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Cel badan

Wczesne wykrywanie chorob neurodegeneracyjnych
(choroba Alzheimera, choroba Parkinsona)

Choroby neurodegeneracyjne
grupa wrodzonych lub nabytych postepujacych chordb uktadu nerwowego, w ktdrych
podstawowym zjawiskiem patologicznym jest utrata komorek nerwowych.
W wyniku procesu chorobowego dochodzi do wystgpienia szeregu uszkodzen neurologicznych
(np. uszkodzenia zwigzane z funkcjg motoryczng, uszkodzenia zwigzane z pamiecia).
Proces prowadzacy do wystgpienia objawdw choroby neurodegeneracyjnej rozpoczyna sie
znacznie wczesniej i przebiega przez diugi czas (czesto latami) bezobjawowo. Pierwsze
objawy pojawiajq sie kiedy znaczaca ilo$¢ neurondw ulegnie uszkodzeniu lub uszkodzenie
dotyczy okreslonej czesci oSrodkowego uktadu nerwowego.

cial

Brak diagnostyki na
wczesnym etapie rozwoju
choroby, dlatego brak jest

skutecznych lekow

Neurony — komorki nie
dzielace sie




Koloidalne nanoczastki potprzewodnikowe
(nanokrysztaty, kropki kwantowe)

e krysztaty o rozmiarach nanometrowych
® ograniczenia kwantowe (quantum confinement effect)
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small molecules lipid bilayer protein cells (e.g. neuron)

Rysunek: W. H. Suh, K. S. Suslick, G. D. Stucky, Y. H. Suh, Progress in Neurobiology, 2009, 87, 133-170.

e interesujqce wtasciwosci optyczne
> mozliwos¢ regulowania dtugosci fali
luminescencji poprzez rozmiar o’
> duzy wspétczynnik ekstynkgji o 2 miton sized
> wysoka wydajnos¢ kwantowa
> duzy stosunek powierzchni do objetosci
> brak fotowybielania (utrata zdolnosci do .

Iymlnescenc'y po wyemitowaniu okreslonej Rysunek: W. H. Suh, K. S. Suslick, G. D. Stucky, Y. H. Suh,
liczby fotonow) Progress in Neurobiology, 2009, 87, 133-170.




~nteligencja” koloidalnych nanoczastek
potprzewodnikowych

Pokrywanie nanoczgstek zwigzkami organicznymi
» stabilizacja przeciw agregacji

» modyfikacja wtasciwosci powierzchni
(hydrofobowe, hydrofilowe, amfifilowe)

» Grupy funkcyjne wykorzystywane do
przytaczania innych molekut (np. molekut
biologicznie aktywnych)

Nanoczastka (5 nm) pokryta roznymi hydrofilowymi
ligandami: MAA (kwas merkaptooctowy), MPA (kwas
merkaptopropionowy), MUA (kwas
merkaptoundekanowy), MSA (kwas

Nanoczastka (5 nm) pokryta réznymi merkaptobursztynowy) DHLA (kwas dihydroliponowy),
hydrofobowymi ligandami: TOPO (tlenek bis-sulfonowana trifenylofosfina, mPEG;-SH, mPEG45-

trioktylofosfiny), TPP (trifenylofosfina), ~ SH (2000 g/mol), krotki peptyd (CALNN)

DDT (dodekanotiol), TOAB (bromek
tetrabutyloamoniowy)

R. A. Sperling, Surface Modlification and Functionalization of Colloidal Nanoparticles, 2008, Marburg



~nteligencja” koloidalnych nanoczastek
potprzewodnikowych

Przytaczanie biologicznie aktywnych
molekut nadaje biologiczng ,inteligencje”

e lipidy (sktadniki bton komdrkowych)
e witaminy

* peptydy

* cukry

* biatka (np. przeciwciata)

° enzymy

* DNA i RNA

Nanoczgstka (5 nm) pokryta warstwg organiczng (10 nm)
z aktywnymi grupami, do ktérych mogaq by¢ przytaczone:
molekuty poliglikolu etylenowego PEG (2000 g/mol), PEG
(5000 g/mol), streptoawidyna, transferyna, przeciwciato
(IgG), albumina, pojedyncza ni¢ DNA

R. A. Sperling, Surface Modification and Functionalization of Colloidal Nanoparticles, 2008, Marburg



Toksycznos¢ koloidalnych nanoczastek
potprzewodnikowych

Toksyczno$¢ nanoczastek
potprzewodnikowych CdSe/ZnS:

> wysoka toksycznos¢ spowodowana
dysocjacjg metali ciezkicht!lL2] powodujacych
Smier¢ komorek

Toksyczno$¢ nanoczastek metali (Ag, Au)

