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1 Dane podstawowe

1a Dane personalne

Imig i Nazwisko: Artur Bednarkiewicz, dr

Miejsce pracy: Zaktad Spektroskopii Stanow Wzbudzonych
Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych
Polska Akademia Nauk
ul. Okdlna 2, 50-422 Wroctaw, Poland

tel. : (0048) 71 39 54 166
e-mail : A.Bednarkiewicz@int.pan.wroc.pl
web-page : http://ses.int.pan.wroc.pl

Stanowisko : adiunkt

1b Podsumowanie dorobku naukowe (na dzien 12.12.2012 r.)

| Gafkowitalliczba publikacji "1 S AE = 6R I
Przed doktoratem
Wszystkich 20
Z listy F 13

Po doktoracie

Wszystkich 48
Z listy FI 42
Do habilitacji 12

Sumaryczny IF na podstawie WoK
Prace do habilitacji 45.5
Wszystkie po doktoracie 111.8

| Catkowitalliczba cytowan w bazie Web of Knowldge

Wszystkie B 398

Bez autocytowan 367
Index Hirscha 12

58 publikacji na podstawie bazy Web Of Knowledge (WoK), Thomson Reuters; 4 najnowsze publikacje nie s3
jeszcze widoczne w bazie; pozostate artykuty [11, 31, 32, 34, 35, 39] z zatgcznika 2, nie s3 notowane w bazie
Web Of Knowledge.



1c  Wyksztalcenie i stopnie naukowe

dr nauk fizycznych 2003 r., Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN

Wrhasciwosci spektroskopowe i laserowe jonow iterbu w matrycach
krystalicznych i szklanych
Promotor: Prof. dr hab. Wiestaw Strek

mgr inz. fizyki technicznej 1999 r., Politechnika Wroctawska, realizacja w Instytucie Niskich

Temperatur i Badan Strukturalnych PAN

Specjalnosé: fizyka techniczna

Generacja drugiej harmonicznej lasera neodymowego
pompowanego diodq laserowq

Promotor dr inz. Przemystaw Deren

1d Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowo-badawczych

2011-2014

2009-

2005-2008

2003-2005

Kierownik zadania badawczego NAOMIS
Departament Nanotechnologii
Wroctawskie Centrum Badan EIT+, Wroctaw, Polska

Adiunkt, Zaktad Spektroskopii Stanéw Wzbudzonych,
Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych
Polska Akademia Nauk, Wroctaw, Polska

pozycja post-doc, European Commission - Joint Research Centre,
Nanomaterials and Molecular Imaging,
Institute for Health and Consumer Protection, Ispra, Italy

Adiunkt, Zaktad Spektroskopii Stanéw Wzbudzonych,
Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych
Polska Akademia Nauk, Wroctaw, Polska

le Tematyka pracy naukowej

o Wiasciwosci spektroskopowe nano- i mono-krysztatéw oraz szkiet domieszkowanych jonami

lantanowcéw, wykorzystanie tych nanoluminoforéw w biologii i medycynie (Nano-termometria

r

Nano-termoterapia, sondy luminescencyjne, wykorzystanie zjawiska konwersji energii w gore
w czujnikach bazujgcych na transferze energii typu FRET)
* Lasery na ciele statym pompowane dioda pétprzewodnikowg (konstrukcja i badanie wtasciwosci)
e Bio-spektroskopia, diagnostyka fluorescencyjna (wykorzystanie auto-fluorescencji endogennych
chromoforéw tkankowych np. NADH/FAD)
e Oddzialywanie $wiatta z materig zywa i wykorzystanie $wiatta laserowego w biologii i medycynie
e Obrazowanie widm luminescencji (HSI), obrazowanie czaséw zycia (FLIM), analiza globalna
HSI/FLIM (konstrukcja ukfadéw obrazowania, oprogramowanie, analiza globalna, analiza

obrazow)



2

Osiggniecie stanowigce podstawe postepowania

habilitacyjnego

Osiggnieciem naukowym wynikajacym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595,
z pozniejszymi zmianami) jest jednotematyczny cykl publikacji naukowych pt. Wifasciwosci
luminescencyjne nanowymiarowych luminoforow fluorkowych domieszkowanych jonami
lantanowcow.

2a

H1.

H2.

H3.

Ha.

H5.

He.

H7.

H8.

Lista publikacji uwzgledniona w opisie osiggniecia

A. Bednarkiewicz, M. Maczka, W. Strek, J. Hanuza i M. Karbowiak, Size dependence on
infrared spectra of NaGdF,; nanocrystals, Chemical Physics Letters, 418:75-78 (2006),
AB: 40%, MM:20%, WS:20%, JH:10%, MK:10%; [IF =1.628, 2005]

A. Bednarkiewicz, A. Mech, M. Karbowiak i W. Strek, Spectral properties of Eu** doped
NaGdF, nanocrystals, J.Luminescence, 114(3-4):247-254 (2005), AB: 50%, AM:20%, MI:20%,
WS:10%,; {IF =2.169, 2008]

A. Bednarkiewicz, D.Wawrzynczyk, A.Gagor, M. Nyk, L. Kepinski, M. Kurnatowska,
L. Krajczyk, W.Strek i M.Samoc, Giant enhancement of upconversion in ultra-small
EF*/Yb*:NaYF, nanoparticles via laser annealing, Nanotechnology 23 145705 (2012)
AB: 45%, DW:20%, AG:10%, MN:5%, LK+MIK+LK:10%, WS:5%, MS:5%, [IF=3.979, 2012]

A, Bednarkiewicz, D.Wawrzynczyk, M.Nyk i M.Samoé, Tuning red-green-white up-
conversion color in nano NaYF:Er/Yb phosphor, Journal Rare Earth 29(12), 1152-1156 (2011)
AB: 50%, DW:30%, MN:10%, MS:10%,; [IF =0.901, 2011]

A. Bednarkiewicz, M. Nyk, M. Samoc i W. Strek, Up-conversion FRET from Er'/Yb™:NaYF,
nanophosphor to CdSe quantum dots J. Phys. Chem. C 114, 17535-17541 (2010) AB: 40%,
MN:40%, MS:10%, WS:10%; [IF =4.805, 2010]

D. Wawrzynczyk, A. Bednarkiewicz, M. Nyk, J. Cichos, M. Karbowiak, D. Hreniak, W. Strek,
iM. Samoc, Optimisation of Ligand Exchange Towards Stable Water Suspensions of
Crystalline NaYF,: Er*, Yb* Nanoluminophors, ). Nanoscience Nanotechnology 12, 1886-1891
(2012) DW:50%, AB:25%, MN:5%, JC+MK:5%, DH:5%, WS:5%, MS:5%; [IF=1.563, 2012]

D. Wawrzynczyk, M. Nyk, A. Bednarkiewicz, W. Strek i M. Samoc, A comparison of
morphology, structure and optical properties of uftrasmall, small and core-shell up-converting
NaYF,/NaGdF, nanocrystals co-doped with Tm*>* and Yb® ions, J.Luminescence 133, 138-144
(2013) DW:30%, MN:30%, AB:30%, WS:5%, MS:5%; [IF =2.102, 2011]

A. Bednarkiewicz, D. Wawrzyriczyk, M. Nyk i W. Strek Synthesis and spectral properties of
colloidal Nd** doped NaYF, nanocrystals, Optical Materials, 33(10), Pages 1481-1486 (2011)
AB:40%, DW:40%, MN:10%, WS:10%,; [IF=2.023, 2011}
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Ho. A. Bednarkiewicz, D. Wawrzyriczyk, M. Nyk i W. Strek, Optically stimulated heating with
nano-colloidal solution of luminescent Na®*:NaYF,, Applied Physics B 130, 4, (2011) 847-852
AB: 40%, DW:40%, MN:10%, WS:10%,; [IF=2.189, 2011]

Hi.  D.Wawrzynczyk, A.Bednarkiewicz, M. Nyk, W.Strek i M.Samo¢ Neodymium (ill) doped
fluoride nanoparticles as a non-contact optical temperature sensor Nanoscale 4, 6959 (2012)
DW:40 %, AB: 40%, MN:20%, WS5:10%, MS:10%; [IF= 5.914, 2012]

H11. D. Wawrzynczyk, A. Bednarkiewicz, M. Nyk, M. Gordel, W. Strek i M. Samoc, Modulation of
Up-conversion Luminescence of Lanthanide (Ili) lon Co-doped NaYF4 Nanoparticles using Gold
Nanorods, Optical Materials 34, 1708-1712 (2012) DW:40%, AB: 20%, MN:15%, MG:5%,
WS:10%, MW:10%; [IF=2.023, 2012]

H12.  A.Gnach i A.Bednarkiewicz, Lanthanide doped Up-converting Nanoparticles: merits and
challenges , NanoToday 7(6), 532-563 (2012) AG: 35%, AB: 65%; [IF =15.355, 2012]

Na koricu kazdej publikacji podano szacowany przez habilitanta udziat kazdego ze wspdtautoréow
w planowaniu, przygotowaniu, wykonaniu i interpretacji badan oraz przygotowania publikacii.
Podano rowniez IF dla danego czasopisma dla roku wydania, albo z roku najblizszego daty publikacji
w ktdrym znany jest IF. Oswiadczenia wspdtautoréw o udziale w planowaniu, przygotowaniu badar,
interpretaciji i wktadzie w przygotowanie w/w publikacji zamieszczono w oddzielnych zatgcznikach.

2b Omoéwienie celu naukowego cyklu prac i osiggnietych wynikéow

Ostatnie osiggnigcia, rozwdj i integracja nanotechnologii i biofotoniki doprowadzity do powstania
wyrafinowanych luminescencyjnych nano-platform (NP) takich jak kropki kwantowe (QD - Quantum
Dots), nanoczasteczki srebra, nanoczagsteczki krzemionkowe domieszkowane barwnikami
organicznymi, jak rowniez nanokrystality domieszkowane lantanowcami. Te ostatnie wymagajg
znacznie wigkszej uwagi, gdyz wiasciwosci jakie oferuja (tj. waskie linie emisyjne, diugie czasy zycia
luminescenciji) sa istotne z punktu widzenia konstrukcji luminescencyjnych znacznikéw w biologii
i diagnostyce medycznej. Dodatkowo nanoluminofory te wykazujg bardzo wysoka stabilnogé
fotochemiczng, sg nietoksyczne, pozwalajg uzyskac wiele réznych kodéw barwnych do detekcji wielo-
parametrycznej oraz pozwalajg na tatwe wyeliminowanie sygnatu tta (tj. fluorescencji endogennych
zwigzkéw organicznych), a tym samym uproszczenie konstrukcji uktadow detekcji i obrazowania w
biologii i medycynie.

Mimo, Ze wiasciwosci spektroskopowe lantanowcéw, w tym konwersja energii w gére (ang.
up-conversion) sy badane od kilkudziesigciu lat pod katem zastosowarn w konstrukcji laseréw, zrodet
Swiatfa i konwersji energii $wietlnej, domieszkowane lantanowcami nanokrystaliczne odpowiedniki
znanych mono- i mikro-krysztatéw charakteryzujg sie bardzo czesto odmiennymi wiasciwosciami
spektroskopowymi i mniejsza sprawnoscig kwantowa emisji. Wymaga to dalszych badar
i optymalizacji wielu czynnikéw, w tym sktadu, morfologii iarchitektury tych luminescencyjnych
nanomateriatéw, tak by poprawi¢ wydajnos¢ luminescencji oraz poprawié¢ czuto$é bioczujnikéw
opartych na tych materiatach.

Wiasciwosci luminescencyjne przejs¢ 4f-4f lantanowcdw w matrycach krystalicznych istotnie
zaleza od lokalnej sity pola krystalograficznego, struktury krystalograficznej (widma fononowego
matrycy) oraz obecnosci i typu domieszek. Jednak w bardzo matych nanokrystalitach, tj. gdy rozmiary



matryc osiggajg 5-10 nm srednicy, jony lantanowcéw s3 wyeksponowane na lokalne chemiczne
srodowisko znacznie bardziej niz w matrycy monokrystalicznej. Prowadzi to do zmian w dfugosciach
wigzan atomowych i liczby koordynacyjnej, a wptyw pola krystalograficznego i samej matrycy
ustepuje pod wzgledem znaczenia wplywowi otoczenia nanokrystalitow. Objawia sie to zmiang
wiasciwosci luminescencyjnych, tj. widm luminescencji i czaséw zaniku luminescencji w pordwnaniu
do mono-krystalicznych odpowiednikéw. Zwykle, czasy zycia luminescencji lantanowcow
w nanokrysztatach ulegajg skroceniu, gdyz zwieksza sie wygaszanie niepromieniste w zwigzku
z obecnymi defektami i pojawieniem sie centréw wygaszania (np. drgan O-H ~3300cm™ czgsteczek
wody). Z drugiej strony, dla okreélonych przejéé (np. Dy = Eu®) w matrycach nanokrystalicznych
obserwowano znaczne wydtuzenie czaséw zycia lumienescencji. Istnieje kilka sposobow
wyttumaczenia tego zjawiska, np. zwiekszenie lokalnej symetrii lantanowca w nanokrystalitach,
zredukowanie nieparzystych komponentéw pola krystalicznego, czy tez fakt, ze procesy radiacyjne
zalezg od wspétczynnika zatamania otoczenia. Dla bardzo matych nanokrystalitow jon aktywny
»doswiadcza” bowiem tzw. efektywnego wspoiczynnika zatamania (n.y), bedacego liniowa
kombinacjg wspofczynnikdéw zatamania matrycy oraz rozpuszczalnika (np. powietrza, wody itp.).
Rozpatrujgc wptyw rozmiaru nanokrystalitow na wiasciwosci luminescencyjne lantanowcdw, nie
wolno zapomina¢ o nieradiacyjnych procesach transferu energii. Transfer energii (np. relaksacja
krzyzowa — ang. cross-relaxation, konwersja w gére — ang. up-conversion), szczegdlnie z asysta
fononéw, stanowig wazny mechanizm obsadzania wyzszych poziomdéw energetycznych oraz istotnie
wplywaja na dynamike luminescencji i populacje wyzej lezacych poziomdw energetycznych, tak
waznych przy zjawisku konwersji energii w gore. Wiadomo jednak, ze ograniczenie rozmiaru matrycy
powoduje modyfikacje gestosci i czestotliwosci drgan fononowych. W rezultacie, modyfikacji ulegaja
oddziatywania elektron-fonon, redukcji ulega transportu ciepta a wzmocnieniu termalizacji wyzszych
stanow Starkowskich co przyczynia sie do zmiany warunkéw rezonansu energetycznego i skutkuje
zmianami wtasciwosci optycznych w tych nanowymiarowych materiatach.

