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Téssd tutkielmassa késitellddn kultananopartikkelien toksisuutta ja esitellddn kultananopartikkeleiden
ominaisuuksia ja valmistusmenetelmié. Tutkielmassa esitellédén yleisimmaét toksisuustutkimukset in
vitro ja in vivo -menetelmét, seké niiden avulla yleisesti tunnetut partikkeleiden toksisuusvaikutukset.
Tutkielman tarkoitus on vastata kysymyksiin: mité on kultananopartikkeleiden toksisuus, miten se
ilmenee, miten toksisuutta tutkitaan ja mitkd kultananopartikkeleiden ominaisuudet erityisesti
vaikuttavat toksisuuteen sekd milld tavoilla toksisuutta voidaan vihentdi tai hallita.

Kultananopartikkeleiden koolla ja pinnan ominaisuuksilla on havaittu olevan vaikutusta niiden
aiheuttamaan toksisuuteen soluissa ja koko elimistdssd. Kultananopartikkeleiden kertyminen elimiin
on yksi yleisimmisté toksisuuden piirteistd. Soluun paissyt kultananopartikkeli voi aiheuttaa laajaa
tuhoa solussa ja muokata solun geeniperiméé. Toksisuuden vahentdmiseksi kultananopartikkeleiden
ominaisuudet on tunnettava tarkasti, jotta toksisuustekijoihin voidaan vaikuttaa. Toksisuuteen voidaan
vaikuttaa esimerkiksi hallitsemalla partikkelin pintavarausta, jotta partikkelin péésy soluun voidaan
estdd. Toksisuuteen voidaan vaikuttaa muun muassa pinnoittamalla partikkeli polymeerillé, jolloin
partikkelin pédstyé elimistoon se reagoisi mahdollisimman véhén ei-toivottujen aineiden kanssa.

Kultananopartikkeleita voidaan kuitenkin hyodyntéd monella tavalla eri sovelluksissa, esimerkiksi
ladketieteessd lddkeaineen kuljettajina. Syopéladkkeiden kohdentaminen sydpésoluihin tai -kasvaimiin
on kiinnostava tutkimuksen kohde, jonka vuoksi toksisuustekijét on tiedostettava, jotta partikkeleita
voidaan kéyttdd ihmiskehossa. Kultananopartikkeleiden aiheuttaman toksisuuden véhentéminen ja
partikkeleiden testaaminen ihmiskehossa vaatii vield paljon tutkimusta ja resursseja.

Avainsanat: kultananopartikkeli, toksisuus, in vitro, in vivo
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1 Johdanto

Metallinanopartikkelit ovat osa nanoteknologiaa, joka koki suuren teknologian kehityksen 2000
luvulla [1]. Metallinanopartikkeleiden ympérilld on valtavasti tutkimusta ja niiden
sovelluskdyttomahdollisuuksia tutkitaan jatkuvasti. Sovelluskohteita ovat esimerkiksi
biologinen diagnostiikka, lddketieteessd syovin hoito ja lddkeaineiden kuljetus. Metalleista
kulta, hopea, platina, titaani, cerium, kupari, sinkki, rauta, alumiini ja nikkeli ovat yleisimmét
metallit, joista valmistetaan nanopartikkeleita. Metallinanopartikkeleita voidaan valmistaa
myos erilaisista metalliseoksista [1]. Téssé tutkielmassa perehdytdén kultananopartikkeleihin,

niiden kdyttoon ja ominaisuuksiin.

Kultananopartikkelit ovat kooltaan noin 1-100 nm [1]. Niiden valmistusmenetelmét ovat
yksinkertaisia ja  helppoja  synteesimenetelmid. Kultananopartikkeleille —ominaisia
fysikaaliskemiallisia piirteitd ovat esimerkiksi pieni koko, suuri pinta-ala-tilavuus-suhde,
korkea pintareaktiivisuus, liukoisuus ja tietynlainen muoto, jotka voivat olla sovelluksesta

riippuen joko hyddyksi tai haitaksi.

Kultananopartikkeleiden laajamittainen  kéyttd on herdttdinyt kysymyksid niiden
turvallisuudesta biologisissa ja ekologisissa jérjestelmissd [1]. On havaittu, ettd
kultananopartikkelit voivat aiheuttaa toksisuutta soluissa ja hdiriditd elimistdon toiminnassa.
Kultananopartikkeleiden péédstyd elimistoon, ne voivat aiheuttaa muutoksia jopa solujen

perimédssi ja pahimmillaan partikkelin padsy soluun voi johtaa solukuolemaan [1].

Kultananopartikkeleiden aiheuttamaa toksisuutta tutkitaan seké solulinjoissa ettd koe-eldimissa
[1]. Toksisuustutkimuksia hyodyntdmélld saadaan tietoa kultananopartikkeleiden fysikaalisten
ja kemiallisten ominaisuuksien vaikutuksista toksisuuteen. Kultananopartikkeleiden pinnan
ominaisuuksiin voidaan vaikuttaa pinnoittamalla tai funktionalisoimalla partikkelit, milld
voidaan véhentdd toksisia vaikutuksia tai lisdtd tiettyjd ominaisuuksia [2]. Funktionalisoinnin
avulla kultananopartikkelin pinta voi adsorboida pintaansa esimerkiksi sydpélddkeaineita.
Kulta on my6s hyvin bioyhteensopiva materiaali, jonka ansiosta biolddketieteen ja lddketieteen

sovellukset ovat mahdollisia [1, 2].

Téssd tutkielmassa esitellddn kultananopartikkeleiden ominaisuuksia ja valmistusmenetelmia.
Tyon tavoitteena on esitelld ja késitelldan, mitd on kultananopartikkeleiden toksisuus ja miten
sitd tutkitaan erilaisten in vitro- ja in vivo -menetelmien avulla. Lisédksi tutkielmassa késitelldaan,

mitkd kultananopartikkeleiden ominaisuudet vaikuttavat toksisuuteen, miten niihin ja muihin



toksisuustekijoihin ~ voidaan vaikuttaa. Tutkielman lopuksi on myds pohdintaa

kultananopartikkeleiden ja niiden kéyton tulevaisuuden nakymista.



2 Kultananopartikkeleiden ominaisuudet

Kultananopartikkeleiden ominaisuudet jaotellaan fysikaalisiin, kemiallisiin ja biologisiin
ominaisuuksiin. Kultananopartikkeleiden toksisuuteen vaikuttaa eniten fysikaalisista
ominaisuuksista partikkelin koko ja kemiallisista ominaisuuksista pinnan kemia seké
vuorovaikutukset. Biologisista ominaisuuksista toksisuuden kannalta merkittdvimmat ovat

bioyhteensopivuus ja proteiinikorona.
2.1 Fysikaaliset ominaisuudet

Kultananopartikkelit jaetaan koon puolesta pieniin (< 5Snm), keskikokoisiin ja suuriin (>50 nm)
nanopartikkeleihin [3]. Yksittdiselld nanopartikkelilla on ydin, jonka ympaérilld on pintapinnoite
[2]. Kultananopartikkelit jactaan muodoltaan yksiulotteisiin, kaksiulotteisiin ja kolmiulotteisiin
nanopartikkeleihin [1]. Yksiulotteisiin nanopartikkeleihin kuuluvat esimerkiksi nanojohdot,
nanotangot ja nanoputket. Kaksiulotteisiin nanopartikkeleihin kuuluvat esimerkiksi nanotdhdet,
viisikulmioiset ja suorakulmion muotoiset nanopartikkelit. Kolmiulotteisiin nanopartikkeleihin
puolestaan luokitellaan esimerkiksi pallon muotoiset ja haarautuneet nanopartikkelit. Pallon
muotoiset nanopartikkelit ovat yksi yleisimmistd muodoista, jota kédytetddn ladketieteellisissa
sovelluksissa [2]. Kullalla on symmetrinen kuutiokeskeinen (engl. face-centered cubic, fcc)

rakenne [4].

