Nanoczastki jako luminescencyjne
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Szybki rozwoéj nauk biologicznych wymaga ciagtego udoskonalania technik analitycznych, bez ktorych nie-

mozliwe byloby m.in. doktadniejsze poznanie mechanizméw rzadzacych zyciem na poziomie komérkowym

czy opracowanie czulych i uniwersalnych testow immunoenzymatycznych.

Stosowane obecnie w roli
znacznikéw barwniki orga-
niczne wykazujg wprawdzie
doskonate wtasnosci optycz-
ne, tj. wysokie wydajnosci
kwantowe emisji czy fatwos¢
chemicznej modyfikacjii przy-
faczenia do poszczegdlnych
typdw czasteczek biologicz-
nych, jednakze charakteryzu-
ja sie takze szeregiem wad,
wsrdd ktdrych wymienic nale-
zy szerokie pasma emisji, wa-
skie pasma wzbudzenia oraz
podatnos¢ na fotodegradacje,
czy mate przesuniecia Stoke-
sa [1]. Ponadto do ich wzbu-
dzenia wymagane jest czesto
promieniowanie z zakresu UV,
ktére wzbudza jednoczesnie
naturalnie wystepujace w or-
ganizmach zywych fluorofory
takie jak flawiny, porfiryny czy
aminokwasy aromatyczne, co
prowadzi do zjawiska auto-
fluorescencji wyptywajacego
niekorzystnie na parametry
pomiaru wskutek zmniejszania
stosunku sygnatu do szumu.
Ze wzgledu na krotkie czasy
zaniku fluorescencji znaczni-
kéw organicznych utrudnione
jest rozdzielenie ich sygnatéw
od tych pochodzacych od
fluoroforéw naturalnie wy-
stepujacych w zywych orga-
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nizmach [2]. Wydtuzona eks-
pozycja na promieniowanie
elektromagnetyczne z zakresu
UV, powoduje nie tylko nisz-
czenie barwnika ale réwniez
Smier¢ komorek, uniemozli-
wiajgc diugie obserwacje zy-
wych obiektow [3].

W zwigzku z powyzszym uza-
sadnione sg usilne poszuki-
wania nowych materiatow
luminescencyjnych charak-
teryzujacych sie rozmiarami
z zakresu pojedynczych na-
nometréw (wielkos¢ czaste-
czek wystepujacych natural-
nie w organizmach zywych)
jednak pozbawionych wad
barwnikéw organicznych.
W3réd  najczesciej badanych
uktadow znajduja sie potprze-
wodnikowe kropki kwantowe
(QDs) oraz nanoczastki (NC)
domieszkowane jonami pier-
wiastkéw ziem rzadkich.

W obu przypadkach najbar-
dziej skuteczne metody syn-
tezy opieraja sie na reakgji
odpowiednich prekursoréw
prowadzonej w wysokowrza-
cych rozpuszczalnikach orga-
nicznych, a powstate produk-
ty tworza stabilne roztwory
koloidalne w rozpuszczalni-
kach niepolarnych. Hydrofo-
bowy charakter produktéw

syntezy wymusza koniecz-
nos¢ odpowiedniej modyfika-
¢ji powierzchni, ktéra bedzie
prowadzi¢ do uzyskania trwa-
tych roztworéw koloidalnych
w warunkach fizjologicznych,
umozliwi dalsza funkcjonali-
zacje oraz ograniczy poten-
cjalna toksycznosc.

Kropki kwantowe

QDs, ktérych wtasciwosci
spektroskopowe sg $cisle uza-
leznione od rozmiardéw, stano-
wig bardzo dobrg alternatywe
dla barwnikéw organicznych.
Wysoka wydajnos¢ kwantowa
emisji, duze rozsuniecie pasm
absorpcji i emisji dajacej sie
ponadto modulowac¢ rozmia-
rem i sktadem kropek oraz
stosunkowo wysoka stabil-
nos¢ fizykochemiczna stano-
wig o ich znacznej przewadze
wzgledem znacznikéw orga-
nicznych. QDs wykazuja po-
nadto bardzo szerokie pasma
absorpcji w zakresie UV/VIS
pozwalajagce na wzbudzenie
réznych rodzajéw QDs za po-
MmMoca promieniowania o tej sa-
mej dtugosci fali. Stosunkowo
waskie pasma emisji pozwa-
laja na jednoczesne doktad-
ne oznaczanie kilku analitow
w jednej prébce, co znacznie

trudniej uzyskac¢ w przypadku
barwnikéw organicznych. Wy-
kazano, ze stosujac 6 rodza-
jow QDs o réznych barwach
i intensywnosciach emisji ist-
nieje mozliwosc¢ jednoczesne-
go oznaczenia od 10000 do
40000 réznych molekut w jed-
nej probce [4].

