severe
diseases associated with the formation and deposition of protein deposits in the tissues
(amyloidosis). Some misfolded proteins, e.g. free immunoglobulin monoclonal light chains
(FLC) tend to form fibrils or amorphous aggregates. There is currently no technique allowing
for the identification of amyloidogenic immunoglobulin light chains. The development of such
a method would allow for early selection of patients at high risk of developing amyloidosis.
Early and accurate diagnosis is essential for effective treatment and prognosis for patients.

The aim of the study was to evaluate usefulness of silver nanoparticles (AgNPs) to study
interactions between proteins. In the first phase of this work basic parameters of the system and
investigating methods were validated based on the antigen (FLC) - antibody model. In the
second stage the verified methodology was used to study the process of spontaneous
aggregation of the free immunoglobulin monoclonal light chains. The utility of various research
techniques for monitoring the aggregation process of protein-coated nanoparticles was also
assessed.

The material used in the study were commercially available antibodies, purified
immunoglobulin - monoclonal light chains from patients diagnosed with monoclonal
gammapathy or Bence-Jones proteinuria, and urines from patients with Bence-Jones
proteinuria.

To evaluate the aggregation process of nanoparticles coated with proteins UV/Vis
spectroscopy, transmission electron microscopy (TEM), dynamic light scattering (DLS) and
the original laser light scattering method developed for the purpose of this research were used.

AgNPs stabilized with citrate were prepared according to the method reported by
Creighton (with a slight modification). These nanoparticles were susceptible to
functionalization with both antibodies and immunoglobulin free light chains. Within the
specified concentration range, the antibody-coated silver nanoparticles aggregated in the

presence of the complementary antigen. This process was accompanied by changes in the
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localised surface plasmon resonance (LSPR) spectrum. The process of aggregation of
nanostructures was confirmed by transmission electron microscopy, dynamic light scattering
and the proprietary method of direct observation of laser light scattering.

The methods of the investigation the aggregation process of nanoparticles functionalized
with antibodies used in the work: UV/Vis spectroscopy, TEM, DLS and the method of
analysing patterns of laser light scattering gave overall consistent results. However, each of
these methods has some limitations resulting from the sample preparation or the research
methodology itself. The author's method with direct analysis of laser light scattering gave good
results. Different scattering patterns correlated with results obtained by other methods. The
analysis of laser light scattering can be a cheap, relatively simple research method for a real
time studying of protein interactions.

In the second stage of the work, the interactions of various monoclonal clones of
immunoglobulin free light chains coated on silver nanoparticles were investigated. It has been
shown that different immunoglobulin light chain clones behaved differently. Some clones
spontaneously triggered the aggregation of the nanoparticles, while in the presence of others
the nanoparticle solution became hyperstable. This is probably due to the structure of the chains
themselves, unique protein - AgNPs interactions and perhaps correlates with the tendency of
some FLC clones to form deposits. It is also possible that nanoparticles induced changes in the
structure of the adsorbed proteins (FLC). These conformational changes may lead to the
formation or revealing the structure of the B-sheet and thus initiate protein aggregation.

In conclusion, silver nanoparticles turned out to be the efficient tool for studying of
protein interactions. The results obtained in this work can be the basis for further research on
biological material from patients diagnosed with AL amyloidosis or other diseases associated

with the formation of protein deposits.
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