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Streszczenie

Wspodtczesna medycyna wymusza potrzebe intensyfikacji badan w zakresie
poszukiwania nowych rozwigzan diagnostycznych i terapeutycznych. Najwiecksze nadzieje
poktada si¢ w nowatorskich strategiach opartych na wykorzystaniu nanostruktur. W celu
zapewnienia bezpieczenstwa biologicznego nowo opracowanych nanoczastek, ich unikalne
wilasciwosci musza przewyzsza¢ ich dziatanie toksyczne. Dlatego poszukuje sie
nanomateriatow wielofunkcyjnych, charakteryzowujacych si¢ niska cytotoksycznoscia.
W ostatnim czasie, na szczegdlng uwage zastuguja nanoczastki konwertujace energie w gorg
(ang. up-converting nanoparticles, UCNPs) domieszkowane jonami lantanowcow.

UCNPs to nowa generacja nanomaterialdw o bardzo interesujgcych wiasciwosciach
luminescencyjnych, a mianowicie, posiadajacych zdolno$¢ do zamiany nizszej energii
promieniowania (dtugosci fal np. bliskiej podczerwieni NIR) w energi¢ wyzszg (krotsze
dhugosci fal, np. UV lub VIS) w nieliniowym procesie optycznym, zwanym konwersja energii
w gore (ang. up-conversion, UC). Zdolnos¢ do konwersji energii w goére pozwala na
wykorzystanie nanoczastek jako bio-znacznikow lub bio-czujnikéw, a takze ich obserwacje
w komorkach i tkankach oraz monitorowanie proceséw, w ktérych uczestniczg. Zaletami
UCNPs jest réwniez ich stosunkowo niska cytotoksycznos¢, doskonata fotostabilnosé,
odpornos¢ na wyswiecanie oraz to, ze diugos¢ 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 nanomateriatow
opartych o jony pierwiastkdw ziem rzadkich, oraz ocena ich toksycznego dziatania
i funkcjonalnos$ci w uktadach biologicznych na poziomie in vitro, pod katem okreslenia
mozliwosci aplikacyjnych w naukach biologicznych i medycznych.

Pierwszym etapem badan byta synteza nanokrystalicznych fluorkow domieszkowanych
wybranymi jonami lantanowcéw iterbu (Yb**) oraz erbu (Er'*). Otrzymane metoda
wspoblstracania nanoczastki posiadaty heksagonalna strukturg, niewielki rozmiar (~20 nm),
dobrg dyspersj¢ w fizjologicznych roztworach wodnych i wykazywaly intensywna
luminescencje¢ (zielong i czerwona) pod wplywem promieniowania NIR, zalezna od
zastosowanego jonu aktywatora (Er’"). UCNPs NaYFs:20%Yb*",2%Er’* zostaly
scharakteryzowane pod katem morfologicznym, strukturalnym i optycznym, za pomocg metod

i technik fizykochemicznych, takich jak: transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM),



skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), spektroskopia dyspersji energii promieniowania
rentgenowskiego  (EDS), spektroskopia luminescencyjna (PL), spektometria mas
ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-MS), dyfraktometria rentgenowska
(XRD). Przeprowadzono réwniez pomiary wartosci ich potencjatu powierzchniowego.

W dalszej czgsci pracy weryfikowano mozliwo$¢ zastosowania zsyntetyzowanych
nanoczgstek w badaniach biologicznych. Przeprowadzono badania wewnatrzkomérkowej
akumulacji i toksycznosci in vitro wobec komorek linii HeLa i HEK293 oraz w szczurzym
modelu organotypowej hodowli skrawk6w hipokampa (OHSC).

W celu identyfikacji mechanizmow internalizacji nanoczastek NaYF4:20%Yb**, 2%Er**
do komoérek przeprowadzono analiz¢ mikroskopowo-elektronowa oraz przy pomocy
mikroskopu konfokalnego. Obserwacje wykazaty efektywng internalizacje nanoczastek przez
komorki i umozliwity okreslenie ich dokfadnej lokalizacji wewnatrzkomérkowej. Transport
nanoczastek przez btony komorkowe byt bardzo dynamicznym procesem i byty one z tatwoscia
pobierane przez obie linie komérkowe (widoczna internalizacja po 30 min). UCNPs dostawaty
si¢ do komérek na drodze endocytozy i zawsze wystepowaly zamkniete w strukturach
pecherzykéw. UCNPs gromadzity si¢ jedynie w wybranych organellach komérkowych jak
endosomy wczesne, endosomy pézne oraz lizosomy, a nastepnie usuwane byty na drodze
egzocytozy.

Ponadto, dos$wiadczenia z wykorzystaniem wybranych chemicznych inhibitorow
endocytozy potwierdzity jej udzial w internalizacji UCNPs i pomogty wytypowaé kilka
mechanizméw w nig zaangazowanych. Gléwnym mechanizmem internalizacji UCNPs
w komoérkach HeLa byta endocytoza za posrednictwem klatryny.

Wykazano, ze cytotoksyczno$¢ analizowanych UCNPs wzgledem komorek
prawidtowych i nowotworowych (badana testami MTT, PrestoBlue, Live/Dead), wyrazana
obnizeniem zywotnosci komorek, byla niewielka i zalezata od stgzenia nanoczastek.
Odpowiedz komoérkowa (zmiany ultrastrukturalne zwiazane z degeneracja mitochondriow)
byla nasilona tylko dla bardzo wysokich stgzen (100 pg/ml), znacznie przewyzszajacych
ustalone, optymalne do badan stezenie (1 pg/ml), okreslone na podstawie analizy
mikroskopowo-elektronowe;j.

Ponadto, ekspozycja na wybrane stgzenia UCNPs wykazata brak istotnej indukcji
wybranych markerdw stresu oksydacyjnego, ktérej nie towarzyszyty zmiany ultrastrukturalne
w komérkach. Z danych literaturowych wynika, ze linie nowotworowe sg mniej wrazliwe na
obecno$¢ nanomateriatow, nie zaobserwowano jednak znaczacych roznic pomigdzy

komorkami HeLLa i HEK293.



Badania ex vivo umozliwity opracowanie efektywnego modelu podania UCNPs do
hodowli skrawkéw hipokampa. Przeprowadzone obserwacje potwierdzity efektywna
internalizacj¢ UCNPs do komorek hipokampa, ich dystrybucje oraz gromadzenie sig
w endosomach i lizosomach. Barwienie jodkiem propidyny i analiza TEM nie potwierdzity
nasilonego, negatywnego wptywu UCNPs na przezywalnos¢ i morfologi¢ skrawkow.

W toku przeprowadzonych analiz jednoznacznie mozna stwierdzi¢, ze UCNPs budza
duze nadzieje zwigzane z potencjalnymi korzysciami ptyngcymi z ich zastosowania w zakresie
badan bio-medycznych. Uzyskane informacje uzupeiniaja obecny stan wiedzy odnos$nie
interakcji nanoczastek NaYF4:20%Yb*",2%Er** z materiatem biologicznym, zachodzacych na
poziomie subkomoérkowym. W zwiazku z powyzszym, wyniki dotyczgce zarowno syntezy
i charakterystyki, jak rowniez szczegdlowej analizy tych nanoobiektéw w ukfadach
biologicznych in vitro sa doskonatym punktem wyjscia do badan nad spersonalizowang

biofunkcjonalizacja UCNPs w leczeniu réznych choréb w przysztosci.