QDs wykazuja ponadto
ogromng stabilno$¢ podczas
dtugiego naswietlania, w od-
roznieniu od fluoroforéw or-
ganicznych, ktére juz po kilku
minutach traca znaczng czes¢
swojej intensywnosci. Wykaza-
no, ze zmodyfikowane kwasem
dihydroliponowym CdSe/ZnS
charakteryzuja sie 100 krotnie
wiekszg stabilnoscig i 20 krot-
nie wieksza intensywnoscia niz
rodamina 6G [5].

Obecny stan wiedzy pozwala
na syntezowanie QDs charak-
teryzujacych sie waskim roz-
ktadem wielkosci w zakresie
pojedynczych nanometréw
[6]. W celu zwiekszenia wydaj-
nosci kwantowej i stabilnosci
najczesciej pokrywa sie rdze-
nie (np. CdS, CdSe, InP) war-
stwa potprzewodnika (np. ZnS)
o wiekszej przerwie energe-
tycznej w poréwnaniu z prze-
rwag energetyczng materiatu
kropek [7], [8], [9]. Niemniej



Rys. 1. Najpopularniejsze strategie funkcjonalizacji nano-
czgsteczek

jednak w celu rozproszenia
QDs w $rodowisku fizjologicz-
nym (roztworach biologicz-
nych) wymagana jest dodatko-
wa modyfikacja powierzchni.
Najprostsze metody polegaja
na wymianie pierwotnego li-
ganda organicznego na war-
stwe liganda hydrofilowego,
co moze jednak znaczaco
wptywaé na oryginalne wta-
sciwosci spektroskopowe QDs
[10]. Czesto ligandy sktadaja
sie z trzech segmentéw: ko-
twicy, hydrofilowego taricucha
oraz terminalnej grupy funk-
cyjnej pozwalajacej na przyta-
czenie aktywnej biologicznie
molekuty. W roli hydrofilowe-
go fancucha wykorzystywany
jest powszechnie glikol poli-
etylenowy, ktéry poza zwiek-

szeniem stabilnos$ci QDs w roz-
tworze wodnym zmniejsza
takze oddziatywania niespe-
cyficzne [11]. Te i inne metody
funkcjonalizacji przedstawio-
no schematycznie narys. 1.
Wyniki wielu badan ujawnity
jednak znaczng toksycznosc
QDs. Wykazano ich wptyw
zarébwno na wzrost jak i prze-
zywalnos¢ komoérek, w zalez-
nosci od skfadu, wielkosci,
metody syntezy i rodzaju li-
gandoéw powierzchniowych.
Postulowane sg ré6zne mecha-
nizmy toksycznosci, zwigzane
m.in. z tworzeniem wolnych
rodnikéw, desorpcja jondéw
Cd?* czy oddziatywaniem
z organellami komorkowymi
zaburzajagcym ich poprawne
dziatanie [11].
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Nanoczastki domieszkowa-
ne jonami lantanowcéow