> $rednia toksycznoS¢ spowodowana Nanoczastki CdSe z przytaczong molekutq
przytaczaniem sie do nici DNAL3! biologiczna, specyficzng dla danego receptora:

» mogq byc¢ roztozone do nanoczastek i biomolekut
Toksyczno$¢ nanoczastek tlenkow i przed przytaczeniem sie receptora. Takie CdSe
nanoczastek polimerowych mogq uwalniac jony Cd2*, ktdre sg pochtaniane
> najmniejsza — rozpadajq sie catkowicie w  przez komorke.
ciele, sugerujac, ze sq one najbardziej » rozktad kompleksu moze zachodzi¢ wewnatrz
biokompatybilne [41[>] komorki, gdzie sq uwalniane jony Cd?*

» jony Cd2* i biologiczne czasteczki mogg wchodzi¢
_ do jadra komdrkowego (6]
[1] E. Chang, E. Thekkek, W. W. Yu, V. L. Colvin, R. Drezek, Smali, 2006, ; b \nsims . .. . .
2,'1412-1417, [2] A. M. Derfus, W. C. W. Chan, S.N. Bhatia, Nano Lett. * jony Cd* wigzg sie z atomami siarki, tlenu i

2004, 4, 11-18, [3] M. Tsoli, H. Kuhn, W. Brandau, H. Esche, G. Schmid, i i3 4 Leli
Small, 2005, 1(8-9), 841-844, [4] R. Weissleder, D. Stark, B. L. Engelstad, WOdOFU zmlenla]qc stru ktU rQ elementow komorkl

B. R. Bacon, C. C. Compton, D. L. White, P. Jacobs, J. Lewis, American ° jony Cd2+ zaburzajq Obieg mikroelementéw: Fe,
Journal of Roentgenology, 1989, 152, 167-173, [5] E. I. Altinoglu, T. J. C M Ca. Se 7
Russin, J. M. Kaiser, B. M. Barth, B. C. Eklund, M. Kester, J. H. Adair, ACS u, Vg, La, 5€, 4n

Nano, 2008, [6] D. R. Cooper, J. L. Nadeau, Nanoscale, 2009 6



Dlaczego nanoczastki Zn0O i Fe,05?

1. Niska toksycznosc

—— Wild-typa (33.6 mg/kg )

i MT-null (4.9 mg/kg )

—— Wild-type (1.9 g/kg)
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—— MT-null (0.8 g/kg)
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Zaleznosc smiertelnosci myszy od Zaleznosc smiertelnosci myszy od

dawki jonow Cd>* dawki jonéw Zn?*

Jung D. Park et.al., 7oxicology, 2001, 163, 93—-100

2. Ciekawe wiasciwosci optyczne nanoczastek ZnO i magnetyczne
nanoczgstek Fe,O,

3. Bardzo wydajna, niedroga, ,tatwa” i bezpieczna procedura
otrzymywania w koloidach



Wiasciwosci luminescencyjne

Pasmo przewodnictwa

v
B Trap State

Pasmo wzbronione

[wu] 11e) 9s06NIq

h
Pasmo walencyjne

Nanoczastki ZnO majq dwa pasma emisyjne:

- Waskie pasmo emisji ekscytonowej przy
dtugosci fali okoto 380 nm,

- Szerokie , intensywne pasmo przy dtugosci fali
okoto 535 nm przypisane stanom defektowym
(trap state) np. luki tlenowe.

N. S. Norberg, D. R. Gamelin, J. Phys. Chem. B, 109, 2005, 20810-20816.




Absorbancja

Dalszy wzrost nanoczastek ZnO w roztworach

7,0E+05
po syntezie
0o 21 h 6,0E+05
po 45h 5,0E+05
po 672 h
8 4,0E+05
2
E 3,0E+05
2,0E+05
1,0E+05
0,0E+00
K100] 350 400 450 500

Dtugos¢ fali [nm]

375

po 100 min

po 21h
po 45h

425 475 525 575
dlugosé fali [nm]

Widma absorbancji i luminescencji nanoczastek ZnO otrzymanych z octanu cynku (1 mM)
oraz wody (407 mM) w temperaturze 35 °C w izopropanolu w zaleznosci od czasu

przechowywania.
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Wykres zaleznosci promienia nanoczastek
ZnO od czasu ich przechowywania w
temperaturze pokojowej.



Synteza nanoczastek Zn0/MgO rdzen/powtoka

- Dodanie H-,O lub NaOH
Zn(0AC),*2H,0 [ oo e

w alkoholu

(CH,C0O0),Zn — 2CH,COO" + Zn?*
H,O < H"+ OH or NaOH — Na" + OH-
Zn?* + 20H" < Zn(OH), <« ZnO + H,O

Dodanie a
Mg(OAc),*4H,0
w alkoholu

i NaOH ZnO/MgO
rdzen/powtoka

(CH,CO0),Mg — 2CH,COO" + Mg?*
NaOH — Na* + OH-
Mg?* + 20H- < Mg(OH), <> MgO + H,0O

10



Dlaczego powtoka MgO?