Podsumowujgc, wszystkie te obserwowane anomalie i nowe zjawiska fizyczne bedgce
wynikiem zredukowanych rozmiaréw matryc domieszkowanych jonami lantanowcéw mozna
wyttumaczyc:

(i) brakiem niskoenergetycznych fonondw i niskg gestoscig pasm fononowych, ktére to prowadzg
do istotnych zmian widm luminescencyjnych i zmian dynamiki transferu energii miedzy jonami
wspotdomieszek,

(i)  zwiekszeniem lokalnej symetrii kationéw w matych klastrach,

(iii)  niejednorodng dystrybucjg jondw Ln*" w nanokrystalitach,

(iv) zmianie rozszczepienia i obsadzenia pozioméw Starkowskich wynikajgcym ze zredukowanej sity
pola krystalicznego w nanowymiarowych ziarnach,

(v) tzw. goraca emisjg, tj. emisjg zpozioméw energetycznych populowanych w wyniku
termicznego obsadzania poziomow Starkowskich oraz metastabilnych.

Celem prowadzonym przeze mnie badan podstawowych byta cheé lepszego zrozumienia
zjawisk emisji Stokesowskiej i anty-Stokesowskiej, ktére zachodza w nanokrystalicznych
luminoforach fluorkowych Na(Y,Gd)F, wspot-domieszkowanych jonami lantanowcéw. Zjawiska te
byly badane réwniez pod katem mozliwosci zastosowania tych materiatéw jako znacznikéw
luminescencyjnych w biologii i medycynie, m.in. jako sondy w czujnikach bazujacych na
mechanizmie bezpromienistego transferu energii FRET, czy tez w nano-termoterapii i nano-
termometrii. Wybor matrycy NaYF, oraz stosowanych metod syntezy byt podyktowany
mozliwoscig precyzyjnego kontrolowania rozmiaru tych nanokrystalitéw w zakresie 7-60 nm, niska

energia fononéw (~350cm™) w fluorkach Na(Y/Gd)F,, relatywnie wysoka sprawnoscig kwantowg
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konwersji energii w gore (0.1%), a takie mozliwoscig uzyskania wysoce jednorodnych rozmiarowo
zawiesin nanokoloidalnych. Ponadto, interesujacy byt réwniez dla mnie fakt, ze badane materiaty
pozwalajg w wyniku wymiany ligandéw uzyskac stabilne i jednorodne zawiesiny koloidalne
w $rodowisku wodnym, co jest przepustky do praktycznych zastosowar tych nanoluminoforow
w biologii. Prowadzone przeze mnie prace mialy rowniez na celu badanie i optymalizacje
wiasciwosci  spektroskopowych nanoluminoforéw Na(Y/Gd)F, domieszkowanych i wspét-

domieszkowanych jonami lantanowcéw.

Wiasciwosci spektroskopowe nanokrystalicznych NaGdF4 i Eu3+: NaGdF4

W pracy [H1] badano widma podczerwieni niedomieszkowanych krystalitéw NaGdF, w funkcji ich
rozmiaru. Materiat wyjsciowy uzyskany metodq wspot-stragcania wygrzewano w temperaturach od
300 do 780 °C w atmosferze Ar+(10%)SFs, co pozwolito na kontrolowang zmiane rozmiaru w zakresie
od 17 do 60 nm. Srednie rozmiary nanokrystalitéw wyznaczono na podstawie réwnania Sherrera. Dla
temperatury wygrzewania 300°C uzyskano ziarna wielkoéci 17 nm, natomiast najwieksze ziarna
~60 nm wymagaty grzania do 750°C. Poniewaz w zastosowanych warunkach NaGdF, krystalizuje
w fazie haksagonalnej (P-6=C13h) w widmach IR obserwowano mody aktywne A” i E’. Sposrdd
wszystkich drgari widocznych w widmach IR pordwnano intensywnosci integralne pasm
niskoenergetycznych przy 116 cm™ (drgania translacyjne E’ jondw Gd** i Na") oraz 168 cm™ (drgania
rozciggajace i zginajace Gd-F i (Gd,Na)-F ). Intensywnos$¢ tych pasm spadata (Fig.1) proporcjonalnie do
odwrotnosci rozmiaru krystalitow,
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Fig.1. Zaleznosc widm IR nanokrystalicznych proszkow NaGdF; w funkcji rozmiaru nanokrystalitéw.
Dla najwigkszych krystalitéw przedstawiono dla poréwnana widma Ramanowskie. Mafy wykres
przedstawia zaleznos¢ intensywnosci integralnej pasma przy 168 cm™ (kétka) i 116 cm™ (trojkqty)
w funkcji odwrotnosci Srednicy nanokrystalitéw (Rysunek 1 z pracy H1).



Bazujac na modelu Tamury oszacowano, ze dla matych czgsteczek sferycznych, intensywnosé
wspotczynnika absorpcji fononowe] powinna rzeczywiscie zaleze¢ odwrotnie proporcjonalnie od
srednicy nanokrystalitow. Ma to brzemienne skutki dla wfasciwosci luminescencyjnych
nanoluminoforow, a szczegélnie dla procesow konwersji energii w gore, ktére wymagajg zwykle
asysty fononéw. Redukcja intensywnosci drgan fononowych moze by¢ wyjasnieniem wielu zjawisk
anomalnej termalizacji w nanocluminoforach, a takie pomogla zrozumie¢ przyczyny laserowo
indukowanego wygrzewania obserwowanego w ultra matych nanokrystalitach [H3].

W pracy [H2] przebadano w funkcji rozmiaru, wtasciwosci nanokrystalitow domieszkowanych
sonda luminescencyjng tj. jonami Eu*. Podobnie jak w pracy [H1] wielkoé¢ krystalitow regulowano
temperaturg wygrzewania, uzyskujgc ziarna o srednim rozmiarze rownym ~14 nm, ~35 nm i ~60 nm
odpowiednio dla temperatur 330 °C, 680 °C, 750 °C. Poréwnywanie bezwzglednej intensywnosci
luminescencji sg zwykle obarczone duzym btedem (o ile nie stosuje sie sfery integracyjnej) w
przypadku pomiaru widm luminescencji proszkdw. Dlatego do analizy wplywu rozmiaru krystalitow
na wiasciwosci luminescencyjne badanych nanomateriatéw wykorzystano analize widm
luminescencji jonow europu oraz metode Kodairy, bedacg uproszczong formg teorii Judda-Ofelta.
Bazujac na przejéciu “Do—’F, stwierdzono, ze jon lantanowca wbudowuje sie w dwie pozycje
krystalograficzne oraz zidentyfikowano, ktérym lokalnym symetriom one odpowiadaja.
Zaobserwowano rowniez termiczng kontrakcje nanokrystalitow, ktére w pomiarach w 77K
wykazywaty pasma emisji przesuniete w strone wyzszych energii. Poniewaz przejécie *Dy—>'F; ma
charakter magnetyczny i generalnie stabo zalezy od wptywu pola krystalicznego, jego intensywnosé¢
przyjeto jako stata. Wowczas normalizowanie intensywnosci *Dy—'F, / *Do—’F; oraz °Do—>'F, /
*Dy—'F, pozwolity oszacowa¢ wartosci parametrow Q, i Q, oraz wspotczynniki predkosci procesow
(A). Uzyskane rezultaty pozwolity zrozumie¢ zachowanie sie matrycy fluorkowej w funkcji rozmiaru
nanokrystalitow. Wtasciwosci spektroskopowe, tj. widma luminescencji i czasy zaniku luminescencji
w Eu*:NaGdF, wykazywaty znaczne réinice w nanomateriatach w poréwnaniu do wiekszych
odpowiednikéw, astandardowa teoria Judda-Ofelta moie wymaga¢ rozszerzenia by w petni
uwzgledniata réwniez zachowanie lantanowcéw w nanomateriatach.

Laserowo indukowane wygrzewanie w ultra malych nanoluminoforach
NaYF4:Yb/Er

Istnieje wiele technik zapisu optycznego informacji, ktére bazujg na modyfikacji materiatu wigzka
laserowg. Zwykle stosowane sg do tego celu lasery femtosekundowe, ktére charakteryzujg sie emisja
olbrzymiej energii w bardzo krétkim impulsie. Pod wptywem wigzki laserowej nastepuje na przyktad
krystalizacja substratéw materiatéw nieliniowych optycznie, jednak ze wzgledu na stosowane
ultrakrétkie impulsy i maty przekrdj czynny na absorpcje tych zwigzkéw, obecnie stosowane metody
wykazujg bardzo wysoki prog krystalizacji i wymagajg rownoczesnego jednorodnego grzania catego
materiatu. W pracy [H3] badano zachowanie ultra matych (~8 nm) nanokrystalitéw domieszkowanych
jonami Yb** i Er** pod wptywem skupionego $wiatfa laserowego. Laserowe wygrzewanie (ang. Laser
Induced Annealing - LIA) uzyskano dla ggstosci mocy pobudzenia 15.5 kW/cm? (350 mW) w plamkach
o srednicy 54 pum uzyskanych za pomocg obiektywu mikroskopowego 10x. Zjawiska tego nie
obserwowano w przypadku krystalitow o wielkosci ponad 20 nm. Pomiary wtasciwosci
spektroskopowych materiatéw po LIA wykazywato dramatycznie inne wtasciwosci spektroskopowe
w poréwnaniu do materiatu oryginalnego, m.in. prawie 1000 krotnie nizszy prég i 100-1000 krotnie
wigkszg intensywno$¢ konwersji w gore, a takze odmienne widma luminescencji i czasy zycia
poziomdw wzbudzonych. Po przeprowadzeniu serii pomiarow, tj.:

(i) rozdzielczych temperaturowo pomiaréw XRD,

(i) pomiaréw wiasciwosci spektroskopowych materiatéw jednorodnie wygrzewanych w piecu,
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(iii) zdje¢ TEM i SEM,
i gtebszej analizie zaproponowano mechanizm laserowo indukowanego wygrzewania w materiatach
domieszkowanych lantanowcami. Praca ta zostata opublikowana [H3+Supporting information]
i prezentowana na konferencji IWASOM 2011.
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Fig. 2. Poréwnanie wiasciwosci spektroskopowych ultramafych nanokrystalitow NaYF,;:2% Er*, 20%
Yb* przed i po laserowo indukowanym wygrzewaniu (a) Zaleznos¢ intensywnosci emisji anty-
Stokesowskiej w funkcji mocy pobudzenia, dla przej$¢ *Hiza—"l1sss *S32—"115/2 1 *F372—"152 ; widma
luminescencji w funkcji mocy pobudzenia dla materiatu oryginalnego (c - RAW) i po wygrzewaniu
laserowym (b — laser annealing); schemat pozioméw energetycznych i wyjasnienie mechanizmu emisji
anty-Stokesowskiej w jonach Yb** i EF* (d); obraz luminescencji wzoru (e) i pojedynczy punktu (f)
uzyskanego w wyniku LIA. Skale na zdjeciach e) i f) wynoszq odpowiednio 2 mm i 20 um (Rysunk 1
z pracy [H3]).

Materiat poddany dziataniu LIA wykazywat bardzo duze zmiany zaréwno w intensywnosci
(Fig.2a), strukturze widm luminescencji jak i w relacji emisji zielonej do czerwonej (widma Fig.2bic
oraz wstawka do Fig.2b). Szczegdlnie istotne zmiany odnotowano dla przejicia 2H11,2—>4[15,2,
natomiast przejscie 453,2-—>4I15/2 podlegato mniejszym fluktuacjom. Zmiany te przypisano do
termicznej populacji poziomu 2Hn/;,_ wzgledem poziomu metastabilnego 453/2. Istotnej zmianie ulegty
réwniez rzgdy procesdw N (Fig.2a) — dla przejsé *Hiiz—"lis, *S32—*lisss i *Fajz— 1152 parametr
N malat odpowiednio z 2.1, 2.0 i 1.7 na 1.9, 1.6 i 1.4, co $wiadczy o zredukowaniu strat
niepromienistych w procesie dodawania fotonéw (APTE — fr.addition de photon par transferts
d’energie). Dodatkowo bezwzgledna intensywno$é¢ emisji anty-Stokesowskiej wzrosta o 2-4 rzedy

wielkosci, a prég konwersji energii w gére zmalat o 2 rzedy wielkosci po obrébce LIA w poréwnaniu
do materiatu wyjsciowego (Fig.2a).
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Fig.3. Zalezne temperaturowo pomiary strukturaine (a) porownanie XRD dla probek jednorodnie
wygrzanych w 25, 475 i 650°C oraz prébki poddanej LIA, (b) rozmiar komdrki elementarnej (lewa 0s)
i Sredni rozmiar krystalitéw (prawa os) wyznaczone z widm XRD w funkcji temperatury wygrzewania
jednorodnego, (c) mapy widm rozpraszania XRD w funkcji temperatury, oraz morfologia (d) materiatu
oryginalnego i (e) po LIA (Rysunek 3 z pracy [H3]).

