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1 Indledning 
Nutidig kræftbehandling med kemoterapi medfører bivirkninger. Udover bivirkningerne får den nu-

værende kræftbehandling ikke bugt med hele tumoren. Forskningens fokus på undersøgelse af 

kræftcellers resistens mod kemoterapi og andre behandlingsmetoder har ledt til opdagelsen af 

kræftstamceller (KSC), en kræftcelle-type der besidder stamcelleegenskaber foruden resistens mod 

eksisterende kræftbehandling. Disse kræftstamceller spiller tre roller i at bibeholde tumoren: (i) 

styrket sandsynlighed for dannelse af tumorer, (ii) selvopretholdelse på lang sigt og (iii) differentie-

ring til andre typer af tumorceller (Schatton, Frank, og Frank 2009). Det er derfor essentielt at de-

signe målrettet behandling mod KSC, og forskere har på grundlag af dette, undersøgt hvilke fæno-

typer der overudtrykkes blandt KSC (Schatton, Frank, og Frank 2009). 

Antallet af KSC i en kræfttumor afhænger af forskellige faktorer såsom tumorstørrelse og –type. Det 

er vist, at procentdelen af KSC kan variere fra 0,1-30% i en kræfttumor (Vinogradov og Wei 2012). 

Tal som dette understreger vigtigheden i at forske i og undersøge mulighederne for behandling af 

KSC.  

En behandlingsmetode der har gode muligheder for fremtidig succes, hvad angår KSC behandling er 

nanomedicin. En bestemt type nanomedicin, guld nanopartikler (AuNP’s), kan, med det rette mole-

kyle bundet på overfladen, være målrettet mod bestemte udtrykte fænotyper af KSC. Fænotypen, 

der på denne måde angribes, er karakteriseret ved særlige overfladeegenskaber af cellen, som gen-

kender det molekyle, der sidder på overfladen af guldnanopartiklen. AuNP’s kan derefter endocyte-

res af cellen, opvarmes ved fototermisk terapi og dræbe KSC. 

 I dette projekt fokuseres der på muligheden for behandling af brystkræftstamceller (BKSC) in vitro 

vha. fototermisk terapi. Det specielle ved dette projekt er brugen af AuNP’s med tilbundet hyalu-

ronsyre (HA). Dette kompleks er endnu ikke blevet beskrevet til brystkræftstamcelle behandling i 

litteraturen.  

2 Afgrænsning og problemformulering 
For at undersøge muligheden for brugen af AuNP’s med HA på overfladen som målrettet behand-

ling mod BKSC, arbejdes der ikke med almindelige kræftcelle tumorer, men isolerede kræftstamcel-

ler. Samtidig fokuseres der ikke på en eventuel toksicitet ved brug af AuNP’s som behandlingsme-

tode, da der arbejdes in vitro. Dette fokus medfører også, at der ikke arbejdes med faserne efter, 
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selve behandlingen har fundet sted, som f.eks. muligheden for at skille sig hensigtsmæssigt af med 

AuNP’s efter succesfuld behandling in vivo. Af dette udledes problemformuleringen:  

Hvilke kemiske forudsætninger er der for modifikationen af HA, så molekylet kan 

bindes til guldnanopartikler, og hvilke kemiske og fysiske forudsætninger er der 

for, at en efterfølgende kræftbehandling med dette guld-nanopartikel-kompleks 

målretter sig mod kræftstamcellerne i den solide brystkræfttumor og medvirker til 

at dræbe denne. 

Ud fra ovenstående problemformulering og litteraturstudier gennem hele forløbet formuleres ne-

denstående hypotese: 

Guld nanopartikler med tilbundet hyaluronsyre vil være en ideel målrettet be-

handlingsmetode mod brystkræftstamceller ved fototermisk behandling med en 

kortpulseret laser. 

3 Metodevalg og teori 
Viden og teorier, der bygger på hvilke fænotyper KSC i højere grad udtrykker, er opnået gennem lit-

teraturstudier. (Al-Hajj m.fl. 2003) beskriver en overudtrykkelse af fænotypen CD44 i brystkræft, og 

(Vinogradov og Wei 2012) udpeger HA til at være effektiv som målrettet behandling mod BKSC, da 

den binder sig til CD44. Det vil derfor være ideelt at binde AuNP’s med HA. Da HA er en negativt la-

det syre, og AuNP’s også er negativt ladede, kan bindingen af HA til AuNP’s finde sted ved først at 

binde cystamin (CA) til HA ved reduktiv aminering efterfulgt af reduktion ved DTT, som tilgængelig-

gør frie thiol-grupper (Lee m.fl. 2012). Ideen ved at binde CA til HA er, at de frie thiol-grupper kan 

interagere med AuNP’s via svovlatomets to uparrede elektroner og danne thiol-guld bindinger 

(Hermanson 2013b) og (Hermanson 2013a). Hele denne proces muliggør derfor, at HA-AuNP’s kan 

dannes og teoretisk set interagere med BKSC.  