Kultananopartikkeleiden tdrked optinen ominaisuus on pintaplasmoniresonanssi, jolla
tarkoitetaan valon sdhkomagneettisen kentin resonointia kultananopartikkelin pintaan
liittyvien vapaiden elektronien kanssa [5]. Kultananopartikkelin kokoa ja muotoa séételemalld,
voidaan vaikuttaa partikkelin absorptio- ja sironta -spektreihin, joita hyddynnetddn partikkelin
véliaineen muutosten tutkimiseen [3]. Absorptio ja sironta ilmenevit eri véreind, joiden avulla

saadaan tietoa esimerkiksi kultananopartikkelin muodosta, koosta ja ympéardivésta véliaineesta.

Kultananopartikkeleilla on suuri pinta-ala-tilavuus-suhde, mikd vaikuttaa niiden
reaktiokykyyn. Suuri pinta-ala-tilavuus-suhde tarkoittaa sitd, ettd nanopartikkeleilla on suuri
pinta-ala verrattuna sen tilavuuteen [6]. Tdmi ominaisuus lisdd pintahiukkasten aktiivisuutta ja
mahdollistaa useiden biomolekyylien kuljettamisen niiden pinnalla [5, 7]. Pinta-alan lisdksi
kultananopartikkelin pinnan varaus vaikuttaa partikkelin kadyttdytymiseen elimistossd ja solussa
[3]. Kultananopartikkelin varaus voi olla positiivinen, neutraali tai negatiivinen, riippuen siitd
miten se on valmistettu. Pintavaraus voi muuttua veressé olevien elektrolyyttien ja proteiinien

vaikutuksesta. Positiivisesti varautuneet kultananopartikkelit ovat alttiimpia aggregoitumiselle



kuin negatiiiset. Solukalvon varaus on negatiivinen, miké edistéd vuorovaikutusta erityisesti

positiivisesti varautuneiden kultananopartikkeleiden kanssa [3].
2.2 Kemialliset ominaisuudet

Kemiallisiin ominaisuuksiin kuuluvat kultananopartikkelin pintakemia ja funktionalisaatio [8].
Partikkeli voidaan funktionalisoida sovelluskohteen mukaan. Kultananopartikkelin pinnan
funktionalisoinnilla voidaan saavuttaa parempi biologinen yhteensopivuus ja stabiloida
partikkeli. Partikkelin pintaa voidaan modifioida sitomalla siithen esimerkiksi tioleja ja
proteiineja [8, 9]. Pintakemialla ja funktionalisoinnilla voidaan lisdksi pidentda nanopartikkelin

elinikda tai estdd sen hajoamista elimistossé [1].

Stabiiliudella tarkoitetaan nanopartikkeleiden kykyd siilyttdd muotonsa, kokonsa ja
dispersionsa, kun nanopartikkelin elinikd kasvaa ja ymparist0 vaihtelee [9]. Stabiiliutta voidaan
parantaa esimerkiksi kdyttdméalld natriumsitraattia kultananopartikkeleiden valmistuksessa.
Pinnan stabilointi estdd kultananopartikkeleiden aggregoitumista eli kasautumista.
Agregoitumiseen voidaan vaikuttaa muokkaamalla my0s kultananopartikkeleita sisédltavin

liuoksen pH:ta ja ionivahvuutta [9].

Kultananopartikkelit vuorovaikuttavat helposti muiden aineiden kanssa, kuten esimerkiksi
solujen kasvatusalustoilla aminohappojen tai vitamiinien kanssa [3]. Vuorovaikutusten
seurauksena partikkelin koko tai pintavaraus voi muuttua [3, 9]. Kultananopartikkelit voivat

myo0s vuorovaikuttaa solujen kanssa tai lépdistd solukalvon vuorovaikutusten seurauksena.
2.3 Biologiset ominaisuudet

Fysikaaliskemialliset ominaisuudet vaikuttavat suoraan kultananopartikkeleiden biologisiin
ominaisuuksiin. Biologisiin ominaisuuksiin kuuluvat kultananopartikkeleiden solutoksisuus ja
genotoksisuus seka sisddnotto soluihin. Namé ovat kaikki riippuvaisia partikkelin kemiallisista
ja fysikaalisista ominaisuuksista. Esimerkiksi kultananopartikkelin koko vaikuttaa

kultananopartikkelin toksisuuteen, vaikka kulta on inertti metalli eikd itsessdén toksinen.

Kultananopartikkelien bioyhteensopivuus on tirked ominaisuus biolddketieteellisten
sovellusten kuten biosensoreiden kannalta [5]. Bioyhteensopivuudella tarkoitetaan materiaalin
yhteensopivuutta eldvien kudosten ja jérjestelmien kanssa ilman haittavaikutuksia.
Bioyhteensopivuuteen ja stabiiliuteen voidaan vaikuttaa erityisesti kultananopartikkeleiden

pinnan funktionalisoinnilla [5]. Kultananopartikkeli voidaan pinnoittaa esimerkiksi



polyetyleeniglykolilla (PEG) tai fosfolipideilld, paremman bioyhteensopivuuden

saavuttamiseksi [3].

Proteiinikorona on kultananopartikkelin yksi biologinen ominaisuus. Proteiinikoronalla
tarkoitetaan reaktiota, jossa biologisissa nesteissd olevat molekyylit adsorboituvat
kultananopartikkelin pintaan. Kun kultananopartikkelit pddsevdt ihmiskehoon, proteiinit
adsorboituvat niiden pintaan nopeasti [10]. Proteiineja, joita on adsorboitunut nanopartikkelin
pintaan, kutsutaan proteiinikoronaksi. Proteiinikorona voi my0s muuttaa partikkelin
koostumusta ja vaikuttaa siten sen péadsyyn solun sisélle. Proteiinien sitoutuminen

nanopartikkelin pintaan muokkaa siitd solunmukaisen, jolloin sen soluun péadsy on helpompaa.
2.4 Sovellukset

Kultananopartikkeleita hyodynnetdin muun muassa lddketieteessd ja bioldédketieteessd
Kultananopartikkelien — soveltuvuus  ldédketieteeseen perustuu  kullan inerttiin = ja
bioyhteensopivaan luonteeseen [8]. Kultananopartikkeleiden pintaa funktionalisoimalla, sitéd
voidaan hyddyntdd syopilddkkeiden kuljetuksessa [9]. Biotekniikassa kultananopartikkeleita
hy6dynnetdin esimerkiksi biosensoreissa [S]. Kultananopartikkeleiden
pintaplasmoniresonanssi, bioyhteensopivuus ja suuri pinta-ala tekevit niistd potentiaalisen
ehdokkaan biosensorisovelluksille, joita kéytetddn esimerkiksi ladketieteellisessé

diagnostiikassa.

Syopalddkkeiden kohdentaminen sydpésoluihin kultananopartikkeleiden avulla on merkittava
tutkimuksen kohde [9]. Sy6pdhoidoissa yleisesti kdytetyt hoitomuodot vahingoittavat usein
terveitd kudoksia ja soluja. Kultananopartikkelisovelluksilla pyritddn suojaamaan terveitd
soluja ja kudoksia DNA- tai muilta vaurioilta, kohdentamalla lddkeaineet ainoastaan
syopdsoluihin ja -kasvaimiin [11, 9]. Kultananopartikkeleiden funktionalisoinnin avulla
syopéladkkeet voidaan kiinnittdd kultananopartikkelin pintaan, jolloin ne kulkeutuvat suoraan
kohde-elimeen. Kun kultananopartikkeli ja sen pintaan funktionalisoitu sydpélddke pdédsevit

syopdsoluun, syopilddkeaineen on tarkoitus irrota kohdesoluun.

Pinnoittamalla kultananopartikkeli voidaan estdd sen ennenaikainen poistuminen kehosta [6].
Negatiivinen pintavaraus voi parantaa ladkkeenkantajana toimivan kultananopartikkelin
mahdollisuuksia pééstd syopdalueelle ennen kuin elimiston retikuloendoteliaalijérjestelma
poistaa sen verenkierrosta [6]. Retikuloendoteliaalinen jdrjestelmd@ on osa elimiston

immuunipuolustusta ja koostuu soluista, jotka poistavat kuolleita ja normaalista poikkeavia



aineita, kuten kultananopartikkeleita elimistostd. Ulkoisilla drsykkeilld, kuten valolla tai pH-
muutoksilla, voidaan vaikuttaa syopdlddkkeen irtoamiseen kultananopartikkelista oikeaan

kohde-elimeen ja -soluun [9].