W celu wyjasnienia obserwowanego zjawiska, wykonano wszechstronne badania strukturalne
i spektroskopowe [H3], w tym zalezno$¢ temperaturowag widm rozpraszania rentgenowskiego
(szczegdly Fig.3a-c), badania morfologii (Fig.3d) i sktadu mikrokrysztatéw (Fig.5'3c w [H3] i Fig.53b
w [H3]) powstatych w wyniku LIA. Dodatkowo, dla kazdej ze zidentyfikowanych faz uzyskanych
poprzez jednorodne wygrzewanie w temperaturach 200, 450, 650 i 900°C (Fig.52 w [H3]) zbadano
wiasciwosdci spektroskopowe (Fig.S1 w [H3]), co potwierdzito przypuszczenia o laserowo
indukowanym wygrzewaniu nanokrystalitow. Zjawisko to polega najprawdopodobniej na
rekrystalizacji ultra-matych nanokrystalitéw do innej fazy, na zwiekszeniem rozmiaréw krystalitow.
Zjawiska te prowadzg do pasywacji powierzchni nanomateriatow i redukcji wptywu duzej powierzchni
nanokrystalitow. Wart podkreslenia jest fakt, podobnych zjawisk nie obserwowano dla wiekszych
nanokrystalitow.

Podczas eksperymentéw dotyczacych LIA, zauwazono réwniez niespodziewanie duie zmiany
wiasciwosci spektroskopowych w funkcji mocy pobudzenia dla probek, ktére byly jednorodnie
wygrzewane w temperaturze 450°C przez 2h [H4]. Materiat NaYF, wspétdomieszkowany jonami Yb*" i
Er** wykazuje wydajng konwersje energii w gére, gdzie energia niskoenergetycznych fotonéw (NIR,
980 nm) jest absorbowana przez jony Yb®* i w wyniku sumowania fotonéw przekazywana do
wyzszych pozioméw wzbudzonych jonéw Er**. Skutkuje to uzyskaniem promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu widzialnego, dla jonéw Er** odpowiednio éwiatto zielone 540 nm
(emisja z poziomu 453,2, 2H11,2) i czerwone 650 nm (*Fg,). Zjawisko konwersji energii jest powszechnie
znane, jednak jak dotad nie obserwowano tak anomalnych zmian we wiaséciwosciach

' Rysunki “S” odnosza sie do materiatéw dodatkowych (supporting information) do wymienionej pracy
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spektroskopowych. W wyniku zmian mocy pobudzenia obserwowano odwracalng zmiane barwy
emisji od zielonej po czerwong, ktéra wynikata za zmiany proporcji intensywnosci emisji w pasmach
zielonym (2H11/2+453,2—>4115,2) i czerwonym (4F3/2-—+4I15,2). Ponadto materiat wykazywat znaczaca
histereze w profilach zaleznosci intensywnosci emisji od mocy pobudzenia (tzw. power dependence).
W prébkach wygrzewanych jednorodnie w 450°C zjawiska laserowo indukowanego wygrzewania juz
nie obserwowano. Obserwowane zmiany barwy wyttumaczono procesami termicznego wygaszania
poziomdw posrednich, ktdrych obsadzenie jest niezbedne do uzyskania wydajnej konwersji energii
w gore. Ponadto, po przekroczeniu progowej wartosci mocy pobudzenia, uzyskiwano szeroko-

spektralng biatg emisji anty-Stoksowska (Fig.4c).
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Fig.4. Wiasciwosci spektroskopowe NaYF, 20%Yb* 2%Er* po jednorodnym wygrzaniu
w temperaturze 450°C przez 2h; (a) widma w funkcji mocy pobudzenia wigzkq laserowg 976 nm,
(b) wybrane widma przy mocy pobudzenia 340, 490 i 1150 mW; (c) zdjecia przedstawiajqce czerwong,
zielonq i biatq emisje przy odpowiednio niskiej (100 mW), sredniej (350 mW) i wysokiej (1400 mW)
mocy pobudzenia; (d) wspétczynnik zielonej do czerwonej emisji oraz (e) profile mocy wyjsciowej do
mocy wejsciowej mierzone dla réinych pasm emisji oraz dla rosnqcej i malejgcej mocy pobudzenia
(Rysunek 2 z pracy [H4]).

Po skorygowaniu szeroko-spektralnego widma uzyskanego przy 1150 mW pobudzenia
z uwzglednieniem czutosci spektralnej uktadu pomiarowego, uzyskane widmo fitowano w zakresie
400-800 nm krzywa Planck’a w celu uzyskania temperatury emitujgcego materiatu. Na Fig.4b widac
zgodnos$¢ modelu Plancka przy T=2700K z danymi eksperymentalnymi, co potwierdzatoby hipoteze
istotnej roli temperatury w procesach budowania populacji pozioméw wzbudzonych jondéw Er*.
Praca to zostata opublikowana [H4] i byta prezentowana na konferencji REMAT 2011.
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Nanowymiarowe sondy luminescencyjne jako Donory w czujnikach typu FRET

Jednym z niewielu sposobéw na poznanie selektywnego oddziatywania miedzy specyficznymi
molekutami jest zjawisko Rezonansowego Transferu Energii (FRET — ang. Férster Resonance Energy
Transfer). Zjawisko to pozwala na poziomie atomowym i molekularnym badac zalezne od odlegtosci
procesy przekazywania energii miedzy dwoma chromoforami tzw. donorem i akceptorem energii.
Zjawisko bezpromienistego transferu energii zachodzi tylko dla fluoroforéw, ktorych catka
nakrywania pasm emisji donora i pasm absorpcji akceptora jest wieksza od zera. Przy zatozeniu, ze
para donor-akceptor s3 kompatybilne, kolejnym warunkiem niezbednym dla zaistnienia FRET jest
odlegtos¢ miedzy dwoma molekutami fluorofortami, ktéra powinna wynosi¢ od 1 do okoto 10 nm.
Forster wykazat, ze wydajnosé procesu (E) transferu energii zalezy od odwrotnosci szdstej potegi
odlegfos¢ miedzy donorem i akceptorem:
RS
~RG+76

Gdzie R, jest odlegtoscig Forstera, przy ktdrej energia jest przenoszone z wydajnoscig 50%, a r jest
rzeczywistg odlegtoscig miedzy donorem a akceptorem. Wielkos¢ bezwzgledna R, jest zalezna od
wlasciwosci  spektralnych donora i akceptora, catki nakrywania, orientacji wzglednej (i)
i wspotczynnika zatamania medium wokot molekut D i A. W wiekszosci zastosowan biomedycznych
uzyteczne Ry mieéci sie w zakresie od 20 do 90 A, a odlegtosci te s3 pordwnywalne do $rednicy
wiekszosci biatek, grubosci bton biclogicznych, odlegtosci kompleksu antygen-antyciato czy tez
odlegtosci miedzy podjednostkami ztozonych biatek. Proces FRET moze by¢ tatwo kwantyfikowalny,
gdyz prowadzi on do zmniejszenia intensywnos¢ fluorescencji; skrocenia czasu zycia stanu
wzbudzonego donora jak réwniez do zwiekszenia intensywnosci fluorescencji akceptora.

W wielu przypadkach analize FRET mozna przeprowadzi¢ na podstawie wzglednych wartosci
intensywnosci fluorescencji donora/akceptora, jednak takie podejicie jest podatne na artefakty
i btedy pomiarowe. Korzystniejszy z punktu widzenia powtarzalnosci jest pomiar czasu zycia standw
wzbudzonych donora, gdyz efektywnos¢ transferu energii miedzy D a A jest zdefiniowany prostym
réownaniem

Er=1 =

Gdzie 1pa jest czasem zycia stanu wzbudzonego donora w obecnosci akceptora, a 1p jest czasem zycia
donora w przypadku braku akceptora. W zwigzku z tym za pomoca pomiaru czaséw zycia
w obecnosci i przy braku akceptora, mozliwe jest ilosciowe okreslenie odlegtos¢ miedzy donorem
i akceptorem. Ta wrazliwos¢ efektywnosci transferu energii na odlegtosé miedzy molekutami D i A
umozliwia wykorzystanie zjawiska FRET do badania odlegtosci miedzy molekutami, co w konsekwencji
pozwala studiowac wiele ztozonych proceséw biologicznych, np. badanie struktury i budowy biatek,
badanie oddziatywania receptoréw i liganddw, immunooznakowanie Ilub immunotesty
(ang.immunoassays), badanie struktury, konformacji i hybrydyzacji kwasoéw nukleinowych itp.

Tradycyjnie, pary D-A dobiera sie sposréd barwnikdéw organicznych, jednak z wzgledu na bardzo
krotki czasy zycia fluorescencji wigkszosci z tych chromoforéw, jak réwniez ich podatnoé¢ na
fotowybielanie nadal istnieje wiele wyzwan technologicznych w wykorzystaniu zaprezentowanej
metody. Konieczno$¢ pomiaru nanosekundowych czaséw zycia fluorescencji z rozdzielczoscig
pikosekund wymusza stosowanie wyrafinowanej, a tym samym drogiej aparatury pomiarowej.
Jednak obecny rozwdj inzynierii i chemii materiatéw nanowymiarowych domieszkowanych jonami
lantanowcow pozwala zaoferowac nietoksyczne znaczniki luminescencyjne o waskich liniach
emisyjnych, duzym przesunieciu Stokesa, dtugich czasach zycia luminescencji, wysokiej stabilnosci
fotochemicznej i zfozonych cechach spektroskopowych przydatnych do detekcji  wielo-
parametrycznej. Co réwniez bardzo istotne, wtasciwosci tych nanoluminoforéw pozwalajg na tatwe
wyeliminowanie tfa (tj. fluorescencji zwigzkéw organicznych) poprzez wzbudzenie w zakresie bliskie]
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podczerwieni lub w trybie pomiaréw rozdzielczych w czasie. Tym samym przyczynic sie one mogg do
uproszczenia konstrukcji i miniaturyzacji uktadow detekcji i obrazowania w biologii i medycynie.

W pracy [H5], jako jedni z pierwszych zademonstrowali$my mozliwos¢ uzyskania transferu energii
FRET miedzy czasteczkami konwertujgcymi w gére a kropkami kwantowymi. W tym celu
zsyntezowano nanokrystality NdYF, wspotdomieszkowane jonami Yb* i Er* oraz CdSe kropki
kwantowe o odpowiednim rozmiarze, ktory determinowat potozenie pasma absorpcji w obszarze
zielonej emisji jonéw erbu (tj. *Hu+'Ssp—'lis, na 520-560nm). W tej konfiguracji
nanoluminofordw, istniaty wystarczajgce warunki do uzyskania emisji QD albo w wyniku re-absorpcji
promienia zielonego jonéw Er*, albo w wyniku bezpromienistego transferu energii. Za pomocg
zaplanowanych eksperymenty wykazano, ze dominujgcym mechanizmem jest proces bezpromienisty.
Zaobserwowano, ze proporcjonalnie do koncentracji akceptoréw w znormalizowanym do pasma
Era+:4F9/z—>4|15/2 widmie emisji, ostabieniu ulegta zielona emisja erbu oraz pojawita sie czerwona
emisja QDs w obszarze 570-600 nm (Fig.5). Ponadto skréceniu ulegly czasy zycia poziomu 453/2:Er3+ na
540 nm w porownaniu do probek nie zawierajgcych akceptoréw (tj.QD). Dodatkowo czasy zycia
emisji na 580 nm (emisja QD), wynosity okoto 82 us — tj. znacznie diuzej niz typowe czasy zaniku
luminescencji dla struktur pétprzewodnikowych. Te obserwacje potwierdzajg fakt dominacji
bezpromienistego transferu energii migedzy jonami lantanowcéw a kropkami kwantowymi (Fig.6) nad
reabsorpcja. Podobne wnioski wyciggneli inni autorzy, ktdrzy zsyntezowali Nano-heterostruktury
UCNP-QD, ktdre pod wptywem promieniowania NIR 980 nm wykazywaty zmiany fotoprzewodnictwa.
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Fig.5. Widma emisji anty-Stokesowskiej oraz Fig.6. Transfer energii (ang. energy transfer up-
conversion - ETU) pod wplywem promie-

obraz tej emisji spod mikroskopu fluore-
scencyjnego (2%Er’*/ 20%Yb> NaYF4 UCNPs) niowania NIR 976 nm. Energia z Yb/Er:NP jest
transferowana do kropek kwantowych przez

»bez” (zielona krzywa, zielony obszar zdjecia)

oraz ,z" (czerwona krzywa, czerwony obszar na
zdjeciu) obecnosciq QD. Przedstawiono réwniez
widmo absorpcji uzytych kropek kwantowych

FRET lub reabsorpcje promieniowania (PR).
Przedstawiono schematycznie pasma
walencyjne (VB) | przewodnictwa (CB) badanych

(Rysunek 2 z pracy H5) kropek kwantowych (Rysunek 5 z pracy AB5)