Kolejng grupa nanoczastek
branych pod uwage jako
znaczniki komérkowe stano-
wig nanoczastki domieszko-
wanie jonami lantanowcéw.
Wsréd nich, ze wzgledu na bar-
dzo dobre wiasciwosci optycz-
ne i chemiczne, na szczegding
uwage zastuguja fluorki typu
NaLnF, domieszkowane parg
jondw Yb3* i Er3t, Yb3+ | Tm3+
lub Yb3* i Ho3*. W odréznie-
niu do omawianych wczesniej
barwnikéw organicznych i QDs
wykazujg one zjawisko ana-
wersji, czyli konwersji energii w
gore (z ang. upconversion) po-
legajace na tym, Zze absorpcja
dwoch lub wiecej nizej energe-
tycznych fotondéw (np. z zakre-
su podczerwonego) prowadzi
do emisji fotondéw wyzej ener-
getycznych, z zakresu widzial-
nego lub ultrafioletowego.
Réznica ta daje istotna przewa-
ge nanoczastkom anawertuja-
cym (UCNPs, z ang. upconver-
ting nanopatrticles) podczas
obrazowania in vivo i in vitro.
Tkanki zywych organizméw
s3 najbardziej przezroczyste
w zakresie okna terapeutycz-
nego [12], [13] potozonego
w zakresie bliskiej podczer-
wieni (750- 1000 nm). Zgodnie
Z prawem rozpraszania Mie
[14] im krotsza dtugos¢ fali
tym wiekszy stopien rozpro-
szenia promieniowania, z tego
wzgledu stosujac promienio-
wanie z zakresu podczerwieni
mozna wnikng¢ do znacznie
gtebiej potozonych czesci or-
ganizmu, niz w przypadku fal
krétszych. Réwniez absorpcja
sktadnikéw organizmu takich
jak hemoglobina, utlenowa-
na hemoglobina, melamina
czy woda osigga wartosci naj-
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Tabela 1. Porédwnanie niektérych wtasciwosci fizykochemicznych réznych zwigzkdéw wy-
korzystywanych do znakowania biologicznego

Barwnik . Nanoczastki domieszkowane
Cecha . Kropki kwantowe N . p
organiczny jonami lantanowcoéw
bardzo szerokie pasma . s
L. - zarowno pasma emisji jak
Szerokos¢ pasm absorpcji, stosunkowo - " -
o . .. | ok.50-80 nm - L i absorpcji bardzo waskie
absorpcji i emisji waskie pasma emisji 220 nm
(30-90 nm)
Czasy zaniku ~1ns ~10-100 ns ~0.1-5ms
luminescencji
p L nawet do 500 nm, zaréwno
rzesuniecie - - .
Stokesa <50 nm <50 nm w procesie kc_)nwgrsp energii
w gore jak i w dot
1-60 nm; wtasciwosci
Rozmiar <5 nm fizykochemiczne zalezg >5 nm; zwykle 10-30 nm
od rozmiaru
Absorpcja UV/Vis UV/Vis, NIR UV/Vis, NIR
Emisja Vis Vis, NIR Vis, NIR
G duza; bez W'kazych Zmiant o rdzo duza, brak zmian nawet
Stabilnosc nawet podczas diuzszych .
- Mata P P’ podczas dtugoterminowego
fotochemiczna naswietlan, problem L. ;
S A . naswietlania laserem
niebieszczenia i migotania
nie do konca zbadana, nie do konca zbadana,
ToksyCznodé od matej obecnos¢ metali ciezkich dotychczasowe wyniki
Y do bardzo duzej | wymaga bardzo dobrego przemawiajq raczej
odizolowania od otoczenia za niskim poziomem

mniejsze w zakresie od okoto
700 do 1100 nm. Oczywiscie,
mozna znalez¢ przyktady QDs,
takich jak PbS, PbSe czy Ag,S,
posiadajacych zaréwno pasma
absorpcji i emisji w zakresie
podczerwonym, jednakze war-
tosci wydajnosci kwantowej
takich zwiazkéw sa bardzo
niskie, a ponadto detektory
na podczerwien, w odréznie-
niu od tych czutych na zakres
UV-VIS, sa ciagle stosunkowo
rzadkie w laboratoriach dia-
gnostycznych. Jednak petne
wykorzystanie zalet nanocza-
stek domieszkowanych jonami
lantanowcow réwniez wyma-
ga modyfikacji powierzchni,
analogicznie jak w przypadku
kropek kwantowych.

Silanizacja powierzchni na-
noczastek

Wsrdd najbardziej obiecujacych
metod modyfikacji powierzch-
ni nanoczastek wymieni¢ na-
lezy silanizacje powierzchni.

Opisane dotychczas metody
pokrywania warstwa SiO,
mozna podzieli¢ na dwie gru-
py. Pierwsza z nich obejmuje
wszystkie metody oparte na
opisanej przez Stobera meto-
dzie zol-zel [15]. Wymaga ona
jednak wstepnego rozpro-
szenia nanoczastek w $rodo-
wisku wodno-alkoholowym,
a otrzymane nanoczastki rzad-
ko maja rozmiary mniejsze niz
100-200 nm. Do drugiej grupy
naleza metody oparte na mi-
kroemulsjach. Pozwalaja one
uzyskac ciensze warstwy SiO,,
jednak regulacja grubosci war-
stwy i powtarzalnos¢ jest scisle
uzalezniona od bardzo dokfad-
nego kontrolowania wielu pa-
rametrow fizykochemicznych,
a uzyskiwane grubosci warstw
przybieraja raczej wartosci
dyskretne niz dajg sie kontro-
lowac w sposéb ciagty [16].