Kultananopartikkeleiden kayttd syopéldakkeiden kuljettajina vaatii vield paljon kehitettdvaa ja
tutkimusta [9]. Erityisesti ongelmat stabiiliuden ja aggregoitumisen kanssa rajoittavat
toistaiseksi  kultananopartikkeleiden  kayttéd  syOpdhoidoissa.  Kultananopartikkelien
pinnoittamiseen liittyvid riskejd ei tunneta tiysin ja ne voivat aiheuttaa sivuvaikutuksia, joihin
ei osata varautua. Tutkimustietoa on vield vdhédn partikkeleiden pitkdaikaisista testauksista tai

vaikutuksista elimistOssa.

Biosensoreissa kultananopartikkeleihin voidaan funktionalisoida biomolekyyleja, joiden avulla
voidaan havaita kohdeanalyytteji esimerkiksi verestd [5]. Kultananopartikkelin pinnan
funktionalisointi vahvistaa kohdeanalyyttien sitoutumista partikkeleihin. Funktionalisoinnilla
pyritddn  parantamaan kultananopartikkeleiden  stabiiliutta ja  bioyhteensopivuutta
biosensoreissa,  jolloin ne  pysyvdt  toimintakykyisend  esimerkiksi  veressa.
Kultananopartikkeleiden kéyttd biosensoreissa perustuu niiden herkkyyteen tunnistaa erilaisia

kohdeanalyytteja [5].

Kultananopartikkeleita hyddyntévid biosensoreita kdytetdin oikeuslddketieteessd, saasteiden
havainnoinnissa, ladketieteen alalla, elintarviketeollisuudessa ja virusten havainnoinnissa [5].
Oikeuslddketiede soveltaa kultananopartikkeleita kayttdvid biosensoreita rikosteknisissé
tutkimuksissa kuten huumeiden tunnistamisessa rikosteknisissd todisteissa. Lédketieteessd
kultananopartikkeleita sovelletaan biosensoreihin, joilla tunnistetaan erilaisia sairauksia kuten

syopdd. Syovian tunnistus voi tapahtua pienistékin pitoisuuksista [5].
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3 Kultananopartikkeleiden valmistus

Kultananopartikkelit voidaan valmistaa fysikaalisilla, kemiallisilla tai biologisilla tavoilla [7].
Kemialliset menetelmidt ovat pelkistysmenetelmid, joihin kuuluvat vihredt menetelmit,
sitraattipelkistys eli Turkevich-menetelmé, Brust-Schifferin menetelmé ja polymeeripohjainen
synteesi. Kemialliset menetelmit koostuvat pelkistysvaiheesta ja stabilointivaiheesta.
Fysikaalisia valmistustapoja ovat sdhkokemiallinen menetelmd, kylvokasvatusmenetelma,
ultravioletti-indusoitu fotokemiallinen synteesi ja laserablaatio. Kemialliset valmistustavat ovat
edullisempia fysikaalisiin valmistustapoihin verrattuna [12]. Biologisia valmistusmenetelmid

ovat mikrobisynteesi ja kasvivilitteinen synteesi [7].

Synteesiprosessit perustuvat top-bottom- ja bottom-top-menetelmiin [5]. Bottom-top-
menetelmédn periaatteena on rakentaa kultananopartikkelit alusta asti, jonka lopputuloksena
ovat kultananopartikkelit. Kemiallinen pelkistys, mikrobisynteesi ja kasvivilitteinen synteesi
ovat bottom-top-menetelmid. Top-bottom-menetelmén periaatteena on hajottaa suurista

partikkeleista nanokokoisia partikkeleita. Laserablaatio on esimerkki top-bottom-menetelmésti

[5].
3.1 Kemialliset menetelmat

Turkevichin ja Frensin menetelmdn avulla voidaan valmistaa eri kokoisia
kultananopartikkeleita pelkistyksen avulla [13]. Pelkistys tehddan kaksiseindisessa reaktorissa,
jossa kultananopartikkelit pelkistetddn natriumsitraatilla, askorbiinihapolla ja UV-valon avulla

kultahydrokloraattiliuoksesta.

Brust Schiffrin -menetelmélléd tarkoitetaan kaksivaiheista pelkistysmenetelmid, jonka avulla
voidaan valmistaa kultananopartikkeleita [14]. Kaksivaiheinen pelkistysmenetelmd on
yksinkertainen valmistustapa, jossa on runsas saanti ja se mahdollistaa funktionaalisten
ryhmien kiinnittdmisen suoraan kultananopartikkelin pintaan. Brust Schiffrin -menetelméssi
kultaionien kemiallinen pelkistiminen tapahtuu nopeasti 6ljyn ja veden rajapinnalla. Tamén
jilkeen molekyylit, jotka sisdltdvét tioliryhmén adsorboituivat kultananopartikkeleiden pintaan
stabiloidakseen nanopartikkelin. Molekyylit, jotka sisdltdvit tioliryhmédn muodostavat vahvoja

sidoksia kultananopartikkelin kanssa [14].
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Myrkylliset kemikaalit ovat yleisid kemiallisissa valmistusmenetelmissd ja niiden
vihentamiseksi on kehitelty vihreitd, ympdristoystdvadlisid, synteesimenetelmid [12].
Myrkyttomien synteesimenetelmien avulla voidaan ehkéistd haitallisten sivutuotteiden

syntymisté.
3.2 Fysikaaliset menetelmat

Sdhkokemialliset menetelmat kuuluvat yleisimpiin kultananopartikkeleiden
valmistusmenetelmiin. Esimerkiksi kultananosauvoja voidaan valmistaa sdhkokemiallisesti.
Sdhkokemiallinen menetelma perustuu hapetus- ja pelkistysreaktioihin [15]. Kultananosauvoja
voidaan valmistaa kahden elektrodin kennolla, jossa anodina on kulta ja katodina platinalevy,
jotka ovat upotettuina pinta-aktiiviseen elektrolyyttiliuokseen. Sdhkovirta on kontrolloitua ja
usein kéytetddn ultradénihaudetta [15]. Sdhkokemiallinen valmistusmenetelmi on edullinen ja

sen laitteisto on yksinkertainen, miké tekee siitd suositun menetelmén [7].

Kylvokasvatusmenetelmdd kayttdmilld voidaan hallita kultananopartikkeleiden kokoa ja
muotoa  [4].  Kylvokasvatusmenetelmidd  kdytetddn  esimerkiksi =~ monihaaraisien
kultananopartikkeleiden syntetisoinnissa. Menetelmd voidaan toteuttaa huoneenldmmdssi
kayttamalld vesipitoisia siemenliuoksia. Liuoksen sekoittamisella ja siihen kéytettdvalld ajalla

on vaikutusta kultananopartikkeleiden kokoon ja muotoon.

Laserablaatiolla voidaan valmistaa myos kultananopartikkeleita [9]. Menetelméllé tarkoitetaan
kulta-atomien hdyrystdmistd ja tiivistdmistd silloin, kun kulta-atomit ovat nestemadisessd
véliaineessa. Tdman jdlkeen partikkeleihin kohdistetaan lasersdde. Menetelmd mahdollistaa
kultananopartikkelin koon ja morfologian hallinnan. Laserablaatio ei vaadi kemiallisia

reagensseja, mika tekee siitd puhtaan ja ympdristoystdvéllisen valmistusmenetelmén [9].
3.3 Biologiset menetelmat

Biologiset valmistustavat ovat ympdristoystdvéllisid ja perustuvat kultananopartikkeleiden
syntetisointiin entsyymeilld, mikro-organismeilla, kuten bakteereilla ja sienilld tai kasveilla [16,
7]. Biologisilla valmistusmenetelmilld kultananopartikkeleita voidaan valmistaa esimerkiksi
mikrobisynteesilld, jossa kultananopartikkeleiden valmistus tapahtuu solunsisdisesti

mikrobeissa [16].

Mikrobisynteesi perustuu myds muiden synteesimenetelmien tavoin Au’" -ionien
Yy p y y

pelkistdmiseen, jolloin syntyy kultananopartikkeleita [16]. Mikrobisynteesissd mikro-
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organismit  erittdvdit entsyymid, joiden avulla metalli-ionit voidaan pelkistéa.