W w/w pracy policzono réwniez parametry, kt6ry pozwolity wyciggnaé daleko idace wnioski
0 przydatnosci UCNP do zastosowan w konstrukeji czujnikéw oraz obraé kierunek dalszych badan.
Uwzgledniajgc sprawnos¢ kwantowa emisji donora (Er**), parametry uzytych do stabilizacji zawiesin
koloidalnych ligandéw (tj. kwasu oleinowego dla UCNP i TOPO dla QD), obliczajac ponadto catke
nakrywania J miedzy emisjg donora (Er** *Hyy,+*S3,—*1152) a absorpcja akceptora (QD), mozna byto
oszacowac, ze dystans Forstera réwna sig okoto 15 A. Tak mata wartoé¢ R, potwierdzita obserwacje
niewielkiej czutosci metody przy uzyciu badanej pary D-A. Najpowazniejszym zrédtem niskiego R, jest
niska sprawno$¢ kwantowa procesu konwersji energii w gore, ktéra dla monokrysztatow
domieszkowanych jonami Yb/Er wynosi 3%, jednak gwattownie maleje dla mniejszych rozmiaréw
nanokrystalitow i spada do 0.3% dla nanokrystalitow o $rednicy 100 nm i az do 0.005 % dla
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nanokrystalitow 10 nm. Dodatkowo, niesprzyjajgcym czynnikiem jest réwniez fakt, ze jony erbu
znaczng czes¢ emisji wykazujg w zakresie czerwonym (*Fo/;— I35, na 650 nm) i podczerwieni (*Ss/, —
*l13/ na 850 nm, Sz, — "Iy na 1.23 um, *Sy;, — Iy, na 1.7 pm). Konkludujac, jedynie niewielka
czesc energii moze by¢ przekazana do akceptora, co przektada sie na czutosé i uzyteczno$é detekcji.
Pierwsze eksperymenty wykazaly, ze nanokrystality domieszkowane lantanowcami stanowia
ciekawg alternatywe dla typowych par D-A, jednak niska sprawnos$¢ transferu energii stanowi
przeszkode dla zastosowania tych materiatéw w biologii i medycynie. Szacunki pokazaty, ze transfer
energii moze sig odbywal wytgcznie na niewielkich dystansach (15-30 angstremdéw) miedzy
molekutami/czgsteczkami akceptoréw. Oznacza to, ze przy rozmiarze nanoluminoforéw rzedu 10-
20 nm, jedynie przypowierzchniowe jony lantanowcéw s3 efektywnymi donorami do transferu
energii FRET (Fig.7). Pozostate jony znajdujace sie w objetosci nanokrystalitéw wykazujg emisje
wiasng, wnosza wkiad do usrednionej emisji, jednak nie podlegajg zadnym zmianom wynikajacym
z obecnosci molekut akceptora. Fakt ten prowadzi do obnizenia czuto$¢ metody pomiarowej. Niestety
jony erbu czy tulu znajdujace sie przy powierzchni nanokrystalitéw s3 podatne na bezpromieniste
wygaszanie ze strony medium iligandow. Pomocna w takim przypadku mogtaby byé pasywacja
powierzchni nanokrystalitow [AB12], jednak zastosowanie pfaszcza jednoczesnie odpowiada za
zwigkszenie dystans miedzy jonami przypowierzchniowymi (donorami) a molekutami akceptoréw.
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Fig.7. (a) llos¢ jonéw erbu przedstawiona jako liczba jonéw (N;) oraz procentowy udziat{Ny/Nrg7)
jonéw Er* dia réinej odlegfosci od powierzchni nanokrystalitu (odpowiednio sfupki z peinq i pustq
czerwonq kropkq). Dodatkowo przedstawiono kumulacyjng liczbe (XN/Nror) jondw erbu (biekitna
krzywa) oraz teoretycznq sprawnosc kwantowq dla zatozonych dystanséw Forstera (Rg) réwnych 100,
50, 25, i 12.5 A w funkcji odleglosci od powierzchni nanokrystalitu. Wykresy po prawej stronie
pokazujq symulowanq wartos¢ R, w funkcji sprawnosci kwantowej QY oraz wartosci parametru
orientacji &* (Rysunek 6 z pracy H5).

W pracy [H6] probowano réwniez zoptymalizowac procedury wymiany ligandéw oleinianowych
w badanych nanokrystalitach NaYF,. Przeniesienie koloidalnych krysztatéw NaYF,, ktére sg
stabilizowane kwasem oleinowym do wody, wymaga wymiany ligandéw na np. kwas
merkaptopropionowy. Mimo, ze procedura wymiany tych ligandéw jest powszechni stosowana,
zaproponowano mozliwos¢ jej optymalizacji, poniewaz oryginalny sposéb przynosit spore straty
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materiatu zwigzane z agregacja, wirowaniem i filtrowaniem zawiesin. Okazato sig, ze wykonanie tych
procesow w atmosferze azotu w 50°C, poprawia o okoto 30% transparentnoé¢ zawiesin i o okoto 25 %
intensywnos$¢ fluorescencji wzgledem podobnej procedury przeprowadzanej w temperaturze
pokojowej w powietrzu (Fig.8). Zatozono, ze badane krystality tak samo zachowujg sie w swoim
chemicznym otoczeniu w identycznych warunkach pomiarowych. Dlatego transparentno$¢ roztworu
moze Swiadczy¢ o tworzeniu sie aglomeratow wielu nanokrystalitow. Intensywno$é¢ luminescencji jest
réwnocze$nie miarg efektywnosci procedury wymiany ligandéw, gdyz jest proporcjonalna do ilos¢
nanokrystalitbw w jednostce objetosci. Zwiekszenie transparentnosci wraz z réwnoczesnym
wzrostem intensywnoéci emisji skorelowane z zmianami w widmach IR, $wiadczg jednoznacznie
o tym, ze atmosfera azotu w podwyzszonej do 50°C temperaturze, istotnie poprawia proces wymiany
ligandow poprzez destabilizacje kowalentnego wigzania sie grup karboksylowych kwasu oleinowego
do powierzchni nanokrystalitow. Réwnoczesnie atmosfera interna zapobiega najprawdopodobniej
tworzeniu mostkéw dwu-siarczkowych, co zapobiega agregaciji nanoczasteczek.
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Fig.8. Poréwnanie intensywnosci integralnej (lewa os, ,Green” oraz ,red”) i stosunku (prawa os;
G/R) sktadowych zielonej i czerwonej emisji jonéw EP* w funkji metody uzytej do wymiany ligandéw
(Rysunk 4 z [H6]).

Pierwsze badania dotyczace wymiany ligandéw i transferu energii miedzy nanokrystalitami
domieszkowanymi jonami lantanowcéw a akceptorami zasugerowaty moiliwosé zaproponowania
catkowicie nowego podejécia do konstrukcji luminoforéw do tego rodzaju testéw. W érodowisku
Mathlab stworzono program symulujgcy zachowanie nanoluminoforéow w funkcji wielkosci
krystalitow, koncentracji domieszki oraz architektury nanokrysztatéw (tj.rdzen-ptaszcz). W wyniku
przeprowadzonych symulacji (wyniki nie publikowane), zaproponowano dwa rozwiazania: tj. ultra
mate nanokrystality UCNP oraz struktury typu rdzen-ptaszcz w postaci niedomieszkowanego rdzenia
i domieszkowanego ptaszcza (Fig.9).
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Fig.9. Poréwnanie architektury nanoluminoforéw domieszkowanych jonami lantanowcdw jako
biologicznych sond FRET. Poréwnano nanokrystality jednorodnie domieszkowane jonami Yb/Tm (a),
ultra mate nanokrystality (b) oraz krystality typu rdzeri domieszkowany jonami Yb3+ oraz plaszcz
domieszkowany jonami Tm**(c). W zaleznosci od odlegtosci jonu domieszki od powierzchni (d), kazdy z
tych jonow daje inny wktad do obserwowanej makroskopowo kinetyki luminescencjitfe-f). Szacowane
w programie histogramy czaséw Zycia (g) oraz krzywe zaniku luminescencji (h) dla réznych (a,b,c)
nanokrystalitow (dane nie publikowane).

Zastosowanie proponowanej przez nas architektury nanoluminoforéw UPC FRET, powinno
pozwoli¢ uzyskaé luminescencje jedynie z jondw zlokalizowanych w warstwie przypowierzchniowej pozwolic
krystalitow. Jony te sg bardziej podatne na wptyw otoczenia chemicznego (np. obecnos¢ molekut
akceptora) niz jony znajdujace sie w objetosci krystalitéw. To z kolei powinno pozwoli¢ poprawic
czutosé metod detekcji.

W celu weryfikacji przyjetych zatozen i przeprowadzonych symulacji zsyntezowano trzy typuW celu w
krystalitéw UCNP domieszkowanych 20% jonami Yb® oraz 2% jonéw Tm®" [H7], tj. NaYF4:Tm**/Yb**
(@ ~ 25nm), NaYF4:Tm3+/Yb3+ (® ~ 10nm) oraz struktur typu rdzeri-NaYF,: Yb™ — ptaszcz
NaGdF,:Tm® (d ~ 40nm). Wszystkie uzyskane materialy wykazywaty czysta faze kubiczng. Budowe
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nanoczasteczek typu rdzen-ptaszcz potwierdzono dwojako. W obrazie TEM nanokrystalitow
zaobserwowano wzrost Sredniego rozmiaru NC i jednoczesnie w polu obserwacji nie zaobserwowano
matych krystalitow, ktérych obecno$¢ mogtaby Swiadczy¢ o tym, ze prekursor ptaszcza zamiast
krystalizowa¢ na zarodku krystalizacji (tj. rdzeniu), utworzyt niezalezne nanokrystality. Ponadto, w
przeciwienstwie do rdzenia, prekursor na ptaszcz zawierat jony Gd** a nie jony Y**, wiec strukture
rdzeri-ptaszcz mozna byto potwierdzi¢ réwniez za pomocg analizy sktadu atomowego EDX (Fig.10)
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Fig.10. Poréwnanie morfologii (TEM), sSredniego rozmiaru na podstawie zdje¢ TEM (SIZE) oraz sktadu
(EDAX) dla nanokrystalitow rdzenia NaYF, (gérny wirsz) oraz struktury rdzeri-ptaszcz NaYF,@NaGdF,
(doiny wiersz) (na podstawie pracy [H7]).

Pierwsze przeprowadzone eksperymenty nie byly jednak w petni udane, gdyz jony uczulacza,
tj. jony Yb*, ktére sa odpowiedzialne za efektywng absorpcje promieniowania NIR i przekazanie jej
jonom aktywatora i zarazem donorom (tj. Tm*) zlokalizowano w rdzeniu. Poniewaz jony Yb*
wykazujg relatywnie diugi czas zycia i maja prosta strukturg elektronows, prowadzi to do akumulacji
i migracji energii i stanowi swego rodzaju rezerwuar energii. To znaczy, po impulsie wzbudzajacym
jony Tm* (aktywatora iréwnoczeénie donora) sy wzbudzane stopniowo i niejako
»dopompowywane” energia zgromadzong w rdzeniu. Jest to efekt niepozadany, ale nie udato sie go
przewidzie¢ przy pierwszych syntezach. Obecnie trwajg prace nad synteza nanoluminoforéw UCP
FRET, w ktorych zaréwno jony uczulacza jak i aktywatora, beda znajdowaty sie w ptaszczu, natomiast
rdzen bedzie niedomieszkowany.

Uwazam, Ze jest to bardzo obiecujgcy kierunek badawczy, ktéry moze doprowadzié¢ do
konstrukcji bio-czujnikéw do szybkiego badania biomarkeréw w petnej krwi, tzn. bez koniecznosci
skomplikowanego przygotowania probek do pomiaréw. Zadania te beda realizowane w grancie
Sonata-Bis (2012/05/E/ST5/03901, 2013-2018) pt.“Domieszkowane lantanowcami nanokoloidalne
struktury typu rdzeni-ptaszcz: synteza i aktywne modulowanie wiasciwoséci spektroskopowych”, ktéry
zostat rozstrzygniety w pazdzierniku 2012 r, a ktérego jestem kierownikiem.
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Nanotermometria i nanogrzanie

W serii trzech artykutéw [H8-10] przedstawiono syntezy, badania spektroskopowe izachowanie
nanowymiarowych koloidalnych luminoforéw NaYF, domieszkowanych jonami Nd*. Idea, ktéra
przyswiecata tym eksperymentom wynikata z checi stworzenia materiatu, ktory intencjonalnie bedzie
wykazywat duze straty niepromieniste, po to by umozliwié¢ podgrzewanie makroskopowych objetosci
zawiesin w/w krystalitbw. Materiat taki mdgtby znalei¢ potencjalne zastosowanie w tzw.
termoterapii nowotworow. Ten rodzaj terapii ma swoj poczatek w 1868 roku, kiedy to profesor
Busch z Berlinskiej kliniki zaobserwowat, ze nowotwor Sarcoma u pacjenta, ktory przeszedt infekcje
i kilkudniowa czterdziestostopniowa goraczke, ulegt znacznej regresji. Od tego czasu, tzw.
termoterapia albo hypertermia zyskata znaczne zainteresowanie lekarzy i trwajg intensywne
poszukiwania metody, ktéra w sposob zlokalizowany prowadziataby do selektywnego zniszczenia
nowotworéw na zasadzie przegrzewania tkanek nowotworowych. Nowotwory wykazujg bowiem
wigksza podatnos¢ na uszkodzenie w wyniku przegrzania w poréwnaniu do tkanek zdrowych.

Udowodniono, ze hypertermia powoduje zwiekszong produkcje komdrek T, aktywacje czynnika

transkrypcyjngo NF-«B, uwolnienie biatek szoki termicznego, zwiekszenie produkcji immunizujgcych

biatek HSP90 na powierzchni komdérek nowotworowych lub tez aktywacje komérek typu ,natural
killer cells”. Zlokalizowang hypertermie z powodzeniem stosowano w laboratoriach, wykorzystujgc
materiaty takie jak biofunkcjonalizowane nanoczasteczki ztota, hybryd Au-Fe;0, czy tez grafenu.

