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ABSTRACT

Fluorescence is one of the most commonly used methods of biodetection, mainly
due to the high sensitivity, non-invasiveness, simplicity, and also due to the availabi-
lity of the whole range of powerful light sources, a wide range of photodetectors, and
numerous and sensitive measuring methods. From the point of view of biodetection
and bioimaging, the important characteristics of such fluorophores are large Stokes
shift, narrow absorption/emission lines as well as stable and efficient luminescence.

Traditional organic dyes applied in biology reveal very fast photobleaching and
limited opportunities for simultaneous detection of many biomolecules, what stimu-
late development of new fluorescent markers. Fast and intensive development of
nanotechnology and chemical engineering observed in recent years, aims at design-
ing the nanophosphors or luminescent nanoplatforms, that demonstrate desirable
properties and devised functionality. However, new phosphors are not included yet in
broad practical applications, mainly because of the need to adapt the measuring appa-
ratus so as to fully exploit their potential. From among the fluorescent nano-particles,
silica dye doped nanoparticles, quantum dots, nanocolloidal metallic nanoparticles,
and lanthanide doped nanoluminophores show the largest application potential. This
article discusses the unique physico-chemical properties of lanthanide doped nano-
particles, which beside very long luminescence lifetimes and narrow emission bands,
enable to obtain a visible emission under the near infrared photoexcitation (called
anti-Stokes emission), offering improved sensitivity, stability, repeatability and accu-
racy of the fluorescent biodetection and bioimaging methods.

In this review, physico-chemical properties of lanthanide doped nanolumino-
phores and many examples of their biological applications have been discussed. The
first chapter presents spectral characteristics of rare-earth ions with particular regard
to the mechanism of energy transfer and up-conversion, which is a fundamental
difference and the decisive advantage compared with other known fluorescent mar-
kers. The luminescent properties of lantanides are demonstrated based on the most
commonly used nanomaterials singly doped with Eu’* and Tb** and the codoped
matrices, like Yb**-Tm™, Yb**-Er**or Yb**-Ho’* co-doped phosphores. The features of
these materials are best suited from the point of view of biodetection and bioimaging.
The next chapter gives an overview of the applications of lanthanide doped nano-
luminophores in biological sciences. Different types of hetero-/homo-genous tests
and luminesce based sensors for pH, CO,, the level of glucose, and other analytes
are presented. Then, basic aspects of bioimaging, photodynamic and thermo-therapy,
nanotermometry as well as nano-bio-technology platforms have been summarized.
In conclusion suggestions of new research directions and new biological applications
of lanthanide doped nanoparticles have been presented.

Stowa Kkluczowe: nanoluminofory konwertujace w gore, luminescencja, biotesty,
zastosowania biomedyczne

Keywords: up-converting nanoparticles, luminescence, bioassays, biomedical appli-
cations
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

autofluorescencja (ang. Autofluorescence)

kwas aminofenyloboronowy (ang. Amino Phenyl Boro-
nic Acid)

sumowanie fotonéw na drodze transferu energii
(fr. Addition de Photons par Transferts d’Energie)
blekit bromotymolowy (ang. Bromothymol Blue)
jednostka tworzaca koloni¢ (ang. Colony Forming
Unit)

relaksacja krzyzowa (ang. Cross-Relaxation)
przeniesienia tadunku (ang. Charge-Transfer)
matryca krzemionkowa domieszkowana barwnikami
organicznymi (ang. Dye-Dopped Silica)

absorpcja ze stanu wzbudzonego (ang. Excited-State
Absorption)

sumowania fotonéw na drodze transferu energii
(ang. Energy-Transfer Upconversion)

fluorofor (ang. Fluorophore)

Forsterowski ~ rezonansowy  transfer  energii
(ang. Forster Resonance Energy Transfer)

szeroko$¢ potowkowa (ang. Full Width at Half Maxi-
mum)

absorpcji ze stanu podstawowego (ang. Ground-State
Absorption)

ludzka albumina surowicza (ang. Human Serum
Albumin)

immunoglobulina G (ang. Immunoglobulin G)
nanoluminofor domieszkowany jonami lantanowcow
(ang. Lanthanide:Nanocrystal)

luminescencyjny rezonansowy transfer energii
(ang. Luminescence Resonance Energy Transfer)
obrazowanie rezonansem magnetycznym (ang. Mag-
netic Resonance Imaging)

nisko energetyczne promieniowanie podczerwone
(ang. Near Infrared)

nanoczasteczki (ang. Nanoparticles)

optyczna koherentna tomografia komputerowa
(ang. Optical CoherenceTomography)

proces lawinowej emisji fotonéw (ang. Photon Ava-
lanche)

terapia fotodynamiczna (ang. Photodynamic Therapy)
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PET

Q

QDs

RET
RhBITC
SHG
siRNA
TCSPC
test ELISA
TPE

ucC
UCNPs

uv

pozytonowa emisyjna tomografia komputerowa
(ang. Positron emission tomography)

wygaszacz (ang. Quencher)

kropki kwantowe (ang. Quantum Dots)

rezonansowy transfer energii (ang. Resonance Energy
Transfer)

izotiocyjanian rodaminy B (ang. Rhodamine B Isothio-
cyanate)

generacja drugiej harmonicznej (ang. Second Harmo-
nic Generation)

male inerferujace RNA (ang. small interfering RNA)
metoda zliczania pojedynczych fotonéw skorelowa-
nych czasowo (ang. Time-Correlated Single Photon
Counting)

test immunoenzymatyczny lub immunoenzymosorb-
cyjny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
emisja dwufotonowa (ang. Two-Photon Emission)
konwersja energii w gore (ang. Upconversion)
konwertujagce w goére nanoluminofory domieszko-
wane jonami lantanowcow (ang. Upconverting Nano-
particles)

ultrafiolet (ang. Ultraviolet)
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WSTEP

Nanotechnologia jest nowa dziedzing nauki skupiajaca si¢ na tworzeniu funk-
cjonalnych materialéw, urzadzen i systemow. Obserwuje si¢ znaczny postep w opra-
cowywaniu i optymalizacji technik syntezy, modyfikacji powierzchni oraz nowych
i coraz liczniejszych zastosowan nanomateriatow. Szczegdlnie duzym zaintereso-
waniem cieszg sie funkcjonalne nanomaterialy i nanoczgsteczki (NP) o wymiarach
ponizej 50 nm w zastosowaniach biotechnologicznych i biologicznych. Ich wielkos¢
jest wowczas poréwnywalna z rozmiarem wielu biomolekul, a tym samym umozli-
wia wnikanie w glab komorek. Pokrycie powierzchni NP odpowiednimi biomole-
kutami (np. przeciwcialami) powoduje, Ze moga krazy¢ w organizmie nawet przez
kilka dni i w sposob selektywny akumulowac¢ si¢ w zadanych miejscach organizmu
(np. komoérkach nowotwordéw), by nastepnie umozliwi¢ okreslenie ich potozenia za
pomoca obrazowania lub tez inicjowa¢ zlokalizowana chemioterapie, termoterapie
czy tez terapie fotodynamiczna [1, 2].

Istotna zaleta stosowania nanomateriatéw jest mozliwo$¢ tatwej i precyzyjnej
kontroli oraz optymalizacji ich wlasciwosci fizyko-chemicznych. Przyktadem moze
by¢ wplyw rozmiaru kropek kwantowych na ich wlasciwosci luminescencyjne
[3]. Innym ciekawym przyktadem jest odpowiednio zaprojektowana chemiczna
modyfikacja powierzchni nanoprecikéw ztota, ktére pod wptywem obnizonego pH
w nowotworach agreguja, umozliwiajac wykonanie zabiegu zlokalizowanej termo-
terapii [4, 5]. Nanomaterialy wykazuja bardzo cze¢sto wlasciwosci fizykochemiczne
istotnie odbiegajace od ich makroodpowiednikéw. Przyktadem moga by¢ kropki
kwantowe i nanowytracenia metali szlachetnych, a takze nanoluminofory domiesz-
kowane jonami lantanowcow, ktérych wlasciwosci luminescencyjne w skali nano
zalezg od otoczenia chemicznego [6]. Unikalne wladciwosci optyczne, elektryczne
czy tez magnetyczne powoduja, Ze nanomaterialy moga by¢ precyzyjnie zaprojekto-
wane tak, by spetniaty rownoczesnie jednag lub wiecej funkeji biotechnologicznych.
Istniejg liczne proby taczenia réznych metod obserwacji nanomaterialéw (np. metod
optycznych, pozytonowej emisyjnej tomografii komputerowej PET oraz rezonansu
magnetycznego MRI [7]), funkcji czujnikowych (np. pomiar pH, CO,, temperatury,
obecnoéci analitu, stopnia uwolnienia leku itp.) czy tez réwnoczesnego dostarczenia
i uwalniania lekéw do chorobowo zmienionych tkanek.

Jednym z najpowszechniej stosowanych sposobdw biodetekeji czy bioobrazo-
wania jest wykorzystanie znacznikéw fluorescencyjnych ze wzgledu na ich funk-
cjonalnos¢, znikomg inwazyjnos¢ oraz wysoka czuto$¢ pomiaru fluorescencji [8].
Niebagatelne znaczenie majg réwniez aspekty techniczne sposobu detekeji, m.in.
dostepnos¢ zrodel swiatta wzbudzenia oraz detektoréw zdolnych do rejestracji
sygnaléw (intensywnosci, widma, kinetyki, anizotropii itp.). Pomiar fluorescencji
pozwala ponadto na zdalny i bezdotykowy odczyt, tatwa integracje i brak interak-
¢ji z innymi metodami obrazowania (ang. Optical Coherent Tomography, OCT;
ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI) czy detekcji (np. pomiary impedanciji).
Istotne jest rowniez tzw. multipleksowanie, czyli zdolno$¢ wykrywania wielu ana-
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litéw w jednej probee, mozliwe dzieki spektralnej dekonwolucji emisji pochodza-
cej z wielokolorowych fluoroforéw obecnych w probee. Ta wlasciwos¢ wpltywa na
wydajnos¢ i przepustowos¢ testow diagnostycznych, co z kolei odgrywa istotna role
w badaniach nowych lekéw czy w testach schorzen genetycznych.

W ostatnich latach, jako sondy fluorescencyjne w biologicznej detekeji stoso-
wano barwniki organiczne, bialka fluorescencyjne, a takze chelaty lantanowcow
(Eu’ i Tb™). Posiadajag one wiele zalet takich jak biokompatybilnos¢, fatwos¢ ich
modyfikacji poprzez kowalencyjng koniugacje molekul oraz relatywnie wysoka
wydajnos¢ fluorescencji. Znaczniki te wykazujg jednak krétkie czasy zycia stanow
wzbudzonych (précz komplekséw lantanowcow), sa toksyczne, ulegaja fotowybiela-
niu i chemicznej degradacji. Dodatkowo barwniki organiczne zazwyczaj charakte-
ryzuja si¢ wzglednie szerokimi pasmami absorpcji oraz emisji, przez co utrudniona
jest ich detekcja [9]. Poniewaz trudno jest selektywnie wzbudzi¢ pojedynczy fluoro-
for, trudno jest réwniez spektralnie odseparowa¢ emisj¢ pochodzaca od rdznych
znacznikow.

Aby uzyska¢ stabilne i wydajne luminofory, opracowane zostaly nanowymia-
rowe hybrydy organiczno/nieorganicznych nanoczastek, skladajacych si¢ z poli-
meru badz tez krzemionkowej matrycy domieszkowanej barwnikami organicznymi
[10]. W przypadku pokrycia polimerem (np. polistyrenem) otrzymane czasteczki
wykazywaly jednak sklonno$¢ do aglomeracji, a takze uszkadzania powtoki, co
w konsekwencji prowadzito do wycieku barwnikéw i uniemozliwialo ich zastoso-
wanie w charakterze biomarkeréw luminescencyjnych [11]. Znacznie korzystniejsze
parametry udalo si¢ uzyska¢ w przypadku luminoforéw skladajacych si¢ z matrycy
krzemionkowej domieszkowanej barwnikami organicznymi (ang. Dye Doped Silica,
DDS). Poprawie ulegta wydajnos¢ kwantowa fluorescencji oraz fotostabilnos¢. Uzy-
skane zwigzki mozna stosunkowo tatwo zdyspergowa¢ w wodzie, a takze zmodyfiko-
wac ich powierzchnie poprzez sprzezenie bioaktywnych molekut. Ponadto, wielko$¢
czgstek i zakres spektralny fluorescencji moga by¢ stosunkowo tatwo dostosowane
do wymagan konkretnego zastosowania. Krzemionka separuje czasteczki barwnika
od srodowiska zewnetrznego, przez co sa one chronione przed dzialaniem tlenu,
wody, a takze rozpuszczalnikow, dzigki czemu ograniczone jest ich fotowybielanie
oraz degradacja [12]. Co wiecej, krzemionka jest fotochemicznie obojetna, prze-
zroczysta dla $wiatla widzialnego, nie bierze udzialu w procesie transferu energii
ani elektronéw. W zaleznosci od wielkosci krzemionkowej nanoczasteczki mozna
w niej umiesci¢ od kilkuset do kilku tysiecy molekul barwnikéw, co moze skut-
kowa¢ nawet 10 000-krotnym zwigkszeniem intensywnosci sygnalu fluorescencji
w pordéwnaniu z pojedynczymi molekutami fluoroforéw organicznych [13]. DDS
byty stosowane jako sondy dla ultraczulego bioobrazowania i detekeji [14], a takze,
do monitorowania ztozonych proceséw biologicznych na poziomie komérkowym
[15]. DDS pozwalaja réwniez na selektywne znakowanie szerokiej gamy biomole-
kul, komorek rakowych i mikroorganizméw [16].
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Molekuly barwnikéw umieszczone w krzemionkowej matrycy charakteryzuja
sie szerokimi pasmami absorpcji i emisji oraz krotkimi czasami zycia fluorescencji.
Utrudnia to analizy, ktdre wymagaja znakowania i $§ledzenia wielu, jednoczesnie
przebiegajacych proceséw biologicznych. Interesujace rozwigzanie tego problemu
zaproponowali Wang i Tan [13], ktérzy domieszkowali nanoczasteczki krzemion-
kowe kilkoma réznymi rodzajami czasteczek barwnikéw fluorescencyjnych. Spek-
tralne kody barwne powstaly na skutek wielokrotnego rezonansowego transferu
energii (FRET) miedzy poszczegolnymi barwnikami w DDS. Uzyskane w ten sposdb
duze przesunigcie Stokesa oraz mozliwo$¢ stworzenia wielu kodéw barwnych jest
bardzo interesujacym rozwigzaniem z punktu widzenia analiz wieloparametrycz-
nych [13].

Wraz z rozwojem nanotechnologii, jako alternatywa dla typowych bioznacz-
nikéw fluorescencyjnych pojawily sie nowe materialy luminescencyjne o konku-
rencyjnych wilasciwo$ciach fizykochemicznych. Przyktadem sg potprzewodnikowe
kropki kwantowe (ang. Quantum Dots, QDs) oraz nanoluminofory domieszkowane
jonami lantanowcéw (ang. Lanthanide Doped Nanocrystal, Ln:NC).

Kropki kwantowe sg kilku nanometrowymi, potprzewodnikowymi krystalitami
sktadajacymi si¢ z atomow II-VI (np. CdS, CdTe, CdSe, ZnSe) oraz III-V (np. InP,
InAs) grupy uktadu okresowego [17]. Luminescencja tych nanoczasteczek wynika
z efektow kwantowych, ktore wplywaja na dyskretyzacje gestosci dozwolonych sta-
néw elektronowych. Wlasciwosci spektroskopowe QDs w duzej mierze zalezg od
rozmiaru i ksztaltu krystalitu, te parametry z kolei mogg by¢ precyzyjnie kontrolo-
wane podczas syntezy przez dobdr czasu i temperatury oraz odpowiednie ligandy
[18-20]. Ponadto, kropki kwantowe cechuja si¢ szerokim zakresem absorpcji promie-
niowania UV oraz emisjg w zakresie widzialnym zalezng od rozmiaru nanokrystalitu
[21]. Szeroko$¢ poldwkowa pasma emisji (ang. Full Width Half Maximum, FWHM)
kropek kwantowych w zaleznosci od ich skladu i rozmiaru wynosi 40-80 nm. Jest
ona wystarczajaca do dekonwolucji spektralnej emisji i detekcji co najmniej kilku
analitéw znakowanych réznymi kropkami kwantowymi w jednej prébce. Poprzez
umieszczenie réznych kropek kwantowych a takze regulacje ich wzglednych kon-
centracji w krzemionkowych kulkach, uzyskuje si¢ kody barwne [22, 23]. Takie
znaczniki sg za duze, by mogty by¢ wykorzystane w biologicznych badaniach in vivo,
jednak nadaja sie do testowania lekdw czy tez badan przesiewowych schorzen gene-
tycznych. Wydajna luminescencja kropek kwantowych moze by¢ réwniez uzyta w
czujnikach opartych na efekcie FRET, tj. Forsterowskim rezonansowym transferze
energii, gdzie pelnia one funkcje donora dla organicznych akceptoréw [24, 25]. Ze
wzgledu na toksycznos¢ metali cigzkich, wchodzacych w sktad typowych kropek
kwantowych (Cd, Se itp.), a takze w celu poprawy ich wlasciwosci spektroskopo-
wych (np. wyeliminowania fotomigotania, fotowybielania, poprawy bezwzglednej
intensywnos¢ emisji) opracowano metody syntezy pozwalajace na uzyskanie struk-
tur typu rdzen-powtoka. Pokrycie QD nieorganiczng warstwa (np. ZnS$ [26], SiO,
[27]), badz tez organicznym polimerem [28] minimalizuje ich cytotoksycznos¢ [29]
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i poprawia biokompatybilnos¢ oraz wlasciwosci emisyjne. Powloka chroni row-
niez potprzewodnikowy rdzen przed chemiczng degradacja. Pokrycie powloka ma
szczegblne znaczenie z punktu widzenia nanotoksykologii, ograniczonej akumulacji
i zdolnosci do wydalania tych nanokrystalitow z organizmu [30].

