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Streszczenie

Wspoélczesna medycyna wymusza potrzebe intensyfikacji badan w zakresie
poszukiwania nowych rozwigzan diagnostycznych i terapeutycznych. Najwigksze nadzieje
poktada sie w nowatorskich strategiach opartych na wykorzystaniu nanostruktur. W celu
zapewnienia bezpieczenstwa biologicznego nowo opracowanych nanoczastek, ich unikalne
wlasciwosci musza przewyzsza¢ ich dziatanie toksyczne. Dlatego poszukuje si¢
nanomateriatdw wielofunkcyjnych, charakteryzowujacych si¢ niska cytotoksycznoscig.
W ostatnim czasie, na szczeg6lng uwage zastuguja nanoczastki konwertujgce energie w gore
(ang. up-converting nanoparticles, UCNPs) domieszkowane jonami lantanowcow.

UCNPs to nowa generacja nanomaterialdw o bardzo interesujacych wtasciwosciach
luminescencyjnych, a mianowicie, posiadajacych zdolno$¢ do zamiany nizszej energii
promieniowania (dlugo$ci fal np. bliskiej podczerwieni NIR) w energie wyzsza (krotsze
dhugosci fal, np. UV lub VIS) w nieliniowym procesie optycznym, zwanym konwersja energii
w gore (ang. up-conversion, UC). Zdolno$¢ do konwersji energii w gor¢ pozwala na
wykorzystanie nanoczastek jako bio-znacznikéw lub bio-czujnikow, a takze ich obserwacje
w komorkach i tkankach oraz monitorowanie proceséw, w ktorych uczestniczg. Zaletami
UCNPs jest rowniez ich stosunkowo niska cytotoksycznos$é, doskonata fotostabilnose,
odpornos¢ na wyswiecanie oraz to, ze dlugo$s¢ fali ich wzbudzenia nie powoduje
auto-fluorescencji zwigzkdw organicznych zawartych w materiale biologicznym.

Celem naukowym rozprawy doktorskiej byta synteza i charakterystyka wiasciwosci
fizykochemicznych (morfologicznych i spektroskopowych) otrzymanych nanomateriatéw
opartych o jony pierwiastkobw ziem rzadkich, oraz ocena ich toksycznego dzialania
i funkcjonalnoéci w uktadach biologicznych na poziomie in vitro, pod katem okreslenia
mozliwos$ci aplikacyjnych w naukach biologicznych 1 medycznych.

Pierwszym etapem badan byta synteza nanokrystalicznych fluorkéw domieszkowanych
wybranymi jonami lantanowcow iterbu (Yb®') oraz erbu (Er®"). Otrzymane metoda
wspolstracania nanoczgstki posiadaly heksagonalng strukturg, niewielki rozmiar (~20 nm),
dobra dyspersje w fizjologicznych roztworach wodnych i1 wykazywaly intensywng
luminescencje (zielong i czerwong) pod wplywem promieniowania NIR, zalezng od
zastosowanego jonu aktywatora (Er®"). UCNPs NaYF4:20%Yb**,2%Er** zostaty
scharakteryzowane pod katem morfologicznym, strukturalnym i1 optycznym, za pomocg metod

i technik fizykochemicznych, takich jak: transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM),
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skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), spektroskopia dyspersji energii promieniowania
rentgenowskiego (EDS), spektroskopia luminescencyjna (PL), spektometria mas
ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzgzonej (ICP-MS), dyfraktometria rentgenowska
(XRD). Przeprowadzono rowniez pomiary warto$ci ich potencjatu powierzchniowego.

W dalszej czegsci pracy weryfikowano mozliwo$¢ zastosowania zsyntetyzowanych
nanoczastek w badaniach biologicznych. Przeprowadzono badania wewnatrzkomodrkowe;
akumulacji i toksycznos$ci in vitro wobec komorek linii HeLLa i HEK293 oraz w szczurzym
modelu organotypowej hodowli skrawkow hipokampa (OHSC).

W celu identyfikacji mechanizmoéw internalizacji nanoczastek NaYF4:20%Y b, 2%Er3*
do komorek przeprowadzono analize mikroskopowo-elektronowag oraz przy pomocy
mikroskopu konfokalnego. Obserwacje wykazaty efektywng internalizacj¢ nanoczastek przez
komorki i umozliwity okreslenie ich doktadnej lokalizacji wewnatrzkomorkowej. Transport
nanoczastek przez btony komodrkowe byt bardzo dynamicznym procesem i byty one z fatwoscia
pobierane przez obie linie komérkowe (widoczna internalizacja po 30 min). UCNPs dostawaty
si¢ do komorek na drodze endocytozy i zawsze wystepowaly zamknigte w strukturach
pecherzykow. UCNPs gromadzity si¢ jedynie w wybranych organellach komorkowych jak
endosomy wczesne, endosomy pdzne oraz lizosomy, a nastgpnie usuwane byly na drodze
egzocytozy.

Ponadto, doswiadczenia z wykorzystaniem wybranych chemicznych inhibitorow
endocytozy potwierdzily jej udziat w internalizacji UCNPs 1 pomogly wytypowac¢ kilka
mechanizméw w nig zaangazowanych. Glownym mechanizmem internalizacji UCNPs
w komorkach HeLa byta endocytoza za posrednictwem Klatryny.

Wykazano, ze cytotoksyczno$¢ analizowanych UCNPs wzgledem komorek
prawidlowych i nowotworowych (badana testami MTT, PrestoBlue, Live/Dead), wyrazana
obnizeniem zywotnosci komorek, byla niewielka 1 zalezala od st¢zenia nanoczastek.
Odpowiedz komoérkowa (zmiany ultrastrukturalne zwigzane z degeneracjg mitochondriow)
byla nasilona tylko dla bardzo wysokich stezen (100 pg/ml), znacznie przewyzszajacych
ustalone, optymalne do badan stgzenie (1 pg/ml), okres§lone na podstawie analizy
mikroskopowo-elektronoweyj.

Ponadto, ekspozycja na wybrane stezenia UCNPs wykazata brak istotnej indukcji
wybranych markeréw stresu oksydacyjnego, ktorej nie towarzyszyly zmiany ultrastrukturalne
w komorkach. Z danych literaturowych wynika, ze linie nowotworowe sg mniej wrazliwe na
obecno$¢ nanomaterialdw, nie zaobserwowano jednak znaczacych rdéznic pomigdzy

komorkami HelLa 1 HEK293.
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Badania ex vivo umozliwity opracowanie efektywnego modelu podania UCNPs do
hodowli skrawkow hipokampa. Przeprowadzone obserwacje potwierdzity efektywna
internalizacje¢ UCNPs do komodrek hipokampa, ich dystrybucj¢ oraz gromadzenie si¢
w endosomach i lizosomach. Barwienie jodkiem propidyny i analiza TEM nie potwierdzity
nasilonego, negatywnego wptywu UCNPs na przezywalnos¢ i morfologie skrawkow.

W toku przeprowadzonych analiz jednoznacznie mozna stwierdzi¢, ze UCNPs budza
duze nadzieje zwigzane z potencjalnymi korzy$ciami ptyngcymi z ich zastosowania w zakresie
badan bio-medycznych. Uzyskane informacje uzupelniaja obecny stan wiedzy odno$nie
interakcji nanoczastek NaYF4:20%Yb%* 2%Er®* z materiatem biologicznym, zachodzacych na
poziomie subkomérkowym. W zwigzku z powyzszym, Wyniki dotyczace zarbwno syntezy
I charakterystyki, jak réwniez szczegotowej analizy tych nanoobiektow w uktadach
biologicznych in vitro sa doskonatym punktem wyjécia do badan nad spersonalizowang

biofunkcjonalizacja UCNPs w leczeniu réznych chorob w przysztosci.
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Abstract

Modern medicine requires intensified research in terms of seeking new diagnostic and
therapeutic solutions. The greatest hopes are placed on innovative strategies based on
nanostructures. In order to ensure the biological safety of the newly developed nanoparticles,
their unique properties have to far outbalance their toxic effects. Therefore, multifunctional
nanomaterials characterized by low cytotoxicity are needed. Recently, up-converting
nanoparticles (UCNPSs) doped with lanthanide ions have attracted significant attention.

The UCNPs are a new generation of nanomaterials with very interesting luminescent
properties, which convert lower radiation energy (long wavelengths e.g. near-infrared NIR) into
higher energy (shorter wavelengths, e.g., UV or VIS) in a nonlinear optical process called
up-conversion (UC). The process of up-conversion allows the use of nanoparticles as
bio-markers or bio-sensors, as well as their observation in cells and tissues and enables
monitoring of the process they participate. The additional advantages of UCNPs are their
relatively low cytotoxicity, excellent photostability, photobleaching resistance, and
no auto-fluorescence from organic compounds in biological material under their excitation
wavelength.

The main goals of this PhD dissertation comprised the synthesis and physicochemical
characterization (morphological and spectroscopic properties) of the obtained nanomaterials
based on rare earth ions, and evaluation their potential toxic effects and functionality
in biological systems at the in vitro level, in terms of determining the application possibilities
in biological and medical sciences.

The first stage of the research was the synthesis of nanocrystalline fluorides doped with
selected lanthanide ions ytterbium (Yb®*) and erbium (Er®*). The nanoparticles were obtained
by an adapted coprecipitation method, had a hexagonal structure, a small size (~20 nm), good
solubility in aqueous solutions, and showed an intense (green and red) luminescence under NIR
radiation, depending on the activator ion (Er**). The NaYF4:20%YDb%",2%Er®* UCNPs were
characterised in terms of morphology, structural and optical properties, using physicochemical
methods and techniques, such as transmission electron microscopy (TEM), scanning electron
microscopy (SEM), X-ray energy dispersion spectroscopy (EDS), luminescence spectroscopy
(PL), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), X-ray diffraction (XRD), and

surface potential measurements were performed.
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In the next section of the dissertation, the possibility of using the synthesized
nanoparticles in biological research (in vitro systems) was verified. Intracellular accumulation
and toxicity studies on HelLa and HEK293 cell lines and rat organotypic hippocampal slice
culture model (OHSC) were performed.

In order to identify the cellular internalisation mechanism of NaYF4:20%Y b%*,2%Er3*
nanoparticles, electron microscopy and confocal microscopy observations were carried out.
Efficient internalization of the nanoparticles by the cells was confirmed and their precise
localization in the cells was determined. Nanoparticles transport across cell membranes was
a very dynamic process. The UCNPs were easily taken up by both cell lines (internalization
was visible after 30 min). They entered the cells by endocytosis and always were trapped
in vesicle structures. The UCNPs accumulated only in specific cell organelles, such as early
endosomes, late endosomes, and lysosomes, and then were removed by exocytosis. Moreover,
experiments with chemical inhibitors of endocytosis confirmed the involvement of endocytosis
in nanoparticles internalization and helped to select several mechanisms involved in it.
The main pathway for the internalization of UCNPs in HeLa cells was clathrin-mediated
endocytosis.

It was shown that the cytotoxicity of the analyzed UCNPs (evaluated with MTT,
PrestoBlue, and Live/Dead tests), and expressed by decreased cell viability was low for both
normal and cancer cells and depended on the nanoparticles’ concentration. The cellular
response (ultrastructural changes as degenerative mitochondria) was enhanced only for very
high concentrations (100 pg/ml), significantly above the established optimal concentration
(1 pg/ml) determined by electron microscopy analysis. Furthermore, exposure to selected
concentrations of UCNPs showed no significant induction of oxidative stress without
ultrastructural changes in cells. The literature data shows that cancer lines are less sensitive to
the presence of nanomaterials, but no significant changes between HelLa and HEK293 cells
were observed.

Ex vivo studies allowed to design of an effective model of UCNPs administration on the
hippocampal slice cultures. Observations confirmed efficient cellular internalization of UCNPs
in the hippocampal cells, their biodistribution, and accumulation in endosomes and lysosomes.
Propidium iodide staining and TEM analysis did not confirm the adverse effects of UCNPs on
hippocampal slices viability and morphology.

In the course of the conducted analysis, it can be unambiguously stated that the UCNPs
are raising high hopes related to the potential benefits of their application in the biomedical

field. The obtained information complements the current knowledge regarding the interactions
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of NaYF4:20%Yb3* 2%Er®" nanoparticles with biological material at the subcellular level.
Thus, regarding the UCNPs synthesis and characterizations, and subsequently detailed analysis
of nanoobjects using in vitro biological systems, results provide the foundations for future
research possibilities in personalised UCNPs biofunctionalisation for various diseases

treatment.
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Innowacyjnos¢ rozprawy doktorskiej

Tematyka podjeta w ponizszej rozprawie doktorskiej odnosi si¢ do zagadnien
aktualnych i jest uzupelnieniem najnowszych informacji okre$lanych jako state-of-the-art
wspotczesnej nanotechnologii.

Duze nadzieje wiaze si¢ z zastosowaniem nanoczgstek. Moga one znalez¢ zastosowanie
w obrazowaniu komorek i tkanek, jako nos$niki lekéw, w celowanej terapii nowotworowej czy
bio-detekcji. Niestety, pomimo imponujgcej liczby przeprowadzanych badan w laboratoriach
na calym $wiecie i nadal pojawiajacych si¢ nowych doniesien naukowych, wcigz pozostaje
wiele otwartych pytan. Nie posiadamy pelnej wiedzy na temat oddzialywan nanoczastek
z materialem biologicznym. Dotad, nie zidentyfikowano wszystkich skutkow ubocznych
ekspozycji na nanoczastki, mechanizmow zaangazowanych w ich pobieranie przez komorki,
a takze mechanizmow ich usuwania z organizmu badz tez ich neutralizacji.

W zwiazku w powyzszym niniejsza praca doktorska uzupetnia aktualny stan wiedzy

o nastepujace zagadnienia:

1) po raz pierwszy przy pomocy badan mikroskopowo-elektronowych przedstawiono
szczegotowa dokumentacje ultrastrukturalng dotyczaca analizy wptywu obecnosci
nanoczastek B-NaYFs:20%Yb3* 2%Er®*" na komérki w dwoch modelach in vitro,
z uwzglednieniem ich subkomorkowej lokalizacji;

2) opisane w rozprawie wyniki znaczgco wzbogacajg aktualny stan wiedzy na temat
mechanizmow pobierania nanoczastek przez komorki Hela, a takze moga by¢
pomocne w wykorzystaniu opisanych mechanizméw w odniesieniu do przysztej
bio-funkcjonalizacji tego typu nanomateriatow;

3) opracowano model efektywnego podania nanoczastek B-NaYFs:20%Y b3 2%Er3*
w organotypowe] hodowli skrawkow hipokampa oraz wykazano, ze sg one
internalizowane przez komorki w obrebie tkanki hipokampa (wigkszo$¢ badan nad
NPs testowanymi w obrebie struktury hipokampa dotyczyta jedynie wyizolowanych
z niego komorek, a nie catych skrawkow);

4)  wykazano, ze badany typ nanoczastek P-NaYF4:20%Yb®",2%Er®* spetia cechy
atrakcyjnego  narzedzia pod katem  przysztych  zastosowan  nano-
biotechnologicznych i bio-medycznych, ze wzgledu na relatywnie niskg
cytotoksyczno$¢ 1 bardzo dobre wiasciwosci luminescencyjne w materiale

biologicznym.
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1. Wstep

1.1.  Nanotechnologia w zastosowaniach biomedycznych

Nanotechnologia jest wcigz stosunkowo mtoda, ale niezwykle dynamicznie rozwijajaca
si¢ dyscypling i jest to jedna z najbardziej obiecujgcych technologii XXI wieku [1]. Obecnie,
nanotechnologia nie tylko znajduje si¢ w fazie intensywnego rozwoju, ale réwniez jest
uznawana za wysoce atrakcyjng dziedzing ze wzgledu na mozliwos¢ komercjalizacji wynikow
badan. Trudno wymieni¢ wszystkie obszary nauki i zycia, ktore juz zrewolucjonizowata, ale
szczegblnie nowatorskim podejsciem ciesza si¢ te z zakresu nauk biologicznych i medycznych
[2]. Przedmiotem nanotechnologii sg obiekty, ktore przynajmniej w jednym ze swoich trzech
przestrzennych wymiaréw posiadaja nanometryczny rozmiar, mieszczacy si¢ w zakresie
od 1 do 100 nm [1,3,4]. Z wyjatkowosci skali nano zdano sobie sprawe¢ po odkryciu, ze zmiana
rozmiaru, a dokladnie jego zmniejszenie, moze wplywa¢ na wlasciwosci fizykochemiczne
materialu, w odniesieniu do ich cech prezentowanych w skali makro. Nanomateriaty,
ze wzgledu na bardzo mate wymiary, posiadaja specjalng wiasciwosé, ktorg jest zdolnos¢ do
pokonywania barier biologicznych, co znajduje potencjalne zastosowanie w naukach
biologicznych i medycynie [3]. W zastosowaniach biotechnologicznych i biomedycznych
szczegblnym zainteresowaniem cieszg si¢ nanomateriaty o wymiarach ponizej 50 nm. Istnieja
liczne doniesienia wskazujace na to, ze jest to optymalny rozmiar dla aktywnego pobierania
nanoczgstek 1 ich wewnatrzkomorkowego transportu, poniewaz wielkoscig odpowiadajg wielu
biomolekutom [5-7].

Od lat wsérdd najbardziej popularnych nanostruktur stosowanych w medycynie, poza
najczes$ciej wymienianymi nanoczastkami srebra (AgNPS) i ztota (AUNPS), wykorzystuje si¢
takze kropki kwantowe (ang. Quantum dots, QDs), nanoczgstki tlenku zelaza (Fe2O3NPs),
nanoczastki krzemionki, nanorurki weglowe, fulereny, czy tez nanoczastki polimerowe
i liposomy [8]. Ich unikalne cechy sprawiaja, ze wykorzystywane sa do diagnostyki, miedzy
innymi do obrazowania r6znymi metodami optycznymi lub metodg rezonansu magnetycznego.
Coraz czesciej wykorzystywane sg rOwniez w terapiach celowanych molekularnie [9]. Szeroko
prowadzone sg badania w zakresie opracowywania nowych nanostruktur oraz poszukiwania ich
nowych zastosowan. Rownolegle przeprowadzane sa analizy ich wplywu na organizm
cztowieka, gdyz zastosowanie nowych, nie do konca poznanych nanostruktur, stwarza trudne
do przewidzenia ryzyko wystepowania skutkow ubocznych [10]. Niejednokrotnie wykazano,

ze niektore z pozadanych wlasciwosci nanomaterialow, takie jak maty rozmiar, a przy tym duzy
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stosunek powierzchni wlasciwej do obj¢tosci, mogg prowadzi¢ do cytotoksycznosei [11,12].
Czynnikami warunkujgcymi toksyczno$¢ moze by¢ takze ksztalt nanoczastek (ang.
nanoparticles, NPs), ich sktad chemiczny, tadunek powierzchniowy, obecno$é¢ reaktywnych
grup na ich powierzchni, czy tez zdolno$¢ do agregacji [11,13]. Idealnym rozwigzaniem bytoby
uzyskanie takich nanoczastek, ktore beda taczy¢ w sobie mozliwosci diagnostyki
i terapii jednocze$nie, czyli nanoczastek okreslanych mianem teranostycznych (ang.
theranostics = “therapy” and “diagnosis”) [14,15]. W zwigzku z tym, poszukuje si¢ takich
nanomateriatow, ktore beda wielofunkcyjne i wydajne, beda generowaly relatywnie niskie
koszty produkcji, a przy tym beda charakteryzowaly si¢ wysoka biokompatybilnoscig
i znikoma cytotoksycznoscig w uktadach biologicznych. Zaprojektowane w ten sposob celowo
nanomateriaty okre$lane sg nanoczgstkami inzynieryjnymi (ang. engineered nanoparticles)
[2,16]. Przyciagaja one ogromne zainteresowanie ze wzgledu na swoja wszechstronno$é
aplikacyjng [17]. Takie nanomateriaty charakteryzuja si¢ dobrg kompatybilnoscig z materiatem
biologicznym i niskg toksyczno$cig. Wykazujg przy tym zdolno$¢ do przenikania przez btony
biologiczne i sg usuwane z organizmu, dlatego moga by¢ wykorzystywane w biomedycynie,
w tym w diagnostyce biomedycznej i leczeniu chorob [13]. Zazwyczaj posiadajg one unikalne
wlasciwos$ci optyczne 1 magnetyczne, ktore sprawiaja, ze stajg si¢ uniwersalnym narz¢dziem
w naukach biomedycznych, takich jak bioanalityka, obrazowanie biomedyczne oraz terapia pod
kontrolg obrazowania [18-21]. Nanomateriaty, ktore reaguja na $wiatto, takie jak kropki
kwantowe, czy nanoczastki metali staly si¢ optymalnymi kandydatami do zastosowania
ze wzgledu na ich dobre whasciwosci optyczne (silniejsza luminescencja), a takze maty rozmiar,
tatwos¢ modyfikacji powierzchni, wysoka czutlos$¢ i dobra fotostabilno$é. Powyzsze cechy
umozliwiaja wykrywanie probek biologicznych z wysoka selektywnoS$cig oraz znakowanie
biomolekut [22]. Zazwyczaj jednak, nanomaterialy wykazujace wiasciwosci optyczne pod
wplywem $wiatta, posiadaja liczne ograniczenia, takie jak interferencja fluorescenc;ji tta, tatwa
fotoliza, staba penetracja materialu biologicznego, a takze krotkotrwata fluorescencja
i dlugoterminowa toksycznos¢ [23,24].

Od kilku dekad w biomedycynie znajduja zastosowanie rozne typy nanostruktur. Jednak
nieustannie poszukuje si¢ nowych i bardziej wydajnych nanomateriatlow, ktore do zastosowan
biomedycznych powinny charakteryzowaé si¢ niska cytotoksycznos$cig. Niejednokrotnie
wykazano, ze niektore typy nanostruktur, jak chociazby najpowszechniej stosowane
nanoczastki srebra wykazujg znaczng toksycznos¢ (Tabela 1) [25]. Od dawna znane jest ich
antybakteryjne dzialanie, co znalazlo zastosowanie w opatrunkach na rany, ale stosowane sa

tez do powlekania narzedzi chirurgicznych czy tez protez [26]. Niewatpliwym korzy$ciom
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z ich stosowania przeciwstawi¢ jednak nalezy tatwo$¢ przenikania do ludzkiego organizmu

r6znymi drogami. Badania wykazaly, ze kumuluja si¢ w réznych narzadach, ale roéwniez

pokonujg barierg krew-modzg wywotujac neurotoksycznosc [3,27].

Tabela 1. Najbardziej popularne typy nanoczgstek stosowanych w aplikacjach biomedycznych i ich toksycznosé.

Typ

Zastosowania biomedyczne

Efekt toksyczny

Nanoczastki srebra (AgNPs)

- systemy dostarczania lekow

- diagnostyka

- terapia nowotworow

- dzialanie przeciwbakteryjne

- inZynieria tkankowa

- leczenie ran (bandaze, opatrunki)

- terapie genowe

- powlekanie sprz¢tu medycznego i protez
- bioczujniki optyczne

(powierzchniowy rezonans plazmonowy)
- stomatologia

- kumulujg si¢ w nerkach, watrobie, moézgu, $ledzionie, ptucach,
lozysku, opuszce wechowej

- uwalniajg jony srebra, ktore bezposrednio uszkadzaja DNA

- przenikaja i uszkadzaja barier¢ krew-mozg

- uszkadzaja komorki nerwowe

- wywotluja stany zapalne (indukcja cytokin) powoduja apoptoze
komorek poprzez indukcje wewnatrzkomorkowych reaktywnych
form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS)

- wywoluja stres oksydacyjny i genotoksyczno$é

- AgNPs sa toksyczne dla komorek ssakow, ktore pochodza
ze skory, watroby, pluc, moézgu, uktadu krazenia i narzadow
rozrodczych (toksyczno$¢ potwierdzona w licznych badaniach
in vitro i in vivo) [28]

Nanoczastki zlota (AuNPs)

- systemy dostarczania lekow
przeciwnowotworowych

- $rodki kontrastujace

- obrazowanie biomedyczne (promieniowanie
rentgenowskie/ tomografia komputerowa,
fotoakustyczne)

- bioczujniki

- diagnostyka

- terapia fotodynamiczna

- terapia fototermiczna

- bioznakowanie

- terapia genowa

- dziatanie przeciwbakteryjne

- urzadzenia chirurgiczne

- kumulujg si¢ w organach wewnetrznych zmieniajac ekspresje
genow zwiazanych z detoksykacja organizmu, metabolizmem
thuszczow, cyklem komorkowym, reakcjami obronnymi i rytmem
okotodobowym

- prowadza do uszkodzen nerek

- 53 teratogenne i cytotoksyczne

- wywotuja stres oksydacyjny

- powoduja aberracje chromosomowe

- powoduja uszkodzenia DNA in vitro oraz in vivo w komorkach
watroby, krwi, kory mozgowej szczurow

Nanoczastki tlenku

miedzi (CuONPs)

- dziatanie przeciwbakteryjne
- dziatanie przeciwgrzybicze

- przenikaja barier¢ krew-mozg, prowadzac do degeneracji
komorek uktadu nerwowego - zaklocenie funke;ji fizjologicznych
osrodkowego uktadu nerwowego [29]

- wywotuja stres oksydacyjny [29]

- obnizaja zywotno$¢ komorek

- obnizajg LDH, nasilajg proces peroksydacji lipidow [30]

- wywoluja genotoksyczno$é

- uwalniaja jony miedzi [31]

- wywoluja cytotoksyczno$é in vitro i in vivo

Nanoczastki tlenku zelaza

(Fe203NPs)

- systemy dostarczania lekow
- diagnostyka

- obrazowanie
magnetycznego

- terapia genowa

- suplementacja zelaza
- obrazowanie guzow
- znakowanie molekularne

metoda rezonansu

- produkuja  ROS:  wywoluja  stres  oksydacyjny,
a nastepnie wywotuja uszkodzenia DNA i peroksydacje lipidow,
wywoluja stany zapalne

- przenikaja barier¢ krew-mozg

- uwalniajg jony Fe?*

- zaburzaja funkcjonowanie komorek in vitro prowadzac do ich
apoptozy i nekrozy, powoduja liz¢ komorek

- powoduja zaburzenia w cytoszkielecie aktynowym komorek

- gromadzg si¢ w watrobie, §ledzionie, plucach i mézgu

- zaburzajg uktad krzepniecia krwi

- moga prowadzi¢ do agregacji biatek w komodrkach nerwowych
[32]

- wywotujg zaburzenia homeostazy zelaza

- wywoluja zmiany w odpowiedzi komodrkowej takie jak
aktywacja szlakow sygnatowych i zaburzenia w regulacji cyklu
komorkowego

- wywoluja zmiany mitochondrialne

- doprowadzaja do rozregulowania profili ekspresji genow,
wywoluja efekty genotoksyczne [33-36]

- akumuluja sie w algach i wywotuja stres oksydacyjny [37]
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Nanoczastki dwutlenku tytanu

(TiO2NPs)

- dostarczanie lekoéw

- terapia fotodynamiczna

- obrazowanie komorek

- bioczujniki

- inzynieria genetyczna

- ochrona skory (wlasciwosci
promieniowanie UV)

blokujace

- moga przenikac¢ przez tozysko

- wdychanie  TiO2NPs  powodowalo  zapalenie pluc
u zwierzat (wdychane TiO2NPs moga by¢ transportowane
do mézgu - potencjalna neurotoksycznosc)

- wywoluja cytotoksycznos¢ i genotoksycznos¢ in vitro
w roznych liniach komérkowych, roslinach i w mézgu myszy po
podaniu doustnym [38-41]

- wykazano biodystrybucje TiO2NPs z
i innych narzadéw [42]

- w wysokim stezeniu TiO2NPs sa w stanie obnizy¢ zywotno$¢
komorek, zwigkszy¢ apoptoze, produkcje ROS
i wydzielanie cytokin prozapalnych [43]

- wykazano toksyczny wplyw TiO2NPs na uktad odpornosciowy,
watrobe, nerki, §ledziong, migsien sercowy, homeostazg glukozy
i lipidéw w warunkach eksperymentalnych in vivo [3]

pluc do krwi

Nanoczastki tlenku cynku

(ZnONPs)

- ochrona skory (wlasciwoséci blokujace

promieniowanie UV)

- moga uszkadza¢ komorki nerwowe i uklad immunologiczny

- wywoluja cytotoksyczno$é i genotoksyczno$¢
in vitro [41,44,45] i in vivo [46]
- powoduja stres  oksydacyjny, uszkodzenia DNA

i apoptoz¢ w watrobie u myszy po podaniu doustnym [47]

- obnizajg zywotno$¢ komodrek, wywoluja apoptoze, powoduja
uszkodzenia blony komorkowej, zwigkszaja stres oksydacyjny,
generuja powstawanie ROS

- induktor cytotoksyczny w jadrach i mgskich komorkach
rozrodczych, powodujacy uszkodzenia DNA
w niektorych spermatocytach [48,49]

- watroba, nerki, pluca, moézg 1 S$ledziona s3 narzadami
0 wysokim poziomie kumulacji ZnONPs [50]

- diagnostyka

- uwalniajg toksyczne jony kadmu [51,52]

S - obrazowanie komorek i tkanek in vivo - powoduja uszkodzenia DNA
g - znakowanie in vitro - wywoluja stres oksydacyjny [53]
& & | - bioczujniki - uszkodzenia kanatow jonowych [54]
E 8, - terapia fotodynamiczna - wywotujg odpowiedzZ zapalng [55-56]
%_ ~ | -terapia fototermiczna
) - systemy dostarczania lekow
¥ - biochipy
- teranostyka
= |- noséniki lekow i genow - moga si¢ kumulowaé¢ w sercu, watrobie, $ledzionie, nerkach
o i moézgu po spozyciu, inhalacji lub aplikacji na skore
P4 . . . - .
23 - moga _1nduk0wac wytwarzanie ROS 1 powodowac stres
2, 7 oksydacyjny,
) g - moga powodowac apoptoze, genotoksyczno$¢ oraz uszkodzenia
=< DNA w ludzkich komérkach $rédblonka zyly pegpowinowej
< S A
Z 'S (HUVEC) in vitro
“E’ - wywoluja genotoksyczno$¢ u szczurow.
~
- systemy kontrolowanego dostarczania lekow | - nie funkcjonalizowane fulereny moga by¢ dystrybuowane do
- obrazowanie nowotworow wszystkich tkanek i dhugotrwale akumulowane
w kosciach, §ledzionie, watrobie i nerkach
> - powoduja indukcje wewnatrzkomoérkowego poziomu ROS
o w  ludzkich keratynocytach i komorkach raka ptuc
= in vitro
L - agregaty fulerendow wywotuja cytotoksyczno$¢ wraz
ze  wzrostem  stezenia  poprzez — uszkodzenia  blony
mitochondrialnej
- powoduja apoptoze makrofagow
. - systemy kontrolowanego dostarczania lekow | - indukujg apoptoz¢ w komorkach macierzystych mysich
g % - noséniki lekéw przeciwnowotworowych, | zarodkow poprzez aktywacj¢ biatka P53
%; 4 gendbw oraz bialek w  chemioterapii | - powoduja uszkodzenia DNA w komorkach ptuc, szpiku kostnego
e NOWOtworow i leukocytow myszy
0= E - bioczujniki - wywol’ujg genotoksycznos’é poprzez narazenie 1nhala<.:yjr.1e
5 g - powoduja natychmiastows reakcje¢ zapalna, zwloknienie, stres
§ = oksydacyjny i hiperplazje u myszy (C57BL)
3z

Tabelg opracowano na podstawie [3,11,57-63].
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Ze wzgledu na unikalne wiasciwosci nanostruktur szczegdlnie duzo uwagi poswieca si¢
mozliwos$ci ich zastosowania w diagnostyce i leczeniu chorob nowotworowych. W diagnostyce
tych chorob wykorzystywane sa obecnie rozne techniki obrazowania: promieniowanie
rentgenowskie, w tym tomografia komputerowa (ang. computed tomography, CT), rezonans
magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging, MRI), pozytronowa tomografia emisyjna
(ang. positron emission tomography, PET), ultradzwicki i obrazowanie fluorescencyjne.
W obrazowaniu fluorescencyjnym powszechnie stosowanymi sondami sg barwniki i biatka
fluorescencyjne, ktore cieszg si¢ duzym uznaniem. Niemniej jednak, obarczone sg One rowniez
niskg czutoscig wykrywania, szybkim wyswiecaniem (fotowybielaniem, ang. photobleaching)
i wysoka toksycznoscia, a przy tym nie niosg ze sobg zadnego efektu terapeutycznego [23].

Korzystng alternatywe stanowi obrazowanie optyczne (ang. optical imaging) bazujace
na fluorescencji lub luminescencji nanomateriatdéw. Z uwagi na rosngce zapotrzebowanie na
tego typu nanomateriaty, zwtaszcza w klinice, prace w tym obszarze prowadzone sg niezwykle
intensywnie. Jednak synteza nowych nanomateriatow, nawet o dobrze zdefiniowanej strukturze
i wlasciwosciach dostosowanych do konkretnych zastosowan, jest wcigz wielkim wyzwaniem
wspotczesne] nanotechnologii. Sposrod dostepnych obecnie nanostruktur, coraz wigksza
popularnoscig ciesza si¢ nowej generacji nanomaterialty konwertujace energi¢ w gore, ktore

zdaja si¢ spetnia¢ powyzsze wymagania.

1.2.  Nanoczastki konwertujace energie w gore

Nanoczastki konwertujace energie w gore (ang. upconversion nanoparticles, UCNPS)
to nanomaterialy luminescencyjne oparte na matrycach fluorkowych (np. NaYFs4, CaFz, YF3),
tlenkowych (np. Gd203, Y203) lub siarczkowych (np. CdS, ZnS), domieszkowanych jonami
pierwiastkéw ziem rzadkich (ang. rare earth-doped upconversion nanoparticles, RE-UCNPs
inaczej domieszkowane lantanowcami ang. lanthanide-doped upconverting nanoparticles,
Ln-UCNPs, najczesciej Ln®* = Er¥*, Yb*", Tm®, Tb%*, Gd®*", Ho®**, Eu®", Nd**) lub metalami
grup przejsciowych (np.: Fe3*, Mn?*, Cr3*, Re*™, V3*, Mo®', Ni?*, Ti?*, Ca®*, Zr*", Y3*). UCNPs
stanowig interesujaca grup¢ nanomaterialow, ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci
spektroskopowe, a mianowicie posiadaja zdolno§¢ do wzbudzenia luminescencii,
charakterystycznej dla tej grupy zwigzkow. W swej budowie zawieraja jony pierwiastkow ziem
rzadkich, ktore na skutek promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni (ang. near infrared,
NIR) sg w stanie naturalnie wyemitowac promieniowanie z zakresu $wiatta widzialnego (VIS)
lub ultrafioletowego (UV) [5,64-68]. Emisja luminescencji opiera si¢ na zachodzacym procesie

konwersji energii w gore (ang. up-conversion, UC), zwanym inaczej promieniowaniem
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anty-stokesowskim. Konwersja energii w gor¢ odnosi si¢ do nieliniowych procesow
optycznych, w ktorych sekwencyjna absorpcja dwoch lub wigcej fotonow prowadzi do emisji
swiatla o dhugosci fali krotszej, niz dtugos¢ fali wzbudzenia (emisja anty-stokesowska) [7,66].
W przeciwienstwie do innych procesow emisji opartych na absorpcji wielofotonowe;,
konwersja w gore moze by¢ skutecznie wzbudzana nawet przy stosunkowo niskich gestosciach
mocy wzbudzenia [23,69].

UCNPs wykazuja wlasciwosci luminescencyjne anty-stokesowskie 1 moga
konwertowa¢ $wiatto bliskiej podczerwieni do $wiatta widzialnego (Rycina 1). Proces ten
pozwala na obserwacj¢ ruchu nanoczastek w komoérkach i tkankach oraz monitorowanie
procesow, w ktorych uczestnicza nanoczastki. UCNPs maja wysoka stabilno$¢ chemiczng
1 moga by¢ uzywane jako sondy fluorescencyjne w ré6znych uktadach biologicznych, utatwiajac
wykonywanie testow biologicznych. Ponadto, UCNPs mozna funkcjonalizowaé poprzez
przylaczenie specyficznie ukierunkowanych ligandow powierzchniowych (np. peptydow,
przeciwcial lub lekéw drobnoczgsteczkowych), oraz moga by¢ stosowane jako wysoce czule
i selektywne sondy do wykrywania okreslonych komoérek [70,71]. Nanoczastki
luminescencyjne sa skutecznie wykorzystywane rowniez jako optyczne znaczniki do

obrazowania w terapii nowotworow [72].

BLISKA
PODCZERWIEN
980 nm

HIPERTERMIA

Kierowanie
magnetyczne|q - .

pecazonais TERANOSTYKA

Rycina 1. Schemat przedstawiajgcy budowe nanoczgstki konwertujgcej energie w gore oraz mozliwosCi jej
zastosowan biomedycznych.

Dodatkowo, w zalezno$ci od uzytych jonow domieszkujgcych mozemy nadawac
UCNPs nowe wiasciwosci lub decydowaé o kolorze emitowanego przez nie $wiatta (np. Er®* -
zielone, Tm3* - niebieskie, Sm** - pomaranczowe, Eu®* - czerwone). Jony gadolinu (Gd*")

wbudowane w matryce domieszkowang innymi jonami lantanowcéw, nadaja nanoczastkom
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wiasciwo$ci magnetyczne [73]. Umozliwia to ich wykorzystanie jako srodka kontrastujgcego
w obrazowaniu MRI [74], a takze jako no$nika réznych zwigzkéw (np. lekow) sterowanych
zewnetrznym polem magnetycznym lub w hipertermii. Co wigcej, taki sktad chemiczny
pozwala na wykorzystanie UCNPs w obrazowaniu multimodalnym (ang. multimodal imaging).
Obrazowanie multimodalne opiera si¢ na mozliwosci jednoczesnego obrazowania za pomoca
wielu technik, a w tym przypadku luminescencji (znacznik fluorescencyjny) oraz rezonansu
magnetycznego (Srodek kontrastowy) [7,75,76].

UCNPs stanowig ulepszong alternatywe dla tradycyjnego obrazowania optycznego,
ze wzgledu na szereg innych zalet, takich jak odpornos$¢ na wyswiecanie (ang. photobleaching),
niska autofluorescencja tla w materiale biologicznym, gleboka penetracja tkanek oraz
minimalne fotouszkodzenia [77-81]. Powyzsze cechy sprawiaja, ze nanoczastki te znajduja
potencjalne zastosowanie w biologii i medycynie [82], szczegdlnie w obrazowaniu
biologicznym in vitro i in vivo [7,23,81] oraz terapii fotodynamicznej (ang. photodynamic
therapy, PDT) [83,84], fototermicznej (ang. photothermal therapy, PTT) [85] i hipertermicznej
(ang. hyperthermia) [86] nowotworow [87].

W Tabeli 2 zestawiono ze soba barwniki organiczne, kropki kwantowe oraz nanoczastki

konwertujace energie w gore ze wzgledu na ich uzyteczno$¢ w bioobrazowaniu.

Tabela 2. Poréwnanie barwnikéw organicznych, kropek kwantowych oraz nanoczgstek konwertujgcych energie
w gore do zastosowan w obrazowaniu.

Nanoczastki
Barwniki organiczne . konwertujgce energie
Wilasciwosci i bialka fluorescencyjne Kropki kwantowe w gore domieszkowane jonami
lantanowcow
Szeroko$¢ pasm Waskie pasma absorpcji, | Bardzo szerokie pasma absorpcji, |Bardzo waskie pasma absorpcji,
absorpcji i emisji szerokie pasma emisji waskie pasma emisji bardzo waskie pasma emisji
Icza.sy zaniku ~1-5 ns [88,89] ~10-100 ns [90,91] ~0,1-5ms
uminescencji
Odp ornose na Staba Duza [92,93] Duza
fotowySwiecanie
Rozmiar 0,5-5nm [88] 1,5-10 nm [94] 10-30 nm
Zakres absorpcji UVIVis UVIVis NIR
promieniowania
Zakres emisji UVIVis UVIVis UVIVis
promieniowania
Przesuniecie Stokesa <50 nm <50 nm do 500 nm
Bardzo dobra; Doskonala,
Fotostabilnosé Niska bez qukszych zmian n.awet, podczas| brak zmian nawet p’Od'CzaS .
dtuzszych naswietlan, dlugoterminowego naswietlania
problem migotania laserem
Od niskiej do bardzo Wysoka Niska
Toksveznosé wysokiej Zalezna od wlasciwosci Dotychczasowe wyniki
¥ Dziatanie kancerogenne i fizykochemicznych [51] wskazuja na znikomy poziom
mutagenne [95-98] Uwalniaja toksyczne jony Cd [52] toksycznoéci
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1.3.  Proces konwersji energii w gore

Ze wzgledu na swoje mozliwosci aplikacyjne (bio-obrazowane i bio-detekcja), znaczaca
role w nano-medycynie odgrywaja materialty wykazujace wlasciwosci luminescencyjne.
Luminescencja (fotoluminescencja) to zjawisko emisji $wiatla przez czasteczki lub atomy,
ktore przechodzg ze wzbudzonego stanu elektronowego na nizszy elektronowy stan wzbudzony
lub podstawowy. Nastepuje to w wyniku pochlonigcia przez nie promieniowania
elektromagnetycznego z obszaru widzialnego, ultrafioletu lub podczerwieni. Wyrdznia si¢ dwa
zasadnicze mechanizmy luminescencji, oparte na procesie konwersji energii ,,w dot”’ (ang.
down-conversion) lub konwersji energii ,,w gore” (ang. up-conversion) [99]. Dla wiekszoS$ci
zwigzkow wykazujacych wilasciwosci luminescencyjne, tzw. fluoroforow lub chromoforéw
obserwujemy konwersje energii w dot. Polega ona na wzbudzaniu fotonéw, a nastgpnie ich
przechodzeniu z niestabilnego, wyzszego poziomu na nizszy. Energia powstata pomiedzy tymi
poziomami zostaje zamieniona na promieniowanie wyemitowane w zakresie S$wiatta
widzialnego, a emitowane fotony posiadaja energi¢ mniejsza niz fotony pochtonigete.
Konwersja energii w dot jest procesem zachodzacym zgodnie z prawem Stokesa, ktore mowi,
ze dlugos¢ fali wyemitowanego promieniowania luminescencyjnego (fluorescencja) jest
zawsze wigksza od dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego fluorescencje. Innymi stowy
absorbowane fotony maja krotszg dlugos¢ fali niz wyemitowane fotony. Energia emisji
promieniowania jest nizsza niz energia absorpcji, a roznica energii pomiedzy maksimum pasma
absorpcji (dla zakresu dlugosci fal pochtonigtych) a maksimum pasma emisji (dla zakresu
dhugosci fal emitowanych) dla tego samego stanu wzbudzonego nazywana jest przesunigciem
Stokesa.