Do wielu zastosowan, w tym
m.in. do terapii fotodynamicz-
nej, wymagane jest uzyska-

nie w sposéb kontrolowany
rozwinietych i porowatych
powierzchni. Dotychczas opi-
sane metody wymagaja zasto-
sowania dodatkowych etapéw
w celu uzyskania porowatosci,
wsrdd ktorych czesto znajduje
sie kalcynacja [17]. Fotosen-
sybilizacja réwniez stanowi
osobny proces, ktérym moze
by¢ przytaczenie w sposéb
kowalencyjny fotosensybi-
lizatora do zmodyfikowane;j
wczeéniej powierzchni lub
nasaczenie porowatych na-
noczastek w odpowiednim
roztworze fotosensybilizatora
[17]. Tak przygotowane nano-
czastki majg jednak tendencje
do aglomerowania, a barwnik
zich powierzchni jest stopnio-
WO wymywany.

Wiekszosci wskazanych powy-
zej wad metod Stobera i mi-
kroemulsyjnej jest pozbawio-
na nowa metoda pokrywania
hydrofobowych nanoczastek
warstwg SiO, [18]. W pierw-
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Rys. 2. Zdjecia TEM pokazujg rozng porowatos¢ nanoczgstek NaGdF,:Ln3*+ pokrytych SiO,, otrzymanych z roztworu
octanu etylu (A) i cykloheksanu (B). Obraz mapowania 2D technikq EDX (C) ukazuje strukture typu rdzen-ptaszcz
otrzymanych nanoczastek (na przyktadzie NaGdF,:Eu3*)

a

e A
O N A |

i R
. —

IR R

980 nm

"9

TGS —

Rys. 3. Schemat testu z wykorzystaniem nanoczgsteczek. Opis w tekscie

szym etapie otrzymuje sie
mikroemulsje hydrofobowych
nanoczastek w wodzie z wy-
korzystaniem odpowiednie-
go surfaktanta, np. bromku
heksadecylotrimetyloamo-
niowego. W etapie drugim na-
stepuje pokrycie nanoczastek
warstwa SiO, i ich ewentual-
na fotosensybilizacja. Proces
przebiega w uktadzie dwu-
fazowym: warstwe wodng
stanowi mikroemulsja nano-
czastek, do ktérej dodaje sie
roztwor L-argininy petnigcej
role katalizatora, natomiast
druga faze ciekia stanowi roz-
twor tetraetoksysilanu (i np.
ftalocyjaniny cynku) w roz-
puszczalniku organicznym
(np. octanie etylu lub cyklo-
heksanie). Zdjecia TEM (rys. 2)
potwierdzaja, ze metoda ta
otrzymuje sie niezaglome-
rowane nanoczastki NaGd-

F4:Ln3* pokryte warstwg SiO,
o réznej grubosci i porowa-
tosci, w zaleznosci od warun-
kow rekgji.

Zastosowania

Testy immunologiczne z wy-
korzystaniem NC jako marke-
réw mozna podzieli¢ na dwa
typy: testy hetero- i homo-
geniczne, a te zndw mozna
podzieli¢ na kompetycyjne
(rys. 3a) i niekompetycyjne.
W heterogenicznych testach
przeciwciato immobilizowane
jest na odpowiednim podto-
zu, ktére zostaje nastepnie
inkubowane z roztworem
zmodyfikowanego nanoczgst-
kami antygenu lub badanym
roztworem, a nastepnie zna-
kowanym antygenem. W obu
przypadkach pomiar emisji
dostarcza informacji o steze-
niu danego analitu.

