Recenzja rozprawy doktorskiej Mgr Bozeny Sikory

1. Wstep

Rozprawa doktorska Mgr Bozeny Sikory, pt.: «Zaprojektowanie i
scharakteryzowanie biosensorow opartych na koloidalnych nanoczastkach
do zasosowan w biologii i medycynie », wykonana w Srodowiskowym
Laboratorium Fizyki Biologicznej pod kierunkiem Prof. dr Danka Elbauma
(Promotor) i dr Krzysztofa Fronca (Promotor pomocniczy), dotyczy waznej
dziedziny projektowania, syntezy oraz charakteryzacji nowoczesnych
nanobiosensorow przewidzianych do zasosowan w biologii i medycynie.

Rozprawa zogniskowana jest wokol syntezy i charakteryzacji dwoch rodzajow
nieorganicznych nanoczasteczek : (i) opartych na nanoczasteczkowym tlenku
czynku (ZnO) oraz (ii) wielofunkcyjnych, optycznie i magnetycznie czynnych,
nanoczasteczkowych fosforach bazujacych na strukturze gagarinitu (NaYF4)
domieszkowanego atomami pierwiastkow grupy lantanowcow (Yb, Er, Gd).

Do najwazniejszych potencjalnych zastosowan nanoczasteczkowych
biosensorow, ktore zaprojektowano, wykonano i zbadano w ramach tej pracy,
nalezy zaliczyc zastosowania w Dbiologii, np. w detekcji procesow
biomolekularnych z wykorzystaniem fluorescenyjnego rezonansowego
transferu energii (Forster/Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET),
oraz w medycynie, np. w obrazowaniu tkanek i wczesnej detekcji i terapii
nowotworow. W szczegolnosci, przewiduje sie, ze wielofunkcyjne optycznie i
magnetycznie czynne nanoczasteczki bazujace na fosforach NaYF4
domieszkowanych atomami Yb, Er, Gd moga okazac sie niezwykle cenne dla
obrazowania zmian chorobowych w tkankach, wczesnej detekcji nowotworow
za pomoca metod optycznych oraz jadrowego rezonansu magnetycznego
(Magnetic Resonance Imaging, MRI), a takze dla wykonywania nisko-
inwazyjnych zabiegow w ramach terapii fotodynamicznej (photodynamic
therapy, PDT) oraz w selektywnym nagrzewaniu, uszkadzaniu i eliminacji
chorych tkanek (hipertermia).

W tym kontekscie nalezy podkreslic bardzo trafny wybor przedmiotu tej
rozprawy. Oba wspomniane wyzej materialy, tj. nanoczasteczkowy ZnO oraz
nanoczasteczkowy gagarinit NaYF4, od prawie dekady znajduja sie w
centrum zainteresowania wielu grup badawczych rozwijajacych technologie
nanoczasteczkowych biosensorow. Wynika to z bardzo korzystnych
wlasciwosci fizykochemicznych obu materialow, oraz, jak sie powszechnie
uwaza, z ich biokompatybilnosci. Przegladajac wspolczesna literature
naukowa  dotyczaca zarowno nanoczasteczkowego ZnO, jak i
nanoczasteczkowych fosforow opartych o siec krystaliczna NaYF4, mozna
dostrzec swoisty wyscig ku otrzymaniu najkorzystniejszych wlasciwosci tych
materialow oraz ich funkcjonalizacji w celu otrzymania uniwersalnych
platform technologicznych. Do tej pory jednak, mimo licznych wniesionych
zastrzezen technologii oraz zgloszen patentowych, nie ma na rynku latwo-
dostepnych nanoczasteczkowych biosensorow bazujacych na tych

1



materialach. Wynika to z trudnosci wdrozenia do masowej produkcji dobrze
opanowanych metod wytwarzania tych nanomaterialow, uzyskania
powtarzalnych wlasciwosci fizykochemicznych oraz selektywnej
funkcjonalizacji dla okreslonych zastosowan. Mozna to wykazac na
przykladzie nanoczasteczkowego NaYF4, tj. materialu, ktorego parametry
sieci krystalograficznej uwazane sa za najkorzystniejsze dla uzyskania silnej
luminescecji widzialanej przy pobudzeniu swiatlem o niskiej energii (ang.:
upconversion luminescence, UCL). Konkretnie, od ubieglego roku (2013),
materialy nanoczasteczkowe NaYFs4+ o malych rozmiarach (~ 25 — 35 nm) i
wysokiej wydajnosci UCL sa juz dostepne handlowo poprzez koncern
Sigma/Aldrich. Ich ceny pozostaja jednak bardzo wysokie (1'000 USD/mg), a
wybor rodzaju funkcjonalizacji ich powierzchni jest bardzo ubogi.