Najczesciej stosowane w aplikacjach bio-medycznych (bio-obrazowanie i bio-detekcja)
fluorofory to barwniki organiczne i biatka fluorescencyjne oraz kropki kwantowe, wykazujace
fluorescencje pochodzaca z konwersji energii w dot [100]. Stosowane obecnie barwniki
organiczne, pomimo dobrych wlasciwosci optycznych charakteryzuja si¢ szeregiem wad,
takich jak fotowyswiecanie ze wzgledu na krotkie czasy zaniku fluorescencji, szerokie pasma
emisji 1 waskie pasma wzbudzenia oraz niewielkg gleboko$¢ penetracji tkanek. Ponadto, do ich
wzbudzenia stosowane jest czgsto promieniowanie UV, ktore nie tylko powoduje zniszczenie
samego barwnika (fotodegradacja) oraz fotouszkodzenia komorek i tkanek, ale jednoczes$nie
wzbudza naturalnie wystepujace w zywych organizmach fluorofory takie jak flawiny, porfiryny
czy aminokwasy aromatyczne. Prowadzi to do niekorzystnego zjawiska autofluorescenciji,
wplywajacego na parametry pomiardw obrazowania na skutek zmniejszania si¢ stosunku

sygnalu do szumu oraz uniemozliwia dlugie obserwacje materialu biologicznego.
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W odréznieniu od organicznych fluoroforow, QDs wykazujg bardzo dobrg stabilno$¢ podczas
dlugiego naswietlania, szerokie pasma absorpcji i stosunkowo waskie pasma emisji.
Dodatkowo, ich wtasciwosci luminescencyjne zalezg od ich rozmiaréw i mogg by¢ w tatwy
sposob modulowane. Wyniki pochodzace z wielu prac wykazaty jednak ich znaczng
toksycznos$¢, zwigzang z uwalnianiem toksycznych pierwiastkéw w materiale biologicznym.
Interesujacg alternatywa i1 zjawiskiem przeciwnym dla klasycznej luminescencji jest
proces konwersji energii w gore. Konwersja energii w gore, nazywana roéwniez emisjg anty-
stokesowska, jest nieliniowym procesem optycznym, w ktorym zachodzi zamiana (konwersja)
promieniowania elektromagnetycznego z zakresu bliskiej podczerwieni do §wiatla widzialnego
badz tez ultrafioletowego. Oznacza to, ze pochtaniane promieniowanie posiada dtuzsza dlugosé
fali niz promieniowanie emitowane. W procesie tym zachodzi absorpcja co najmniej dwdch
fotonow, wskutek czego nastgpuje emisja promieniowania o Wwyzszej energii niz
zaabsorbowana. Rycina 2 przedstawia w uproszczony sposob roéznice miedzy klasyczng

luminescencja a luminescencja towarzyszaca konwersji energii w gore.
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Luminescencja klasyczna Luminescencja
stokesowska antystokesowska

,KONWERSJA energii w DOt” ,KONWERSIA energii w GORE”

Rycina 2. Uproszczone diagramy przedstawiajqce proces klasycznej luminescencji stokesowskiej (konwersja
energii w dot) oraz luminescencji antystokesowskiej (konwersja energii w gore). Oznaczenia: hv — energia
fotondw, czarne linie oznaczone numerami — stany energetyczne, zielona strzatka — absorpcja fotonow przy
pobudzeniu UV/VIS, czerwone strzatki — absorpcja fotonéw przy pobudzeniu NIR, niebieskie strzatki — emisja
promieniowania (fluorescencja). Opracowanie wiasne na podstawie [99].

1.4. Mechanizmy konwersji energii w gére

Obecnie wyrdznia si¢ pie¢ podstawowych mechanizmoéw przebiegu procesu konwersji
energii w gore: 1) absorpcja ze stanu wzbudzonego (ang. Excited State Absorption, ESA),
2) konwersja energii w gore z transferem energii (ang. Energy Transfer Up-conversion, ETU),

3) lawina fotonéw (ang. Photon Avalanche, PA), 4) relaksacja krzyzowa (ang. Cross
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Relaxation, CR) oraz 5) kooperatywnie uczulana konwersja energii w gore (ang. Cooperative

Sensitization Upconversion, CSU) (Rycina 3).
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Rycina 3. Mechanizmy procesu konwersji energii w gore: ESA - absorpcja ze stanu wzbudzonego, ETU -
konwersja energii w gore z transferem energii, CSU - kooperatywnie uczulana konwersja energii w gore, CR -
relaksacja krzyzowa, PA- lawina fotonow. E1, E2 — stany energetyczne, G — stan podstawowy, niebieskie strzalki
— emisja promieniowania, przerywane fioletowe strzalki — transfer energii, czerwone przerywane strzatki -
absorpcja fotonu ze stanu podstawowego (GSA). Opracowanie wiasne na podstawie [67].

Sposréd wymienionych proceséw, dla nanokrysztatéw B-NaYF4:20%Yb3* 2%Ers*
najbardziej efektywnym i wydajnym jest mechanizm przebiegu konwersji energii w gore
z transferem energii (ETU) [64,65], okreslany rowniez jako dodawanie fotonow przez transfer
energii (ang. Addition of Photons by Transfer of Energy, fr. Addition de Photons par Transferts
d’Energie, APTE) [66]. Mechanizm ETU zachodzi w obrgbie dwoch roznych,
ale sgsiadujacych ze soba jonow, aktywatora oraz uczulacza [101-105]. W tym uktadzie jony
iterbu (Yb®") petnig funkcje donora (uczulacza), natomiast jony erbu (Er®") funkcje akceptora
(aktywatora) oraz emitera energii. Dzigki temu, Ze réznica energii miedzy stanem wzbudzonym
a stanem podstawowym energii jonu uczulacza i jonu aktywatora jest zblizona, a odlegtos¢
miedzy nimi jest wystarczajaco mata, absorpcja promieniowania podczerwonego 980 nm przez
jony uczulacza umozliwia wystapienie transferu energii do jondow aktywatora. Taki
bezpromienisty przekaz energii z jonow Yb®* do Er** prowadzi do wzbudzenia
wysokoenergetycznych stanow elektronowych 1 wystgpienia emisji promieniowania w zakresie
widzialnym [23]. Schemat zachodzacego procesu konwersji energii w gore poprzez mechanizm
ETU w badanych nanoczastkach B-NaYF4:20%Yb** 2%Er*, zostal przedstawiony na Rycinie
4. Jon 1 (uczulacz) przy wzbudzeniu promieniowaniem o dtugos$ci fali 980 nm (NIR) pochtania
foton 1 ulega wzbudzeniu ze stanu podstawowego G przechodzac na wyzszy poziom
energetyczny do stanu wzbudzonego E: (proces absorpcji fotonu ze stanu podstawowego, ang.
ground-state absorption, GSA). W wyniku absorpcji fotonu jon 1 przenosi zebrang energie do
jonu 2 (aktywator). Ponowna absorpcja niskoenergetycznego fotonu przez jon 1 i kolejny
transfer energii powoduje przejscie jonu 2 do jego gornego stanu wzbudzonego E2. Uczulacz

po kazdym transferze energii do aktywatora wraca z powrotem do stanu podstawowego G.
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Wzbudzony jon 2 wracajac do swojego stanu podstawowego G jest zdolny do emisji
promieniowania w zakresie $§wiatta widzialnego (VIS). Jon Yb**jest idealnym kandydatem do
roli jonu uczulajacego, ze wzgledu na nieskomplikowany uktad poziomdéw energetycznych,
zawierajacy tylko jeden stan wzbudzony [106,107]. Natomiast jony Er®* idealnie sprawdzaja
si¢ w charakterze aktywatora w procesach konwersji energii w gore ze wzgledu na swoja
konfiguracje poziomoéw energetycznych. Wykazuja dlugie czasy zycia posrednich
elektronowych poziomoéw energetycznych, ktore sa tatwo dostgpne dla promieniowania
w zakresie bliskiej podczerwieni. Ponadto, posiadaja stosunkowo duze przerwy energetyczne
pomiedzy poziomem posrednim a emitujacym oraz z tatwoscig ulegaja wzbudzeniu ze stanu
posredniego do stanu wyzszego, co przeklada si¢ na bardzo wydajng anty-stokesowska emisje

luminescencji [7,23,76,107].
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Rycina 4. Mechanizm przebiegu konwersji energii w gore z transferem energii (ETU). Oznaczenia: czerwone
strzatki — GSA - absorpcja fotonu ze stanu podstawowego, przerywane szare strzalki - przejscia bezpromieniste,
przerywane niebieskie strzatki — transfer energii, zielona strzatka — emisja promieniowania, NIR — bliska
podczerwien, VIS — swiatto widzialne. Opracowanie wiasne na podstawie [23,103,104,107-109].

Mechanizm wzbudzenia energii ma charakter wieloetapowy i wymaga sekwencyjnej
absorpcji dwoéch niskoenergetycznych fotonow (kwantow energii) w celu wygenerowania
jednego wysokoenergetycznego fotonu [110]. Promieniowanie laserowe o dtugosci fali 980 nm
zapewnia maksymalna absorpcje w jonach Yb3* [111]. Najbardziej efektywny proces konwersji
energii w gore wykazuja nieorganiczne matryce NaYFs4 fazy heksagonalnej [7],
domieszkowane parami trojwartosciowych jonow Yb%* - Er¥* [66,112-115]. W efektywnym
transferze energii szczegdlnie wazna jest odleglto$¢ miedzy jonami [116] uwarunkowana
stezeniem domieszek [104,115,117] oraz ich uktad przestrzenny [107]. Kiedy nanomateriaty
z domieszka jonow Er®* sa uczulane (sensytyzacja) przez jony Yb**, zaréwno wysoki przekroj

czynny na absorpcje promieniowania o dlugosci 980 nm jonéw uczulacza (1,2x10%° cm? [118])
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w poréwnaniu do samych jonow Er¥* (1,7x102! cm? [68,118]) oraz efektywny mechanizm
transferu energii miedzy obydwoma jonami Yb3* i Er¥* prowadza do wzmocnienia wydajnosci
konwersji energii w gore [119,120].

Wiele nieorganicznych matryc z domieszka lantanowcoéw jest w stanie emitowac
Swiatlo widzialne przy wzbudzeniu NIR, ale wysoce wydajna konwersja energii w gore
wymaga dobrego dopasowania mi¢dzy zastosowang siecig macierzystg, jonami domieszki
i stezeniem domieszek [103]. Dhugie czasy zaniku luminescencji sa charakterystyczne dla
wzbudzonych jonéw Yb®*, w zwiazku z tym sa one zdolne do magazynowania energii. Ponadto,
struktura elektronowa YDb®*" ma zdolno$¢ minimalizowania niekorzystnych procesow
zwiazanych z wygaszaniem stezeniowym. Wobec powyzszego, stezenie jonow Yh® peigcego
funkcje uczulacza w matrycy moze byé 10-20 krotnie wigksze niz stezenie jonoéw Er®* bedacego
aktywatorem [76] [109] [66]. Domieszka jonéw zapewnia centra luminescencyjne, natomiast
matryca zapewnia sie¢ krystaliczng, ktora lokuje te centra w optymalnej pozycji [66].
Domieszke stanowig zwykle jony lantanowcow dodawane w niskich stezeniach [109]. Dla
Er¥*optymalne warto$ci domieszek to zazwyczaj nieprzekraczajace 3% (przewaznie 2%), a dla
Yb** najczeséciej pomiedzy 18-20% [65,66,107,121,122].

Zjawisko konwersji energii $wiatla w gorg, obserwowane w nanomateriatach
domieszkowanych wybranymi parami jonéw lantanowcéw (para Yb®*-Er®* w badanych
nanoczgstkach) pozwala nie tylko na efektywne wzbudzenie §wiatta z zakresu widzialnego
(zielona i czerwona emisja pochodzaca od jonow Er®*) w wyniku wzbudzenia laserem pracy
cigglej o dhugosci fali ~980 nm (absorpcja przez jony Yb3"), ale rowniez nie wymaga
stosowania drogich zrodet §wiatla wzbudzajacego (lasery femtosekundowe). Wykorzystanie
tego zjawiska stanowi wigc bardzo atrakcyjng alternatywe w stosowanych uktadach
mikroskopowych do obrazowania struktur biologicznych zardwno na poziomie in vitro jak
i invivo [111].

15. Metody syntezy nanoczastek konwertujacych energie w gore

Chemiczne metody otrzymywania UCNPs na bazie ich prekursorow naleza do
najbardziej uniwersalnych. Glownym ograniczeniem stosowania UCNPs w badaniach
biologicznych, jest brak mozliwosci ich bezposredniego wykorzystania po syntezie. Wynika to
z faktu, ze najczeSciej stosowane syntezy chemiczne tego typu zwigzkow prowadza do
uzyskania koloidalnych roztwordw nanoczgstek, ale w rozpuszczalnikach organicznych
(cykloheksan, chloroform, toluen). W celu wyodrebnienia nanoczastek konieczna jest

modyfikacja ich powierzchni, ktéra najpierw umozliwi transfer nanoczastek z toksycznych
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rozpuszczalnikow organicznych do obojetnych roztworow wodnych, a nastepnie efektywny
transfer do komorek lub organizmoéow zywych.

Dzigki wymianie pierwotnych ligandéw hydrofobowych na hydrofilowe mozna
otrzyma¢ wodne roztwory tych nanoczastek, co umozliwia wykorzystanie ich
luminescencyjnych wiasciwosci w biologii i medycynie, zarobwno w badaniach in vitro jak
I in vivo. Funkcjonalizowane nanomateriaty zbudowane s z nieorganicznego rdzenia, ktory
stanowi nanoczastka oraz dotaczonych do jej powierzchni specyficznych ligandow, ktore
nadajg temu uktadowi nie tylko stabilnos$¢ koloidalng, ale takze nowe wtasciwos$ci. Nanoczastki
moga by¢ nos$nikami lub wykazywaé wilasciwosci spektroskopowe, natomiast dolaczone
ligandy beda selektywnie oddziatywac z sktadnikami komorki i otaczajacym go srodowiskiem
biologicznym. Otwiera to nowe mozliwosci aplikacyjne dla tak zaprojektowanych

nanomateriatbw oraz zwigksza ich biokompatybilnos¢. W Tabeli 3 przedstawiono gtoéwne

metody syntezy materialow wykazujacych zjawisko konwersji energii w gore.

Tabela 3. Glowne metody syntezy nanoczgstek konwertujgcych energie w gore.

ZAKRES
WIELKOSCI
METODA SYNTEZY UCNPs ZALETY WADY PRZYKLADY
Szybka synteza, . Y3Als012
Wspélstracania niskie koszty, WySOk:,zgi?ip eratury BaYFs
(ang. Co-precipitation 10-30 nm proste procedury, s I, . NaYFa
; sktonno$¢ do agregacji,
method) waski rozrzut .2 P LuPO4
L brak kontroli wielkosci
rozmiarow YbPO4
Termiczna S Wysokie koszty,
dekompozycja 50-500 nm n?ﬁ;@i;?;‘giﬁ toksyczne odczynniki, LiYF4
(ang. Thermal Jednoli ksztalt’ Wrazliwe na powietrze NaYFa
decomposition method) ty prekursory metali
Mikroemulsji et proce'durg,, TR .
(ang. Microemulsion 40-500 nm stabilno$¢ Czgsto wymagane prazenie LaFs
g- method) nanokrysztatow, i wyzarzanie NaYFa
waski zakres rozmiarow
Szeroki rozrzut rozmiarow, YVO
Zol-zel Tanie koszty cigzko kontrolowa¢ ksztatt, LusGa 8
(ang. Sol-gel 30-600 nm prekursorow, nieodpowiednia do BsaTii) 12
processing) prosta procedura zastosowan biomedycznych, - s
o ’. TiO2 ZrO2
sktonno$¢ do agregacji
Dobra dyspersja,
proste procedury,
Hydrotermalna wysokiej jako$ci Potrzebne specjalistyczne LuFs, NaYF4,
(ang. Phase transfer 10-1000 nm krysztaty z naczynka reakcyjne, BaxYF7,
h drotﬁermal synthesis) mozliwoscia niemozliwa obserwacja ZnGaz0a,
y y regulowania ich wzrostu nanokrysztalow YVOs

rozmiaru, ksztattu
i domieszek jonow

Tabele opracowano na podstawie [23,66,67,99].
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Wsrod dostepnych metod syntezy UCNPs NaYFs wybralam tzw. metode
wspoOtstracania, ze wzgledu na nieskomplikowang procedure, pozwalajaca uzyska¢ w krotkim
czasie nanoczastki o waskim rozrzucie rozmiardéw, nieprzekraczajacym 30 nm oraz czystej

fazie heksagonalnej, gwarantujacej efektywng emisj¢ luminescencji.

1.6. Zalety wykorzystania Swiatla bliskiej podczerwieni

Bioobrazowanie jest kluczowym narzgdziem do badania zjawisk biologicznych
i diagnozowania chordb, takich jak nowotwory. Obrazowanie optyczne jest wysoce
komplementarne w stosunku do innych metod obrazowania, takich jak obrazowanie
rentgenowskie lub rezonans magnetyczny, w Szczegélnosci ze wzglegdu na mozliwosé
pozyskiwania danych z duza szybkoscia. Pozwala to na wizualizacj¢ dynamicznych procesow
biologicznych, zaréwno zwigzanych z fizjologia jak i postgpem choroby. Poniewaz wykrycie
chorob na najwcze$niejszych etapach znacznie zwicksza szans¢ na pelne wyzdrowienie
pacjenta, ro$nie zapotrzebowanie na wydajne i niezawodne bio-sondy. Obecnie stosowane
klinicznie sondy fluorescencyjne sg najczesciej oparte na czasteczkach organicznych. Jednak
zazwyczaj wymagajg one wzbudzenia $wiattem o wysokiej energii (UV lub $wiatto niebieskie)
w celu wygenerowania emisji §wiatta widzialnego (VIS). Takie zastosowanie $wiatta UV
powoduje fotowybielanie czasteczek organicznych, co ogranicza ich czasowe wykorzystanie.
Dalsze wady obejmuja autofluorescencje tkanki biologicznej po wzbudzeniu promieniowaniem
UV, co prowadzi do zmniejszenia kontrastu obrazu przez interferencje tla oraz fototoksycznosé¢
swiatta UV w stosunku do materii biologicznej. Co wigcej, $wiatto UV 1 VIS penetruje tkanke
w ograniczonym zakresie, powodujac jednoczesnie jej uszkodzenie, co nie pozwala na glebokie
i dtugotrwate obrazowanie [123].

Mozliwo$¢ wzbudzenia S$wiatlem z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR) jest
niewatpliwa i najwazniejszg zaleta UCNPs wykorzystywang w bio-obrazowaniu oraz innych
zastosowaniach biomedycznych. Po pierwsze, NIR pozwala wyeliminowaé niekorzystna
autofluorescencje w zakresie widzialnym, ktéra utrudnia wykrywanie komponentow
biologicznych. Autofluorescencja pochodzi od naturalnie wystepujacych fluoroforow
w tkankach biologicznych (jest obserwowana przy dlugosciach fal wyzszych niz
promieniowanie pobudzajace - przesunigcie Stokesa). Nanomateriaty wykazujace konwersje
energii w gore charakteryzuja si¢ doskonalg stabilnoscig fotochemiczng oraz wykazuja
znikoma autofluorescencje tta, ze wzgledu na stosowany zakres wzbudzenia w podczerwieni.
Takie nanostruktury moga by¢ stosowane do ultraczutej, wolnej od zakldcen bio-detekcji,

poniewaz biomolekuty nie posiadaja wlasciwosci konwersji energii w goére. Promieniowanie
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podczerwone (NIR), umozliwia réwniez znacznie glebszg penetracje tkanek biologicznych
w poréwnaniu do promieniowania o innych (czesto krotszych, jak UV) diugosciach fal,
minimalizujac przy tym ich fotouszkodzenia.

Zakres promieniowania podczerwonego (700 - 1100 nm) znajduje si¢ w przedziale tzw.
okna biologicznego (ang. biological window, zakres: 650-1300 nm) inaczej okreslanego oknem
optycznym (ang. optical window) lub terapeutycznym (Rycina 5). W tym przedziale absorpcja
komponentéw biologicznych wystgpujacych w organizmie jest najnizsza. Gtownie absorbuja:
krew, melanina, biatka, woda, tkanka tluszczowa i naskorek [123,124]. Dzigki temu,
zastosowanie NIR po wniknieciu w glab tkanek nie wywoluje ich autofluorescencji i ulega
niewielkiemu rozpraszaniu. Jest to zgodne z prawem rozpraszania (prawo rozpraszania
Rayleigh’a), ktore moéwi, ze stopien rozproszenia promieniowania jest tym mniejszy,
im dtuzsza jest dtugos¢ fali uzytego promieniowania elektromagnetycznego. Dodatkowa zaleta

NIR jest mozliwos$¢ stosowania tanich laserow pracy ciaglej o stosunkowo niskiej gestosci

mocy (1-10° W/cm?) [125-127].
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Rycina 5. Schemat obrazujqcy glebokosé penetracji tkanki przez promieniowanie o réznej diugosci fali (A). Zakres
okna biologicznego (B). Opracowanie wlasne na podstawie [124,126].

31



1.7.  Funkcjonalizacja nanoczastek

Wykorzystanie wysokiej jakosci funkcjonalnych nanomaterialdw w aplikacjach
biomedycznych i obrazowaniu wymaga jednak opracowania i optymalizacji metod modyfikacji
ich powierzchni, czyli biofunkcjonalizacji. Proces ten polega na przylgczaniu do nicaktywnej
chemicznie nanoczastki - czgsteczek biologicznych, ktorymi moga by¢ kwasy nukleinowe,
krotkie peptydy, biatka i1 przeciwciata oraz inne biomolekuty, ktére wykazuja specyficzne
interakcje ze sktadnikami analizowanego materiatu biologicznego [23,128,129].

Modyfikacja powierzchni nanomateriatow jest aktualnie przedmiotem licznych badan.
Odpowiednia funkcjonalizacja nanoczgstek zapewnia badZz poprawia biokompatybilnosc,
CO oOznacza, ze zmniejsza si¢ ich toksyczno$¢, a takze oddziatywania z ukladem
immunologicznym, co obniza ryzyko ich eliminacji z organizmu. Pozwala réwniez na
uzyskanie biospecyficzno$ci, ktéra umozliwia selektywne wykrywanie biomolekul takich jak
biatka, antygeny, DNA lub komoérki nowotworowe, co moze stuzy¢ do biodetekcji w testach
przesiewowych, czy tez wykrywania mutacji genetycznych [130]. Uzyskane w wyniku
biofunkcjonalizacji nanomaterialy posiadaja wlasciwosci pozwalajace spetniaé okreslong
funkcje bez wywotywania jakichkolwiek lokalnych lub systemowych efektow ubocznych.
Biofunkcjonalizacja nanoczastek jest obecnie jedng z najszybciej rozwijajacych sie dziedzin
o charakterze interdyscyplinarnym, obejmujgca zardbwno obszar chemii, biologii, fizyki jak
1 medycyny, mogaca prowadzi¢ do szeregu nowych zastosowan.

UCNPs, jako nowa generacja srodkow obrazujacych, jest szeroko badana do stosowania
w terapii PDT, PTT, chemioterapii i radioterapii, a takze MRI, obrazowaniu rentgenowskim
CT (ang. X-ray CT imaging), obrazowaniu fotoakustycznym (ang. photoacoustic imaging, PA),
obrazowaniu termowizyjnym NIR (ang. NIR thermal imaging), obrazowaniu
luminescencyjnym wykorzystujacym zjawisko konwersji energii w gore (ang. upconversion
luminescence imaging, UCL). Coraz wigcej badan skupia si¢ na wykorzystaniu potencjatu
UCNPs w PDT, poniewaz po odpowiedniej biofunkcjonalizacji moga reagowac jak
fotouczulacze [82]. Dodatkowo, moga by¢ stosowane jako no$niki lekéw Iub gendw
(np. doksorubicyna, siRNA, DNA, mikroRNA) [131].

Do niedawna trudno byto znalez¢ podwojnie funkcjonalny nanomateriat, ktory moze
stuzy¢ jednoczes$nie jako sonda do obrazowania i no$nik leku. Nanomateriaty wykorzystywane
jako skuteczne no$niki lekow powinny spetnia¢ nast¢pujace kryteria: (1) skutecznie dostarczac
lek, (2) charakteryzowac si¢ dobrg biokompatybilnoscig oraz (3) dobrg stabilnoscig w krazeniu

in vivo [23,132]. W ostatnim czasie, szybki rozwdj nanomedycyny stworzyt nowe mozliwosci
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do uzyskania pozadanych wilasciwosci nanomateriatow wykazujacych zjawisko konwersji

energii w gorg.

1.8. Interakcje nanoczgstek z komoérkami

Zrozumienie fizycznych 1 chemicznych interakcji zachodzacych pomiedzy
nanoczastkami i strukturami biologicznymi jest kluczowe dla uzyskania odpowiedzi na pytania:
1) co si¢ dzieje z nanoczastkami w momencie, kiedy dodawane sa do uktadow biologicznych;
2) czy poszczegolne komponenty biologiczne reaguja z nanoczastkami i w jaki sposob;
3) czy 1 w jaki sposob procesy te bedg ksztaltowaé odpowiedz biologiczng w obecnosci
nanoczastek?

W rozwazaniach nad zastosowaniem nanoczastek w badaniach biomedycznych,
najwazniejszym elementem okreslajacym ich przydatnos¢ jest interakcja nanomateriatow
ze sktadnikami komoérkowymi, takimi jak btona komorkowa oraz organelle komorkowe.
Dla szczegotowego zrozumienia tych interakcji kluczowe sg informacje o mechanizmach ich
internalizacji 1 szlakach wewnatrzkomoérkowych, aktywowanych obecnos$cig nanomateriatow.
Interakcje te sa uwarunkowane wielkoscig, ksztattem, tadunkiem 1 wlasciwosciami
powierzchni. Wtasciwoséci powierzchni nanoczastek obejmujg czynniki takie jak warto$¢
potencjatu powierzchniowego oraz dynamiczna agregacja biatek w formie korony biatkowej,
ktora powstaje wokot nanoczastek w srodowisku biologicznym [133].

Gléwnym procesem wykorzystywanym przez komorki do internalizacji nanoczastek
jest endocytoza [134-139]. Endocytoza jest istotnym procesem pobierania przez komorke
sktadnikow odzywczych, ktory przebiega z udzialem, badz bez udzialu receptoréw na
powierzchni komorki. Oprécz tego, ze jest procesem transportowym, endocytoza jest istotna
dla regulacji metabolizmu, a takze przesytania informacji i czastek w obrgbie komorki lub do
odlegtych tkanek [140,141]. Nanoczastki, ktore sg efektywnie internalizowane w wyniku
endocytozy, wykazuja potencjal mozliwy do wykorzystania w dostarczaniu $rodkow do
obrazowania w celach diagnostycznych oraz lekow lub kwaséw nukleinowych w celach
terapeutycznych [134,142].

Tradycyjna klasyfikacja endocytozy ze wzgledu na rodzaj pobranego materialu
uwzglednia fagocytozg oraz pinocytozg. Fagocytoza dotyczy komorek takich jak makrofagi,
monocyty, neutrofile czy tez komorki dendrytyczne. Natomiast pinocytoza wystepuje we
wszystkich niefagocytujacych komorkach eukariotycznych 1 obejmuje cztery gltowne
mechanizmy, do ktorych zaliczamy: endocytoze z udzialem klatryny, endocytoze z udzialem

kaweoli (biatka kaweoliny), endocytoz¢ niezalezng od klatryny i od kaweoli oraz
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makropinocytoze. W zaleznosci od typu 1 wielko$ci nanoczastek preferowany jest inny szlak

endocytozy (Rycina 6).

ENDOCYTOZA |
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Rycina 6. Schemat ilustrujgcy mechanizmy endocytozy z uwzglednieniem wielkosci pobieranych nanoczgstek przez
poszczegolne szlaki.

Pobieranie nanoczastek przez komorki mozna postrzega¢ jako proces dwuetapowy:
wigzanie nanoczgstek z btong komoérkowa oraz internalizacja nanoczastek. Na pierwszy etap
najwickszy wptyw maja wlasciwosci fizykochemiczne nanoczastek, a zwlaszcza ich tadunek
powierzchniowy [143]. Powszechnie wiadomo, ze dodatnio naladowane nanoczgstki sa
efektywniej internalizowane przez komorki, niz nanoczastki oboj¢tne lub ujemnie naladowane
[144,145]. Wynika to 2z oddzialywan elektrostatycznych zachodzacych pomiegdzy
nanomaterialtami a komorkami i wiaze si¢ z ujemnie natadowang powierzchnig btony
komorkowej. Ta wlasciwo$¢ wydaje si¢ by¢ przypisana nanoczastkom o réznym sktadzie
chemicznym i poddanych réznym modyfikacjom powierzchni [146]. Dlatego dodatnio
natadowane nanoczastki sg zwykle wybierane jako nos$niki lekow lub genow [144,147]. Istnieja
jednak dowody na to, Ze pobierane mogg by¢ rowniez ujemnie natadowane nanoczastki [148],
co sugeruje, ze oddziatywania elektrostatyczne tylko czgsciowo odpowiadaja za interakcje
w uktadzie nanoczastka-komorka. Po wprowadzeniu do srodowiska biologicznego, nanoczastki
sa szybko pokrywane przez biatka, ktére adsorbujg si¢ na powierzchni nanomateriatéw.
Tworzaca si¢ tzw. korona biatkowa, wplywa na zmian¢ oryginalnych wtasciwosci
fizykochemicznych nanoczastek. Sprawia to, Ze nanoczastki zmieniaja swoja pierwotng
»syntetyczng tozsamos$¢” 1 nabywaja nowej ,,tozsamosci biologicznej”, co bedzie miato
bezposredni wptyw na odpowiedz biologiczng [16,145,149-156].

Zatem, zgodnie z najnowszymi badaniami nalezy uwzglednia¢ nie tylko tadunek

nanoczastek (tj. potencjat powierzchniowy), ale réwniez powstawanie korony biatkowe;.
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Istotng kwestig jest fakt, ze w zalezno$ci od przeznaczenia, preferowane sg nanoczastki,
stabilne badz tez tatwo ulegajace degradacji. Nanoczastki, ktorych funkcjg jest uwalnianie
jonéw, np. nanoczastki srebra w produktach antybakteryjnych [157] lub nanoczastki tlenku
zelaza w leczeniu niedokrwistosci [158]) powinny by¢ biodegradowalne. Natomiast,
nanoczastki stosowane jako zwigzki kontrastujace (np. nanoczastki tlenku zelaza i gadolinu
w MRI, NPs zlota i srebra w powierzchniowym rezonansie plazmonowym - ang. surface
plasmon resonance, SPR) lub do bio-obrazowania (kropki kwantowe, nanoczastki
konwertujace energi¢ w gore), powinny by¢ szybko 1 w calo$ci usuwane z organizmu, bez

efektu kumulowania si¢ w tkankach.

1.9.  Nanoczastki w neurobiologii

Zdolnos¢ nanoczastek do przekraczania réznych barier biologicznych, w tym bariery
krew-mézg (ang. blood-brain barier, BBB) powoduje, ze prowadzone sg badania nad
wykorzystaniem ich w diagnostyce i leczeniu choréb centralnego ukladu nerwowego
(ang. central nervous system, CNS) [159-163]. Znaczenie nanonauk w terapii chorob uktadu
nerwowego dotyczy coraz wigkszej liczby zagadnien [164,165]. Pomimo, Ze jest to dos¢ stabo
przebadana dziedzina, to szeroko podejmowane sg proby wykorzystania nanomateriatow jako
nosnikow lekow [166], strategii w badaniach nad neuroprotekcja, rusztowan (skafoldy)
w badaniach nad neurodegeneracja, a takze do neuroobrazowania, lub jako narzedzia do
neurooperacji  [167]. Glowne podejscia nanotechnologiczne dotyczace zaburzen
neurorozwojowych, neurologicznych i neuropsychiatrycznych obejmuja: (1) stosowanie
nanoczastek lub nanonos$nikow do dostarczania lekéw lub terapii genowych; (2) stosowanie
nanotechnologii do rekonstrukcji, wzmacniania i/lub stabilizacji cytoszkieletu; (3) wytwarzanie
bio-hybrydowych urzadzen do transportu roéznych zwigzkow; oraz (4) pokrywanie
nanoczastkami elektrod [168].

Najwigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ techniki projektowania 1 dostarczania lekow.
Skanowane sg duze molekularne bazy danych, w ktorych szuka sie potencjalnych lekow, ktore
beda dostarcza¢ specyficzne biatka do uszkodzonych neuronéw w celu przywrdcenia
komorkom ich funkcji. Uszkodzenie neuronéw w wielu zaburzeniach ukladu nerwowego
sprzyja poszukiwaniu nowych terapii lekowych i genowych oraz projektowaniu nanourzadzen
protetycznych [168]. Oczekuje sie, ze teranostyka oparta na nanotechnologii doprowadzi do
znacznych postepow w precyzyjnej i spersonalizowanej medycynie CNS [164].

Wséréd wielu prob wykorzystania réznych typow nanoczastek do zastosowan

w neurobiologii, UCNPs wykorzystane byly gldéwnie do obrazowania i terapii nowotworow
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[169], optogenetycznej kontroli neuronow (ang. optogenetic neuronal control) [170171], jako
bioczujniki (biosensory) do wykrywania jonow Zn?* w neurodegeneracyjnym modelu choroby
Alzheimera na mysich skrawkach mézgu oraz na danio pregowanym (ang. zebrafish) [172],
obrazowania mozgu na skrawkach mozgu myszy [173], czy tez stosowane byly jako blokery
kanatéw jonowych w neuronach w hodowli skrawkéw mozgowych [174]. Najnowsze badania
dotyczyly wykorzystania UCNPs w trojchromatycznej optogenetyce neurondw myszy in vivo
[175].

1.10. Metody oceny toksycznosci nanoczastek

Obecnie toksyczno$¢ nanoczastek inzynieryjnych (zaprojektowanych) ocenia si¢ za
pomoca wielu metod. Wsrdd nich, najbardziej ekonomiczne finansowo i czasowo sg badania
in vitro. Dotychczas, badania in vitro przeprowadzane w wielu laboratoriach dostarczyty
réznych wynikow. Wynika to z powodu braku standaryzacji protokotow i braku dostatecznych
regulacji. Badanie cytotoksyczno$ci nowo syntetyzowanych nanomaterialow przeprowadza si¢
za pomocg testow kolorymetrycznych opartych na redukcji soli tetrazolowej (ang. tetrazolium
salts), takich jak: MTT, MTS, XTT i WST-1. Integralno$¢ btony komorkowej bada si¢ za
pomoca testu LDH (ang. lactate dehydrogenase), apoptoze ocenia si¢ na podstawie
biomarkerow immunohistochemicznych, a genotoksycznos$¢ - przy uzyciu testu komet [3].

Do wykrywania zywych komorek najczeSciej stosuje si¢ zwigzki takie jak MTT, MTS,
XTT i WST-1. MTT, bedac zwigzkiem o potencjale dodatnim, tatwo wnika do zywych
komorek eukariotycznych, podczas gdy zwiazki, takie jak MTS, XTT i WST-1, 0 ujemnym
potencjale, nie przenikajg szybko przez btony komodrkowe. Test MTT jest bardzo szeroko
stosowany w laboratoriach do oceny toksyczno$ci komoérkowej. Zywe komorki przeksztatcajg
zwigzek MTT w produkt o innym kolorze, ktory jest nastepnie wykrywany na podstawie jego
absorpcji w absorpcyjnym czytniku ptytek. W przypadku komorek niezdolnych do zycia traci
on ta mozliwos¢, poniewaz produkt nie moze powstawa¢ w nieaktywnych metabolicznie,
martwych komoérkach [3]. Ze wzgledu na wyjatkowe wlasciwosci fizykochemiczne
nanoczastki oddzialuja ze skladnikami komponentow biologicznych, co moze zakldcaé
prawidlowy odczyt i dawa¢ zmienne wyniki, co zauwazono w przypadku nanomaterialow
weglowych [176]. Nanoczastki indukujg rowniez powstawanie reaktywnych form tlenu ( ROS),
co moze wplywac¢ na enzymy mitochondrialne w komorkach, a nastepnie na ostateczny odczyt
wynikéw [177]. Do wewnatrzkomorkowej lokalizacji nanoczastek oraz ich wplywu na
morfologie komorek (co ma bezposredni zwigzek z toksycznoscia nanoczastek) wykorzystuje

si¢ mikroskopi¢ elektronowa, ktora jest tutaj niezastgpiong technika [178-180]. Przeglad
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literatury obejmujacej wykorzystanie obrazowania TEM w celu zbadania internalizacji
1 lokalizacji nanoczastek w komorkach, pokazuje rozne mozliwosci zapewnienia dodatkowego

wgladu w te procesy, ktore sg nieosiggalne przy pomocy innych technik.
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2. Zalozenia i cel pracy

Dynamiczny rozwo6j nanotechnologii oraz mozliwosci jej zastosowania w réznych
dziedzinach nauki stworzyly perspektywy wykorzystania nanomateriatow w biomedycynie.
Zdolnos¢ nanomateriatow do przenikania przez selektywnie przepuszczalng btone komorkowa
oraz mozliwo$¢ modulowania ich wtasciwosci fizykochemicznych sprawiaja, iz posiadajg one
wysoki potencjal aplikacyjny w biologii 1 medycynie. Niesie to ze sobg szanse uzyskania
rewolucyjnych rozwigzan w zakresie diagnostyki i terapii choréb, w tym nowotworowych,
a takze obiecujacych znacznikow wykorzystywanych do bio-obrazowania w warunkach in vitro
oraz in vivo.

Szczegoblnie interesujagcymi zagadnieniami w opracowaniu nowatorskich nano-
systemOw jest zrozumienie oddziatywan zachodzacych po podaniu nanoczastek do uktadow
biologicznych. Pomimo szeroko prowadzonych badan w tym zakresie, liczba informacji na
temat wptywu nowych nanomateriatéw na zdrowie czlowieka (oceny ryzyka wynikajacego
z narazenia) wcigz nie jest proporcjonalna do tempa rozwoju tej dyscypliny nauki. Ze wzgledu
na szerokie spektrum pozadanych cech 1 wlasciwosci nanomateriatow oraz ich potencjalnych
zastosowan, ocena ich bezpieczenstwa jest fundamentalnym procesem przy projektowaniu
nowych nanoczastek. Istnieje pilna potrzeba uzyskania takich nanomateriatow, ktore beda si¢
charakteryzowaly niskim poziomem cytotoksycznosci oraz wysoka biokompatybilnoscia.

Obecnie wérdd najbardziej popularnych nanoczastek stosowanych w bio-medycynie na
szczegbdlng uwage zasluguja nanoczastki nowej generacji uzyskane na bazie pierwiastkow ziem
rzadkich, ktore wydaja si¢ by¢ doskonatym kandydatem speiniajacym powyzsze kryteria. Takie
nanoczgstki charakteryzuja si¢ roznym sktadem chemicznym 1 wlasciwosciami. Na potrzeby
pracy zsyntetyzowano nanoczastki o nowych wlasciwosciach fizykochemicznych
determinowanych sktadem pierwiastkow ziem rzadkich, charakteryzujace si¢ efektywna
luminescencja w materiale biologicznym i potencjalem aplikacyjnym mozliwym do przysztego

wykorzystania w biologii i medycynie.
Celem prowadzonych badan byla synteza, okreslenie wlasciwosci fizykochemicznych oraz

funkcjonalnos$ci nowej generacji nanoczastek NaYF4:20%Yb?**,2%Er3* do zastosowan

bio-medycznych.
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Realizacje tak szerokiego tematu przeprowadzono w kilku etapach, dlatego prace podzielono

na trzy glowne czeéci i dla kazdej z nich zrealizowano kilka celéw szczegdlowych,

przeprowadzajac nastepujace badania:

1)

2)

3)

synteza oraz charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych nanoczastek

NaYF:20%Yb%*,2%Er3* przeprowadzona w celu weryfikacji ich Kksztaltu,

rozmiaru, struktury i skladu pierwiastkowego, w tym:

e charakterystyka morfologiczna otrzymanych nanoczastek NaYF4:20%Y b%*,2%Er3*

s analiza spektroskopowa otrzymanych nanoczastek NaYF4:20%Yb**, 2%Er3*

ocena funkcjonalnosci i efektywnos$ci nanoczastek w ukladach biologicznych

in vitro - zbadanie interakeji pomiedzy nanoczastkami NaYF4:20%Yb3* 2%0Er3*

a komoérkami linii HeLa oraz HEK, w tym:

e ocena mozliwosci pobierania nanoczastek NaYF4:20%Yb*",2%Er** przez badane
komorki oraz identyfikacja mechanizmoéw ich internalizacji

e okreslenie sub-komoérkowej lokalizacji nanoczastek NaYF:20%Yb3* 2%Er*
w badanych komorkach

e ocena profilu cytotoksycznosci nanoczastek NaYF4:20%Yb3*",2%Er** oraz zmian
ultrastrukturalnych ~ w  komorkach  po  ekspozycji na  nanoczastki
NaYF4:20%Yb** 2%Er*

e ocena indukcji stresu oksydacyjnego w badanych komoérkach po ekspozycji na
nanoczastki NaYF4:20%Yb3*,2%Er*

ocena biologicznych interakcji wywolanych przez nanoczastki

NaYF4:20%Yb**,2%Er3* w modelu ex vivo organotypowej hodowli skrawkéw

hipokampa szczura, w tym:

e okreslenie mozliwosci internalizacji nanoczgstek NaYF4:20%Y b3, 2%Er*

e ocena cytotoksycznosci oraz zmian ultrastrukturalnych po ekspozycji na

nanoczastki NaYF4:20%Yb%" 2%Er3*
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3. Materialy i metody

3.1.  Materialy i metody stosowane w syntezie i charakterystyce nanoczastek
3.1.1. Nanoczastki kowertujace energie w gore domieszkowane jonami metali ziem

rzadkich

W  badaniach wykorzystano nanoczastki konwertujace energie w  gore
B-NaYF4:20%Yh®* 2%Er®*, ktére zostaly zsyntetyzowane przeze mnie w Srodowiskowym
Laboratorium Fizyki Biologicznej Instytutu Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Nanoczastki  B-NaYF4:20%Yb*",2%Er** to nanomateriaty o wlasciwosciach
luminescencyjnych, oparte na matrycy fluorkowej NaYFs i domieszkowane jonami
pierwiastkow ziem rzadkich: iterbem (Yb®*) oraz erbem (Er®*). Srednica nanoczastek zostata
okreslona przy pomocy skaningowego mikroskopu elektronowego i1 wynosita ~20 nm.
Histogramy rozktadu $rednich rozmiaréw nanoczastek uzyskano poprzez analiz¢ ~200 losowo
wybranych nanoczastek z fotografii wykonanych przy pomocy programu SmartTiffV2 (Carl
Zeiss, Niemcy). Bezposrednio po syntezie nanoczastek okreslano ich stgzenie w otrzymane;j
probce. W tym celu kazdorazowo otrzymang probke oczyszczano z kwasu oleinowego oraz
zawieszano w 1 ml sterylnej wody. Roztwér nanoczastek w wodzie przechowywano
w temperaturze pokojowej. Stezenie nanoczastek bylo oznaczane w oparciu o suchg mase

fluorkow.