Procz tego, ze bromek cetyltrimethylamonu (CTAB) stosowany w produkcji Nano-struktur ztota jest

wysoce toksyczny, wymienione materiaty nie wykazuja luminescencji, utrudniajg wiec prowadzenie

réwnoczesnej obserwacji miejsca akumulacji nanogrzatek (tzw. teranostyki, czyli diagnostyki

i rownoczesnej terapii). Mozliwos¢ taka pojawia sie dopiero po syntezie hybryd — skoniugowanych

nanogrzatek i nanoluminoforéw lub fluoroforéw.

W wymienionych pracach postulowalismy, ze nanoluminofory koloidalne domieszkowane
jonami Nd* moga posiada¢ réwnoczesnie wszystkie niezbedne do zlokalizowanej teranostyki cechy:
1. Jony Nd** posiadajg wzglednie intensywne pasma absorpcji w catym zakresie widzialnym (Fig.2 w

H9), szczegdlnie istotne jest jednak pasmo absorpcji *ls;;—"Fs/2 znajdujace sie w zakresie bliskiej
podczerwieni, zapewniajgc najwigkszg gtebokos¢ penetracji swiatta oraz brak autofluorescencii
tkanek.

2. Jony Nd* wykazuja intensywng emisje Stokesowska na “Fs/;—"lo/; (850-900nm) oraz *Fa/;—>"l1
(1060nm), (Fig.4 w H8) czyli rowniez w zakresie bliskiej podczerwieni.

3. Czasy zycia luminescencji poziomu metastabilnego *Fs/; siegajg setek mikrosekund (Fig.6b w H8),
co rodzi nadzieje na obrazowanie w trybie czasowo-rozdzielczym i dalsze poprawienie stosunku
sygnatu do szumu w gtebokim obrazowaniu lokalizacji tych znacznikéw luminescencyjnych w
tkankach.

4. 7 wzgledu na rozszczepienie, term ‘|, rozszczepia sie na réwno potozone poziomy ‘I, ()=9/2, 11/2,
13/2, 15/2) wykazujac efektywne (nawet w niskofononowych fluorkach NaYF,) wygaszanie
koncentracyjne w wyniku relaksacji krzyzowej (*Fa/2; "lof2)=>( *lissa; “lisa); (11600; 0) =( 5851;
5851), AE = + 102 cm™ (Fig.3a w H9).

5. Z wzgledu na 60 cm™ rozszczepienie poziomdw Starkowskich poziomu “Fs,, Boltzmanowska
populacja poziomu Z, rodzita nadziejg, ze emisja jondw Nd** bedzie podatna na zmiany
temperatury (Eq.1 w H10), tak, by précz grzania, jon Nd* mégt petni¢ role czujnika temperatury
(Fig.2 w H10).

Do syntez wykorzystano synteze hydrotermalng, ktéra polega na termicznym rozpadzie substratow
w postaci octanéw lantanowcédw w organicznych ligandach (np. kwasi oleinowym) o wysokiej
temperaturze wrzenia (przekraczajgcej 250°C). Przed rozpoczeciem syntezy, przygotowane
prekursory byty oczyszczane z pozostatosci wody oraz tlenu przy pomocy podgrzewania roztwordw
w obnizonym ci$nieniu, ktére byto uzyskiwane przy pomocy pompy préiniowej podtgczonej do
uktadu. Reakcja formowania sie nanokrystalitow z przytaczonymi ligandami organicznymi na
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powierzchni zachodzita w obojetnej chemicznie atmosferze azotu. W celu modyfikacji parametrow
syntezy, temperatura procesu byta zmieniana w zakresie od 250°C do 330°C, a czas trwania reakcji
zmieniat sie od 30 minut do jednej godziny.
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Fig.11. {a) Rozpraszanie Rentgenowskie X-ray na proszkach NaYF, NPs domieszkowanych 10% i 15%
jonéw Nd*. Jako odniesienie podano wzorzec (ICSD-6025 7); (b) przyktadowe zdjecie z transmisyjnego
mikroskopu elektronowego, demonstruje jednorodnos¢ rozmiaru uzyskiwanych nanoczgsteczek
(Rysunek 1 z pracy H8).

Na potrzeby eksperymentdw wykonano serig probek z rosnaca koncentracjg jonéw 1, 2, 5, 10, 15 25
% Nd®* w NaYF,. W wyniku analizy struktury i morfologii, wykazano istnienie czystych fazowo
nanokrystalitow kubicznej formy fluorku NaYF,, o érednim rozmiarze ziaren ~25 nm + 2 nm.
Wykonane widma absorpcji zostaty dzieki pomiarom sktadu atomowgo (ICP-MC) znormalizowane do
koncentracji krystalitow w zawiesinie. Pozwolito to wykona¢ analize Judda-Ofelta (H8), poréwnaé
bezwzgledna intensywnosc integralng (Fig.5 H8) oraz okresli¢ sprawno$é kwantowa emisji (Tabela 2
w H8) w funkcji koncentracji jondw Nd**. Wykazano, ze wraz ze wzrostem koncentracji domieszki,
czasy zycia luminescencji skracaty sie z ~ 330 ps przy 1% do okoto 10 us przy 25% (Fig.12). Wynikato
to zrosngcej roli procesu relaksacji krzyzowej (Fig.3 w H9). Roéwnoczeénie obserwowano
monotoniczne spadki parametrow Q; i Qg i monotoniczny wzrost Q, oraz wzrost parametru
spektroskopowego Xyg = Q4/Q6 (Fig.12).

20



. A i -20 -2:
Life time T [s] Q, ;107 cm?]
[ T T T ‘ T I T T ]  whed ey T 4 l T T 400“ '| T ! T 1 T I T l T l : T ] T [ T I T 'I T E :
- LA .| 1r ]
- (a) bt z | (b) 1E (c) 3+
: - 2%Nd i - & 1
- . 5%Nd —é & 1E 31
+ 10%Nd L 1E Qg ]
« 15%Nd | 300p—q‘. & 4E A A Je
« 25%Nd o \ e 1 A:
) ~1E e Y
] \ - A ]
gl " "\ = Texp TE 1
S} B 1 b [
@ |4 \ ® T o h
= S dF ]
= R 200y \ th 'm g_>4 ._, .
2ff o 1. X R et
gk - v 1F T@. e .
£k [ IE w-§.- 3°
L F ; T -® ]
. I 1E ™ . gl
e 100p ] 4F - W
- R - -
; i JE 43
[f \\ :% Q ]
i % 1E N\ 2 4 5
;e FAORE e - e 1 10xx, =9Q/Q 1
o " et r Fae o". I ‘-h:’ ;:‘,TH £ i‘-_ ponay ohB Nd 4 [}] 3
: s H - =1
g g RN A 1l 5
P [OE E o [L, . 1 : 1 : 1 - | : | T | el wole, (GG TRl | PO DT RN | MR 0
0 im 2m 3m 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Time [s] Neodymim concentration [%]

Fig.12. (o} Krzywe zaniku luminescencji oraz {(b) teoretyczne (M) i eksperymentaine ( ®) czasy zaniku
luminescencji z poziomu 4F3/2 jonu Nd*; (c) parametry Judda-Ofelta €2, (H), 2, (®), (A) i parametr
spektroskopowy Nd** (%) w nanokoloidalnej zawiesinie NaYF4 w funkcji koncentracji domieszki jonéw
Nd** (Rysunek 6 z pracy H8).

Parametr Q, zalezy od krotkodystansowych efektéw takich jak kowalencyjnosé i lokalna struktura
matrycy. Wzrost tego parametru moze by¢ zwigzany z wzrostem kowalencyjnosci wigzania miedzy
lantanowcem a sasiednimi jonami. W litraturze zauwazono redukcje tego parametru podczas
transformacji matrycy szklanej zawierajgcej statg koncentracje jondw Nd** do ceramiki szklane;j.
Parametry Q, i Qg opisujg oddziatywania dtugo-zasiegowe i w szktach koreluja z takimi parametrami
jak lepko$¢ czy zasadowo$¢ matrycy. Zmiany parametrow Q, i Q, s3 zgodne z podobnymi
obserwacjami przy przejsciu ze szkiet tlenkowych (mniej kowalentnych) do fluorkowych ceramik
szklanych (bardziej kowalencyjnych). Jednak w naszym przypadku procedura syntezy oraz faza
uzyskanych materiatow byta identyczna dla catej serii koncentracyjnej. Ponadto uzyskane materiaty
wykazywaty faze krystaliczng bez fazy amorficznej. Tak wiec zaobserwowane zwigzki parametréow
Judda-Ofelta w funkcji koncentracji jonéw Nd** moga sugerowat, ze to réznice promienia jonowego
miedzy jonami Nd* i Y** prowadza do deformacji struktury matrycy. Ten wniosek potwierdzono
rowniez delikatnym przesunieciem reflekséw XRD w stron niskich katéw (Fig. 1 w H8). Nie znaleziono
korelacji zmian parametru spektroskopowego z eksperymentalnymi widmami luminescencji.
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Fig.13. (a) Diagram pozioméw energetycznych jonéw Nd* : strzafki oznaczajq wzbudzenie (zielone),
luminescencje (czerwone), depopulacje w wyniku relaksacji krzyzowej (btekitne), emisje w zakresie IR
(granatowe) i nie-proministq relaksacje (pomarariczowe); (b) poréwnanie zaleznosci koncentracyjnej
czasow Zycia luminescencji poziomu 4F3/2 (czarna punkty), znormalizowanej wzglednej intensywnosci
emisji 4F3/z—)4[g/2 (czerwone punkty) i absorpcji 419/294&/2 (niebieski punkty) (Rysunek 3 z pracy H9).

Z punktu widzenia materiatdw laserowych, zwiekszenie przekroju czynnego na absorpcje w matrycy
laserowej pozwolitoby zminiaturyzowac lasery. Jednak ze wzgledu na wydajng relaksacje
bezpromienista (CR) w matrycach domieszkowanych jonami Nd*, ktéra uniemozliwia uzyskanie
inwersji obsadzer i uzyskanie akcji laserowej, koncentracja domieszki Nd** w typowych pretach
laserowych nie przekracza 1.1 % (np.dla YAG). W przypadku naszych prac, istotne bylo dobranie
odpowiedniej koncentracji jonéw Nd** by z jednej strony uzyska¢ wydajng CR, a z drugiej zachowaé
mozliwie wydajng luminescencje. Na podstawie teoretycznych szacunkéw w oparciu o prawo
przerwy energetycznej wykazano rowniez, ze w przypadku materiatéw fluorkowych predkoéé
procesow niepromienistych Wy, = 6.9 x 10° s™* dla przej$¢ migdzy poziomami *ljys/2-; —>*lj-13/0-1 (i = 0,
1, 2) a zastosowanie innych matryc o wigkszej energii dostepnych fonondw mogtoby pozwoli¢ na
zwigkszenie sprawnosci nano-grzania. W matrycach tlenkowych takich jak Y3;Als0;; czy YVO,, o energii
odcigcia rzedu ~ 700 cm™ (Y3Als04,) w poréwnaniu do fonondw ~ 400 i 560 cm™ (LiYF,) przejscia
niepromieniste mogtyby osiggna¢ predkosé rzedu 2.3 x 10% s, czyli ponad 3.3x10* raza wiecej niz dla
badanych matryc fluorkowych. Mimo, ze istnieja metody syntez jednorodnych zawiesin koloidalnych
nanoluminoforéw tlenkowych, to jednak wigkszos¢ badari biomedycznych dotyczy nanoluminoforéw
fluorkowych.

Po badaniach strukturalnych i spektroskopowych przeprowadzono eksperymenty majgce na
celu weryfikacje przeprowadzonych obliczen. Skonstruowano specjalng kuwete, w ktérej zatopiono
termopare T, ktérg zastonigto przed bezposrednim oswietleniem $wiattem laserowym. W kuwecie
umieszczono kolejno wszystkie zsyntezowane nanokoloidalne zawiesiny i badano napiecie termopary
w funkcji czasu po wiaczeniu wzbudzenia laserowego (514.5 nm z lasera Ar+, pasmo absorpcji
*lo/7—"G7/2+*K13/r+°Gop2). Mimo stabego dopasowania linii wzbudzajacej do pasm absorpcji Nd*

22



uzyskano potwierdzenie przewidywan. W poréwnaniu do probki niedomieszkowane] (stanowigcej
odniesienie), dla probki domieszkowanej najwyzisza koncentracjg Nd** uzyskano po 125 sekundach
wzbudzania wigzkg CW wzrost temperatury 0.5 mL zawiesiny koloidalnej o 32°C (Fig.14).
Rownoczeénie, maksymalna uzyskiwana temperatura grzania wykazywata monotoniczng funkcje
koncentracji domieszki.