Jeg foreslår, at udsætte HA-AuNP’s i BKSC for fototermisk terapi ved en NIR bølgelængde, hvor (Hu-

ang m.fl. 2007) bruger bølgelængden 800 nm. NIR lys vælges grundet lysets penetration af menne-

skeligt væv i dette bølgelængdeområde (K Svoboda og Block 1994). Derudover bruges med fordel 

en kortpulseret laser med høj energi i hver puls. Dette valg resulterer i, at guldnanopartiklerne ab-

sorberer den første og anden foton, som AuNP’s udsættes for samtidigt. Energimæssigt svarer ab-

sorption af to fotoner ved 800 nm til en enkelt foton ved 400 nm. Fænomenet kaldes en to-

fotonabsorption. I forbindelse med projektet har jeg selv dannet en opløsning af AuNP’s, og for dis-
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se er der, jf. absorptionsspektret (Bilag 1), et absorptionsmaksimum ved bølgelængden λmax = 521 

nm, og meget højere absorption ved 400 nm end ved 800 nm. Derfor er det vigtigt at have en pul-

seret laser med høj intensitet i hver puls. I mit projekt vælger jeg at udsætte en BKSC-kultur for fo-

totermisk terapi som et kontrolforsøg. Ved at gøre dette, kan en maksimalintensitet for laseren fin-

des, der netop ikke dræber de rene BKSC. Når BKSC med HA-AuNP’s skal udsættes for fototermisk 

terapi, vil der følgelig anvendes en lavere intensitet end den maksimale for BKSC.  

4 Udførsel af projektet 
I mit projekt består det eksperimentelle arbejde af tre overordnede skridt, som vil blive beskrevet i 

detalje herunder. Først beskrives, hvordan guld-nanopartikler dannes, hvorledes overfladepolarite-

ten på den negativt ladede hyaluronsyre (HA) modificeres, samt hvordan HA, med tilbundet cysta-

min, bindes til de negativt ladede AuNP’s. Anden del vil være fokuseret på at indsætte AuNP’s med 

tilbundet hyaluronsyre (HA-AuNP’s) i de isolerede kræftstamceller. I det tredje skridt opvarmes HA-

AuNP’s i kræftstamcellerne ved fototermisk terapi. Herunder vil kontrolforsøg samt visualisering af 

celledød efter opvarmning i kontrolforsøget såvel som selve forsøget blive diskuteret.  

En del af første skridt er udført i forvejen som et pilotforsøg, i samarbejde med Matthias Fach, 

Post.doc ved DTU Nanotech. AuNP’s blev lavet og karakteriseret med dynamisk lysspredning. 

4.1 Klargøring af HA-AuNP’s 

AuNP’s bliver lavet ud fra en opløsning af HAuCl4 · 4 H2O (14,8 mg) i Milli-Q vand (100 mL). Under 

opvarmning til 75°C tilsættes vandig trinatrium citrat (8 mL). Temperaturen bibeholdes under om-

røring i 60 minutter, og den resterende opløsning tilbagesvales efterfulgt af nedkølning til rumtem-

peratur. AuNP’s (0,066 mg/mL) er herved dannet (Frellsen m.fl. 2016). Herefter udføres en absor-

bansmåling af AuNP’s i opløsningen samt en størrelsesdistribution af AuNP’s i opløsningen ved dy-

namisk lysspredning. Absorbansmålingen samt størrelsesdistributionens data ses i Bilag 1 og 2. 

Næste skridt i protokollen går ud på at binde AuNP’s til HA. Dette skridt kan blive udført præcist 

som beskrevet af (Lee m.fl. 2012), eller som en videreudvikling af metoden beskrevet af (Ma m.fl. 

2013). Ideen er at sammenligne de to tilgange til at få bundet AuNP’s til HA, da de er vidt forskelli-

ge. De to tilgange er beskrevet i detalje herunder: 
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(Ma m.fl. 2013) beskriver hvordan cysteamin bindes til AuNP’s. AuNP’s blandes med en 0,1 µM op-

løsning af cysteamin (CA) med koncentrationerne i forholdet 1:50 (AuNP’s : CA), da det viste sig at 

være her, at guldpartiklerne ikke aggregerede. Blandingen rystes roligt i to timer på rysteplade ef-

terfulgt af at stå i ca. 10 timer i køleskab ved 4°C. CA-AuNP’s er herved dannet. Efterfølgende skal 

den negativt ladede HA bindes til de nu, positivt ladede CA-AuNP’s. Min hypotese går herpå, at HA, 

som er en syre, der består af repetitionsenheder, kan bindes ud fra følgende ide: Hvis 50 enheder 

per nm2 ønskes og den HA vi bruger har molekylemassen 400000 g/mol, skal den færdige guldparti-

kel være dækket af 0.05 HA kæder per nm2. De to trin med CA + AuNP’s og HA + CA-AuNP’s er dog 

en forsøgsprotokol, som skal udvikles. Min forskerkontakt, Matthias Fach, forudser at udviklingen 

af denne forsøgsprotokol ville tage 6 uger.  