W niniejszym artykule, oméwione zostaty wlasciwosci oraz zastosowania bio-
technologiczne innej, obiecujacej grupy nanoluminoforéw, ktérych luminescencja
pochodzi z optycznie aktywnych jondéw lantanowcdéw zamknigtych w nanorozmia-
rowych matrycach dielektrycznych. Zaletami tych nanoluminoforéw s m.in. waskie
linie absorpcyjne i emisyjne (FWHM 10-20 nm), diugie czasy zaniku luminescencji
(us—ms), bardzo duza fotostabilno$¢, a takze mozliwos¢ uzyskania wydajnej emisji
anty-Stokesowskiej. Stosowane matryce dielektryczne nie zawieraja szkodliwych
komponentéw, wiec w przeciwienstwie do wielu barwnikéw organicznych czy kro-
pek kwantowych uwazane sg za nietoksyczne [31]. Istniejace doniesienia literatu-
rowe potwierdzajg znikomg toksyczno$¢ chemiczng tych zwigzkow [32, 33], jed-
nak problem toksykologii nanomateriatow jest bardziej ztozony i nie ogranicza sie
jedynie do sktadu chemicznego. Wspdlczesna toksykologia dopiero wypracowuje
metody szacowania szkodliwo$ci wytwordw nanotechnologii, majac na uwadze
zaréwno maly rozmiar, wysoka reaktywnos$¢ chemiczng nanoczasteczek, ich gle-
boka penetracje i dluga retencje w organizmie, oraz wysoki stosunek powierzchni
do objetosci nanoczasteczek [34, 35].

Biologiczne zastosowania nanomaterialéw wymagajg jednak opracowania
i optymalizacji metod modyfikacji ich powierzchni [36-38]. Funkcjonalizacja i bio-
koniugacja powierzchni nanoznacznikéw zapewnia nie tylko biokompatybilnosc,
ale przede wszystkim jest istotna dla uzyskania biospecyficznosci, czyli selektyw-
nego wykrywania biomolekutl (np. bialek, antygenéw, DNA, RNA, komoérek nowo-
tworowych itp.) [39]. Zaréwno nanoluminofory domieszkowane lantanowcami, jak
i metody ich biodetekcji czy bioobrazowania pozwalajg zminimalizowa¢ lub nawet
wyeliminowa¢ wplyw innych biokomponentéw obecnych w probkach biologicz-
nych. Jak wiadomo, komorki i tkanki silnie rozpraszaja, absorbuja lub emituja $wia-
tlo, co w wielu przypadkach utrudnia prowadzenie ultraczulych pomiaréw [40].
Ponadto, mozliwos¢ projektowania wlasciwosci optycznych tych nanoluminoforéw
przez doboér matrycy, synteze kompozytéw i struktur typu rdzen—powloka, kontrole
fazy krystalicznej czy tez skladu domieszek, moze prowadzi¢ do szeregu nowych
biotechnologicznych zastosowan. Moze to stuzy¢ przyspieszaniu i uproszczeniu
pomiardw biologicznych, takich jak testy obecnosci drobnoustrojow chorobotwor-
czych, czy tez wykrywania mutacji genetycznych w testach przesiewowych [41].
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1. WEASCIWOSCI SPEKTROSKOPOWE LANTANOWCOW

1.1. MECHANIZMY WZBUDZENIA

Luminescencja jonéw lantanowcéw moze by¢ wynikiem trzech rodzajow przejs¢
elektronowych: przeniesienia tadunku (ang. charge transfer, CT), przej$¢ pomigdzy
powtokami 4f i 5d oraz najbardziej charakterystycznych dla jonéw lantanowcow
przej$¢ w obrebie powloki 4f. Przej$cia CT zwiazane sg z przeniesieniem elektronu
walencyjnego z liganda na orbital metalu lub z procesem odwrotnym, z jonu metalu
na ligand. Przejscia te sa dozwolone regutami Laporte, co wigze si¢ z wysokim prze-
krojem czynnym na absorpcje. Najczesciej wystepuja przy wzbudzeniu wysokoener-
getycznym promieniowaniem UV o energii okolo 40000 cm™ (A < 250 nm). Wyjatek
stanowia jony, ktoére moga by¢ relatywnie tatwo zredukowane do +2 stopnia utle-
nienia (Sm™, Eu’*, Tm’, Yb’*), badz tez utlenione do +4 (Ce™, Pr’*, Tb’"). W tym
przypadku przejscie CT wystepuje przy energii okoto 30 000 cm (A < 330 nm) [42].
Przejscia te skutkuja pojawieniem si¢ szerokich pasm o intensywnosci zaleznej od
symetrii otoczenia jonu centralnego. Na Rysunku 1 przedstawiono schemat pozio-
méw energetycznych jonéw Eu’ oraz Tb* z uwzglednieniem pozioméw 5d oraz
pasm CT. Czesto obserwowanym przejsciem CT w widmach elektronowych pier-
wiastkéw ziem rzadkich jest przejécie O >Eu’, ktérego maksimum znajduje sie
przy okolo 250 nm. W przypadku jonéw Eu’* przejscie to pelni funkcje tak zwanej
anteny efektywnie absorbujacej energie wzbudzenia i przekazujacej ja do pozioméw
'F,. Jako skutek tego transferu obserwuje si¢ emisje $wiatta o wickszej intensyw-
nosci niz w przypadku luminoforu, w ktérym CT nie zachodzi, a proces wzbudze-
nia odbywa si¢ przez przejscia f-f [43]. Wykorzystanie nanoznacznikéw, w ktorych
istnieje mozliwos¢ wywolania luminescencji poprzez wzbudzenie pasma CT, jest
jednak problematyczne z kilku powoddéw. Po pierwsze, $wiatlo ultrafioletowe z tego
zakresu jest szkodliwe dla komorek i tkanek. Po drugie, promieniowanie to jest sil-
nie rozpraszane na strukturach komérkowych oraz pochtaniane przez chromofory
tkankowe, indukujac w wielu przypadkach ich autofluorescencje¢ (AF). Jesli jednak
AF jest zaniedbywalna, a pomiar nastepuje w biotestach in vitro, nanoluminofory
moga by¢ bardzo interesujacg alternatywa, np. dla chromatografii czy elektroforezy
zastepujac klopotliwe testy izotopowe [44, 45].

Kolejnym rodzajem przejs¢ elektronowych, wystepujacym w jonach ziem rzad-
kich, sg przejscia pomiedzy powlokami 4f-5d. Ich energia w duzej mierze zalezy od
srodowiska otaczajacego jon metalu, gdyz zewnetrzne orbitale 5d wchodza w bez-
posrednia interakcje z orbitalami otaczajacych je ligandéw. Jako przyklad moga
postuzy¢ tréjdodatnie jony ceru, ktérych diugo$¢ emitowanej fali moze wynosi¢ od
290 do 400 nm w zalezno$ci od matrycy, w ktérej s3 umieszczone. Przejscia 4f>5d
wymagaja uzycia wysokoenergetycznego promieniowania i s3 obserwowane tylko
dla niektérych tréjdodatnich jondw, takich jak Ce’, Pr'*, Tb>* oraz dwudodatnich
np. Eu™, Yb*, Sm*" [42]. Przejécia 4f>5d s3 przejéciami dozwolonymi regutami
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wyboru, co skutkuje szerokimi i intensywnymi pasmami emisji, oraz relatywnie
krotkimi czasami zycia stanu wzbudzonego (kilka ps).

W wigkszosci przypadkéw widzialna emisja lantanowcow pochodzi z przejsé
elektronowych w obrebie powloki f (4f>4f). Przejicia te sg przejsciami zabronio-
nymi regutami Laporte, wiec przekroj czynny na absorpcje takich materiatéw jest
okoto 2-3 rzedy mniejszy niz dla barwnikéw organicznych czy kropek kwantowych.
Z kolei czasy zycia luminescencji (tj. $redni czas przebywania elektronéw w stanie
wzbudzonym) siega dziesigtek mikrosekund, do nawet pojedynczych milisekund.
Elektrony znajdujgce si¢ na powtoce 4f sg silnie ekranowane przez catkowicie zapet-
nione powloki 5s’i 5p°, dzieki czemu s3 one chronione od otaczajacego je srodowiska.
Stabo oddzialujg z otoczeniem i nie biorg udziatu w tworzeniu wigzan chemicznych.
W konsekwencji czynniki zewngtrzne (np. pole krystaliczne) maja niewielki wptyw
na wlasciwosci spektroskopowe jondéw lantanowcéw na +3 stopniu utlenienia. Kon-
sekwencjg s3 waskie pasma absorpcji i emisji jonéw lantanowcdw umieszczonych
w nieorganicznej matrycy (FWHM wynosi okoto 10-20 nm), ktére przypominaja
zazwyczaj widma wolnego jonu [46]. Z powodu waskich i stabych pasm absorpcji
lantanowcow, korzystne jest stosowanie waskich spektralnie i intensywnych zrodet
$wiatla, np. laseréw lub diod LED. Z kolei dostepne na rynku ultraczule fotode-
tektory, umozliwiajg detekcje pojedynczych fotonéw. Tak wiec, mimo stosunkowo
nieduzej bezwzglednej intensywnosci luminescencji znacznikow zawierajacych
jony lantanowcow, detekcja czy biobrazowanie z ich uzyciem nie stanowi tech-
nicznej przeszkody. Ponadto, niewielka szeroko$¢ potéwkowa emisji lantanowcow
w matrycach krystalicznych pozwala na tatwg interpretacje widm w przypadku, gdy
dochodzi do nakladania sie pasm emisji kilku jonéw. Diugie czasy zaniku fluore-
scencji umozliwiaja réwniez, w technicznie prosty sposéb, poprzez pomiary roz-
dzielcze w czasie, zniwelowa¢ autofluorescencje komponentéw biologicznych. Jedng
z podstawowych zalet matryc (wspdt)domieszkowanych jonami lantanowcow jest
mozliwo$¢ uzyskania wydajnej emisji anty-Stokesowskiej, tj. emisji wysokoenerge-
tycznych fotonéw przy wzbudzeniu fotonami o mniejszej energii. Zjawiska dwufo-
tonowej emisji barwnikéw organicznych i kropek kwantowych s3 znane i stosowane
w biologii i obrazowaniu biologicznym, jednak lantanowce oferuja kilka rzedow
wielko$ci wyzsza efektywno$¢ tych procesoéw [37, 47, 48]. Procesy transferu energii
i konwersji energii w gore, zostang omowione ponizej.
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Rysunek 1. Schemat pozioméw energetycznych jonéw Eu’* oraz Tb*
Figure 1. Energy level diagram of Eu’* and Tb*" ions

1.2. WEASCIWOSCI LUMINESCENCYJNE

Emisja jonéw ziem rzadkich obejmuje caly zakres spektralny od UV (Gd™)
poprzez promieniowanie widzialne (Tm** - niebieskie, Tb* - zielone, Sm*" - poma-
ranczowe, Eu’* - czerwone) do zakresu NIR (Pr’*, Nd**, Er’*, Yb’") [49]. Dwa jony,
La’iLu™, nie wykazujg przejé¢ -f, dlatego w ich przypadku nie obserwuje sie emisji
$wiatla. Polozenie pasm emisji {-f nie zalezy od sktadu chemicznego matrycy oraz od
fizycznych rozmiaréw krystalitow. Jednak struktura tych pasm oraz wzgledna inten-
sywnos¢, a takze czasy zycia emisji podlegaja zmianom przy redukcji rozmiaréw.
Wynika to z rosnacego wowczas stosunku powierzchni do objetosci nanokrystalitow,
i wszystkich, wynikajacych z tego faktu konsekwencji. Na powierzchni nanokry-
stalitow obecne sg ligandy, ktérych drgania mogg modyfikowac procesy transferu
energii lub modulowa¢ emisje promienistg i niepromienisty. W nanomateriatach
obserwuje si¢ mniejsza gestos¢ fonondéw niz w matrycach mikrokrystalicznych [50].
Ponadto, przejscia dipolowo-dipolowe silnie zaleza od wspdlczynnika zalamania
oé$rodka, w ktérym nastepuje emisja fotonéw [6, 51]. W przypadku nanomate-
rialow efektywny wspolczynnik zalamania, zalezny od parametréw matrycy oraz
chemicznego otoczenia, determinuje wlasciwosci emisyjne jondw lantanowcow [6].
Jedna z najcenniejszych zalet nanoluminoforéw domieszkowanych lantanowcami
w zastosowaniach biologicznych jest mozliwos¢ uzyskania emisji anty-Stokesow-
skiej [52]. Zjawisko to, nazywane konwersja energii w gore (ang. Up-conversion,
UC), jest nielinijowym procesem optycznym, w ktérym wzbudzajac nisko ener-
getycznym promieniowaniem podczerwonym (NIR) otrzymuje si¢ emisje $wiatta
widzialnego, badz tez ultrafioletowego, o energii fotonéw wyzszej niz energia foto-
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néw promieniowania pompujacego. Pojecie konwersji energii w gore zostato pierw-
szy raz sformutowane przez Auzela, w polowie lat sze§¢dziesigtych. W 1966 roku,
zademonstrowano luminofor CaWO, wspétdomieszkowany jonami Yb** i Er’,
w ktérym zachodzita efektywna konwersja dwdch niskoenergetycznych fotonow
(~1000 nm) na fotony o wyzszej energii (540 i 650 nm) [53]. Dalsze badania zjawiska
konwersji promieniowania podczerwonego na widzialne umozliwily rozwoj takich
urzadzen jak detektory kwantowe [54], czujniki temperatury [55] oraz lasery [56].
Wykorzystanie efektu UC ograniczone bylo przez ponad 30 lat jedynie do mate-
rialéw monokrystalicznych i mikrometrycznych proszkow. Wzrost zainteresowania
nanotechnologig i nanoczgsteczkami nastgpil na poczgtku lat dziewieédziesigtych.
Dostrzezono mozliwo$¢ zastosowania konwertujacych w gére nanoluminoforéw
domieszkowanych jonami lantanowcéw (ang. Up-converting Nanoparticles, UCNPs)
w testach bioanalitycznych oraz w obrazowaniu luminescencyjnym [38]. Jednakze
wykorzystanie zjawiska konwersji energii w biologii i medycynie bylo ograniczone
gltownie ze wzgledu na trudnos$¢ syntezy nanorozmiarowych czastek, ktére wykazy-
walyby wysoka intensywnos¢ emisji oraz wysoka dyspersje i stabilnos¢ koloidalng
w zawiesinach wodnych. Dopiero pod koniec lat dziewiecdziesigtych UC zostala
wykorzystana w testach biologicznych i obrazowaniu medycznym [57].

Konwertujace w goére nanoluminofory koloidalne syntezowane sg zwykle jako
nieorganiczne matryce - najczesciej halogenki lub tlenki np. NaYF, LaF,, YF,, Y,O,,
domieszkowane optycznie aktywnymi tréjwartosciowymi jonami lantanowcow np.
Yb™, Er’, Tm**. Wiekszo$¢ luminoforéw zawiera jony Yb** stosowane jako uczulacz,
a takze jony Er’*, Tm>*, Ho’*, rzadziej Pr’*w charakterze emitera. Badania wykazaly,
ze ze wzgledu na wlasciwosci fononowe, najbardziej efektywnymi w procesie kon-
wersji energii w gore sa krysztaly fluorkéw B-NaYF, domieszkowane jonami Yb™/
Er’* lub Yb*/Tm™ [58-60].