3.1.2. Synteza nanoczastek B-NaYF4:20%Yb3*,2%Er3*

W celu otrzymania nanoczastek zastosowano zmodyfikowana metod¢ wspotstracania
z roztworu homogenicznego (ang. homogeneous coprecipitation method) [87,181], w ktorej
reakcja chemiczna przebiegata w warunkach $cisle bezwodnych 1 beztlenowych. Nanoczastki
byly przygotowane bezposrednio z prekursorow. W tym celu, zgodnie ze schematem
przedstawionym na Rycinie 7 wykorzystano trzy prekursory jonéw metali, ktore stanowity sole
trifluorooctanowe itru, iterbu i erbu.

Metoda syntezy nanoczastek PB-NaYF4:20%Yb**,2%Er** byta modyfikowana na
potrzeby prowadzonych badan, ze wzgledu na koniecznos$¢ uzyskania okreslonych parametrow
fizyko-chemicznych.

Na wstepie syntetyzowano prekursory rozpuszczajac 4 mmol kazdego z tlenkéw Y203,
Yb203 oraz Er.Oz w wodnym roztworze kwasu trifluorooctowego (TFA) (10 ml H2O oraz 10

ml TFA). Roztwor tlenku mieszano pod wyciagiem w temperaturze wrzenia, do momentu
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uzyskania transparentnego roztworu prekursoréw. Nast¢pnie goracy roztwor filtrowano przez
bibul¢ w celu usunigcia nieprzereagowanych materialow tlenkowych. Roztwor pozostawiono
ponownie w temperaturze wrzenia w celu odparowania wody. Powstaly osad przenoszono do
suszarki laboratoryjnej 1 suszono w atmosferze powietrza i temperaturze 120°C przez 12 godzin
do otrzymania suchego proszku Ln(CFzCOQ)s (Ln=Y, Yb lub Er).

W kolejnym etapie do kolby trdjszyjnej (o objetosci 50 ml) odwazono zsyntetyzowane
fluorooctany ziem rzadkich: 0,78 mmol (0,33 g) Y(CF:COO)z, 0,20 mmol (0,10 g)
Yb(CF3COO0)3 i 0,02 mmol (0,01 g) Er(CFsCOO)z oraz 2,5 mmol (0,34 g) NaCFsCOO.
Nastepnie do mieszaniny fluorooctanéw ziem rzadkich dodawano 20 mmol (6,35 ml) kwasu
oleinowego (OA) oraz 20 mmol (6,39 ml) 1-oktadekenu (ODE). Tak przygotowang mieszaning
odgazowywano za pomoca gazu oboj¢tnego (argon) przy przeptywie 0,5 I/min w temperaturze
pokojowej przez 30 min. Dalej stopniowo podnoszono temperature do 120 °C i ogrzewano
przez 60 min w celu usunig¢cia wody z roztworu. Po odgazowaniu probki, temperature reakcji
podnoszono do 330°C i gtowny etap syntezy przebiegat w tych warunkach przez 30 min w celu
uzyskania nanokrysztalow. Po tym czasie uzyskany roztwor chtodzono do temperatury
pokojowej z uzyciem mieszadta magnetycznego. Nanokrysztaly wytracano z wystudzonego
roztworu nadmiarem etanolu, a nastepnie probke wirowano w 6000 rpm przez 10 min w 15°C.
Po wirowaniu supernatant usuwano, a osadzony na dnie probéwki material zawierajagcy nowo
zsyntetyzowane nanoczastki rozpuszczano w cykloheksanie (5ml) poprzez sonikowanie
1 wytragcano etanolem (25ml). Procedur¢ powtarzano od 3 do 5 razy. Finalng probke
nanoczastek odwirowywano stosujac takie same parametry, zawieszano w 5 ml cykloheksanu
I przechowywano w temperaturze pokojowej.

Wszystkie odczynniki uzyte do syntezy UCNPSs zamieszczono w Zalgczniku nr 1, Tabela 11.

A TERMOPARA—_| |

Rycina 7.
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RE(CF,C00), : . Kwas oleinowy

& Ar, RT, 30 min

Odwadnianie, odgazowywanie

i Ar, 120°C, 60 min

Na(CF;CO0) > NaF + frakcja produktéw gazowych
zwigzkow fluorowych i oksyfluorowych
RE(CF,CO0),—> REF,; + frakcja produktéw gazowych
Ar, 330°C, 30 min
Synteza witasciwa
NaF + REF; = NaYF,:Yb,Er + produkty gazowe
NaF + a-UCNPs = B-UCNPs (przemiana fazowa pojedynczej nanoczastki)

Ochtadzanie do RT

Nadmiar
etanolu == wytracanie

¢SOOD rpm, 15°C, 10 min

cykloheksan ==l Wirowanie

Oczyszczanie pozostatosci kw. oleinowego
3-5 razy

B-NaYF,:Er3*,Yb3* UCNPs

Rycina 7. Ukfad przygotowany do chemicznej syntezy nanoczgstek [-NaYF4:20%Yb®* 2%Er* metodq
wspoistrqcania z roztworu jednorodnego. Mieszanina reakcyjna zawierajgca prekursory soli trifluorooctanowych
itru, iterbu i erbu byla stopniowo odgazowywana i podgrzewana do 330°C w koszyku grzejnym na mieszadle
magnetycznym pod wyciggiem, pod stalym przeptywem argonu (A). Schemat syntezy chemicznej nanoczqgstek
B-NaYF4:20%Yb** 2%Er®* metodq wspdlstrqcania z roztworu jednorodnego (B). Oznaczenia: Ar — argon, OA —
kwas oleinowy, ODE — oktadeken, RT — temperatura pokojowa.

3.1.3. Charakterystyka fizykochemiczna nanoczastek p-NaYF4:20%Yb3* 2%Er3*
Uzyskane nanoczastki B-NaYF4:20%Yb3*,2%Er®" scharakteryzowano pod wzgledem
ich morfologii i struktury przy pomocy technik skaningowej oraz transmisyjnej mikroskopii
elektronowe;j. Sktad pierwiastkowy analizowano opierajgc si¢ na mikroanalizie rentgenowskiej
1 spektroskopii emisyjnej ze wzbudzeniem plazmowym. Charakterystyke luminescencyjng
wykonano dokonujac pomiaru widm emisji po pobudzeniu §wiattem podczerwonym o dtugosci

fali 980 nm.
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3.1.3.1.  Transmisyjna mikroskopia elektronowa
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy,

TEM) jest niezwykle cenng technika nie tylko stosowang do doktadnej charakterystyki fizyko-
chemicznej nowo zsyntetyzowanych nanomateriatow, ale przede wszystkim do badania ich
wplywu na uktady biologiczne. Dostarcza fundamentalnych i niezb¢dnych informacji na temat
zmian zachodzacych na poziomie sub-komorkowym, zdolno$ci nanoczastek do przechodzenia
przez blony cytoplazmatyczne oraz umozliwia obserwacj¢ ich zachowania wewnatrz komorek
[182]. TEM umozliwia analiz¢ morfologii nanoczgstek (ksztalt i wiclkos¢), a takze analize
struktury powierzchni i budowy materiatu biologicznego.

Do oceny morfologii zsyntetyzowanych nanoczastek B-NaYF:20%Yb3* 2%Er*
wykorzystano TEM JEM-1011 (JEOL, Japonia). Napigcie robocze mikroskopu wynosito 80
kV. Probke przygotowano poprzez nakropienie 1 pl roztworu nanoczastek w cykloheksanie na
miedziang siatk¢ pokryta blong formwarowa (Agar Scientific) i suszono w atmosferze

powietrza w temperaturze pokojowej poprzez odparowanie rozpuszczalnika.

3.1.3.2.  Skaningowa mikroskopia elektronowa
Skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM) jest

technika mikroskopii elektronowej umozliwiajaca obserwacj¢ topografii analizowanej probki
w skali nanometrycznej. SEM polega na skanowaniu powierzchni preparatu wigzka elektronow
formowang przez uktad elektro-optyczny mikroskopu. Wigzka elektronéw nie przechodzi przez
probke, a odbite od jej powierzchni elektrony wtdrne lub wstecznie rozproszone tworzg obraz.
Uktad SEM umozliwia obserwacje struktury materiatbw przy powigkszeniu obrazu
w zakresie od 10 do 300 000 razy [183].

Rozktad wielkosci i morfologia powierzchni nanoczastek B-NaYFa:20%Y b3, 2%Er",
byly analizowane za pomoca SEM wyposazonego w katode z emisja polowa (ang. field
emission scanning electron microscopy, FE-SEM) Auriga Neon 40 Microscope (Carl Zeiss,
Niemcy) przy napieciu przyspieszajacym regulowanym w zakresie od 1 kV do 5 kV dla trybu
obrazowania. W przypadku obrazowania SEM probki przygotowano przez naniesienie 3 ul
roztworu nanoczastek w cykloheksanie na powierzchni¢ plytki krzemowej o wymiarach
0,5 x 0,5 cm? przyklejonej przy pomocy pasty srebrowej (PIK Instruments, MicroShop, Polska,
nr kat. 15-002141) do stolika aluminiowego (PIK Instruments, Polska, nr kat. AGG301)
I Wysuszonej na powietrzu w temperaturze pokojowej.

Pomiary SEM przeprowadzono w Srodowiskowym Laboratorium Fizyki i Wzrostu
Krysztatow Niskowymiarowych Instytutu Fizyki PAN.
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3.1.3.3.  Spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego
Spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (ang. Energy
Dispersive X-ray Spectrometry, EDS lub Energy Dispersive X-ray Analysis, EDX) to technika
wykorzystujagca pomiar promieniowania rentgenowskiego. Uktad EDS pozwala na
przeprowadzenie mikroanalizy chemicznej, zarowno jako$ciowej (identyfikacja pierwiastkéw
wystepujacych w probce nanoczastek) jak 1 iloSciowe] (procentowa zawartos¢
zidentyfikowanych pierwiastkow w analizowanym obszarze). Analiza odbywa si¢ w oparciu
o widmo charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego, emitowane przez probke
bombardowang wigzka elektronow. Wytworzona w mikroskopie wigzka elektronow o wysokiej
energii wybija elektrony z wewnetrznej powtoki (K, L, M) atomoéw analizowanej probki,
a powstate wolne miejsca po wybitych elektronach sg zajmowane przez elektrony z powtoki
o wyzszej energii. Roznica energii elektrondow pomigdzy tymi dwoma poziomami
energetycznymi  odpowiada za powstawanie charakterystycznego promieniowania
rentgenowskiego. Analize sktadu chemicznego EDS mozna przeprowadzi¢ dla wszystkich
pierwiastkéw o liczbie atomowej Z wigkszej od liczby atomowej boru (Z=5) [184].
Emitowane przez probke¢ promieniowanie X rejestrowane jest w detektorze EDS,
a nastepnie przetwarzane w postaci wykresu widma bedacego zaleznos$cig liczby zliczen (0§ Y
- Intensywno$¢) w funkcji energii promieniowania (0$ X - Energia). Warto$¢ promieniowania
jest charakterystyczna dla kazdego pierwiastka, co pozwala na ich bezposrednig i doktadng
identyfikacj¢ w analizowanej probce (analiza jakoSciowa), a intensywno$¢ zapisywana na
wykresie w postaci pikoOw o rdznej wysokosci pozwala na ich analize iloSciowa. Zastosowany
uktad umozliwil analize pierwiastkow w punkcie (dla nanoczgstek w komorkach) lub
w punktach (dla samych nanoczastek), w dowolnie wybranym obszarze (lub komorce).
Probke przygotowano poprzez nakropienie roztworu nanoczastek zawieszonych
w cykloheksanie na niklowa siatk¢ pokryta formwarem 1 wysuszenie na powietrzu
w temperaturze pokojowej. Uklad EDS wykorzystany do analizy sktadu chemicznego

nanoczastek zostal przedstawiony w Zalgczniku nr 2.

Mapy rozktadu pierwiastkow chemicznych wchodzacych w sktad nanoczastek
B-NaYF4:20%YDb% 2%Er®* oraz B-NaYF4:20%Yb%* 2%Er**@SiO, przeprowadzono metoda
EDS przy pomocy TEM TALOS F200X (FEI, Stany Zjednoczone) z katoda o emisji polowe]
X-FEG, wyposazonego w czterodetektorowy bez okienkowy system Super X EDS i energii
wigzki elektronowej 200 keV. Pomiary zostalty wykonane w trybie TEM oraz STEM (ang.

Scanning Transmission Electron Microscopy) z wykorzystaniem pier§cieniowego detektora
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ciemnego pola HAADF (ang. High Angle Annular Dark Field). Probke przygotowano poprzez
nakropienie roztworu nanoczastek w cykloheksanie na miedziang siatke pokryta filmem
weglowym 1 wysuszenie na powietrzu w temperaturze pokojowe;.

Pomiary EDS przy pomocy TEM TALOS F200X przeprowadzono w Laboratorium
Mikroskopii i Spektroskopii Elektronowej, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych

Uniwersytetu Warszawskiego.

3.1.3.4.  Spektroskopia fotoluminescencyjna

Spektroskopia fotoluminescencyjna (ang. photoluminescence, PL) jest narzedziem do
optycznej charakteryzacji struktury elektronowej materiatow [185]. Metoda polega na
pomiarze promieniowania elektromagnetycznego wyemitowanego przez badang probke.
W przypadku nanomateriatow konwertujacych energie w gore, analiza ma na celu okreslenie
parametréw luminescencyjnych, a pomiar ma charakter bezkontaktowy i nieniszczacy dla
analizowanej probki [186]. Zrodtem wzbudzenia moze by¢ laser pracy ciaglej (ang. continuous
wave, CW), emitujacy promieniowanie o statym natezeniu lub laser impulsowy, ktory emituje
promieniowanie w formie impulséw. Dane z pomiaréw fotoluminescencji zapisywane sa
W postaci widm emisyjnych. Obecno$¢ danego ugrupowania pierwiastkOw w nanoczastce
wigze si¢ z obecnosciag w widmie podczerwieni charakterystycznych dla niego pasm
absorpcyjnych. Kazdy jon cechuje specyficzny rozktad pasm na widmach emis;ji,
0 charakterystycznej dla niego dtugosci fali, przy ktorej fotoluminescencja jest najwigksza.
Pozwala to w prosty sposob na potwierdzenie obecno$ci analizowanych pierwiastkow 1 ich
rozrdznienie za pomocg pomiarow spektrofluorymetrycznych.

Pomiary PL przeprowadzono w Srodowiskowym Laboratorium Fizyki Biologicznej
Instytutu Fizyki PAN. Wtasciwosci luminescencyjne nanoczastek B-NaYF4:20%Yb**,2%Er*
zmierzono przy uzyciu spektrometru potaczonego z monochromatorem SPEX 270 M (Jobin
Yvon, Francja) o rozdzielczo$ci 0,1 nm, wyposazonego w kamere CCD. Probke nanoczastek
rozpuszczonych w cykloheksanie o stezeniu 30 mg/ml pobrano do 3 ml kuwety kwarcowej
i pobudzano ja laserem diodowym IR (model LU0980D300-DNAQ014, Lumics, Niemcy)
o dhugosci fali 980 nm (praca ciggta). Widma PL konwersji energii w gore nanoczastek
mierzono w zakresie widzialnym od 500 nm do 700 nm w temperaturze pokojowe;j.
Do pobudzenia nanoczastek wykorzystano sze$é gestosci mocy lasera 980 nm: 1,3 W/cm?, 3,5

W/cm?, 6,3 W/cm?, 9,0 W/cm?, 11,9 W/cm? oraz 15,0 W/cm?.
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3.1.3.5.  Pomiar potencjalu zeta
Potencjal zeta (ang. Zeta Potential, ZP) jest wielkoscig fizyczng oznaczang grecka literg

{, a jego warto§¢ wyrazana jest w miliwoltach [mV]. ZP jest waznym parametrem
fizykochemicznym, ktory okresla tadunek powierzchniowy ciat statych zdyspergowanych
w r6znych roztworach (polarne, niepolarne) oraz $wiadczy o stabilnosci tych uktadow.
Potencjal zeta definiowany jest jako potencjat elektryczny wytwarzany pomiedzy ciatem
stalym (czastkami zdyspergowanymi) a otaczajacym go roztworem (cieczg dyspergujaca), na
tzw. plaszczyznie poslizgu, ktorg stanowi granica podwojnej warstwy elektrycznej czastki
z otaczajacym ja roztworem [187,188]. Stabilno$¢ uktadow koloidalnych (nanoczastek)
zwigzana jest z wartoscig ZP, im wartos¢ ta jest wyzsza tym nanoczastki uwazane sg za bardziej
stabilne. Koloidy (nanoczastki) o wysokim potencjale zeta (ujemnym lub dodatnim) sg
stabilizowane elektrycznie, podczas gdy roztwory nanoczgstek o niskim potencjale zeta
posiadaja naturalng tendencj¢ do koagulacji Iub flokulacji, co skutkuje ich niestabilno$cia
fizyczna. Stabilno$¢ nanoczastek w roztworze zalezy od sit przyciagajacych (van der Waalsa)
1 sit odpychajacych (elektrostatycznych). Gdy potencjal zeta nanoczastek jest wysoki, to sity
odpychajace przewyzszaja sity przyciagania, co powoduje, ze nanoczastki odpychaja si¢
wzajemnie od siebie, zapobiegajac tworzeniu agregatow, a w konsekwencji aglomeracji
nanoczastek. Uwaza sig, ze jesli warto$¢ bezwzgledna potencjatu zeta jest wicksza niz £30 mV
(ZP wyzszy od +30 mV lub nizszy od -30 mV), badane nanoczastki mozna uznaé za stabilne
fizykochemicznie w roztworze koloidalnym [189-191].

Warto$¢ potencjatu zeta dostarcza cennych informacji o chemii powierzchni
analizowanych materialow, co pozwala okreslic ich przydatnos¢ w po6zniejszych
zastosowaniach przemystowych, bioinzynierii, biotechnologii czy medycynie. Znajomos$¢
parametrow takich jak, wielko$¢ 1 ksztatt nanoczastek oraz tadunek powierzchniowy i chemia
ich powierzchni jest niezwykle istotne przy projektowaniu nanomateriatlow, 0 konkretnym
przeznaczeniu. W badaniach nad mechanizmami pobierania nanoczastek, potencjat zeta jest nie
tylko istotny dla okreslenia stabilno$ci nanoczastek w roztworze, ale takze jest gldownym
czynnikiem wplywajacym na adsorpcj¢ nanoczastek do btony komorkowej w poczatkowej
fazie [188]. Po zwigzaniu si¢ z receptorami powierzchniowymi btony komoérkowej, szybkos¢
internalizacji zalezy juz tylko od wielko$ci nanoczastek. Potencjat zeta 1 rozmiar sg zatem
bardzo waznymi czynnikami, ktore okreslaja toksyczno$¢ nanoczastek [192] oraz wptywaja na
skuteczno$¢ nanoczgstek projektowanych jako systemy dostarczania lekow [188,192,193].

Zwazywszy na oddzialywania elektrostatyczne nanomaterialdw z negatywnie natadowang

46



btong komorkowa, badania wskazuja, ze najbardziej efektywnie internalizowane sg nanoczastki
naladowane pozytywnie [138,194,195].

Pomiar potencjatu zeta wykonano przy uzyciu aparatu Zetasizer Ultra (Malvern
Panalytical, Wielka Brytania) w Instytucie Fizyki PAN. Pomiary zrealizowano w oparciu
o technike elektroforezy i1 laserowego pomiaru predkosci, na podstawie zjawiska Dopplera
(ang. Laser Doppler Velocimetry, LDV). Warto$¢ potencjatu zeta wyznaczono na podstawie
sredniej uzyskanej z trzech pomiaréw (1 ml roztworu nanoczastek bez zadnego liganda na
powierzchni zawieszonych w wodzie, pH 7) wpuszczano do kuwety pomiarowej o wymiarach

10x10x45 mm). Uzyskane dane analizowano z wykorzystaniem oprogramowania ZS Xplorer.

3.1.3.6. Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego

Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (ang. X-ray diffraction, XRD) jest jedng
z najczesciej stosowanych metod do okreslania struktury krystalicznej nanomateriatéw. XRD
jest technikg analityczng, umozliwiajacg zarowno jakosciowa jak i iloSciowa analizg, ktérej nie
mozna uzyska¢ przy pomocy innych technik. Metoda ta jest nieniszczaca i wykorzystuje
oddziatywanie promieniowania rentgenowskiego z badanym materialem. Na skutek
oddziatywania promieniowania rentgenowskiego z elektronami atoméw badanego krysztatu
powstaja obrazy dyfrakcyjne, ktére nastepnie tworzg dyfraktogram. Wigzka promieniowania
padajaca na probke jest odbijana pod r6znymi katami 6, tworzac przestrzenny obraz komorek,
z ktorych skfada si¢ krysztal. Analiza XRD pozwala wyznaczy¢ wartosci parametréw sieci
krystalicznej, typ komorki elementarnej, rozmiar oraz orientacj¢ badanych nanokrysztatow.
Struktura krystalograficzna jest okreslana na podstawie dopasowania z wzorcem, pochodzacym
z krystalograficznych baz danych.

Pomiary XRD dla nanoczastek B-NaYF4:20%Yb®" 2%Er®* (w formie proszku)
przeprowadzono na dyfraktometrze Philips X'Pert ProAlphal MPD (Malvern Panalytical,
Wielka Brytania) wyposazonym w monochromator, w zakresie katow 26 od 10° do 150° przez
15 godzin. Jako zrédlo promieniowania rentgenowskiego uzyto miedzianej lampy
rentgenowskiej (A = 1,5406 A). Pomiary XRD przeprowadzono w Srodowiskowym
Laboratorium Badan Rentgenowskich i Elektronomikroskopowych Instytutu Fizyki PAN.

3.1.4. Metody modyfikacji powierzchni
3.14.1. Usuwanie liganda kwasu oleinowego z nanoczastek
Zastosowana synteza nanostruktur, oparta na metodzie wspotstracania homogenicznego

w rozpuszczalnikach organicznych, skutkuje obecnoscig hydrofobowych ligandow kwasu
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oleinowego na powierzchni uzyskanych nanoczastek. Obecno$¢ dlugich tancuchow
weglowodorowych kwasu oleinowego gwarantuje rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach
organicznych i zapobiega niepozadanej agregacji nanoczastek w roztworze. Uniemozliwia to
jednak wprowadzenie ich w takiej formie do ukladéw biologicznych ze wzgledu na
hydrofobowy charakter kwasu oleinowego. W zwiazku z tym, jedng z gldwnych strategii
dotyczacych modyfikacji powierzchni nanoczastek jest usunigcie z ich powierzchni liganda
organicznego.

Roztwér UCNPs (0,5 ml) w cykloheksanie wytrgcano etanolem i odwirowano przez
10 min w 15°C 1 przy predkosci 6000 rpm. Frakcje nanoczastek zawieszono w 0,1 M roztworze
HCI poprzez sonikowanie (60-120 min). Nastepnie nanoczastki odwirowano i rozpuszczono
w etanolu o pH 4 réwniez sonikujac. Kolejno, nanoczastki odwirowano i rozpuszczono
kilkukrotnie (3-5 razy) w wodzie i etanolu w celu pozbycia si¢ pozostatosci HCI. Procedurg
powtarzano kilkukrotnie (3-5 razy) dla kazdego rozpuszczalnika w celu catkowitego usunigcia
resztek kwasu oleinowego. Nanoczastki pozbawione kwasu oleinowego na powierzchni
zawieszano w 1 ml sterylnej wody destylowanej i okreSlano stezenie probki. Stezenie

nanoczastek byto oznaczane w oparciu o suchg masg¢ fluorkéw.

3.1.4.2.  Pokrywanie nanoczastek B-NaYF4:20%Yb%" 2%Er®* warstwa SiO:

Pokrywanie powierzchni nanoczgstek warstwg dwutlenku krzemu (krzemionka, SiO2)
jest uniwersalnym sposobem funkcjonalizacji powierzchni nanoczastek nieorganicznych. SiO2
jest materialem nietoksycznym, biokompatybilnym, obojetnym chemicznie, stabilnym
termicznie 1 optycznie przezroczystym dla $wiatta widzialnego. Zaleta modyfikacji
powierzchni krzemionka jest rowniez fakt, Zze moze by¢ stosowana zaréwno dla hydrofilowych
jak 1 hydrofobowych materialow. W przypadku tych ostatnich oznacza to, ze dzigki modyfikacji
nanoczastki sg chemicznie stabilne i dobrze dyspergowane w roztworach wodnych. Stosowanie
powtok zapobiega rowniez agregacji nanoczastek [121,196-199].

Pokrywanie  nanoczastek  P-NaYF4:20%Yb®" ,2%Er®*  warstwa  krzemionki
przeprowadzono w oparciu o zmodyfikowang metod¢ Stdbera, polegajaca na hydrolizie,
a nastepnie kondensacji tetraetylokrzemianu (tetraetoksysilanu, TEOS), ktéry peini funkcje
organicznego prekursora dwutlenku krzemu (krzemionki). Reakcja przebiegala w obecnosci
amoniaku bedacego homogenicznym katalizatorem reakcji, zgodnie z rownaniem:

Si(OC2Hs)4 + 2H20 — SiO2 + 4C2HsOH
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W tym celu, roztwor nanoczgstek w cykloheksanie mieszano z surfaktantem IGEPAL
CO-520, ktory powoduje obnizenie napigcia powierzchniowego. Mieszanina nanoczastek
z surfaktantem byta sonikowana przez 10 min. Nastepnie wkraplano roztwoér amoniaku
w wodzie (30% NH4OH, pH 9) i mieszano przez 30 min na mieszadle magnetycznym.
W kolejnym etapie dodano TEOS i roztwér mieszano przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej na mieszadle magnetycznym. Po tym czasie, pozostalo$ci mieszaniny uzytej do
pokrycia nanoczgstek usuwano poprzez kilkukrotne wirowanie (3-5 razy) w mieszaninie etanol:
woda (1:1) przez 15 min w 15°C 1 przy predkosci 9000 rpm. Po tym etapie morfologia
nanoczgstek byta oceniana przy uzyciu SEM. Po otrzymaniu nanoczastek pokrytych warstwag
dwtlenku krzemu (B-NaYF4:20%Yb%" ,2%Er**@SiO,) okreslano ich stezenie i zawieszano

w 5 ml sterylnej wody destylowanej.

3.2.  Materialy i metody stosowane w badaniach biologicznych
3.2.1. Linie komorkowe

Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem dwoch komercyjnie dostgpnych
ludzkich linii komoérkowych pochodzacych z kolekcji ATCC® (American Type Culture
Collection). Material do badan stanowita linia komoérek prawidlowych HEK293 (ATCC®
CRL-1573™) oraz nowotworowa linia komorkowa HeLa (ATCC® CCL-2™),

Linia HEK293 (ang. Human Embryonic Kidney) pochodzaca z embrionalnych ludzkich
komorek nerki jest stabilng 1 jedng z najczesciej wykorzystywanych do celow badawczych
linia komodrkowa, ktéora pod wzgledem powszechnosci 1 czesto$ci stosowania ustepuje
pierwszenstwa tylko komoérkom HeLa [200].

Komorki Hela to ludzka linia komoérek nabtonkowych wyprowadzonych z raka szyjki
macicy. Charakteryzuja si¢ niezwykle szybkim tempem wzrostu i moga by¢ pasazowane
nieskonczong ilo$¢ razy. W zwigzku z tym komorki HeLa uwazane sg za niesmiertelne [201].
Z powodzeniem komorki te znalazly zastosowanie w badaniach nad toksyczno$cig roznych
zwiazkow, kosmetykow czy lekow, a takze nanomateriatdéw. Pierwszy eksperyment
z udziatem komorek HeLa i nanoczastek krzemionkowych zostat opisany w 2005 roku przez
Xing i wsp. [202].

Zastosowane do badan linie komorkowe sg typami komoérek adherentnych, rosngcych
w monowarstwie. Hodowle komoérkowe prowadzone byly w standardowych warunkach
(podrozdziat 3.4.2.). Wybor komorek podyktowany byt potrzebg przetestowania nanoczastek

na dobrze opisanych, wzorcowych modelach do§wiadczalnych in vitro. Nie wszystkie badania
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realizowane w ramach pracy, prowadzone byly jednoczesnie na obu liniach komoérkowych.

Wynikato to z szerokiego spektrum przeprowadzonych analiz.

3.2.2. Hodowle komorkowe

Hodowle komorkowe prowadzono w warunkach pelnej jatlowosci srodowiska pod
komorg laminarng HER Asafe (Heraeus, Niemcy) o pionowym przeptywie powietrza (II klasa
bezpieczenstwa Biohazard) oraz z uzyciem sterylnego sprzetu i jednorazowych naczyn
hodowlanych. Komoérki hodowano w kompletnej pozywce hodowlanej DMEM (ang.
Dulbecco's Modified Eagle's Medium) z dodatkiem 10% inaktywowanej termicznie ptodowe;j
surowicy bydlecej (ang. fetal bovine serum, FBS) i bez dodatku antybiotykow.

Hodowle utrzymywano w warunkach standardowych w inkubatorze w 37°C
1 atmosferze zawierajacej 5% CO2 1 95% wilgotnosci. W celu utrzymania statlego poziomu
proliferacji komorki byty regularnie pasazowane w odstepach 3-4 dniowych do nowych naczyn
hodowlanych po osiagni¢ciu 80-90% konfluentnego wzrostu. W skrécie: monowarstwe
komoérek przemywano buforem PBS i odklejano przy pomocy 0,25% roztworu trypsyny
z EDTA przez 3 do 5 min w 37°C 1 przenoszono do nowych szalek hodowlanych o powierzchni
10 cm?. Proces trypsynizacji oraz oceng zywotnosci komoérek kontrolowano pod odwréconym

mikroskopem DMI3000 B (Leica, Niemcy).

3.2.3. Przygotowanie i podanie nanoczastek B-NaYF4:20%Yb**,2%Er®* do komérek

Bezposrednio przed uzyciem, nanoczastki (UCNPs) sonikowano w wodzie
umieszczajagc w tazni ultradzwiekowej (Ultrasonic cleaner Sonic-3, 230 V, Polsonic, Polska,
nr kat. 146618) przez 20 minut, aby zapobiec ich agregacji. Nastgpnie nanoczastki zawieszano
w pozywce hodowlanej, rozcienczajac do odpowiednich stezen i ponownie sonikowano przez
10 minut. Tak przygotowany roztwdér UCNPs w pozywce hodowlanej podawano do hodowli
komorkowych, z zachowaniem zasady: okreslone stezenie nanoczastek zawsze przypadato na
kazde wysiane 1x10° komérek.

W zalezno$ci od przeprowadzanej analizy, komorki wysiewano na szalki o $rednicy
35 mm i 10 cm badz na 6- lub 96-dotkowe ptytki hodowlane. Hodowle komorek za kazdym
razem zakladano 24 godziny przed planowanym eksperymentem, w celu umozliwienia
komorkom adhezji do dna naczynia hodowlanego. Po tym czasie pozywke hodowlang
odciggano, komorki przemywano buforem PBS 1 podawano nowa pozywke zawierajaca

odpowiednie stezenie nanoczastek. Do eksperymentow uzywano komorek z pasazu od 4 do 10.
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Liczbg wysianych komorek oraz rodzaj stosowanych naczyn hodowlanych w poszczegdlnych

eksperymentach zestawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Liczba komorek uzytych w poszczegolnych eksperymentach.

Typ eksperymentu Typ naczynia hodowlanego Liczba komoérek
Transmisyjna Mikroskopia Elektronowa . . 6 ,
(2. 24 lub 48 h inkubacji*) Szalka o $rednicy 10 cm 1x10° komorek/szalke
Mikroskop konfokalny . . 5 ,
(2 lub 24 h inkubacji®) Szalka o §rednicy 35 mm 1x10° komorek/szalke
Testy cytotoksycznosei 96-dotkowe plytki 1x10* komérek/dotek
(krétkie czasy inkubacji - 1 i 2 h*)
Testy cytotoksycznosci i . 3 ,
(diugic czasy inkubacji - 24 i 48 h*) 96-dotkowe ptytki 5x10° komoérek/dotek
Pomiary stre_:su oksy_c_jacyjnego 96—dolk’owe ptytki 1310 komorek/dotek
(2 h inkubacji*) (czarne z przezroczystym dnem)
Pomiary stresu oksydacyjnego 96-dotkowe ptytki 3 ,
(24 h inkubacji*) (czarne z przezroczystym dnem) 7,5+10%komérek/doiek
ICP-MS . . 5 .
(2 h inkubacji*) 6-dotkowe szalki o $rednicy 35 mm 1x10° komorek/szalke

*- czas inkubacji komdérek z nanoczgstkami wyrazony w godzinach

3.2.4. Spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego

W celu potwierdzenia skladu pierwiastkow w nanoczastkach, a takze obecnosci
nanoczastek we wnetrzu komorek, zostata wykonana analiza metodg EDS. Procedura zostata
opracowana na potrzeby prowadzonych badan. Materiat przygotowano dokladnie w taki sam
sposob jak dla oceny w TEM (metoda opisana w podrozdziale 3.4.5.), z pominigciem etapu
kontrastowania 1% OsOs4 oraz barwienia 0,5% octanem uranylu. Przygotowany material
krojono na skrawki o grubosci 100-120 nm.

Ultracienkie skrawki umieszczane byly na niklowych siatkach i1 analizowane przy
uzyciu detektora EDS INCAxsight (Oxford Instruments Analytical, Wielka Brytania)
potaczonego z mikroskopem JEOL JEM-1011, z oprogramowaniem INCA Energy software.

3.2.5. Transmisyjna Mikroskopia Elektronowa

Ze wzgledu na unikatowo$¢ prowadzonych badan klasyczne techniki stosowane
w analizach mikroskopowo-elektronowych zostaly zmodyfikowane i przystosowane do
prowadzonych eksperymentow. Transmisyjna mikroskopia elektronowa uwazana jest za
tzw. ,,ztoty standard” w ocenie interakcji nanomaterialdw z materialem biologicznym. Badania
z uzyciem TEM umozliwily wiele szczegétowych analiz: 1) potwierdzenie obecnosci

nanoczgstek w badanych komorkach, 2) okreslenie doktadnej lokalizacji wewnatrzkomorkowe;
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nanoczgstek, 3) zidentyfikowanie mechanizméw internalizacji, 4) ustalenie optymalnego
stezenia nanoczastek, 5) ustalenie optymalnego czasu inkubacji, 6) obserwacj¢ zmian
ultrastrukturalnych w badanych komoérkach wywotanych obecnosciag UCNPs.

Po inkubacji z nanoczastkami, komorki (1 mln komorek) zostaty odklejone za pomoca
0,025% trypsyny (Gibco, Life Technologies), a nast¢pnie zwirowane (1200 rpm, 3 min, temp.
pokojowa). Pelet komdrkowy zostat utrwalony w 2,5% roztworze glutaraldehydu (GA) i 2%
roztworze paraformaldehydu (PFA) w 0,2 M buforze fosforanowym o pH 7,4 w temperaturze
4°C przez 3 godziny. Po utrwaleniu, komodrki przeptukano 0,1 M buforem fosforanowym
(3 razy). Nastepnie, materiatl dotrwalano w 1% czterotlenku osmu (OsO4) przez 1 godzing,
przeptukiwano woda i inkubowano z 0,5% wodnym roztworem octanu uranylu przez 2 godziny.
Tak przygotowane komorki zostaty odwodnione w szeregu alkoholi o wzrastajacym stgzeniu,
od 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% do alkoholu absolutnego (99,8%) (po 5 minut). Kolejnym
etapem bylo przesycenie materiatu tlenkiem propylenu i mieszaning tlenku propylenu z zywica
epoksydowa w stosunku 1:1 (przez 1 godzing). Po inkubacji, materiat zatapiano w zywicy
(sktad zywicy przedstawiony w Zalgczniku nr 1, Tabela 13), pozostawiajac je do nastgpnego
dnia w temperaturze pokojowej, a nastepnie przenoszono do zelatynowych kapsutek
i poddawano polimeryzacji w temperaturze 60°C przez 24 godziny w cieplarce laboratoryjnej
(Cieplarka C-65, Wamed, Polska). Po polimeryzacji, materiat byt krojony przy pomocy noza
diamentowego (Diatome, Stany Zjednoczone) na ultracienkie skrawki o grubosci okoto 60 nm
na ultramikrotomie MTXL (RMC, Stany Zjednoczone) i umieszczany na miedzianych siatkach.
Gotowy materiat byt oceniany i1 sporzadzona zostala dokumentacja fotograficzna przy uzyciu
TEM JEM-1011 (JEOL, Japonia). Napiecie przyspieszajace mikroskopu wynosito 80 kV.

Specyfikacja uwzgledniajaca stosowane odczynniki i sprzet laboratoryjny do analiz
TEM zostata zamieszczona w Zalgczniku nr 1, Tabela 12 i Tabela 14.

Pomiary TEM oraz EDS przeprowadzono w Pracowni Badan Mikroskopowo-

Elektronowych IMDiK PAN.

3.2.6. Mikroskopia konfokalna

Kolejng technikg obrazowania uzyta do oceny interakcji komorek z nanoczastkami byta
mikroskopia konfokalna. Komorki zawierajace nanoczastki analizowano przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego LSM 710 NLO (Carl Zeiss, Niemcy) wyposazonego w podczerwony
laser femtosekundowy (Coherent, Chameleon), w Srodowiskowym Laboratorium Fizyki
Biologicznej Instytutu Fizyki PAN. Obserwowano trzy kanaty. Pierwszy kanat, z pobudzeniem

przy dtugosci fali 980 nm (laser femtosekundowy), byl uzywany do obrazowania UCNPs w
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zakresie dtugosci fali 500-730 nm. Drugi kanal, z pobudzeniem przy dlugosci fali 705 nm (laser
femtosekundowy) do obrazowania jader komoérkowych, wykrywanie w zakresie dtugos$ci fali
425-475 nm. Trzeci kanat, z pobudzeniem przy dtugosci fali 488 nm (laser ciagly) i z detekcja
w zakresie dlugosci fali 495-572 nm, byt uzywany do obrazowania endosomow wczesnych,

endosomow pdznych oraz lizosomow (przeciwciata zestawione w Tabeli 5).

Tabela 5. Przeciwciata pierwszorzedowe i drugorzedowe uzyte w badaniach immunocytochemicznych do oceny
interakcji komorek z nanoczgstkami.

Przeciwciala pierwszorzedowe

Rozcienczenie Producent, nr kat.
(gospodarz)
Poliklonalne anty-EEA1 - Early Endosome
Marker (krolik) 1:1000 Abcam, ab2900

wczesne endosomy
Rekombinowane monoklonalne
anty-Rab9 [EPR13272] (krélik) 1:250 Abcam, ab179815
pozne endosomy
Poliklonalne anty-LAMP1 - Lysosome
Marker (krélik) lizosomy
Przeciwcialo drugorzedowe Rozcienczenie Producent, nr Kat.

Poliklonalne, kozie anty-krélicze 1gG (H+L)
skoniugowane z Alexa Fluor® 488

1:1000 Abcam, ab24170

1:1000 Abcam, ab150077

Komoérki wysiewano na szkietku nakrywkowym (2x2cm?)  umieszczonym
w 6-dotkowej plytce, o gestoéci 1x10° komorek na dotek. Po inkubacji, ktorej czas, a takze
stezenie 1 typ nanoczastek, byty dostosowane do rodzaju eksperymentu, pozywke usuwano
1 komorki przemywano trzykrotnie roztworem PBS. Komorki utrwalano w 3,7% roztworze
formaldehydu w PBS przez 20 minut. Nastgpnie komorki przemywano trzykrotnie w PBS.
Po6zniej, blona komoérkowa byta permabilizowana przy uzyciu 1% roztworu TritonX-100 w 5%
FBS/PBS (5% roztwor bydlecej surowicy ptodowej] w PBS przez 10 minut). Komorki
przemywano trzykrotnie PBS i blokowano przez dodanie 5% roztworu FBS w PBS przez 30
minut. Preparaty przemywano trzykrotnie PBS. Wybrane organelle komorkowe wybarwiono
wybranym przeciwciatem pierwszorzgdowym. 25 pl przeciwciata w 5% FBS/PBS naktadano
na probke 1 przykrywano szkietkiem nakrywkowym, inkubowano przez 1 godzing 1 po tym
czasie usuwano szkietko. Probke przemywano dwukrotnie PBS. Stosujac ten sam protokot,
naktadano drugorzgdowe przeciwcialo potaczone z AlexaFluor 488. Od tego etapu
eksperyment byl przeprowadzany w ciemnos$ci. Jadra komorkowe znakowano przy uzyciu
25 ul Hoechst 33342 (Abcam, Wielka Brytania, nr kat. ab228551) w 5% FBS/PBS

w rozcienczeniu 1:5000 (10 minut). Szkietka przemywano dwukrotnie PBS 1 przyklejano
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za pomocg ProLong™ Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific, Molecular

Probes™, Stany Zjednoczone, nr kat. P36930) do szkietek podstawowych.