En anden metode til at binde HA til AuNP’s er derfor ideel at bruge, for derefter at sammenligne de 

to metoder. (Lee m.fl. 2012) beskriver en metode, hvorved den negativt ladede HA bindes sammen 

med cystamin dihydrochlorid for at danne thiol-modificerede HA, der kan interagere med AuNP’s 

gennem thiol-bindinger. Kort beskrevet blev den thiol-modificerede hyaluronsyre dannet af reduk-

tiv aminering. NaBH3CN tilføjes til en opløsning af cystamin og HA, og disse reagerer ved 40°C i 5 

dage. Til sidst tilføjes DTT, som medvirker til, at der fremkommer en fri thiolgruppe. Inden næste 

skridt foretages tilsidesættes 5 mL AuNP-opløsning som kontrol til senere fototermisk terapi. De re-

sterende AuNP’s dannet ud fra første skridt vil gennemgå en efterfølgende reaktion med den thiol-

modificerede hyaluronsyre, således at thiol enderne kan bindes til AuNP’s, også som beskrevet af 

(Lee m.fl. 2012). Herved er thiol-modificerede HA bundet på overfladen af AuNP’s (HA-AuNP’s), se 

figur 1. Der udføres endnu en størrelsesfordeling vha. dynamisk lysspredning af HA-AuNP’s, således 

at disse også karakteriseres.  

 
Figur 1. Skematisk præsentation af de thiol-modificerede HA og HA-AuNP’s (reaktionsskema fra (Lee 

m.fl. 2012)). 
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4.2 HA-AuNP’s interaktion med kræftstamceller 

Som næste del af forsøgsdesignet vil dyrkelse af KSC fra brystkræft (BKSC) finde sted. Her vil BKSC 

dyrkes, som beskrevet af (Rathinaraj m.fl. 2015) og til dels af (Huang m.fl. 2007). Kort beskrevet 

dyrkes BKSC ved 37°C i et vådt miljø bestående af 5% CO2 i en polystyren skål med 10 ml DMEM op-

løsning sammen med 10% fetal bovine serum og 1% penicillin streptomycin G sodium (PGS). En del 

af BKSC cellekulturen tilsættes ikke HA-AuNP-opløsningen, men bruges som senere kontrol ved for-

søgene, hvor BKSC udsættes for fototermisk terapi. Den resterende del af BKSC cellekulturen skylles 

med PBS buffer og tilsættes til HA-AuNP-opløsningen i 40 minutter ved stuetemperatur. Cellerne 

skylles med PBS buffer og tilsættes til en PBS buffer i en petriskål, således at de er klar til den foto-

termiske terapi. (Huang m.fl. 2007) 

Som kontrolforsøg skylles den resterende BKSC cellekultur med PBS buffer, hvor en del af cellekul-

turen tilsættes til den rene AuNP-opløsning i 40 minutter ved stuetemperatur, skylles med PBS buf-

fer og tilsættes til PBS buffer i en petriskål klar til den fototermiske terapi. Den anden del af den re-

sterende cellekultur skylles med PBS buffer, står ved stuetemperatur i 40 minutter, skylles med PBS 

buffer og tilsættes til PBS buffer i en petriskål klar til den fototermiske terapi. 

4.3 Eliminering af kræftstamceller 

Som sidste del af forsøgsprotokollen vil de HA-AuNP interagerede BKSC, de AuNP interagerede 

BKSC celler og de rene BKSC celler udsættes for en pulseret Ti: Sapphire laser ved 800 nm med en 

pulsratio på et femtosekund og en repetitionsrate på 1 kHz, se figur 2. Laserens spotdiameter er på 

1mm og de tre forskellige cellekulturer udsættes for dette i 2 minutter (Huang m.fl. 2007). De første 

celler der gennemgår denne terapi er de rene BKCS, da den maksimale laserstyrke hvorved rene 

BKCS ikke bliver ødelagt af den fototermiske terapi skal findes. Når denne maksimale laserintensitet 

er fundet, fuldføres forsøget med de to andre cellekulturer, hvor et antal muligheder for intensite-

ten, der alle er mindre end den maksimale intensitet, som de rene BKCS kan tåle, bruges i laseren. 