1.3. MECHANIZMY KONWERSJI ENERGII W GORE

Proces konwersji energii w gore moze zachodzi¢ wedlug jednego z nastepujg-
cych mechanizméw: (1) absorpcji ze stanu wzbudzonego ESA (ang. Excited State
Absorption), (2) sumowania fotonow (fr. Addition de Photons par Transferts d’Energie,
APTE) na drodze transferu energii ETU (ang. Energy Transfer Up-conversion) oraz
(3) w procesie lawinowej emisji fotonéw PA (ang. Photon Avalanche). Procesy te
polegaja na absorpcji kolejnych fotonéw wzbudzajacych, a sam mechanizm fizyczny
znacznie sie rozni od wielofotonowej absorpcji i generacji wyzszych harmonicznych.
UC wmatrycy $-NaYF, domieszkowanej jonami Er’* oraz Yb®* charakteryzuje sie
okoto 10° razy wieksza wydajnoscig niz ma to miejsce w przypadku rodaminiy 6G
oraz fluoresceiny, w ktorych emisja $wiatla jest wynikiem dwufotononowej absorpcji
[61]. Zademonstrowano, ze sprawnos¢ konwersji energii w gore (7,,.) jest 3 [47] do
107 [48] razy wieksza w poréwnaniu do wydajnosci dwufotonowej absorpcji w krop-
kach kwantowych (7). Istnieja rowniez inne mozliwe procesy konwersji energii
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w gore, jak na przyklad kooperatywna emisja (obserwowana w parach jonéw Yb**),
kooperatywne uczulanie (np. w Yb*'-Eu’*) czy tez procesy nieliniowe (np. generacja
drugiej harmonicznej). Wydajno$¢ tych proceséw jest jednak 3 do 10 rzedéw nizsza
niz proces APTE [62].

Na Rysunku 2a przedstawiono mechanizm absorpcji ze stanu wzbudzonego,
w ktérym wzbudzenie nastepuje poprzez absorpcje kolejnych fotonéw pompujacych
hv, w obrebie jednego jonu. W wyniku absorpcji fotonu hv, = E, - G, elektron ze
stanu podstawowego G jest przeniesiony do stanu E,. Proces ten nosi nazwe absorp-
cji ze stanu podstawowego (GSA). Absorpcja kolejnego fotonu przez ten sam jon,
powoduje wzbudzenie elektronéw, tym razem z poziomu E, do kolejnego wyzszego
poziomu E, z ktérego nastepuje emisja $wiatla (E, > G), przy czym E, - G > hv,_.
Absorpcja ze stanu wzbudzonego jest bezposrednim skutkiem metastabilnego cha-
rakteru stanow wzbudzonych w jonach lantanowcéw, co wiaze si¢ z duzym prawdo-
podobienstwem absorpcji fotonéw przez wzbudzony jon. Dodatkowym warunkiem
zaistnienia ESA jest dopasowanie energetyczne fotonéw wzbudzajacych i réznicy
energetycznej AE = E, — E, pomiedzy wzbudzonymi poziomami E i E,.
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Rysunek 2. Schemat najbardziej wydajnych mechanizméw konwersji energii w gore. a) Absorpcja ze stanu
podstawowego (GSA) G — E, i absorpcja ze wzbudzonego (ESA) E, - E ; b) sumowanie fotonéw
(APTE) na drodze transferu energii (ETU); ¢) proces lawinowy (PA). Czerwong linig -.-.- zazna-
czono wzbudzenie, czarng linig ----- bezpromienistg relaksacje, natomiast linig ciagla - emisje.

Figure 2. Most efficent UC processes found in lanthanide doped nanoparticles. a) Excited state absorption
(ESA), b) energy transfer upconversion (ETU), c) photon avalanche (PA). The dash-doted red,
dashed black and solid arrows represent photon excitation, nonradiative relaxation and emission
processes, respectively.

Na wydajnos¢ procesu konwersji w gore, ma réwniez wplyw réznica energii
AE miedzy poziomem emitujacym a dowolnym, nizej lezagcym, poziomem energe-
tycznym (tzw. przerwa energetyczna). Zgodnie z prawem przerwy energetycznej
[63], wraz ze wzrostem tej rdznicy, prawdopodobienstwo depopulacji pozioméw
wzbudzonych na drodze bezpromienistej maleje eksponencjalnie. Depopulacja bez-
promienista staje si¢ nieefektywna, gdy wartos¢ AE jest przynajmniej pigciokrotnie
wieksza od energii fonondw dostepnych w matrycy. Proces ten ma krytyczne zna-
czenie dla obsadzenia poziomdw energetycznych i wydajno$ci kwantowej emisji. Jak
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pokazano na Rysunku 3, jony Er’* oraz Tm®>* posiadajg stosunkowo duze przerwy
energetyczne pomiedzy poziomami posrednimi a emitujgcymi, co skutkuje wydajng
emisja anty-Stokesowska. Prawo przerwy energetycznej ma szczegélne znaczenie
przy wyborze matrycy, ktora bedzie domieszkowana. Poszukiwane sa materiaty
o jak najmniejszej czestotliwosci odcigcia (w__,), tzn. o niskoenergetycznych drga-
niach sieci krystalicznej, po to, by zminimalizowa¢ bezpromienista depopulacje
poziomdéw energetycznych. Dlatego matryce fluorkowe (np. NaYF,, LaF,, SrF)
oraz chlorkowe (np. LaCl) o w__ ~ 250-350cm ™' pozwalaja uzyska¢ wydajniejsza
luminescencje anty-Stokesowska w poréwnaniu do matryc tlenkowych (np. YAIO,,
Y,ALO,) 0w, _~550-700cm™ [64].

Przykladem absorpcji ze stanu wzbudzonego jest anty-Stokesowska emisja
obserwowana w jonach Er’*. Roznica energetyczna pomiedzy poziomem ‘I, ,a I, ,
(~10350 cm™) jest w przyblizeniu réwna réznicy energetycznej pomiedzy pozio-
mem ‘F,, a ‘I, , (~10370 cm™). Dzigki takiej konfiguracji pozioméw energetycz-
nych ‘I, , ’I,,, oraz ‘F,, jony erbu przy wzbudzeniu promieniowaniem 980 nm
wykazuja konwersje energii w gore. Na Rysunku 3 przedstawiono schematy kon-
wersji energii w gore w jonach Er’, Tm’* oraz Ho’*, ktére czesto stosowane sg jako
aktywatory. Luminofory domieszkowane pojedynczo lantanowcami charakteryzuja
sie jednak niska wydajnoscig proceséw konwersji energii, gléwnie ze wzgledu na
procesy wygaszania koncentracyjnego oraz niekorzystnie niskie przekroje czynne
na ESA. Zrédltem wygaszania koncentracyjnego jest tzw. relaksacja krzyzowa (ang.
Cross-relaxation, CR), ktéra w wyniku transferu energii migdzy dwoma jonami pro-
wadzi do depopulacji stanéw wzbudzonych. Na podstawie schematu energetycz-
nego przedstawionego na Rysunku 2b, proces wygaszania koncentracyjnego mozna
wyjasni¢ nastepujaco. Dwa sasiadujace jony znajdujgce si¢ w stanach podstawowym
G oraz wzbudzonym E,, przechodza w wyniku procesu CR do pozioméw energe-
tycznych E, Proces relaksacji krzyzowej jest zalezny od dopasowania energii miedzy
odpowiednimi poziomami (E, - G wzgledem E, - E), a takze od koncentracji jonow
aktywnych, a tym samym od odlegto$ci miedzy nimi.

Kolejnym mechanizmem konwersji energii w gore, ktéry moze zachodzi¢
pomiedzy jonami lantanowcdw, jest proces lawinowej emisji fotonéw. Schemat tego
procesu zostal przedstawiony na Rysunku 2c. Charakterystyczny dla tego procesu
jest brak absorpcji ze stanu podstawowego, wynikajgcy z niedopasowania energe-
tycznego pomiedzy poziomem G a E, z energia fali wzbudzajacej. Promieniowanie
pompujace jest natomiast rezonansowo dopasowane do przej$¢ pomiedzy metasta-
bilnym poziomem E a stanami o wyzszej energii E,. Poziom E, jest poczatkowo
pusty, a jego obsadzenie buduje si¢ powoli w wyniku emisji E, = E, lub w wyniku
procesdw niepromienistego transferu energii (np. relaksacji krzyzowej). Objawia si¢
to wystepowaniem progowej wartosci mocy wzbudzenia, powyzej ktorej obserwuje
sie lawinowy wzrost intensywnosci emisji. Po przekroczeniu progu procesu lawino-
wego, promieniowanie wzbudzajace jest silnie absorbowane w wyniku ESA, a inten-
sywnos¢ fluorescencji wzrasta o kilka rzedéw. Proces lawinowej emisji fotonow jest
bardzo interesujacym, ale niezbyt czesto spotykanym zjawiskiem, gdyz zalezy od
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subtelnego wspdlgrania wielu parametréw takich jak czasy zycia stanéw wzbudzo-
nych, schemat poziomoéw energetycznych, wielko$¢ niedopasowania energii miedzy
odpowiednimi poziomami elektronowymi [65-71].
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Rysunek 3. Schematy pozioméw energetycznych i mechanizméw konwersji energii w gére w jonach Er’,
Tm* oraz Ho™* dla réznych linii wzbudzajacych (900, 980, 1560 nm dla Er*, 808 i 110 nm dla
Tm® oraz 900 i 1100 nm dla Ho™). Linig przerywang zaznaczono wzbudzenie; linig falowana
wielofononows relaksacje, linig ciagla - emisje.

Figure 3. Schematic energy level diagram showing typical UC processes for Er**, Tm* and Ho™* using diffe-
rent excitation light. The dashed, wavy and solid arrows represent photon excitation, mulitphonon
relaxation and emission processes, respectively.

Aby unikna¢ niepromienistej depopulacji pozioméw wzbudzonych koncen-
tracja jondéw aktywatoréw winna by¢ odpowiednio niska i dobrana do stosowane;
matrycy. Stosowanie niskich stezen jondéw domieszkujacych prowadzi niestety
do obnizenia bezwzglednej intensywnosci luminescencji. Dodatkowo, wiekszos¢
jonow ziem rzadkich, posiada niski czynny przekréj na absorpcje¢ promieniowania
z zakresu NIR, co powoduje, Ze materialy zawierajace tylko jeden rodzaj domieszki,
charakteryzuja si¢ niska wydajnoscia konwersji energii wzbudzenia. Istotny wzrost
efektywnosci tych proceséw nastepuje w przypadku dodawania fotonéw zgodnie
z mechanizmem ETU, ktorego schemat zostal przedstawiony na Rysunku 2b. W tym
celu matryce wspoldomieszkuje si¢ jonami aktywatoréw oraz jonami spetniajacymi
role uczulacza, gtéwnie jonami Yb*. Jony te posiadajg prosty schemat poziomdw
energetycznych, tylko z jednym stanem wzbudzonym °F,, (Rys. 4). Intensywne
pasmo absorpcji przy okoto 980 nm, mozna przypisa¢ przejéciu °F,, — °F, ,. Pasmo
to moze by¢ skutecznie pompowane bardzo wydajnymi diodami laserowymi (np.
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InGaAs/GaAs 900-1100 nm). Wzbudzone jony iterbu wykazuja dtugie czasy zaniku
luminescencji dzigki czemu sg zdolne do magazynowania energii. Struktura elektro-
nowa iterbu minimalizuje dodatkowo niekorzystne procesy tlumienia koncentra-
cyjnego, wiec stezenie jonéw Yb’* w matrycy moze 10-20 krotnie przewyzszaé ilogé
jon6w aktywatora. Istniejg tez nanomateriaty pelnokoncentracyjne, np. NaYbF :Tm**
[72, 73], ktére moga bardzo efektywnie absorbowa¢ promieniowanie wzbudzajace
obnizajac tym samym prog emisji. Co wazne, wspomniane przejscie jest quasi-rezo-
nansowe w stosunku do przejs¢ f-f wielu innych lantanowcéw, co sprzyja efektyw-
nemu transferowi energii miedzy jonami uczulacza a aktywatora. Najbardziej efek-
tywna konwersje energii w gore wykazujg matryce wspétdomieszkowane parami
jonéw: Er”*~Yb*" [59] oraz Tm>*~Yb’* [74]. Na Rysunku 4 przedstawiono schematy
energetyczne procesow konwersji energii w wymienionych parach jonéw.

D ~27500¢m"

- - 1
mg 20 | : G4 __4F
=} ! 204 : 712
= ' 204 —TH ‘s
© i | — 5, 12 Par
=) i F +°S '
5] : 3 T 2 -
|
i JR- F [ .
15 | - T 2 ' 5 T 4F
/ S s 3 15 X F, ' 912
- ' l
/ T F \ & 4
4 T
5 [g i El £ ET/ 4 |4 ' 912
.8 5
nr Fs/zf QI W ’F 0 | : 4
V) ada i’ 7 s [P 5 172
' T
: // ot : i : / | 3 5'6 4
|
H //" °H Vg S L
T ol 8 o g ¢ E: // gﬂ
£
s [ g s s | = E = HEE
3 | g 8 S = S s glels
t ' o S I Rl B
2l: 7 . 2 L i 4|
ol ] T T 5
712 . Hg © F7/2 | . 1512
3+ 3 8 3
Yb Tm Yp** HO3+ r

Rysunek 4.  Schematy energetyczne przedstawiajace proces UC zachodzacy w parach jonéw Yb™*-Tm™, Yb*'-
Ho™ oraz Yb™-Er'". Linig przerywang oznaczono wzbudzenie, falowang wygaszanie bezpromie-
niste, natomiast linig ciggla przedstawiono emisje fotondw.

Figure 4. Upconversion mechanism of the Yb/Er, Yb/Tm and the Yb/Ho co-doped UCNPs. The dashed,
wavy and solid arrows represent photon excitation, mulitphonon relaxation and emission pro-
cesses, respectively.

Absorpcja promieniowania o dtugosci fali 980 nm przez jon uczulacza (Yb*)
prowadzi do transferu energii i wzbudzenia jonéw aktywatora (np. Tm*", Ho’*, Er’*),
w ktérych obserwuje sie emisje $wiatta widzialnego. W przypadku jonéw Tm®*
silna niebieska emisja powstaje w wyniku przejécia 'D, - °F, oraz 'G, > *H,. Nato-
miast emisja $wiatlta czerwonego, o mniejszej intensywno$ci, pochodzi z przejscia
'G, > *H,. W przypadku domieszkowania jonami Yb**/Ho™, obserwowana emisja
pochodzi z przejs¢: *H,,, +°S, > °L, °F, » °L, °I, > °L,°H, , + °S, - °I, W parze
jonéw Yb**/Er’*, na skutek UC nastepuje emisja gtéwnie z pozioméw °H,, ,, *S
oraz ‘F,, do poziomu podstawowego ‘I, ,.

W pordéwnaniu z typowa emisja Stokesowska zachodzaca w organicznych
barwnikach fluorescencyjnych oraz w kropkach kwantowych, proces konwer-

11/2° 3/2
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sji w gore wykazuje liczne zalety. Zastosowanie wzbudzenia promieniowaniem
z zakresu podczerwieni pozwala unikngé problemoéw, ktore pojawiaja si¢ w przy-
padku wzbudzania materialu biologicznego promieniowaniem UV. Po pierwsze,
promieniowanie ultrafioletowe ma ograniczong zdolno$¢ penetracji tkanek, ktérych
skladniki z jednej strony silnie rozpraszaja, a z drugiej strony silnie absorbujg pada-
jace fotony. Chromofory tkankowe takie jak kolagen, elastyna, porfiryny, NADH,
FAD czy DNA, pod wplywem UV, wykazuja silng autofluorescencj¢. Rezultatem
jest obnizona dokladno$¢ i czulos¢ detekcji. Zlozonym zagadnieniem jest rowniez
wyodrebnienie uzytecznego sygnalu oraz poprawa stosunku sygnatu do szumu.
Zastosowanie promieniowania NIR do wzbudzenia luminoforéw pozwala wyelimi-
nowac¢ autofluorescencje¢ gdyz w tkankach brak jest endogennych absorberéw fal
z tego zakresu. Mozna wowczas uzyskac znacznie wigkszg czutos¢ analiz niz w przy-
padku tradycyjnie stosowanych barwnikéw fluorescencyjnych. Pozwala to znacznie
uprosci¢ konstrukcje ukladéw do wzbudzania i detekeji, a tym samym zwigkszy¢
przepustowos¢ analiz, zminiaturyzowac systemy czujnikowe oraz zwigkszy¢ dostep-
no$¢ i powszechnos¢ szybkich testow diagnostycznych. Stosowanie wzbudzenia NIR
pozwala réwniez ograniczy¢ fotouszkodzenie komorek i tkanek przy jednoczesnym
wzroscie glebokosci penetracji, d, $wiatta wzbudzajacego. Dla $wiatta z zakresu
UV d, wynosi nie wigcej niz kilka milimetréw, natomiast dla promieniowania pod-
czerwonego warto$¢ ta moze siega¢ nawet 10-15 centymetréw w przypadku tkanki
tluszczowej [75]. Problematyka ta jest szerzej omdwiona w rozdziale poswieconym
obrazowaniu.