1. Doswiadczalnie wykazano zapobieganie dalszego wzrostu nanoczastek ZnO [1] -
potwierdzenie B. Sikora

2. Jest nietoksyczna i biokompatybilna

3. Powoduje znaczny wzrost luminescencji pochodzacej od defektdw rdzenia ZnO [1][2] i
wzrost luminescencji ekscytonowej rdzenia ZnO [2]

MgO Heterozlqcze I rodzaju systemu

% 556 oV rdzen/powtoka:
7Zn0O ' 1). Minimum poziomu przewodnictwa powtoki ma
energie wyzszq hiz energia poziomu przewodnictwa
rdzenia
Egzno = 344 €V 2). Maksimum poziomu walencyjnego powtoki ma

energie nizszq niz energia poziomu walencyjnego
= O rdzenia
3). W tym systemie ekscyton jest ograniczony do
materiatu rdzenia, powtoka pasywuje defekty
odpowiadajace za przejscia niepromieniste na
powierzchni ZnO i przeciwdziata narazeniu ekscytonu
na Srodowisko zewnetrzne

Ec Eqngo = 7,8 €V

-1,74 eV

[1] J. Lee, J. Bang, H. Yang, J. Phys. D: Appl. Phys. 2009, 42, 1-6, [2] X. Q. Meng, H. Peng, Y. Q. Gai, J. Li J. Phys. Chem.] q,
2010, 114 (3), 1467-1471



Charakteryzacja nanoczastek ZnO/MgO
rdzen/powtoka

——27n0/MgOin H20

——2Zn0/MgO 21 days in H20
——7n0/MgO 42 days in H20

Absorbancja

300 350 400 450 500 550 600

dtugosc¢ fali [nm]

ZnOMgO in H20
ZnOMgO 21 daysin H20
ZnOMgO 42 daysin H20

Luminescencja

366 416 466 516 566

dtugosc¢ fali [nm]

Wykresy zaleznosSci absorbancji i emisji
nanoczgstek ZnO/MgO w wodzie w
zaleznosci od czasu przechowywania
(stosunek Mg/Zn wynosi 37 %).

Srednia $rednica nanoczastek ZnO/MgO
core/shell wyznaczona z poczatku widm
absorbancji korzystajqc z przyblizenia
masy efektywnej.

t [dni] 2R [nm]
rozpuszczone w 6.2
wodzie ’
21 59
42 59

12



Pomiar TEM

t — érednica czastki (A)

A — dtugos¢ fali (1,54 A)
B — szeroko$¢ potdwkowa
(radiany)

Intensity (arb. units)




Ale po co to wszystko?

Trzy strategie budowania biosensorow:

1. Fluorescencyjny Rezonansowy Transfer Energii (FRET) miedzy nanoczgstkga ZnO a
barwnikiem organicznym czutym na Srodowisko zewnetrzne

2. Biosensor optyczno — magnetyczny do wykrywania krotkich oligomerdw B-amyloidu
(wczesne wykrywanie choroby Alzheimera)

3. FRET miedzy nanoczastka ZnO pokrytg przeciwciatem a biatkiem do ktdrego zostaje
przytgczona

14



Ale po co to wszystko?

Trzy strategie budowania biosensorow:

2. Biosensor optyczno — magnetyczny do wykrywania krotkich oligomerdw B-amyloidu
(wczesne wykrywanie choroby Alzheimera)

3. FRET miedzy nanoczastka ZnO pokrytg przeciwciatem a biatkiem do ktdrego zostaje
przytgczona

15



Pierwsza strategia budowania biosensoréw

Fluorescencyjny Rezonansowy Transfer Energii (FRET) miedzy nanoczastkg ZnO a
barwnikiem organicznym czutym na Srodowisko zewnetrzne
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S. Rakshit et al., ACS Nano, vol. 2, no. 7, 2008, 1473-1479

FRET — Fluorescence Resonance Energy

Transfer

mechanizm przenoszenia energii miedzy
dwoma chromoforami na drodze innej niz
promieniowanie.

Donor w stanie wzbudzonym moze
przekazywac energie wzbudzenia akceptorowi
znajdujacemu sie w odlegtosci nie wiekszej niz
10 nm.

Obraz TEM i histogram wielkosci ZnO/MgO




FRET: nanoczastka Zn0O/MgO rdzen/powloka
pokryta CMCD (donor) i Czerwien Nilu (akceptor)

CMCD-Zn0O: MgO

Schemat syntezy nanoczastek
Zn0O/MgO pokrytych karboksymetylo-
beta-cyklodekstryna.