Urzadzenia
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wilgotnosci
punktu rosy
wody w oleju
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W przypadku testéow homo-
genicznych (rys. 3b) po zwia-
zaniu zmodyfikowanego NC
przeciwciata ze zmodyfiko-
wanym antygenem (np. za
pomoca nanoczastek ztota
lub barwnika organicznego)
w wyniku transferu energii
obserwuje sie zmiane emisji,
na podstawie ktérej mozna
okresli¢ stezenie badanego
analitu. Tego typu testy po-
zwalajg stwierdzi¢ np. formo-
wanie podwojnych nici DNA.
W literaturze coraz czesciej
spotyka sie przyktady zasto-
sowania QDs i innych na-
noczastek do barwienia
komérkowego i pierwszych
testdow in vivo, co wskazu-
je na znaczny postep w tej
dziedzinie w ciggu ostatniej
dekady. Nietrudno przy tym
zauwazy¢ jak wielkyg zaleta
jest zastosowanie nanocza-
stek zamiast znacznikéw or-
ganicznych. Przyktadowo Yu
i wsp. [19] wykazali, ze juz po
400 sekundach nie mozna za-
rejestrowac emisji barwnikow
organicznych (DAPI, Dil) nato-
miast emisja NaYF,:Yb3*, Er?*
nie ulega zmianie. Pozwala to
zaliczy¢ nanoczastki do naj-
bardziej perspektywicznych
materiatéw jesli chodzi o ich
zastosowanie jako znaczni-
ki luminescencyjne, sensory
chemiczne, a takze w testach
immunoenzymatycznych czy
w obrazowaniu komoérkowym.
Oprocz zastosowan diagno-
stycznych szczegdlnie inte-
resujaco przedstawiajg sie
mozliwosci terapeutycznego
wykorzystania UCNPs obejmu-
jace m.in. dostarczanie lekéw
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oraz terapie termo- czy fotody-
namiczna. Dodatkowa zaleta
wynika z mozliwosci konstru-
owania w oparciu o UCNPs na-
noplatform o funkcjonalnosci
pozwalajacej nie tyko na tera-
pie, ale réwniez na jednocze-
sng diagnostyke oraz biezace
monitorowanie efektow lecze-
nia, a wiec realizacje idei okre-
$lanej pojeciem teranostyka.

Podsumowanie

Przedstawione powyzej przy-
ktady demonstrujg przewage
nanoczastek jako znacznikéw
biologicznych nad fluorofo-
rami
jednak mie¢ na uwadze, ze ta
dziedzina nauki wymaga jesz-

organicznymi, nalezy

Cze znacznego rozwoju przed
zastosowaniem w testach in
vivo. Wykorzystywana obec-
nie aparatura diagnostyczna
rébwniez nie jest przystoso-
wana do rejestrowania sy-
gnatéw pochodzacych z NC,
niemniej jednak ciggty rozwoj
w dziedzinie optoelektroniki
przy jednoczesnym obniza-
niu kosztéw produkgji diod
laserowych i detektoréw po-
zwala mie¢ duze nadzieje na
szybkie upowszechnienie
nowych typow aparatury. Na
podstawie
na stwierdzi¢, ze najwiekszy
potencjat do zastosowania
komercyjnego przedstawiaja
nanoczastki domieszkowane
jonami lantanowcéw. Dtugie

literatury moz-

czasy zaniku, waskie pasma
emisji i mozliwos¢ wykorzy-
stania transferu energii w po-
faczeniu z niska toksyczno-
$cig stawiaja je na pierwszym
miejscu wsréd nowoczesnych

znacznikéw biologicznych.
Mimo, ze wyniki dotychczaso-
wych badan s3 bardzo obie-
cujace, petne wykorzystanie
potencjatu NC w teranostyce
wymaga rozwigzania szeregu
probleméw, a jednym z gtéw-
nych wyzwan jest otrzymanie
wielofunkcyjnych nanoplat-
form o rozmiarze hydrody-
namicznym nie wiekszym niz
10 nm. Ta graniczna wielko$¢
wynika z faktu, ze nanoczast-
ki nie sa biodegradowalne
i musza by¢ wydalone z orga-
nizmu. Konieczne sg rowniez
dalsze wysitki w celu opra-
cowania skutecznych metod
modyfikacji powierzchni,
ktére pozwalatyby otrzymac
nanoczastki wykazujace dtu-
goterminowg stabilnos¢ ko-
loidalng w wodzie, buforach
i mediach zawierajacych suro-
wice przy jednoczesnym za-
chowaniu wydajnej fotolumi-
nescencji. Intensywne prace
nad tymi zagadnieniami pro-
wadzone sg obecnie w wielu
osrodkach badawczych na
catym Swiecie.
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