1.4. ISTOTNE BIOLOGICZNIE WEASCIWOSCI NANOLUMINOFOROW

Trudno jest jednoznacznie wskazaé, ktére z nanoluminoforéw takich jak
kropki kwantowe, kulki krzemionkowe wypelnione barwnikami organicznymi,
czy tez domieszkowane lantanowcami nanokrystality wykazuja cechy najkorzyst-
niejsze z punktu widzenia zastosowan biologicznych. Na Rysunku 5 poréwnano
przykladowe widma absorpcji i luminescencji jonéw lantanowcéw, kropek kwanto-
wych oraz barwnikéw organicznych a takze wyjasniono pojecie ,,okna optycznego
skory”. Dlugie czasy zycia pozioméw wzbudzonych lantanowcéw oraz odpornos¢
na fotowybielanie, ktdre jest wyjatkowo ucigzliwe i problematyczne w przypadku
barwnikoéw organicznych, umozliwiaja prowadzenie obrazowania in vivo w czasie
rzeczywistym, pozwalajgc tym samym na zrozumienie wielu proceséw zachodza-
cych w zywej komérce badZ catym organizmie.
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Zestawienie widm absorpcji (linie przerywane) i luminescengji (linie ciagte) réznych fluoroforéw
organicznych oraz nanoluminoforéw, tzn. a) chromoforéw tkankowych i wody; b) molekut orga-
nicznych [49]; ¢) kropek kwantowych [70]; d) widma luminescencji jonéw Nd**, Tm*, Er** oraz
Eu’™". Szary obszar 750-1100 nm to tzw. okno optyczne skory

The absorption (dashed lines) and emission (solid lines) spectra of different organic fluorophores
and luminescent nanoparticles, i.e a) tissue chromophores, water absorption and the optical win-
dow of skin; b) luminescence spectra of biological molecules [49]; ¢) emission and absorption
spectra of quantum dots [70]; d) luminescence spectra of the Nd**, Tm**, Er’* and Eu*" ions
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W poréwnaniu z kropkami kwantowymi konwertujace w gore nanoluminofory
wykazuja dtuzsze czasy zycia luminescencji i brak tak zwanego ,,migotania” podczas
emisji. Dodatkowo, nanoluminofory domieszkowane jonami lantanowcéw pozwa-
laja na uzyskanie duzej ilosci kodéw barwnych do réwnoczesnej detekcji wielu ana-
litéw w jednej probee poprzez zmiang rodzaju lub stezenia jondw domieszkujacych
[59]. Podobne mozliwosci oferuja kulki krzemionkowe domieszkowane miesza-
ninami kropek kwantowych [77] lub barwnikéw organicznych [78], jednak tylko
nanoluminofory domieszkowane lantanowcami pozwalajg rdwnocze$nie zachowa¢
skale nanometryczng.

Z punktu widzenia zastosowan biologicznych wadg nanoluminoforéw jest nie-
wielki przekrdj czynny na absorpcje oraz malo wydajna, cho¢ stabilna luminescen-
cja. Ze wzgledu na mechanizm fizyczny emisji anty-Stokesowskiej w lantanowcach,
proces konwersji energii w gore obserwowany w UCNP jest wydajniejszy od emisji
dwufotonowej (ang. Two-Photon Emission, TPE) czy tez generacji drugiej harmonicz-
nej (ang. Second Harmonic Generation, SHG). W przeciwienstwie do proceséw TPE
oraz SHG, ktére wynikaja z nieliniowych wlasciwosci materialéw przy odpowied-
nio silnym pobudzeniu, emisja anty-Stokesowska w jonach lantanowcéw wynika
z sumowania fotonéw w procesach transferu energii miedzy rzeczywistymi i dlugo
zyjacymi poziomami elektronowymi. Maestro i wspotpracownicy [47] poréwnali
wzgledna intensywno$¢ emisji UCNP (20 nm a-NaYF,:Yb*'/Er*,1_ =980 nm,A__ =
~540 and 650 nm), sferycznych kropek kwantowych o §rednicy 4 nm (A ~650 nm)
oraz nanoprecikéw ztota (45 x 10 nm, /\surﬂplasmon ~830 nm, A, = 570-680 nm). Pod
wplywem 100-fs impulsowego wzbudzenia (1 MW/cm®), UCNP wykazywaly odpo-
wiednio ~2 i ~3 razy wigksza efektywnos¢ emisji anty-Stokesowskiej niz kropki
kwantowe i nanopreciki ztota w przeliczeniu na jedng nanoczasteczke. Jednak pod
wplywem wzbudzenia podczerwonym laserem pracy ciaglej (1 MW/cm?®), emisje
widzialng wykazywaly jedynie UCNP. Z kolei Heer wraz ze wspolpracownikami
[48] poréwnali 1% wag. zawiesiny koloidalne f-NaYF4: 20%Yb"", 2%Er**oraz 5 nm
kropki kwantowe Cd-Se-ZnS uzywajac tej samej geometrii pomiarowej oraz lase-
rowego wzbudzenia ciaggtego 10 kW/cm® odpowiednio na 974 oraz 909 nm. Zare-
jestrowano 7 rzedow wielko$ci wigksza intensywno$¢ luminescencji fluorkowych
UCNP w poréwnaniu do dwu-fotonowej emisji kropek kwantowych czy nanopre-
cinkéw zlota, ale wyniki nie byly normalizowane do pojedynczych nanoczasteczek
jak w pracy Maestro. Wysoka efektywnos¢ emisji anty-Stokesowskiej oraz relatyw-
nie niska progowa intensywno$¢ wzbudzenia konwertujacych w gore nanoczastek
pozwala na znaczne uproszczenie aparatury i upowszechnienie tych metod badaw-
czych. Jak dotad, sposrod znanych znacznikéw luminescencyjnych, jedynie UCNP
pozwolity uzyska¢ dwu-fotonowe obrazowanie z wykorzystaniem nielaserowych
zrodel $wiatla, czy tez wysokorozdzielcze i glebokie obrazowanie dwu-fotonowe
w mikroskopii szerokiego pola [79].

Kolejnym waznym zagadnieniem dotyczacym zastosowan nanoluminoforéw
w naukach biomedycznych, jest brak rozpuszczalnosci wigkszosci nanoczasteczek
w roztworach wodnych [80]. Nieorganiczne nanokrysztaly maja zdolnos¢ pozosta-
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wania w formie koloidalnych zawiesin wodnych jedynie po modyfikacji powierzchni
[59], czyli funkcjonalizacji. Proces ten polega na wprowadzeniu hydrofilowych
grup funkcyjnych (np. -OH), ktére umozliwiajg zdyspergowanie nanoznacznikow
w roztworach wodnych. Kolejnym krokiem, niezbednym do zastosowania nanolu-
minoforéw w naukach biologicznych, jest ich biokoniugacja, czyli kowalencyjne lub
adsorpcyjne dofaczanie specyticznych molekut biologicznych (np. przeciwciat [81],
biatek [82] czy tez aptamerdw, czyli krotkich nici DNA/RNA [83]) do powierzchni
nanoczasteczek. Proces ten jest szczegdlnie istotny i niezbedny dla uzyskania specy-
ficznosci detekeji i uzytecznosci tych zwigzkéw w biologii oraz medycynie.

Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na kwestie toksyczno$ci nanoznacznikéw.
W poréwnaniu do najpowszechniej stosowanych kropek kwantowych (np. CdSe),
wykorzystujacych zwigzki kadmu i selenu, omawiane nanoluminofory nie wykazuja
praktycznie zadnej chemicznej toksycznosci pierwotnej. Niemniej jednak konieczne
sg dalsze badania toksycznosci in vivo, wynikajacej z potencjalnej dekompozycji
nanokrystalitow, rozmiaru hydrodynamicznego tych nanoluminoforéw (opisu-
jacego tendencje do aglomerowania), albo zaburzenia funkcjonowania organéw
w wyniku zatkania kapilarnych naczyn krwionos$nych. Wiele przeprowadzonych
eksperymentéw biologicznych wskazuje na brak toksycznosci tych materialow,
sugerujac tym samym mozliwo$¢ zastosowania ich w biologii i medycynie [31, 46].
Mozna jednak przypuszczaé, ze w zwigzku z odkladaniem si¢ nanoluminoforéow
w organach wewnetrznych [84], gtéwnie w watrobie i §ledzionie [85], dominujacym
sposobem wykorzystania tych obiecujgcych materiatéw w biologii beda zastosowa-
nia in vitro w testach przesiewowych. Dalsza optymalizacja i poprawa biokompaty-
bilno$ci nanoczgsteczek moze w przyszlosci umozliwi¢ zastosowania in vivo w ludz-
kim organizmie.

2. ZASTOSOWANIA W NAUKACH BIOLOGICZNYCH

Wyjatkowe wlasciwosci spektroskopowe jonow lantanowcow, takie jak waskie
pasma emisji, zdolnos¢ do konwersji energii w gore, odporno$¢ na fotowybielanie
i stabilna luminescencja spowodowaly wzrost zainteresowania mozliwo$cia wyko-
rzystania tych zwigzkéw w naukach biologicznych. Liste réznych nanoluminoforéw,
domieszkowanych jonami lantanowcow, wraz ze stosowang metoda funkcjonaliza-
cji/biokoniugacji oraz ich zastosowaniem przedstawiono w Tabeli 1.

W naukach biomedycznych UCNPs moga by¢ wykorzystane w obrazowaniu
optycznym [61, 86], w testach fluorescencyjnych zaréwno homogenicznych (wyko-
rzystujacych mechanizm FRET [41, 87]) jak i heterogenicznych [88, 89], a takze
w terapii fotodynamicznej [90]. Istnieja rowniez przyktady badan nanoluminoforéow
pod katem zastosowan w nanotermometrii [91], zlokalizowanej hipertermii [92] czy
tez wykorzystania ich jako platformy nano-biotechnologiczne [93]. W literaturze
obcojezycznej ukazalo si¢ kilka interesujacych artykutéw przegladowych opisuja-
cych wykorzystanie konwertujacych w gére nanoluminoforéw w naukach biologicz-
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nych [38, 46, 94]. W polskiej literaturze brakuje podobnych prac na temat aktual-
nego stanu wiedzy z dziedziny omawianej w niniejszym artykule.

Tabela 1. Zestawienie stosowanych w biologii nanomateriatéw luminescencyjnych domieszkowanych
lantanowcami. Przedstawiono sktad matrycy, zastosowang domieszke, ligand oraz docelowe
zastosowanie.

Table 1. A list of available nanocolloidal luminescent materials used in biological experiments. The com-
position, dopant ions, ligands and target application was compared.

Matryca Domieszka Ligand Zastosowanie Ref.
Fe,0,/Gd,0, Eu® Neutrawidyna, DNA wykrywanie mutacji w DNA [95]
Gd,0, Yb™, Er’* Poli(tlenek etylenu) PEG | znacznik fluorescencyjny, [96]

kontrast w MRI
Gd,0, - SiO,, PEG multimodalneobrazowanie [2]
La,0,S Yb™, Er’* przeciwciala anty-E2 oznaczenie estradiolu [97]
LaF, Yb*, Er’* SiO, dostarczanie lekéw, [98]
bioobrazowanie,
biosensing
LaF, Ce™, Tb™ Chlorowodorek poliallilo- | oznaczanie glukozy [99]
aminy PAH)
Polistyrenosulfonian sodu
(PSS)
Chitozan
Glukoza
LaF, Ce*, Tb* Kopolimer kwasu niespecyficzna sonda DNA [100]
metakrylowego i styrenu
NaGdF, Tm™, Er’", Yb* | Kwas azelainowy multimodalne obrazowanie [101]
in vivo
NaYF, Yb*, Er’* PEG kontrast w OCT obrazowanie [102]
in vivo
NaYF, Yb*, Tm™ kwas poliakrylowy (PAA) | dlugoterminowe obrazowanie [33]
in vivo
NaYF, Yb™, Er™* streptawidyna detekcja DNA [103]
NaYF, Yb*, Er’* SiO, + kwas foliowy (FA) detekcja komorek rakowych [104]
NaYF, Yb**, Er** SiO,, przeciwcialo znakowanie i obrazowanie komé- | [90, 105]
rek HeLa, terapia fotodynamiczna
NaYF, Yb*', Er** Poli(etylenoimina) PEI terapia fotodynamiczna [106]
ftalocyjaninazynku
NaYF, Yb'+, Er** Kwas foliowy chitosan obrazowanie komdrek nowotworo- [107]
wych pluc
NaYF, Yb*, Er** PEIL obrazowanie in vivo nicieni [108]
NaYF, Yb*', Er’*, Gd™ | Cytrynian/kwas oleinowy | multimodalna tomografia (7]
(OA), “F emisyjna, rezonans magnetyczny
NaYF, Yb*, Er’* Sio, obrazowanie siRNA w zywych [109]

komérkach
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Matryca Domieszka Ligand Zastosowanie Ref.
NaYF, Yb*, Tm? - obrazowanie in vivo [110]
Yb“, Ho*
Yb3+) H03+, Ce™
NaYF, Yb™, Er’* NaYF /SiO, terapia fotodynamiczna [95]
NaYF, Nd** hipertermia [92]
NdF, - SiO, obrazowanie NIR-NIR in vivo [111]
Y,0, Er’ PEG detekcja komoérek rakowych [112]
Y,0, Yb*, Er** PEG biologiczne znakowanie [113]
streptawidyna
YVO, Eu™* - oznaczanie H,0, i silnych [114]
utleniaczy

Ze wzgledu na unikalne wilasciwosci fizyko-chemiczne (oméwione w sekcji
1.2.), nanoluminofory domieszkowane lantanowcami moga by¢ stosowane w wielu
dziedzinach nauk biologicznych [38, 94, 115-118]. Na Rysunku 6 przedstawiono
klasyfikacje biologicznych zastosowan nanoluminoforéw. Podzielono je na 3 kate-
gorie: zastosowania pasywne (obrazowanie), modulacyjne (czujniki) oraz aktywne
(terapie).

W wiekszosci udokumentowanych badan, Ln:NPs stanowia pasywne lumino-
fory, ktorych wlasciwosci spektroskopowe zasadniczo nie podlegaja wpltywom che-
micznego otoczenia. Po odpowiedniej modyfikacji powierzchni nanoluminofory
selektywnie wigza sie z odpowiednimi grupami funkcyjnymi na powierzchni komo-
rek. W wyniku akumulacji tak zmodyfikowanych znacznikéw w preparatach biolo-
gicznych mozliwe jest obrazowania morfologii i struktury tkanek, komérek i struk-
tur subkomodrkowych (Rozdzial 3.4.). Zalety UCNPs w zastosowaniach pasywnych,
wynikaja z wysokiej fotostabilno$ci [119] tych zwigzkdow, a takze z mozliwosci obra-
zowania ich lokalizacji w tkankach i organach w diugotrwalych eksperymentach
in vitro lub in vivo. Ponadto wykorzystanie metod dwufotonowych pozwala bada¢
lokalizacje nanoznacznikéw nie tylko w cienkich preparatach komdrkowych, ale
réwniez w calych organach lub nawet w matych zwierzetach. Takie nanolumino-
fory wykorzystuje si¢ rowniez chetnie do obrazowania innymi, wymienionymi na
Rysunku 6 i oméwionymi w Rozdziale 3.4. i 3.6., metodami.
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Rysunek 6. Schemat przedstawiajacy grupy biologicznych zastosowan nanoluminoforéw domieszkowanych
lantanowcami
Figure 6. Major groups of biological applications of lanthanide doped NPs

W drugiej analitycznej grupie zastosowan, luminescencja Ln:NPs jest modu-
lowana przez inne czasteczki (np. barwniki) lub w odpowiedzi na okreslone para-
metry biofizyczne otoczenia. Przykladem moga by¢ czujniki hybrydowe omoéwione
w Rozdziale 3.3., w ktorych barwnik organiczny zaadsorbowany na powierzchni
nanokrystalitu absorbuje fotony emitowane przez UCNP. Do konstrukcji tych czuj-
nikéw wybierane sg barwniki, ktérych widmo absorpcji zmienia si¢ w zaleznosci od
otoczenia (np. pH czy CO,), przy czym barwnik ten nie musi wykazywa¢ wlasnej
luminescencji. Jest to istotne, poniewaz fatwiej jest skonstruowa¢ czujnik, w kto-
rym pomiar polega na rejestracji wzglednych zmian emisji UCNP, niz na okre$laniu
absorbancji. Przykladem takiego barwnika moze by¢ czerwien fenolowa, ktdra jest
wrazliwa na zmiany pH lub blekit bromotymolowy, ktory reaguje zmiang barwy na
obecnos¢ CO,.