1). Zmiana rozpuszczalnosci
nanoczastek w wodzie (zwiekszenie
hydrofilowosci)

2). Nie zmienia absorpcji i emisji
nanoczastek ZnO/MgO

S. Rakshit et al., ACS Nano, vol. 2, no. 7, 2008, 1473-1479

B — cyklodekstryna
- sktada sie z 7 meréw glukozowych
tworzacych strukture cykliczng
- wnetrze otworu — hydrofobowe
- catosc¢ czasteczki - hydrofilowa
- tworzy kompleksy inkluzyjne typu ,gosc¢ —
gospodarz” (funkcja gospodarza)

17



luminescencja
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FRET: ZnO/MgO/CMCD i Czerwien Nilu

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Q= I 200 = zn0-ne

I Zn0O

Wydajnosc RET

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Nile Red / ZnO/MgO

L0 — intensywnos¢ luminescencji donora ZnO/MgO/CMCD w wodzie w przypadku braku Czerwieni Nilowej

Lo\ - intensywnos¢ luminescencji donora ZnO/MgO/CMCD w wodzie w obecnosci réznych stezen Czerwieni Nilowej
(stezenie donora jest state)

r — odlegto$¢ miedzy donorem a akceptorem

R, — krytyczna odlegtos¢ (promien Forster'a), przy ktdrej transfer i spontaniczny zanik ekscytowanego donora sg rownie
prawdopodobne, kznong = T7no™t

19



Wydajnos¢ RET

Wplyw temperatury na wydajnos¢ FRET

0,6
0,5

0,4

0,2 Q= | 200 =V zno-nr

I Zn0O

temperatura [0C]

Q — efektywnos$é FRET
|,,0 — intensywnos¢ ZnO/MgO/CMCD w danej temperaturze
|,n0.nr — INteNnsywnose ZnO w uktadzie ZnO/MgO/CMCD/NR

20



Wptlyw temperatury na potozenie piku
luminescencji Czerwieni Nilu
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)
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647
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temperatura [0C]
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Zn0/Mg0/CMCD/Czerwien Nilu w komoérkach
Hela

Pobudzenie 560 nm
Emisja 450 — 700 nm

sl

I\E,D pm

Skifad:

20 g/l ZnO/MgO/CMCD

(w tym 79 mg/l ZnO/MgO) i

13 umol/l Czerwieni Nilowej w wodzie

Do komoérek Hela zostato
dodane 20 ul roztworu kompleksu

Inkubacja 48 h z lipofektaming




Zn0/Mg0O/CMCD/Czerwien N
Hela

ilu w komorkac
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luminescencja
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Widma luminescencji
pobudzenie 560 nm w zaleznosci od miejsca na/w
komorce Hela
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Zestawienie

A tSD A, tSD A, tSD
poza komorkg na komdrce w komdrce
600 + 3 nm 597 £ 9 nm 619+ 3 nm
I max I maxX I max
poza komorkg na komorce w komorce
23 — 120 arb. units 0,47 - 0,87 arb. units 54 - 167 arb. units

25



Widma luminescencji
pobudzenie 560 nm
Komodrki bez ZnO/Mg0O/CMCD/NR

500 550 600 650 700 750 800

dlugosc fali [nm]

G Autofluorescencja komorek

Pobudzenie 405 nm

26




Zn0/MgO/CMCD/Czerwien Nilu w komdrkach

Hela
Filtr pobudzajacy: 377-+ 25 nm Filtr pobudzajacy: 377 + 25 nm
Filtr emisyjny: 593 + 20 nm Filtr emisyjny: red
FRET FRET
Filtr pobudzajacy: 377 + 25 nm Filtr pobudzajacy: 482 + 17 nm
Filtr emisyjny: 536 + 20 nm Filtr emisyjny: 536 + 20 nm
ZnO + autofluorescencja autofluorescencja




Zn0/Mg0O/CMCD/Czerwien Nilu w komodrkach
Hela

Filtr pobudzajacy: 377 + 25 nm
Filtr emisyjny: 593 + 20 nm

28



Zn0/Mg0O/CMCD/Czerwien Nilu w komodrkach
Hela

Filtr pobudzajacy: 377 + 25 nm
Filtr emisyjny: red

AL



Komorki Hela - kontrola

Filtr pobudzajacy: 377 £ 25 nm
Filtr emisyjny: 593 + 20 nm

Filtr pobudzajacy: 377 + 25 nm
Filtr emisyjny: red

Filtr pobudzajacy: 377 + 25 nm
Filtr emisyjny: 536 + 20 nm

Filtr pobudzajacy: 377 + 25 nm
Filtr emisyjny: 692 + 20 nm




Kolejny etap:

Zmiana sondy (Czerwien Nilu) na sonde czutg na
rodniki = znaczenie w chorobach
neurodegeneracyjnych

31



Ale po co to wszystko?