Valmistusmenetelméni timi on yksi uusimmista, jonka vuoksi tutkimusta on vield véhén.
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4 Toksisuus ja sen tutkiminen

41 Toksisuus

Toksisuudella tarkoitetaan nanopartikkeleiden aiheuttamaa haittaa biologisiin ja ekologisiin
jérjestelmiin [1]. Nanoteknologiasovellusten rdjahdysmiinen kasvu on johtanut kriittiseen
ajatteluun ja tarkempiin tutkimuksiin keskittyen nanomateriaalien toksisuuteen seké
ympéristovaikutuksiin. Nanopartikkeleiden toksisuuden vaikutusta elimiin tutkitaan

molekyylitasolla seka erilaisten ominaisuuksien nakdkulmasta.

Toksisuudesta kéytetddn erilaisia késitteitd kuvaamaan sitd, missé toksisuus ilmenee tai miten
se ilmenee [17]. Sytotoksisuudella tarkoitetaan toksisuutta, miki ilmenee soluissa vaurioittaen
tai tuhoten solun. Solun perimén vaurioitumisesta kiytetddn termid genotoksisuus.
Synergistinen toksisuus tarkoittaa reaktiota, jossa vdhintdéin kahden aineen yhteisvaikutus on
myrkyllisempi kuin niiden yksittdisten vaikutusten summa. Synergisessd toksisuudessa aineet

siis vahvistavat toistensa toksisuutta.

Kultananopartikkeleiden toksisuus voidaan jakaa kahteen ryhméén sen perusteella, mikd on
toksisuuden aiheuttaja [1]. Ensimméiseen ryhméén kuuluvat reaktiiviset happilajit ja toiseen
ryhmédin kuuluvat niiden ulkopuolelle jddvit toksisuuden aiheuttajat. Reaktiiviset happilajit
syntyvit solujen hapetusmetaboliassa eli kun solut tuottavat energiaa happea kiyttdmaélla.
Reaktiivisten happilajien korkea pitoisuus voi johtaa solukuolemaan. Reaktiivisia happilajeja

ovat muun muassa hydroperoksyyli (HO:. ), superoksidi (O2.) ja hiilidioksidiradikaali (CO»>.)
[1].

Soluhengitys tapahtuu mitokondrioissa, joissa tapahtuu myds reaktiivisten happilajien
ensimmadiset kehitysvaiheet mitokondrioiden elektronien siirroissa [1]. Solu voi joutua
hapetusstressiin, kun solussa on liian paljon reaktiivisia happilajeja verrattuna solun kykyyn
neutraloida niitd. Kultananopartikkelit lisdévit reaktiivisten happilajien tuotantoa, mika johtaa
solujen hapetusstressiin. Reaktiiviset happilajit voivat vaurioittaa esimerkiksi solukalvoja,

DNA:ta ja pysdyttdd solusyklin.

Reaktiivisten happilajien ulkopuolelle jadvid toksisuuden aiheuttajia ovat muun muassa
nanopartikkelien adsorboituminen solujen pintaan, metallinanopartikkeleista vapautuneiden
ionien vaikutus soluun ja nanopartikkeleiden sitoutuminen solun pintareseptoreihin, mikd voi

kdynnistdd apoptoosin eli ohjelmoidun solukuoleman [1]. Metallinanopartikkelit aiheuttavat
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toksisuutta kertymilld yksittdisiin elimiin, kuten maksaan tai keuhkoihin. Osa soluihin
liuenneista metallinanopartikkeleista voi emittoida eli vapauttaa metalli-ioneja soluihin.

Korkeampi metalli-ionien pitoisuus solussa kasvattaa toksisuutta.

Kun kultananopartikkelit pddsevit soluun, ne voivat aiheuttaa merkittdvid haittoja [10].
Elimiston mononukleaarinen fagosyyttijarjestelma pyrkii puhdistamaan ja hajottamaan vieraita
aineita verenkierrosta. Se ei pysty tunnistamaan kultananopartikkeleita, jotka ovat adsorboineet
proteiineja pintaansa ja tdlloin kultananopartikkelit pddsevét solun sisddn. Solun sisdlld

kultananopartikkelit voivat aiheuttaa muutoksia esimerkiksi DNA:han [10].

Genotoksisuus, jota kultananopartikkelit voivat aiheuttaa, ilmenee esimerkiksi DNA-juosteen
katkoksina ja mutaatioina [1]. Kultananopartikkeleiden aiheuttama genotoksisuus voi ilmentya
kahdella tavalla, joista toinen ilmenee tulehduksina. Tulehdukset aiheuttavat radikaalien
happilajien syntymistd. Toinen genotoksisuuden muoto jaetaan suoraan ja epasuoraan tyyppiin.
Kumpikaan niistd ei muodosta radikaaleja happilajeja. Suorassa tavassa metallinanopartikkelit
vaikuttavat DNA:han suoraan tunkeutumalla ja hiiritsemdlldi DNA:n toimintaa ja sen
prosesseja. Epédsuorassa tavassa metallinanopartikkelit vuorovaikuttavat ydinproteiinin kautta
adsorboitumalla proteiinin pintaan, minka kautta se voi aiheuttaa muun muassa replikaatio- tai

korjauspoikkeamia [1].
4.2 Toksisuustutkimukset

Toksisuuden tutkiminen elimistossd alkaa nanopartikkeleille altistumisesta [1]. Toksisuutta
tutkitaan selvittdimailld, miten nanopartikkelit kulkeutuvat kohde-elimiin ja millaisia
vaikutuksia niilld on kulkeutumisen aikana. Nanopartikkelit voivat adsorboida molekyyleja
pinnoilleen, jolloin ne kulkeutuvat helposti ihmiskehon lépi kohde-elimeen.
Nanopartikkeleiden vuorovaikutukset biologisten jérjestelmien kanssa ovat monimutkaisia ja

ne tarvitsevat laajoja tutkimuksia toksisuuden tutkimiseksi.

Toksisuutta voidaan tutkia soluviljelmien avulla, joita kutsutaan in vifro -menetelmiksi tai
eldinkokeilla, joista kéytetdin nimed in vivo -menetelmédt [1]. Soluviljelmd on
tutkimusmenetelménd edullisempi kuin in vivo -menetelmé. In vitro -menetelmén suoritusajat
ovat usein lyhyitd. Eldimilld testaaminen puolestaan kuluttaa paljon resursseja, kuten aikaa ja
rahaa. Eldinkokeet herattavit eettisid kysymyksié ja koe-eldinten kdytto vaatii erilaisia lupia. In
vivo -tutkimukset ovat laajoja ja ty6lditd verrattuna in vitro -tutkimuksiin. In vitro -tutkimuksilla

voidaan tutkia esimerkiksi reaktiivisten happilajien vaikutuksia solumorfologiaan ja
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morfologiamuutosten vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen [18]. Kultananopartikkelit
absorboivat hyvin nikyvai valoa ja siksi niilld saadut tulokset eivit ole yksiselitteisid. /n vitro

-menetelmilld tehdddn yleensd runsaasti kokeita ennen koe-eldimilld testaamiseen siirtymisté.

Kultananopartikkeleiden toksisuustutkimukset ovat tédrkeitd, koska partikkelin pédstyd
biologiseen jérjestelmddn, se voi aiheuttaa toksisuutta reagoimalla muiden aineiden kanssa
[19]. Kun kultananopartikkeli pddsee elimistoon, se voi liittyéd eri molekyyleihin solun sisdlld
tai sen ulkopuolella. Kultananopartikkelien kanssa voimakkaasti vuorovaikuttavia elimiston
molekyylejd ovat esimerkiksi lipidit, nukleotidit, pienmolekyyliset yhdisteet ja proteiinit. Ndma
molekyylit voivat heikentdd kultananopartikkelin stabiiliutta. Kultananopartikkelit vaikuttavat

myoOs edelld mainittujen molekyylien toimintaan [19].

