Synteza i Cytotoksycznosé nanoczgstek NaYF4 pokrytych
warstwq porowatej krzemionki

STRESZCZENIE

Jakosciowe i ilosciowe metody takie jak mikroskopie czy spektroskopie, sa jednymi z
najbardziej popularnych technik wykorzystywanych we wspoétczesnej biologii. W ostatnich
latach nanoczgstki konwertujgce energiec wzbudzenia w gore (ang. upconverting nanoparticles,
UCNPs), domieszkowane jonami lantanowcow, staty si¢ przedmiotem intensywnych badan w
ciggle rozwijajacym si¢ polu poszukiwan nowych i wydajnych metod obrazowania oraz
detekcji struktur biologicznych.

Proces konwersji energii wzbudzenia w gore (ang. upconversion, UC) zostat odkryty juz
w latach 60-tych XX wieku, a w latach 2000-tych opracowano metody syntez chemicznych
pierwszych domieszkowanych mikro- i nanoczastek opartych o matryce NaYFs, 0 wydajnosci
kwantowej wyzszej niz poprzednie materiaty UC. Zjawisko UC polega na absorbcji dwéch lub
wigcej niskoenergetycznych fotonow, zazwyczaj z zakresu podczerwieni, i emisji fotonow o
wyzszej energii, zazwyczaj z zakresu widzialnego lub ultrafioletowego. Zjawisko to
wykorzystuje przejscia elektronowe 4f-4f zachodzace w jonach lantanowcow.

Dalsze wzmocnienie luminescencji nanoczastetk UC mozna uzyskaé poprzez
zaprojektowanie tak zwanej aktywnej powtloki. Powloka ta, poprzez konkretne jony
lantanowcow, jest zdolna do pochtoniecia dodatkowej energii fotondw i przekazania jej do
rdzenia, w ktorym zachodzi zjawisko UC.

Nanoczastki NaYF4 maja jednak istotng wadg w postaci niskiej wydajnosci kwantowe;.
Wzbudzenie w widmie IR wymaga intensywnego zrodla tego $§wiatta. To generuje znaczna
ilo$¢ ciepta w uktadzie, ktdre jest szkodliwe dla struktur biologicznych. Problem ten prébuje
si¢ rozwigza¢ poprzez zastosowanie tak zwanych powierzchniowych anten uczulajacych.
Antena pochtaniajac promieniowanie IR, przekazuje energi¢ bezpromieniscie do jonow
lantanowcoéw w  strukturze nanoczastki. Ta dodatkowa energia zwigksza intensywnos¢
zjawiska UC. Cyjaninowe barwniki organiczne pochtaniajace w widmie bliskiej podczerwieni
(NIR) takie jak IR-806, lub kropki kwantowe sg przyktadami aktualnie badanych kandydatow
do roli tychze anten.

Oferujac whasciwosci takie jak mozliwos¢ wzbudzania w glebszych fragmentach tkanki,
nizszy szum tta 1 wyzszg stabilno$¢, nanoczastki NaYFs staty si¢ przedmiotem badan nad nowa
grupg znacznikow luminescencyjnych zdolnych do zastgpienia klasycznych znacznikow takich
jak zwiazki organiczne czy bialka fluorescencyjne.

Istniejg trzy glowne metody syntezy nanoczastek NaYFs. Metoda Ostwald-ripening,
synteza hydrotermalna oraz najbardziej znana metoda dekompozycji termicznej - termolizy.

Metoda dekompozycji termicznej pozostawia na powierzchni nanokrysztalu ligandy
kwasu oleinowego. Wtasciwoséci hydrofobowe nanoczastek NaYFs optaszczonych tymi
ligandami znaczaco ograniczajg zastosowanie biologiczne, z tego wzgledu konieczne jest
przeprowadzenie modyfikacji powierzchni nanokrystalitow, ktora pozwala uzyskac
wlasciwos$ci hydrofilowe. Te modyfikacje mozna przedstawi¢ w nastgpujacych kategoriach:
wymiana ligandow, przycigganie ligandow, utlenianie ligandow, usuwanie ligandow,
powlekanie powltoka polimerowa, powlekanie metoda layer-by-layer, metoda oddziatywan
host-guest oraz powlekanie nanoczastki warstwa powtoki krzemionkowe;j.