Trzy strategie budowania biosensorow:

1. Fluorescencyjny Rezonansowy Transfer Energii (FRET) miedzy nanoczgstkga ZnO a
barwnikiem organicznym czutym na Srodowisko zewnetrzne

3. FRET miedzy nanoczastka ZnO pokrytg przeciwciatem a biatkiem do ktdrego zostaje
przytgczona

Ky



Druga strategia budowania biosensorow

Biosensor optyczno — magnetyczny do wykrywania krétkich oligomerow
B-amyloidu (wczesne wykrywanie choroby Alzheimera)

Czasteczki
Analit

e> '

Y Przeciwciato do analitu

. Nanoczgstka ZnO (wtasciwosci emisyjne)

Nanoczastka Fe,O, (wtasciwosci magnetyczne)

33



Druga strategia budowania biosensorow

Czasteczki
Analit

Y Przeciwciato do analitu

. Nanoczgstka ZnO (wtasciwosci emisyjne)

Nanoczastka Fe,O, (wtasciwosci magnetyczne)

34



Druga strategia budowania biosensorow

Czasteczki
Analit

Y Przeciwciato do analitu

. Nanoczgstka ZnO (wtasciwosci emisyjne)

Nanoczastka Fe,O, (wtasciwosci magnetyczne)
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Druga strategia budowania biosensorow

i o

Czasteczki
Analit

Y Przeciwciato do analitu

. Nanoczgstka ZnO (wtasciwosci emisyjne)

Nanoczastka Fe,O, (wtasciwosci magnetyczne)
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Druga strategia budowania biosensorow

Czasteczki
Analit

Y Przeciwciato do analitu

. Nanoczgstka ZnO (wtasciwosci emisyjne)

Nanoczastka Fe,O, (wtasciwosci magnetyczne)
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Druga strategia budowania biosensorow

Czasteczki

Analit

Y Przeciwciato do analitu

. Nanoczgstka ZnO (wtasciwosci emisyjne)

Nanoczastka Fe,O, (wtasciwosci magnetyczne)

38



Druga strategia budowania biosensorow

Detekcja luminescencji nanoczastek ZnO/MgO

Czasteczki I
Analit

Y Przeciwciato do analitu
. Nanoczgstka ZnO (wtasciwosci emisyjne)

Nanoczastka Fe,O, (wtasciwosci magnetyczne)

Zalety:

-) mozliwos¢ wykonywania
testow w warunkach polowych
-) nie potrzebny jest
wysublimowany sprzet
laboratoryjny 39



Nanoczastki Fe,0;

Wiasciwosci strukturalne
Potwierdzenie romboedrycznej struktury Fe,O; (hematyt)

Pomiar X-Ray

Pomiar TEM

—— przed wygrzewaniem
~— Fe,0, (po wygrzaniu w 400°C)

Intensity [a.u.]

2R TEM [nm] 2R x-Ray [nm] 2R x-Ray [nm]
(przed wypaleniem) (po wypaleniu)
~2,8 ~25 ~ 37,5
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Nanoczastki Fe,0;

Wiasciwosci magnetyczne
Nadprzewodnikowy interferometr kwantowy (SQUID)

Temperaturowa zaleznosc
magnetyzacji ZFC-FC
zmierzona dla kropek
kwantowych Fe,05; w polu
magnetycznym o wartosci
10 Oe.

f ZFC — schtadzanie prébki w zerowyngBTcFﬁ\&SN
magnetycznym

FC — schtadzanie prébki w polu magnetycznym

Powyzej Tgma (temperatura blokowania) czastki wykazujg zachowanie
superparamagnetyczne, czego przejawem jest superpozycja krzywych ZFC i FC
oraz spadek wartoSci magnetyzacji w miare wzrostu temperatury
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Nanoczastki Fe,0;

Wiasciwosci magnetyczne

Nanoczastki przed wygrzaniem
(2R = 2,5 nm)

Nanoczastki Fe,O5; po wygrzaniu
(2R = 37,5 nm)
Kolejny etap: Pokrywanie nanoczastek ZnO/MgO i Fe,O; zwigzkami organicznymi w
celu przytaczenia przeciwciat do oligomerow B-amyloidu
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Ale po co to wszystko?