3.2.7. Testy cytotoksycznoS$ci

Oceng potencjalnego cytotoksycznego dziatania ~ badanych nanoczastek
B-NaYF4:20%Yh* 2%Er** wzgledem komoérek HeLa i HEK293 przeprowadzono w oparciu
o trzy komercyjne testy cytotoksycznosci:

e MTT (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone, nr kat. M6494);

e Presto Blue (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone, nr kat. A13261);

e Live/Dead (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone, nr kat. L3224).

Testy cytotoksycznoséci in vitro pozwalajg na pomiar réznych zmian zachodzacych
w komorkach, ktore odzwierciedlajg aktywno$¢ cytotoksyczng analizowanych zwigzkow.
Zmiany te moga dotyczy¢ utraty integralnosci blony komoérkowej, aktywnos$ci enzymatycznej
zwigzanej z metabolizmem komorki lub zdolnos$ci do podziatow komdrkowych. Pomiar zmian
najczesciej jest przeprowadzany z  wykorzystaniem technik  kolorymetrycznych,
fluorymetrycznych lub bioluminescencyjnych.

Ocena cytotoksycznoS$ci zostala przeprowadzona dla hodowli komdrkowych poddanych
dzialaniu nanoczastek w zakresie wybranych stezen 1 wariantdéw czasowych, w odniesieniu do
kontroli stanowigcej hodowle nietraktowane nanoczastkami.

W tym celu, komodrki wysiewano na 96-dotkowe ptytki hodowlane 24 godziny przed
planowanym eksperymentem, w gestosci odpowiedniej dla poszczegdlnych eksperymentdw,
podanej w Tabeli 4 (podrozdzia/ 3.4.3.). Po 24-godzinnej hodowli, komorki przemywano
buforem PBS, dodawano 200 pl medium zawierajacego wybrane stg¢zenia nanoczgstek
i inkubowano w inkubatorze przez 2, 24 lub 48 godzin. Po tym czasie medium usuwano,

komorki przemywano trzykrotnie buforem PBS 1 przeprowadzano testy.

3.27.1. TestMTT

Test MTT jest kolorymetrycznym testem stuzacym do ilosciowej oceny aktywnosci
metabolicznej komorek. Opiera si¢ na zdolnosci mitochondrialnego enzymu, dehydrogenazy
bursztynianowej, obecnego w zywych komorkach, do przeksztalcania rozpuszczalnej soli
tetrazolowej - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT), w forme
zredukowang, nierozpuszczalnego formazanu, ktory wytraca si¢ w postaci ciemno niebieskich

krysztaldow. Po rozpuszczeniu krysztalow formazanu w DMSO powstaje fioletowy roztwor,
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ktorego intensywnos$¢ mierzy si¢ spektrofotometrycznie w zakresie dtugosci fal 492-570 nm.
W komorkach martwych lub nieaktywnych metabolicznie, formazan tworzy si¢ w niewielkich
ilosciach lub nie powstaje w ogole. Ilos¢ powstalego produktu formazanu przektada si¢ na
intensywno$¢ zabarwienia powstatego po reakcji roztworu i jest wprost proporcjonalna do
liczby zywych komorek.

Do kazdego dotka z komoérkami dodawano 100 pl pozywki hodowlanej z dodatkiem
10% MTT (wyj$ciowe stezenie Smg/ml) i inkubowano w temperaturze 37°C i atmosferze 5%
CO, przez 4 godziny. Nastepnie roztwér MTT usuwano, a krysztaly formazanu rozpuszczano
w 100 ul dimetylosulfotlenku (ang. dimethyl sulfoxide, DMSO). Analiz¢ kolorymetryczng
wytworzonego formazanu przeprowadzono przy dlugosci fali A=560 nm, z uzyciem
automatycznego czytnika do mikroptytek GLOMAX Discover GM3000 (Promega, Stany
Zjednoczone). Procent zywych komorek wyliczano porownujac warto$¢ absorbancji komorek
inkubowanych z nanoczastkami z warto$cig absorbancji komoérek kontrolnych,

nietraktowanych nanoczastkami. Absorbancje komorek kontrolnych przyjmowano za 100%.

3.2.7.2.  Test Presto Blue

Test PrestoBlue® jest testem do oceny cytotoksycznosci w oparciu o resazuryng, ktora
dziata jako wskaznik zywotno$ci komorek. Resazuryna (C12H7NOa), jest niefluorescencyjnym,
niebieskim, nietoksycznym 1 przepuszczalnym dla komorek zwigzkiem. Pod wplywem
procesdw metabolicznych zachodzacych w Zywych komorkach ulega redukcji do silnie
fluorescencyjnej najpierw rdzowej, a nastepnie czerwonej rezorufiny. Barwnik umozliwia
ciggle monitorowanie hodowli komoérkowej 1 wykazano, ze jest efektywnym narz¢dziem
o wysokiej czutosci. Pomiar ilosci otrzymanego produktu mozna  dokonad
spektrofotometrycznie lub fluorymetrycznie. Dane literaturowe wskazuja, ze testy z uzyciem
resazuryny s3 jednymi z najdoktadniejszych, przy ocenie Zywotnosci i1 proliferacji komorek
[203,204].

Do kazdego dotka dodawano 100 pl pozywki hodowlanej z dodatkiem 10% odczynnika
Presto Blue (PB) (10 pl odczynnika PB i1 90 ul $wiezej pozywki) 1 inkubowano przez 1 godzing
w temperaturze 37°C i atmosferze 5% COz. Fluorescencj¢ barwnika PB mierzono przy dtugosci
fali wzbudzenia A = 520 nm i emisji w zakresie 580-640 nm, z uzyciem automatycznego

czytnika do mikroptytek GLOMAX Discover GM3000 (Promega, Stany Zjednoczone).
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3.2.7.3.  Test Live/Dead

Do oceny zywotnosci komorek zastosowano protok6ét podwdjnego barwienia
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu LIVE/DEAD™. Test umozliwia jednoczesne
roznicowanie populacji analizowanych komoérek na komorki zywe 1 komorki martwe, w oparciu
o rdéznice w cigglosci ich bton cytoplazmatycznych. Zestaw zawiera dwa markery do oceny
zywotnosci komorek: kalceing AM (ang. calcein AM) barwiaca na zielono komorki zywe oraz
homodimer-1 etydyny (ang. ethidium Homodimer-1, EthD-1) barwigcy na czerwono komorki
martwe. Kalceina AM to niefluorescencyjny, acetoksymetylowy ester kalceiny. Posiada ona
wysoce lipofilny charakter, dlatego z tatwoscig moze przenika¢ przez blony biologiczne do
wnetrza komorek. W cytoplazmie zdrowych komorek, kalceina AM wykorzystuje aktywnosé
znajdujacych sie tam esteraz i ulega hydrolizie do hydrofilowe; i silnie fluoryzujacej na zielono
kalceiny. Ponadto, zwigzek ten posiada niska cytotoksyczno$¢, co sprawia, ze jest szeroko
stosowany w badaniach. Homodimer-1 etydyny nie posiada zdolno$ci do przenikania przez
nieuszkodzong bton¢ komorkowa i wigze si¢ z DNA martwych komorek, co wskazuje na utrate
integralnosci blony komoérkowej. Obydwa odczynniki stosowane jednocze$nie do wykrywania
zywych 1 martwych komorek posiadaja znikomy wptyw na funkcje zdrowej komorki.

Test przeprowadzono zgodnie ze wskazaniami producenta. Komorki inkubowano
z 2 uM (0,05 pl) kalceiny AM oraz 4 uM (0,2 pl) EthD-1 przez 1 godzing w temperaturze 37°C
i bez dostepu $wiatta (w 100 pl mieszaniny na jeden dotek: 0,2 ul EthD-1, 0,05 ul kalceiny AM
199,75 ul PBS). Kontrole stanowity Zywe komorki nietraktowane nanoczastkami oraz komorki
martwe (bez nanoczastek), ktdre zostaly usmiercone przy uzyciu 70% metanolu 30 minut przed
odczytem. Fluorescencja byla odczytywana w przezroczystych plytkach 96-dotkowych
(Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone) z wykorzystaniem czytnika GLOMAX
Discover GM3000 (Promega, Stany Zjednoczone). Odczyty wykonywano przy fali wzbudzenia
o dtugosci A =475 nm dla kalceiny AM i A = 520 nm dla EthD-1, natomiast emisj¢ mierzono
przy dtugosci fal w zakresie 500-530 nm dla kalceiny AM i 580-640 nm dla EthD-1.

3.2.8. Pomiar wybranych markeréw stresu oksydacyjnego

Pomiar stezenia wewnatrzkomérkowych reaktywnych form tlenu (RFT, ang. Reactive
Oxygen Species, ROS) w komorkach HeLa oraz HeK293 po inkubacji z wybranymi stgzeniami
UCNPs oznaczano przy pomocy komercyjnego testu Cellular ROS/Superoxide Detection
Assay Kit (Abcam, Wielka Brytania, nr kat. ab139476).

Zestaw zawieral dwa reagenty Oxidative Stress Detection Reagent (charakteryzuje si¢

zielong fluorescencja) do detekcji ROS oraz Superoxide Detection Reagent (charakteryzuje si¢
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pomaranczowg fluorescencja) do detekcji nadtlenkéw. Odczynniki zostaly rozpuszczone w 60
ul bezwodnego DMF (ang. N,N-Dimethylformamide) w celu przygotowania roztwordéw
o koncowym stezeniu 5 mM. Niefluorescencyjny, przepuszczalny dla komorek barwnik do
detekcji ROS (zielona sonda) reaguje bezposrednio z nadtlenkiem wodoru (H2032),
nadtlenoazotynem (ONOO), tlenkiem azotu (NO°), rodnikiem hydroksylowym (HO")
i rodnikiem nadtlenkowym (ROQ"). Sonda w reakcji z ROS tworzy zielony fluorescencyjny
produkt. Barwnik do wykrywania nadtlenkéw (sonda pomaranczowa) jest rowniez
przepuszczalny dla komoérek i specyficznie reaguje z anionorodnikiem ponadtlenkowym (O27),
dajac pomaranczowy produkt fluorescencyjny. Test przeprowadzono zgodnie z instrukcja
producenta.

Badane komorki inkubowano 2 lub 24 godziny z wybranymi st¢zeniami nanoczastek
(0,1; 1; 5; 10 1 50 pg/ml w 200 pl medium hodowlanego w 96-dotkowych ptlytkach).
Po zakonczonej inkubacji pozywke z pozostatoscia nanoczastek usuwano, komorki
przemywano buforem PBS i do kazdego dotka z komdrkami dodawano po 200 pl $wiezej
pozywki zawierajacej 5 mM (0,08 pl) reagenta do detekcji stresu oksydacyjnego oraz 5 mM
(0,08 ul) reagenta do detekcji rodnika nadtlenkowego. Komorki inkubowano w inkubatorze bez
dostepu Swiatta w temperaturze 37°C 1 5% COz przez 1 godzing, a nastgpnie przeprowadzano
pomiary przy uzyciu czytnika do mikroptytek GLOMAX Discover GM3000 (Promega, Stany
Zjednoczone). Pomiary odczytu ptytek wykonywano przy dwoch dlugosciach fal wzbudzenia
1 emisji luminescencji dla ROS: AEx/Em = 490/525 nm oraz dla nadtlenkéw: AEx/Em = 550/620
nm.

Kontrolg¢ negatywng 1 pozytywna stanowity komorki nietraktowane nanoczastkami.
W przypadku kontroli pozytywnej do wyzej wymienionej mieszaniny, zawierajgcej obydwie
sondy dodawano induktor wolnych rodnikow piocyjaning (ang. pyocyanin) w stezeniu 500 uM
(godzinna inkubacja induktora z sondami, nast¢pnie odczyt). Natomiast w przypadku
negatywnej kontroli stosowano inhibitor wolnych rodnikéw N-acetylo-L-cysteing (ang. N-
acetyl-L-cysteine) w stezeniu 500 uM dodawang na 30 minut przed dodaniem pozywki
zawierajacej mieszaning odczynnikow (30 minut inkubacja z inhibitorem, przemycie PBS,

inkubacja 1 godzina z sondami i odczyt).

3.2.9. Inhibicja procesu endocytozy
W celu okreslenia drog wnikania nanoczgstek do komorek zastosowano wybrane
inhibitory procesu endocytozy. Endocytoza jest jednym ze sposoboéw transportu réznych

czastek ze srodowiska zewngtrznego do wnetrza komorki eukariotycznej. Wyrdzniamy kilka
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szlakow endocytarnych i zaliczamy do nich endocytozg¢ zalezng od klatryny, endocytoze
zalezng od kaweoliny, makropinocytozg oraz fagocytoze [143].

W zaplanowanych do§wiadczeniach wykorzystano nastgpujace chemiczne i fizyczne
inhibitory procesu endocytozy komorkowej: chloropromazyne, metylo-p-cyklodekstryne,
amiloryd, cytochalazyne¢ D, azydek sodu, genisteing, nystatyng, nokodazol, sacharoze,
dansylkadaweryne oraz niska temperaturg (4°C). Aby uzyska¢ odpowiednie stezenia
inhibitorow, wyjSciowe nawazki musialy zosta¢ rozpuszczone w  stosownych
rozpuszczalnikach (zgodnie z zaleceniami producenta). Ustalone stezenia wyjSciowe
inhibitorow podawano na kazde 1x10° komorek. Stosowane stgzenia inhibitoréw oraz
blokowane Sciezki endocytozy zestawiono w Tabeli 6. W zalezno$ci od przeprowadzanej
analizy komorki w odpowiedniej gestosci wysiewano 24 godziny przed planowanym
eksperymentem. Nastepnego dnia, bezposrednio przed podaniem, przygotowywano
odpowiednie st¢zenia badanych inhibitorow 1 mieszano je z pozywka hodowlang.
Dotychczasowa pozywke hodowlang odciggano, komoérki przeptukiwano buforem PBS

i dodawano $wieza pozywke zawierajacg inhibitory.

Komorki z inhibitorami 1 nanoczastkami inkubowano w dwdch wariantach:

1) 0,5 godziny inkubacji z pozywka z danym inhibitorem, trzykrotne przeptukanie
buforem PBS, 2 godziny inkubacji z nanoczgstkami (1 pg/ml)
2) 1 godzina inkubacji z pozywka zawierajaca rownoczes$nie dany inhibitor i nanoczastki
(1 pg/ml)
Po tym czasie komorki przemywano PBS i1 wizualizowano przy pomocy TEM. Zastosowano

taki sam schemat postgpowania jak w przypadku komorek bez podania inhibitorow.

Stezenia inhibitorow ustalane byly w oparciu o dostgpne dane literaturowe dotyczace
opiséw roznych linii komorkowych [205-207]. Dodatkowo, dla poszczegdlnych inhibitoréw
stezenia ustalane byly w sposob eksperymentalny. W celu optymalizacji uzycia tych zwigzkow
(osiagnigcie efektywnego zahamowania endocytozy, nie wykazujac przy tym dziatania
toksycznego) oraz uniknigcia btedéw w pozniejszej interpretacji wynikow przetestowano ich
toksyczno$¢ wzgledem komorek na podstawie obserwacji mikroskopowo-elektronowych
1 pomiardow cytotoksycznosci. Obserwacje dotyczyly zmian w morfologii 1 ilosci komorek
analizowanych w mikroskopie $wietlnym, oceny zmian ultrastrukturalnych w mikroskopii

elektronowej oraz pomiaréw zywotnosci komorek przy pomocy testu MTT.
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Tabela 6. Inhibitory procesu endocytozy.

Nazwa inhibitora Blokowana $ciezka endocytozy Podane stezenie/ Producent,

1x10° komérek Nr kat.

. . Sigma,
Amiloryd Makropinocytoza 0,2 mM A7410
Prawie wszystkie szlaki endocytozy Sigma,

Azydek sodu (NaNs) (procesy zalezne od energii) 200 mM S2002
. 28 uM Sigma,

Chloropromazyna Endocytoza zalezna od klatryny (10 pg/ml) C8138

) . Sigma,

Cytochalazyna D Fagocytoza; makropinocytoza 1 uM C2618

. Sigma,

Dansylkadaweryna Endocytoza zalezna od klatryny 500 uM D4008
_— . . 37 uM Sigma,
Genisteina Endocytoza zalezna od kaweoli (10 pg/ml) G6649
Metylo-B-cyklodekstryna Endocytoza zalezna od kaweoli/ 5 mM Sigma,
(MpcD) tratwy lipidowe C4555
Hipertoniczny roztwor Endocytoza zalezna od klatryny 295 mM Sigma,
sacharozy Endocytoza zalezna od kaweoli S0389
Endocytoza zalezna od klatryny; 332uM Sigma,

Nokodazol Makropinocytoza (10 pg/ml) M1404
Nvstatvna Endocytoza zalezna od kaweoli 1,1 mM Sigma,
ystaty (reaguje z cholesterolem) (10 pg/ml) N6261

4°C Prawie wszystkie.szlaki endoqytozy i i
(procesy zalezne od energii)

3.2.10. Spektrometria mas sprzezona z plazma wzbudzang indukcyjnie

Spektrometria mas sprzezona z plazma wzbudzang indukcyjnie (ang. Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry, ICP-MS) jest nowoczesng technikg analityczna,
umozliwiajaca szybka analize wielopierwiastkowa, ktora wykorzystuje plazme jako zrdédlo
jonizacji analizowanego materiatu oraz spektrometr mas jako analizator wygenerowanych
w plazmie jonow (Rycina 8). Technika ta charakteryzuje si¢ duzg czulo$cig, selektywnoscia,
a takze jej zaleta sg bardzo niskie granice wykrywalnos$ci pierwiastkow. Ponadto, umozliwia
oznaczenie calego spektrum pierwiastkéw w trakcie jednej analizy, w tym samym czasie.
Procedura pomiarowa polega na wprowadzeniu probki cieczy w postaci kropelek aerozolu
bezposrednio do plazmy argonowej (ok. 6000K+10000K). Najpierw probka cieczy trafia do
rozpylacza probek (nebulizera; ang. nebulizer, wi. nebula - mglawica) gdzie nastepuje
wytwarzanie aerozolu (mgla skladajaca si¢ z drobnych kropelek), ktory trafia do komory
mgielnej (ang. spray chamber). Tam nast¢puje oddzielenie wigkszych kropelek i usuwanie ich
z uktadu w celu zapewnienia stabilnosci plazmy [208]. W plazmie probka w formie aerozolu
jest najpierw atomizowana, nast¢pnie jonizowana i kierowana do spektrometru masowego.

Po wyjsciu ze spektrometru masowego jony sa wykrywane w detektorze tzw. powielaczu
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elektronow (ang. electron multiplier), gdzie uwalniajg kaskade elektronow wytwarzajacych
mierzalny impuls. Intensywno$¢ tego impulsu odnosi si¢ bezposrednio do stezenia danego
pierwiastka w analizowanym roztworze (analizator rozdziela wigzke jonow wedhug stosunku
masy do tadunku elektrycznego). Ze wzgledu na ogromne mozliwosci zarowno w ilo§ciowe;j
jak 1 jakosciowej analizie pierwiastkdéw, technika znajduje szerokie zastosowanie najczescie] w
badaniu probek srodowiskowych i produktow zywnosciowych, jak réwniez w dziedzinach
takich jak biologia, geologia, kryminalistyka, archeologia, medycyna i farmacja czy

radiochemia.

ORS" @2
System wprowadzania | Detector
probek

Plazma

Komora
mgielna

“FR Generator | MS

Rycina. 8. Schemat budowy spektrometru mas z plazmq indukcyjnie sprzezong. FR Generator — generator prqgdu
o wysokich czestotliwosciach, Q1 — pierwszy kwadrupol (ang. first quadrupole), ORS® — oktopol (ang. Octopole
Reaction System), Q2 - drugi kwadrupol (ang. second quadrupole). Opracowanie wiasne na podstawie [209].

ICP

Badania wykonano w laboratorium Inorganic Analysis, National Measurement
Laboratory mieszczacym si¢ W LGC Limited w Teddington, Wielkiej Brytanii w ramach
praktyk z programu Erasmus+.

Eksperyment miat na celu szczegdtowa analizg jako$ciowq oraz ilosciowa na podstawie
sktadu nanoczastek PB-NaYF:20%Yb3* 2%Er®*, ktora pozwalala na oznaczenie z duza
doktadno$cig ilo$ci pobranych nanoczastek przez komorki HelLa z pozywki hodowlanej
w réznych wariantach eksperymentalnych. Ilos¢ okreslano jako procent zinternalizowanych
nanoczastek po inkubacji z wybranymi inhibitorami endocytozy w stosunku do komorek
kontrolnych z podanymi nanoczgstkami (~1 pg/ml), ale bez zastosowania inhibitorow

endocytozy.

Material badany stanowity probki:
1) nanoczastki p-NaYF4:20%Yb*",2%Er3*;
2) komoérki HeLa po internalizacji nanoczastek B-NaYF4:20%Yb3* 2%Ers*;
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3) komorki HeLa po internalizacji nanoczastek B-NaYF4:20%Yb3*2%Er®* z uzyciem
specyficznych inhibitoréw procesu endocytozy komorkowej (chloropromazyna, azydek sodu,
dansylkadaweryna, amiloryd, sacharoza, metylo-B-cyklodekstryna, niska temperatura;

szczegdtowa specyfikacja inhibitoréw zostata przedstawiona w Tabeli 4, podrozdziaZ 3.4.10.).

Analiz¢ przeprowadzono przy pomocy Agilent 8900 ICP-QQQ-MS (8900 Triple
Quadrupole ICP-MS, Agilent Technologies, Stany Zjednoczone) wyposazonego w analizator
kwadrupolowy oraz komory kolizyjno-reakcyjne. Probki wprowadzono do plazmy za pomoca
koncentrycznego nebulizatora kwarcowego z mikroprzeptywem, pracujgcego w trybie
pompowania ok. 0,1 ml/min oraz komory natryskowej z podwojnym przeptywem typu Scotta
chtodzonej do 2°C. ICP-MS pracowat w trybie bez gazu oraz w trybie MS/MS (tzn. przy uzyciu
obu kwadrupoli). Oceng ilo$ciowa probek przeprowadzono metoda zewngtrznej kalibracji przy
uzyciu wzorcow kalibracyjnych (ang. calibration standards) pochodzacych z akredytowanego
zrédla. Aby zapewni¢ wysoka jako$¢ wynikdéw, do kontroli jakos$ci pomiaréw uzyto roéwniez
wzorcow kalibracyjnych (dla itru), pochodzacych z dwoch roznych zrodet (ROMIL oraz VHG).
Przygotowanie probki do analizy ma kluczowe znaczenie w opracowaniu optymalnej strategii
pomiarowej. W zwigzku z tym zakres badah obejmowal réwniez dobor warunkow

(optymalizacj¢) mineralizacji probek.

Schemat do$wiadczen:

Schemat przygotowania komorek do eksperymentéw nie odbiegat od procedury opisanej
w podrozdziale 3.4.2. W dniu eksperymentu pozywke odciggano, komorki przeptukiwano
3-krotnie PBS i inkubowano odpowiednio:

1) przez 2 godziny z okre$lonym stezeniem UCNPs (~1, 2 lub 10 pg/ml— wartos¢ teoretyczna,
okreslona w oparciu o suchg mase fluorkow);

2) przez 30 minut z wybranymi inhibitorami (ilosci inhibitoréw podane na 1x10° komorek:
1 ul amilorydu ze stocku o st¢zeniu koncowym 0,2 mM; 50 pl azydku sodu o stezeniu 200
mM; 1 pl chloropromazyny o stezeniu 10 pg/ml; 50 pul metylo-B-cyklodekstryny o stezeniu
5 mM; 50 pul sacharozy o stezeniu 225 mM; 10 pl dansylkadaweryny o stezeniu 500 pM),
nastepnie pozywke z inhibitorem usuwano, komoérki przeptukiwano PBS i inkubowano
z nanoczastkami B-NaYF4:20%Yb*",2%Er** (0,5 pl o stezeniu koncowym ~1 pg/ml) przez
2 godziny w 37 °C;
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3) przez 1 godzing z wybranymi inhibitorami (50 pl azydku sodu o stezeniu 200 mM; 50 ul
sacharozy o stezeniu 225 mM) i z nanoczastkami B-NaYF4:20%Yb**,2%Er®* (0,5 pl

o stezeniu koncowym ~1 pg/ml).

Nastepnie, po zakonczonej inkubacji medium komorkowe odciggano, komorki
przeplukiwano 3 razy PBS w celu usunigcia niezinternalizowanych nanoczastek i do kazdego
dotka dodawano 1 ml akutazy (Accutase®, Sigma-Aldrich, nr kat. A6964) i inkubowano
w 37°C przez 5 min lub do momentu catkowitego odklejenia si¢ komorek. Po tym czasie
pobierano catg zawiesing komoérek (1 ml) i przenoszono do uprzednio zwazonego 1,5 ml
eppendorfa.

Kazdy eksperyment wykonano w 3 powtorzeniach.

Optymalizacja warunkow pomiaru 1 mineralizaciji probek:

Optymalizacja obejmowata dobranie odpowiednich stezen wzorcow kalibracyjnych (testowane
stezenia: 0, 50, 100, 200, 300 pg/kg) oraz wzorcow wewngtrznych (wielopierwiastkowy
wzorzec: 68 Element Multi Standard 1 w 5% HNOg, nr kat. VHG-SM68-1-100). Testowane
bylo takze optymalne stezenie probek zawierajacych komorki z nanoczgstkami (objetosé
wyjsciowa 100 pl) oraz samych nanoczastek (objetos¢ wyjsciowa 50 pl). Analizg uzyskanych
mineralizatow prowadzono w trybie z gazem (hel) i bez gazu dla wszystkich izotopéw Y, Yb
i Er. Poszczegdlne parametry aparaturowe oraz warunki analityczne pomiaru wyzej
wymienionych pierwiastkow dobrano tak, aby uzyska¢ ich maksymalng intensywnosc,

przy minimalnej wartosci btedu.

Przygotowanie probki do mineralizaciji (zgodnie z optymalnymi warunkami):

Probka nanoczastek (100 pl roztworu nanoczastek w wodzie o stezeniu ~1 pg/ml) lub probka
komorek z nanoczastkami (200 pl pobrane z 1 ml roztworu komorek po inkubacji
z nanoczastkami zawieszonych w akutazie o stezeniu ~1 pg/ml) byta odwazana
z wykorzystaniem wagi analitycznej (Denver Instrument Si-234A, Stany Zjednoczone) do
teflonowych naczynek*. Nastgpnie, probke zalewano mieszaning 1,5 ml HNO3z oraz 1,5 ml
H>02 o podwyzszonej czystosci (v:v, 1:1), szczelnie zamykano i poddawano procesowi
rozktadu (mineralizacji) w mineralizatorze mikrofalowym (Microwave Digestion System,
ETHOS EZ, Stany Zjednoczone). Proces mineralizacji probki z wykorzystaniem energii
promieniowania mikrofalowego, wspomagany przez wzrastajacg temperature ~190°C

1 podwyzszone cisnienie, odbywatl si¢ przez 20 min, po czym probki byly chtodzone do
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temperatury pokojowej przez 40 min. Po przeprowadzonej mineralizacji i wystudzeniu kazda
z probek przenoszona byta do wczesniej zwazonej probowki ilosciowo i1 uzupetniana woda
oczyszczong (ang. Milli-Q) w celu uzyskania pozadanego rozcienczenia. Probowke ponownie
wazono (koncowe stezenie kwasu w probkach wynosito 3%, objeto$¢ probki 10 ml).

Tak przygotowane probki wprowadzane byly do urzadzenia wraz z przygotowanymi
roztworami kalibracyjnymi (ang. calibration standards) o stezeniach 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1;
5; 10; 50; 100; 200; 300 oraz 500 pg/kg Y, Yb i Er (Yttrium, Ytterbium, Erbium element
reference solution, 1000 ppm, ROMIL Pure Chemistry PrimAg), wzorcami kontroli jakosci
(ang. quality control standards) o stezeniu 100 ug/kg Y, Yb i Er, oraz wzorcami wewngetrznymi
(ang. internal standards) o stezeniu 100 pg/kg In, Pt oraz Rh (ROMIL). Oprécz probek
zmierzono rowniez H20 jako probg slepa (ang. blank) oraz zmineralizowane komorki, ktore nie
byly traktowane inhibitorami ani nanoczastkami jako probe negatywna.

W celu przeprowadzenia analizy iloSciowej, konieczna jest normalizacja sygnatu
ICP-MS przy uzyciu wzorcow wewngtrznych zawierajacych izotopy pierwiastkow, ktérych nie
ma w probcee i ktore sg wolne od wszelkich interferencji (In, Pt i Rh) oraz wykreslenie krzywe;j
kalibracyjnej przy uzyciu roztwordéw kalibracyjnych zawierajacych izotopy pierwiastkow
pomiarowych Y, Yb i Er (zaleznos$¢ sygnatu ICP-MS od st¢zenia danego izotopu w roztworze
pomiarowym).

*Wszystkie naczynia laboratoryjne byly wazone przed dodaniem i1 po dodaniu probki.

3.3.  Organotypowe skrawki hipokampa szczura — model ex vivo

Eksperymenty ex vivo przeprowadzone byly z wykorzystaniem szczurow szczepu
Wistar. Zwierzgta hodowane byly w zwierzetarni Instytutu Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej im. M. Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Hipokampy
wykorzystywane w do$wiadczeniach pobierane byly od 7-dniowych oseskdéw szczurzych.
Procedura u$miercania zwierzat oraz pobrania tkanek (nr zezwolenia 39/2015) do badan
przebiegata zgodnie z wytycznymi zawartymi w aneksie IV dyrektywy Parlamentu
Europejskiego 2010/63/EU.

3.3.1. Zakladanie i przebieg organotypowej hodowli skrawkow hipokampa

Hodowle organotypowe skrawkow hipokampa (ang. Organotypic Hippocampal Slice
Cultures, OHSC) prowadzono w Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej IMDiK PAN.

Hodowle zaktadano z hipokampow 7-dniowych oseskéw szczurzych szczepu Wistar.

Hipokampy izolowano wedtug zmodyfikowanej procedury opisanej wczesniej przez Sypecka
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i Sarnowska [210]. Szczurze oseski dekapitowano i izolowano hipokampy, ktore cigto
poprzecznie na skrawki o grubosci 400 pm przy uzyciu aparatu do cigcia tkanek Mclliwain
Tissue Chopper (Campden Instruments, Wielka Brytania). Skrawki przechodzily wstepng
selekcje pod mikroskopem stereoskopowym (Opta-Tech, Polska), nastepnie do eksperymentow
wybierano te z wyraznie zachowang strukturg regiondéw CA1l oraz CA2. Pocigte skrawki
umieszczano po cztery na membranie Millicell® Cell Culture Inserts (Merck Millipore, nr kat.
PIHA03050) o $rednicy poréw 0,45 um, po czym wktadano je do ptytek 6-dotkowych (Thermo
Scientific Nunc, nr kat. 140675). W kazdym dotku znajdowata si¢ pozywka hodowlana DMEM
GlutaMAX™ o wysokiej zawartosci glukozy, dodatkowo zawierajaca: 25% inaktywowang
surowica konska, 20% HBSS, 2,5% HEPES (1 M), 0,5% roztwor antybiotykow AAS (10000
U/ml penicylina, 10 mg/ml streptomycyna oraz 25 pg/ml amfoterycyna B), 2% suplement
B-27 oraz 1% suplement ITS (Zalgcznik nr 1, Tabela 15). Hodowla prowadzona byta
w warunkach normoksji fizjologicznej tj. w obecnosci 5% O2, 5% CO., w temperaturze 36°C
oraz wilgotnosci na poziomie 90%. Pozywka hodowlana byta wymieniana co 2-3 dni. Przez
pierwsze 4 dni hodowla prowadzona byta w pozywce surowiczej. Natomiast od 5 dnia hodowli,
stopniowo z kazda kolejna wymiang pozywki zmniejszano ilo$¢ surowicy konskiej o 6,25%,
tak aby od 12 dnia hodowla byta prowadzona w pozywce bezsurowiczej. Eksperyment podania
UCNPSs rozpoczynano 13 dnia hodowli (Rycina 9).

. T

7-dniowe szczurze oseski mozg hipokamp Skrawki o grubosci 400 um Skrawek
hipokampa

5% 0,, 5% CO,, 36°C 5% 0,, 5% CO,, 36°C 5% 0,, 5% CO,, 36°C

X
{ A &, S|

‘' 2 A & \3 Y,

Yo v ,.../ = 3
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% ' FSC >4
Salvs SEARANS

Pozywka bezsurowicza Pozywka surowicza
. DMEM GlutaMAX™ DMEM GlutaMAX™
nanoczastki 20% HBSS 25% HS
2,5% HEPES 20% HBSS
0,5% AAS 2,5% HEPES
2% suplement B27 0,5% AAS
1% suplement ITS 2% suplement B27

1% suplement ITS

Rycina 9. Schemat organotypowej hodowli skrawkéw hipokampa szczura. DIV - dni w hodowli.
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3.3.2. Optymalizacja metod podania nanoczastek do hodowli skrawkow hipokampa

W celu opracowania efektywnej metody podania UCNPs w modelu organotypowej
hodowli skrawkoéw hipokampa szczura przetestowano trzy samodzielnie opracowane systemy
(Rycina 10). Pierwszym analizowanym wariantem byta metoda podania roztworu nanoczastek
bezposrednio do pozywki (nanoczastki powinny by¢ pobierane (zasysane) wraz z pozywka
hodowlang). Nastepnie podjeto probe zanurzenia skrawkow w pozywce. Skrawki pozostawiono
bezposrednio w pozywce (Iml) przez 2 godziny lub na membranie, dodajac dodatkowy 1 ml
pozywki tak, aby pozostaty one catkowicie zanurzone. W tych warunkach inkubowano je przez
1 godzing (1ml pozywki pod membrang i 1 ml pozywki nad membrang). W dalszej kolejnosci
natozono roztwor UCNPs w formie kropli (4 pl - zoptymalizowana objetosc) bezposrednio na

gorng powierzchni¢ kazdego skrawka 1 inkubowano przez 2 lub 24 godziny.

Pozywka Roztwér UCNPs podany
w formie kropli

hodowlana

A= NSRS,

membrana Pozywka

hipokampa ngj»:)v\vni(l:na hodowlana

Skrawek
hipokampa

Membrana

Pozywka
Millicell-CM

hodowlana

Ptytka hodowlana
6-dotkowa NUNC

Rycina 10. Organotypowa hodowla ex vivo skrawkéw hipokampa. Schemat przedstawiajgcy trzy analizowane
metody podania nanoczgstek do hodowli skrawkéw hipokampa szczura: A) UCNPs znajdujg sie w 1 ml pozywki
hodowlanej pod membrang, na ktérej znajdujq si¢ skrawki, B) skrawki umieszczone na membranie sq zanurzone
w pozywce hodowlanej zawierajgcej UCNPS, C) roztwér UCNPs w formie kropli jest natozony na kazdy skrawek

od gory.
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3.3.3. Analiza obecnosci UCNPs w skrawkach hipokampa z wykorzystaniem
transmisyjnego mikroskopu elektronowego

TEM JEM-1011 zostat wykorzystany w celu detekcji nanoczastek, a takze obserwacji
zmian ultrastrukturalnych w komoérkach hipokampa wywotanych obecnoscig UCNPs.

W opracowanej na potrzeby eksperymentu metodyce przygotowania preparatu do
obserwacji mikroskopowo-elektronowych po 1-, 2- lub 24-godzinnej ekspozycji na UCNPs,
skrawki zostaty delikatnie przeniesione do eppendorféw zawierajacych utrwalacz (mieszanina
2,5% GA i 2% PFA w 0,2 M buforze kakodylanowym o pH 7,4) i inkubowane w temperaturze
4° C przez 24 godziny. Po tym czasie preparaty byly ptukane trzy razy w 0,1 M buforze
kakodylanowym oraz dotrwalone w roztworze 1% czterotlenku osmu przez 1 godzing.
Nastepnie skrawki zostalty odwodnione w szeregu alkoholi o wzrastajacym stezeniu (30%-
99,8%). Kolejnym etapem bylto przesycenie materiatu tlenkiem propylenu i mieszaning tlenku
propylenu z zywica epoksydowa w stosunku 1:1 przez 1 godzing. Material zatopiono
w bloczkach z zywicy i1 pozostawiono w temperaturze pokojowej do nastgpnego dnia.
Nastepnie, material poddano polimeryzacji w temperaturze 60° C przez 24 godziny.
Spolimeryzowany materiat krojono na ultracienkie skrawki (40-60 nm) na ultramikrotomie
MTXL (RMC, Stany Zjednoczone) i umieszczano na miedzianych siatkach. Pominigto etap
kontrastowania wodnym roztworem octanu uranylu oraz cytrynianem otowiu, aby wykluczy¢
obecno$¢ stratow innych metali badz artefaktow. Napigcie przyspieszajace mikroskopu

podczas obserwacji wynosito 80 kV.

3.3.4. Analiza immunohistochemiczna organotypowych skrawkow hipokampa

W celu potwierdzenia obecnosci nanoczastek w obrgbie komorek hipokampa wykonano
oznaczenia immunohistochemiczne. Wykonane preparaty immunohistochemiczne obrazowano
przy pomocy mikroskopu konfokalnego 710 NLO (Carl Zeiss, Niemcy) wyposazonego w laser
femtosekundowy (Coherent, Chameleon), w Srodowiskowym Laboratorium Fizyki

Biologicznej Instytutu Fizyki PAN.

Po 24-godzinnej inkubacji z odpowiednim st¢zeniem nanoczastek, skrawki byty
przeplukiwane trzykrotnie buforem PBS przez 15 min, w celu usuni¢cia nadmiaru nanoczastek
niezinternalizowanych przez komorki. Nastepnie skrawki inkubowano w  $wiezo
przygotowanym 4% roztworze paraformaldehydu w PBS przez 40 min. Kolejno preparaty byty
ptukane trzykrotnie w PBS 1 blokowane w roztworze 10% surowicy koziej w PBS

zawierajagcym 0,1% Triton X-100 (Serva, nr kat. 39795) przez 1 godzing w temperaturze
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pokojowej. W celu wizualizacji nanoczastek w obrgbie réznych komoérek tkanki nerwowej,
skrawki hipokampa inkubowano z wybranymi przeciwcialami pierwszorzedowymi
zestawionymi w Tabeli 7. Inkubacj¢ dla przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych
przeciwko biatku stabilizujgcemu mikrotubule MAP-2 oraz kwasnemu biatku wiokienkowemu
GFAP (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein), rozcienczonych w 5% surowicy koziej,
prowadzono przez cata noc w temperaturze 4°C. W dalszej kolejnosci preparaty ptukano
trzykrotnie buforem PBS i tak przygotowane skrawki poddano 1-godzinnej inkubacji z kozim
anty-mysim przeciwcialem drugorzedowym z Alexa Fluor 488 rozcienczonym w 5% surowicy
koziej w temperaturze pokojowej. Po inkubacji skrawki ponownie ptukano trzykrotnie buforem
PBS. Ostatnim etapem bylo wybarwianie jader komorkowych 5 uM roztworem barwnika
Hoechst 33258 (rozcienczenie 1:150) w PBS przez 15 minut w temperaturze pokojoweyj.
Nastepnie preparaty plukano trzykrotnie PBS, umieszczano na szkietkach podstawowych
i zaklejano przy pomocy Fluorescence Mounting Medium (Dako, nr kat. S3023) oraz szkietka

nakrywkowego. Przygotowane preparaty przechowywane bylty w temperaturze 4°C.

W celu potwierdzenia obecnosci UCNPs w skrawkach hipokampa obserwowano trzy
kanaty. Pierwszy kanal byl uzywany do obrazowania nanoczgstek, z pobudzeniem przy
dhugosci fali 980 nm (laser femtosekundowy) i detekcja w zakresie 500-730 nm. Drugi kanat
byl przeznaczony do obrazowania jadra komorkowego znakowanego znacznikiem Hoechst
33258 (Abcam, Wielka Brytania), z pobudzeniem przy dlugosci fali 705 nm (laser
femtosekundowy) i wykrywaniem w zakresie 425-475 nm. Trzeci kanat byl uzywany do
obrazowania neuronow lub astrocytow wyznakowanych przeciwcialem drugorzgdowym
skoniugowanym z Alexa Fluor 488, z pobudzeniem przy dtugosci fali 488 nm (laser pracy

ciaglej) oraz z detekcja w zakresie 495-572 nm.

Tabela 7. Przeciwciata pierwszorzgdowe i drugorzedowe uzyte w badaniach immunocytochemicznych.

Przeciwciala pierwszorzedowe (gospodarz) Rozcienczenie Producent, nr kat.
Monoklonalne anty-MAP-2 (2a+2b) (mysz .
y (2a+2D) (mys2) 1:500 Sigma, M1406
neurony
Monoklonalne anty-GFAP (mysz) 1-200 Dako, M0761
astrocyty
Przeciwcialo drugorzedowe Rozcienczenie Producent, nr kat.
Kozie anty-mysie 19G (H+L) . .
skoniugowane z Alexa Fluor® 488 1:1000 Invitrogen, A21121
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3.3.5. Analiza przezycia skrawkow hipokampa metoda barwienia jodkiem propidyny
W celu ilosciowej oceny potencjalnego dziatania toksycznego nanoczastek na komorki
hipokampa, przeprowadzono przyzyciowe barwienie fluorescencyjnym jodkiem propidyny
(PI). PI wigze si¢ z helisg DNA na zasadzie interkalacji i posiada zdolno$¢ do wnikania jedynie
przez uszkodzone btony komoérkowe. Oznacza to, ze PI selektywnie barwi tylko populacje
komorek martwych (komorek nekrotycznych lub w koncowej fazie apoptozy). Komorki
barwiace si¢ Pl emitujg czerwong fluorescencje, im wyzszy poziom fluorescencji, tym wigkszy
odsetek martwych komorek [211]. Wplyw cytotoksycznego dziatania UCNPs okreslano
poddajac skrawki 24-godzinnej inkubacji z 1, 10, 45 i 50 ug UCNPs w formie natozonej kropli
(zawiesing UCNPs w wodzie naktadano w postaci kropli o objgtosci 4 pl) bezposrednio na
skrawek lub bezposrednio do pozywki hodowlanej (obj¢tosé pozywki 1 ml). Po 24-godzinnej
ekspozycji skrawkow na rozne stezenia nanoczastek, pozywke hodowlang odciggano i do
kazdego dotka dodawano §wiezg pozywke zawierajaca 2 pg/ml jodku propidyny i inkubowano
przez 1 godzing w 36°C. Fluorescencyjne obrazy skrawkéw rejestrowano nastgpnie pod
mikroskopem odwréconym Axio Vert (Carl Zeiss, Niemcy). Kolorowe obrazy przeksztalcono
w skale szaros$ci 1 mierzono $rednig fluorescencje z kazdego skrawka hipokampa przy uzyciu

oprogramowania ImageJ.