Nanoczastki ze zmodyfikowang powierzchnia moga by¢ wykorzystywane w szerokiej
gamie badan biologicznych, ktore mozna podzieli¢ na kategorie takie jak: obrazowanie,
detekcja zwigzkéw 1 zjawisk, $ledzenie dynamiki zwigzkow i procesow biologicznych,



transport oraz dostarczanie lekdw lub innych czasteczek chemicznych, terapia fotodynamiczna
a takze optogenetyka.

Podczas gdy wzbudzanie promieniowaniem z zakresu nadfioletowego i widzialnego
ogranicza wysokie pochtanianie fotonéw z tych zakresow, spektrum podczerwieni zapewnia
kilka potencjalnie efektywnych tak zwanych okien optycznych w ramach ktérych do okoto
90% swiatta jest w stanie przenikna¢ tkanki na glebokosc¢ 2 centymetrow i wigcej. Perspektywa
przenikania do tak gtebokich warstw pozycjonuje wykorzystanie znacznikow UC jako wazng
alternatywe w obserwacji struktur wielokomorkowych, takich jak tkanki czy cate organizmy.

Cytotoksyczno$¢ i inne szkodliwe efekty uboczne nanoczastek NaYF4 to pole debat i wielu
prac badawczych. Obecnie ogranicza to ich zastosowanie. Prace w dziedzinie tych materialow
wskazuja, ze nanoczastki NaYFs ulegajg rozpadowi w ptynach ustrojowych uwalniajac jony
lantanowe i fluorkowe do otoczenia. Ze wzgledu na swoja wielko$¢, nanoczastki typu core- |
core@shell moga bez problemow przenikaé przez btong komoérkowa bez udziatu aktywnych
mechanizméw endocytozy i akumulowaé si¢ w cytoplazmie. Nanoczastki o wigkszych
rozmiarach, wynikajacych z potencjalnych modyfikacji powierzchniowych, sg internalizowane
na drodze endocytozy zaleznej od kaweolin lub klatryn. Koniecznos$¢ $cistego przebadania tych
nanoczastek wynika z faktu, ze endocytoza zalezna od kaweolin i klatryn jest Scisle powiagzana
z wieloma szlakami apoptotycznymi. Dodatkowym argumentem przemawiajacym za
konieczno$cig prowadzenia szeroko zakrojonych badan w tej kwestii sa doniesienia
wykazujgce wysoki poziom akumulacji nanoczgstek NaYF4 w konkretnych narzadach.

Podsumowujac, materiaty oparte o nanokrysztaly NaYFs wymagaja w dalszym ciggu
szeregu badan. Wymagaja takze pewnego stopnia indywidualnego podejscia dla réznych
rodzajéow materiatow roznigcych si¢ migdzy soba sktadem chemicznym, rozmiarem
nanoczastki, obecnosciag roznych modyfikacji powierzchni, mogacych przektada¢ si¢ na
diametralnie r6ézng odpowiedZz ze strony calego organizmu Ilub konkretnie uktadu
odpornosciowego.

W niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki wstepnych badan nad zasadnoscia
zastosowania nanoczastek core@shell typu B-NaYFa: Er¥*, Yb** @ B-NaYF4: Nd**, Yb**, o
wielkosci 55 nm i 96 nm, pokrytych warstwa porowatej krzemionki bedacej platforma
nosnikowg dla potencjalnych $rodkow terapeutycznych oraz wczesniej opisanych
wzmachiajacych luminescencj¢ anten uczulajacych, takich jak barwnik IR-806 wykorzystany
w przedstawianych tutaj badaniach.

Nanoczastki B-NaYFa: 2% Er®*, 20% Yb®* @ B-NaYFa: 30% Nd**, 20% Yb*" 0 wielkosci
28 nm, ktorych syntezg przeprowadzil zespot w Instytucie Niskich Temperatur i Badan
Strukturalnych im. Wilodzimierza Trzebiatowskiego PAN we Wroctawiu, zostaly pokryte
warstwg krzemionki poprzez zmodyfikowana metode Strobera u podstaw ktorej lezy
kondensacja krzemionki na drodze chemicznej degradacji prekursorowego zwigzku TEOS w
srodowisku zasadowym.