Trzy strategie budowania biosensorow:

1. Fluorescencyjny Rezonansowy Transfer Energii (FRET) miedzy nanoczgstkga ZnO a
barwnikiem organicznym czutym na Srodowisko zewnetrzne

2. Biosensor optyczno — magnetyczny do wykrywania krotkich oligomerdw B-amyloidu
(wczesne wykrywanie choroby Alzheimera)

Y

e pokrycie nanoczastek ZnO/MgO zwigzkami organicznymi zakonczonymi grupami
karboksylowymi (-COOH), np. kwas oleinowy

e przylaczenie przeciwciata specyficznego do danego miejsca w komorce bez denaturacii
biatka
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Ale po co to wszystko?

Trzy strategie budowania biosensorow:

1. Fluorescencyjny Rezonansowy Transfer Energii (FRET) miedzy nanoczgstkga ZnO a
barwnikiem organicznym czutym na Srodowisko zewnetrzne

2. Biosensor optyczno — magnetyczny do wykrywania krotkich oligomerdw B-amyloidu
(wczesne wykrywanie choroby Alzheimera)

3. FRET miedzy nanoczastka ZnO pokrytg przeciwciatem a biatkiem do ktdrego zostaje
przytgczona
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Upkonwersja
1. Upkonwersja opisuje konwersje promieniowania o niskiej energii (bliska podczerwien) do

WYzszego energetycznie promieniowania (widzialnego Er oraz ultrafioletu Gd) przez
multifotonowg absorpcje i pdzniejsza luminescencje.

2. Wiekszosc¢ biologicznych struktur absorbuje Swiatto w pasmie widzialnym i ultrafioletowym.
Bliska podczerwien (dtugosc¢ fali 700 — 1000 nm) jest mato absorbowana przez molekuty
biologiczne.

3. Uktady biologiczne pobudzane bliskg podczerwienig wykazuja takze mniej autofluorescencji
niz pobudzane promieniowaniem ultrafioletowym.

4, Emisja w Swietle widzialnym pozwala obserwowac procesy zyciowe wewnatrz komérek, a
emisja w Swietle UV pozwala na selektywne usmiercanie komdrek rakowych.
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Mechanizm upkonwersji z transferem energii
(ang. Energy transfer upconversion ETU)

Mechanizm jest oparty na
sekwencyjnej absorpcji dwoch
fotonow powodujacej obsadzenie
WYyZSzego poziomu.

Pobudzenie odbywa sie przez
transfer energii miedzy dwoma
sgsiadujgcymi jonami ziem rzadkich
(miedzy iterbem a erbem). Jeden
jon dziata jako absorber (donor
energii) - iterb a drugi jako
aktywator (akceptor energii) — erb.
Aktywator jest pobudzany do stanu
WYZzSzego przez pierwszy
niepromienisty transfer energii
podczas gdy absorber relaksuje do
stanu podstawowego. Drugie
pobudzenie aktywatora i kolejny
transfer energii umozliwia
powstanie stanu emitujgcego.

F. Wang, X. Liu, Chem. Soc. Rev, 2009, 38, 976-989
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Mechanizm upkonwersji z transferem energ
(ang. Energy transfer upconversion ETU)

ET — Energy Transfer
EBT — Energy Back
Transfer

Mechanizm:

-) Transfer energii miedzy erbem (aktywator) a gadolinem (aktywator) (ET1 i ET2)
-) Transfer energii miedzy iterbem (absorber) a gadolinem (aktywator)

-) Obserwujemy luminescencje przy dlugosci fali 246 nm, 252 nm, 276 nm, 311 nm

G. Chen, H. Liang, H. Liu, G. Somesfalean, Z. Zhang, Optics Express, 2009, vol. 17, No. 19, 16366-16371.
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Dlaczego NaYF,?

Wydajnos¢ upkonwersji zalezy od:

-) stezenia absorbera i aktywatora (stezenia domieszek, co determinuje odlegtos¢ miedzy
sgsiadujgcymi jonami domieszkowymi)

-) struktury krystalicznej krysztatu matrycowego
-) wielkosSci nanoczastek (im wieksza Srednica tym wieksza intensywno$¢ emisji) — ze wzgledu

na mniejszy stosunek powierzchni do objetosci. Na powierzchni nanoczastki atomy metali
ziem rzadkich nie wykazujg wtasciwosci upkonwertujacych.
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Synteza nanoczastek NaYF,: Er, Yb, Gd

(1-0,02-x) mmol Y,05
x mmol Yb,0;
0,02 mmol Er,0;
Y,05 + 6HNO5; — 2Y(NO5); + 3H,0 + 10 ml 10 % HNO,

Yb,03 + 6HNO; — 2Yb(NO3); + 3H,0 : | niecia wod
Er,05 + 6HNO, —> 2Er(NOs)s + 3H,0 (ogrzewanie w celu usunigcia wody)

Y(NOs)5, Yb(NO5)5, Er(NOs);