Nanomateriaaleille on madritetty ISO-standardeja, joiden avulla mééritetdin materiaalin
bioturvallisuus [20]. Esimerkiksi ISO/TR 10993-22:2017 osassa 22 edellytetddn
nanomateriaalien  testausta  sytotoksisuuden, genotoksisuuden, karsinogeenisuuden,
lisddntymistoksisuuden, immunotoksisuuden, arsytyksen ja herkistymisen,
hemokompatilibiteetin, systemaattisen myrkyllisyyden, pyrogeenisuuden ja implantaation
osalta. Néilld standardeilla varmistetaan hoitoa saavien potilaiden ja valmisteita valmistavien

tyontekijoiden turvallisuus.
4.2.1 Karakterisointi

Karakterisoimalla kultananopartikkeleita, saadaan merkittévié tietoa niiden koosta, muodosta
ja pintaominaisuuksista, joilla on vaikutusta niiden aiheuttamaan toksisuuteen [9]. Koon,
muodon ja pinnan analysointi antaa tietoa myds kultananopartikkeleiden kéyttdytymisesti
erilaisissa  ympdristdissd. Kokoa ja muotoa voidaan tutkia ldpdisyelektroni- ja
pyyhkéisyelektronimikroskopialla. N&illdi menetelmilld saadaan nanopartikkeleista kuvia,
joiden avulla analysoidaan partikkelien morfologiaa, joita voidaan vertailla mahdollisesti

altistuksen aiheuttamiin muutoksiin.

Kultananopartikkeleiden pinnan koostumusta voidaan analysoida
pyyhkdisyelektronimikroskopian avulla [9]. Pinnan ominaisuuksista liganditiheys,
funktionaaliset ryhmit ja pintatiheys antavat tietoa niiden vuorovaikutuksista muiden aineiden
kanssa. Pintavarauksen voi médrittdd zeta-potentiaalin avulla. Pintaan kiinnittyneitd
funktionaalisia ryhmid voidaan tunnistaa pintavahvistetulla Raman-spektroskopialla tai

rontgenfotoelektronispektroskopialla.
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Toksisuuden ndkokulmasta on merkittdvad tutkia kultananopartikkeleiden absorptio- ja
sirontaominaisuuksia, joita voidaan tutkia UV-Vis-spektrofotometrilld [9].
Kultananopartikkeleiden muoto, koko ja véliaine aiheuttavat eroavaisuuksia UV-Vis-
spektroskopiamittauksissa. Kultananopartikkeleiden stabiiliutta voidaan tutkia
altistusmenetelmilld, kuten altistamalla niitd pH- ja ionivahvuusmuutoksille, muuttamalla

niiden olosuhteita ja varastoimalla pitkdaikaisesti.
4.2.2 In vitro -menetelmat

In vitro -menetelmid pidetddn merkityksellisend toksikologisten vaikutusten selvittimisen
vuoksi. In vitro -tutkimuksissa tutkitaan kultananopartikkeleiden ominaisuuksia, jotka
vaikuttavat niiden aiheuttamaan toksisuuteen [21]. Tutkimuksissa halutaan selvittda
esimerkiksi reaktiivisista happilajeista johtuvan oksidatiivisen stressin aiheuttamaa
genotoksisuutta, annoksen sekd pitoisuuden merkitystd toksisuuteen sekd altistusajan

vaikutusta kultananopartikkeleiden kulkeutumiselle ja hajoamiselle [19].

In vitro -tutkimuksissa kdytetddn ihmisten, eldinten ja kasvien solulinjoja. IThmisen soluissa
sytotoksisuutta tutkitaan usein erilaisilla sydpésolulinjoilla. Tutkimuksia on suoritettu
esimerkiksi kohdunkaulan (HeLa), rintasyovin (MCF-7) ja maksasyovin (HepG2)
solulinjoissa [11, 22]. Toksisuustutkimuksia voidaan tehdd myos ihmisen sikion munuaisen
(HEK293T) solulinjoissa [23]. Solulinjatutkimuksissa mielenkiintoisia ovat myds maksan
solut, koska elimiston verenpuhdistusjérjestelmén vuoksi kultananopartikkelit padtyvit helposti
maksaan [8]. In vitro -menetelmilld halutaan selvittdd mihin soluelimeen kultananopartikkelit
kulkeutuvat tai kasaantuvat. TAima on tidrkedd selvittdd, koska haitalliseen kulkeutumiseen on

mahdollista puuttua.

In vitro -menetelmissi genotoksisuutta tutkitaan esimerkiksi komeettatestin (engl. comet assay)
avulla [8]. Genotoksisuutta voidaan mitata esimerkiksi ihmisen HepG2 maksasydpésoluilla.
SyoOpédsolulinjat ovat térked tutkimuksen kohde sydpédhoitojen parantamiseksi. Sytotoksisuutta
tukitaan esimerkiksi MTT-testilld sekd LDH-vapautumistestilld, jotka mittaavat solujen
elinkykyisyyttd [8]. Aggregoitumista ja kultananopartikkeleiden morfologisia muutoksia
voidaan tutkia soluviljelmissd valomikroskopialla. Samoilla menetelmilld tutkitaan

kultananopartikkeleiden morfologisia muutoksia.

In vitro -tutkimuksissa on huomattu, ettd solun tumaan ajautuneet pienet kultananopartikkelit

aiheuttavat haitallista tuhoa [7]. Soluviljelmidmittauksissa huomattiin  pienimpien
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kultananopartikkeleiden aiheuttavan suuria vahinkoja esimerkiksi DNA:ssa, soluun
tunkeutumisen seurauksena [7]. Tutkimusten perusteella keskikokoiset kultananopartikkelit
ovat vihemmain toksisia kuin pienet ja suuret kultananopartikkelit [23]. Tutkimustuloksia on
myo0s keskikokoisten kultananopartikkeleiden aiheuttamasta toksisuudesta [24]. Ristiriitaisiin
tuloksiin  voi vaikuttaa esimerkiksi kultananopartikkeleiden muoto ja pitoisuus

altistusannoksessa tai partikkeleiden pintavaraus [23, 24].

Kultananopartikkeleiden pitoisuuksien ja erilaisten muotojen yhteisvaikutuksista toksisuuteen
on tehty tutkimuksia. Wozniakin ym. (2017) tutkimuksessa havaittiin, etti pallomaiset
kultananopartikkelit ovat pienilld pitoisuuksilla bioyhteensopivampia kuin suurina
pitoisuuksina [23]. Suurissa pitoisuuksissa kultananopallot aggregoituivat ja aiheuttivat
solukuolemaa. Toksisuus johtui partikkeleiden pitoisuudesta ja altistusajasta, silld kolmantena
pdivand altistuksesta kultananopallot aiheuttivat tdydellisen solukuoleman, kun ensimmaéisen
24 tunnin jidlkeen 47 % oli eldvid. Tutkimuksessa mitattiin nanopallojen lisdksi
kultananokukkien, -tdhtien ja -prismojen aiheuttamaa toksisuutta. Tulosten perusteella ndméa
muodot eivit aiheuttaneet toksisuutta. Tutkimukset suoritettiin HEK293T alkion munasoluilla

ja HeLa kohdunkaulansydpéasoluilla [23].

Kultananopartikkeleiden soluun ottoa mitataan in vitro -menetelmilld [8]. Solut altistetaan
kultananopartikkeliliuokselle tietyiksi ajoiksi, jonka jélkeen liuos poistetaan. TEM-analyysilla
tutkitaan kultananopartikkeleiden kulkeutumista ja kertymistd soluun. TEM -analyysilld
voidaan selvittdd, missd kultananopartikkelit sijaitsevat ja ovatko ne kertyneet johonkin tiettyyn

soluelimeen.