Potencjalne wiasciwosci ochronne powloki krzemionkowej badano pod katem trzech
aspektow. Pierwszym byt wptyw na ogdlng stabilnos¢ chemiczng IR-806 w czasie. Poréwnano
barwnik w roztworze i barwnik zaadsorbowany do krzemionki. W po dwdéch tygodniach, 21%
optycznie aktywnego IR-806 zostalo w roztworze wodnym, podczas gdy 74% barwnika
pozostato w krzemionce. Dodatkowe siedem miesigecy przechowywania w ciemni pokazuje, ze
16% barwnika osadzonego na krzemionce byto nadal aktywne, podczas gdy tylko okoto 1%
pozostajacego W formie roztworu. Analogiczne eksperymenty, badajace degradacje pod
wplywem dziatania §wiatta, przeprowadzono poprzez naswietlanie promieniami UV o dtugosci
2541 366 nm. Po 200 minutach naswietlania cata populacja czasteczek IR-806 w wodzie ulegta
degradacji, podczas gdy okoto 27% molekut barwnika pozostato niezdegradowane wewnatrz
porowatej warstwy krzemionkowej. Ostatnim badanym aspektem degradacji byla ocena
skuteczno$ci w zapobieganiu utleniania IR-806 przez nadtlenek wodoru jako przedstawiciela



grupy reaktywnych form tlenu. Eksperymenty sugeruja, ze powloka krzemionkowa nie chroni
czasteczek IR-806 przed dziataniem H20., gdyz szybkos¢ degradaciji jest stosunkowo podobna
pomi¢dzy barwnikiem zaadsorbowanym do krzemionki i barwnikiem w roztworze wodnym.
Do eksperymentdw badajacych cytotoksycznos¢ uzyto komorek linii  makrofagowo-
podobnych THP-1, linii komoérek nabtonkowo-podobnych MDA-MB-231 i nabtonkowo-
podobnych komorek linii A375 od pacjenta z przerzutowym czerniakiem. Zastosowano
nanoczgstki NaYFs pokryte krzemionkg o roznej grubosci jak tez nanokrysztaly NaYFs z
usunietymi ligandami oleinowymi i bez otoczki krzemionkowej. W przypadku makrofagowej
linii THP-1 mniejsze nanoczastki typu core zwigkszaty proliferacje komorek. Wzrost
proliferacji w przypadku nanoczastek typu core@shell takze byt obserwowany, nawet wyzszy
niz w przypadku NPs typu core. Dla nabtonkowo-podobnej linii MDA-MB-231 nie
zaobserwowano wlasciwosci stymulujacych zaré6wno dla nanoczgstek typu core, jak i
core@shell. Stymulacja nanoczastkami NaYFs pokrytymi krzemionka pokazuje znaczng
toksycznos$é tych nanoczastek. Zywotnosé hodowli THP-1 spadta do 16% grupy kontrolngj,
natomiast przezywalno$¢ linii MDA-MB-231 obnizyta si¢ do 49%. Nastepnie, linie THP-1 i
A375 zostaly wybrane do eksperymentéw majacych na celu oceni¢ wptyw roznej wielkosci
powloki krzemionkowej oraz potencjalng cytotoksyczno$¢ barwnika IR-806. W przypadku
nanoczastek pokrytych krzemionka o $rednicy 96 nm nie zaobserwowano istotnego efektu
cytotoksycznego. Podobnie jak w przypadku wynikow eksperymentow z liniami THP-1 i
MDA-MB-231, nanoczastki pokryte krzemionka o S$rednicy 55 nm istotnie zmniejszaty
zywotno$¢ komorek, jednoczes$nie nie zaobserwowano zadnego dodatkowego efektu
cytotoksycznego probek nanoczastek z barwnikiem osadzonym w krzemionce. Barwnik IR-
806 rozpuszczony w medium hodowlanym nie wptynat na zywotno$¢ hodowli komorkowe;.
Analiza cytometryczna zywotnosci komoérek pokrywa si¢ z wynikami cytotoksycznosci,
jednoczes$nie wskazujac na indukcje szlakow apoptozy w hodowlach komorkowych
prowadzacych do znacznej $mierci populacji komorek po uptywnie 48 godzin od rozpoczgcia
stymulacji.

Uzyskane wyniki, wraz z danymi literaturowymi, sugerujg istnienie przedziatu wielkosci
nanoczastek w zakresie ktdrego sa one wysoce cytotoksyczne dla linii komérkowych.