3.4.  Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki wyrazano jako $rednie arytmetyczne = odchylenie standardowe (ang.
standard deviation, SD). Liczb¢ doswiadczen podano w opisie przyporzadkowanym do kazde;j
ryciny. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software, San Diego California USA) przy uzyciu testu jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a lub z testem Dunnetta’a (dla poréwnywania wigcej
niz dwoch grup; przedzial ufnosci 95%, o =0,05). Wyniki byly uznawane za istotne
statystycznie dla warto$ci wspotczynnika p<0,05.

Za istotne statystycznie przyjeto roéznice z wartos$cig wspotczynnika p<0,05 i oznaczono
na wykresach symbolem *, r6zZnice z warto$cig wspdtczynnika p<0,01 oznaczono na wykresach
symbolem **, r6znice z warto$cig wspotczynnika p<0,001 oznaczono na wykresach symbolem

**% oraz rdznice z warto$cig wspolczynnika p<0,0001 oznaczono na wykresach symbolem

*kkk
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4. Wyniki

4.1. Wilasciwosci morfologiczne i fizykochemiczne uzyskanych nanoczastek

B-NaYF4:20%Yb3* 2%Er3*

W ramach prowadzonych badan zaprojektowano i1 zsyntetyzowano samodzielnie
nanoczastki NaYFs domieszkowane jonami pierwiastkow ziem rzadkich Er** i Yb®". Metoda
wspoOtstracania z roztworu jednorodnego, wykorzystana do syntezy badanych nanoczastek,
pozwolita na otrzymanie nanoproduktow o bardzo regularnej i heksagonalnej strukturze
krystalograficznej. Zastosowana metoda oparta byla o tzw. synteze bottom-up, w ktoérej po
dodaniu organicznych prekursoréw lantanowcow oraz poprzez ich rozklad termiczny
otrzymywano nanoczastki NaYF4:20%Yb**,2%Er®*. Uzyskane nanostruktury skladaty sie
z jonéw domieszkujacych, ktére sg zrodtem procesu konwersji energii w gore (Yb%*, Er®") oraz
z nieorganicznej matrycy na bazie fluorku itrowo-sodowego (NaYFs). Zachowanie
odpowiedniej temperatury i czasu reakcji pozwolitlo kontrolowac¢ ich rozmiar i ksztalt.
Opracowana synteza byta efektywna i powtarzalna, a nanostruktury bazujace na matrycach
fluorkowych wykazywaty taka sama morfologi¢ 1 charakteryzowaly sie niewielkimi
rozmiarami, nieprzekraczajacymi 30 nm.

Wilasciwie  przeprowadzona metodyka syntezy nanoczastek gwarantowala
powtarzalno$¢ cech uzyskanych probek. Wybrany mechanizm syntezy nanoczastek ogranicza
jednak ilo$¢ otrzymanego materialu (w jednym procesie wspoéOlstracania), ktorego mozna
uzyskac jedynie kilka mg/ml.

Morfologie uzyskanych nanostruktur B-NaYF4:20%Yb®" ,2%Er®* oceniano przy
pomocy TEM oraz SEM (Rycina 11). Przeprowadzone pomiary wykazaly, ze otrzymane
nanoczastki posiadaty $rednice rzedu ~25,4 + 0,1 nm, ktora zostata oszacowana na postawie
analizy ~200 losowo wybranych nanostruktur. Nanoczastki NaYFs:20%Yb3* 2%Er3* byty
bardzo jednorodne pod wzgledem ksztattu 1 charakteryzowaly si¢ regularng strukturg

heksagonalng.
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Rycina 11. 4) Elektronogram TEM i B) SEM nanoczgstek f-NaYF4:20%Yh% 2%Er*, C) Histogram rozkladu
wielkosci dla nanoczgstek f-NaYF4:20%Yb®* 2%Er3* wykonany przy pomocy programu SmartTiffV2 (Carl Zeiss).

4.1.1. Modyfikacje powierzchni

Nanoczastki pokryte kwasem oleinowym potraktowane 0,1 M roztworem kwasu
solnego zostaly skutecznie uwolnione z jego obecnosci, a produktem koncowym byty
nanoczgstki o hydrofilowej powierzchni, przypominajace wygladem probke wyjsciowa
(Rycina 12). Hydrofilowy charakter powierzchni nanoczastek gwarantowat ich dobrg
dyspergowalno$s¢ w wodnych roztworach oraz oboj¢tnych roztworach fizjologicznych,

stosowanych w badaniach biologicznych.
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Rycina 12. Elektronogramy TEM przedstawiajgce nanoczgstki f-NaYF4:20%Y0%* 2%Er®* po usunieciu kwasu

oleinowego z ich powierzchni.

Dzigki zastosowanej metodzie kapsutkowania otrzymano

produkt koncowy w postaci

nanoczastek pokrytych warstwa tlenku krzemu (B-NaYF4:20%Yb%*,2%Er®* @SiO>) o grubosci

~2 nm. Grubo$¢ otoczki zostala oszacowana na podstawie $redniej uzyskanej z pomiarow

rozktadu wielkosci losowo wybranych ~200 nanoczastek przy pomocy SEM (Rycina 13).
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Rycina 13. Elektronogram SEM nanoczgstek B-NaYF4:20%Yb3*,2%Er3*@SiO; oraz histogram ich rozktadu

wielkosci.
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Analiza TEM wykazata, ze warstwa krzemionkowa, zostata z powodzeniem naniesiona
na nanoczastki (Rycina 14). Nanoczastki pokryte ciggla warstwa SiO2 o grubosci ~2 nm tworza
strukture typu rdzen/powloka.

Rycina 14. Elektronogramy TEM nanoczgstek f-NaYFa:20%Yb**, 2%Er3* pokrytych warstwg SiO,, wykonane na
roznych powigkszeniach (A, B). Wstawka - zaznaczona niebieskq strzatkqg warstwa SiO- (B).

4.1.2. Potwierdzenie skladu pierwiastkowego w uzyskanych nanoczgstkach metoda
spektroskopii dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego
W celu potwierdzenia sktadu pierwiastkowego otrzymanych nanoczastek zastosowano
metod¢ EDS. Wyniki analizy wykazaly obecno$¢ charakterystycznych pierwiastkow ziem
rzadkich (Y, Yb, Er), wchodzacych w sktad otrzymanych nanoczgstek. Stosunek procentowy
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tych pierwiastkow byt spojny z ilosciami substratow (prekursory soli trifluorooctanowych Y,

Yb i Er) uzytych w reakcji syntezy nanoczastek (Tabela 8).

Tabela 8. Stosunek poszczegdlnych jonéw w badanych UCNPs B-NaYF4:20%Yb3*, 2%Er3*,

Stosunek jonéw w UCNPs ErlY Er/Yb Yb/Y
NaYo,78Y bo.2Ero2F4 (0,02/0,78) | (0,02/0,2) | (0,2/0,78)

Teoretyczny 0,026 0,100 0,26

Eksperymentalny 0,023 0,104 0,22

Widmo EDS zbierane bylo bezposrednio z obszaru oswietlonego wigzka Swiatla.
Obecno$¢ na wykresie pierwiastkéw takich jak chrom (Cr), miedz (Cu) i zelazo (Fe) zwigzana
jest z konstrukcja mikroskopu. Natomiast piki wegla (C) 1 chloru (Cl), pochodzity od blony

formwarowe;j, ktora byta pokryta siatka niklowa. Wyniki przedstawiono na Rycinie 15.
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Rycina 15. Widmo EDS nanoczgstek B-NaYF4:20%Yb®* 2%Er* uzyskane przy pomocy pomiaréow EDS.
Czerwonymi strzatkami zaznaczone charakterystyczne pierwiastki ziem rzadkich wchodzqce w sktad nanoczgstek
(Y, Yb, Er) (A). Zawartosé procentowa analizowanych pierwiastkéw (B).
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Mapy EDS rozktadu pierwiastkow chemicznych wykonane w trybie STEM przedstawiono na

Rycinie 16.

L—1 900 Am

L— 1100 nm

L— 1100 nm

L— 1100 nm

Rycina Mapy  rozkladu  pierwiastkow  chemicznych  wchodzqcych w  sklad  nanoczgstek
- NaYF4.20%Yb3+,2%Er3+.
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W celu uzyskania informacji, na temat rozktadu stezenia danego pierwiastka
przeprowadzono tzw. mapowanie — mikroanaliz¢ powierzchniowa (powierzchniowa analiza
jakosciowa). Mikroanaliza EDS umozliwia tworzenie map pierwiastkowych obrazujacych
rozktad poszczegolnych pierwiastkdéw w analizowanej probce. Taka mapa jest zbiorem plamek
odpowiadajacych impulsom promieniowania rentgenowskiego, a stopien ich zaggszczenia
odpowiada stezeniu danego pierwiastka. Mapy rozktadu pierwiastkdw chemicznych dla probki
nanoczastek przedstawiono na Rycinie 17 i Rycinie 18. Analiza pierwiastkow dla otrzymanych
nanomaterialéw  B-NaYF1:20%Yb* 2%Er*@SiO,,  przeprowadzona metoda  EDS,

potwierdzita sktad pierwiastkow otrzymanych nanoczgstek oraz ich pokrycie zewnetrzng

warstwa krzemionki.

B-NaYF,:20%Yb3*,2%Er3*@Si0O,

ig |
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2 a Yb-
L Y-Ka
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o] S 10 15 20 25
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Rycina 17. Mikroanaliza EDS przedstawiajgca mapy rozkladu pierwiastkéw Na, F, Y, Si i O na nanoczgstkach
B-NaYF4:20%Yb® 2%Er3*@SiO; po kapsutkowaniu krzemionkq oraz widmo EDS potwierdzajgce sklad
chemiczny analizowanych pierwiastkow.
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Rycina 18. Mikroanaliza EDS przedstawiajgca rozkiad poszczegélnych pierwiastkow na analizowanej
pojedynczej nanoczgstce pokrytej warstwg SiO.. Wstawka na pierwszym obrazie - elektronogram TEM
przedstawiajqcy nanoczgstke f-NaYF4:20%Yb® 2%Er3*@SiO,, czerwong strzatkq zostala zaznaczona otoczka

SiO».
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4.1.3. Wilasciwosci luminescencyjne nanoczastek p-NaYFs:20%Yb3* 2%Er3*
Wiasciwosci  spektroskopowe uzyskanych nanomaterialow analizowano poprzez
pomiar widm emisji luminescencji pod wplywem naswietlania laserem podczerwonym
o dhugosci fali promieniowania 980 nm. Przeprowadzone pomiary wykazaty, ze nanoczastki
B-NaYF4:20%Yb3" 2%Er®* charakteryzuja si¢ wysoka wydajnoscia konwersji energii w gore,

ktora przektada si¢ na ich intensywna, zielong i czerwong luminescencje (Rycina 19).
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Rycina 19. Prébka z roztworem nanoczgstek zawieszonych w cykloheksanie bezposrednio po syntezie (A),
oswietlana laserem podczerwonym 980 nm (wigzka lasera zaznaczona czerwong strzatkq) wykazujgca zielong
luminescencje (B).

Widma trojwarto$ciowych jonow domieszkujacych w nanokrysztatach NaYFs
charakteryzuja si¢ waskimi pasmami emisji, o matej szeroko$ci spektralnej (dla zielonej
luminescencji: 520-560 nm i dla czerwonej luminescencji: 640-700 nm). Na uzyskanych
widmach emisji, zarejestrowano dwa wyraznie odrebne, charakterystyczne pasma dla pary
pierwiastkéw Yb3*-Er®*, z maksimum intensywnosci przy dtugosci fali ~520 nm i ~540 nm dla
zielonej luminescencji, oraz ~650 nm dla czerwonej luminescencji. Przyktadowe widma
uzyskane z pomiaréw luminescencji dla nanoczastek B-NaYF:20%Yb®" 2%Er"
przedstawiono na Rycinie 20.
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Rycina 20. Widma luminescencji konwersji energii w gore roztworu nanoczgstek B-NaYF4:20%Yb3*,2%Er3*
zawieszonych w cykloheksanie o stezeniu 30 mg/ml zmierzone przy pobudzeniu laserem pracy cigglej o dlugosci
fali 980 nm i o gestosci mocy od 1,3 — 15 W/cm?.

Analiza intensywnos$ci pasm emisyjnych w zaleznosci od energii promieniowania
wzbudzajacego wykazata, ze za zachodzacy transfer energii, a w jego wyniku zielong
i czerwong emisje luminescencji nanokrysztatéw B-NaYF:20%Yb%*,2%Er** odpowiada
mechanizm przeniesienia energii ETU. Pasma zorientowane przy dlugosci fali ~520 nm oraz
~540 nm pochodza odpowiednio z przejscia pomiedzy poziomami ZHiyz >*lisp oraz
2S3,>11512. Emisja czerwona dla fali przy dtugosci ~650 nm pochodzi z przejscia pomiedzy

poziomami “Fop=>*l152 (Rycina 21).
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Rycina 21. Diagram energetyczny przedstawiajgcy proces konwersji energii w gore w mechanizmie ETU
zachodzgcy w parze jonéw Yb*-Er¥*przy pobudzeniu 980 nm. Oznaczenia: pomarariczowe strzatki - przejscia
miegdzy stanami energetycznymi, przerywane fioletowe strzalki - transfer energii, niebieskie strzalki - przejscia
bezpromieniste, czerwona i zielone strzatki skierowane w dét - emisja promieniowania widzialnego zielonego (520
nm i 540 nm) oraz czerwonego (650nm). Opracowaie wiasne na podstawie [23,99].
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Stosunek maksymalnej intensywno$ci luminescencji czerwonej do luminescencji
zielonej zwigkszal si¢ wprost proporcjonalne wraz ze wzrostem ggstosci mocy pobudzenia
laserem. Przy czym zielona emisja miata wyzsze wartosci przy nizszych gestosciach mocy,

natomiast czerwona emisja wzrastata dla wyzszych gesto$ci mocy (Rycina 22).
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Rycina 22. Wykres przedstawiajgcy stosunek luminescencji czerwonej do luminescencji zielonej, wyliczony na
podstawie pomiaru pola powierzchni dla kazdego widma luminescencji w zaleznosci od uzytej gestosci mocy
naswietlania laserem 980 nm. Wykres wykonano w programie Origin.

4.1.4. Wartos¢ potencjalu zeta
Pomiary potencjatu zeta dla nanoczastek przyjmowaty warto$¢ dodatnia, ktdéra wynosita
~44,74 £ 1,5 mV ({ = 45 mV). Jest to wartos¢ bardzo wysoka i §wiadczy o bardzo dobre;j

stabilnosci nanoczastek w roztworze.

4.1.5. Wiasciwosci strukturalne nanoczastek B-NaYF4:20%Yb3*,2%6Er3*

Wyniki uzyskane z dyfrakcji rentgenowskiej nanoczastek wykazaty, ze otrzymano
jednofazowe nanokrysztaly NaYFs w fazie B $§wiadczace o ich heksagonalnej strukturze.
Widma XRD nanoczastek B-NaYF4:20%Yb3" 2%Er3* zostaly przedstawione na Rycinie 23
1 wskazuja na ich regularng strukture krystaliczng. State sieci krystalicznej dla nanoczastek
B-NaYF4:20%Yb® 2%Er** uzyskano w oparciu o dane XRD uzyskane z obliczen
z wykorzystaniem metody Rietvelda, i wynosza one: a [A] =15,9720(1), ¢ [A] =3,5123(1).
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Rycina 23. Widmo dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego dla nanoczgstek f-NaYF4:20%Y0b3*,2%Er3*.

4.2.  Wyniki badan biologicznych

4.2.1. Wplyw badanych nanoczastek B-NaYF4:20%Yb**,2%Er3* na komérki in vitro

4.2.1.1. Potwierdzenie obecnosci nanoczgstek i ich skladu pierwiastkowego za pomoca
spektroskopii dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego

Wykonano analize EDS, ktora potwierdzita obecnos¢ UCNPs
B-NaYF4:20%Yh®" 2%Er®* we wnetrzu komérek HelLa oraz ich przewidywany sktad
chemiczny. Na Rycinie 24 i Rycinie 25 zaprezentowano elektronogramy, obrazujace komorki
HelLa odpowiednio po 1 i 2 godzinach inkubacji z 1 pg/ml nanoczastek.

Po 1 godzinie UCNPs znajdowaty si¢ poza komorka oraz w jej wnetrzu w bliskim
sasiedztwie btony komorkowej. Natomiast po 2 godzinach inkubacji, UCNPs obserwowane
byly gléwnie we wnetrzu komoérki, w okolicy jadra komoérkowego 1 w znaczniej wigkszej ilosci,
co wskazuje na ich dynamiczng internalizacj¢ i biodystrybucje. Ponadto, agregaty nanoczastek
byty bardzo wyraznie widoczne w komorkach, a zebrane z nich widma EDS wykazaty obecno$¢
charakterystycznych pierwiastkow ziem rzadkich, z ktorych sie sktadaty (Y, Yb, Er). Uzyskane
wyniki sg zatem bezposrednim dowodem, ze obserwowane agregaty byly UCNPs znajdujacymi

si¢ we wnetrzu komorek Hela.
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Rycina 24. Widmo EDS wykonane dla nanoczgstek po 1 godzinie inkubacji z 1ug/ml nanoczgstek. Elektronogram
przedstawiajgcy komérke HeLa i agregat nanoczgstek w jej wnetrzu (A), powigkszenie analizowanego obszaru
z nanoczgstkami (czerwony obrys) (B), zakres wigzki skupionej na analizowanym obszarze (C). Widmo EDS -piki

pochodzgce od charakterystycznych pierwiastkow (Y, Yb, Er) wchodzgcych w sktad analizowanych nanoczgstek
zaznaczono na widmie czerwonymi strzatkami (D).
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Quantitative results
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Rycina 25. Widmo EDS wykonane dla nanoczgstek po 2 godzinach inkubacji. Elektronogram przedstawiajgcy
komdrke HeLa i agregaty nanoczgstek w jej wnetrzu (A). Obszar, na ktérym skupiona byta wigzka i zbierane bylo
widmo (B). Wykres przedstawiajgcy zawartos¢ procentowg pierwiastkow z obszaru B (C). Widmo EDS - piki
pochodzgce od charakterystycznych pierwiastkow (Y, Yb, Er) wchodzqcych w sklad analizowanych nanoczgstek
zaznaczono na widmie czerwonymi strzatkami (D).
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4.2.1.2.  Ocena mikroskopowo-elektronowa odzialywan UCNPs z komorkami

Analiza mikroskopowo-elektronowa umozliwita ocene internalizacji nanoczastek do
komorek oraz zmian towarzyszacych temu procesowi. Na elektronogramach potwierdzono
obecno$¢ nanoczastek we wnetrzu komorek, co $swiadczyto o efektywnym procesie ich
internalizacji. Aby oceni¢, jak wptywa obecno$¢ uzyskanych nanoczastek na komorki in vitro

dokonano analizy mikroskopowej ich morfologii i poréwnano uzyskane obrazy z komoérkami

kontrolnymi (bez podania nanoczastek) (Rycina 26).

TR |, [ | |

cina 26. Panel przedsta-wi ijgcy wybrane elektronogramy komorek kontrolnych HelLa po 2 i 24 godzinach
inkubacji bez nanoczgstek. JK - jgdro komorkowe, BK - blona komorkowa zaznaczona strzatkg.

Proces pobierania nanoczastek przez komodrki badano dwutorowo, w rdéznych
interwatach czasowych przez 24 godziny i 2 godziny inkubacji z nanoczastkami. Obserwacje
prowadzone 24 godziny od podania nanoczastek miaty na celu okreslenie czasu niezbednego
do ich efektywnej internalizacji i miejsca ich lokalizacji w komorce, a takze ocene ich efektu
cytotoksycznego. Badanie wykazato, ze internalizacja nanoczastek B-NaYF4:20%Yb3* 2%Er3*
byta procesem aktywnym i zachodzita w bardzo dynamiczny sposéb. Dowodem na to byta
silnie pofaldowana powierzchnia blony komoérkowej oraz licznie wystepujace W nigj
zaglebienia, §wiadczace o zachodzacym procesie endocytozy. Zaglebienia tworzace si¢ poprzez

wpuklenie fragmentu btony komoérkowej do wnetrza komorki czesto pokryte byty klatryna.
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Ponadto, obserwowano licznie wystepujace pecherzyki endocytarne, endosomy na ré6znym
stopniu dojrzatosci oraz lizosomy w komorkach. Pecherzyki endocytarne ulegaty fuzji, taczac
si¢ ze sobg i tworzyly endosomy. Analiza morfologiczna nie wykazala cech uszkodzenia

komoérek (Rycina 27).

Rycma 27 Panel przedstawiajgcy wpiyw obecnosci nanoczqstek na morfologlg blony komorkowe] po 24
godzinach inkubacji z 1ug/ml nanoczgstek. BK — blona komdrkowa (biata strzatka), JK- jgdro komorkowe, M —
mitochondrium, EE —wczesny endosom. Zielona strzatka — formujgcy si¢ pecherzyk klatrynowy, niebieska strzatka
— formujgcy sig¢ pecherzyk kaweolarny, zéita strzatka — uformowane pecherzyki w cytoplazmie komorki,
pomaranczowa strzatka — fgczqce sig ze sobg pecherzyki kaweolarne, czerwona strzatka - UCNPS we wnetrzu
endosomow (elektronogram 5).
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Ponadto, ocena mikroskopowo-elektronowa wykazata, ze badane nanoczastki
lokalizowaty si¢ wylacznie w wybranych strukturach przedzialu endosomalnego, takich jak
endosomy wczesne, znajdujace si¢ tuz pod btong komodrkows; endosomy pdzne o rdéznym

stopniu dojrzatosci, znajdujace si¢ w glebi cytoplazmy i okolicy okotojgdrowe;j; lub lizosomy
(endolizosomy) (Rycina 28).
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Rycina 28. Wybrane elektronogramy przedstawiajgce kolokalizacje nanoczgstek (1ug/ml) z endosomami po 24
godzinach inkubacji z komorkami HeLa. Oznaczenia: BK — blona komérkowa, JK- jgdro komorkowe, EE —
endosom wczesny, LE — endosom pézny, L — lizosom/endolizosom. Niektore z endosomoéw zostaly dla utatwienia
zaznaczone obrysem (przerywana szara linia), w celu pokazania doktadnych granic endosomow oraz otaczajgcych
pecherzykow endocytarnych, ulegajqgcych fuzji z endosomem, rowniez oznaczonych niebieskimi strzatkami.

Ich obecno$ci nie potwierdzono w innych strukturach wewnatrzkomodrkowych,
nie przekraczaly podwdjnej btony mitochondrialnej ani otoczki jadrowej. Po tym czasie nie

obserwowano rowniez zmian w morfologii komoérek (Rycina 29).
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Rycina 29. Wybrane elektronogramy przedstawiajgce komérki Hela po 24-godzinnej inkubacji z 1ug/ml
nanoczgstek. BK — blona komérkowa (biata strzatka), JK- jgdro komorkowe, M — mitochondrium, EE — wczesny
endosom. Zielone strzatki — formujqcy sie pecherzyk klatrynowy, Zétte strzatki —pecherzyki endocytarne na ternie
cytoplazmy komdérki, pomaranczowa strzatka — lqgczqce sie ze sobg pecherzyki, fioletowe strzatki — korona
biatkowa, czerwonymi strzatki - nanoczqstki we wnetrzu endosomow, znajdujgcych sie w komorkach.
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Po 24 godzinach ekspozycji na wybrane stezenia nanoczastek (do 10 pg/10° komérek
wlacznie), nie obserwowano widocznych zmian ultrastrukturalnych w organellach
komoérkowych,  ktéore moglyby wskazywaé na ich potencjalng  toksycznos¢.
W komorkach obecne byty niezmienione morfologicznie organelle komorkowe takie jak jadro
komorkowe, mitochondria, siateczka s$rodplazmatyczna czy aparat Golgiego. Brak byto
réwniez cech obrzgku komorki (Rycina 30-31).

We wnetrzu komoérek obserwowano licznie formujace si¢ pecherzyki endocytarne,
powstale poprzez wpuklajace si¢ do wewnatrz fragmenty btony komoérkowej. Pecherzyki te
stanowily zarowno kaweole (butelkowate wglebienia btony komoérkowej) oraz pecherzyki
pokryte klatryng (pgcherzyki z charakterystyczng ciemng otoczka widoczng na
elektronogramach — biatko klatryna). W komorkach obserwowano réwniez liczne endosomy 0
réznym stopniu zrdéznicowania/dojrzato$ci oraz lizosomy. Obserwowano takze endosomy
ulegajace fuzji z lizosomami, przekazujac im swojg zawarto$¢ do degradacji (Rycina 30,

elektronogram 5, wstawka 4).
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Rycina 30. Wybrane elektronogramy przedstawiajgce komérki HeLa po 24 godzinach inkubacji z 1ug/ml
nanoczgstek. Obraz morfologiczny blony komorkowej po diugotrwalej ekspozycji na nanoczgstki (elektronogram
1 i 2). Oznaczenia: BK - blona komorkowa (biata strzatka), JK- jgdro komorkowe, M - mitochondrium,
EE - wczesny endosom, LE - pézny endosom, L — lizosom, zielona strzatka - pecherzyki klatrynowe, zétta strzatka
- pecherzyki endocytarne, pomaranczowa strzatka — lgczqce sig ze sobg pecherzyki, niebieska strzatka - formujgce
sig kaweole, czerwona strzatka - nanoczgstki we wnetrzu endosomow.
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Rycina 31. Wybrane elektronogramy przedstawiajgce komorki HeLa po 24 godzinach inkubacji z 10 ug/ml
nanoczgstek. Nanoczqgstki zaznaczone sq czerwonymi strzatkami (we wnetrzu endosomow péznych, zaznaczonych
obrysem przerywang linig - elektronogram 5).

Po tym czasie, oceniono réowniez morfologi¢ samych nanoczastek narazonych na
zmienne pH s$rodowiska komorki (endosomy wcezesne, endosomy poézne, lizosomy). Wyniki
wykazaly, ze nanoczastki we wngtrzu struktur endosomoéw zachowywaty sie stabilnie oraz nie
ulegaty rozpadowi. UCNPs we wnetrzu komorek wystepowaly w wigkszych skupiskach
w rozlegtych endosomach, a przy bardzo wysokich stezeniach nanoczastek (100 ug/ml)
w autofagolizosomach (Rycina 32). Tak duza ilos¢ UCNPs zgromadzonych w jednej
strukturze, moze sugerowac, ze zinternalizowane UCNPs byty transportowane W mniejszych

endosomach do jednego miejsca. Endosomy biorace udziat w tym transporcie ulegaty fuzji
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w jedng duzg strukture w celu ich pdzniejszego przekazania do lizosomdéw, a nastepnie

usuniecia z komorki.

[~ 200 nm

4 e ’!' - 5 N Al
Rycina 32. Wybrane elektronogramy przedstawiajqce komorki HeLa po 24 godzinach inkubacji z 100 pug/ml
nanoczgstek (1-3), z wybranymi powigkszeniami duzych skupisk nanoczgstek zgromadzonych w strukturach
endosomow (2) oraz autofagolizosomow (powigkszenie elektronogramu 3). Nanoczgstki zaznaczone sq
czerwonymi strzatkami.

Wykazano, ze do osiggnigcia efektywnej internalizacji nie jest konieczna dlugotrwata
(tj. 24-godzinna) ekspozycja na nanoczgstki. Dlatego, aby szczegotowo okreslic mechanizmy
internalizacji dalsze obserwacje prowadzono po 30 minutowej, 1- i 2-godzinnej ekspozycji
komoérek (1 pg/10° komérek) na nanoczastki. Juz po 30 minutach od podania nanoczastek do
hodowli, wykrywano ich obecnos¢ w komorkach HeLa (Rycina 33). Po tym czasie, UCNPs

znajdowaty si¢ w réznych miejscach w cytoplazmie komorki (przy btonie komoérkowej oraz
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w glebi cytoplazmy, w okolicy jadra komodrkowego), co wskazuje, ze ich internalizacja
rozpoczynala si¢ juz od momentu podania do pozywki hodowlanej i zachodzita w sposob

nieprzerwany.
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Rycina 33. Panel przedstawiajgcy wybrane elektronogramy komorek kontrolnych HeLa po 30 minutach inkubacji
z lug/ml nanoczgstek. Agregaty nanoczgstek w pecherzykach obrysowane ciemnoszarq przerywang linigq.

Po 1-godzinnej inkubacji, obserwowano wigksza liczbe zinternalizowanych UCNPs
oraz liczne zaglebienia w blonie komorkowej, ktore tworzyty gtownie pecherzyki bez klatryny
(Rycina 34). Natomiast, po 2-godzinnej inkubacji komoérek z UCNPs (Rycina 35)

obserwowano réwniez liczne pecherzyki z klatryna.
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e 500 nm

e o
ronogramy komorek HeLa po 1 godzinie inkubacji z 1ug/ml

wybrane elekt
nanoczgstek. Agregaty nanoczgstek w pecherzykach obrysowane ciemnoszarg przerywang linig i we wstawkach.
(1) Fragment blony komorkowej, bardzo duze nagromadzenie pecherzykow endocytarnych w cytoplazmie komorki.
Oznaczenia: BK — blona komorkowa, JK- jgdro komorkowe.

92

http://rcin.org.pl



. gy s 0
Rycina 35. Panel przedstawiajgcy wybrane elektronogramy komérek HeLa po 2 godzinach inkubacji z 1ug/ml nanoczgstek.
Oznaczenia: UCNPs w endosomach zaznaczone obrysem przerywang czarng linig, JK- jgdro komérkowe, M - mitochondrium,
EE - wczesny endosom, L - lizosom. Zielona strzatka —pecherzyki klatrynowe, zétta strzatha - pecherzyki
endocytarne/kaweolarne, pomarariczowa strzatka — lqczgce si¢ ze sobq pecherzyki endocytarne, czerwona strzatka -
nanoczgstki we wnetrzu endosomow (rowniez zaznaczone obrysem przerywang szarq linig).
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Po 2-godzinnej inkubacji komoérek HelLa z nanoczgstkami, obserwowano je gtownie
w endosomach wczesnych oraz endosomach pdznych. Na Rycinie 36 zostaty zaprezentowane
elektronogramy przedstawiajagce nanoczastki zgromadzone we wnetrzu endosomow
wczesnych, znajdujacych sie pod btong komorkowa oraz we wnetrzu endosomow poznych
wraz z licznymi pecherzykami transportowymi. W rejonie btony komoérkowej obserwowano

liczne pecherzyki endocytarne ulegajace fuzji w endosomy wczesne.
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Rycina 36. Wybrane elektronogramy przedstawiajgce kolokalizacje nanoczgstek (lug/ml) z endosomami
wezesnymi oraz endosomami péznymi po 2 godzinach inkubacji z komorkami HelLa. Oznaczenia: BK - blona
komorkowa, czerwona strzatka - UCNPs w endosomach wczesnych, zielona strzatka - pecherzyk klatrynowy, zZotta
strzatka — pecherzyki endocytarne ulegajgce fuzji w endosomy wcezesne.

Analiza TEM dostarczyla wielu bardzo cennych informacji na temat zachowania
UCNPs w komorkach. Potwierdzono ich obecnos¢ 1 okreslono lokalizacje w komorkach. Nie
towarzyszyly temu negatywne zmiany w morfologii komorek ani nanoczastek.

Podsumowujac,  zweryfikowano schemat w  jaki  sposdb  nanoczastki
NaYF4:20%Yhb3* 2%Er®* oddziatywaly z komérkami HelLa. Transport wewngtrzkomorkowy
zinternalizowanych UCNPs przebiegat zgodnie ze schematem zaproponowanym na Rycinie 37.
Najpierw, podane do pozywki hodowlanej UCNPs grupowaty si¢ przy powierzchni blony
komorkowej. W tych obszarach btony komorkowej pod wptywem ich obecnosci formowane
byty liczne zaglgbienia (tzw. dotki). Nastepnie te fragmenty btony komérkowe;j (z klatryng badz
bez klatryny, od strony cytoplazmatycznej) wpuklaty si¢ do wnetrza cytoplazmy komorki
tworzac pecherzyki endocytarne, ktore zawieraly zinternalizowane UCNPs. Kolejne
pecherzyki ulegaty fuzji wlaczajac si¢ do endosomoéw wcezesnych znajdujacych si¢ tuz pod
btong komoérkowa. Endosomy wczesne transportowaty UCNPs w glab cytoplazmy, w okolice

okotojagdrowg. W tym rejonie endosomy wczesne ulegaty stopniowemu przeksztalceniu

94



(dojrzewaniu) w endosomy pdzne lub taczyly si¢ z endosomami péznymi. Endosomy pdzne
taczyty sig¢ kolejno z lizosomami (w endolizosomy lub autofagolizosomy) przekazujac im swoja
zawartos$¢. Po tym etapie, nanoczastki byly transportowane do btony komodrkowej i usuwane

z komoérek HeLa na drodze egzocytozy (Rycina 38).
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Rycina 37. Uproszczony schemat przedstawiajgcy oddzialywania nanoczgstek z komdrkami Hela.
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Rycina 38. Elektronogramy przedstawiajqce komorki HeLa po 24 godzinach inkubacji z 1 ug/ml nanoczgstek.
UCNPs we wnetrzu endosomu (wstawka z czerwonym obrysem). Pecherzyk zawierajqcy nanoczgstki, ktory zostal
usunigty z komorki na drodze egzocytozy (szary obrys przerywang linig). Nanoczqgstki zaznaczone sq czerwonymi
strzatkami.
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Wzmozona aktywno$¢ btony komorkowej, charakteryzujaca si¢ obecnoscig licznych
wpuklen oraz licznie wystepujacych w jej sasiedztwie pecherzykow endocytarnych (czgsto
pokrytych klatryng), a takze lokalizacja nanoczastek w strukturach endosomow i w lizosomach,
sktonita mnie do prowadzenia dalszych badan nad mechanizmami internalizacji nanoczastek
w komorkach. Zgodnie ze schematem (podrozdziat 3.4.10.), komoérki HeLa eksponowano przez
30 minut na inhibitory procesu endocytozy i w niskiej temperaturze (4°C), a nastepnie
inkubowano przez 2 godziny z 1 ug/ml nanoczastek lub poddano dziataniu niskiej temperatury
w obecnosci nanoczastek przez 1 godzing. W obrazie mikroskopowo-elektronowym komorek
inkubowanych tylko z nanoczastkami, potwierdzono ich obecno$§¢ w licznych strukturach

endosomow (Rycina 39).

O,

Rycina 39. Elektronogram przedstawiajqcy komorki HeLa po 2 godzinach inkubacji z 1 pg/ml nanoczgstek.
Nanoczgstki znajdujgce sie w endosomach zaznaczono czerwonymi strzatkami. JK - jgdro komorkowe.

W zaprezentowanych elektronogramach wykazano, ze obecno$¢ kazdego
z zastosowanych inhibitoréw obnizata internalizacj¢ UCNPs w poréwnaniu do kontroli, ktora
stanowity komorki z UCNPs bez obecnosci inhibitora (Ryciny 40-47). Przeanalizowanych
zostato kilkanascie elektronogramow, zebranych dla kazdej z co najmniej 10 komorek,
w kazdym wariancie eksperymentalnym. Na tej podstawie wytypowano jeden reprezentatywny
obraz. Technika mikroskopii elektronowej nie jest jednak metodg ilosciowa, ktora pozwolitaby
na doktadne okreslenie liczby zinternalizowanych nanoczastek. Niemniej jednak, zebrane

obserwacje dostarczyly cennych informacji na temat zachowania UCNPs pod wptywem
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dziatania okreslonych inhibitorow w komorce. Nie potwierdzono rowniez zmian w obrazie
morfologicznym komorek.

Najwicksze zahamowanie procesu endocytozy obserwowano poO inkubacji komorek
znanoczastkami w niskiej temperaturze przez 1 godzing (UCNPs praktycznie nie obserwowano
we wnetrzu komorek), co wyraznie wskazuje, ze pobieranie nanoczastek w komorkach HelLa
bylo procesem zaleznym od energii (Rycina 40). Podobnie, internalizacja UCNPs po
30-minutowej inkubacji z azydkiem sodu rowniez byta znacznie obnizona w poréwnaniu do
innych inhibitoréw odpowiedzialnych za blokowanie endocytozy receptorowej (endocytoza
klatrynowa, kaweolarna). Proces endocytozy mogt przebiega¢ bez nakladu energii, nawet
W niskiej temperaturze 4°C. Natomiast transport pecherzykéw endocytarnych
z zinternalizowanymi nanoczastkami w glab cytoplazmy byt juz procesem zaleznym od energii
1 wymagal obecnosci ATP. Potwierdza to obecnos¢ zinternalizowanych UCNPs
w pecherzykach endocytarnych bardzo blisko btony komorkowej lub UCNPs, ktore znajduja
si¢ w formujacym si¢ zaglebieniu btony komorkowej, ale jeszcze nie zostaly zinternalizowane
do wnetrza komoérek (Rycina 41, wstawka 3). Wplyw niskiej temperatury
(1 h) hamowat internalizacjc UCNPs w wigekszym stopniu, niz dzialanie chemicznego
inhibitora azydku sodu przez 30 min przed podaniem UCNPs. Niemniej jednak, 30-minutowa
inkubacja komorek w 4°C, a nastgpnie 2-godzinna inkubacja z UCNPs nie wptywaty hamujaco

na proces ich internalizacji.

b e S AR WU SabTRE. 0 X

z lug/ml nanoczgstek w niskiej

Rycina 40. Elektronogram przedstawiajgcy komérke HeLa po 1 godzinie inkubacji
temperaturze. JK - jgdro komorkowe.
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Rycina 41. Elektronogram przedstawiajgcy komorke HelLa po 30 minutach inkubacji z roztworem azydku sodu,
a nastepnie przez 2 godziny z 1 ug/ml nanoczgstek. Nanoczgstki zaznaczono czerwonymi strzatkami. Oznaczenia:
wstawka 1 — UCNPs znajdujgce sie w endosomach wczesnych, wstawka 2- UCNPS znajdujqgce sie przy powierzchni
btony komorkowej, w formujgcym sie zagtebieniu, wstawka 3 — UCNPS znajdujgce si¢ pomiedzy komorkami, JK-
Jjadro komorkowe.

R

Ponadto, obecno$¢ nanoczastek obserwowano w komoérkach eksponowanych na
dziatanie chloropromazyny (Rycina 42) oraz dansylkadaweryny (Rycina 43), ktore
odpowiadajg za mechanizm endocytozy z udzialem klatryny. W obu przypadkach, UCNPs byty
widoczne w endosomach w okolicy okotojadrowej. Potwierdzito to, nie do konca specyficznie
dziatanie inhibitoréw endocytozy oraz wskazato na internalizacje UCNPS, zachodzaca rowniez
na drodze innych mechanizméw, niezaleznych od udziatu klatryny. Z obserwacji wynika, ze
UCNPs, aby wejs¢ do komoérek mogly wykorzystywaé kilka szlakow endocytarnych
jednoczesnie. Liczba nanoczgstek obecnych w endosomach nie byta tak znaczna w poréwnaniu
z komoérkami inkubowanymi z UCNPs, ale bez udziatu inhibitorow. Na elektronogramach
mozna zaobserwowa¢ wyraznie widoczne, pojedyncze nanoczastki. W obu przypadkach
zahamowanie endocytozy klatrynowej przebiegalo na podobnym poziomie, a wyniki
obserwacji mikroskopowo-elektronowych sa zbiezne ze sobg. Cigzko znalez¢ roznice, ktory
inhibitor dziatal bardziej specyficznie na komoérki i W wigkszym stopniu zahamowat

internalizacj¢ UCNPs.
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Rycina 42. Elektronogram przedstawiajqgcy komorke HeLa po 30 minutach inkubacji z chloropromazyng,

a nastepnie przez 2 godziny z 1 ug/ml nanoczgstek. Nanoczgstki zaznaczono czerwonymi strzatkami. Oznaczenia:
wstawka 1 i 2 - UCNPS znajdujgce sie w endosomach w okolicy okotojgdrowej, wstawka 3- UCNPs poza komérkg,

JK - jgdro komorkowe.

Rycina 43. Elektronogram przedstawiajgcy komérke HeLa po 30 minutach inkubacji z dansylkadaweryng, a
nastgpnie przez 2 godziny z 1 ug/ml nanoczgstek. Nanoczgstki znajdujqgce si¢ w endosomach zaznaczono

czerwonymi strzatkami. JK - jgdro komorkowe.
99

http://rcin.org.pl



Zahamowanie  endocytozy za  posrednictwem  kaweoli ~z  udzialem
metylo-B-cyklodekstryny i1 nystatyny wplyngto na obnizenie internalizacji UCNPs.
Metylo-B-cyklodekstryna w  wigkszym stopniu zahamowala pobieranie komorek,
a w endosomach widoczne byty pojedyncze UCNPs lub ich niewielkie skupiska (Rycina 44).
Dziatanie nystatyny bylo mniej specyficzne. Przemawia za tym wigksza liczba UCNPs
obecnych w pecherzykach endocytarnych i endosomach wczesnych. Natomiast obecno$¢

endosomow wczesnych §wiadczy o nadal zachodzacym procesie endocytozy (Rycina 45).