In vitro -tutkimuksissa solut voidaan altistaa joko lyhytkestoisesti tai pitkdkestoisesti.
Altistusajalla on merkitystd, kun halutaan seurata kultananopartikkelin liikehdintdd ja
partikkeleiden hajoamista soluissa [19]. Lyhytkestoinen altistuminen on yleensé 24, 48 tai 72
tuntia ja puolestaan pitkédkestoinen eli krooninen altistus voi kestdd esimerkiksi 20 viikkoa [25,
8]. Falagan-Lottsch ym. (2016) tutkivat pitkdaikaisen ja lyhyt kestoisen altistuksen seurauksena
tulleita muutoksia ihmissolulinjoissa [26]. Pitkdkestoinen altistus kesti 20 viikkoa ja
lyhytkestoinen altistus 72 tuntia. Tutkimuksessa tutkittiin solujen morfologiaa, geenien
ilmentymistd, erilaisten kultananopartikkeleiden soluunottoa ja solujen elinkykyé. Tuloksista
huomattiin, ettd polyakryylihapolla (PAA) pinnoitetut kultananopartikkelit padsivét soluun
paremmin kuin sitraattikultapallot. PAA-pinnoitetut kultasauvat pédédsivit myods soluun

paremmin kuin polyetyleeniglykolilla (PEG) pinnoitetut kultananosauvat [26].
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Falagan-Lottschin ym. (2016) tutkimustuloksista huomataan, etti kultananopartikkeleiden
kertymistasot kohosivat enemmaén pitkékestoisen altistuksen aikana kuin lyhytkestoisessa
altistuksessa [26]. Lyhytkestoisen altistuksen jdlkeen kultananopartikkeleita ei havaittu
soluissa, mutta pitkdkestoisen altistuksen jdlkeen partikkeleita 16ydettiin. Tdmén ajatellaan
johtuvan siitd, ettd pitkdkestoisessa altistuksessa partikkelit ehtivit kerddntyd ja puolestaan

lyhytkestoisessa altistuksessa ne ehtivét hajota tai poistua soluista [26].
4.2.3 In vivo -menetelmat

In vivo -tutkimusten tavoitteena on saada tietoa siitd, miten suonensisdisesti annostellut
kultananopartikkelit jakautuvat eri soluihin ja siséelimiin [ 18]. In vivo -tutkimuksissa kéytetdan
koe-eldimid, yleisimpid ovat hiiret, rotat ja seeprakalat [17, 18]. Erilaisten pitoisuuksien,
partikkelikokojen, pinnoitteiden ja surfaktanttien vaikutusta toksisuuteen tutkitaan in vivo -
menetelmdd hyddyntdmalla. Koe-eldimilld tutkitaan edelld mainittujen tekijoiden vaikutusta

niiden kehitykseen.

Koe-eldinten valintaan vaikuttavat muun muassa ndytteiden ja tutkimusten toistettavuus,
eldinten saatavuus ja testeihin kuluva aika. Seeprakalojen alkiot kehittyvat ulkoisesti, mika
mahdollistaa tehokkaan koe-eldinten saannin [17]. Suuri miéaré alkioita mahdollistaa isojen
ndyte-erien suorittamisen. Ginzburgin ym. (2018) seeprakalatutkimuksessa annosteltavat
kultananopartikkeliannokset ovat hyvin pienid ja tutkimukset voidaan suorittaa parin pdivin
aikana [17]. Pienet annosmdirdt ja suuri ndytteiden valmistusmahdollisuus tekevit
seeprakaloista tehokkaan koe-eldimen. [In vivo -menetelmd on monimutkaisempi

tutkimusmenetelma kuin in vitro -menetelma [21].

Toksisuustutkimukset aloitetaan partikkeleiden karakterisoinnilla, jonka jédlkeen koe-eldin
altistetaan kultananopartikkeliliuokselle [18]. Annostelun jilkeen seurataan partikkeleiden
pitoisuutta veressd ja partikkeleiden kertymistd sisdelimiin, kuten maksaan ja pernaan. /n vivo
-menetelméssd kultananopartikkeleiden altistusannos voidaan maiérittdd eldimen keskipainon

tai kuolleisuuden perusteella.

In vivo -tutkimusten tuloksissa on tehty samoja havaintoja kuin in vitro -tutkimuksissa, mutta
in vivo -menetelmilld on saatu myds ristiriitaisia tuloksia esimerkiksi partikkelin koon
vaikutuksista toksisuuteen [7, 24]. Eldin kokeissa on myds havaittu kultananoapartikkeleiden
kertymistd elimiin, kuten maksaan ja pernaan [3]. Minkd on pohdittu johtuvan

retikuloendoteliaalijarjestelmistd. Kultananopartikkeleiden kertyminen aiheuttaa koe-
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eldimissd tulehduksia [3].  Injektoinnin yhteydessd kultananopartikkeleita jdd myo0s

pistokohtaan [7].

In vivo -toksisuustutkimuksissa on havaittu, ettd pienilld kultananopartikkeleilla voi esiintyd
sytotoksisuutta suurempia partikkeleita enemmén [7]. Sytotoksisuutta voivat aiheuttaa ligandit,
jotka eivdt suojaa kultananopartikkelin pintaa katalyyttisiltd reaktioilta tai molekyyleilta.
Ligandit saattavat tarjota esimerkiksi biologisille molekyyleille suoran reitin
kultananopartikkeleiden pinnalle. /n vivo -tutkimuksissa on havaittu, ettd pienimmit
kultananopartikkelit tuottavat enemmén radikaaleja happilajeja kuin suuremmat partikkelit [7].
Tdma osoittaa, ettd partikkeleiden koolla, muodolla ja pinnoitteella on tidrked rooli

solutoksisuudessa.

In vivo -menetelmilld on saatu myos ristiriitaisia tuloksia kultananopartikkeleiden koon
vaikutuksesta toksisuuteen verrattuna in vitro -menetelmiin [24]. Esimerkiksi Chenin ym.
(2009) tutkimuksessa havaittiin, ettd samanlaiset keskikokoiset kultananopartikkelit olivat
toksisia hiirille, mutta ei HeLa-soluille [24]. Chenin ym. (2009) tulokset konkretisoivat, ettd
solulinjoissa tehdyt tutkimukset eivit aina ole verrattavissa koko elimistdssd tapahtuviin
reaktioihin. Tutkimuksessa toksisuus ilmeni hiirilld sairauksina, ruokahaluttomuutena, painon

putoamisena, turkin vérin muutoksina ja kuolemana[24].

Toksisuustutkimuksissa tutkitaan kultananopartikkeleiden annostelutekniikan ja muodon
vaikutusta [3, 7, 17]. Kultananopartikkeliliuos voidaan annostella koe-eldimeen digitaalisen
annostelujirjestelmén avulla, késin pipetoimalla tai injektoimalla ihon alle. Injektointi suoraan
verenkiertoon voi aiheuttaa esimerkiksi veren hyytymistd [3]. Kultananopartikkeleiden
pinnoitteiden ja muodon avulla voidaan vdhentdd verihiutaleiden aggregoitumista [3, 7].
Keskikokoiset pallon muotoiset kultananopartikkelit ovat yhteensopivampia veren kanssa,

jolloin ne eivit aiheuta verihiutaleiden aggregoitumista [3].

Ginzburginin ym. (2018) tutkimuksen tulosten perusteella havainnoitiin, ettd
seeprakalatutkimuksen mukaan toksisuuteen vaikutti, miten kultananopartikkelit annosteltiin
eldimeen [17]. Tutkimuksessa digitaalisen annostelujirjestelmén lisdksi
kultananopartikkeliannokset pipetoitiin manuaalisesti késin koe-eldimeen. Havaittiin, etti
digitaalisen annostelujarjestelmdn (Hewlett-Packard D300) avulla annostellut annokset

aiheuttivat enemmaén toksisuutta kuin késin pipetoidut annokset [17].



20

Ginzburginin ym. (2018) tutkimuksessa digitaalisesti annostellut kultananopartikkelit johtivat
seeprakaloilla 88 %:n kuolleisuuteen, kun puolestaan késin pipetoidut annokset johtivat vain 3
% kuolleisuuteen [17]. Suuri kuolleisuusero johtui digitaalisessa annostelujdrjestelmissa
kiytettdviastd polysorbaatti (PS20) -surfaktantista. PS20:ta kiytetdédn liuoksen pintajannityksen
rikkomiseen tarkan annostelumairin saavuttamiseksi. PS20 on itsessddn myrkyton surfaktantti,

mutta johti kultananopartikkeleiden kanssa yhdessd synergiseen toksisuuteen [17].