Kolejny typ czujnikéw aktywnych opiera si¢ na analizie posredniej, ktora
wykorzystuje zjawisko rezonansowego transferu energii (RET) migdzy UCNP jako
donorem oraz inng czasteczka (barwnikiem, plazmonami metalicznego ztota) jako
akceptorem (Rozdzial 3.1. i 3.2.). Czujnik, w odpowiedzi na bodziec (tj. obecnos¢
akceptora w bliskim sgsiedztwie donora), reaguje zmiang intensywnosci lumine-
scencji donora, skroceniem czaséw zycia pozioméw wzbudzonych donora, lub
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pojawieniem si¢ emisji akceptora. Zjawisko to jest powszechnie wykorzystywane
w biologii do badania proceséw biochemicznych, badania konformacji biatek czy
tez wykrywania nukleotydéw. W pordéwnaniu z tradycyjnie stosowanymi w tym
celu barwnikami organicznymi, zastosowanie UCNPs do konstrukgji tych czujni-
kéw umozliwia znaczne uproszczenie metod pomiarowych, gdyz wykonanie testow
nie wymaga wyrafinowanego oczyszczania i przygotowania probek biologicznych.
Takie rozwigzanie oferuje rowniez znaczng poprawe czuloéci poprzez wyelimino-
wanie sygnalu tla.

Ostatnig grupa zastosowan modulacyjnych omawianych znacznikow jest ana-
liza bezposrednia, gdzie zmianom otoczenia (np. temperatury, stezenia zwigzkow
chemicznych) towarzysza zmiany wlasciwosci spektroskopowych samych lanta-
nowcédw wbudowanych w znaczniki. Zastosowania te s3 oméwione w Rozdziatach
3.3,3.5.i3.6.

Domieszkowane lantanowcami nanoznaczniki moga réwniez aktywnie oddzia-
tywa¢ na komérki. Zaréwno mozliwo$¢ lokalnego podgrzania otoczenia, jak i inten-
cjonalne generowanie wolnych rodnikéw, doskonale nadajg sie do zastosowan
w hipertermii lub terapii fotodynamicznej nowotworéw. Najwieksza zaleta UCNP
w tej grupie zastosowan jest mozliwo$¢ wykorzystania promieniowania z zakresu
bliskiej podczerwieni, ktére zapewnia glebokie wnikanie §wiatlta wzbudzajacego
w tkanki i malo inwazyjng terapi¢. Zagadnienia te zostaly oméwione w Rozdziale
3.5.13.7. Interesujgce sg rowniez hybrydy, czyli platformy nanobiotechnologiczne,
ktore tacza w sobie kilka z w/w cech, umozliwiajgc wielomodalne obrazowanie sko-
jarzone z wielomodalng terapig. Takie hybrydy oméwiono w Rozdziale 3.8.

Aktualnie jednym z najpowszechniej rozwijanych zastosowan znacznikéw lumi-
nescencyjnych sa analizy pozaustrojowe, gdyz odgrywaja wazng role w badaniach
materialu biologicznego i szybkim wykrywaniu substancji bedacych wskaznikami
zagrozenia zdrowia ludzkiego, czy tez srodowiska naturalnego [120]. W obszarze
zainteresowan sg testy przesiewowe chorob genetycznych, obecnosci zanieczysz-
czen bakteryjnych w wodzie i produktach spozywczych oraz wykrywanie zakazen
drobnoustrojowych itp. [121]. Idealne testy powinny umozliwia¢ przeprowadzenie
analizy w sposob szybki i wysoce wydajny bez koniecznosci ztozonego przygotowa-
nia prébki, co powinno nie tylko znaczgco skracaé czas analizy, ale takze obnizac jej
koszty. Ze wzgledu na czulo$¢ i techniczng prostote metod pomiarowych, a takze
dostepnos¢ czulych detektoréw i efektywnych zrodel swiatla, w testach biologicz-
nych najczesciej stosuje sie¢ metody bazujace na fluorescencji.

Testy wykorzystujace luminescencje mozna podzieli¢ na testy heterogeniczne
oraz homogeniczne. Testami heterogenicznymi nazywane sa testy prowadzone
w ukltadach wielofazowych zawierajacych faze stacjonarng i faz¢ ruchoma. Wyma-
gany jest w nich etap oddzielania substancji bedacych zanieczyszczeniami i tych,
ktore nie braly udzialu w przeprowadzanej reakcji. Testy homogeniczne z kolei sa
prowadzone w ukladach jednofazowych i nie wymagaja etapu rozdzielenia, co jest
niewatpliwg zaleta i moze znacznie uprosci¢ oraz przyspieszy¢ analizy.
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2.1. TESTY HETEROGENICZNE

Rozrézniane sg dwa rodzaje testow heterogenicznych: test konkurencyjny oraz
niekonkurencyjny [46]. W przypadku testu konkurencyjnego, przedstawionego na
Rysunku 7a, analit konkuruje ze znakowang sonda w wigzaniu do wychwytujacej
molekuly przeciwciala. Intensywno$¢ luminescencji uzyskana w takim ekspery-
mencie jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia analitu w badanej probcee, co
jest pokazane na wykresie 7c. W tescie niekonkurencyjnym, przedstawionym sche-
matycznie na Rysunku 7b, znakowana sonda przylacza si¢ do molekuly wychwy-
tujacej dopiero po uprzednim przylaczeniu czgsteczki analitu. Jak przedstawiono
na Rysunku 7d uzyskana intensywnos¢ sygnatu jest wiec wprost proporcjonalna do
stezenia analitu w prdbce.

f""’
a) m - E _ :WE 1 4
@ NIR v m“ Stgzenic a.::.m B ;“
 Bb-ad 54 -

(1K1}

0 102 wd
G molekula W analit nanoczystecikd wd conda srgteni anali { g )
wychwytujaca l-cl:lnwc'r.l:utha w
Borg

Rysunek 7. Schemat testu heterogenicznego z udziatem nanoczgsteczek konwertujacych w gore
Figure 7. Schematic illustration of heterogenic assay with up-converting nanoparticles

Jednym z bardziej znanych testow heterogenicznych jest test przeptywu bocz-
nego inaczej zwany testem kasetkowym. Na Rysunku 8, pokazano najczgsciej stoso-
wany test kasetkowy, w ktorym plytka testowa jest podzielona na kilka obszaréw. Na
plytce wydzielona jest strefa, na ktéra naniesiona zostaje probka z analitem. Tuz za
nig znajduje si¢ kolejna strefa plytki z czasteczkami odpowiedzialnymi za selektywne
przylaczenie analitu i generacje sygnatu podlegajacego pdzniejszej detekcji. Dzieki
dzialaniu sit kapilarnych, badana probka przeptywa wzdtuz plytki, a czasteczki ana-
litu wiazg si¢ z odpowiednimi biomolekutami, ktére sa znakowane luminoforami.
Nastepnie, takie koniugaty przemieszczajg sie wraz z roztworem wzdluz membrany
nitrocelulozowej, gdzie s selektywnie wylapywane przez molekuly wychwytujace,
ktdre osadzono na liniach testowych oraz kontrolnych. Przyktadem wykorzystania
testu kasetkowego z uzyciem konwertujacych w gore nanoczgsteczek luminoforow
byt test na obecno$¢ narkotykéw w §linie, a takze wykrywanie obecno$ci bakterii
Escherichia coli O157:H7 [122].
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Rysunek 8.  Test przeptywu bocznego z uzyciem konwertujacych w gore nanoczasteczek luminoforéw
Figure 8. Lateral flow test with up-converting nanoluminophores
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Odrdznienie analitow nastepowato w wyniku rejestracji potozenia lumines-
cencyjnego kompleksu na plytce jak i barwe charakterystyczng dla wychwyconego
luminoforu.

Test kasetkowy z uzyciem konwertujacych w gore nanoczasteczek luminofo-
réw zostal rowniez wykorzystany do detekcji matych Gram-ujemnych paleczek
bakterii Yersinia pestis [123]. Dolny limit detekcji wyniést 10* CFU/ml. Tlos¢ ta jest
wystarczajgca do wykrycia bakterii we krwi organizmu zakazonego Y. pestis [123].
Zastosowany schemat testowy byt dziesieciokrotnie bardziej czuly niz test immuno-
chromatograficzny oparty na koloidalnych czasteczkach zlota [124]. Mader [125]
w swojej rozprawie doktorskiej przedstawila badania nad mozliwo$ciag wykrywania
ludzkiej albuminy surowiczej HSA (ang. human serum albumin) w oparciu o kon-
kurencyjny model testu heterogenicznego.

Corstjens [126] wraz ze wspolpracownikami opracowali heterogeniczny nie-
konkurencyjny test kasetkowy do wykrywania nawet 0,7 fmol pojedynczej nici
oligonukleotydu oparty na mechanizmie hybrydyzacji kanapkowej. Test prze-
plywu bocznego z uzyciem nanoczasteczek Gd,O,:Eu’" zostal takze wykorzystany
do detekeji kwasu 3-fenoksybenzoesowego. Zwigzek ten jest traktowany jako
wskaznik ekspozycji na insektycydy pyretroidowe — grupe organicznych zwigzkow
naturalnych badz syntetycznych uzywanych do ochrony roslin przed szkodnikami
[127]. Dzigki wykorzystaniu nanoluminoforéw osiggnieto limit detekcji kwasu
fenoksybenzoesowego na poziomie 1,4 pg/l [128]. W tescie ELISA (ang. enzyme-
linked immuno-sorbent assay) dla tego samego analitu dolny limit detekeji wynosi
0,1 ng/ml co $wiadczy o nieznacznie wigkszej czulosci standardowego testu [127].
Jednak czuto$¢ testu nie zawsze ma decydujace znaczenie w wyborze metody pomia-
rowej, szczegolnie tam, gdzie liczy sie koszt, szybkos¢ i prostota wykonania analizy.



420 M. MISIAK, K. PROROK, A. BEDNARKIEWICZ

Testy kasetkowe znajdujg réwniez szerokie zastosowanie w analizach iloscio-
wych, do wykrywania wielu analitow jednocze$nie [122]. Poprawa stosunku sygnatu
do szumu, poprzez uzycie znacznikéw zdolnych do konwersji energii w gore, zwiek-
sza mozliwosci wykorzystania takiego schematu testowego do analizy pozaustro-
jowej wielu biologicznych komponentéw. Wzbudzenie $wiattem podczerwonym
pozwala zwiekszy¢ czulo$¢ analiz, przede wszystkim poprzez wyeliminowanie
autofluorescencji.

2.2. TESTY HOMOGENICZNE

Innym przykladem testéw luminescencyjnych sg testy homogeniczne wykorzy-
stujgce mechanizm LRET (ang. Luminescence Resonance Energy Transfer). Mecha-
nizm LRET jest analogiczny do znanego zjawiska Forsterowskiego bezpromieni-
stego transferu energii (FRET) [129, 130]. Zjawisko to polega na bezpromienistym
i rezonansowym przekazaniu energii z donora (D), bedacego w stanie wzbudzonym,
do znajdujacego si¢ w bezposrednim sasiedztwie akceptora (A) w stanie podsta-
wowym. Efektywno$¢ transferu energii #,,, miedzy D i A zalezy od stopnia nakla-
dania si¢ widm emisji donora D, i absorpcji akceptora A, (tzw. calki nakladania
J(A)), wzglednej orientacji dipoli obu molekut oraz od odleglosci migdzy nimi R,.
Opisane zalezno$ci wraz ze schematem testu homogenicznego przedstawiono na
Rysunku 9.
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Rysunek 9.  Schemat testu jednorodnego wykorzystujacego mechanizm LRET (a). Zaleznos¢ wydajnosci pro-
cesu transferu energii LRET od odleglosci pomigdzy molekutami donora i akceptora (b), J(1)
oznacza catke pokrywania si¢ emisji donora D, i absorpcji akceptora A, (c)

Figure 9. A schematic illustration of homogenous assay exploiting the LRET mechanism (a). The depen-
dence of LRET efficiency on distance between donor and acceptor molecules (b), J(A) denotes
overlap integral of donor’s emission D, and acceptor’s absorbance A, (c)
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Mechanizm FRET zachodzi poprzez oddzialywania dipol-dipol dalekiego zasiegu
i jest efektywny w obrebie odleglosci pomiedzy D i A poréwnywalnych z wymia-
rami wiekszosci biologicznych makromolekul, tj. od 1 do 10 nm. FRET znajduje
powszechne zastosowanie w naukach biologicznych i stuzy do badania zmian kon-
formacji bialek, reakcji asocjacji lub dysocjacji, charakteryzacji miejsca wigzania
antygen-przeciwciato, hybrydyzacji DNA/RNA i w konsekwencji bioobrazowania
i biodetekcji. Wynika to z faktu, ze efektywno$¢ FRET zalezy monotonicznie od
odlegtosci R ,, dzigki czemu zjawisko to zyskalo nazwe ,linijki spektroskopowe;j”
[131].

Zblizaniu si¢ molekut donora i akceptora towarzyszy bezpromienisty transfer
energii, co skutkuje wygaszaniem fluorescencji donora i pojawieniem si¢ emisji wia-
tla z molekul akceptora [41, 131]. Najbardziej wiarygodna metodg pomiaru steze-
nia analitu jest jednak poréwnanie czaséw Zycia luminescencji donora w obecnosci
akceptora (7,,,) i czaséw Zycia emisji izolowanego donora (7,,) [131]. Znajomo$¢
7, oraz 7, (7,, < 7,) pozwala w prosty sposob wyznaczy¢ efektywno$¢ transferu
energii (7 = 1 - 7,,,/7,,). Tak uzyskana warto$¢ 7, pozwala z kolei oszacowa¢ odleg-
toéci R, miedzy molekutami donora i akceptora. Wynika to z faktu, Ze sprawnoé¢
transferu energii # jest réwnoczesnie funkcjg odleglosci R ),, zgodnie z réwnaniem
n =11+ (R,,/R)I". R, jest odlegloscia Forstera, czyli odlegloscia, przy ktdrej
1 =50% i jest to stala, zalezna od uzytych molekul D i A.

Jako donory i akceptory tradycyjnie stosowano molekuly barwnikéw orga-
nicznych. Ich cechy foto-fizyczne wprowadzajg jednak wiele niejednoznacznosci
i potencjalnych zrodet btedow, zaréwno na etapie pomiaru jak i interpretacji danych.
Ich bardzo kroétkie czasy zycia, na poziomie piko-/nanosekund, znacznie kompli-
kuja strone techniczng pomiaru. Zmuszajg do stosowania ultrakrotkich impulsow
$wiatla wzbudzajacego oraz ultraszybkich detektoréw (fotopowielaczy, fotodiod
lawinowych), a takze techniki zliczania fotonow (ang. time correlated single photon-
counting, TCSPC). Barwniki organiczne wymagaja wzbudzenia w zakresie ultra-
fioletu lub wysokoenergetycznej czesci $wiatta widzialnego, co sprzyja pojawieniu
sie autofluorescencji biomolekut i przyczynia si¢ do obnizenia czulo$ci biotestow.
Ponadto, molekuly organiczne wykazuja niewielkie przesuniecie Stokes’a i bardzo
szerokie pasma emisji, co sprzyja nakladaniu si¢ pasm emisji donora i akceptora,
i ze wzgledu na stosowang metode detekcji pozornie podnosi efektywnos¢ transferu
energii. Molekuly organiczne podlegaja rowniez fotowybielaniu, co ogranicza czas
prowadzenia eksperymentu i w konsekwencji zmniejsza czulos¢ biotestow.