Rycina 44. Elektronogram przedstawiajqcy komorke HeLa po 30 minutach inkubacji z metylo-f-cyklodekstryng,
a nastepnie przez 2 godziny z 1 ug/ml nanoczgstek. Nanoczgstki znajdujgce si¢ w endosomach zaznaczono
czerwonymi strzatkami. Wstawka zaznaczona czerwonym obrysem przedstawia UCNPs w endosomie w okolicy
okotojgdrowej, JK - jgdro komdrkowe.
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Rycina 45. Elektronogram przedstawiajgcy komorke HeLa po 30 minutach inkubacji z nystatyng, a nastepnie
przez 2 godziny z 1 ug/ml nanoczgstek. Nanoczgstki znajdujgce si¢ w endosomach zaznaczono czerwonymi
strzatkami. JK - jgdro komorkowe.

Analiza morfologiczna szlakow endocytarnych zwigzanych z makropinocytozg
wykazata znaczne obnizenie internalizacji UCNPs z uzyciem cytochalazyny D. UCNPs byty
obecne w endosomie, znajdujacym si¢ przy Dblonie komoérkowej. We wnetrzu
zaobserwowanego endosomu znajdowato si¢ zaledwie kilka UCNPs (Rycina 46).

Z dalszych obserwacji wynika, ze amiloryd nie miat znaczacego wptywu na obnizenie
internalizacji UCNPs. Endosomy zawierajace UCNPs byly widoczne zaréwno przy blonie
komorkowej, jak i w glebi cytoplazmy, a takze okolicach jadra komorkowego (Rycina 47).

Interesujaca obserwacja, po dziataniu obu inhibitoréw jest bardzo uporzadkowane

utozenie w jednej linii UCNPS, znajdujacych si¢ we wnetrzu endosomow.
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Rycina 46. Elektronogram przedstawiajgcy komorke HeLa po 30 minutach inkubacji z cytochalazyng D,
a nastepnie przez 2 godziny z 1 ug/ml nanoczgstek. Nanoczqstki znajdujgce si¢ w endosomie zaznaczono Czerwong
strzatkg oraz we wstawce. JK - jgdro komorkowe.

Rycina 47. Elektronogram przedstawiajqcy komorki HeLa po 30 minutach inkubacji z amilorydem, a nastgpnie
przez 2 godziny z 1 pug/ml nanoczgstek. Nanoczgstki znajdujqce si¢ w endosomach zaznaczono czerwonymi
strzatkami. Wybrane powigkszenia UCNPs przedstawiono na wstawkach. JK - jgdro komorkowe.
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Obecno$¢ UCNPs NaYF4:20%YDb%* 2%Er®* oceniano rowniez w komorkach
prawidlowej linii HeK293. Po 2 godzinach inkubacji z 1 pg/ml UCNPs
NaYF:20%Yb** 2%Er®*, elektronogramy potwierdzily ich efektywna internalizacje
w komorkach. Nie obserwowano zmian w morfologii komérek wywolanych obecnos$cia
nanoczastek (Rycina 48). Podanie bardzo wysokiego stezenia UCNPs, wynoszacego 100
pug/ml, skutkowalo przetadowaniem komorek nanoczastkami (ogromne autofagolizosomy)
I wywolywato zmiany ultrastrukturalne w komoérkach HeK293. Negatywne zmiany dotyczyty
glownie morfologii mitochondriow, wskazujgc na zachodzacy proces ich degeneracji pod

wplywem obecnosci UCNPs po 24 godzinach w komoérkach (Rycina 49).

Hek293 ; _3

_______

,,
%. UCNPs

=
Yo

N
~

w
ENDOSOMACH

o -

Rycina 48. Elektronogramy przedstawiajgce komorki Hek293 po 2 godzinach inkubacji z 1 ug/ml nanoczgstek.
Nanoczgstki znajdujgce sie w endosomach zaznaczono niebieskim obrysem i strzatkami (oraz na wstawkach na
wiekszym powigkszeniu).
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Rycina 49. Elektronogramy przedstawiajgce komorki Hek293 po 24 godzinach inkubacji z 100 ug/ml nanoczgstek.
Nanoczgstki znajdujgce si¢ w autofagolizosomach zaznaczono czerwonymi strzatkami. Widoczne zmiany
ultrastrukturalne w mitochondriach (zaznaczone *), ulegajqcych degeneracji.
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Potwierdzono réwniez wewnatrzkomorkowa lokalizacje UCNPs, w endosomach
wczesnych i endosomach péznych. Internalizacja nanoczastek podobnie jak w komoérkach
HeLa, odbywata si¢ na drodze procesu endocytozy, o czym $wiadczy obecno$s¢ UCNPs
w strukturach endosomow. W sasiedztwie endosomow zawierajacych UCNPs, wystepowaty

liczne pgcherzyki endocytarne oraz pgcherzyki pokryte klatryna, co moze wskazywac na udziat

mechanizmu endocytozy zaleznej od klatryny w pobieraniu nanoczastek przez komorki

HeK293 (Rycina 50).

Rycina 50. Elektronogramy przedstawiajgce komorki Hek293 po 2 godzinach inkubacji z 1 ug/ml nanoczgstek
oraz ich wewngtrzkomérkowq kolokalizacje z endosomami Wczesnymi (zaznaczone niebieskq strzatkg) oraz
z endosomami poZnymi (zaznaczone zielong strzatkq i zielonym obrysem na wstawce). Pecherzyk endocytarny
pokryty klatryng zaznaczono zoltg strzatkq.
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4.2.1.3. Wplyw inhibitoréw endocytozy na efektywnos$¢ procesu internalizacji UCNPs

na podstawie spektrometrii mas sprzezonej z plazma wzbudzang indukcyjnie

Zawartos¢ UCNPs NaYF4:20%Yb3* 2%Er** w komoérkach HeLa (1 pg/ml UCNPs
podany na 100 000 komorek) eksponowanych na wybrane inhibitory endocytozy oznaczano
ilo§ciowo technikg ICP-MS. Uzyskane niskie warto$ci granic wykrywalnosci dla wszystkich
oznaczanych pierwiastkow umozliwily ich oznaczenie na poziomie $§ladowym. Granica
wykrywalnoéci dla itru wynosita 8Y = 0,032, dla iterbu 1"2Yb = 0,029 i 1"#Yb = 0,028 oraz dla
erbu Er = 0,029 i %"Er = 0,027 [ng/kg].

Sporzadzono krzywe wzorcowe dla poszczegolnych pierwiastkOw poprzez
wyznaczenie zalezno$ci pomiedzy powierzchnig piku chromatograficznego dla danej

substancji, a jej stgzeniem w probce wprowadzanej do urzadzenia pomiarowego (Rycina 51).
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Rycina 51. Krzywe wzorcowe wyznaczone dla pierwiastkéw Y, Yb i Er.

Analiza sktadu pierwiastkowego UCNPs NaYF1:20%Yb®*" 2%Er*" wykazata zgodny
z przewidywaniem teoretycznym stosunek zawartosci pierwiastkow Y, Yb i Er (Tabela 9).

106



Tabela 9. Zawartosé procentowa pierwiastkéw Y, Yb i Er w badanych UCNPs NaYF4:20%Yb**,2%Er3*(dla n=8,
W dwdch powtdrzeniach). SD- odchylenie standardowe.

Zawartos$¢ pierwiastkéw w UCNPs Y Yb | Er
Srednia zawarto$¢ procentowa (%) 66,9 | 296 | 34
SD (%) 97 | 26 | 03

Teoretyczna zawarto$¢ pierwiastkow (%) | 78 20 2

Nastepnie, okreslono ilo$¢ zinternalizowanych UCNPs (%) na podstawie zwartosci
procentowe] Y (Y byl pierwiastkiem o najwigkszym stezeniu) w komorkach HelLa po 2 i 24
godzinach inkubacji z 1pg/ml UCNPs (warto$¢ wyjsciowa traktowana jako 100% podanych
UCNPs). Zawartos¢ Y (%) zostala wyliczona w oparciu 0 jego masg otrzymang w pg/kg po
mineralizacji probki (Zalgcznik nr 3).

Po 2 godzinach inkubacji komorki zinternalizowaty ~11% (n=3) z podanego st¢zenia
UCNPs. Natomiast, po 24 godzinach obserwowano internalizacj¢ na poziomie ~37% (n=2),
czyli trzykrotnie wigksza ilo$¢ nanoczastek w poréwnaniu do 2 godzin inkubacji (Rycina 52).
Wskazuje to na nieliniowy wzrost internalizacji nanoczastek w czasie inkubacji. Z wynikow
mozna wysung¢ wniosek, ze nanoczastki na poczatku pobierane s3 szybko, po czym po
osiggnigciu swojego maksimum wysycenia, pobierane sa duzo wolniej lub wcale. W przypadku
liniowego przebiegu internalizacji po 24 godzinach w komoérkach znajdowaloby si¢ prawie

100% podanych nanoczastek.

100

50

UCNPs[%]

0 2 24
Czas inkubacji [h]

Rycina 52. Zawartos¢ procentowa zinternalizowanych UCNPS (na podstawie zawartosci Y) po 2 i 24 godzinach
inkubacji w komérkach HeLa. Czas 0 h — 100% podanych UCNPs (1 ug/ml).

W pierwszej kolejnosci, przeprowadzono badania majace na celu okreslenie sposobu
transportu UCNPs do wnetrza komoérek. Aby okresli¢ sposob pobierania (transport aktywny
czy tez dyfuzja bierna) hodowle komoérkowe inkubowano réwnolegle w 37°C (normalne

warunki) z dodatkiem inhibitorow lub w niskiej temperaturze (4°C) przed podaniem UCNPs.
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Internalizacja UCNPSs po 30-minutowej inkubacji z wybranymi inhibitorami wykazata,
ze pobieranic UCNPs zostalo najefektywniej zahamowane, 0 ponad 50% (p<0,01) po
ekspozycji komoérek na hipertoniczny roztwor sacharozy (z6tty stupek na Rycinie 53). Istotny
statystycznie wptyw na obnizenie internalizacji UCNPs o0 ~40% wykazata dansylokadaweryna
(p<0,05), odpowiedzialna rowniez za hamowanie transportu z udzialem klatryny (czerwony
stupek na Rycinie 53). Stwierdzono, ze 30-minutowa preinkubacja w temperaturze 4°C nie
wplywala na obnizenie internalizacji UCNPs. Inkubacja z azydkiem sodu obnizyla
internalizacjc UCNPs o ~20%, ale nie byl to wynik istotny statystycznie. Ponadto,
internalizacja UCNPs pod wptywem dziatania MBcD (endocytoza kaweolarna/usuwanie tratw
lipidowych z btony komodrkowej) oraz amilorydu (makropinocytoza), utrzymywala si¢ na
podobnym poziomie, jak w komorkach nietraktowanych inhibitorami (Rycina 53).

Wartos$ci na wykresach przedstawiono jako % zawartoSci Y w komorkach Hela
eksponowanych najpierw na dziatanie wybranych inhibitorow endocytozy przez 30 minut,
a nastgpnie inkubowanych z 1pg/ml UCNPs przez 2 godziny. Kontrole (komorki HelLa
inkubowane przez 2 godziny z 1pg/ml) traktowano jako 100%.

*
150- *x
mm UCNPs
< = 4°C
=
:8 % 100~ Azydek sodu
g £ - 3 Sacharoza
S
g-g Em Dansylokadaweryna
't\lu S 50- =3 MBcD
2 Em Amiloryd
>
0_

Rycina 53. Zawartos¢ procentowa Y w komorkach eksponowanych na wybrane inhibitory endocytozy przez 30 min przed
inkubacjq z UCNPs. Kontrolg stanowily komorki poddane 2-godzinnej ekspozycji na 1pg/ml. * - kontrola vs
dansylokadaweryna (p<0,05), ** - kontrola vs sacharoza (p<0,01). Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem

oprogramowania GraphPad Prism 8 przy uzyciu testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Dunnetta’a, dla
n=3.

Uzyskane wyniki staty si¢ pretekstem do analizy wptywu wybranych inhibitorow,
w szczegolnosci inhibitorow zaleznych od energii, po 1-godzinnej inkubacji z komorkami
i UCNPs (Rycina 54).

Najefektywniejsze zahamowanie procesu endocytozy obserwowano w obecnosci

roztworu azydku sodu (inhibitor metaboliczny) oraz pod wplywem dziatania niskiej

temperatury. Po tym czasie ilo$¢ zinternalizowanych UCNPs byta obnizona ponad ~50%
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(odpowiednio, zielony prazkowany stupek p<0,01 i turkusowy prazkowany stupek p<0,001 na
Rycinie 54) w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi (nietraktowanymi inhibitorami) w 37°C.

Godzinna inkubacja komérek z UCNPs i w obecnosci roztworu sacharozy obnizyta
internalizacj¢ o ~30% w porownaniu do komorek kontrolnych. Wplyw sacharozy na obnizenie
internalizacji UCNPs w komorkach HelLa wydaje si¢ mie¢ znaczacy udzial, jednak nie udato
si¢ zaobserwowac istotnosci Statystycznej. Wyniki jednoznacznie wskazuja, ze pobieranie
nanoczastek NaYF4:20%Yb3* 2%Er® byto procesem zaleznym od energii, a jego zahamowanie

znaczaco ograniczato ich pobieranie przez komorki HeLa.
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Rycina 54. Zawartos¢ procentowa Y w komérkach eksponowanych na wybrane inhibitory endocytozy przez 30
minut przed inkubacjq z UCNPs lub przez 1 godzine z inhibitorem i UCNPs. Kontrole stanowily komoérki poddane
2-godzinnej ekspozycji na 1 pg/ml. ** - kontrola vs 4°C 1 h oraz kontrola vs sacharoza 30 min (p<0,01),
*** . kontrola vs azydek sodu 1 h (p<0,001). Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania GraphPad Prism 8 przy uzyciu testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem
Dunnetta’a, dla n=3.

We wszystkich wariantach eksperymentalnych uzyskano podobne warto$ci dla Yb
(zawarto$¢ % Yb w komorkach HeLLa) po 30 minutach (Rycina 55) oraz po 1 godzinie inkubacji
z panelem wybranych inhibitorow (Rycina 56). Stosunek Y/Yb byt podobny, jak w materiale
wyjsciowym (probka UCNPSs) i wynosit ~2,5 (Tabela 10). Uzyskany wynik potwierdzit,
ze UCNPs nie ulegaty rozkladowi, ani tez nie uwalnialy ze swojej struktury jonow
pierwiastkow lantanowcoéw po internalizacji przez komorki HelLa. Wartosci dla Er (nie

przedstawiono na wykresie) byty ponizej poziomu ich wykrywalnosci.
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Rycina 55. Zawarto$¢ procentowa Yb w komérkach eksponowanych na wybrane inhibitory endocytozy przez 30 min przed
inkubacjq z UCNPs. Kontrole stanowily komorki poddane 2-godzinnej ekspozycji na 1 pg/ml. *-kontrola vs dansylokadaweryna
(p<0,05), ** - kontrola vs sacharoza (p<0,01). Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania
GraphPad Prism 8 przy uzyciu testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Dunnetta’a, dla n=3.
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Rycina 56. Zawartosé procentowa Yb w komorkach eksponowanych na wybrane inhibitory endocytozy przez 30 min przed
inkubacjq z UCNPs lub przez 1 godzing z inhibitorem i UCNPs. Kontrolg stanowily komorki poddane 2-godzinnej ekspozycji
na 1 pg/ml. * - kontrola vs 4°C 1 h (p<0,05), ** - kontrola vs azydek sodu 1 h oraz kontrola vs sacharoza 30 min (p<0,01).
Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad Prism 8 przy uZyciu testu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Dunnetta’a, dla n=3.
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Tabela 10. Stosunek zawartosci Y/Yb w UCNPs oraz analizowanych wariantach eksperymentalnych.

Stosunek Y/Yb

Teoretyczny UCNPs 3,9
Eksperymentalny UCNPs (n=8) 2,3
Eksperymentalny UCNPs w komérkach po 2 h (n=4) 2,5
Eksperymentalny UCNPs - warianty z inhibitorami (n=3):

4°C 30 mini UCNPs 2 h 2,1
4°C i UCNPsprzez 1 h 2,3
Azydek sodu 30 mini UCNPs 2 h 2,1
Azydek sodu i UCNPs przez 1 h 2,4
Sacharoza 30 mini UCNPs 2 h 2,5
Sacharoza i UCNPs przez 1 h 2,3
Dansylokadaweryna 30 min i UCNPs 2 h 2,5
MpBeD 30 mini UCNPs 2 h 2,4
Amiloryd 30 mini UCNPs 2 h 2,3
Chloropromazyna 30 mini UCNPs 2 h 2,5

Znaczny udziat w internalizacji UCNPs mial rowniez proces endocytozy z udzialem
klatryny. Bardziej efektywne dziatanie w hamowaniu tego procesu wykazywata
dansylokadaweryna, niz powszechnie stosowana chloropromazyna. Inkubacja komoérek z
chloropromazynag (p<0,0001) pokazata natomiast prawie dwukrotnie wyzszy poziom
zinternalizowanych UCNPs, niz dla komorek kontrolnych (Rycina 57). Jest to bardzo
nietypowy wynik, ktory nie znalazt potwierdzenia w literaturze i wymaga dalszej analizy.
Prawdopodobnie, moglo to by¢ zwigzane z reakcjg obronng komorek na toksyczne dziatanie
chloropromazyny i przez to, pobraniem wigkszej ilo§ci UCNPs z pozywka hodowlang, w celu

zrekompensowania jej negatywnego dziatania.
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Rycina 57. Zawartos¢ procentowa Y i Yo w komérkach eksponowanych na chloropromazyne przez 30 minut przed
2-godzinng inkubacjq z UCNPs. Kontrole stanowily komérki poddane 2-godzinnej ekspozycji na 1 ug/ml. Analize
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad Prism 8 przy uzyciu testu
Jjednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a, dla n=3, **** - kontrola vs chloropromazyna
(p<0,0001).
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Prowadzono réwniez badania wptywu inhibitorow takich jak: nystatyna, cytochalazyna
D, genisteina i nokodazol na internalizacj¢ UCNPs. Nystatyna w ~50% hamowata endocytoze
z udzialem kaweoli (okres inkubacji 30 minut) (Rycina 58), co potwierdza udziat tego
mechanizmu w internalizacji badanych nanostruktur. Podobnie, wyniki uzyskane dla genisteiny
(inhibitora endocytozy kaweolarnej), nie potwierdzity jej wptywu na obnizenie internalizacji.
Udzial makropinocytozy oceniany byl za pomoca dwodch inhibitorow: nokodazolu oraz
cytochalazyny D. Cytochalazyna D nie wptywata na obnizenie internalizacji. Nokodazol, ktory
jest inhibitorem endocytozy z udziatem klatryny oraz makropionocytozy wptywat podobnie na
internalizacje UCNPs jak chloropromazyna - internalizacja byta zwigkszona ponad dwukrotnie.

Istotnym wynikiem byto obnizenie internalizacji UCNPs w komdrkach po 1-godzinnej
inkubacji z nystatyng, genisteing, MBcD, chloropromazyna, nokodazolem, cytochalazyng D
oraz amilorydem. Nystatyna i chloropromazyna wykazaty najwiekszy wptyw na zahamowanie
procesu endocytozy z udziatem klatryny, o ponad potowe, w stosunku do komorek kontrolnych.
Cytochalazyna D réwniez znacznie obnizala internalizacje¢ o ~40%.

Wyniki te powinny by¢ jednak uzywane tylko jako warto$ci orientacyjne. Nie
wykonano wystarczajacej liczby powtorzen (n<3), aby uznaé je za wiarygodne. Nie mnigj
jednak, te przyblizone warto$ci sa nadal bardzo cenne, w kontek$cie lepszego zrozumienia

losow nanoczastek w komorkach.
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Rycina 58. Zawartos¢ procentowa Y w komorkach eksponowanych na wybrane inhibitory endocytozy przez 30 min
przed inkubacjg z UCNPs lub przez 1 godzing z inhibitorem i UCNPs. Kontrole stanowity komorki poddane 2-
godzinnej ekspozycji na 1 pg/ml, dla n<3.
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4.2.1.4. Potwierdzenie obecnosci UCNPs i ich wlasciwosci luminescencyjnych
za pomoca mikroskopu konfokalnego

Obecno$¢ nanoczastek we wnetrzu komoérek HelLa z uwzglgdnieniem ich
subkomoérkowej kolokalizacji potwierdzono przy pomocy mikroskopu konfokalnego.
Uzyskane obrazy konfokalne wykazaty efektywny proces internalizacji badanych nanoczgstek
oraz ich wlasciwosci luminescencyjne. Na Rycinach 59-61, przedstawiono reprezentatywne,
trojkolorowe scalone obrazy konfokalne po 2- i 24-godzinnej ekspozycji komorek Hela
na ustalone, optymalne st¢zenie UCNPs (1 ug/ml), ktore potwierdzily lokalizacje¢ UCNPs
w strukturach endosomow wczesnych (Rycina 60), endosoméw poznych (Rycina 59) oraz

lizosomow (Rycina 61). Najwigkszg kolokalizacje obserwowano z pdznymi endosomami,

co bylo spdjne z przeprowadzonymi obserwacjami mikroskopowo-elektronowymi.

KONTROLA

1 pg/ml UCNPs 2h

1 pug/ml UCNPs 24 h

Rycina 59. Obrazy konfokalne komdrek HeLa z nanoczgstkami, po 2 i 24 godzinach inkubacji. UCNPs pobudzano laserem
femtosekundowym o dlugosci fali 980 nm (kanat czerwony), LE - pozne endosomy (EPR13272) pobudzano laserem argonowym
o diugosci fali 488 nm (kanal zielony), jgdra komdrkowe wybarwiono barwnikiem Hoechst 33342 i pobudzano laserem
Sfemtosekundowym o dlugosci fali 690 nm (kanat niebieski). Prezentowany obraz MERGE jest ztoZzeniem obrazow pochodzqcych
z luminescencji nanoczgstek (UCNPS), wybarwionych péznych endosoméw (LE) oraz jgder komérkowych (Hoechst). Kontrole
stanowily komérki bez UCNPs. Skala dla kontroli - 50 um, dla komérek z UCNPs - 20 um.
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Rycina 60. Obrazy konfokalne komorek HeLa z nanoczgstkami, po 2 godzinach inkubacji. UCNPs pobudzano
laserem femtosekundowym o diugosci fali 980 nm (kanat czerwony), wczesne endosomy (EEAI) pobudzano
laserem argonowym o dlugosci fali 488 nm (kanat zielony), jgdra komorkowe wybarwiono barwnikiem Hoechst
33342 i pobudzano laserem femtosekundowym o diugosci fali 690 nm (kanaf niebieski). Prezentowany obraz
MERGE jest ziozeniem obrazow pochodzgcych z Iluminescencji nanoczgstek, wybarwionych wczesnych
endosomow oraz jgder komorkowych. Skala - 10 um.

50 pm

Rycina 61. Obrazy konfokalne komorek HeLa z nanoczgstkami, po 2 godzinach inkubacji. UCNPs pobudzano
laserem femtosekundowym o dtugosci fali 980 nm (kanat czerwony), lizosomy (LAMPI) pobudzano laserem
argonowym o dtugosci fali 488 nm (kanat zielony), jgdra komorkowe wybarwiono barwnikiem Hoechst 33342 i
pobudzano laserem femtosekundowym o diugosci fali 690 nm (kanat niebieski). Prezentowany obraz MERGE jest
zloZeniem obrazow pochodzgcych z luminescencji nanoczgstek, wybarwionych lizosomow oraz jgder
komorkowych. Skala - 50 um.
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4.2.15. Ocena cytotoksyczno$ci nanoczastek NaYF4:20%0Yb3*,2%Er3*

Analiza cytotoksycznos$ci oparta o oceng¢ zywotnosci komorek (przeprowadzona przy
pomocy testu MTT oraz PB), wykazata brak istotnego statystycznie wptywu na komorki HeLa
w zakresie testowanych stezen nanoczastek NaYF1:20%Yb3*,2%Er* po 24 i 48 godzinach
inkubacji (Rycina 62). Podobnie, wyniki testu Live/Dead po 2 godzinach inkubacji
z nanoczastkami NaYF4:20%Yb%" 2%Er®* nie wykazaly istotnego wplywu na zywotnos¢
komoérek HeLa w zakresie stezen 0,1-10 pg/ml. Zywotno$¢ komoérek obnizyta sie 0 ~17,6%
przy najwyzszym stosowanym stezeniu Nanoczastek NaYF4:20%Yb3*,2%Er®*, ktore wynosito

50 pg/ml i efekt ten byt istotny statystycznie (**- p<0,01) (Rycina 63).
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Rycina 62. Zywotnosé komoérek HeLa oceniano przy pomocy testu MTT po 24 godzinach (A) i 48 godzinach (B),
oraz testu Presto Blue po 24 godzinach (C) i 48 godzinach (D). Do okreslenia istotnosci statystycznej uzyto testow
one-way ANOVA i testu Tukey’a. Nie wykazaly one statystycznie istotnych roznic pomiedzy grupami (p>0,05).
Wyniki przedstawiono w postaci sredniej £SD (n=8).
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Rycina 63. Analiza przezycia komérek HeLa po 2 godzinach inkubacji z wybranymi stezeniami UCNPs wykonana
przy pomocy testu Live/Dead. Na niebiesko oznaczone sq Zywe komorki, na czerwono komorki martwe. Do
okreslenia istotnosci statystycznej uzyto testow one-way ANOVA i testu Dunnett’a ** - Kontrola vs 50 ug/ml
(p<0,01). Wyniki przedstawiono w postaci sredniej +SD (n=38).

Pomimo, braku znaczacych réznic w testach cytotoksyczno$ci, optymalne st¢zenie
1 pg/ml, wybrano na podstawie wynikow, pochodzacych z analizy mikroskopowo-
elektronowe;j. Takie st¢zenie byto zawsze obserwowane na elektronogramach (elektronogram
to pojedynczy obraz z przekroju calej komorki) - agregaty nanoczastek widoczne byly
w co najmniej kilku strukturach przedziatu endosomalnego. W zwigzku z powyzszym, wigksze

przetadowywanie komorek nanoczastkami nie byto zasadne.

Analiza wybranych markerow stresu oksydacyjnego, wykazata, ze wplyw
analizowanych nanoczastek NaYF:20%Yb®",2%Er** na indukcje reaktywnych form tlenu
(ROS) oraz nadtlenkoéw jest nieznaczny. Nie zaobserwowano istotnych zmian pomigdzy

komorkami nowotworowymi HeLa (Rycina 64) a prawidtowymi linii HEK293 (Rycina 65).
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Rycina 64. Wykresy przedstawiajgce pomiar reaktywnych form tlenu i nadtlenkéow po 24-godzinnej inkubacji
komérek HeLa z wybranymi stezeniami nanoczgstek NaYF4:20%Y0%* 2%Er3*. Do okreslenia istotnosci
statystycznej (*p<0,05) uzyto testow one-way ANOVA i testu Tukey’a. Wyniki przedstawiono w postaci Sredniej
+SD (n=8§).

5
1.5+ 1.5
2 T T S5
o —r =
: = Sl o BT
£ 1.07 — £ —
= — o —
(5] — 1 = —
> — o —]
£ —] P —]
Eo.s- — g 0.5 —
— 5 —]
P —] N —
g —] P —]
£ — = =
o NN R RS
N L.
{9{\ Stezenie UCNPs [pg/ml] +° Stezenie UCNPs [ug/ml]

Rycina 65. Wykresy przedstawiajqgce pomiar reaktywnych form tlenu i nadtlenkow (ROS i Superoxide) po 24-
godzinnej inkubacji komérek Hek293 z wybranymi stezeniami nanoczgstek NaYFi:20%Yb3* 2%Er®*. Do
okreslenia istotnosci statystycznej (*p<0,05) uzyto testow one-way ANOVA i testu Tukey’a. Wyniki przedstawiono
W postaci Sredniej +SD (n=3).
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4.2.2. Model organotypowej hodowli skrawkéw hipokampa szczura ex vivo
4.2.2.1.  Ocena obecnosci UCNPs w skrawkach oraz analiza zmian ultrastrukturalnych
z wykorzystaniem obrazowania TEM

W celu okreslenia zdolnosci UCNPs do wnikania do innych typéw komorek niz HeLa
1 HEK293, a takze oceny ich wplywu na inne komorki przeprowadzono analiz¢ mikroskopowo-
elektronowa w modelu organotypowej hodowli skrawkow hipokampa (OHSC). Obecnosé¢
nanoczastek testowano podajac je do hodowli skrawkow na trzy sposoby: 1) nanoczastki
dodano do pozywki hodowlanej znajdujacej si¢ pod membrang, na ktorg natozone sg skrawki
(inkubacja 24 godziny); 2) nanoczastki dodano do pozywki hodowlanej, skrawki byty
zanurzone w pozywce (inkubacja 1 godzina); 3) nanoczastki natozono w formie kropli
bezposrednio na gorng powierzchni¢ skrawka (inkubacja 2 godziny) (zgodnie z opisem
w podrozdziale 3.5.2.).

W wariancie 1 obecno$¢ nanoczastek obserwowano w komorkach hipokampa jedynie
przy bardzo wysokich stezeniach tj. 10 pg/ml (Rycina 66). W skrawkach zanurzonych
w pozywce (wariant 2), nie wykazano obecno$ci nanoczastek w komodrkach. Analiza
ultrastrukturalna materiatu  wykazata jedynie obecno$¢ duzych skupisk nanoczastek
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej przy zastosowanym stezeniu UCNPs 10 pug/ml (Rycina
67). Na podstawie uzyskanych wynikow uznano, ze zastosowane metody podania nanoczastek
do hodowli skrawkow sg nieskuteczne. Natomiast, w wariancie 3 tj. podanie nanoczastek
bezposrednio na skrawek, obserwowano efektywng internalizacj¢ badanych nanoczastek
w zakresie wszystkich testowanych st¢zen (Rycina 68).

W kolejnym etapie eksperymentu zostala oceniona morfologia i cechy ultrastrukturalne
organelli komorkowych po ekspozycji skrawkow na wybrane stezenia nanoczgstek w wariancie
3. Obecnos¢ UCNPs obserwowano przede wszystkim w komodrkach nerwowych. W blonie
komorkowej neuronéw obserwowano liczne zaglebienia w miejscach  kontaktu
z nanoczgstkami (Rycina 69). Elektronogramy potwierdzity rowniez wystepowanie duzych
agregatow UCNPs zamknigtych wewnatrz endosomow obecnych w komorkach nerwowych.
Nanoczgstki wystepowaly w endosomach wczesnych i endosomach p6znych, ich obecnos¢
wykazano réwniez wewnatrz lizosoméw oraz duzych autofagolizosomoéw (Rycina 70).
Podobnie, jak w komodrkach HeLa i komorkach linii HEK293 nie obserwowano UCNPs
wystepujacych ,,wolno” w cytoplazmie, ani w innych strukturach wewnatrzkomérkowych,
czy tez jadrze komoérkowym. Przy wyzszych stezeniach nanoczastek (10 pg), obserwowano
w neuronach zwigkszong liczbg lizosomow, co sugeruje, ze ich duze stezenie moze wplywac

na indukcje proceséw autofagii w komorkach. Nie mozna jednak o tym jednoznacznie
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wyrokowaé, poniewaz inkubacja z UCNPs trwala zbyt krotko. Obserwacje wykazaly,
ze obecnos¢ wysokich stezen UCNPS nie wptywata na reakcje komorek. UCNPs nie zmieniaty
swojej lokalizacji w komodrkach ani nie byly uwalniane do cytoplazmy. Nanoczastki
NaYF4:20%Yb3* 2%Er®* we wnetrzu komorek hipokampa zachowywaty si¢ stabilne i nie
obserwowano zmian w ich morfologii.

We wngtrzu komoérek hipokampa potwierdzono rowniez obecno$¢ nanoczgstek
NaYF4:20%Yb** 2%Er**@SiO, (UCNPs o stezeniu 5 pg natozone w formie kropli) po
2 godzinach inkubacji. Nanoczastki NaYF4:20%Yb%" 2%Er¥*@SiO; byly obecne w glowne;j

mierze w strukturach p6znych endosomow (Rycina 71).
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Kontrola

Rycina 66. Wariant 1. Panel przedstawiajqcy wybrane elektronogramy komorek kontrolnych skrawkow
hipokampa po 24 godzinach bez nanoczgstek (kontrola) oraz z 0,5; 1; 5 i 10 ug nanoczgstek podanych na 1 ml
pozywki. Skrawki byly natozone na membrane. Nanoczgstki obecne w endosomie przy stezeniu 10 ug zaznaczone
czarng strzatkq (na wigkszym powigkszeniu we wstawce z czerwonym obrysem,).
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e K. iy - -
Rycina 67. Wariant 2. Panel przedstawiajgcy wybrane elektronogramy komorek skrawkéw hipokampa po
1 godzinie bez nanoczgstek (kontrola) oraz z 0,5; 1; 5 i 10 ug nanoczgstek podanych na 1 ml pozywki. Skrawki
byly natozone na membrang i zanurzone w dodatkowym 1 ml pozywki. Zielonymi strzatkami zaznaczone agregaty
nanoczgstek zlokalizowane gtéownie poza komorkami.
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Kontrola

2 godzinach inkubacji bez nanoczgstek oraz z 0,5, 1; 5 i 10 ug nanoczgstek podanych w formie kropli od gory na
powierzchnie skrawka. Zielonymi strzatkami zaznaczone agregaty nanoczgstek. Nanoczgstki obecne
w endosomach (przy stezeniu 1, 5 i 10 ug) zaznaczone zielong strzatkq i czerwonym obrysem (na wigkszym

powigkszeniu odpowiednio obok).
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Rycina 69. Reprezentatywne elektronogramy przedstawiajqce formujgce si¢ pecherzyki bedgce uwypukleniem
blony komorkowej do wnetrza komérki w obecnosci nanoczgstek po 2 godzinach inkubacji (1 ug podane w formie
kropli natozonej na gorng powierzchnig skrawka) Formujqce sie pecherzyki bez klatryny zaznaczone sq zottymi
strzatkami (1-3), natomiast pecherzyki z klatryng (ciemniejsze halo dookota wpuklenia) zaznaczone niebieskimi
strzatkami (4-6).

ENDOSOMY

>
=
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N
=

AUTOFAGOLIZOSOMY

Rycina 70. Reprezentatywne elektronogramy przedstawiajgce kolokalizacje nanoczgstek (zaznaczone
ciemnoniebieskimi strzatkami) z roznymi strukturami wewngtrzkomérkowymi. (1-3) UCNPs podane w formie
kropli po 2 godzinach inkubacji zamknigte we wezesnych endosomach (EE- obrysowane na niebiesko przerywang
linig), (4-6) w poznych endosomach (LE) lub lizosomach (L-obrysowane na zielono przerywang linig), (7-9)
w autofagolizosomach (A - obrysowane czerwong przerywang linig).
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Rycina 71. Reprezentatywne elektronogramy przedstawiajgce obecnos¢ nanoczgstek
NaYF4:20%Yb%* ,2%Er3*@SiO; po 2 inkubacji (5 ug) zamknietych w strukturach péznych endosomow (LE),
obrysowane przerywang szarq linig. EE —endosom wczesny, L- lizosom, CCV — pecherzyk klatrynowy.

4.2.2.2. Potwierdzenie obecnosci UCNPs i ich wlasciwosci luminescencyjnych
w komérkach hipokampa za pomocg mikroskopu konfokalnego

W dalszych eksperymentach przeprowadzono analiz¢ wnikania nanoczastek do wnetrza
poszczeg6lnych rodzajéw komorek skrawkow hipokampa. Badania z uzyciem mikroskopu
konfokalnego potwierdzily nie tylko efektywny proces internalizacji badanych nanoczastek do
neuronow i astrocytow hipokampa, ale rowniez ich wlasciwosci spektroskopowe. Na Rycinie
72 przedstawiono reprezentatywne, trojkolorowe scalone obrazy konfokalne przedstawiajace
obecno$¢ UCNPs w neuronach po 2 godzinach ekspozycji organotypowych skrawkow
hipokampa szczura na wybrane stgzenia UCNPs (1, 10 i 45 pg/4ul). Po inkubacji komorek
z UCNPs w stezeniu 45ug/4ul, obserwowano ich liczne skupiska, ktore utworzyty sie na
powierzchni skrawkow. W gtownej mierze byt to nadmiar nieodptukanych UCNPs, ktorych nie
udato si¢ usung¢ z hodowli po inkubacji. Czgs$¢ tych UCNPs, mogto réwniez by¢ zwigzanych
z receptorami powierzchniowymi znajdujacymi si¢ na btonie komodrkowej, ktore nie zdazyty

zosta¢ zinternalizowane przez komorki.
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Rycina 72. Obrazy konfokalne skrawkéw hipokampa po 2 godzinach inkubacji z wybranymi stezeniami
nanoczgstek, natozonych w formie kropli na powierzchnie skrawka. UCNPs pobudzano laserem femtosekundowym
o diugosci fali 980 nm (kanal czerwony), neurony (MAP2) pobudzano laserem argonowym o diugosci fali 488 nm
(kanat zielony), jgdra komorkowe wybarwiono barwnikiem Hoechst 33342 i pobudzano laserem
femtosekundowym o dlugosci fali 690 nm (kanal niebieski). Prezentowany obraz MERGE jest ztoZzeniem obrazow
pochodzgcych z luminescencji nanoczgstek, wybarwionych neuronéw oraz jgder komorkowych. Kontrole
stanowily skrawki bez nalozonej zawiesiny nanoczgstek. Skala - 50 um.

Widma luminescencji nanoczastek zlokalizowanych wewnatrz neuronéw skrawkow
hipokampa rejestrowano przy uzyciu trybu lambda scan (Rycina 73). Uzyskane spektra emisji
luminescencji nanoczastek wewnatrz komorek po pobudzeniu laserem podczerwonym
o dhugosci fali 980 nm korelowaty ze spektrami emisji uzyskanymi z analizy spektroskopowe;j
przeprowadzonej podczas charakterystyki fizykochemicznej UCNPs (podrozdziat 3.2.4.),
z maksimum intensywnosci dla zielonej i czerwonej luminescencji odpowiednio przy dtugosci

fali ~550 nm i ~660 nm. Uzyskane wyniki wskazuja na wysoka efektywno$¢ emisji
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luminescencji UCNPs w zastosowanym modelu ex vivo. Ponadto, kanal dla nanoczgstek
(czerwony) wykazuje wysoki stosunek sygnatu do szumu przy stosunkowo duzej
intensywnosci emisji konwersji energii w gore. Nie zaobserwowano réwniez wystgpowania
niekorzystnej autofluorescencji tta. Pozwolito to uzyska¢ obrazy konfokalne o bardzo dobrej
rozdzielczo$ci i wysokim kontrascie, ktorych nie mozna uzyska¢ w tradycyjnym jedno- lub

dwufotonowym obrazowaniu fluorescencyjnym.
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Rycina 73. Obrazy konfokalne MERGE oraz wyrézniony kanat dla trybu lambda scan, z ktorego byly zbierane
pomiary dla widm luminescencji UCNPs. Skala - 50 um.
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Obecnos¢ nanoczastek potwierdzono rowniez w astrocytach (GFAP), ale w mniejszej iloSci

I przy wigkszych stezeniach, wynoszacych odpowiednio 25 i 45 pg/4ul (Rycina 74).

MERGE Hoechst GFAP UCNPs

25 pg KONTROLA

45 pg

Rycina 74. Obrazy konfokalne skrawkow hipokampa inkubowanych przez 2 godziny z 25ul i 45ul nanoczgstek
natozonych w formie kropli na powierzchnie skrawka. UCNPs pobudzano laserem femtosekundowym o diugosci
fali 980 nm (kanal pomaranczowy), astrocyty (GFAP) pobudzano laserem argonowym o dlugosci fali 488 nm
(kanal zielony), jgdra komorkowe wybarwiono barwnikiem Hoechst 33342 i pobudzano laserem
femtosekundowym o diugosci fali 690 nm (kanal niebieski). Prezentowany obraz MERGE jest ztoZzeniem obrazow
pochodzgcych z luminescencji nanoczgstek, wybarwionych astrocytow oraz jgder komorkowych. Kontrole
stanowily skrawki bez nalozonej zawiesiny nanoczgstek. Skala - 50 um.

W celu zbadania biodystrybucji UCNPs w komodrkach skrawka, przeprowadzono
dodatkowo analize przekroju grubosci w mikroskopie konfokalnym, ktéra polegata na
rekonstrukcji 3D badanego skrawka w trybie skanowania Z-stack (Ryciny 75-76). Uzyskana
w ten sposob seria sktadata sie z okreslonej liczby pojedynczych, optycznych warstw, bedacych
obrazami mikroskopowymi o wybranej grubosci (1,4 pum), zebranymi z calego preparatu.
Analiza Z-stack wykonana dla skrawkow inkubowanych przez 24 godziny z 1 pg i 10 pg
nanoczastek wykazala, ze UCNPs byly zlokalizowane w komorkach na réznych poziomach

skrawka.
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18.2 pm 19.6 pm

Rycina 75. Analiza Z-stack wykonana dla skrawka hipokampa szczura inkubowanego z 1 ug nanoczgstek
(lug/3ul) przez 24 godziny. Na zielono wybarwione sq neurony, na czerwono mikroglej, na niebiesko jgdra
komorkowe, a na pomaranczowo zaznaczona jest luminescencja pochodzqca od nanoczgstek.
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14.0 pm 154 pm

19.6 pm 21.0 pm

Rycina 76. Analiza Z-stack wykonana dla skrawka hipokampa szczura inkubowanego z 1 ug nanoczgstek
(1ug/3ul) przez 24 godziny. Na zielono wybarwione sq neurony, na niebiesko jgdra komorkowe, a na czerwono
zaznaczona jest luminescencja pochodzgca od nanoczgstek.

4.2.2.3. Przezywalno$¢ komorek hipokampa po ekspozycji na UCNPs

W kolejnych doswiadczeniach ex vivo zbadano przezywalnos¢ komorek hipokampa
metoda przyzyciowego barwienia martwych komoérek z uzyciem jodku propidyny (Pl),
a nastgpnie wykonano zdj¢cia przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego.