Istnieje wiec gleboki sens opracowywania nowych metod technologii tych
materialow, zrozumienia zasad ich funkcjonowania oraz ich wszechstronnej
chrakteryzacji.

Jak widac z powyzszego, w ramach tej rozprawy, zogniskowanej wokol
nanoczasteczkowego ZnO oraz nanoczasteczkowego gagarinitu NaYFa,
podjeto szereg bardzo aktualnych wyzwan bedacych na pograniczu kilku
dyscyplin  naukowych, poczawszy od  technologii  wytwarzania
nanomaterialow, poprzez biochemiczne metody ich funkcjonalizacji, a
konczac na wszechstronnej charakteryzacji ich wlasciwosci
fizykochemicznych zarowno in vitro, jak i ex vivo (badania na liniach
komorkowych).

2. Opis rozprawy i uzyskanych w niej wynikow
Rozprawa sklada sie z 7 rozdzialow i liczy 195 stron.

Rozprawa poprzedzona jest krotkim wstepem, ktory w zarysie przedstawia
motywacje podjetych badan oraz zasadnicze tezy i najwazniejsze wyniki.

Rozdzial 1 rozprawy, ‘Definicja i opis chorob nowotworowych’ uzupelnia
wstep, podkreslajac dodatkowo motywacje i ukierunkowanie tej pracy na
zagadnienia dotyczace chorob nowotworowych i ich terapii.

Zasadnicze tezy naukowe rozprawy i osiagniete wyniki przedstawione sa w
rozdzialach 2, 3, 4, i 5. Czesc naukowa rozprawy konczy ‘Podsumowanie’.
Ponadto, jako swoisty aneks, praca zawiera takze szczegolowy opis metod
technologicznych i wykorzystanych technik pomiarowych (Rozdzial 6,
‘Metody i materialy’). Poszczegolne rozdzialy rozprawy opatrzone sa spisami
cytowanych prac (bibliografie). Ostatni rozdzial rozprawy, rozdzial 7, zawiera
listy publikacji, zgloszen patentowych, wygloszonych referatow, nagrod i
wyroznien oraz doniesien konferencyjnych.



Technologia i wlasciwosci fizykochemiczne pierwszej grupy nanoczasteczek
opartych na tlenku czynku (ZnO) oraz na ZnO powlekanym cienka warstwa
pasywacyjna MgO (ZnO@MgO) opisane sa w rozdzialach 2 i 3.

Rozdzial 4 opisuje pierwsza strategie budowy biosensorow w oparciu o
opisany wczesniej (w rozdzialach 2 i 3) system ZnO@MgO, ktory jest tu
dodatkowo funkcjonalizowany karboksymetylo-p-cyklodekstryna (CMCD) i
organicznym barwnikem, czerwienia Nilu (Nile red), prowadzac tym samym
do uzyskania systemu ‘ZnO@MgO@CMCD-Nile red'.

Rozdzial 5 opisuje druga strategie budowy nanobiosensorow w oparciu o
wielofunkcyjne  nanoczasteczki = bazujace  na  fosforach NaYF4
domieszkowanych atomami Yb, Er, Gd. W rozdziale tym przedstawiono
rowniez wszechstronna charakteryzacje zsyntetyzowanych materialow oraz
opisano proby ich zastosowania do obrazowania komorek przy pobudzeniu
swiatlem bliskiej podczerwieni, a wiec w warunkach niskiej autofluorescencji
material biologicznego.

2.1. Omowienie wynikow rozprawy

Jak wspomiano, rozprawa przedstawia dwie zasadniczo rozne strategie
budowy nanobiosensorow. Z tego wzgledu, w pierwszj czesci tej recenzji
zostana omowione wyniki rozdzialow 2, 3 i 4, w ktorych Autorka rozprawy
opisala budowe i charakteryzacje nanobiosensorow bazujacych na
nanoczasteczkowym ZnO.