Biorgc pod uwage, ze wspdfczynnik absorpcji badane] zawiesiny przy dtugosci fali lasera
uzytego w przeprowadzonych eksperymentach, tj. a(514.5 nm) wynosi 0.12 cm™ , a dla 796 nm
wynosi okoto 7.5 raza wiecej, tj. (796 nm) = 0.89 cm™ oraz uwzgledniajac, ze skuteczna hypertermia
wymaga wzrostu temperatury jedynie o 6°C, mozliwe jest obnizenie intensywnosci wzbudzenia do
wartosci ponizej 15-25 mW (47-80 W/cm?), co stanowi wartoé¢ jedynie o rzad wielkosci gorsza niz
w przypadku rownowaznych eksprymentéw przeprowadzonych z wykorzystaniem nanokoloidalnego
ztota. Wada nanoczastek ztota jest jednak fakt, ze ni wykazujg on luminescencji a procedura syntezy
wykorzystuj toksyczne substratu. Niepodwazalng zaletg przedstawionego w pracy [H10] rozwigzania
jest jednak uzyskanie nanogrzania oraz luminescencji z te] samej nanoczgsteczki.
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Fig.14. (a) Profile czasowe narostu temperatury probki w funkcji czasu po rozpoczeciu naswietlania
oraz w funkcji koncentracji domieszki jonéw Nd** w nankrystalitach c-NaYF, zawieszonych w
chloroformie, (b) maksymalna temperatura T, [°C] i (c) czas narostu At [s] przedstawiono w funkcji
koncentracji domieszki (Rysunek 4 z pracy H9).

W literaturze obserwuje sig znaczne zainteresowanie nanotermometrig, tzn. opracowaniem
metod bezdotykowego mapowania temperatury zaréwno dla obiektéw makro- (np. turbiny, $ruby
statkow) jak i mikro- (np. komdrki) rozmiarowych. Zaproponowano wiele réznych fosforéw czutych
w réznych zakresach temperaturowych i uzytecznych do tworzenia takich map. Najczesciej bazuja
one na temperaturowych zmianach parametrow spektroskopowych, takich jak zmiany bezwzglednej
lub wzglednej intensywnosci luminescencji, zmiany czaséw zaniku luminescencji, przestrojenie
maksimum emisji itp. Ze wzgledu na niejednorodnos¢ mapowanych obiektéw, korzystne jest
stosowanie metod umotzliwiajgcych samo-normalizacje, jak ma to miejsce w przypadku pomiardw



czasOw zycia czy zmiany intensywnosci jednego pasma emisji wzgledem innego. Dodatkowym
warunkiem przydatnosci okreslonego materiatu w biologii jest mozliwos¢ wzbudzania jego
luminescencji w zakresie NIR, a takze odpowiednio duza zmiana badanych cech w relatywnie waskim
zakresie zmian temperatury 30-40°C z doktadnoécia minimum 0.1 °C.
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Fig.15. Temperaturowa zaleznos¢ widm luminescencji dla (a) NaYF,: 10% Nd* i (c) NaYF,: 15% Nd**
po znormalizowaniu widm przy 870 nm. Wpykresy wzglednej intensywnosci luminescencji
In{Is63nm/18700m) (lewa os, prostokqty) i integralnej intensywnosci (os prawa, kétka) dla przej$é °Fs.f/
“loy2 wzgledem 1/T odpowiednio dla (b) NaYFs:10%Nd™ i (d) NaYF,;:15%Nd®* (Rysunek 2 z pracy H10).

W wyniku przeprowadzonych pomiaréw temperaturowych wykazaliémy, ze jony Nd** spetniaja
wszystkie z wymienionych warunkéw (Fig.15). Ze wzgledu na fakt, ze w matrycy NaYF, nastepuje
rozszczepienie poziomu ‘Fz; na dwie komponenty Starkowskie na 11 587 cm™ i 11 508 cm™,
wspotczynnik termicznej populacji wyiszego poziomu Starkowskigo jest zgodny z prawem
Boltzmann’a i moze by¢ opisane rownaniem lgszam / lazonm = C exp(-AE/kT), gdzie lggznm i ls7onm 53
intensywnosciami luminescencji przy 863 nm i 870 nm; C jest stafg zaleing od degeneracji poziomu,
predkosci emisji spontanicznej oraz energii fononéw i generalnie uzyskiwana jest w wyniku kalibracji;
AE jest réznicg energii migdzy poziomami Starkowskimi (60 cm™ dla NaYF,), k jest stata Boltzmann’a,
a T temperaturg bezwzgledna. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono ponadto,
Ze parametr lgsanm / lgzonm Ulegt zmianie o 15% w wyniku zmian temperatury od 0 °C do 150 °C, co
pozwala oszacowac czuto$¢ proponowango nanotermometru na 0.1 % K™ — wartoé¢ wystarczajaca do
mapowania temperatury w biologii i medycynie.
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Plazmoniczne wzmocnienie sprawnosci konwersji energii gore

Jak wspomniano, wydajnos¢ kwantowa konwersji energii w gore jest niewielka i w przypadku
nanoluminofordw wynosi ponizej 0.01 % dla najbardziej wydajnych par lantanowcdw, tj. Yb/Er
iYb/Tm. Mimo, ze wydajnos¢ tych ,dwu-fotonowych” procesdéw jest wieksza niz procesow
nieliniowych, nadal trwajg poszukiwania sposobéw wzmocnienia tych zjawisk. W tym celu, w pracy
[H11] zweryfikowano moiliwosci wzmocnienia luminescencji anty-Stokesowskiej za pomoca
plazmondw metalicznych (ang. MEF — metal enhanced fluorescence) (Fig.16). W tym celu
zsyntezowano nanokoloidalne krysztaty NaYF, (UCNP, srednica ~25 nm) domieszkowane jonami Yb%
i Tm®* oraz nanopreciki zfota { Au NP rozmiar ~8 x ~23 nm), ktérych pasmo absorpcji plazmonowej
wzdtuznej pokrywato sie z przejéciem *H, <>°Hg jonu Tm*. Efekt wzmocnienia / tlumienia badano
rejestrujgc zaréwno intensywnos$¢ wzgledng jak i czasy zycia luminescencji jondw Tm>* w funkcji
wzglednej koncentracji UCNP:Au NP.
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Fig.16. Pomiary wzmocnienia MEF emisji anty-Stoksowskiej w domieszkowanych jonami Yb* i Tm*
nanokrystalitach koloidalnych NaYF, przez nanokoloidaine krystality zfota (a) widma luminescencji,
stosunek intensywnosci emisji anty-Stokesowskiej ,z” i ,,bez” domieszki krystalitéw Au, czasy Zycia
emisji Tm* dla przejs$c z poziomdw (c) G, i (d) *Ha.

Whioski z przeprowadzonych badan nie sg jednoznaczne i sugerujg, ze w zaleznosci od odlegtoéci obu
nanokrystalitéw, zjawisko MEF moze by¢ korzystne, przyczyniajac sie do poprawy wydajnodci
kwantowe]j emisji jonéw lantanowcow, lub tez, w zwigzku z bezposrednim oddziatywaniem UCNP
z nanokoloidalnym ziotem moze odpowiada¢ za ttumienie emisji. Odlegto$¢ miedzy dwoma
nanoczasteczkami byty kontrolowane w sposéb posredni przez wzgledne zmiany koncentracji obu
nanokrystalitow. Uzyskane wzmocnienie, nie przekraczato wartosci 2, podobnie jak w podobnych
badaniach w literaturze. Tak wiec przydatnos$é efektéw plazmonowych do wzmocnienia konwers;ji
energii wgoérg w czujnikach opartych o te zwigzki jest wigc na razie kontrowersyjna, gdyz
wzmocnienie jaki uzyskuje sig w przypadku barwnikéw organicznych wynosi kilkanascie-kilkast razy,
aw przypadku rozpraszania Ramanowskiego nawet kilka-kilkanascie rzedéw wielkosci. Uzyskane
wzmocnienie UPC réwne 2, jedynie nieznacznie poprawia wydajno$é¢ emisji lantanowcéw, moze
jednak rownoczesnie i w sposéb niepozadany istotnie podnieéé sygnat tta



Podsumowanie

Szybki rozwdj nauk biologicznych wymaga ciggtego doskonalenia technik analitycznych. Dlatego tez
coraz wieksze zainteresowanie badaczy skupia sie na rozwijaniu szybkich, czutych i selektywnych
testdw, ktdre umozliwiajg analizowanie kilku bio-sktadnikéw w jednej prébce. Jedna z najbardziej
wszechstronnych i czutych metod diagnostycznych wykorzystuje znaczniki fluorescencyjne i pozwala
uzyska¢ czuto$é detekcji na poziomie pojedynczych molekut i rozdzielczo$é przestrzennego
obrazowania rzedu pojedynczych nanometréw (np.mikroskopia STED).

Cho¢ tradycyjne barwniki organiczne, takie jak zwigzki fluoroscencyjne, kropki kwantowe czy
biatka fluorescencyjne wykazuja wiele przydatnych wiasciwosci, ich luminescencja ma charakter
Stokesowski, dlatego musza by¢ wzbudzane $wiattem UV (potencjalnie szkodliwym i rakotwdrczym)
lub niebiesko-zielonym z zakresu widzialnego. Powszechnie wiadomo, ze Swiatto krdtkofalowe jest
silne rozpraszane w tkankach oraz absorbowane przez wiele molekuta organicznych budujgcych
komérki i tkanki (np. kolagen, elastyna, NADH, FAD, hemoglobina itp.), co znacznie ogranicza
gltebokos$é penetracji Swiatta w glab tkanek. Ponadto, szerokie pasma absorpcji i emisji tych
znacznikow fluorescencyjnych pokrywajg sie i ograniczajg mozliwosc detekcji wieloparametrycznej
(tj. detekcji wielu analitow w tej samej probce réwnoczesnie). Dodatkowo barwniki organiczne
charakteryzujg sie wysokg podatnoscig na foto-wybielanie (foto-degradacje) oraz bardzo czesto ich
wiasciwosci spektroskopowe zalezg od lokalnego Srodowiska chemicznego, co czesto komplikuje
analizy.

Obiecujgcg alternatywa dla tradycyjnych fluoroforéw i kropek kwantowych mogg byé
domieszkowane lantanowcami nanokrysztaly (w tym konwertujgce w gére nanoluminofory UCNPs).
UCNPs wykazujg korzystne wiasciwosci takie jak fotostabilnosé, brak toksycznosci i wydajng
konwersja promieniowania NIR do krotszych dtugosci fal. Pozwala to rejestrowac sygnat z wysoka
czutoscig jak réwniez w obiektach silnie rozpraszajgcych, takich jak tkanki. Mimo korzystnych
wiasciwosci fizyczno-chemicznych, istnieje wiele kwestii, ktore nalezy rozwigza¢ zanim UCNPs bedg
moga by¢ zostaé zastosowane w biologii i medycynie. Jednym z nich jest optymalizacji sktadu
i struktury, a takze wzmocnienie procesu konwersji energii w gore. Innym niezbednym warunkiem
dla szerszego wykorzystania UCNPs jest dostepno$¢ komercyjnych narzedzi, ktére obecnie nie ma.
Ponadto, domieszkowane lantanowcami koloidalne nanokrystality sg syntetyzowane w roztworach
zawierajacych hydrofobowe ligandy. Proces konwersji tych materiatéw do Srodowiska wodnego
wymaga stworzenia i optymalizacji procedur wymiany ligandow, aby zapewni¢ dobrg dyspersje
niezaglomeryzowanych czasteczek, a takze dalsza bio-funkcjonalizacje za pomocg molekut
biologicznie aktywnych takich jak przeciwciata czy fragmenty DNA.

W ostatniej z cyklu, obszernej pracy przegladowej [H12] podsumowano wtasciwosci
spektroskopowe  nanoluminoforéw  domieszkowanych  jonami  lantanowcdw,  gléwnie
nanoluminoforéw konwertujgcych energie w goére (UCNP - ang. Up-converting nanoparticles).
Dokonano systematycznego pordwnania réznych znacznikéw luminescencyjnych, opisano cechy
idealnych, z punktu widzenia biologii, znacznikow luminescencyjnych, opisano metody poprawy
wydajnosci konwersji energii w gére w tym dobér rodzaju i koncentracji domieszek, dobér matrycy,
architektury rdzen-ptaszcz oraz plazmonowego wzmocnienia luminescencji. Nastepnie opisano
metody funkcjonalizacji i biofunkcjonalizacji koloidalnych zawiesin nanoluminoforéow, przedstawiono
liczne zastosowania nanoluminoforéw domieszkowanych lantanowcami, m.in. w konstrukcji
czujnikow, obrazowaniu (fluorescencyjnym, PET, MRI), a takie w terapii fotodynamicznej
i termoterapii. Na koniec, dokonano przegladu istniejgcych rozwigzan technicznych do rejestracji
i wizualizacji UCNP w biologii i medycynie. Faktyczny brak dedykowanej aparatury pomiarowej jest
aktualnie najwigkszym wyzwaniem i ograniczeniem rozpowszechnienia tych unikalnych znacznikéw
luminescencyjnych w zastosowaniach w biologii i teranostyce.
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3

Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

3a Realizowane projekty badawcze

Domieszkowane lantanowcami nanokoloidaine struktury typu rdzeri-ptaszcz: synteza i aktywne
modulowanie wfasciwosci spektroskopowych NCN Sonata Bis, 2012/05/E/ST5/03901, 2013-2018,
kierownik

Exploitation of electrical, spectral and optical methods in biodetection and bioimaging — EIT+
Wroctaw Research Centre, 2011-2014, kierownik zadania badawczego

Domieszkowane lantanowcami nanoluminofory jako sondy w bioczujnikach, grant MNISW NN 507
58 49 38 (2010-2012), kierownik

Synteza | wiasciwosci spektroskopowe biokompatybilnych nanokompozytow: SiO, idomie-
szkowanych lantanowcami nanofluorkéw jako selektywnych znacznikéw Iluminescencyjnych
w zastosowaniach biologicznych, grant MNISW NN 507499538, (2010-2012), badacz

Nano biotechnologies for health application NanoBioTech, FP6, action 4221 badacz, topic —
development of advanced fluorescence spectroscopy methods for imaging and sensing in vitro