Analizie mikroskopowej poddano skrawki hipokampa eksponowane na wybrane
stezenia nanoczastek dodanych bezposrednio do pozywki hodowlanej oraz podanych w formie
kropli na skrawek. Obserwacje nie wykazaly uszkodzenia tkanek we wszystkich testowanych

stezeniach w stosunku do skrawkow nietraktowanych UCNPs (Rycina 77).
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50 pg w pozywce 50 pg w kropli

Rycina 77. Wizualizacja mikroskopowa wplywu réznych stezer nanoczgstek (znajdujgcych sie w pozywce
hodowlanej oraz nanoczgstek podanych w formie kropli bezposrednio na skrawek) na smiertelnos¢ komorek
hipokampa. Czarng strzatkq zaznaczona granica natozonej kropli. Zdjecia wykonywane byly pod powigkszeniem
Sx. Pierwszy kanal MERGE- nalozone obrazy, drugi kanat czerwony— PI, trzeci kanal - Swiatlo przechodzqce
mikroskopu swietlnego. Roznice W Kolorze pomiedzy kontrolg i stezeniem 45 ugw kropli w stosunku do pozostatych
wariantow wynikaly z natozenia innego (niebieskiego) filtru do mikroskopu przy wykonywaniu dokumentacji
fotograficznej. Skala — 200 um
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Nastepnie, w oparciu o uzyskane wyniki z obrazowania fluorescencyjnego,
do okreslenia przezywalnosci komoérek hipokampa wybrano tylko warianty z nanoczastkami
nalozonymi w formie kropli. Po 24-godzinnej inkubacji, nie obserwowano statystycznie
istotnego wptywu UCNPs na przezycie komorek skrawkoéw hipokampa w poréwnaniu do
skrawkoéw kontrolnych, ktore nie byty traktowane UCNPs. Wigksza $miertelno$¢ komoérek
obserwowano jedynie w skrawkach eksponowanych na 45 pg (45 pg/4 ul) UCNPs. Nalezy
zaznaczy¢, ze model OHSC jest modelem wymagajacym i wysoce wrazliwym na zmiany
warunkéw hodowlanych. Swiadcza o tym réznice w przezywalnosci skrawkow kontrolnych
(K), nietraktowanych UCNPs ani pozywka, a skrawkami traktowanymi samg pozywka (KK),
bez UCNPs. Warto$Sci na wykresie zostaly przedstawione jako maksymalna intensywnosé

fluorescencji jodku propidyny zmierzona w ImageJ (mean gray value) (Rycina 78).
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Rycina 78. Wplhyw UCNPs na Smiertelnos¢ komorek skrawkow hipokampa. Kazda wartosé jest sredniq uzyskang
z analizy skrawkow z czterech powtorzen dla kazdego oznaczenia. Analize statystyczng wykonano przy pomocy
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tuckeya, n=4; p>0,05. Oznaczenia: K — kontrola, ktorg
stanowily skrawki nietraktowane UCNPs ani pozywKq,; KK — kontrola, ktérq stanowity skrawki traktowane samg
pozywkq.
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5. Dyskusja

Nanotechnologia to wciaz stosunkowo nowa dziedzina nauki, ktora przyciagneta uwage
naukowcow ze wzgledu na ogromny potencjat i réznorodnos¢ zastosowan, od produkcji energii
po zastosowania biomedyczne [212-215]. Tak szerokie spektrum roéznych dyscyplin i dziedzin
zycia opartych na nanotechnologii sprawia, ze coraz trudniej wyobrazi¢ sobie obszary z nig
niezwigzane. W zakresie wspotczesnej medycyny, strategie oparte na nanotechnologii sg coraz
cze$ciej wykorzystywane w chirurgii [216-220], kardiologii [221-225], diagnostyce i terapii
nowotworow [226-230], identyfikacji molekularnych markeréw réznych choréb [231],
technologii implantéw, czy tez projektowaniu nanosystemow przeznaczonych do dostarczania
lekow [2,213,232-234]. W dobie pandemii nanomaterialy wykorzystane sa roéwniez
w badaniach nad koronawirusem SARS-CoV-2 [235-243]. Ze wzgledu na tak intensywny
rozw0j nauk zwigzanych ze skalg nano (nano-nauk), na biezaco powstaja nowe i niezwykle
konkurencyjne obszary takie jak nanomedycyna, nanotoksykologia, czy tez chemia
powierzchni nanomateriatéw, ktore staja si¢ samodzielnymi dziedzinami nanotechnologii.
Tendencja ta narzuca potrzebe wzmozonych badan nad niekorzystnymi skutkami zastosowania

nanostruktur w réznych dziedzinach zycia [244].

5.1.  Wiasciwosci otrzymanych UCNPs

Na przestrzeni ostatnich lat zostaly opracowane liczne strategie syntezy UCNPs
domieszkowanych lantanowcami [245,246]. Dobor metody syntezy jest waznym czynnikiem
warunkujacym strukture, sktad i wlasciwosci otrzymanych nanomateriatdéw. Nanokrysztaty
o kontrolowanym ksztalcie 1 rozmiarze mozna selektywnie syntetyzowac dobierajac
odpowiednie parametry i modulujgc warunki ich wytwarzania, w tym temperatur¢ 1 czas
reakcji, stezenie uzytych prekursorow, srodki powierzchniowo czynne, itp. [247,248].
Mozliwo$¢ kontrolowania syntezy w celu uzyskania monodyspersyjnych UCNPs ma kluczowe
znaczenie dla ich zastosowania w bioobrazowaniu i terapiach celowanych [247]. Ponadto,
nanoczastki przeznaczone do stosowania w biomedycynie wymagaja jednorodnosci pod
wzgledem morfologii i wielko$ci. Uzyskanie idealnie jednorodnej probki stanowi duze
wyzwanie [79,249]. Poszukuje si¢ zatem metod gwarantujacych uzyskanie wysokiej jakosci
UCNPs o waskim rozkladzie wielko$ci, dobrej strukturze krystalicznej 1 znakomitych
wlasciwosciach optycznych. Prowadzone przeze mnie badania pozwolity uzyska¢ funkcjonalne

nanoczastki o okreslonych cechach fizyko-chemicznych. Nanoczastki domieszkowane jonami
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Yb®" oraz Er** zostaly z powodzeniem zsyntetyzowane za pomoca zmodyfikowanej metody
wspolstracania, zaczerpnigtej z literatury [250], co zaprezentowano w publikacji [181].
Zastosowana metoda syntezy pozwolila dokladnie kontrolowaé ksztatt i rozmiar oraz
gwarantowala intensywng emisje luminescencji [251]. Stezenia jonéw domieszek pary
Yb**-Er¥*, wynoszace odpowiednio 20% i 2% wybrano na podstawie dostepnych i aktualnych
danych literaturowych, dotyczacych nanomaterialdéw wykazujacych konwersj¢ energii w gore,
uznanych jako najbardziej efektywne i gwarantujace intensywna emisj¢ luminescencji [120]
[252].

Otrzymano UCNPs o rozmiarze ~20 nm i waskim rozrzucie wielko$ci, co czynito je
optymalnymi dla prowadzonych badan. Srednica NPs ponizej 50 nm jest uwazana czesto za
optymalny rozmiar dla efektywnej internalizacji przez komorki niefagocytujace, ze wzgledu na
podobienstwo ze strukturami biologicznymi [5,6,232]. Ponadto, zblizony rozmiar
syntetyzowanych UCNPs jest uwazany za odpowiedni do zastosowan biomedycznych [253],
zapewnia takze réwnomierng funkcjonalizacjg, co wplywa na mniejsza cytotoksycznosé
nanomateriatow [254,255]. Zmiany warunkow syntezy, np. wydluzenie czasu reakcji
zachodzacej w wysokiej temperaturze (330°C) powodowalo wzrost nanokrysztatéw w kierunku
nanoprgtoéw, natomiast obnizenie temperatury reakcji lub tez skrdécenie czasu reakeji,
prowadzito do uzyskania nanoczastek o mieszanych fazach krystalograficznych (a, ) lub
o nieregularnej fazie kubicznej (o) [256-258] (wybrane elektronogramy TEM zostaly
zamieszczone W Zalgczniku nr 4, Ryciny 73-76). Otrzymano UCNPs o jednolitej fazie
heksagonalnej, ktora zostala potwierdzona analiza fazowa XRD. Pozycje dla pikow
dyfrakcyjnych pokrywaja si¢ z wartosciami dla heksagonalnych nanokrysztalow NaYFy,
co zgadza si¢ z danymi literaturowymi dla tego typu nanoczastek [259]. Wsrdd opisanych
w literaturze typow UCNPs faza heksagonalna () fluorku sodowo-itrowego (NaYFs) jest
jednym z najbardziej wydajnych materialow konwertujacych energi¢ w gore ze wzgledu na
niskg energie fononow (~350 cm™) [66,115,258]. Tak wiec synteza umozliwiajaca kontrole
fazowa w celu uzyskania czystej fazy heksagonalnej nanokrysztatdéw NaYF4 jest kluczowa do
zwigkszenia wydajnosci ich luminescencji [260]. W rezultacie ta grupa UCNPs B-NaYFs
domieszkowanych lantanowcami, o kontrolowanej wielkosci, ksztalcie i1 fazie wzbudzita
bardzo duze zainteresowanie 1 jest przedmiotem wielu badan pod katem zastosowan
biomedycznych [247,257,258,261]. Opracowanie = wysokiej jakosci, jednorodnych
nanokrysztalow NaYFs o czystej fazie heksagonalnej, uzyskanych metodg wspoétstragcania

w wysokiej temperaturze zostato potwierdzone przez wiele grup badawczych [248,262].
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Metoda ta charakteryzuje si¢ prostotg syntezy, niskimi kosztami 1 wysoka czystoscig
uzyskanego produktu [247].

Stabilno$¢ fizyczna nanomateriatow jest istotnym czynnikiem majacym wplyw
w procesie dolagczania ligandow powierzchniowych w celu ich wykorzystania m.in. jako
nanosystemow do dostarczania lekéw. Nalezy jednak pamigtac, ze nawet, jesli nanostruktury
charakteryzuja si¢ kontrolowang morfologia i wysoka wydajno$cia luminescencji, czgsto nie
moga by¢ wykorzystane w uktadach biologicznych [81]. Wynika to z faktu, ze powszechnie
stosowane metody syntez UCNPs, pozwalajg na otrzymanie nanoczastek pokrytych ligandem
kwasu oleinowego [263,264]. Kwas oleinowy jest srodkiem powierzchniowo czynnym, ktory
pomaga kontrolowa¢ wzrost nanoczastek podczas syntezy, jednoczes$nie dziatajac jako
rozpuszczalnik [105,197]. Jego obecnos¢ zapobiega rowniez agregacji nanoczastek, jednak jest
on zwigzkiem wykazujacym silne wlasciwosci hydrofobowe, co oznacza, ze nanoczastki nie
rozpuszczaja si¢ w roztworach wodnych [197,249,265-267]. Syntetyczne nanoczastki czgsto
ulegaja silnej agregacji, co rOwniez nie sprzyja zastosowaniom biologicznym [247]. W zwigzku
z powyzszym stosuje si¢ rozne modyfikacje powierzchni nanomaterialdow. Polegaja one albo
na usuni¢ciu kwasu oleinowego z ich powierzchni, albo pokryciu réznymi grupami
funkcyjnymi [268-270]. Pokrywanie nanomaterialdow warstwg organicznej krzemionki jest
najbardziej powszechng i praktyczng metoda, aby uzyska¢ hydrofilowa powierzchni¢ UCNPs.
Warstwa krzemionki moze by¢ rowniez fatwo modyfikowana poprzez dotaczenie roznych grup
chemicznych (-COOH, -NHa, -SH), ktore umozliwiaja dotaczenie kolejnych funkcjonalnych
zwigzkow lub molekut biologicznych (biokoniugacja) [271-273]. Zmiany wywolane
modyfikacja powierzchni nadaja nanomaterialom nowych wiasciwosci, takich jak dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie (hydrofilowos$¢), zmiana fadunku powierzchniowego lub uzyskanie
biokompatybilnosci [108,197]. Korzysci ptynace z uniwersalnosci otoczki krzemionkowej
sprawiaja, ze UCNP@SiO2 nabywaja cech doskonalych nanoplatform do zastosowan
teranostycznych [271]. Weczesniej, podejmowano liczne, udane proby oplaszczania
nanoczastek NaYFs warstwg krzemionki [181,270,271,274-276]. W niniejszej pracy rowniez
z powodzeniem przeprowadzono tego rodzaju modyfikacj¢ powierzchni badanych
nanoczastek. Pokryte warstwa krzemionki UCNPs posiadaly wiasciwosci hydrofilowe,

co umozliwito ich zastosowanie w przeprowadzonych badaniach biologicznych [181].

5.2. Oddzialywania z komérkami, endocytoza i usuwanie UCNPs
W literaturze szeroko opisywana jest efektywna internalizacja nanokrysztatow NaYF4

badanych w tej pracy. Badacze pokazali, ze UCNPs zaréwno dodatnio, jak i ujemnie
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natadowane mogg by¢ internalizowane przez komorki, pomimo zZe za najbardziej optymalny
tadunek na ich powierzchni uwaza si¢ tadunek dodatni. Badania eksperymentalne wykazaty,
ze nanostruktury o ujemnych tadunkach réwniez sa zdolne do wnikania do komorek,
przechodzac przez ujemnie natadowang blone komorkowa [277,278]. Potencjat zeta
analizowanych nanoczastek NaYF4:20%Yb%* 2%Er®* po usunieciu liganda kwasu oleinowego
byt dodatni (44,7+1,5 mV), co koresponduje z wynikami prac innych autoréw dotyczacych
nanoczastek o podobnym rozmiarze i strukturze heksagonalnej (45,5+8,7 mV) [278]. Otoczki
powierzchniowe nadaja nanoczastkom wlasciwosci hydrofilowe, zapewniajg stabilnos$¢
w roztworach wodnych, a takze wptywaja na ich oddziatywania z blong komorkowa.
Nanoczastki pokryte otoczka SiO2 byly internalizowane, ale przy nieco wickszych stezeniach.
Otoczka byta biokompatybilna, gdyz nie obserwowano zmian w morfologii komorek.
Internalizacja nanoczastek byta jednak nizsza, prawdopodobnie ze wzgledu na ich ujemny
potencjal powierzchniowy (-16,6 mV) [279]. Ujemny potencjat nie dyskwalifikuje zatem
badanych nanoczastek do wykorzystania w aplikacjach biomedycznych. Zostato to
potwierdzone w 2011 roku przez Wong i wsp., ktorzy zsyntetyzowali UCNPs, pokrywajac je
trzema réznymi typami materialdow polimerowych (poliwinylopirolidon - PVP, kwas
poliakrylowy - PAA, polietylenoimina - PEI), a nast¢gpnie oceniali zdolno$¢ pobierania tych
NPs in vitro przez komorki HelLa. Badania wykazaty, ze dodatnio natadowane UCNPs-PEI s3
pobierane znacznie efektywniej w porownaniu z pozostatymi typami nanoczastek o innym
tadunku powierzchniowym [278].

Na podstawie wiasnych obserwacji mikroskopowo-elektronowych stwierdzono,
ze interakcje nanoczastek B-NaYF4:20%Yb3* 2%Er®* z komoérkami przebiegaly wedtug tego
samego, powtarzalnego schematu (UCNPs internalizowane byly na drodze endocytozy,
nastgpnie transportowane w pecherzykach endocytarnych do endosomow wczesnych,
endosoméw poznych, a w koncu lizosomow i zostawaty usuwane z komorki). Wyniki byty
powtarzalne bez wzgledu na dtugo$¢ czasu ekspozycji komorek na UCNPs. Wskazuje to naich
duzy potencjat do wykorzystania w obrazowaniu biologicznym. Uzyskane w badaniach UCNPs
charakteryzowaty si¢ rowniez duza stabilno$cig, niska toksycznoscig i bardzo wydajng
internalizacja w komorkach HelLa (nieco nizszg w komorkach Hek293). Jest to obiecujacy
wynik dla potencjalnego wykorzystania UCNPs w terapiach nowotworowych [83], poniewaz
mikrosrodowisko guza nowotworowego charakteryzuje si¢ wystepowaniem efektu
zwigkszonej przepuszczalnosci naczyniowej 1 zatrzymywaniem matych 1 duzych nanoczastek
w tkance nowotworowej (ang. enhanced vascular permeability and retention, EPR). Stwarza

to mozliwos$¢ transportu nanoczastek z wieksza selektywnos$cia w obreb zmienionej chorobowo

135



tkanki, a tym samym utatwia ich dystrybucje do komoérek znajdujacych sie¢ w srodku guza oraz
ogranicza ich usuwanie [280-284]. Efekt ten jest szeroko wykorzystany jako nowatorskie
podejécie w terapiach przeciwnowotworowych opartych o nanomateriaty [285], a takze
oceniany jest w badaniach przedklinicznych nowych nanolekéw [84]. Strategie te najczesSciej
dotycza znakowania komoérek guza za pomocg nanoczgstek [286] lub wykorzystania NPs jako
nosnikow lekow [131,287]. Do tej pory wykorzystano funkcjonalne UCNPs w terapii PDT
w celu wzmocnienia efektu EPR w guzach gleboko osadzonych [84].

Badane w niniejszej pracy nanoczgstki zachowywaty si¢ bardzo stabilnie w cytoplazmie
komorek i nie wykazywaly zmian w morfologii. Analiza morfologii oraz obecno$ci
nanoczastek w komorkach zarejestrowana przy pomocy mikroskopii elektronowej, dostarczyta
rozleglej wiedzy z zakresu nauk materiatowych, fizycznych, chemicznych, biologicznych oraz
biomedycznych. Wpisuje si¢ to w bardzo aktualne trendy badan dotyczacych stabilnosci
nanomateriatow w uktadach biologicznych. Coraz wigcej doniesien literaturowych wskazuje,
ze nanostruktury pod wptywem dziatania czynnikéw biologicznych moga zmienia¢ swoje
wiasciwosci fizykochemiczne. Zrdznicowane warunki panujace w komorkach tj. zmiany pH
srodowiska endosomalnego (endosomy wczesne pH=6,5, endosomy p6zne pH=5,5), czy tez
kwasne pH oraz wysoki poziom enzymow hydrolitycznych w lizosomach (pH=4,5), moga
negatywnie wptywaé na struktur¢ nanoobiektow, a nawet prowadzi¢ do degradacji catych
nanoczastek lub ligandéw pokrywajacych ich powierzchni¢ [288,289].

Lepsze zrozumienie oddzialywan zachodzacych w uktadzie nanoczastka-komorka jest
bardzo istotne nie tylko dla zastosowan biomedycznych, ale réwniez kwestii zwigzanych
z bezpieczenstwem stosowanych nanomateriatdw. W celu rozwoju bezpiecznych 1 wydajnych
nanosystemow na potrzeby medycyny, nalezy uwzgledni¢ wiele czynnikoéw: (1) wlasciwosci
fizykochemiczne NPs (np. rozmiar, ksztalt, fadunek powierzchniowy i chemia powierzchni)
[290]; (2) stabilnos¢ koloidalng w roztworach; (3) szybkos¢ degradacji czy usuwania (4)
biokompatybilno$¢; (5) bioakumulacje¢; (6) droge podania (np. dozylna, doustna, inhalacyjna,
transdermalna) oraz (7) rodzaj komorki docelowej lub tkanki [291-293].

Mechanizm zaangazowany w pobieranie NPs wptywa bezposrednio na ich pdzniejsza
lokalizacje¢ wewnatrzkomorkowa. W zwigzku z tym, zrozumienie dystrybucji NPs i ich
lokalizacji w okre§lonych strukturach, jak endosomy, lizosomy lub inne, jest istotne dla
opracowania efektywnego systemu dostarczania lekéw. Takie strategie oparte sg na mozliwosci
uwalniania lekow pod wptywem zmiany pH $rodowiska, w ktorym znajduja si¢ nanoczastki
[294].
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Obecnie, dostepnych jest kilka metod badania transportu nanoczastek zarowno do, jak
i w komorkach. Wigkszo$¢ klasycznych podej§é opiera si¢ na metodzie zablokowania
okreslonego portalu dla nanoczastek, okreslajac w ten sposob jego udziat w pobieraniu NPs do
komorek. Takie podejscie obejmuje  wykorzystanie selektywnych  inhibitorow
farmakologicznych, interferencji RNA lub przejSciowego zablokowania ekspresji kluczowych
bialek zaangazowanych w endocytoze [295].

Chemiczne inhibitory endocytozy sg szeroko stosowane do badania $ciezek endocytozy,
specyficznie zaangazowanych w pobieranie nanomaterialéw. Ich dziatanie jest szybkie i czesto
odwracalne po usunigciu inhibitora. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze chemiczne inhibitory
endocytozy prawie nigdy nie sg w stanie w pelni zablokowac¢ jednej $ciezki endocytozy, a dluga
ekspozycja lub zbyt wysokie stezenie moze wywotywaé toksyczno$é komorkowsa [296,297].
W  prowadzonych przeze mnie badaniach interakcje zachodzace pomigdzy UCNPs
a komorkami badano po 2 godzinach od momentu podania nanoczastek do hodowli
komorkowych (poprzedzonych 30 minutowa inkubacja z wybranymi inhibitorami endocytozy).
Uzyskane wyniki wiasne, jak rowniez aktualne dane literaturowe wykazaty, ze byt to
optymalny czas dla efektywnej internalizacji nanoczastek oraz ekspozycji na inhibitory do
oceny procesOw endocytozy zachodzacych w uktadzie nanoczastka-komorka [207,298].

Trudno okresli¢ doktadny czas dziatania inhibitorow. Z tego powodu, postanowiono
oceni¢ internalizacj¢ UCNPs w obecnos$ci wybranych inhibitorow endocytozy (azydek sodu,
roztwor sacharozy, temperatura 4°C) przez 1 godzing. Po tym czasie, komodrki Hela
Zinternalizowaty o ponad potow¢ mniej UCNPs w przypadku azydku sodu i w 4°C oraz ~30%
mniej w przypadku sacharozy w poroéwnaniu do komorek kontrolnych. Jednak, ilos$¢
zinternalizowanych UCNPs moglaby by¢ inna, gdyby ekspozycja na UCNPs 1 inhibitor trwata
przez 2 godziny, tak jak w przypadku kontroli. Dutta i wsp. w swoich badaniach obserwowali
blokowanie endocytozy w komoérkach HeLa po 10 minutach od podania inhibitora. Natomiast
przywrocenie komérkom zdolnosci do ponownej internalizacji nastepowato po uptywie
1 godziny od momentu usuni¢cia inhibitora [299]. Te obserwacje potwierdzajg sensownos¢
w wyborze schematu postepowania z inhibitorami.

Azydek sodu oraz inkubacj¢ w niskiej temperaturze zastosowano, aby zahamowaé
wszystkie procesy transportu zalezne od energii. Jak powszechnie wiadomo, niska temperatura
obniza aktywno$¢ metaboliczng komorek, natomiast azydek sodu blokuje wytwarzanie ATP
poprzez zaktocanie glikolitycznych 1 oksydacyjnych szlakow metabolicznych w komorkach.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze pobieranie nanoczastek NaYF4:20%Y b3, 2%Ers*
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byto procesem zaleznym od energii, a jego zahamowanie znaczgco ograniczato ich pobieranie
przez komorki HelLa.

Zaobserwowano dwa gléwne mechanizmy endocytozy, przebiegajacej z udziatem
klatryny oraz z udziatem kaweoli. Swiadcza o tym licznie wystepujace pecherzyki endocytarne
pokryte klatryng, badz nie. Dodatkowo, obecno$¢ nanoczgstek obserwowano w zaglgbieniach
btony komodrkowej, we wezesnych endosomach, w péznych endosomach przemieszczajacych
si¢ okolicg okolojadrowa oraz w lizosomach. Taki obraz jest charakterystyczny dla
endocytarnego transportu wewnatrzkomorkowego nanoczastek zamknietych po internalizacji
w uktadach pecherzykowych. Na podstawie jedynie obserwacji TEM, nie mozna bylo jednak
okresli¢ gltownego mechanizmu odpowiedzialnego za endocytoz¢ tych nanoczastek.
Przedstawione wyniki $wiadczg o udziale kilku mechanizméw endocytozy, ale aby wlasciwie
oceni¢ wplyw inhibitoroéw, potrzebne sg starannie dobrane warunki eksperymentu i kontrole
(dawka i czas dziatania inhibitora). To pozwoli wykazaé skuteczno$¢ w dziataniu inhibitoréw,
a takze wykluczy¢ ich toksyczne dziatanie.

Uzyskane wyniki dostarczyly réwniez dokladnych informacji na temat lokalizacji
badanych nanoczastek. Obserwacje mikroskopowo-elektronowe wykazaty, ze nanoczastki byty
przekazywane z endosomow do lizosomow, co moze wskazywa¢ na mechanizm obronny
komorki, w celu usunigcia nanoczastek z jej wnetrza. Ponadto, nanoczastki byly bardzo
aktywnie pobierane przez komorki, a wydajny transport do komodrek jest podstawowym
kryterium przy wyborze nanomateriatdéw do zastosowan biologicznych. Obecnie wiadomo, Ze
prawie wszystkie nanono$niki pobierane przez komorke na drodze endocytozy sa kierowane
gtownie do organelli degradujacych, znanych jako lizosomy [135,137,138]. Szczegoélnie,
bardzo czesto kierowane sg do lizosomow nanoczastki, ktore przedostaja si¢ do komorki na
drodze endocytozy za posrednictwem klatryny [136,138,140]. Badania lokalizacji
jednoznacznie potwierdzity, ze bez wzgledu na czas inkubacji UCNPs gromadzily sie¢
w endosomach 0 réznym stopniu dojrzatosci (endosomy wczesne, endosomy pozne/ciata
wielopecherzykowe). Brak wyraznej toksycznosci wskazuje, ze nanoczastki prawdopodobnie
byly bardzo dynamicznie pobierane i usuwane z komodrek. Brak dowodow na ich akumulacje
w innych organellach komérkowych np. mitochondriach, moga sugerowa¢ brak znaczacego
zaklocenia w funkcjach biologicznie zwigzanych z metabolizmem komorki. Jest to wazny
wynik odno$nie przysziego zastosowania nanoczgstek jako potencjalnego $rodka
teranostycznego [300]. Jednoczes$nie uzyskane wyniki wskazujg, ze UCNPs nie gromadzg si¢
w cytoplazmie komorek, nawet w trakcie ich transportu wewngtrzkomoérkowego lub podczas

ich usuwania z komorek. Wyklucza to rowniez przenikanie UCNPs przez blong komodrkowa
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za pomocg transportu biernego, co jest wazng informacjg w kontekscie ich kontrolowanego
dostarczania. Do tej pory jednak ukazaty si¢ nieliczne prace dokumentujagce mechanizm
endocytozy oraz wewnatrzkomorkowa obecnos¢ nanoczastek NaYFs w  strukturach
endosomow [301]. Jedno badanie przeprowadzone przez Jin i wsp. sugerowato, ze UCNP
pokryte polietylenoiming (PEI) wnikaja do komorek ssakow poprzez endocytoze
za posrednictwem klatryny [278].

Pierwsze doniesienia dotyczace tematu internalizacji wskazywaty, ze UCNPs sa
internalizowane najprawdopodobniej na drodze endocytozy, zaktadajac, ze jest to glowny
mechanizm, na drodze ktoérego nanoczgstki sg pobierane przez komorki. Sadzono jednak,
ze jest to niespecyficzna endocytoza, poniewaz na powierzchni nanoczastek nie byto zadnych
specyficznych ligandéw, ktéore moglyby wigzaé si¢ z receptorami na powierzchni blony
komorkowej. Biorac, jednakze pod uwage typowy rozmiar badanych wowczas UCNPs (ok. 40
nm z powloka PEG-fosfolipidowg), istotnym mechanizmem zaangazowanym w internalizacj¢
byta prawdopodobnie pinocytoza (z wyjatkiem makropinocytozy), chociaz trudno stwierdzic,
czy dotyczyta ona endocytozy za posrednictwem klatryny, czy tez kaweoli [302].

Obecnie wiadomo, ze obecnos¢ specyficznego liganda na powierzchni NPs nie jest
wymagana do tego, aby zostal aktywowany konkretny szlak endocytozy. Jednakze, jak juz
wspomniano, jest to wieloczynnikowa zaleznos$¢ i wyniki z badan internalizacji uzyskane dla
danego typu NPs nie sg uniwersalne dla pozostatych typow nanoczgstek.

W przeciwienstwie do wynikow przedstawionych w pracy (kolokalizacja z endosomami
i lizosomami), Liab i wsp., wykazali lokalizacje NaYF4:20%Yb%" 2%Er** UCNPs
w cytoplazmie, lizosomach lub mitochondriach, zaréwno komorek prawidlowych jak
i nowotworowych. Wedlug autorow, UCNPs o dodatnim potencjale powierzchniowym
przemieszczaty si¢ z lizosomoéw do cytoplazmy, a nastgpnie do mitochondriow [303]. Wydaje
si¢ jednak, ze na podstawie zaprezentowanych w cytowanej referencji obserwacji
w mikroskopie konfokalnym mozna jedynie spekulowa¢ o obecnosci UCNPs
w mitochondriach, poniewaz nie zostalo to potwierdzone w innych publikacjach. Ponadto,
te same nanoczastki poddano takze funkcjonalizacji trzema réZznymi polimerami celem
uzyskania UCNPs o dodatnim, ujemnym oraz neutralnym potencjale powierzchniowym.
Jak w podobnych tego typu doswiadczeniach, badacze zaobserwowali proces internalizacji
UCNPs zalezny od wartosci potencjalu powierzchniowego, przypisujac efektywna
internalizacj¢ UCNPs o potencjale dodatnim lub neutralnym [303].

W innym badaniu, heksagonalne nie funkcjonalizowane UCNPs NaYF4:Yb%* Er¥*

(40 nm) oraz po funkcjonalizacji polimerami takimi jak: diwodorofosforan 2-aminoetylu (AEP)
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(UCNP-AEP), kwas poliakrylowy (PAA) (UCNP-PAA) oraz polialliloamina (PAAmM) (UCNP-
PAAmM), oceniano na ludzkich komoérkach raka piersi MCF-7 i mysich fibroblastach 3T3
ze wzgledu na warto$§¢ ich potencjalu powierzchniowego, ale bez uwzglednienia ich
wewnatrzkomoérkowej kolokalizacji. UCNP-PAAm o dodatnim potencjale byly najefektywniej
pobierane przez komorki, ale takze charakteryzowaly si¢ najwigkszg cytotoksycznoscig [304].
Niestety, coraz cz¢sciej pojawiajg si¢ doniesienia, ze UCNPs funkcjonalizowane polimerami
w celu uzyskania hydrofilowosci i biokompatybilno$ci, wykazuja wigksza cytotoksyczno$¢ niz
UCNPs z niemodyfikowang powierzchnig (ang. bare-UCNPSs) [305,306].

W przeprowadzonych przez mnie badaniach, dla uzyskania hydrofilowosSci
i przeniesienia otrzymanych UCNPs z cykloheksanu do wody, wybrano podejscie polegajace
na odlaczeniu ligandéw kwasu oleinowego z ich powierzchni. Je$li stosowane grupy
powierzchniowe sg stabo skoordynowane, to takie UCNPs moga by¢ potencjalnie toksyczne.
Stwierdzono, Zze w ocenie rzeczywistej toksyczno$ci istotne jest nie tylko rozwazenie
potencjalnej toksyczno$ci samych nanomateriatow, ale takze udzialu ligandow
powierzchniowych uzywanych do funkcjonalizacji, a nawet sposobu, w jaki sg one wigzane
z powierzchnig NPs. W zalezno$ci od typu nanoczastek i rozpuszczalnika, w ktoérym sg
zdyspergowane, obecno$¢ odpowiedniego liganda powierzchniowego jest wazna, poniewaz
moze nie tylko zapewni¢ stabilno$¢ nanoczastek, ale takze zapobiega¢ ich agregacji
w roztworze. Wybor odpowiedniego liganda na powierzchni NPs jest uwzgledniany przy
okreslaniu ich stabilno$ci, a takze coraz cz¢$ciej, przy ocenie toksycznych skutkéw w uktadach
biologicznych [264]. Natomiast w przypadku biofunkcjonalizacji nanomateriatow powstaje
specyficzne polaczenie z wybrang strukturg, bez wywotywania efektu toksycznosSci
komorkowej [307].

Odrebnym zagadnieniem jest usuwanie nanomateriatdw z komorek. Jest to proces
bardzo trudny do zobrazowania ze wzgledu na specyfike procedur przygotowania preparatow
mikroskopowych. Dotyczy to zwlaszcza preparatyki materialu badawczego do obserwacji
mikroskopowo-elektronowych. Zawiera ona liczne wirowania probki, przez co materiat jest
wielokrotnie ptukany z pozostaloSci  stosowanych odczynnikow, a w tym
niezinternalizowanych nanoczastek lub tych, ktore byly zwigzane z btong komorkowa. Do tej
pory nieliczni badacze udokumentowali ten proces, a obserwacje gltownie dotyczyly
obrazowania przy pomocy mikroskopu konfokalnego lub fluorescencyjnego oraz pomiaru
widm luminescencji z pozywki zebranej z hodowli komdrkowej po ekspozycji na NPs (po
wczesniejszym usunigciu starej pozywki z niezinternalizowanymi NPs) [301]. Nie wydaje si¢

to jednak zbyt wiarygodng metoda pomiaru obecnosci NPs, ze wzgledu na ich niewielki
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rozmiar, a przez to zdolno$¢ do agregacji oraz zachodzace odziatywania elektrostatyczne, ktore
powoduja, ze NPs moga si¢ przykleja¢ do sprzetu laboratoryjnego (szalki, tipsy, proboéwki).

Badania nad usuwaniem nanomaterialow z komorek lub tkanek sa istotne z punktu
widzenia bezpieczenstwa terapii, dlatego strategie ich projektowania powinny uwzglednia¢
degradacje nanomateriatu lub jego egzocytoz¢. Ponadto, w przypadku, gdy nie stosuje si¢
biodegradowalnego nanonos$nika, po spetnieniu swojej funkcji (np. dostarczeniu leku), musi on
zosta¢ usuniety z komorki, nawet, jesli nie jest cytotoksyczny. Jednakze biodegradacja i/lub
egzocytoza nanomaterialow, czesto sg pomijane w wielu badaniach [308].

Badania interakcji zachodzacych pomiedzy nanoczastkami a komodrkami sg
eksperymentami trudnymi w interpretacji, poniewaz jest bardzo duzo zmiennych, ktére nalezy
bra¢ pod uwagg. Po potwierdzeniu efektywnej internalizacji NPs, dobrze przeprowadza¢ takie
eksperymenty, bazujac na krotkich okresach ekspozycji na NPs. Po wielogodzinnej np. 24- lub
48-godzinnej ekspozycji nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy obserwowane nanoczastki
w komorce, to NPs, ktore nie zostaly jeszcze z niej usunigte, czy tez NPs, ktore zostaly usuniete
przez komorke i zostaty przez nig lub sasiednig komorke ponownie pobrane. Wraz z dtugoscia
czasu inkubacji, wzrasta roéwniez liczba komorek. Dzielace si¢ komorki prawdopodobnie moga
przekazywa¢ nanoczastki komoérkom potomnym. Istnieje takze prawdopodobienstwo,
ze nanoczastki w ogoéle nie zostaly zinternalizowane przez komorki.

Elektronogramy wykonane po 24-godzinnej inkubacji, wykazatly, ze komorki nie byly
przeladowane nanoczastkami. Moze to §wiadczy¢, ze tylko niewielki procent z podanego
stezenia UCNPS jest pobierany przez komorki i zatrzymywany w ich wnetrzu. Efektywny
transport nanomaterialow jest waznym czynnikiem, poniewaz poszukiwane s3g takie
nanostruktury, ktore po spetnionej funkcji bedg tatwo usuwane z organizmu, nie rozpadajac si¢
1 nie uwalniajac toksycznych pierwiastkow. Znajomos$¢ szlakow transportu UCNPs w komorce
umozliwi ich wykorzystanie pod katem konkretnych zastosowan. Nie ma réwniez ryzyka,
ze UCNPs beda gromadzity si¢ w mitochondriach, ktére sa centrami energetycznymi komorki,
czy tez w jadrze komorkowym, generujac w ten sposob uszkodzenia komorkowe. Na podstawie
testow oceniajacych zywotno$¢ komorek oraz st¢zenie wolnych rodnikéw, mozna wnioskowac,
ze obecno$¢ badanych nanoczastek w komorkach wywotuje znikoma cytotoksycznos¢, ktorej
nie towarzyszg zmiany ultrastrukturalne. Na podstawie analizy ultrastrukturalnej, mozna
przypuszczaé jednak, ze obecno$¢ UCNPs moze aktywowaé procesy autofagii, co sugeruja
liczne figury autofagalne (autofagolizosomy).

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, badania przeprowadzone na potrzeby pracy

pozwolily na pierwsza, tak wnikliwa wizualizacj¢ subkomorkowej lokalizacji nanoczastek
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NaYFs wykonang przy pomocy obserwacji mikroskopowo-elektronowych. Do tej pory gtownie
lokalizacj¢ nanoczastek NaYFs udokumentowano gtownie przy pomocy technik mikroskopii
fluorescencyjnej lub konfokalnej [74,309,310], a w momencie planowania badan nie bylo
informacji na temat doktadnej kolokalizacji UCNPs. Aktualnie pojawiaja si¢ prace na temat
wewnatrzkomorkowej lokalizacji UCNPs zgodne z naszymi wynikami [300]. Ponadto,
dotychczasowe badania oparte na UCNPs stosowane do pomiaru wewnatrzkomorkowego pH
nie okreslaty ilosciowo kolokalizacji z endosomami lub lizosomami ani nie badaty
mechanizmow endocytozy tych nanomaterialow. Autorzy bazujac na wczesniejszych
doniesieniach, w ktorych zaktadano, ze UCNPs sg internalizowane na drodze endocytozy za
posrednictwem klatryny [91], sugeruja jednak, ze modyfikacja nanoczastek poprzez dotgczenie
do ich powierzchni np. barwnika moze wptywaé na proces pobierania (szlak endocytozy),
co jest spojne z aktualnymi zatozeniami. Znajomo$¢ mechanizmu pobierania nanoczastek
z barwnikiem przez komoérki jest bardzo istotna, poniewaz pozwala na monitorowanie
dostarczania lekow w badaniach. Zaprojektowane w tym celu nanoczujniki, ktore
wykorzystywatyby szlak endocytozy za posrednictwem klatryny, nie bylyby w stanie wykry¢
pH w endosomach lub lizosomach zawierajacych leki wchodzace poprzez szlak endocytozy za
posrednictwem kaweoli [298].

Dostgpne dane wskazuja, ze nadal brakuje informacji na temat szczegdétowych
mechanizmow endocytarnych aktywowanych dla danego typu NPs. Gtownym problemem jest
niespojnos¢ wynikow badan prowadzonych w réznych osrodkach, co jest odzwierciedleniem
ztozonych oddziatywan zachodzacych pomigdzy nanomateriatami a uktadami biologicznymi,
a takze bardzo odmiennych wiasciwosci fizykochemicznych roznych typéw NPs. Wybor
optymalnego eksperymentu do oceny tych oddziatywan jest niezwykle istotny. Nalezy wzigé
pod uwage wybor linii komoérkowej 1 wprowadzenie bardziej selektywnych inhibitorow
endocytozy, a takze precyzyjne iloSciowe oznaczenie wewnatrzkomoérkowej liczby NPs oraz
ich lokalizacji subkomoérkowej. W takiej konfiguracji eksperymentalnej potaczenie réznych
podej$¢ do oceny pobierania nanoczgstek 1 aktywacji specyficznych $ciezek endocytozy jest
wysoce uzasadnione. Wigkszo$¢ inhibitorow moze wptywaé jednoczes$nie na inne szlaki
endocytozy, a sama ekspozycja na inhibitory moze wywotywaé dziatanie cytotoksyczne [291].
Co wiecej, nawet dla tego samego typu NPs, chemiczne modyfikacje powierzchni (r6zne grupy
chemiczne na powierzchni), dotaczanie réznych ligandow (w celu zwigkszenia ukierunkowania
komorkowego, ang. cellular targeting) moga znacznie zmienia¢ droge ,,wejécia” (ang. cellular
entry pathway). Bardzo utrudnia to przewidywanie tempa i zakresu transportu do komorek NPs

0 odmiennym charakterze fizyko-chemicznym. Ponadto, NPs o tych samych modyfikacjach
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chemicznych (cechach fizyko-chemicznych) moga by¢ inaczej pobierane przez roézne typy
komorek. Ten fakt moze by¢ zwiazany z r6znym sktadem lipidoéw, biatek i weglowodandéw
zewnetrznej czgéci blony komorkowej w komorkach réznego pochodzenia. To dodatkowo
komplikuje opracowanie wspolnych zasad, ktorych nalezy przestrzegaé, aby projektowac
wydajne i bezpieczne NPs [139]. W przysztosci projektowanie wydajnych nanosystemow
dostarczania lekow powinno si¢ opiera¢ na doborze odpowiednich grup funkcyjnych na
powierzchni NPs, istotnych dla ich pobierania. Nalezy rowniez bra¢ pod uwage drogi aktywacji
uruchomione przy selektywnym dostarczaniu NPs do okreslonych typow komorek.

Przysztos¢ w zakresie udoskonalenia celowanych terapii w nanomedycynie opiera si¢
na projektowaniu nowych narzedzi badawczych zdolnych do przezwycig¢zenia pozostatych luk
w wiedzy, zwigzanych ze ztozonymi oddzialywaniami nanoczgstka-uktad biologiczny (nano-
bio), procesami ich endocytozy oraz doktadnym rozréznieniu migdzy $ciezkami endocytozy.
Glowne ograniczenia w stosowaniu NPs in vivo do celéw biomedycznych, wynikaja z istnienia
wielu czynnikow, czgsto pomijanych w badaniach in vitro (wyzsza zawartos¢ i wigksza
ztozono$¢ surowicy, przeptyw krwi [311]). Dokladna analiza potencjalnych interakcji
nanoczastek z substancjami obecnymi w fizjologicznym mikrosrodowisku jest kluczowa do
udoskonalenia ich dostarczania in vivo. Swiadomo$¢ wieloczynnikowych zaleznosci oraz
dogtebne zrozumienie interakcji nano-bio, a takze sposob, w jaki zachodzi internalizacji NPs,

sg kluczowe dla pomyslnego wdrozenia nanoczgstek w nanomedycynie [291].