Do najwazniejszch osiagniec przedstawionych w rozdziale 2 nalezy zaliczyc:

(i) Przeprowadzenie udanej syntezy nanoczasteczek ZnO o strukturze
wurcytu, o rozmiarach 3-6 nm, za pomoca metody sol-gel, przy uzyciu
octanu cynku, Zn(CH3COQ)2, jako prekursora, oraz wody lub
wodorotlenku sodu (NaOH) jako substratow, stosujac jako rozpuszczalniki
piec roznych alkoholi (etanol, izopropanol, 2-butanol, pentanol i
heksanol). Synteze przeprowadzono dla calego szeregu temperatur reakcji
(25, 35, 45, 55 i 65 °C). Wykazano, ze kinetyka wzrostu nanoczasteczek
ZnO przebiega zgodnie z modelem zaproponowanym przez Lifshitz’a,
Slyozov'a i Wagner'a (model LSW) [Lifshitz IM, Slyozov VV,
J.Phys.Chem.Solids 19, 35-50 (1961); Wagner C, Z.Elektrochem. 65,
581-59 (1961)].

(i) Wykazanie, ze stale kinetyk procesu wzrostu ziaren nanokrystalitow
ZnO oraz odpowiednie energie aktywacji zaleza od calego szeregu
czynnikow, a w tym: od temperatury reakcji oraz lepkosci i stalej
dielektrycznej srodowiska. Przede wszystkiem jednak, jak stwierdzono w
tej pracy, stale kinetyk oraz energie aktywacji sa zdecydowanie rozne dla
dwoch roznych substratow — wody i NaOH.

(iii) Wykazanie, ze luminescencja widzialna w pasmie 530 nm byla
zdecydowanie wyzsza dla nanoczasteczek ZnO zsyntetyzowanych w
obecnosci NaOH.



(iv)  Przeprowadzenie szczegolowej analizy zbioru wynikow otrzymanych dla
roznych procesow technologicznych syntezy nanoczasteczek ZnO. Ta
szczegolowa analiza pozwolila wysnuc wniosek, ze luminescencja
widzialna w pasmie 530 nm zalezy w duzym stopniu od wielkosci oraz
stanu powierzchni ziaren nanokrystalitow ZnO. W szczegolnosci,
pokazano, ze luminescencja ta maleje wraz ze wzrostem srednicy ziaren.
Ten fakt, w polaczeniu z obserwacja roznic w zachowaniu sie
luminescencji UV (pasmo 375 nm) i widzialnej (pasmo 530 nm) dla
nanoczasteczek ZnO otrzymanych w obecnosci wody lub NaOH jako
prekursorow, pozwolil wysnuc dodatkowy wazny wniosek dotyczacy
natury luminsecencji w nanokrystalicznym ZnO. Konkretnie, powiazano
powstawanie luminescencji widzialnej w pasmie 530 nm z mechanizmem
rekombinacji  promienistej elektronow z pasma przewodnictwa
pulapkowanych przez glebokie stany w przerwie zabronionej. Poniewaz
nature tych stanow modyfikowaly bardzo wyraznie procesy chemiczne
zachodzace na powierzchni nanoczasteczek, stwierdzono, ze za
luminescencje widzialna w pasmie 530 nm odopwiedzialne sa defekty i
stany powierzchniowe.

Rezultaty powyzszych badan zostaly opublikowane w artykule:
Bozena Sikora et al., "The growth kinetics of colloidal ZnO nanoparticles in
alcohols", J.Sol-Gel Sci. Technol. 61, pp. 197-205 (2012).

Do chwili obecnej publikacja ta byla dwukrotnie cytowana.

Do najwazniejszch osiagniec badan przedstawionych w rozdzialach 3 i 4
nalezy zaliczyc:

(@) Dokonanie udanej syntezy nanoczasteczek ZnO@MgO.

Celem tego =zabiegu technologicznego, polegajacego na pokrywaniu
naoczasteczek ZnO cienka powloka pasywacyjna MgO, bylo polepszenie
ogolnej jakosci nanoczasteczek ZnO syntetyzowanych dla potrzeb
potencjalnych zastosowan w biologii.

Opracowana technologia, przeprowadzana w jednym lub dwoch procesach
reakcyjnych sol-zel, pozwolila na uzyskanie stabilnych roztworow
koloidalnych ZnO@MgO. Otrzymane nanoczasteczki ZnO@MgO, o ogolnych
rozmiarach 3-6 nm i grubosci warstwy pasywacyjnej okolo 0.6 nm, wykazaly
wysoka luminescencje widzialna w pasmie 530 nm oraz odpornosc na
agregacje i wzrost ziaren w funkcji czasu przechowywania.

(ii)  Dokonanie kolejnej modyfikacji systemu ZnO@MgO poprzez dolaczenie
do niego czasteczek amfifilowego zwiazku organicznego, karboksymetylo-B-
cyklodekstryny (CMCD), oraz przez funkcjonalizacje powierzchni polegajaca
na wbudowaniu hydrofobowego barwnika, czerwieni Nilu (Nile red), w
‘otwory’ CMCD. Zabiegi te pozwolily na uzyskanie nanoczasteczkowych
ukladow ZnO@MgO@CMCD oraz ‘ZnO@MgO@CMCD-Nile red’.