In vitro testing technologies and assay automation InViTech, FP6, action 4224, badacz, topic:
Noninvasive and non-destructive cytotoxicity studies in vitro

3b Lista wizyt badawczych:

2008 Gastroenterologische Molekulare Zellbiologie, Medizinische Klinik und Poliklinik B,

Munster, Germany (1 tydzien) — temat: autofluorescencja in vitro

2002 University of Turku, Department of Chemistry, Department of Inorganic Chemistry

Turku, Finland (2 tygodnie) — temat: domieszkowane lantanowcami szkfa

1998, 2001 Institute of Physics, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus (2 x po

tygodniu), temat: lasery na ciele statym pompowane diodg laserowa

2000 Arava Laser Laboratory, Ben Gurion University of Negev, Ber Sheva, Israel (3

miesigce), temat: iterbowe lasery na ciele statym pompowane diodg laserowa

3¢ Nagrody i wyrdéznienia

2006 Zwyciezca trzeciego konkursu Politechniki Wroctawskiej za patent pt. Sposdb

pomiaru stopnia zaawansowania | rozlegfosci choroby nowotworowej oraz
urzqdzenie do pomiaru stopnia zaawansowania i rozlegtosci choroby nowotworowej

2004 Gold Medal on the 53rd Word Exhibition of Innovation, Research and New
Technology - Brussels Eureka for the invention in the field of medical diagnosis

2004 grant konferencyjny z Towarzystwa Naukowego Warszawskiego i FNP

2004, 2005 stypendysta Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej

1996, 1997 stypendysta Ministra Nauki



3d Recenzje, organizacja konferencji

e Cztonek komitetéw organizacyjnych nastepujgcych konferencji:

9.2005 International Conference on f-elements, Szklarska-Poreba, Poland, komitet
organizacyjny

6.2004 International Symposium on New Trends in Photodynamic therapy and
Diagnosis,Wroclaw, Poland, sekretarz symposium

6.2003 Rare-earth systems, Ladek Zdr¢j, Poland, komitet organizacyjny

6.2001 Excited State of Transition Elements, Ladek Zdrdj, Poland, komitet organizacyjny

e Recenzent w czasopismach naukowych (Optical Materials x20, J.Luminescence x5, Optics
Express, ACS The Journal of Physical Chemistry, Materials Science & Engineering, Toxicology
Letters, ACS Applied Materials & Interfaces x3, RSC Chemical Communications, RCS Dalton
Transactions x4, polskie czasopisma naukowe etc.)

e Recenzent grantow (FNP 4x, NCN 2x)

3e Patenty

2010 Markers for protection valuable liquid and solid materials, zgtoszenie miedzynarodowe
1600000729, PCT/PL2010050047

2009 Sposéb wykorzystania nanokrystalicznych luminoforéw do zapisu informacji oraz sposéb
odczytu informacji, zgtoszenie PL P388780, 12.08.2009

2007 Method of fluorescence imaging, European Patent P-2795/MF, 01-06-2007

2005 Sposéb pomiaru stopnia zaawansowania i rozlegtosci choroby nowotworowej oraz

urzqdzenie do pomiaru stopnia zaawansowania i rozlegtosci choroby nowotworowej /
A method of assessing the stage of development and spreading of cancer and a device to
assess the stage of development and spreading of cancer, patent P375249, 20-05-2005

3f Dorobek publikacyjny

Dorobek naukowy habilitanta po obronie doktoratu obejmuje 48 publikacji, w tym:

e 39 prac oryginalnych w czasopismach z Listy Filadelfijskiej, 10 prac pokonferencyjnych;
e 1 praca jednoautorska;

e 11 prac bez udziatu promotora pracy doktorskiej;

e 33 prac dotyczacych fizyko-chemii materiatow

e 15 prac dotyczacych tematyki biomedycznej

Catkowity sumaryczny impact factor opublikowanych prac wyliczony na podstawie wspodtczynnikow
czasopism na rok publikacji (lub rok najblizszy dacie publikacji, w ktorym znany byt IF) wynidst:
108.26. Sumaryczny impact factor 12 prac sktadajacych sie na habilitacje: 44.65. Szczegotowa list
publikacji zamieszczono w zataczniku nr 2.
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Najwazniejsze wystgpienia konferencyjne

2012 Up-conversion FRET from rare earth nanophosphor to CdSe quantum dots, A. Bednarkiewicz,

International Summer School On Fluorescent Nano-Particles In Bio-Medicine, 16-20 July
2012, Miraflores de la Sierra, Madrid {(wyktad proszony)

2012 Hypersensitivity of Eu’ in ultrasmall nanocrystals, A.Bednarkiewicz, D.Wawrzynczyk,

2011

W.Strek and M.Samoc, 8th International Conference on f-Elements, Udine ITALY August 26-
31, 2012 (wyktad)

Colloidal NaYF, Nanophosphors: Properties, Applications And Prospects, A. Bednarkiewicz,
Rare Earth Materials REMAT 2011 (13-15.06.2011), Wroclaw, Poland (wyktad proszony)

2011 Novel Strategies in FRET Based Sensing with Lanthanide Doped Up-Converting Energy Donors,

2011

oral presentation, A. Bednarkiewicz, The Int. Conf. on Luminescence & Optical Spectroscopy
of Condensed Matter (Univ.Michigan, Ann Arbor, USA, 24-29.06.2011) (wyktad)

Enhancement of luminescent properties in ultrasmall NaYF4:Yb/Er nanoparticles after laser
annealing, A.Bednarkiewicz, IWASOM 2011 (Gdansk, Poland, 16-22.07.2011) (wyktad)

2010 Nano-colloidal rare earth doped Iluminophores: properties and bio-applications,

A. Bednarkiewicz, Excited States of Transition Elements and Workshop on Luminescence,
(Wroctaw & Piechowice, Poland 4-9.09.2010) (wyktad + 3 plakaty)

2007 Microscopic Fluorescence Lifetime and Hyperspectral Imaging with Digital Micromirror
Iluminator, A.Bednarkiewicz, European Conference on Biomedical Optics, (Munich,
Germany 6.2007) (wyktad)

2006 Fluorescence Lifetime imagining using a digital micro-mirror device for biomolecular
detection in-vivo, A. Bednarkiewicz, NanoBioEurope, (Grenoble, France 2006), (poster)

2005 The susceptibility of bacteria to photodynamic inactivation with lanthanide complexes of
chlorin e6, A. Bednarkiewicz European Conference on Biomedical Optics, (Munch, Germany,
06.2005) (wyktad)

3h Dzialalnos¢ popularyzatorska i dydaktyczna

Aktualnie kierujg, jako opiekun naukowy i promotor pomocniczy tréjka doktorantéw
zatrudnionych do realizacji projektu NAOMIS WCB EIT+ (p. Anna Ganch, p. Katarzyna Prorok,
p. Matgorzata Misiak). Wszystkie doktorantki sg na 2 roku studiéw doktoranckich i nie maja
jeszcze otwartych przewoddw doktorskich;

Bytem promotorem lub opiekunem pomocniczym kilku prac magisterskich (A. Darecki
Politechnika Wroctawska 2012 r., D. Mosio Politechnika Wroctawska 2010 r., D. Wawrzynczyk
Uniwersytet Wroctawski 2011 r., K. Jakubczyk Politechnika Wroctawska 2005 r., J. Lewandowski
Politechnika Wroctawska 2005 r., P. Gacek Politechnika Wroctawska 2005 r., K. Mokrzycka
Uniwersytet Wroctawski 2012 r. itd.) dotyczacych tematyki spektroskopii lantanowcow, laseréw
na ciele statym, bio-spektroskopii i medycznych zastosowar laseréw. Bytem réwniez opiekunem
9 praktyk, stazy i prac inzynieryjnych. Dwdjka sposréd moich studentéw magistrantow
otrzymata nagrody za najlepsze prace magisterskie:

e Mgr Dominika Wawrzyriczyk — nagroda Polskiego Towarzystwa Fizycznego za 2011 rok, za
prace magisterska pt.Nanokoloidy NaYF4 domieszkowane jonami neodymu Nd®* - synteza,
wiasciwosci spektroskopowe oraz zastosowanie w termoterapii, 2010 r.

e Mgrinz. Pawet Gacek — nagroda Stowarzyszenia Elektrykdw Polskich za prace magisterska
pt.Opracowanie, wykonanie, testowanie urzqdzenia do pomiaru stopnia nagromadzenia
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foto-uczulacza w metodzie fotodynamicznej leczenia raka, 2005 r.

e W latach 2002-2005 bytem wyktadowcy specjalistycznych kurséw medycznych dotyczacych
zastosowania laseréw w diagnostyce i terapii medycznej;

o Wyktadowca na Festiwalu Nauki we Wroctawiu (2003, 2011), Polska

3i Inne

Ekspertyza
Analiza specyficznosci  roztworéw oznakowanych przeciwciat | rozpoznawanych substancji

biologicznych w ramach zadania nr 5.5 projektu POIG.01.03.01-02-002/08 Czujniki i sensory do
pomiarow czynnikdw stanowiqcych zagrozenia w srodowisku — modelowanie i monitoring zagrozer
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4  Przebieg pracy naukowej

4a  Okres przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

W swojej pracy magisterskiej pt. ,Generacja drugiej harmonicznej z lasera neodymowego
pompowanego diodg laserowg” realizowanej pod kierunkiem dr inz. Przemystawa Derenia
w Instytucie Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych, Polskiej Akademii Nauk zajmowatem sie
uzyskaniem i badaniem zjawiska generacji na nieliniowym krysztale KTP drugiej harmonicznej
z matego lasera na ciele statym (monokrysztat YAG:Nd*"), ktdry byt pompowany potprzewodnikowa
diodg laserowg. W pracy tej wiasnorecznie skonstruowatem rezonator laserowy, justowatem wneke
rezonansowa, uzyskatem akcje laserowa a nastepnie drugg harmoniczng lasera Nd** na 532 nm.

W swojej pracy doktorskiej pt. Wtasciwosci spektroskopowe i laserowe jonéw iterbu w
matrycach krystalicznych i szklanych realizowanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Wistaw Streka
w Instytucie Niskich Temperatur i Badar Strukturalnych, Polskiej Akademii Nauk zajmowatem sie
wiasciwosciami  spektroskopowymi  krysztatdbw oraz szkiet domieszkowanych i wspét-
domieszkowanych jonami Yb**, a takze konstruowatem i badatem lasery na domieszkowanych jonami
Yb* krysztatach pompowane diodami laserowymi. W ramach swojej pracy doktorskiej rozwinagtem
swojg widze spektroskopows, poznatem i zastosowatem do swoich badar analize Judd-Ofelta,
modele i sposoby interpretacji czaséw zaniku luminescencji, analize zaleznosci intensywnosci emisji
anty-Stoksowskiej od mocy pobudzenia, a takie skonstruowatem kilka laseréw na ciele statym i
przebadatem ich wiasciwosci. Badania prowadzitem gtéwnie nad wolframianami KY(WOQ,); wspot-
domieszkowanymi jonami Yb>* i Eu®, Yb* i Tb* oraz Yb* i Pr**, w ktérych zademonstrowaliémy
i analizowaliSmy mechanizmy konwersji energii w goére. Szczegélnie ciekawe byly ukfady
nierezonansowe Yb/Eu i Yb/Th, ktére badalismy jako jedni z pierwszych, wykazujgc obecnosé efektow
kooperatywnego oddzialywania miedzy jonami wspdtdomieszek. W pracy zajmowatem sie réwniez
proszkami, szktami i ceramikami YAG, ktére byly wspétdomieszkowane jonami Yb** i Nd*.

Dodatkowo poszerzytem swojg wiedzg teoretyczng i praktyczng na temat konstrukcji laserow.
Skonstruowatem i przebadatem szereg laserdw takich jak Yb:KGW, Yb”KYW, Yb:YAG, KYbW.
Materiaty te przeanalizowatem réwniez pod katem mozliwosci uzyskania, modnego wodwczas,
chtodzenia laserowego. Wiekszo$¢ badarn wykonatem w INTiBS PAN, eksperymenty laserowe
wykonatem podczas wyjazdow badawczych w Ben Gurion University, lzrael oraz w Instytucie Fizyki
Biatoruskiej Akademii Nauk. Wyniki opublikowano w 7 artykutach z listy Filadelfijskie] i przedstawiono
na 4 miedzynarodowych konferencjach.

4b  Spis publikacji przed obrona doktoratu

2003

1. On spectroscopic properties of the KYb(WO,),: Pr** crystal, P.Deren, A.Bednarkiewicz, R.Mahiou
i W.Strek, Molecular Physics, 101(7), (2003) 951-960

2. Hot Emission in Nd**/Yb*:YAG nanocrystalline ceramics, A.Bednarkiewicz, D.Hreniak, P.Deren
i W.Strek, J.Lumin. 102-103, (2003) 438-444 K

3. Cooperative processes in Nd*/Yb* co-doped YAG nanocrystallites, A. Bednarkiewicz, D. Hreniak,
W. Strek, Radiation Effects And Defects In Solids 158 (1-6) (2003) 31-37 K

«.-2002
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10.

11.

12.

13.