Toksisuustutkimuksissa altistusajalla on merkitystd myds in vivo -tutkimuksissa. In vivo -
tutkimuksissa lyhytkestoiset alitukset kdsittdvdt ajat tunneista muutamiin péiviin ja
pitkédkestoisella altistuksella voidaan tarkoittaa 120 pédivdd. Kroonisia altistuksia voidaan
suorittaa esimerkiksi 10 viikon ik&isille uros hiirille [27]. Kultananopartikkelin kiertoajat ovat
mielenkiintoinen tutkimuksen kohde [7]. Kiertoajalla tarkoitetaan sitd aikaa, kun partikkeli

kiertdd verenkierrossa ennen kuin ne poistuvat elimistosta.

Eri pituisilla altistusajoilla, halutaan selvittdd, millaisia vaikutuksia kultananopartikkeleilla on
eldimiin. Kiinnostavia tutkimuksia ovat partikkeleiden kertyminen elintirkeisiin elimiin, ja
nanopartikkeleiden hajoaminen ja elimistdstd poistuminen. Jakicin ym. (2023) tutkimuksessa
tutkittiin naudan seerumin albumiinilla (BSA) paillystettyjen kultananopartikkeleiden
pitkdaikaisia (120 pdivédn) vaikutuksia hiiren maksassa, pernassa ja munuaisissa. Maksan ja
pernan kudosten puhdistautuminen on hidasta [27]. Tulosten mukaan BSA:lla pinnoitettujen
kultananopartikkeleiden médri oli tasainen maksassa ensimméiisen kuukauden aikana, mutta
niiden mddrd oli  koholla  pernassa. = Munuaisista  tehtiin  vain  pienid
kultananopartikkeliloydoksid.  Toisen ja  neljinnen  tutkimuskuukauden  aikana
kultananopartikkeleiden méédrd maksassa vidheni, mutta kasvoi noin 30 % pernassa.
Munuaisissa BSA pinnoitettujen kultananopartikkeleiden miédra kasvoi 100 %. Tadmén
pohdittiin johtuvan siitd, ettd partikkelit vapautuvat maksasta hitaasti ja voivat sen jdlkeen
kertyd muihin elimiin, kuten pernaan, sen sijaan ettd ne poistuisivat elimistosta.

Uudelleenkertyminen voi hidastaa partikkeleiden poistumista kehosta [27].
4.3 Toksisuuteen vaikuttaminen

Kultananopartikkeleiden toksisuustekijoiden tunnistaminen auttaa keksiméén ratkaisuja, joiden
avulla ei-toivottuja  vaikutuksia voidaan véhentdd. Sytotoksisuuteen vaikuttavat
kultananopartikkeleiden ominaisuudet, kuten koko, muoto ja pinnan ominaisuudet [23]. Ndiden
ominaisuuksiin voidaan vaikuttaa esimerkiksi partikkeleiden valmistusmenetelmien,

pitoisuuksien ja altistusaikojen avulla. Partikkelin ominaisuuksien liséksi solutyypeilld on
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vaikutusta toksisuuteen [28]. Esimerkiksi syopdsolujen kayttdytyminen voi olla erilaista kuin
terveiden solujen kdytds. Eniten tutkimuksia on tehty koon, muodon ja pinnan vaikutuksista

toksisuuteen.
4.3.1 Kultananopartikkeleiden ominaisuuksien vaikutus toksisuuteen

Partikkelin koko on suoraan yhteydessd sen biologisiin vaikutuksiin. Useiden tutkimusten
mukaan erittdin pienet ja erittdin suuret partikkelit aiheuttavat toksisuutta soluissa
keskikokoisia partikkeleita enemmaén [18]. Pienet partikkelikoot voivat tunkeutua esimerkiksi
solujen sisdlle pintareseptorien kautta ja aiheuttaa sen myo6td laajoja vaurioita solussa. Suuret
partikkelikoot ovat herkempid kertymddn elimiin, mikd aiheuttaa toksisuutta esimerkiksi

tulehduksina.

Yksi tutkituimmista ominaisuuksista on kultananopartikkelin pinnan ominaisuudet [28].
Kultananopartikkeleilla on suuri pinta-ala-tilavuus-suhde [1]. Suuren pinta-alansa vuoksi
muiden aineiden on helppo adsorboitua kultananopartikkelin pintaan. Useiden tutkimusten
perusteella positiivisesti varautunut kultananopartikkeli péddsee neutraaleja ja negatiivisia
partikkeleita helpommin soluun [6, 28]. Varautuneen kultananopartikkelin vaikutuksia
solukuolemaan on tutkittu ja se voi osoittautua tulevaisuudessa tirkeimmaksi

toksisuustekijaksi kuin partikkelin koko.

Koon, suuren pinta-alan ja pintavaruksen lisdksi toksisuuteen vaikuttavat kultananopartikkelin
eliniki ja vuorovaikutukset muiden molekyylien kanssa [1]. Kultananopartikkelit
monimutkaistavat usein biologisten jérjestelmien toimintaa, mink vuoksi kultananopartikkelin
pitkdlld elinidlld voi olla toksisia vaikutuksia [7]. Kultananopartikkelin vuorovaikutusten
seurauksena partikkelin ympdérille voi muodostua proteiinikorona [17]. Vuorovaikutusten
myo6té kultananopartikkelit voivat aggregoitua keskenddn tai muiden aineiden kanssa, mika voi
atheuttaa muun muassa tukoksia verenkierrossa ja erilaisia tulehdustiloja [1].
Vuorovaikutuksiin vaikuttaa partikkelin koko, silld liian pienet tai suuret kultananopartikkelit

eivdt esimerkiksi kulkeudu soluun yhti hyvin kuin keskikokoiset partikkelit.
4.3.2 Toksisuuteen vaikuttaminen

Koon ja muodon aiheuttamaan toksisuuteen voidaan vaikuttaa valmistusmenetelmien avulla
[13]. Valmistusmenetelmien rooli on merkittdvd kokoon vaikuttava tekijd. Esimerkiksi

Turkevichin menetelmdssd lampdtilan  laskulla  voidaan vaikuttaa valmistettavien
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kultananopartikkeleiden = kokoon, muotoon ja laatuun. Léampétilan laskeminen
sitraattipelkistyksen aikana vaikuttaa kiteiden muodostumiseen, jolla on suora yhteys
partikkelin muotoon ja laatuun. Kimlingin ym. (2006) tutkimuksen mukaan 1&dmpétilan lasku
aiheutti partikkeleiden halkaisijoiden kasvun ja muotojen epdsddnnéllisyyden [13].
Laserablaation avulla muotoon ja kokoon voidaan vaikuttaa kéaytettdvin valonldhteen
aallonpituutta ja intensiteettid muuttamalla. Laserablaation etuna on tasakokoisten partikkelien
valmistaminen [9]. Kylvokasvatusmenetelmilld voidaan vaikuttaa monihaaraisten

kultananopartikkeleiden kokoon ja muotoon [4].

Kultananopartikkelin pintaan vaikuttamalla, voidaan vaikuttaa toksisuuteen [2, 10]. Pinnan
reaktiivisuutta voidaan hallita pinnoittamalla kultananopartikkeli esimerkiksi polymeerilla.
Polymeeriketjujen kiyttd perustuu proteiinien adsorption estimiseen. Polymeerin tulee olla
bioyhteensopiva, jotta sitd voidaan kidyttdd bio- ja ldédketieteellisissd sovelluksissa.
Polymeeripinnoite stabiloi ja estdd aggregoitumisen. Kultananopartikkelin pintavaraukseen
vaikuttamalla voidaan myos vihentdd toksisuutta [28]. Negatiivinen pintavaraus estdd soluun

padsyd, milld on suora vaikutus sytotoksisuuteen ja genotoksisuuteen.

PEG on yksi yleisimmistd pinnoitteista, jota kdytetdan kultananopartikkelin pinnoittamiseen.
Se estdd partikkelin imeytymisen fagosyytteihin eli sy6jdsoluihin, mikd on merkityksellistd
esimerkiksi lddkeainekuljetuksessa [10]. PEG-pinnoite ei pééstd epdsuotuisia proteiineja
adsorboitumaan kultananopartikkelin pintaan [2, 10]. Walkeyn ym. (2011) tutkimustulosten
mukaan epédsuotuisien proteiinien adsorptio vdheni, kun kultananopartikkeli oli PEG-
pinnoitettu [10]. Tutkimuksen mukaan PEG-pinnoitetut partikkelit eivdt estd kokonaan

partikkelin soluihin imeytymistd, vaikka pinnoitetiheys olisi korkea.