5.3.  Cytotoksycznos¢ UCNPs in vitro i in vivo

Liczne badania dedykowano ocenie potencjalnie toksycznego wpltywu nanoczastek
konwertujgcych energie w gorg NaYFs w warunkach in vitro oraz in vivo sugerujac niski indeks
toksycznosci  [74,300,309,312,313]. Badania cytotoksyczno$ci w niniejszej pracy
przeprowadzono w znacznie szerszym zakresie niz rutynowo opisywane w literaturze testy
zywotno$ci komorek. Oprocz trzech testow cytotoksycznosci (MTT, Presto Blue, Live/Dead),
dokonano dodatkowo analizy ultrastrukturalnej poszczegolnych komponentéw komérkowych.
Uzyskane wyniki pokazaty, Ze nanoczgstki NaYF4:20%Yb**,2%Er¥*wywolywaty znikomg
cytotoksycznos¢, ktorej nie towarzyszyly znaczace zmiany morfologiczne w badanych liniach
komoérkowych 1 w zakresie testowanych stezen. Wybrane do pracy stezenia UCNPs
NaYF4:20%Yb3* 2%Er®* byly znacznie nizsze od tych opisywanych w literaturze, a ich wyboér
podyktowany byl wynikami uzyskanymi na podstawie oceny mikroskopowo-elektronowej oraz
w mikroskopie konfokalnym. W przedstawionych elektronogramach komorek, nanoczastki

(o optymalnym stezeniu 1 ug/ml) zawsze byly obserwowane w ich wnetrzu. Oznacza to,
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ze we wnetrzu calej komorki wystepowato znacznie wigcej nanoczastek niz to ilustrujg
przedstawione obrazy (be¢dace jedynie pojedyncza plaszczyzng uzyskang z przekroju catej
komorki). Porownywalnie, w analizie konfokalnej wykazano obecno$¢ nanoczastek (1 pg/ml)
dzigki unikalnym wlasciwosciom luminescencyjnym po pobudzeniu laserem podczerwonym
(980 nm). W zwiazku z uzyskanymi wynikami mikroskopowymi, nie wydaje si¢ zasadnym
celowe przeladowanie komorki bardzo wysokimi st¢zeniami, co mialoby wpltyw na ich
toksyczno$¢. Zbyt wysokie dawki testowane w badaniach in vitro na komorkach nie znajduja
réwniez wiarygodnego przetozenia w uktadach in vivo.

Przeprowadzone do tej pory badania, majace na celu okreslenie potencjalnej
toksycznosci nanoczastek in vivo, dotyczyly gtownie matych zwierzat [312-315] i roslin
[316,317]. Natomiast, badania nad biodystrybucja UCNPs NaYF4:Yb,Er@SiO>
in vivo wykazaly zalezno$¢ od drogi podania nanoczastek. Zhou i wsp. dowiedli,
ze NaYF4Yb,Er@SiO2 po podaniu doustnym gtéwnie kumulowaty si¢ w kosciach, zotadku

i jelitach, podczas gdy podane dozylnie obserwowane bylty w watrobie i §ledzionie [313].

5.4. Oddzialywania UCNPs z komérkami skrawkéw hipokampa

Organotypowe hodowle skrawkow mozgu sg uzytecznym narz¢dziem pozwalajagcym na
badanie procesow fizjologicznych i farmakologicznych wtasciwosci testowanych substancji
w tkankach [318], mechanizméw komoérkowych i molekularnych lezacych u podstaw zaburzen
CNS oraz oceny potencjalnych metod leczenia takich chordb [319]. Ponadto, modele skrawkow
mozgu maja przewage nad innymi modelami in vitro, poniewaz zachowuja cytoarchitekture
i mikrosrodowisko tkanki in vivo. Najczgéciej hodowanym w warunkach in vitro obszarem
mozgu jest hipokamp [318]. Zastosowanie modeli, takich jak eksplanty tkankowe (skrawki),
wydaje si¢ by¢ doskonalym etapem posrednim do obserwacji zmian wywolanych obecno$cia
nanomateriatbw w tkankach i testowania nowych strategii terapeutycznych in vitro (dobrze
odzwierciedlaja badania in vivo). Taki model eksperymentalny pozwala uzyskaé¢ informacje na
temat procesOw zachodzacych w warunkach kontrolowanych. Jednoczesnie jest bardziej
zaawansowang formg modelu badawczego niz model in vitro. Zastosowanie
eksperymentalnego modelu ex vivo umozliwia poréwnanie zjawisk zachodzacych w strukturze
tkanek w warunkach pozaustrojowych. Model OHSC zapewnia kompleksowe zbadanie
interakcji, nie tylko czesto badanych w tym kontekscie neurondéw, ale réwniez catej tkanki
nerwowej ex Vvivo. Poznanie mechanizmow internalizacji nanoczastek oraz ich wptywu na
morfologie tkanek, jest kluczowe dla rozwoju nowych terapii komoérkowych chorob

zwigzanych z tym obszarem moézgu. Majac to na uwadze, zaprojektowanie i uzyskanie
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nanoczgstek petnigcych funkcje nano-systemow dostarczania substancji aktywnych do mozgu
w kontrolowany sposob, mogloby poprawi¢ skutecznos¢ stosowanych terapii.

Celem potwierdzenia mozliwosci internalizacji UCNPs przez inne typy komorek niz
HelLa i HEK293, dokonano analizy mikroskopowo-elektronowej w modelu organotypowej
hodowli skrawkow hipokampa (OHSC). Ze wzgledu na to, zbadano wptyw UCNPs na komorki
skrawkow hipokampa w kilku wariantach (UCNPs w pozywce hodowlanej lub natoZzone na
gorng powierzchni¢ skrawkéw) i w zakresie réznych stezen nanoczastek. W wariancie
z UCNPs znajdujgcymi si¢ w pozywce, internalizacj¢ nanoczgstek obserwowano jedynie
w przypadku hodowli zawierajgcych ich wysokie stezenia (powyzej 10 pg/ml). Natomiast
w wariancie bezposredniego podania UCNPs na skrawki, uzyskano wyniki wskazujgce na
aktywna internalizacj¢ badanych nanoczastek w zakresie wszystkich testowanych stezen.
Analiza uzyskanych obrazow mikroskopowo-elektronowych po 24-godzinej inkubacji
skrawkéw z nanoczastkami dodanymi w stezeniu 10 pg do pozywki hodowlanej, wykazata
réwniez znaczng akumulacje¢ duzych kompleksow UCNPs, ktore nie zostaly zinternalizowane
przez komorki. Wydaje si¢ by¢ to zwigzane z utrudnionym dostepem nanoczastek z pozywki
do skrawkow. Obecnos¢ duzych kompleksoOw nanoczastek poza komodrkami, mogla by¢
rowniez zwigzana z krotkim czasem inkubacji, przez co wigkszo§¢ nanoczastek
prawdopodobnie nie zdazyta wej$¢ w kontakt z komorkami. Na uwage zastuguje jednak fakt,
ze analizowane nanostruktury znajdowaty si¢ w bliskim sgsiedztwie komoérek 1 pomiedzy nimi,
co sugeruje prawdopodobienstwo oddziatywan z receptorami znajdujacymi si¢ w blonie
komorkowej prowadzaca w nastepstwie do ich internalizacji. Przemawia za tym fakt obecnosci
zaglebien w btonie komdrkowej w miejscach kontaktu z nanoczastkami.

Zastosowany wariant z bezposrednim nalozeniem nanoczastek na skrawek, okazat sie
skuteczny 1 efektywny. Uzyskane elektronogramy potwierdzity rowniez wystgpowanie duzych
skupisk nanoczastek zamknietych wewnatrz struktur pecherzykow obecnych w komorkach
nerwowych. Nanoczastki wystepowaty w endosomach wczesnych, a takze endosomach
poznych. Obecnos$¢ nanoczastek wykazano roéwniez wewnatrz lizosoméw oraz duzych
autofagolizosomow. Podobnie, jak w modelu in vitro nie obserwowano obecnosci ,,wolno”
wystepujacych nanostruktur w cytoplazmie, ani w innych organellach czy tez jadrze
komoérkowym. Taki obraz wskazuje, ze nanoczastki byty transportowane do wnetrza komorek
na drodze procesu endocytozy, co sugeruja nie tylko liczne pecherzyki i pecherzyki (endosomy)
zawierajgce UCNPs, ale rowniez pofaldowana btona komorkowa z licznymi zaglebieniami
w miejscach kontaktu z nanoczastkami. Tak licznych zmian w strukturze btony komoérkowe;j

swiadczacych o aktywnie zachodzacym procesie endocytozy nie obserwowano w skrawkach
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nietraktowanych nanoczastkami. Internalizacja nanoczastek przebiegata prawdopodobnie
gldwnie na drodze endocytozy klatrynozaleznej oraz endocytozy za posrednictwem kaweoli,
na co wskazuja zaglgbienia w blonie komorkowej z charakterystyczng warstwa klatryny
dookota formujacego si¢ pecherzyka, oraz tworzace si¢ zaglgbienia w postaci kaweoli.

Przeprowadzone obserwacje pozwolily na sformutowanie hipotezy, ze w zastosowanym
modelu OHSC nanoczastki NaYFs sa pobierane przez komorki hipokampa, jedynie
w warunkach swobodnego i nieograniczonego technicznie dostepu do tkanki. Uzyskany wynik
pozwala przypuszczac, ze opracowany system dostarczania nanoczastek z wykorzystaniem
modelu OHSC moze sta¢ si¢ skuteczng metodg do testowania rdznych strategii terapeutycznych
chorob neurologicznych z wykorzystaniem nanostruktur. Duze nadzieje, dotyczace zastosowan
UCNPs poktada si¢ w mozliwosci obrazowania mozgu, ze wzgledu na ich wyjatkowe
wiasciwosci optyczne, umozliwiajace obrazowanie na glebokosci ponizej centymetra w zywej
tkance. Dodatkowo, badany material (zatopiony fragment tkanki hipokampa w bloczku
z zywicy epoksydowej) dokrajano kilkukrotnie, aby na podstawie analizy wynikéw
dotyczacych roznic w pobieraniu UCNPs we fragmentach pochodzacych z glebszych rejonow
analizowanej probki, potwierdzi¢ ich obecno$¢ i dystrybucje¢ do glebszych rejonéw skrawka.
Pojedynczy, analizowany elektronogram TEM komorek skrawkéw hipokampa jest jedng
plaszczyzng o grubosci ok. 40-60 nm z przekroju poprzecznego fragmentu badanej tkanki
o lacznej grubosci 400 um. Pozwolilo to stwierdzi¢, ze nanoczastki (podane w wysokich
stezeniach) nie tylko sg dynamicznie pobierane przez komorki, ale rowniez transportowane
w jej glebsze poziomy. Ponadto, duze aglomeraty niezinternalizowanych nanoczastek
zgromadzity si¢ pomigdzy wolnymi przestrzeniami wokol komorek. Brak jest dostgpnych
w literaturze badan dotyczacych obserwacji mikroskopowo-elektronowych, w ktérych mozemy
dogtebnie oceni¢ morfologi¢ skrawkow eksponowanych na nanomateriaty. Dotyczy to réwniez
informacji uwzgledniajacych wewnatrzkomorkowa lokalizacje. Nieliczne prace potwierdzilty
obecno$¢ nanoczastek w hodowli skrawkow hipokampa przy pomocy TEM. Badania te
dotyczyty kropek kwantowych biofunkcjonalizowanych peptydem Pamll (CL4 QD-Palml),
ktory specyficznie wigzal si¢ z neuronami [320], w badaniach nad neuroprotekcyjnym
mechanizmem dzialania nanoczastek CeO> na skrawkach hipokampa w mysim modelu
niedokrwienia mozgu [321], takze dystrybucji niepokrytych Zadnym ligandem
powierzchniowym nanoczastek srebra (AgNPs), ktore lokalizowaty si¢ w cytoplazmie komorek
(OHSC szczura) [322].

Wyniki badan wilasnych nad dystrybucja UCNPs w hodowli skrawkow hipokampa

wykazaty, ze zdolno$¢ do penetracji komorek skrawkoéw i1 efektywnos$¢ pobierania
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otrzymywanych nanomateriatow sg cechg naturalng nanoczgstek do swobodnego wchodzenia
do komorek i akumulacji w wybranych organellach wewnatrzkomérkowych. Taka analiza na
podstawie rekonstrukcji przekroju tkanki pozwala uzyska¢ znacznie wigcej obserwacji
1 wynikdw niz obrazowanie innymi metodami (np. mikroskopia konfokalna), co oznacza,
ze obrazowanie z wykorzystaniem TEM jest kluczowa technikg 1 tzw. ztotym standardem (ang.
gold standard) w analizach mikroskopowych obiektow o rozmiarach nanometrycznych.

W kolejnym etapie eksperymentu przy pomocy transmisyjnej mikroskopii elektronowej
zostala oceniona morfologia i1 cechy ultrastrukturalne elementéw komoérkowych skrawkéw po
ekspozycji na wybrane st¢zenia nanoczgstek. Obecnos¢ UCNPs w komoérkach skrawka wigzata
si¢ z niewielka toksycznos$ciag w zakresie testowanych stezen i dtugosci czasu ekspozycji
na nanoczgstki. Nalezy takze uwzgledni¢ fakt, ze zastosowany model jest wysoce wymagajacy
1 bardzo czuly na wszelkie zmiany w hodowli. Dlatego, ze wzgledu na liczne trudnos$ci
techniczne i1 utrzymanie hodowli skrawkéw w dobrej kondycji na czas trwania eksperymentow,
zdecydowano si¢ na przeprowadzenie analiz tylko na tygodniowych skrawkach i czasowej
inkubacji z UCNPs nie dtuzszej niz 24 godziny. Podjete proby diuzszej ekspozycji skrawkow
na UCNPs, wykonane na 2-tygodniowych skrawach oraz poddane 48-godzinnej ekspozyciji,
tacznie z wariantami kontrolnymi (bez nanoczastek) byty niemozliwe do oceny ze wzgledu na
niezadowalajaca jakos$¢ skrawkow. Przy czym, wszystkie warianty eksperymentalne
wykonywane byly w co najmniej trzech powtorzeniach.

Przy wyzszych st¢zeniach nanoczastek obserwowano zwigkszong liczbg lizosomow
1 autofagolizosoméw, co z duzym prawdopodobienstwem sugeruje, ze obecnos¢ UCNPs
w jaki$ sposob mogta wptywac na indukcje procesoéw autofagii w komorkach nerwowych.

Na podstawie prezentowanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze UCNPs wykazuja
wyrazny potencjal do wnikania do komorek skrawkow hipokampa. Rozklad przestrzenny
UCNPs we wnetrzu komorek byl $cisle zwigzany z dynamika procesow zachodzacych
wewnatrz komorki oraz predyspozycji UCNPs do lokalizowania si¢ wylacznie w okreslonych
organellach wewnatrzkomoérkowych jak endosomy i lizosomy. Taki model moze by¢ uzyteczny
do potwierdzenia obecnosci UCNPs, badan ich biodystrybucji na poziomie tkanki, a takze
oceny zmian temu towarzyszacych. Jednoczesnie, ze wzgledu na ograniczenia techniczne
1 krotki okres utrzymania skrawkow w hodowli w dobrej kondycji, wysoce zasadnym wydaje
si¢ planowanie dalszych eksperymentow wylacznie na bio-funkcjonalnych UCNPs. Takie
celowane traktowanie biofunkcjonalnymi UCNPs w odniesieniu do catej tkanki lub wybranych

typow komorek 1 wzgledem konkretnych zastosowan jak terapia chorob uktadu nerwowego czy
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w badaniach nad neurotoksycznos$cig, odniostoby bardziej pozytywny skutek. Natomiast na
tym etapie, badania na niefunkcjonalizowanych UCNPs zostaly wyczerpane.

Uzyskane wyniki pokazaty, ze kazdy etap analiz powinien uwzgledniaé¢ szczegotowe
badania, aby wyeliminowa¢ ryzyko toksyczno$ci nanomateriatdéw, szczegdlnie w Kklinice.
Nanoczastki powinny zosta¢ doktadnie scharakteryzowane i1 by¢ szczegdélowo badane
w uktadach biologicznych na kazdym etapie planowania eksperymentow. Jednocze$nie,
uzyskane wyniki sg bardzo atrakcyjnym aspektem w obrazowaniu biologicznym fragmentow

tkanek ex vivo, z wykorzystaniem unikalnych wtasciwosci spektroskopowych UCNPs.

5.5. TEM w obrazowaniu oddzialywan nano-bio

Stosowanie nanoczastek do celowanego dostarczania lekow do komorek przewidywane
bylo jako prawdziwy przelom XXI wieku w doskonaleniu profilaktyki, diagnozy i terapii
réznych choréb. Jednakze, wraz z rozwojem nanomedycyny badacze mierza si¢ z licznymi
problemami. Ograniczenia te dotycza gléwnie technik obrazowania na poziomie nanoskali jak
réwniez iloSciowego oznaczania nanoczastek w Dbiologicznym $rodowisku komorki.
W zwigzku z powyzszym, potrzebne sg nowe i ulepszone techniki do ilosciowego okreslania
interakcji migdzy nanoczastkami, aby umozliwi¢ porownywanie uzyskanych danych oraz
przyspieszy¢ rozwoj funkcjonalnych nanoczgstek. Interakcje migdzy nanoczastkami
a komoérkami sg zazwyczaj wizualizowane za pomocg mikroskopii konfokalnej lub
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Mikroskopia konfokalna pozwala
na wielokolorowe obrazowanie 3D komorek, ale jest ograniczona rozdzielczos$cia optyczna
(=200 nm), co uniemozliwia obserwacje pojedynczych nanoczgstek. Tymczasem, TEM oferuje
doskonatg rozdzielczo$¢ (=1 nm), ktéra umozliwia badanie nanoczastek 1 struktur
subkomorkowych z duzg szczegotowosciag [323]. Dzigki rozdzielczosci bliskiej atomow [324],
analiza TEM jest niezastagpionym narz¢dziem szeroko stosowanym do badania wtasciwos$ci
fizykochemicznych nanoczgstek oraz mechanizmoéw internalizacji nanoczastek 1 ich
bezposredniej lokalizacji wewnatrzkomorkowej [254,300,325,326]. TEM jest w stanie wykry¢
nawet pojedyncze nanostruktury, a nawet okresli¢ liczbg nanoczastek na kazdym uzyskanym
obrazie, co jest niemozliwe do wykrycia standardowymi metodami mikroskopii $wietlne;j.

Gléwng zaleta badan prowadzonych z wykorzystaniem technik mikroskopii
elektronowej jest mozliwo$¢ doglebnego zbadania wplywu nanoczastek na komorki, ich
interakcji z btonami i organellami komoérkowymi [327,328]. Wysoka rozdzielczo$é
obrazowania w mikroskopie elektronowym dostarcza bezposrednich informacji na temat stanu

agregacji nanoczastek na terenie komorki, co jest trudne do osiggni¢cia innymi metodami.
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Mozliwos¢ oceny morfologii (ksztattu) nanoczastek w okreSlonych organellach jest
dodatkowym i potgznym narzgdziem dostarczajacym wiedzy o losie nanostruktur, np. ich
degradacji [329]. Obrazowanie za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej ujawnito
okoto 150 razy wiecej NPs /komorke niz przy uzyciu laserowej mikroskopii skaningowej [330].
Ponadto, TEM umozliwia bezposrednie rozrdéznienie mi¢dzy nanoczgstkami znajdujgcymi si¢
wewnatrz komorek, poza komorkami, a takze obecnych w strukturach wewnatrzkomoérkowych
[331]. TEM mozna wykorzysta¢ rowniez do badania oddziatywan nanoczastek z organellami
komoérkowymi oraz do oceny ich morfologii [332].

Nowe osiaggnigcia 1 stosowane metody pomiaréw, znacznie ulepszone protokoty
przygotowania materiatu, a takze rosngce mozliwosci nowoczesnych metod mikroskopowo-
elektronowych daja nadziej¢ na kolejne osiagniecia badawcze w tej dziedzinie. Prognozuje sie,
ze rola TEM w analizie nanomaterialéw w uktadach biologicznych bedzie kluczowa i jeszcze
wazniejsza w najblizszej przysztosci. Ponadto, badanie cech ultrastrukturalnych przyczyni si¢
do dalszego poglebiania wiedzy na temat odpowiedzi komorkowej, o zapewni lepsze strategie
projektowania réznych systemoéw nanoczastek (nanosystemow), w szczegdlnosci do
zastosowan w dostarczaniu lekéw [329]. Co wigcej, postepy w technikach obrazowania do
analizy subkomoérkowej moga dostarczy¢ nowych, cennych informacji na temat nano-bio
interakcji zachodzacych na powierzchni komodrki i w jej subkomorkowych przedziatach
znalezionych na obrazach mikroskopowych. Jednakze w celu uzyskania rzetelnej oceny
interakcji nanoczastek z komodrkami, zaleca si¢ laczy¢ rézne metody dajace komplementarne
wyniki [333].

Podsumowujac, pomimo licznych badafh nanoczastek NaYFa:Yb** Er¥*, dotyczacych
zaroOwno funkcjonalizacji, oddziatywan z komorkami, cytotoksyczno$ci, podtrzymujacych
relatywnie ich niska toksycznos¢ wcigz pozostajg one przedmiotem dyskus;ji.

Nie istnieja rowniez zadne uniwersalne metodologie dotyczace badan nanomateriatow.
Protokot funkcjonalizacji nanomateriatow, ktory dziata dobrze dla jednego typu, moze by¢
nieskuteczny dla pozostatych. Wynika to z r6znic nanomateriatéw pod wzgledem wielkosci,
tadunku, pola powierzchni, stabilno$ci koloidalnej, gestosci, grup reaktywnych na powierzchni
1 innych wlasciwosci. To samo dotyczy interakcji zachodzacych w uktadzie nanoczastka-
komorka, gdzie rowniez nalezy bra¢ pod uwage zlozone wieloczynnikowe zaleznosci

wystepujace pomiedzy nanostrukturami a systemami biologicznymi.
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Podsumowanie

W pracy przedstawiono wyniki badan majacych na celu okreslenie wilasciwosci
nanoczastek NaYF1:20%Yb*" 2%Er* do zastosowan bio-medycznych. Na potrzeby
prowadzonych badan dokonano syntezy nanoczastek NaYF4:20%Yb**,2%Er*, a nastepnie
scharakteryzowano ich wlasciwosci fizykochemiczne. Otrzymane metoda wspotstracania
z roztworu jednorodnego nanostruktury zostaty oparte o nanokrystaliczne matryce fluorkowe
metali ziem rzadkich (Y), domieszkowane jonami lantanowcow (Yb®*, Er¥*). Uzyskane
nanomateriaty zostaly zoptymalizowane pod wzgledem morfologii, posiadaly heksagonalny
ksztalt, nanometryczny rozmiar ponizej 30 nm oraz hydrofilowy charakter, co pozwolito
na przeprowadzenie analiz biologicznych.

W kolejnym etapie badan, testowane nanoczastki NaYF4:20%Yb%",2%Er®" oceniano
wzgledem zywych komoérek na poziomie in vitro, aby zbada¢ powigzania pomigdzy
nanoczastkami, a powszechnie stosowanymi dwiema (r6znymi) modelowymi liniami
komoérkowymi. Glownym celem badan biologicznych byla ocena funkcjonalnosci
1 efektywnosci samodzielnie wytworzonych, o danej morfologii 1 wlasciwosciach
fizykochemicznych nanoczastek NaYF4:20%Yr®* 2%Er** w uktadach in vitro. Badania
biologiczne przeprowadzone na liniach komoérkowych glownie skupiatly si¢ na ocenie
potencjalnego toksycznego wptywu oraz okresleniu mechanizmdw internalizacji komorkowe;.
Badania cytotoksyczno$ci nanoczastek stanowig jeden z podstawowych etapéw w badaniach
nad wykorzystaniem nanoczastek do zastosowan biomedycznych i obok badan nad
mechanizmami  pobierania, s3 najwazniejszym parametrem kwalifikujacym do
przeprowadzenia analiz na do§wiadczalnych modelach biologicznych. Poniewaz intensywnie
poszukiwane s3 nanomateriaty wielofunkcyjne, ktore maja spetnia¢ sprecyzowane funkcje
w organizmie, efektywny transport do wnetrza komorek 1 biokompatybilno$¢ z materiatem
biologicznym sg kryteriami gwarantujacymi zasadno$¢ prowadzonych badan.

Analiza profilu cytotoksycznosci zostala wykonana dla szerokiego zakresu stgzen
nanoczastek po 24 1 48 godzinach inkubacji z komérkami, pochodzacymi z linii nowotworowe;j
HelLa oraz prawidlowej HEK293. W wyniku przeprowadzonych testow cytotoksycznosci (testy
MTT, PrestoBlue, Live/Dead) stwierdzono znikomy cytotoksyczny charakter nanoczastek
NaYF4:20%Yb3*,2%Er®*oraz zblizony stosunek komérek zywych do martwych w zakresie
wszystkich testowanych stezen. Podobne wyniki odnotowano dla pomiaru wybranych

parametréw stresu oksydacyjnego.
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Przy pomocy TEM przesledzono szczegotowo droge wnikania nanoczastek do komorek
oraz zbadano ich lokalizacje wewnatrzkomérkowa. Takie podejscie pomoglo zrozumied
oddziatywania zachodzace pomigdzy nanoczgstkami, a komorkami na poziomie pojedynczej
komorki. Nanoczastki internalizowane byty na drodze endocytozy, a nastgpnie obserwowane
we wnetrzu wezesnych 1 pdznych endosoméw oraz lizosoméw. Nie potwierdzono ich
obecnosci w innych organellach komdrkowych i jadrze komdorkowym, nie byty takze uwalniane
do cytoplazmy pod wptywem dziatania niesprzyjajacych, kwasnych enzyméw lizosomalnych.
W srodowisku biologicznym zachowywaty si¢ bardzo stabilnie, zachowaly swoja morfologie¢
oraz wlasciwosci spektroskopowe. Gtownymi mechanizmami zaangazowanymi w pobieranie
nanoczastek byta endocytoza klatrynozalezna oraz endocytoza za posrednictwem kaweoli.
Natomiast, najwigksze = zahamowanie = procesu  endocytozy dla  nanoczastek
NaYF4:20%Yb** 2%Er3*zaobserwowano w obecnosci hipertonicznego roztworu sacharozy
oraz pod wptywem dziatania niskiej temperatury. Te dwa czynniki sg gtdwnymi inhibitorami
odpowiedzialnymi za hamowanie odpowiednio, transportu aktywnego oraz mechanizmow
zaleznych od energii. Potwierdza to dodatkowo wcze$niejsza hipoteze, zakladajaca udziat
procesu endocytozy, ktory jest formg transportu aktywnego i wymaga naktadu energii pod
postacig ATP do internalizacji nanoczastek. Sugeruje to réwniez duza ztozono$¢ procesow
lezacych u podloza internalizacji nanoczastek NaYF:20%Yb* 2%Er®* i braku jednego,
glownego mechanizmu endocytozy zaangazowanego w ich pobieranie. Niemniej jednak, dane
z ilosciowych pomiarow ICP-MS zestawione z wnikliwg analizag mikroskopowo-elektronows,
uwzgledniajaca zmiany w obrazie morfologicznym komorek eksponowanych na UCNPs,
pozwolity na rzetelng i wiarygodng interpretacj¢ tych wynikow. Zmiany te zwigzane byly
z wystepowaniem licznych zaglebien z klatryng badz bez klatryny w btonie komorkowej,
obecnoscig licznych pecherzykow endocytarnych oraz endosoméw w cytoplazmie komorki,
kolokalizacje subkomodrkowa tylko z okreslonymi strukturami, jak wczesne i p6zne endosomy
oraz lizosomy, a takze z obecnoscig UCNPS lub ich obnizong internalizacja pod wptywem
dziatania wybranych inhibitoréw endocytozy. Podobnie, przeprowadzone obserwacje
konfokalne potwierdzity efektywne wnikanie nanoczastek do komorek, z uwzglednieniem ich
kolokalizacji z tymi samymi strukturami (endosomy wczesne, endosomy pozne, lizosomy),
a takze ich wlasciwosci luminescencyjne w obrazowaniu biologicznym na poziomie in Vitro.

Badania internalizacji nanoczastek przeprowadzono rowniez na szczurzym modelu
ex Vvivo organotypowej hodowli skrawkow hipokampa, poddanych czasowej inkubacji
z wybranymi st¢zeniami nanoczastek. W wyniku przeprowadzonych analiz (TEM, mikroskop

konfokalny) potwierdzono aktywna internalizacje nanoczastek NaYF4:20%Yb®",2%Er®* przez
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komorki hipokampa, ich biodystrybucje (analiza Z-stack) na poziomie skrawka oraz, tak jak
w komorkach HeLa oraz HEK, ich gromadzenie si¢ w endosomach i lizosomach. Badania
toksycznosci (barwienie jodkiem propidyny, analiza TEM) nie potwierdzity znaczacego,
negatywnego wpltywu na przezywalnos¢ 1 ultrastrukture komorek skrawka.

Realizacja badan umozliwila pozyskanie danych na temat efektywnego sposobu
otrzymywania badanych nanostruktur oraz ich wtasciwosci spektroskopowych i strukturalnych.
Poza informacjami na temat charakterystyki nanoczastek, najwigcej danych uzyskano odnosnie
mechanizmow internalizacji, cytotoksyczno$ci i ich zachowania w uktadach in vitro,
w szczegdlnosci dotyczacych ich lokalizacji oraz stabilnosci w komoérkach pod wpltywem
zmian pH §rodowiska, w ktérym przebywaty. Po uzyskaniu zadowalajacych wynikéw z czgsci
fizyko-chemicznej i biologicznej, nanoczastki mozna okresli¢, jako funkcjonalne i bezpieczne
(W ocenianym zakresie). Natomiast, potencjal analizowanych nanoczastek do zastosowan
bio-medycznych mozna oceni¢ bardzo wysoko. Ze wzgledu na wiele wcigz istniejacych
niejasnos$ci, nalezy podkresli¢, ze jest to stosunkowo mato poznana tematyka i w momencie
planowania badan istnialo niewiele informacji na temat interakcji zachodzacych w uktadzie
nanoczgstka-komorka.

Uzyskane wyniki nalezy rozpatrywa¢ jedynie w zastosowanym uktadzie. W oparciu
o dane literaturowe nalezy mie¢ na uwadze, ze kazdy typ nanostruktur oraz komorek posiada
okreslone cechy, ktére okreslaja ich wzajemne interakcje, zachodzace w tym uktadzie.
Zrozumienie interakcji zachodzacych w uktadzie nanoczastka-komodrka wymaga
indywidualnego podejscia i jest $ci$le charakterystyczne dla danego rodzaju i formy
nanoczastek (ksztatt, wielkos¢, pokrycie, tadunek powierzchniowy) oraz typu testowanej linii
komorkowe) (wieloczynnikowa zalezno$¢). Wyniki te nie s3 uniwersalne dla wszystkich
nanoczastek. W zwiazku z tym, po analizie uzyskanych wynikow wydaje si¢ by¢ wysoce
zasadnym 1 obowigzkowym wykonywanie kontroli nanomateriatow (charakterystyki
fizykochemicznej 1 badan biologicznych) po kazdej syntezie 1 kazdej modyfikacji powierzchni
nanoczastek, (pod katem ustalenia stosowanej dawki, czasu niezbednego do efektywnej
internalizacji, analizy profilu cytotoksyczno$ci oraz analizy zmian w morfologii
nanomateriatow mogacych wystapi¢ w czasie w $rodowisku biologicznym), co gwarantuje
zachowanie najwyzszych standardow pracy i uzyskanie wiarygodnych wynikow.

Badania te moga przyczyni¢ si¢ znaczaco do rozwoju prac nad otrzymywaniem UCNPs
oraz by¢ inspiracja przy projektowaniu nowych, wysoce funkcjonalnych nanomateriatow
o bardzo dobrych wlasciwosciach optycznych i1 niskim indeksie cytotoksycznosci. Ma to

bezposrednie przelozenie na ich potencjalne wykorzystanie w bio-medycynie. Mozliwos¢
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zaprojektowania 1 wykorzystania wielofunkcyjnych bezpiecznych nanosystemow, stuzacych
do obrazowania biologicznego pozwoli na uzyskanie rewolucyjnych rozwigzan w zakresie

diagnostyki i leczenia.
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Whnioski

Whioski wyptywajace z prezentowanych badan wskazuja na wysoki potencjat badanych

nanoczgstek do zastosowan w biologii i medycynie. W zwigzku z niskg cytotoksycznoscia,

efektywng internalizacjg oraz unikalnymi wtasciwos$ciami luminescencyjnymi, na tle obecnie

stosowanych roznych typow nanostruktur, nanoczastki NaYF4:20%Yr3* 2%Er®* sa bardzo

interesujaca alternatywa szczegolnie do zastosowan teranostycznych.

Najwazniejsze wnioski:

1)

2)

3)

4)

5

Obecno$¢ nanoczastek NaYF1:20%Yr3*,2%Er3* w komoérkach wskazuje na
efektywng internalizacje tych nanostruktur, nawet bez udzialu innych czynnikéw
(takich jak mikroiniekcja, elektroporacja, uzycie lipofektaminy, stosowanie duzych
stezen i dhugich czaséw inkubacji, modyfikacja powierzchni jak funkcjonalizacja lub
biofunkcjonalizacja).

W internalizacje nanoczastek NaYF4:20%Yr*,29%Er®* wydaje sie byé
zaangazowany wiecej niz jeden mechanizm endocytozy (endocytoza zalezna od
klatryny, endocytoza zalezna od kaweoli, makropinocytoza), a blokowanie jednego
z poszczegdlnych szlakoéw moze wptywaé na indukcj¢ innych, alternatywnych $ciezek
endocytozy. Zdolno$¢ do efektywnej internalizacji jest Kkorzystng cecha
umozliwiajacg ich wykorzystanie w zastosowaniach biomedycznych.

Analiza cytotoksycznosci oraz profilu zmian ultrastrukturalnych w komorkach
wskazuje, ze mnanoczgstki NaYF1:20%Yr3* 290Er3* wykazuja niewielka
toksyczno$¢ na poziomie in vitro, zalezng od stezenia i czasu ekspozycji, stanowigc
biokompatybilne narzedzie do zastosowan biomedycznych.

Internalizacja nanoczastek NaYF4:20%0Yr3* 290Er®* przez komérki hipokampa
oraz lokalizowanie si¢ w $cisle okreslonych strukturach komérkowych, wskazuje
na mozliwosé¢ ich wykorzystania w badaniach neurotoksycznosci oraz na ich
potencjal terapeutyczny w chorobach centralnego ukladu nerwowego.
Nanokrysztaly NaYF:20%Yr3* 2%Er®* wykazuja efektywna luminescencj¢ na
poziomie in vitro, zarbwno w komorkach jak i w tkankach, przez co stanowia

funkcjonalny nanosystem do obrazowania w zakresie podczerwieni.
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Zalaczniki

Zalacznik nr 1

Tabela 11. Odczynniki chemiczne stosowane do syntezy nanoczgstek.

Nazwa odczynnika Producent, nr kat
Tlenek itru (111) Y203 (99,9% trace metals basis) Sigma Aldrich, 205168
Tlenek iterbu (1) Yb203 (99,9% trace metals basis) Sigma Aldrich, 246999
Tlenek erbu (111) Er.03 (99,9% trace metals basis) Sigma Aldrich, 289248

Kwas trifluorooctowy CFsCOOH

, L igma-Aldrich, T
(ang. trifluoroacetic acid, TFA, ReagentPlus®, 99%) Sigma-Aldrich, T6508

S6l sodowa kwasu trifluorooctowego Na(CF3COO) (97%) | ACROS Organics™, 10367760

Kwas oleinowy (ang. oleic acid, OA, 65,0-88,0% (GC) Sigma Aldrich, 27728
1-oktadeken (ang. 1-octadecene, ODE, 90%) Sigma Aldrich, 0806
Cykloheksan (99%) Chempur, 412564208
Etylowy alkohol bezwodny (99,8% czda-basic) POCH, BA6480111
Kwas chlorowodorowy (kwas solny, HCI) (36,5-38,0%) Sigma Aldrich, H1758
Odczynniki do kapsulkowania warstwa SiO2 Producent, nr kat
IGEPAL CO-520 Sigma-Aldrich, 238643
Tetraetylokrzemian (TEOS, 98%) Sigma-Aldrich, 131903
Amoniak (28-30%) Merck, 1054231000

Wszystkie zastosowane odczynniki chemiczne posiadaly najwyzszy z dostepnych stopni czystosci.

Tabela 12. Odczynniki stosowane do przygotowania preparatéw do TEM.

Nazwa odczynnika Producent, nr kat
Paraformaldehyd (PFA) SERVA, 31628.02
Aldehyd glutarowy (glutaraldehyd, GA, 25%) Agar SCIENTIFIC, R1010
Kakodylan sodu Agar SCIENTIFIC, R1103
Buforowana fosforanem so6l fizjologiczna (PBS) Sigma-Aldrich, P3813
Czterotlenek osmu (OsO.) SERVA, 31251.03
Alkohol etylowy bezwodny 99,8% (etanol absolutny, czda) POCH, 396480111
Alkohol etylowy 96% POCH, 396420420
Octan uranylu SERVA, 77870.01
Cytrynian olowiu Agar SCIENTIFIC, R1210
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Tabela 13. Sktad Zywicy epoksydowej do zatapiania materiatu TEM.

. . Uzyte Producent,
Sklad zywicy Funkcja Proporcje Nr Kat.
Glycid ether 100 Zywica epoksydowa
(EPON 812) o niskiej lepkosci 343 ml SERVA, 21045.02
(Methyln;\gi’zb:\nhydride) Utwardzacz 22,2 ml SERVA, 29452.01
DDSA Utwardzacz 15,0 ml SERVA, 20755.01
(Dodecenylsuccinic anhydride) ' ' '
DMP-30
(2,46 tris(dimethylaminomethyl)phenol) Akcelerator 1,5ml Agar SCIENTIFIC, R1065

Tabela 14. Drobny sprzet do priygotowania preparatéw TEM.

Sprzet do zatapiania materialu w zywicy

Producent, nr kat.

Zelatynowe kapsutki (Size 1)

Electron Microscopy Sciences, 70102

Plaskie formy zagniezdzone wykonane
z gumy silikonowej

Agar SCIENTIFIC, G3531
Agar SCIENTIFIC, G369

Siatki do obrazowania TEM

Producent, nr kat.

Siatki miedziane lub niklowe pokryte btong
formwarowa (300 mesh)
(do obrazowania samych NPs)

Electron Microscopy Sciences, FF300-Cu Electron
Microscopy Sciences, FF300-NI-50

Siatki miedziane z kwadratowg strukturg o Srednicy
3,05 mm i grubosci 18 um (300 mesh)
(do obrazowania UCNPs w komorkach)

Electron Microscopy Sciences, G300-18

Siatki niklowe z kwadratowa strukturg
o $rednicy 3,05 mm (300 mesh) (do analizy EDS)

Agar SCIENTIFIC, AGG2300N

Sprzet do krojenia preparatow TEM

Producent

N6z diamentowy ultra 45°
Zakres grubosci cigcia: 30 - 150 nm

Diatome

Tabela 15. Odczynniki stosowane w hodowli skrawkéw hipokampa.

Odczynniki

Producent, nr kat.

DMEM GlutaMAX™ supplement

Gibco, 10569010

Surowica konska (ang. Horse Serum, HS, heat inactivated)

Gibco, 26050088

HBSS (ang. Hank's Balanced Salt Solution)

Gibco, 14175095

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

Gibco, 15630080

B-27 Supplement

Gibco, 17504044

ITS Supplement (Insulin-Transferrin-Selenium, 100x)

Gibco, 41400045

AAS (Antibiotic Antimycotic Solution,100x)

Sigma, A5955

Barwniki fluorescencyjne

Producent, nr kat.

Jodek propidyny (1,0 mg/ml)

Sigma, P4864-10ML

Hoechst 33258 (2'-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2, 5'-bilH-

benzimidazole trihydrochloride hydrate, bisBenzimide)

Abcam, ab228550
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Zatacznik nr 2

Rycina 79. (A) Detektor EDS INCAxsight przytqczony do TEM JEOL JEM-1011, (B) pojemnik na siatki do analizy
TEM-EDS, wstawka - siatka niklowa pokryta btong formwarowq przed analizq, (C) siatka niklowa pokryta btong
formwarowq na powigkszeniu x5000, na ktorq naniesiono roztwor nanoczgstek, (D) jedno oczko z siatki niklowej,

(E) zakres wiqzki skupionej na analizowanym obszarze z nanoczgstkami.

186



Zaktacznik nr 3

Ilos¢ Y w nanoczastkach NaYF4:Er.Yb o Srednicy 20 nm

V=4/37R?
d=mlv

m = dv

d =4,21 g/cm?®
V =4/3x 3,14 x 10°nm®=4,19 x 10°nm3®= 4,19 x 103 x 10 cm®= 4,19 x 1018 cm3
m =4,21 g/cm® x 4,19 x 10 cm® = 17,64 x 1018 g

Pierwiastki w UCNP NaYFs:Er,Yb:

1 Na
1 ziem rzadkich - 0,78Y + 0,2Yb + 0,02Er
4F

6 pierwiastkow — 100%
1 pierwiastek ziem rzadkich — x
X =16,7%

1 ziem rzadkich — 16,7%
0,78Y —x
X =13% (Y=13%)

17,64 x 1018 g — masa 1 UCNP (wszystkie pierwiastki)

17,64 x 1018 g — 100%
Y -13%
Y =229 %108 g
Y =2.29 x 10"2 ug w 1 UCNP
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Zaktacznik nr 4

"i.. &0‘

T I

Rycina 80. Nanoczgstki NaYF4:20%Yb%*,2%Er3* o mieszanych fazach krystalicznych, kubicznej -a oraz heksagonalnej -,
otrzymane metodq wspolstrgcania. Wybrane elektronogramy wykonane na réznych powigkszeniach.

Rycina 81. Nanoczgstki NaYF4:20%Yb%+ 2%Er®* o fazie heksagonalnej -8 i réinym rozmiarze otrzymane metodg
wspolstrgcania. Wybrane elektronogramy wykonane na roznych powigkszeniach.
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Rycina 82. Nanoczgstki NaYF:20%Yb3* 2%Er®* o regularnej fazie heksagonalnej - i ksztatcie nanodrutéw, otrzymane
metodg wspoltstrgcania. Wybrane elektronogramy wykonane na roznych powigkszeniach.

Rycina 83. Nanoczgstki NaYF:20%Yb3* 2%Er®* o fazie kubicznej -a otrzymane metodq wspétstrgcania.
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