Jako molekuty donordw, stosowane sg rowniez chelaty i kryptaty lantanowcow.
Zwigzki te charakteryzujg si¢ wigksza foto-stabilno$cig oraz dlugimi czasami zycia
luminescencji. Jednak w poréwnaniu z nanoluminoforami, chelaty i kryptaty jonow
lantanowcow w roztworach wodnych wykazujg wieksze wygaszanie luminescencji
lantanowca, gdyz zapewniaja mniejszg ochrone¢ przed oddzialywaniem z moleku-
tami rozpuszczalnika [132]. Sondy luminescencyjne, zawierajace jon lantanowca,
musza charakteryzowac si¢ wysoka stabilnoscig termodynamiczna, inertnoscig oraz
wysyceniem sfery koordynacyjnej centralnego jonu lantanowca. Zaprojektowanie
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i synteza takich organicznych zwiazkéw specyficznie chelatujacych jony lanta-
nowcow wymaga duzego doswiadczenia. Wigkszo$¢ chelatowych zwigzkow jonow
lantanowcow wymaga obecnosci organicznych ligandéw stuzacych jako anteny lub
uczulacze jonu Ln®*. Wiekszo$¢ organicznych uczulaczy jest jednak podatna na
fotowybielanie, co uniemozliwia dtugotrwate i efektywne pomiary [133]. Poza tym,
wygaszanie luminescencji takiego kompleksu moze zachodzi¢ réwniez poprzez
transfer elektronu miedzy jonem lantanowca a ligandem [134].

W charakterze akceptoréw mozna réwniez uzy¢ innych luminoforéw, np. kro-
pek kwantowych. Te wykazuja jednak ,,migotanie” a maksimum emisji jest zalezne
od wielkosci krystalitow. W wigkszosci przypadkéw kropki kwantowe wymagaja,
podobnie jak barwniki organiczne, wzbudzania w zakresie $wiatla UV lub niebie-
skiego, co indukuje autofluorescencje tla i skutkuje spadkiem czulosci prowadzo-
nych analiz. W przypadku jondéw lantanowcéw i ich zwigzkéw kompleksowych
mozna zaniedba¢ autofluorescencje poprzez uzycie wzbudzania impulsowego oraz
zastosowanie technik pomiaréw/obrazowania rozdzielczych w czasie. Techniki te
sg jednak bardziej skomplikowane i czasochtonne w poréwnaniu do bezposrednich
pomiaréw intensywnosci luminescencji. Wada wiekszosci kropek kwantowych jest
ich cytotoksyczno$¢. Przypuszcza sig, ze jest ona spowodowana w gléwnej mierze
uwalnianiem jonéw Cd** z rdzenia kropek kwantowych a takze oddziatywaniem ze
sktadnikami zywej komorki [135].

Metody detekcji LRET pozwalaja wykry¢ niewielki nawet sygnal z uczulanej
donorem emisji akceptora. Stosuje si¢ pomiary czaséw zycia luminescencji donora
lub samej intensywnosci emisji donora, ktére wynikaja z oddzialywania miedzy
donorem a akceptorem. Dzigki wykorzystaniu mechanizmu FRET mozliwe jest
wykrycie analitu nawet w niewielkich subnanomolowych stezeniach [136]. Ma
to krytyczne znaczenie, poniewaz minimalizuje objeto$¢ probek i ilo$¢ uzytych
reagentow.

Po wzbudzaniu §wiatlem z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR) w nieobecnosci
analitu obserwuje si¢ sygnal w postaci $wiatla widzialnego. W obecnosci analitu
dochodzi do bezpromienistego przekazania energii zgodnie z mechanizmem LRET
od donora do akceptora i obserwowana emisja donora zanika, a czas zycia jego
luminescencji ulega skroceniu.

Testy homogeniczne oparte na mechanizmie LRET znalazty zastosowanie mie-
dzy innymi w wykrywaniu $ladowych (nanomolowych) stezen awidyny w prébkach
biologicznych [137]. Wykorzystano do tego celu przylaczone do biotyny nanoko-
loidalne zloto oraz biotynylowane nanoluminofory konwertujace w gore. W celu
wykorzystania w analizach ilosciowych metody FRET zmierzono widma lumines-
cencyjne w funkcji stezenia awidyny w probce. Luminescencja byla wygaszana
stopniowo wraz ze wzrostem stezenia awidyny. Wykazano liniowg zalezno$¢ mie-
dzy wzgledng intensywno$cia luminescencji a stezeniem awidyny w przedziale od
0,5 nM do 370 nM. Odpowiedzialne za ten efekt sg specyficzne interakcje miedzy
biotyna i awidyng, ktére umozliwiajg Iaczenie biotynylowanych nanoczasteczek
zlota z powierzchnig biotynylowanych UCNPs i tym samym zajscie zjawiska LRET.
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Innym przykladem wykorzystania mechanizmu FRET byl testimmunologiczny
koziej przeciwludzkiej immunoglobuliny G (IgG) przedstawiony schematycznie na
Rysunku 10 [138]. Test ten umozliwil detekcje i ilosciowe oznaczenie przeciwcial,
na podstawie spadku intensywnosci luminescencji nanoluminoforéw UCNPs. Na
skutek reakeji immunologicznej pomiedzy kozig przeciwludzka IgG (przeciwcialo
pierwszorzedowe) i dwoma innymi biatkami (antygen na powierzchni donora i dru-
gorzedowe przeciwcialo na powierzchni akceptora) nastepowalto zmniejszenie odle-
glosci pomiedzy donorem i akceptorem. W wyniku zblizenia si¢ molekul, energia
wzbudzonego promieniowaniem NIR donora (NaYF,: Yb**, Er’") byta bezpromieni-
$cie wygaszana przez nanoczgsteczki zlota, pelnigce role akceptora.

980 nm

swiatte

zielone
A —

U NaYF, : Yb*, Er* YKrc')Ifcza przeciwkoila 1gG < LudzkalgG

‘ Manoztoto Y KoZla przeciwludzka IgG

Rysunek 10. Schemat procesu LRET pomiedzy NaYF,: Yb™, Er’* (donor) a nanoczastka Au (akceptor)
Figure 10.  Scheme of LRET process between NaYF,: Yb*', Er’* (donor) and Au nanoparticle (acceptor)

Przedstawiony mechanizm moze by¢ wykorzystany w réznorodnych testach
stuzacych do wykrywania innych bio-molekul. Kumar i Zhang [136] opisali sposdb
wykorzystania UCNPs do detekcji DNA. Stosowanie nanoluminoforéw w testach
DNA/RNA, nie wymaga uzycia radioaktywnych izotopéw przez co ogranicza pro-
blemy produkeji, uzycia i utylizacji radioaktywowanych testow, ktore stosowane sa
jeszcze obecnie.

Na Rysunku 11 przedstawiono schemat dzialania sondy DNA wykorzystujacy
mechanizm LRET. Sonda oligonukleotydowa polaczona z UCNP wigze si¢ z kom-
plementarnym fragmentem DNA lub RNA. Barwnik interkalujacy wbudowuje sie
w podwojnag ni¢ kwasu nukleinowego, tym samym zmniejsza si¢ odlegtos$¢ dzielaca
go od konwertujacych w gore nanoczasteczek i mozliwy jest transfer LRET mie-
dzy UCNP a barwnikiem. Wydajno$¢ kwantowa luminescencji barwnika znacznie
wzrasta po dodaniu do badanego roztworu nici komplementarnej do nici DNA zna-
kowanej nanoczasteczkami. Wydajnos¢ wiazania barwnika organicznego do poje-
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dynczej nici DNA jest niska i dlatego przy braku nici docelowej (komplementarne;j
do nici znakowanej), emisja barwnika interkalujgcego jest nieznaczna. W obecnoéci
docelowej nici DNA dochodzi do hybrydyzacji z sondg i barwnik interkaluje mie-
dzy dwie nici z wydajnoscia znacznie wieksza niz w przypadku nici pojedynczych.
Opracowany test pozwala na czule analizy ilosciowe z progiem detekcji na poziomie
20 fmol. Tak wysoka czulos¢ osiagnieto dzigki wzbudzeniu w zakresie swiatta pod-
czerwonego, co pozwala unikna¢ bezposredniego wzbudzania barwnika organicz-
nego oraz autofluorescencji materiatu biologicznego. Z kolei Jiang i Zhang [109]
wykorzystali mechanizm FRET do badania czgsteczek siRNA (ang. small interfering
RNA) w zywych komérkach. Czasteczki siRNA to male interferujace dwuniciowe
RNA odpowiedzialne za specyficzne i wybidrcze wyciszanie genéw w zaleznosci
od ich sekwencji nukleotydowej. Uzycie nanoczasteczek w dostarczaniu siRNA do
wybranych komoérek moze znalez¢ zastosowanie w terapii kliniczne;.

05) emisja
('.33 SYBR
Green |

UCNP c?:' . barwnik oligonukleotyd
interkalujacy

Rysunek 11.  Sondy DNA wykorzystujace mechanizm LRET
Figure 11.  DNA probes using LRET mechanism

Podobna metoda zostata wykorzystana do analizy aktywnosci endonukleazy
- enzymu odpowiedzialnego za proces ciecia oligonukleotydéw [139]. Rysunek 12
przedstawia reakcje hydrolizy enzymatycznej katalizowana przez endonukleaze,
ktéra prowadzi do rozdzielenia fluoroforu (F) i wygaszacza (Q), ktore sg uloko-
wane w roznych miejscach oligonukleotydu. W konsekwencji odblokowana zostaje
emisja fluoroforu wzbudzanego na drodze mechanizmu LRET przez konwertujgcg
w gore nanoczasteczke luminoforu réwniez przylaczona do nici oligonukleotydu.
W tym przypadku obserwacja emisji $wiadczy o obecnosci w ukladzie aktywnej
formy enzymu endonukleazy. Ten test umozliwia bezposredni pomiar aktywnosci
bez koniecznosci znakowania analizowanego biatka.
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Rysunek 12.  Wykrywanie aktywnosci enzymatycznej
Figure 12.  Enzymatic activity detection

Kolejnym przykltadem wykorzystania konwertujagcych w gére nanoczgsteczek
luminoforéw i mechanizmu FRET, moze by¢, przedstawiony przez Wang’a i Li [99],
nieenzymatyczny pomiar glukozy w roztworach wodnych. W do$wiadczeniu wyko-
rzystany zostal mechanizm LRET, w ktérym nanokrysztaly LaF,:Ce’*/Tb** modyfi-
kowane glukoza stuzyly jako donor, a modyfikowany kwasem aminofenyloborono-
wym (APBA) izotiocyjanian rodaminy B (RhBITC) jako akceptor energii. Dodanie
glukozy do systemu zwieksza efektywng odleglo$¢ miedzy donorem a akceptorem
poprzez konkurencyjne wigzanie wolnej i zwigzanej z nanokrystalitami glukozy do
grup kwasu boronowego.

Interesujaca jest takze przedstawiona przez Kuningasa i wspotpracownikow
metoda wykrywania estradiolu w surowicy krwi [97, 140]. W eksperymencie uzyto
nanoluminofory La,0,S:Yb*,Er’" pokryte przeciwcialami E2, ktére w procesie
konkurencyjnego wigzania estradiolu z surowicy krwi pozwolity na wykrywanie
jego nanomolowych stezen bez skomplikowanego, czasochtonnego przygotowania
i oczyszczania probek.

Nanoluminofory wykorzystano takze jako niespecyficzne sondy DNA [100].
Nanokrystality LaF,:Ce™, Tb* okryte polimerem wykazuja fluorescencje glownie
ze wzgledu na przejicia energetyczne zachodzace w jonie Tb**. Wykazano, ze flu-
orescencja pochodzaca z jondw terbu moze by¢ wygaszana przez kwasy nukleinowe.
Wygaszanie zachodzi po utworzeniu wigzan wodorowych miedzy DNA i resztg
kwasu karboksylowego polimeru okrywajacego nanoluminofor. Ze wzgledu na bli-
skie potozenie molekut zwigzanych wigzaniami wodorowymi mozliwy jest transfer
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energii miedzy jonem terbu, a molekulta DNA. Oznaczenie stezenia DNA z wyko-
rzystaniem tego efektu bylo mozliwe poprzez pomiar zmian intensywnosci lumine-
scencji jonéw Tb™.

2.3. NANOCZUJNIKI LUMINESCENCYJNE

Konwertujace w gore nanoluminofory moga by¢ takze uzyte, jako czujniki pH
[141], tlenu [142], dwutlenku wegla [143] czy tez amoniaku [144]. Poniewaz proces
konwersji energii w goére nie zalezy od parametréw ukladu innych niz temperatura
[115], konieczne jest stosowanie nanokrystalitbw w polgczeniu z odpowiednio
dobranymi zwigzkami wrazliwymi na dany parametr, np. eterami koronowymi czy
barwnikami organicznymi. Pod wptywem zmiany danego parametru uktadu, mole-
kuly te reaguja zmiang polozenia pasm lub intensywnosci absorpcji i w ten sposéb
modulujg emisje nanoluminoforu.

Na Rysunku 13 przedstawiono schemat czujnikéw pH opartych na UCNP. Po
wzbudzeniu nanokrystalitu promieniowaniem z zakresu podczerwieni nastepuje
emisja promieniowania widzialnego, ktérego intensywno$¢ jest modulowana przez
zmieniajacy si¢ pod wpltywem jondéw wodorowych absorpcje barwnika organicz-
nego. Podstawowym wymogiem jest nakladanie si¢ widma emisji UCNP i absorpcji
wskaznika, ktéry nie powinien wykazywa¢ luminescencji. Takie sondy pH dzialaja
wiec na zasadzie efektu wewnetrznego filtra.
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barwnik organiczny barwnik organiczny
UCNP 9 w frodowisku w rodowisku
zasadowym kwainym

Rysunek 13. Schemat dziatania czujnikéw pH opartych na konwertujacych w goére nanoluminoforach
Figure 13. A scheme of pH sensors based on up-converting nanoluminophores

Sun wraz ze wspotpracownikami [141] zbudowali czujnik sktadajacy sie z nano-
pretéw NaYF:Er’", Yb** oraz blekitu bromotymolowego BTB bedacego powszech-
nie uzywanym wskaznikiem pH. Zaleznie od tego czy BTB jest obecny w swojej
formie zasadowej czy kwasowej, wykazuje on r6zng absorpcje czerwonej i zielonej
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emisji pochodzacej od czasteczek luminoforu. Gléwng zaletg tego rozwigzania jest
mozliwo$¢ obserwacji zmian pH w probkach biologicznych i w glebszych obszarach
tkanek, poprzez wykorzystanie wzbudzenia promieniowaniem podczerwonym i eli-
minacje autofluorescencji. Taka sonda moze stuzy¢ réwniez, jako wskaznik rozpusz-
czonych gazéw o odczynie kwasowym (np. CO,) [143] lub zasadowym (np. NH,)
[144], a takze jako bioczujnik w reakcjach enzymatycznych, w ktérych protony sa
wytwarzane badz konsumowane.

W czujnikach gazéw zwykle uzywana jest membrana selektywnie przepuszcza-
jaca czasteczki gazdw, ale nieprzepuszczajgca protondw. Taka ostona czyni czujnik
niewrazliwym na zmiany zewnetrznego pH [144]. W oparciu o podobng zasade
dzialania, Ali ze wspolpracownikami zademonstrowal czujnik dwutlenku wegla
pozwalajacy na wykonywanie pomiaréw w zakresie stezen 0,11 do 3% [143].

Analitem, ktorego pomiar odgrywa istotna role w fizjologii, diagnostyce i tech-
nologii klinicznej oraz badaniach srodowiskowych, jest tlen. Achatz ze wspotpracow-
nikami zaprojektowali pierwszy wzbudzany promieniowaniem NIR czujnik tlenu
oparty na nanokrystalitach NaYF,: Yb*, Tm"" i zwigzku kompleksowym irydu(III)
[142]. Luminescencja UCNP w zakresie widzialnym po wzbudzeniu promieniowa-
niem podczerwonym jest wykorzystana do fotowzbudzania kompleksu irydowego,
ktory z kolei jest wygaszany przez tlen czasteczkowy. Wykazano calkowicie odwra-
calny wzrost i spadek emisji pochodzacej od kompleksu irydu(III) przy pomiarach
prowadzonych odpowiednio w srodowisku argonu i czystego tlenu.

Opisana w tym rozdziale zasada dziatania czujnikéw hybrydowych jest bar-
dzo prostym, ale skutecznym i poszukiwanym sposobem pomiaréw wielu analitow
chemicznych i biologicznych. Przyktadem moze by¢ wykrywanie wewnatrzkomor-
kowych molekul sygnalizacyjnych (np. czasteczek nadtlenku wodoru H,0,), ktére
znajduje liczne zastosowania w zrozumieniu proceséw zachodzacych w komoérkach.
Zdolno$¢ komérki do generowania réznych odpowiedzi na sygnaly, w powstawa-
nie ktérych zaangazowane sg te same przekazniki drugiego stopnia nie jest obecnie
wystarczajaco poznana, a wynika to z braku odpowiednich metod pomiarowych.
Casanova ze wspolpracownikami [114] wykorzystali szczegélne wlasnosci nano-
krystalitow YVO, domieszkowanych jonami Eu* do ilosciowych i dynamicznych
pomiardéw stezenia H,O, w zywych komérkach. Jony Eu’* moga by¢ fotoredukowane
do jonéw Eu®". Utlenianie zredukowanych jonéw europu, a tym samym przywrd-
cenie luminescencji Eu™, zalezy od stezenia H,0, w badanej probce. Odpowiedz
czujnika nie jest specyficzna dla H,O, - podobna regeneracja fluorescencji moze
zosta¢ wykorzystana do pomiaru stezenia innych utleniaczy fizjologicznych np.
CIO" lub NO.