Wykazano, ze funkcjonalizacja ZnO@MgO za pomoca CMCD prowadzi do
uzyskania stabilnych wodnych roztworow koloidalnych. Pozwolilo to na
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probe wprowadzenia hydrofilowych nanoczasteczek ZnO@MgO@CMCD (o
srednicach okolo 6 nm) jako sond luminescencyjnych do komorek HelLa. Za
pomoca mikroskopii konfokalnej uzyskano bardzo przekonywujace rezultaty
wskazujace na obecnosc nanoczasteczek ZnO@MgO@CMCD wewnatrz
komorek HeLa po 24-godzinach inkubacji. Przy dwu-fotonowym wzbudzeniu
dlugoscia fali Aex = 705 nm (laser femtosekundowy) obserwowano
chrakterystyczna dla ZnO luminescencje w pasmie 530 nm. Dla ulatwienia
procesu przejmowania nanoczasteczek ZnO@MgO@CMCD przez komorki
HeLa uzyto zwiazku chemicznego wspomagajacego mechanizm transportu
liposomalnego, tj. Lipofectamine 2000.

Nalezy tu podkreslic, ze chociaz obserwacje nanoczasteczek ZnO w
komorkach byly opisywane w literaturze juz wczesniej, to ich obecnosc nie
byla, jak dotad, potwierdzona poprzez detekcje ich chrakterystycznej
luminescencji. Z tego wzgledu obserwacja luminescencji nanoczasteczek
ZnO w komorkach jest szczegolnym osiagnieciem tej pracy.

Jak wspomiano, dodatkowa funkcjonalizacja powierzchni z zastosowaniem
barwnika fluorescencyjnego, czerwieni Nilu (Nile red), pozwolila na uzyskanie
ukladow ‘ZnO@MgO@CMCD-Nile red’. Dzieki tej modyfikacji mozliwe bylo
przeprowadzenie wewnatrzkomorkowych badan procesow FRET. Procesy
FRET obserwowano dla transferu energii od pobudzonych swiatlem 356 nm
nanoczasteczek ZnO do molekul czerwieni Nilu. Procesy te zachodzily zatem
w obrebie nanoczasteczki ‘ZnO@MgO@CMCD-Nile red’ o bardzo dobrze
zdefiniowanej geometrii. Zgodnie 2z przypuszczeniami, zobserwowano
wygaszanie luminescencji ZnO w pasmie 530 nm, ktoremu towarzyszyl
wzrost luminescencji barwnika czewieni Nilu w pasmie 650 nm. Proces ten
zbadano in vitro dla szeregu koncentracji barwnika czewieni Nilu oraz
potwierdzono jego obecnosc w badanich ‘fizycznych’ mieszanin ZnO@MgO i
czerwieni Nilu. W tym ostatnim przypadku zaobserwano glownie spadek
emisji luminescencji ZnO w pasmie 530 nm w wyniku absorpcji tego
promieniowania przez molekuly barwnika. Z wynikow badan wydajnosci
luminescencji FRET dla mieszanin ZnO@MgO@CMCD i czerwieni Nilu w
wodzie wyznaczono krytyczna odleglosc Ro dla tego ukladu. Odleglosc ta
wyniosla 3.4 nm.

Opracowane w tej pracy uklady nanobiosensorow ‘ZnO@MgO@CMCD-Nile
red’ odznaczaja sie takze tym, ze proces transferu energii nie zalezy, w sensie
spektralnym, od wielkosci nanoczastki ZnO. Jest to niewatpliwa zaleta tego
ukladu w stosunku do bardziej rozpowszechnionych systemow FRET
opartych na kropkach kwantowych (quantum dots, QDs), dla ktorych
obserwuje sie przesuniecie spektralne linii emisji w funkcji srednicy QD.

(i) Istotnym rezultatem tej czesci pracy sa wyniki badan procesow FRET
przy uzyciu ukladow ‘ZnO@MgO@CMCD-Nile red” w komorkach HelLa.
Wykazano tu bardzo wyrazne zmiany wydajnosci procesu FRET wewnatrz i
na zewnatrz komorek. Zmiany te wskazuja na wplyw cytosolu na wydajnosc
procesow FRET dla ukladow ZnO@MgO@CMCD-Nile red’ na skutek zmian
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