Partikkelin pinta voi reagoida veren proteiinien kanssa muodostamalla proteiinikoronan [20].
Siihen liittyvien vuorovaikutusten tutkimisella voidaan mahdollisesti vaikuttaa toksisuuteen.
Proteiinikoronan toiminnan ymmaértiminen mahdollistaa lddketieteellisten sovellusten
kehittdmisen ja biologisen yhteensopivuuden parantamisen. Proteiinikoronalla on vaikutusta

esimerkiksi kultananopartikkelien liukenemisnopeuteen, millé voi olla vaikutusta toksisuuteen.

Pinnoitteiden lisdksi kultananopartikkelin pintaan voidaan sitoa surfaktantteja partikkelin
stabiilisuuden parantamiseksi [29]. Yksi tunnetuimmista ja kaupallistetuista surfaktanteista on
setyylitrimetyyliammoniumbromidi (CTAB). Se on kationinen surfaktantti, joka aiheuttaa
desorptiota. Desorptio on vastakohtainen reaktio adsorptiolle eli sitoutunut aine irtoaa pinnasta,

johon se on aiemmin sitoutunut. CTAB muodostaa kullan pintaan kaksoiskerroksen. Alkilanyn
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ym (2009) tutkivat CTAB kaksoiskerroksen polymeroinnin vaikutusta desorptioon [29].
Tutkimustulosten perusteella surfaktantin polymerointi kultananopallojen pinnalle véhensi
desorptiota ja lisdsi kultananopartikkeleiden stabiiliutta. Polymeroitu kaksoiskerros véhensi

adsorptiota.

Ginzburgin ym. (2018) tutkimuksessa kéytettiin digitaalista annostelujirjestelmén yhteydessa
polysorbaatti (PS20) -surfaktanttia [17]. Polysorbaatin yhteydessd kdytettdvd numero kertoo
rasvahappokomponentista, = mikd on  surfaktantin = rakenteessa. Digitaalisessa
annostelujirjestelméssd kaytetddn PS20, koska se rikkoo kultananopartikkeleita siséltdvin
liuoksen pintajannityksen tarkan annoskoon saavuttamiseksi. PS20 ei ole itsessddn myrkyllinen
surfaktantti, mutta sen synergiatoksisuusmahdollisuuksia kultananopartikkeleiden kanssa on

tutkittu.

Annostuksella ja annosten pitoisuuksilla voidaan vaikuttaa toksisuuteen [23, 17].
Annostelumenetelmdidn vaikuttamalla voidaan vaikuttaa sithen, miten partikkelit ldhtevit
litkkeelle: menevdtkd ne suoraa verenkiertoon, josta ne levidvét nopeasti vai jadvitkd ne
pistokohtaan [1, 3, 7]. Annoksen pitoisuuteen vaikuttamalla, voidaan vaikuttaa partikkelin

aiheuttamaan krooniseen toksisuuteen tai solukuolemaan.



24

5 Pohdinta ja yhteenveto

Kultananopartikkeleiden toksisuutta on tutkittu valtavasti. Pienen kokonsa ja helppojen
muokkausmenetelmien avulla niiden sovelluskohteet ovat liddketieteessd ja biotekniikassa.
Kultananopartikkeleiden bioyhteensopivuus tarjoaa laajoja kiyttomahdollisuuksia esimerkiksi
ladkeainekuljetuksissa. Kultananopartikkeleiden toksisuuden tutkiminen on osa lddkeaineiden
kuljetuksen ja biosensoreiden tulevaisuutta. Ennen kultananopartikkeleiden laaja kédyttod, on
tiedettdvd mistd mahdolliset toksiset vaikutukset johtuvat ja miten toksisuuteen voidaan

vaikuttaa.

Kultananopartikkeleiden ominaisuuksista koko ja pinnan ominaisuudet ovat tutkituimmat
toksisuuden aiheuttajat. Koon merkitys korostuu erityisesti nanopartikkelien soluun padsyssi
ja kertymisessd eri elimiin. Muokkaamalla kultananopartikkelin pintaa, voidaan vaikuttaa
aggregoitumiseen ja partikkelin stabiiliuteen. Pinnoittamalla ja kokoa hallitsemalla,
partikkelista voidaan muokata vihemmain haitallinen elimistolle ja lisdtd bioyhteensopivuutta

solujen ja elimiston kanssa.

Toksisuuteen vaikuttavista ominaisuuksista on saatu ristiriitaisia tutkimustuloksia, eivitka
kaikki  tutkimustulokset  ole  verrattavissa  toisiinsa. Kultananopartikkeleiden
toksisuustutkimuksiin ~ vaikuttavat useat eri tekijat, kuten kultananopartikkeleiden
valmistusmenetelmit,  kultananopartikkeleiden  pitoisuudet  liuoksissa ja  pinnan
funktionalisointi. Pienet erot valmistusmenetelmissé voivat johtaa merkittdviin muutoksiin

partikkelin muodossa tai dispersiossa, jolla on suora vaikutus toksisuuteen.

Tulevaisuudessa kultananopartikkeleiden pintavarauksen, muodon ja vuorovaikutusten
tutkimiseen tulee panostaa, jotta toksisuustutkimus laajenee. Pintavarauksen merkityksesti
toksisuuteen on tehty havaintoja, ja sen on ennustettu olevan yksi merkittdvimmisti
toksisuustekijoistd erityisesti soluun padsyn kannalta. Eri muotoisilla partikkeleilla on erilaisia
toksisia vaikutuksia, joita ei tunneta vield tarkasti. Muoto vaikuttaa myos vuorovaikutuksiin ja
kulkeutumiseen  soluissa. Nididen ominaisuuksien tutkiminen laajentaisi  kuvaa

kultananopartikkeleiden toksisuudesta.

Toksisuuden tutkiminen soluissa ja koe-eldimilld ovat antaneet paljon tietoa toksisuustekijoista.
On tdrkedd, ettd nanopartikkelit ja solut karakteriosoidaan huolellisesti, jotta niiden tarkat
ominaisuudet ovat selvilld ennen kokeiden suorittamista. Karakterisointi antaa tirkeéd tietoa

niiden ominaisuuksista, johon saatuja tuloksia verrataan. Ominaisuuksien lisdksi
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tutkimusmenetelmien avulla on huomattu, ettd toksisuuteen vaikuttaa partikkelien pitoisuus

liuoksissa, testausolosuhteet ja annostelumenetelmat.

Erilaisilla standardeilla ja sdddoksilld kultananopartikkeleiden toksisuustutkimuksista saadaan
jérjestelmédllisempdd. Standardien maéérittiminen tekee tutkimuksista yhtendisid, jolloin
tulokset ovat helpommin verrattavissa toisiinsa. Toksisuustutkimusten yhdistiminen ja
laajentaminen voivat tulevaisuudessa auttaa toksisuusongelmien ratkaisussa, jotta partikkeleita
voidaan testata ihmiskehossa. Se vaatii vield paljon aikaa ja resursseja, silld solulinjoilla
tehtévit tutkimukset ovat suositumpia, ja niitd suoritetaan enemmén suhteessa eldinkokeisiin.
Eldinkokeet vaativat enemmén rahaa ja aikaa, silld tutkimukset ovat yleensa pitkikestoisempia.
Solulinjoilla tai koe-eldimissi suoritetut tutkimukset eivét kuitenkaan ole suoraan verrattavissa

thmiskehoon.

Kultananopartikkeleilla on potentiaalia tehdd tulevaisuudessa suuri ldpimurto l4édketieteessi
syopéladkkeiden kuljettajina. Talld hetkelld syopdhoidoissa on paljon ikdvid sivuvaikutuksia,
joita pyritddn ratkaisemaan syopélddkkeiden kohdentamisella. Ennen sitd toksisuutta tdytyy
tutkia laajemmin ja jdrjestelméllisemmin, jotta mahdolliset toksisuustekijit ja -vaikutukset

tunnetaan paremmin.
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