+ 10 ml glikolu etylenowego
+ 0,5560 g PVP + 1mmol NadCl,
ogrzewanie 80 °C

4 mmol NH,F
glikolu etylenowym 80 °

Reakcja: 2 h, 160 °C
NaYF,: xYb, 0,02Er / PVP

Nat + (1 - 0,02 — x)Y3* + xYb3* + 0,02Er3* + 4F — NaYF,: xYb, 0,02 Er

49
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Pokrywanie nanoczastek NaYF,: Er, Yb, Gd warstwa
Sio,

NaYF,: XYb, 0,02Er / PVP

0,06 ml tetraetoksysilan (TEQOS)

w 10 ml etanolu

Reakcja: ~ 15h, 25 °C
NaYF,: xYb, 0,02Er / SiO

Do 20 ml etanolowego roztworu
nanoczgstek (0,05 mmol) dodano 4 ml H,O i
0,5 ml 30 % amoniaku

Hydroliza TEOS w obecnosci wodorotlenku amonu jako katalizatora

Pt NH,0H QH H,0
EtO—Si—OEt
| -EtOH

o
HO—?i—OH HO-?i—O—\?i—OH
OEt OH OH OH

TEOS Kwas monosilanowy Kwas disilanowy Sio, 50
X. Li, Y. Zhang, Angew. Chem. Int. Ed, 2006, 45, 7732-7735
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Luminescencja nanoczastek NaYF,: Er, Yb, Gd

—— 10,9 g/l NaYF4/PVP
10,8 g/l NaYF4: 10% Yb, 2 % Er /PVP
—— 10,1 g/INaYF4: 18% Yb, 2 % Er IPVP
—— 10,8 g/INaYF4:30% Yb, 2 % Er IPVP
11,4 g/INaYF4: 20% Yb, 2 % Er, 5 % Gd /PVP

Diugosc¢ fali pobudzania: 980 nm

550 600 650 700
diugos¢ fali [nm]

Stosunek powierzchni pod
pikiem 660 nm do 540 nm
(Srednia 3 pomiarow)

2 % Er, 10 % Yb 6,4
2 % Er, 18 % Yb 59
2 % Er, 30 % Yb 11,4
20 % Yb, 2% Er, 5 % Gd 7,4




Intensywnosc¢

Wielko$¢ i struktura nanoczastek NaYF,: Er, Yb, Gd

1,4E+05
—NaYF4: 2 % Er, 30 % Yb/ PVP
1,2E+05 —NaYF4: 2 % Er, 20 % Yb / PVP
NaYF4: 2 % Er, 18 % Yb / PVP
1,0E+05 —NaYF4: 2 % Er, 10 % Yb/ PVP
—NaYF4 / PVP
8,0E+04
6,0E+04
4,0E+04
2,0E+04
0,0E+00 -
10 30 ]0] 70 90 110 130 150
2 th © , 4 .
et Probka NaYF, Srednica
[nm]
0 % Er, 0% Yb ~30
. 2 % Er, 10 % Yb ~30
Dyfrakcja rentgenowska — S S
potwierdzenie kubicznej struktury 2 % Er, 18 % Yb ~30
2 % Er, 20 % Yb ~36
2 % Er, 30 % Yb ~28
20 % Yb, 2 % Er, 5 % Gd ~32




Wielko$¢ i struktura nanoczastek NaYF,: Er, Yb, Gd

Transmisyjny Mikroskop Elektronowy
Obraz nanoczastek NaYF,: 30 % Yb, 2 % Er / PVP
Potwierdzenie kubicznej struktury

F; PR

Otoczka SiO, b

N

Prébka NaYF, Srednica [nm]
0 % Er, 0% Yb ~35
2% Er, 10 % Yb ~45
2% Er, 18 % Yb ~45
2 % Er, 20 % Yb ~55
2 % Er, 30 % Yb ~35
20 % Yb, 2 % Er, 5 % Gd ~50




Nanoczastki NaYF,: Er, Yb, Gd wewnatrz komérek
Hela

Kolor zielony: autofluorescencja (pobudzenie 488 nm),
Kolor czerwony: nanoczastki (pobudzenie 960 nm)
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Nanoczastki NaYF,: Er, Yb, Gd wewnatrz komérek
Hela

Kolor zielony: autofluorescengja (pobudzenie 488 nm),
Kolor czerwony: nanoczgstki (pobudzenie 960 nm)

1z

XZ
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Kolejny etap:
Pokrycie nanoczastek NaYF, warstwg organiczng w
celu przytgczenia biatka lub barwnika organicznego
czutego na srodowisko
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Podsumowanie

1. Nanoczastki ZnO/MgO/CMCD uzyto do zbudowania biosensora czutego na
srodowisko zewnetrzne dzieki fluorescencyjnemu rezonansowemu transferowi
energii miedzy nanoczastkami ZnO/MgO (donor) a Czerwienia Nilu (akceptor)
ulokowang wewnatrz cyklodekstryny

2. Nanoczastki ZnO/MgO/CMCD/Czerwien Nilu zostaly wprowadzone do komorek
nowotworowych Hela i zaobserwowano zmiane luminescencji Czerwieni Nilu w
zaleznosci od miejsca ulokowania w/na/obok komorkach Hela.