2.4. BIOOBRAZOWANIE

Obrazowanie optyczne jest jedna z najpowszechniej stosowanych metod
badawczych w biologii i medycynie. Obrazowanie z wykorzystaniem znacznikéow
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i metod fluorescencyjnych pozwala bada¢ nie tylko morfologie i strukture orga-
nizmoéw zywych, ale zrozumie¢ réwniez funkcjonowanie oraz mechanizmy wielu
zjawisk i proceséw biologicznych.

Jednym z podstawowych probleméw zwigzanych z wykorzystaniem trady-
cyjnych fluorescencyjnych barwnikéw organicznych, kropek kwantowych oraz
domieszkowanych barwnikami organicznymi nanoczastek krzemionkowych jest
rozpraszanie $wiatla wzbudzajacego i emitowanego. Problematyczny jest takze
wysoki wspdtczynnik absorpcji chromoforéw tkankowych oraz obecnos$¢ autoflu-
orescencji biochemicznych sktadnikéw tkanek. Dlugosci fali $wiatla stosowane do
wzbudzania nanoczgsteczkowych luminoforéw konwertujacych w gore mieszczg sie
w zakresie tzw. okna optycznego skory. Swiatto o energii z tego zakresu jest stabiej
absorbowane przez skfadniki skory, przez co zdolne jest do glebszej penetracji tka-
nek i wzbudzenia nanoluminoforéw.

Obrazowanie optyczne z wykorzystaniem konwertujgcych w gére nanocza-
steczek luminoforéw znajduje coraz wiecej zastosowan gloéwnie dzieki niewielkiej
inwazyjnosci, gtebokiej penetracji wzbudzajacego $wiatta podczerwonego a takze
odpornosci nanoczasteczek na fotowybielanie. Nanokrystality NaYbF,, domieszko-
wane jonami Er’**, Tm*" oraz Ho™",wykorzystano w obrazowaniu komérek nowotwo-
rowych [73]. Wspotdomieszkowanie jednej matrycy kilkoma jonami lantanowcow
pozwala uzyskac¢ emisje w zakresach dtugosci fal odpowiadajacych réznym barwom.
Znana jest takze praca przedstawiajaca obrazowanie przewoddéw pokarmowych
nicieni Caenorhabditis elegant [145].

Pierwszy eksperyment z uzyciem UCNP obrazujacy in vivo tkanki matych
ssakow zostal przeprowadzony z nanokrystalitami NaYF,:Yb™ ,Er’* pokrytymi poli-
etylenoiming [31]. Badacze obrazowali takze in vitro komoérki macierzyste szpiku
kostnego, wykazujac brak toksycznosci stosowanych nanokrystalitow. Badania pro-
wadzono stosujac roztwory nanokrystalitow o stezeniach 1 ug/ml i 25 pug/ml, przy
czasie ekspozycji od 24 do 48 godzin [31].

Tian wraz ze wspolpracownikami [110] zademonstrowali mozliwos¢ wielo-
barwnego bioobrazowania zywych organizméw. Aby uzyska¢ obrazy pozbawione
autofluorescencji, wykorzystano nanoluminofory NaYF,:Yb™/Tm*,NaYF :Yb’*Ho™*
i NaYF,:Yb™"/Ho**/Ce’ wzbudzane wiazka $wiatta o dtugosci fali 974 nm. Dzigki
selektywnej biofunkcjonalizacji powierzchni tych réznobarwnych nanokrystalitow,
ukazano mozliwo$¢ jednoczesnego obrazowania kilku réznych tkanek [110]. Inng
metode uzyskania réznobarwnej emisji anty-Stokesowskiej zaproponowat Cheng
ze wspolpracownikami. Zespol ten zsyntetyzowal seri¢ nanoluminoforéw NaYF,
wykazujacych réznokolorowa emisje, ktéra to modyfikowano zmieniajac wzgledna
ilo§¢ i rodzaj jonéw domieszkujacych (Y, Yb™', Er’*/Tm’") [146]. Obrazowanie
luminescencji in vivo, przedstawione na Rysunku 14, zademonstrowano wstrzyku-
jac zywej myszy nanokrystality pokryte amfifilowym polimerem. Nanoluminofory
wykorzystano w multipleksowanym mapowaniu naczyn limfatycznych. Zsynte-
tyzowanych nanoczastek uzyto takze do wielokolorowego znakowania komorek
nowotworowych i $ledzenia komoérek in vivo przez obrazowanie luminescencji



BIOLOGICZNE ZASTOSOWANIA NANOLUMINOFOROW DOMIESZKOWANYCH LANTANOWCAMI 429

nanoluminoforéw. Dodatkowo, autorzy pordéwnali czulo§¢ kropek kwantowych
i nanoluminoforéw w obrazowaniu in vivo. Ze wzgledu na autofluorescencje tla,
limit detekcji UCNP byt o rzad wielko$ci nizszy niz konwertujgcych w dot kropek
kwantowych.
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Rysunek 14. Wielokolorowe bioobrazowanie. a) Widma emisji trzech zawiesin UCNPs po wzbudzeniu $wia-
ttem lasera przy 980 nm. b) Zdjecie fluorescencji trzech roztworéw nanokrystalitow. ¢) Zdjecie
zywej myszy, d), e), f), wielokolorowe obrazy luminescencji in vivo zywej myszy po wstrzyknieciu
roznych roztworéw UCNPs. g) Zlozenie obrazu trzech koloréw UCNPs. Umieszczono za zgoda
z [141], L. Cheng, K. Yang, S. Zhang, M. Shao, S. Lee, Z. Liu, Nano Res, 3 (2010), pp. 722-732

Figure 14.  Multicolor imaging. A) Emission spectra of three UCNPs solutions after excitation with laser
radiation at 980 nm. B) Photography of the fluorescence of three nanocrystals solutions. C) Photo
of live mouse, d), e), f), multicolor in vivo images of luminescence in live mouse after injection
of three UCNPs solutions. g) Image of three colors of UCNPs. Reproduced with permission from
[141], L. Cheng, K. Yang, S. Zhang, M. Shao, S. Lee, Z. Liu, Nano Res, 3 (2010), pp. 722-732

Jalil ze wspotpracownikami badali biokompatybilnos¢ UCNP NaYF,: Yb™,
Er’/Yb*, Tm™ pokrytych otoczka krzemionkowa [147]. Nanokrystality wykazaty
dobrg biokompatybilno$¢ zaréwno in vitro jak i in vivo. Badane komorki pozosta-
waly Zywe nawet przy wysokich stezeniach nanokrystalitow. Badania biodystrybucji
in vivo wykazaly, ze ptuca oraz serce sg organami docelowymi dla nanozwigzkow.
Dowiedziono jednak, ze juz po 7 dniach od wstrzykniecia organy te sg oczyszczone
z wprowadzonych UCNP. W dlugim czasie po podaniu tych nanoczasteczek stwier-
dzono, ze odkladajg si¢ one w watrobie i §ledzionie. Zagadnienia nanotoksykologii
omawianych znacznikéw luminescencyjnych jak i samych zwigzkéw lantanowcow
sg znacznie bardziej ztozone [33, 148-150] i wykraczajg poza ramy niniejszej pracy.
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Wykorzystanie emisji w zakresie podczerwieni stwarza mozliwos$¢ obrazowa-
nia glebiej polozonych tkanek wskutek mniejszego rozpraszania i ttumienia pro-
mieniowania z tego zakresu spektralnego. Zhou ze wspdtpracownikami (89) prze-
prowadzili inny eksperyment wykorzystujacy obrazowanie NIR-NIR. Do tego celu
wykorzystano nanoluminofory NaGdF,:Tm*/Er’*/Yb* pokryte kwasem azelaino-
wym. Kompleksy paramagnetycznego gadolinu sa réwnoczes$nie najpowszechniej
stosowanym S$rodkiem kontrastujacym w technice rezonansowego obrazowania
magnetycznego (MRI) [61]. Jony Gd’* wbudowane w matryce domieszkowang
innymi lantanowcami, pozwalajg na prowadzenie obrazowania multimodalnego,
tzn. zaréwno metodami fluorescencyjnymi (UV—Vis), wykorzystujac wlasciwosci
konwersji energii w gore (NIR—Vis, NIR) jak i rezonansowego obrazowania MRI
[151].

W innym eksperymencie wykorzystano nanokrystality NdF, pokryte otoczka
krzemionkowg SiO,, ktére po wzbudzeniu $wiatlem o dlugosci fali 730 nm emi-
towaly $wiatlo w zakresie podczerwieni o dlugosci fali 1056 nm [111]. Poza obra-
zowaniem badano takze dystrybucje nanokrystalitéw NdF, w Zywym organizmie.
Eksperyment pokazal, ze badane nanokompozyty nie agreguja, ani nie osadzaja sie
w plynach ciafa, natomiast podlegaja niespecyficznemu wychwytowi przez rézne
organy. Nanomaterialy domieszkowane jonami Nd** s3 atrakcyjne ze wzgledu na
swoja wyjatkowa charakterystyke spektralng emisji i wzbudzenia, fotostabilnos¢,
niskg toksycznos¢ oraz wysoko wydajny proces fluorescencji w zywych tkankach.

Do obrazowania in vitro komdrek nowotworowych oraz in vivo myszy zapropo-
nowano wykorzystanie wzbudzania $wiattem o dlugosci fali 915 nm, ktére w prze-
ciwienstwie do $wiatta 980 nm, nie powoduje lokalnego przegrzania tkanek, gdyz
jest stabiej absorbowane przez molekuly wody. Uzyskane przez badaczy widma fluo-
rescencji potwierdzity, ze wzbudzanie wigzka o dlugosci 915 nm jest korzystniejsze
w glebokim obrazowaniu tkanek niz uzycie wigzki 980 nm [72].

Wyzwaniem dla dzisiejszej onkologii jest udoskonalenie metod wczesnego
wykrywania nowotworéw. Zako wraz ze wspdtpracownikami [112] zademonstro-
wali mozliwo$¢ obrazowania komoérek nowotworowych z uzyciem nanokrystalitow
polaczonych z cyklicznym peptydem RGD. Peptyd ten specyficznie rozpoznaje
integryne « f3,, ktora jest eksponowana na powierzchni komdrek niektérych nowo-
twordw, ale nie wystepuje w znaczacych ilo$ciach na komodrkach zdrowych tkanek.
Konwertujace w gére nanoluminofory badano réwniez pod wzgledem uzytecznosci
we fluorescencyjnej tomografii dyfuzyjnej [86]. Wyjatkowo dobry stosunek sygnatu
do szumu pozwala wyeliminowac¢ artefakty powstajace przy rekonstrukeji obrazu,
ktdre pojawiaja si¢ w przypadku stosowania tradycyjnych fluoroforéw. Nieliniowy
proces konwersji w gore jest zalezny od mocy wzbudzenia i dlatego pozwala uzyska¢
lepsza rozdzielczo$¢ przestrzenng rozmieszczenia fluoroforéw i wyrazniejsze obrazy
trojwymiarowe. Stabilne nanoluminofory o dlugotrwatej luminescencji zostaly
wykorzystane do obrazowania réznych organéw zywej myszy [152]. W zaleznosci
od zastosowanej modyfikacji powierzchni nanozwigzkéw uzyskiwano specyficzne
znakowanie réznych organéw.
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Komorki macierzyste dostarczane do organéw patologicznie zmienionych
wykazuja duze mozliwosci terapeutyczne. Wcigz nie ma jednak wystarczajacej wie-
dzy na temat rozmieszczenia i miejsca przeznaczenia wprowadzonych komorek,
przez co znacznie utrudnione jest efektywne wykorzystanie terapii z ich udzialem.
Idris ze wspdlpracownikami [153] opisali eksperyment z uzyciem nanoluminofo-
réw, ktory w przysztosci moze rozwigzac ten problem. Do §ledzenia komdrek macie-
rzystych in vitro oraz in vivo wykorzystano nanoluminofory NaYF,:Yb,Er pokryte
otoczka SiO,. Wykazano, Ze zastosowane nanokrystality pozwalajg na:

(i)  jednoznaczng wysokorozdzielcza detekcje przeszczepionych komdrek,

(ii) obrazowanie w catkowicie unaczynionych glebokich tkankach,

(iii) dynamiczne obrazowanie in vivo w czasie rzeczywistym dzieki wysokiej

fotostabilnosci,

(iv) nieinwazyjne obrazowanie komérek w organizmach zywych przez przy-

najmniej jeden tydzien od wprowadzenia do zywego systemu.

Uzycie UCNP umozliwilo otrzymanie kontrastu pozwalajacego na wysokoroz-
dzielcze obrazowanie tkanek i struktur subkomérkowych do gltebokosci ~1-2 mm,
co jest poréwnywalne z wynikiem otrzymanym w wysokorozdzielczej mikrosko-
pii dwufotonowej. Gleboko$¢ penetracji promieniowania podczerwonego w glab
tkanek moze sigga¢ nawet 10-15 cm w zaleznosci od struktury i skltadu badanych
tkanek. Wowczas jednak rozdzielczo$¢ optyczna jest na tyle mala, ze mozna moéwié
jedynie o obrazowaniu miejsc, w ktérych nastepuje chwilowa zwiekszona akumu-
lacja UCNP.

Innym waznym w naukach biologicznych zagadnieniem, jest mozliwos¢ obser-
wacji pojedynczych biomolekul. Celem jest badanie oddzialywan molekularnych
w zywych komorkach. Znane sg prace przedstawiajagce wyniki badan dotyczace
wykorzystania do tego celu nanorurek diamentowych [154, 155], kropek kwanto-
wych [156] i nanozwigzkow zlota [157]. Beaurepaire ze wspdlpracownikami [158]
zaproponowali wykorzystanie nanoluminoforéw domieszkowanych jonami lanta-
nowcow. Jednym z pierwszych tego typu badan byto obrazowanie rozmieszczenia
kanatéw sodowych w miocytach miesnia sercowego. Eksperyment ten pokazal moz-
liwo$¢ zastosowania nanoluminoforéw w diugoterminowych badaniach dynamiki
dyfuzji biomolekut i okreslaniu polozenia docelowych receptoréw, migracji kom-
plekséw sygnalizujacych czy tez czynnikéw patogennych w komérkach i tkankach.

2.5. TERAPIA FOTODYNAMICZNA

Diagnostyka i terapia fotodynamiczna jest jedng z nowoczesnych metod wykry-
wania i leczenia nowotwordéw. Po ogélnoustrojowym lub miejscowym wprowadze-
niu fotouczulacza, nastepuje inkubacja i jego selektywna akumulacja w poblizu
komorek nowotworowych. Mechanizm wychwytu i retencji fotouczulacza nie jest
do konca poznany [159, 160]. Jako fotouczulacze stosuje si¢ pochodne porfiryn
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(np. Fotofrin®), chlorofilu (np. Chlorin e6) lub prekursory fotouczulaczy (np. kwas
d-aminolewulinowy, -ALA, dostepny pod nazwa handlowa Levulan®) [161-163].
Fotouczulacz pod wplywem naswietlania inicjuje reakcje fotochemiczna i prowadzi
do powstania wolnych rodnikéw hydroksylowych lub molekut wysoce reaktywnego
tlenu singletowego [164]. Powstajace molekuly maja zdolno$¢ niszczenia biomole-
kutl znajdujacych sie w poblizu czasteczek fotouczulacza, co w konsekwencji prowa-
dzi do intencjonalnego uszkodzenia calych komorek i tkanek.

Trzy gléwne mechanizmy, prowadzace do zniszczenia tkanki nowotworowej, to
bezposrednia fotodestrukcja komodrek nowotworowych, zamkniecie naczyn krwio-
nos$nych dostarczajgcych substancje odzywcze do zmienionej tkanki i aktywacja
odpowiedzi immunologicznej przeciwko komérkom nowotworowym [165]. Procesy
te sg ograniczone do obszaréw, w ktdérych selektywnie zgromadzit sie fotouczulacz.