(Huang m.fl. 2007) fandt denne maksimale intensitet for HSC orale kræftceller ud fra samme prin-

cip. I deres forsøg var den maksimale intensitet 22.2 mW. 

Efter de tre cellekulturer har gennemgået den fototermiske terapi, skal celledød blandt de forskelli-

ge kulturer bestemmes. Det gøres ved at teste BKCS levedygtighed med 0,4 % trypan blue farvning i 

10 minutter. Døde celler vil fremkomme blå, eftersom de akkumulerer med farven, mens fortsat le-

vende celler ikke gør (Huang m.fl. 2007). Celledød ved de forskellige intensiteter vurderes og den 
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lavest mulige intensitet med effektiv celledød i cellerne, hvor HA-AuNP’s er tilsat, foreslås til senere 

in vivo forsøg. In vivo forsøg rækker ud over det her beskrevne projekt. 

 

 

Figur 2. Illustration af HA-AuNP’s til den målrettede interaktion med BKSC og behandling herefter.  

 

4.4 Budget 

4.4.1 Materialer til rådighed 

Samtlige materialer er blevet stillet til rådighed af DTU, primært DTU nanotech.  

Materialer 

Ti: Sapphire laser 800 nm 

Udstyr og materialer til dyrkelse af BKSC 

Udstyr og materialer til produktion af AuNP’s 

PD-10 Desalting Column 

Udstyr og materialer til dynamisk lysspredning 

Udstyr of materialer til absorbansmåling  
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4.4.2 Materialer der skal købes 

Materialer Pris - købssted 

Hyaluronsyre (MW 12000, 1 g) 1.100 DKK - Lifecore Biomedical 

Cystamin dihydrochlorid (100 g) 850 DKK - Sigma Aldrich 

Brystkræft stamcelle MCF-7 (Isolerede, frosne) 3.800 DKK - ProMab Biotechnologies, Inc 

Trypan Blue 0,4 % (3 x 100 mL) 850 DKK - Termofischer Scientific 

Uforudsete udgifter - engangsvarer 1.000 DKK  

Samlet 7.600 DKK 

5 Konklusion og perspektiv 
For at kunne binde HA til guldnanopartikler skal de interagerende dele af HA være bundet til 

cystamin. Cystamin introducerer frie thiol-grupper på overfladen af HA, som gennem svovl-guld 

bindinger kan sammenbinde HA og guldnanopartikler. Brystkræftstamceller overudtrykker fænoty-

pen CD44, som HA genkender på celleoverfladen, og derefter endocyteres guldnanopartiklerne. Til 

den efterfølgende opvarmning er det essentielt at anvende en kortpulseret NIR laser med høj in-

tensitet for at behandle brystkræftstamcellerne. Der er stor sandsynlighed for, at guldet ved to-

fotonabsorption vil optage de to fotoner på én gang, hvilket svarer til en absorberet energi tættere 

på resonans i guldpartiklerne, som derefter omsættes til varme. Laserlysets bølgelængde skader ik-

ke kroppens væv. HA bundne AuNP’s er derfor ideelle til målrettet behandling af brystkræftstam-

celler ved fototermisk behandling.  

Mit forsøg lægger op til en videre forskning, der går på at behandle brystkræft in vivo. Da en mål-

rettet behandling af kræftstamceller vil betyde, at den enkelte tumor ikke har mulighed for at gen-

opbygge sig selv, vil denne målrettede behandling være en ideel efterfølgende kræftbehandling.  

6 Tak til 
Nazila Kamaly, lektor ved DTU Nanotech - Min primære forskerkontakt som jeg har diskuteret mine 

ideer med. Nazila har sat mig i kontakt med Matthias, med formålet at lave guldnanopartikler fra 

bunden.  
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Matthias Fach, post.doc ved DTU Nanotech - Min vejleder der har hjulpet mig med laboratoriear-

bejdet og med at udarbejde forsøgsprotokollen bag de forskellige skridt for modifikationen af hya-

luronsyre og guldnanopartiklerne.  

Jeg har desuden haft glæden af (under efterårsferie i Hong Kong) at diskutere forskningsmuligheder 

med guldnanopartikler med Jianfang Wang, professor ved Chinese University of Hong Kong.  
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Bilag 1. Relativ absorbanskurve over de dannede AuNP’s. λmax = 521 nm 
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Bilag 2. Graf over størrelsesdistributionen af rene AuNP’s. Gennemsnitsstørrelsen er 17,69 ± 0,269 nm 
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