3. Prawdopodobnie zaobserwowano FRET wewnatrz komorek Hela.

4. Utworzono nanoczastki Fe,0; wykazujace wiasciwosci superparamegnetyczne
w temperaturze pokojowej w celu uzycia ich razem z nanoczgstkami ZnO/MgO do
budowy biosensora do wykrywania krétkich oligomerow - amyloidu (znaczenie
w chorobie Alzheimera)

5. Zsyntetyzowano i scharakteryzowano nanoczastki NaYF,: Er, Yb, Gd

wykazujace wlasciwosci upkonwertujace i wprowadzono je do wnetrza komorek
Hela.
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Wptlyw temperatury na intensywnos¢
luminescencji w uktadzie ZnO/MgO/CMCD i
Czerwien Nilu
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FRET: ZnO/MgO/CMCD i Czerwien Nilu

Rownanie Fostera pozwala na okreslanie odlegtosci miedzy donorem a akceptorem, dlatego
tez jest uzywane przez chemikdw jako ,elektroniczna suwmiarka”

Przyjmujac zatozenia:
1). Donor oddziatuje z wieloma akceptorami
2). Transfer energii do kazdego z akceptorow mozna rozwazac jako niezalezne zdarzenie
to wydajnos¢ transferu energii moze by¢ wyrazona réwnaniem:

n — liczba molekut akceptora

Dla uktadu ZnO/MgO/CMCD - Czerwien Nilowa R, = 3,4 nm [1]

Wartosc r, odlegtos¢ donora od akceptora w uktadzie ZnO/MgO/CMCD - Czerwien
Nilowa, moze by¢ wyznaczona przez dopasowanie powyzszego réwnania do
eksperymentalnie obserwowanych zaleznosci miedzy wydajnoscig rezonansowego
transferu energii a stezeniem akceptora

[1] S. Raksshit, S. Vasudevan, ACS Nano, 60
2008, 2(7), 1473 — 1479



FRET: ZnO/MgO/CMCD i Czerwien Nilu

Q= | 200 = 1 zno-nw

I Zn0O

Lo — intensywnosc¢ luminescencji donora 1,0 — Czas zaniku emisji donora ZnO/MgO w
ZnO/MgO/CMCD w wodzie w przypadku braku nieobecnosci Czerwieni Nilowej

Czerwieni Nilowej Konong — Stata szybkosci emisji donora

L ong - iINtensywnos¢ luminescencji donora Zn0O/MgO/CMCD w obecnosci akceptora Czerwieni
Zn0O/MgO/CMCD w wodzie w obecnosci réznych Nilowej

stezen Czerwieni Nilowej (stezenie donora jest state) r — odlegto$¢ miedzy donorem a akceptorem
R, — krytyczna odlegtos¢ (promien Forster'a), przy
9000(In10) P 7,0 ktorej transfer i spontaniczny zanik ekscytowanego
= 2 J(A) donora sg rownie prawdopodobne, K, o xg = Tz

" 1287°N,n*

k% — czynnik orientacyjny, ktéry wynosi 2/3 dla
losowo zorientowanych dipoli donor — akceptor,
o) — wydajnos¢ kwantowa donora w
nieobecnosci akceptora

N, — liczba Avogadro

n - wspotczynnik zatamania Swiatfa

J(N\) — spektralne natozenie emisji donora i
absorpcji akceptora:
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S. Rakshit et al., ACS Nano, vol. 2, no. 7, 2008,
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Toksycznos¢ krotkich oligomerow p-amyloidu

Zaobserwowano, po przebadaniu surowicy 20 pacjentow z Chorobg Alzheimera (AD) i 18
pacjentow zdrowych, zwiekszong ilos¢ oligomerdw i krotkich wiokien amyloidowych w
obecnosci surowicy z AD w poréwnaniu do populacji kontrolnej. Ma to potencjalna wartos¢
diagnostyczna.

'\5\\_\ Pr'ntnflhrlls A

Monomer-dimer-tetramer

o
Y EagB ‘_:;/ =
aligomers N o S
: Amyloid Fibrilzs

Nowicka, et.al., JAD, 2010
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Struktura Czerwieni Nilu
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