Terapia fotodynamiczna, PDT, (ang. photodynamic therapy) jest inicjowana
tylko w obecnosci $wiatla o odpowiednim natezeniu i odpowiedniej dlugosci fali.
Dzigki matej inwazyjnoéci procedury naswietlania, a takze dzieki ograniczeniu
terapii tylko do obszaru poddanego naswietlaniu, terapia fotodynamiczna stanowi
alternatywe dla wysoce inwazyjnych zabiegéw chirurgicznych, chemioterapii czy
radioterapii.

komdrka
komdrka "
ktora ulegla .
nowotworowa > . i
apoptozie [, -~~~

o
HIR
konwertujace w molekuta
gore # fotouczulacz Q2 specyficznie wigiaca
nanoczgsteczki sie z komérka
nowotworowa

Rysunek 15. Schemat terapii fotodynamicznej z wykorzystaniem nanoczgsteczek konwertujacych w gore
Figure 15.  Schematic illustration of photodynamic therapy with the use of up-converting nanoparticles

Konwencjonalna terapia fotodynamiczna wykorzystuje promieniowanie
z zakresu widzialnego badz UV, ktore ogranicza skutecznos¢ terapeutyczng metody
w zwigzku z silnym rozpraszaniem i pochlanianiem promieniowania wzbudzaja-
cego przez material biologiczny.

Konwertujace w gore nanoczastki znalazty zastosowanie jako nosniki fotouczu-
laczy i wtorne zrodla swiatla wzbudzajacego w terapii przeciwnowotworowej [90,



BIOLOGICZNE ZASTOSOWANIA NANOLUMINOFOROW DOMIESZKOWANYCH LANTANOWCAMI 433

166]. Umozliwilo to wzbudzanie fotouczulaczy promieniowaniem podczerwonym,
ktorego glebokos¢ penetracji w tkankach przewyzsza kilkukrotnie te dla promie-
niowania z zakresu widzialnego. Warto zaznaczy¢, ze nanoluminofory stosowane
jako zrodlo swiatta wzbudzajacego fotouczulacz, stanowig trwaly i stabilny w czasie
znacznik luminescencyjny do obserwacji kinetyki i obszaru akumulacji biofunk-
cjonalizowanych nanozwigzkéw. Na Rysunku 15 przedstawiono schemat terapii
fotodynamicznej z wykorzystaniem konwertujacych w goére nanoluminoforéw.
Rdzen skladajacy si¢ z UCNP jest okryty powtoka, w ktorg wbudowane sg czasteczki
fotouczulacza. Taka struktura jest powierzchniowo aktywowana molekutami, ktore
umozliwiajg specyficzne taczenie si¢ z komérkami nowotworowymi. Pod wplywem
wzbudzajacego swiatta podczerwonego konwertujacy w gore rdzen emituje swiatto
widzialne, ktore z kolei wzbudza czasteczki fotouczulacza i za jego posrednictwem
powoduje generowanie reaktywnych form tlenu. Duza zdolnos¢ niszczenia i nie-
wielka zdolno$¢ dyfuzji tlenu singletowego powoduje, ze w gtéwnej mierze nisz-
czone s3 komorki nowotworowe w poblizu ktorych zlokalizowane sa omawiane
nanomaterialy. Pokazano, ze zastosowane nanoluminofory generuja milimolowe
ilosci tlenu singletowego pod wplywem promieniowania z zakresu bliskiej pod-
czerwieni o intensywnosci wzbudzenia duzo mniejszej niz stosowane w przypadku
innych technik dwufotonowych.

Przykladem wykorzystania struktur typu rdzen/powloka/powtoka moze by¢ ich
uzycie w terapii fototermicznej komoérek nowotworowych [95]. W tym przypadku,
nanowymiarowe zloto zostalo osadzone na pokrytych powloka krzemionkowsg
nanokrystalitach NaYF,:Yb*" ,Er’*/NaYF,. Poprzez wzbudzenie nanoluminofordw,
wyemitowane fotony promieniowania zielonego ulegaly sprzezeniu z plazmo-
nami powierzchniowymi nanoczastek Au, prowadzac do konwersji energii $wiatta
w energie cieplng. Wspomniane do$wiadczenie umozliwia potencjalne zastosowa-
nie badanych nanozwigzkéw w jednoczesnym obrazowaniu i terapii fototermicznej
komorek nowotworowych.

2.6. NANOTERMOMETRIA

Wielu reakcjom zachodzacym w komdrkach towarzysza zmiany tempera-
tury [167]. Jednak wykonanie pomiaréw temperatury z wystarczajaca mikrome-
tryczng rozdzielczo$cig przestrzenng i odpowiednia rozdzielczoscig temperaturowg
(AT < 1°C) jest jednym z trudniejszych zagadnien w biologii komérki. Badania
umozliwiajg $ledzenie wielu mechanizméw zachodzacych na poziomie komoérko-
wym i obserwacje zmian w zywych tkankach. Optyczna detekcja temperatury moze
opierac si¢ na pomiarach bezwzglednej lub wzglednej intensywnosci fluorescencji,
a takze na zmianach polozenia pikéw luminescencyjnych materiatéw nanokrysta-
licznych. Zaleznos¢ intensywnosci przejs¢ bezpromienistych od temperatury umoz-
liwia wykorzystanie barwnikow fluorescencyjnych do pomiaru temperatury zywych
komorek w diagnostyce nowotwordw. Organiczne fluorofory ulegaja jednak dos¢



434 M. MISIAK, K. PROROK, A. BEDNARKIEWICZ

szybko wybielaniu, uniemozliwiajgc prowadzenie pomiaréw dlugoterminowych
[168]. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ uzycie nieorganicznych luminofo-
réw odpornych na fotowybielanie, np. nanoluminoforéw domieszkowanych jonami
lantanowcow. Znane sg takze nanotermometry zlozone z nanorurek weglowych
wypelnionych ciektym Ga, ktére umozliwiaja pomiar temperatury z wysoka roz-
dzielczoscig przestrzenna [169].

Dzigki wykorzystaniu zaleznej od temperatury luminescencji nanokrystalitow
NaYF, domieszkowanych jonami Er** i Yb**, mozliwy stat si¢ pomiar rozkladu tem-
peratury w ukladach biologicznych z rozdzielczo$cig przestrzenng umozliwiajaca
badanie pojedynczych komdrek. Vetrone ze wspolpracownikami [91] zademon-
strowali mozliwo$¢ uzycia wrazliwej na temperature zielonej konwersji w gore
nanoluminoforu NaYF,_:Er’™,Yb* jako czujnika temperatury w roztworach oraz
komoérkach nowotworowych HeLa. W pomiarach wykorzystano pasma emisji
odpowiadajace przejsciom *H, , > “I.,i"S,, - “I,,,jonu Er’, mierzac stosunek
ich intensywnosci w funkcji zmian temperatury. Ze wzgledu na niewielkg roznice
energetyczng miedzy wymienionymi poziomami wzbudzonymi (wynoszaca ~720
cm™'), wzbudzenie poziomu °H, , , nastepuje z *S, , na drodze termicznej. Wykonano
pomiary temperatury w zywych komorkach od 25°C do termicznie indukowane;
$mierci komorek w 45°C. Wykazano, ze badane luminofory moga by¢ uzyte jed-
noczes$nie do obrazowania oraz w charakterze nanotermometréw. Z kolei Alencar
wraz ze wspolpracownikami [170] badali nanokrystality BaTiO,:Er’". Mierzona
intensywnos$¢ luminescencji zalezy od intensywno$ci proceséow relaksacji bezpro-
mienistej zaleznych z kolei od wielkosci nanokrystalitow. W literaturze opisanych
jest wiele luminoforéw (w tym konwertujacych w gére) wykorzystywanych w ter-
mometrii. Obszerny opis zwigzkéw uzywanych do pomiaréw temperatur podczas
réznych procesdéw znajduje si¢ m.in. w przegladowej publikacji Aldena i wspdtpra-
cownikow [171]. Wiekszo$¢ z nich stuzy jednak do pomiaru bardzo wysokich tem-
peratur. Wykorzystywane s3 w pomiarze temperatury podczas procesow spalania
lub pirolizy, do analizy rozprzestrzeniania si¢ plomieni w pozarach, do pomiaréw
temperatur podczas proceséw zachodzacych w turbinach gazowych czy tez w silni-
kach spalinowych. Z punktu widzenia nauk biologicznych interesujace sa materialy
zapewniajgce pomiary o duzej rozdzielczo$ci w zakresie fizjologicznych zmian tem-
peratury. Dokladna kontrola i optymalizacja procesu wytwarzania nanomaterialow
pozwala otrzymywal jednorodne biokompatybilne nanokrystality o optymalnej
wielkosci i pozadanych wiasciwosciach.

2.7. HIPERTERMIA - ZLOKALIZOWANE PODGRZEWANIE

Juz w XIX wieku udato si¢ skorelowa¢ spektakularng regresje zmian nowo-
tworowych u pacjentéw z wysoka (okoto 40°C) temperatury, ktéra towarzyszyta
infekcjom bakteryjnym. Obserwacja ta sprawila, ze zainteresowano si¢ mozliwos-
cig leczenia nowotwor6w z wykorzystaniem podwyzszonej temperatury [172, 173].
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Udowodniono, ze terapia cieplem niszczy tkanki nowotworowe lub dziala syner-
gistycznie do innych metod leczenia, takich jak radioterapia czy chemioterapia.
Gléwnym zrodlem terapii jest aktywacja limfocytow T, uwalnianie bialek szoku
termicznego, aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych NF-« oraz komoérek natural
killers, a takze wzrost ekspresji genu kodujacego immunogenny peptyd HSP90 eks-
ponowany na powierzchni komoérek nowotworowych. Niestety, ogdlnoustrojowe
podwyzszenie temperatury dziala destrukcyjnie nie tylko na tkanki nowotworowe
prowadzac do oslabienia calego organizmu i niekiedy nieodwracalnych zmian
w zdrowych tkankach. W celu zminimalizowania uszkodzen zdrowych organéw
wazne stalo si¢ opracowanie metody przestrzennego ograniczenia zabiegu hiper-
termii. Zlokalizowana hipertermia jest terapig, ktora pozwala na doktadng kontrole
i miejscowe stosowanie hipertermii w celu niszczenia wybranych tkanek. Terapia
ta, wykorzystuje nanowymiarowe czasteczki zdolne do przeksztalcenia energii
zewnetrznego zrodla (np. fotondéw czy tez pola magnetycznego) w energie cieplna,
ktora jest przekazywana do otaczajacych tkanek i komorek. Przestrzenna lokali-
zacja jest zwykle osiggana poprzez aktywacje nanoczgsteczek biomolekutami np.
antygenami, pozwalajacymi uzyska¢ wybidrcze i specyficzne biologicznie wigzanie
do okreslonych komdrek. W praktyce klinicznej stosowane byly nanoczastki zlota
z przytaczonym fluoroforem, oraz Fe,O, jako kontrastem do obrazowania rezonan-
sem magnetycznym i kropkami kwantowymi jako luminoforami [174]. Postepy
leczenia byty obserwowane za pomocg magnetycznego rezonansu jadrowego, ktéry
jest jednak niekomfortows i kosztowng metodg obrazowania. Niedawno wykazano,
ze zlokalizowane podgrzewanie mozna uzyska¢ za pomoca dwufunkcyjnych nano-
czgstek NaYF, silnie domieszkowanych jonami Nd*. Nanokrystality te mogg stuzy¢
do zlokalizowanej fototermoterapii z jednoczesnym bioobrazowaniem NIR-NIR
[92].

2.8. PLATFORMY NANOBIOTECHNOLOGICZNE

Réznorodnos¢ zastosowan i zalety nanoluminoforéw konwertujacych w gore
opisane w poprzednich rozdziatach pozwalajg przewidzie¢, ze ich czasteczki moga
by¢ w prosty sposéb zaadaptowane do pelnienia wiecej niz jednej funkcji [175].
Rysunek 16 przedstawia schematycznie nanoczastke petniaca role platformy nano-
biotechnologicznej. Przykladowo platformy, przenoszace chemioterapeutyki w celu
kontrolowanego i przedluzonego uwalniania lekdéw, mogg dodatkowo przenosié
fotouczulacze stosowane w terapii fotodynamicznej. Dodatkowo platformy te, moga
zawiera¢ $rodki kontrastujace stosowane w magnetycznym rezonansie jadrowym,
pozytronowej tomografii PET, a takze w tradycyjnym obrazowaniu fluorescen-
cyjnym [176]. Kumulacja tych nanokompozytéw w obszarach chorobowych jest
wysoce selektywna dzigki aktywacji powierzchni nanoczastek z odpowiednimi
molekutami.
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Rysunek 16. Schemat przedstawiajacy wielofunkcyjne nanoplatformy
Figure 16.  Schematic illustration of multifunctional nanoplatforms

Hu wraz ze wspdlpracownikami [104] wykorzystali pokryte ostonka krze-
mionkowg nanokrysztaly NaYF,:Yb™, Er’* do specyficznego obrazowania komorek
nowotworowych. Pokrycie krzemionka umozliwia wprowadzenie do otoczki orga-
nicznego barwnika fluorescencyjnego oraz odpowiednia modytikacj¢ powierzchni
nanokompozytéw. Tak powstaly kompleks pokryto cienkg ostonka z nanoczgste-
czek zlota, a nastepnie warstewka glikolu polietylenowego i kwasu foliowego,
ktory umozliwial lokowanie si¢ nanoczasteczek w obszarach o obnizonym pH. Tak
zsyntetyzowane nanoluminofory moga stuzy¢ zaréwno do obrazowania za pomoca
luminescencji [104], jak i rezonansu magnetycznego, a takze moga by¢ zastosowane
w terapii fototermicznej [1].

Innym przykladem wykorzystania wielofunkcyjnych nanoczasteczek byto
zaprojektowanie nanozwigzkéw zawierajacych paramagnetyczny rdzen Gd,0, [2].
W eksperymencie pokazano mozliwo$¢ jednoczesnego obrazowania za pomoca
rezonansu magnetycznego oraz fluorescencji. Son i wspoélpracownicy [177] wyko-
rzystali wielofunkcyjne nanokrystality do wykrywania mutacji w pojedynczym
nukleotydzie. Dzigki wykorzystaniu nanokrystalitéw Fe,O,/Gd,0,:Eu’*, zmutowane
fragmenty DNA mogty by¢ odseparowane od reszty probki poprzez dziatanie pola
magnetycznego. W eksperymencie wykorzystano zaréwno wlasciwosci magne-
tyczne jak i luminescencyjne nanokrystalitow.
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PODSUMOWANIE

Konwertujace w gére nanoluminofory znajdujg zastosowania w konstrukciji
biotestow i bioczujnikéw, w znakowaniu biologicznym, a takze w obrazowaniu
i terapii fotodynamicznej. Jedng z najwiekszych zalet UCNP jest mozliwos¢ wyko-
nania analiz opartych na zjawisku LRET. Ta technika pomiarowa otwiera droge do
szybkich i przesiewowych testow chordb, mutacji genetycznych a takze testowania
lekéw in vitro, po to by zawezi¢ olbrzymig baze ,,proto-lekéw” do najbardziej obiecu-
jacych zwiazkow [178]. Testy wykorzystujace mechanizm LRET sg jednorodne, nie
wymagaja separacji ani wymywania, znacznie ulatwiajac detekcje analitu w prob-
kach bezposrednio po pobraniu. Ze wzgledu na relatywnie dlugi zasieg LRET u,
jako bioaktywne makromolekuly moga by¢ uzyte biatka, przeciwciala, itp., posiada-
jace znaczne rozmiary. Zapewnia to wysoka biologiczng specyficznos¢ i wiarygod-
nos¢ detekcji. Mozliwo$¢ wykrycia nawet malo intensywnego sygnatu z pomiaréw
intensywnosci luminescencji, a takze czaséw zycia donora znacznie minimalizuje
objetos¢ probki i iloé¢ reagentdw prowadzac do obnizenia kosztéw analiz.

Kolejng zaletg nanoluminoforéw oraz nanokrystalitow wielofunkcyjnych, jest
mozliwo$¢ uzycia ich, jako no$niki lekdw. Zastosowanie odpowiednich nanonos-
nikéw moze poprawi¢ rozpuszczalno$¢, biodostepnos¢ czy tez odpornos¢ che-
moterapeutykéw na degradacje enzymatyczng. Wielofunkcyjne nanoplatformy
pozwalajg ponadto na faczenie kilku metod obrazowania, umozliwiajg réwnoczesng
weryfikacje uwalniania lekéw oraz inicjuja zlokalizowang foto- lub termoterapie.
Mimo wielu potencjalnych zalet nanotechnologii w badaniach in vivo, konieczna
jest weryfikacja wplywu nanoczgsteczek na organizmy zywe i sSrodowisko. Te same
cechy, ktére sg pozadane i uzyteczne z punktu widzenia technologii czy biomedy-
cyny (np. maly rozmiar, przenikanie bariery krew-mozg itp.), moga przyczynic si¢
do niespodziewanej nanotoksycznosci.
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