Laser-induced hot emission in Nd*'/Yb>*:YAG nanocrystallite ceramics, A.Bednarkiewicz
i W. Strek, J. Phys. D: Appl. Phys. 35(20), (2002) 2503-2507

Power dependence of luminescence of Tb* doped KYb(WO,), crystal, W. Strek, A. Bednarkiewicz
i P. J. Deren, Journal of Luminescence, 92(3), (2001) 229-235

Cooperative processes in KYb(WO,), crystal doped with Eu®" and Tb* ions, W. Strek, P. Deren
i A. Bednarkiewicz, Journal of Luminescence, 87-89, (2000) 999-1001 K

Efficient up-conversion in KYbggEug(WO,), crystal, W. Strek, P. J. Deren, A.Bednarkiewicz,
Y. Kalisky i P. Boulanger, Journal of Alloys and Compounds, 300-301, (2000) 180-183 K

Laser operation and Raman self-frequency conversion in Yb : KYW microchip laser
A.S.Grabtchikov, A.N.Kuzmin, V.A.Lisinetskii, V.A.Orlovich, A.A.Demidovich, M.B.Danailov,
H.J.Eichler, A. Bednarkiewicz W.Strek, A.N.Titov Applied Physics B-Lasers And Optics 75 (6-7),
(2002) 795-797

Up-conversion in KYb(WO,),: Pr’* crystal, P.J.Deren, R.Mahiou, W.Strek, A.Bednarkiewicz,
G.Bertrand; Optical Materials 19 (1) 2002, 145-148 K

Spectroscopic studies of chromium-doped silica sol-gel glasses, W.Strek, P.Deren, E. Lukowiak,
A. Bednarkiewicz et al. Source: Journal Of Non-Crystalline Solids 288 (1-3) (2001) 56-65

Spectroscopic studies of samarium doped CdF2 crystal L.Bryja, R.Kudrawiec, J.Misiewicz, W.Strek,
P.Deren, A. Bednarkiewicz, Journal Of Alloys And Compounds 300 (2000), 230-233 K

Emission properties of nanostructured Eu®* doped zinc aluminate spinels, W.Strek, P.Deren,
A.Bednarkiewicz, et al. Journal Of Alloys And Compounds 300 (2000) 456-458 K

Optical properties of Nd*-doped silica fibers obtained by sol-gel method, W.Strek, E.Pawlik,
P.Deren, et al. A.Bednarkiewicz, et al. Journal Of Alloys And Compounds 300 (2000) 459-463 K

Publikacje spoza listy Filadelfijskiej:

1.

Oddziatywanie $wiatta laserowego z tkanka, A.Bednarkiewicz i W.Strek, w Fotodynamiczna
Diagnostyka i Terapia " ed. H.Podbielska, A.Sieron and W.Strek, (PL) Urban&Partner 2003, 33-88
In vitro human atherosclerotic plague recognition by photosensitizer mono-L-aspartyl chlorin e6
Assisted Light Induced Fluorescence (PALIF) D.Bialy, A.Derkacz, M. Wawrzynska,
A. Bednarkiewicz et al. Laser Technology Vii: Applications Of Lasers Book Series: Proceedings Of
The Society Of Photo-Optical Instrumentation Engineers (SPIE) 5229 (2003) 127-131 K

In vitro photodynamic diagnosis of coronary artery atherosclerosis D.Bialy, A.Derkacz,
M. Wawrzynska, A. Bednarkiewicz i W. Strek, Frontiers In Coronary Artery Disease, (2003) 115-
119, K

In vitro photodynamic diagnosis of atherosclerotic wall changes with use of mono-l-aspartyl
chlorin e6, D. Bialy, A. Derkacz, M. Wawrzynska, A. Bednarkiewicz, P. Ziolkowski, H. Nowosad,
W. Strek, Polish Cardiology, 23 (2002) 175-178

Medium power ytterbium lasers, A.Bednarkiewicz, J. Kalisky, W. Strek, Proc. SPIE Vol.
5230(2003) 139-142, Laser Technology VII: Progress in Lasers; Wieslaw L. Wolinski, Zdzislaw
Jankiewicz, Ryszard S. Romaniuk; Eds.

Comparison of CW and Q-switched laser action in Yb-doped KYW and KGdW crystals,
A.Bednarkiewicz, A.Kuzmin, W.Strek, et al. Laser Technology Vii: Progress In Lasers Book Series:
Proceedings Of The Society Of Photo-Optical Instrumentation Engineers (SPIE) 5230, (2003) 127-
131

In vitro photodynamic diagnosis of atherosclerotic wall changes with use of mono-I-aspartyl
chlorin e6, D.Bialy, A.Derkacz, M.Wawrzynska, A.Bednarkiewicz, W.Strek European Heart
Journal 23 (2002) 175-175 K

Yb : KYW microchip laser performance: fundamental frequency generation and Raman self-
frequency conversion A.S.Grabtchikov, A.Kuzmin, V.A.Lisinetskii et al., Advanced Solid-State
Lasers, Proceedings Book Series: Osa Trends In Optics And Photonics 68, (2002) 394-396
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4c Praca naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Pod koniec doktoratu zainteresowatem sie nanoluminoforami i ich wtasciwosciami
spektroskopowymi. Pierwsze doniesienia literaturowe sugerowaty odmienne cechy fizykochemiczne
w poréwnaniu do ich mono- czy tez mikro-krystalicznych odpowiednikdw. Po doktoracie nawigzatem
wspoiprace z dr Mirostawem Karbowiakiem z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, ktéry
zatrudnit mnie do realizacji swojego grantu badawczego dotyczacego syntezy i badania wiasciwoéci
nanomateriatéw domieszkowanych jonami lantanowcéw. Na potrzeby realizacji tego projektu
wykonywatem pomiary i interpretacje wtasciwosci spektroskopowych m.in. fluorkéw typu
(Na,K)GdF,. Réwnoczesnie badatem tlenkowe nanomateriaty luminescencyjne w zespole Prof. dr hab.
Wiestawa Streka. Te pierwsze prace zdeterminowaty moje zainteresowania naukowe w kolejnych
latach i stanowig podstawe mojego wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego.

Drugim watkiem, ktdry przewija sie w moich zainteresowaniach naukowych zaréwno przed jak
i po obronie pracy doktorskiej, jest oddziatywanie swiatta z materig zywa, a takze wykorzystanie
zjawisk luminescencji w naukach biologicznych i medycynie. Owocem tych dosy¢ chaotycznych
wowczas badar, byto kilka tematdw badawczych realizowanych z panig prof. dr hab. Haling
Podbielskg (PWr Wroctaw, biofizyk), dr hab. Zuzanng Drulis-Kawg (UWr Wroctaw, mikrobiolog), dr
n.med Dariuszem Biatym (AM, Wroctaw, kardiolog), prof. dr hab. Piotrem Ziotkowskim (AM,Wroctaw,
histopatolog) czy tez dr inz. Jarostawem Jaroriskim (PWr, MediCom Sp.J.). Prace o wykrywaniu ptytki
sklerotycznej w naczyniach krwionosnych, oddziatywaniu $wiatta z tkankami, nie-onkologicznych
zastosowaniach terapii fotodynamicznej, fotodynamicznej terapii antybakteryjnej, fotodynamicznej
terapii nowotworow skory, konstrukcji sond $wiattowodowych do dozymetrii $wiatta w terapii
fotodynamicznej, ktére powstawaty w latach 2002-2005 mocno mnie zaangazowaty i zaintrygowaty.
Mimo wielu przeciwnosci zwigzanych z brakiem dedykowanej aparatury pomiarowej czy tez
koniecznoscig zmudnego wypracowywania metod eksperymentalnych, pomiarowych i analitycznych,
tematyka bio-spektroskopii stawata mi sie coraz blizsza. W zwigzku z tym postanowitem poszukaé
stazu po-doktorskiego, w ktédrym mogtbym zrealizowa¢ swoje pasje naukowe. Jesienig 2005
rozpoczatem staz w ramach stypendium Mari Curie w Joint Research Center (JRC) Komisji
Europejskiej w Institute of Health and Consumer Protection (IHCP), Ispra, Wiochy w grupie profesora
Maurica Whelan’a. Tematyka, ktorg zajmowatem sie przez 3 lata byly alternatywne metody
monitorowania toksycznosci, obrazowanie typer-spektralne i obrazowanie czasdw, a takze analiza
globalna i przestrzennie modulowana terapia fotodynamiczna.

Nowe, alternatywne do testéw na zwierzetach, metody badania cytotoksycznosci zwiazkéw
chemicznych. Wykorzystano do tego celu fluorescencje endogennych chromoforéw tkankowych
uczestniczagcych w metabolizmie komérkowym, tj. NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide) oraz
FAD" (Flavin Adenine Dinucleotide). Zredukowana forma NADH bierze udziat w reakcjach redox
komérek dostarczajgc elektrondw do wielu reakcji biochemicznych. Obecno$é NADH w cyklu Krebsa
odgrywa réwniez istotna role w regulacji proceséw apoptozy czy syntezy ATP. Flawiny FAD sa réwniez
niezmiernie istotne w cyklu fosforylacji oksydacyjnej i produkcji ATP. Udato sie zademonstrowac, ze
autofluorescencja tych zwigzkéw oraz wyznaczony w ten sposéb potencjat redox komérek, pozwala
w sposob ilosciowy mierzy¢ toksycznos¢ zaaplikowanych zwiazkdw. Wykazano réwniez, ze
w zaleznosci od rodzaju uzytej toksyny, kinetyczne profile potencjatu redox réznity sie. Przyktadowo,
substancja odpowiedzialne za degradacje bton komdrkowych (np.SLS), dawata inny charakter zmian
krzywych koncentracyjnych (ang. dose response curves), niz zachowanie ( np. stromos¢, charakter
zmian itp.) zwigzkéw uszkadzajacych DNA. Prace te zaowocowaly dwoma publikacjami w Toxicology
In Vitro (IF=2.77) i Pancreas (IF=2.39).



Nowe metody bio-pomiarowe — wiele proceséw biologicznych bada sie za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej, ktéra umozliwia poznanie nie tylko morfologii, ale i funkcjonowania zywych
komorek i organizméw. Stosowane w tym celu barwniki organiczne dobiera sie tak, by w sposdb
specyficzny reagowaly na okreslony substrat np. pH, lipidy, jony Ca* itp., czy tez polarnoé¢ oérodka.
Dystrybucjg tych substratow mierzy sie mapujac okreslone cechy spektroskopowe, np. intensywnosé
pasma emisji lub tez stosunek intensywnosci dwdch pasm emisji. Ze wzgledu na obecnosé sygnatu tta
korzystnie jest mierzy¢ albo petne widma fluorescencji albo, ze wzgledu na heterogeniczny charakter
prébek biologicznych, czasy zaniku fluorescencji. Uzyskane w ten sposéb obrazy hyper-spektralne
(ang. Hyper Spectral Imaging- HSI) oraz obrazy czaséw zaniku fluorescencji (ang. Fluorescence
Lifetime Imaging — FLIM) uzyskuje sie zwykle za pomocg drogich iztozonych mikroskopow
konfokalnych. W ramach mojego zadania, zbudowatem na bazie odwrdconego mikroskopu
fluorescencyjnego system do rejestracji obrazow HS! i FLIM, wykorzystujac
(a) Przestrzenny modulator swiatta (ang. SLM — Spatial Light Modulator) w postaci projektora DMD
(ang. Digital Micromirror Device),
(b) Ultrafioletowe piko-sekundowe Zrodta $wiatta oraz
(c) Detektor w postaci miniaturowego spektrofotometru (dla HSI) lub fotopowielacza (dla FLIM)
pracujgcego z przystawka do zliczania fotondw (TCSPC — ang.Time Correlated Single Photon
Counting).
Przy tak duzej ilosci danych pomiarowych, pojawia sie réwniez konicznoéé optymalizacji procedur
analizy danych, gdyz kazdy pixel zawiera informacje o petnym widmie luminescencji, lub kilkaset
punktéw pomiarowych intensywnosci w funkcji czasu po impulsie wzbudzajacym. Ze wzgledu na
unikalne cechy projektora DMD, tj. mozliwos¢ réwnoczesnego oswietlania wielu punktdw na prébce
i brak limitu na czas pojedynczej akwizycji (ang. dwell time), mozliwe byto zaproponowanie
i implementacje algorytmu globalnego fitowania danych pomiarowych w oparciu o analize sktadowe;j
Hue obrazu z kamery kolorowej. Podejscie to pozwolito zaproponowac algorytm, ktéry pozwala
przyspieszy¢ analize duzych zbioréw danych. Badania te zaowocowaty 2 publikacjami (J.Biomedical
Optics IF=3.16, Applied Optics IF=1.75) oraz jednym patentem europejskim (P-2795/MF).

Opracowanie metody selekcji komdérek watrobowych z linii komérkowej bedacej kokulturg
komorek watrobowych i biliarnych. Wprowadzenie nowych substancji chemicznych do
powszechnego uzytku wymaga zbadania toksycznosci tych substancji. Celem tych testow jest badanie
zaréwno toksycznosci pierwotnej jak i wtornej. Przyktadem toksycznosci wtdrnej jest powstawanie
bardzo silnego utleniacza N-acetylo-4-benzo-chinonoiminy podczas metabolizowania paracetamolu
w watrobie przez cytochrom P450. O ile sam paracetamol jest powszechnie stosowanym lekiem
przeciwbdlowym o korzystnych wtasciwosciach, po podaniu go w zbyt duzych dawkach zaburzeniu
ulega gospodarka wolnorodnikowa w watrobie, prowadzac do nieodwracalnego uszkodzenia
hepatocytow. Badania toksycznosci wtérnej sg mozliwe jedynie na zwierzetach, jednak na swiecie
trwajg poszukiwania alternatywnych metod badania na liniach komadrkowych. Jednym z przyktadéw
sg badania hepatotoksycznosci na linii komorkowej HepaRG. Ta Linia komorkowa jest jednak bi-
potentna, tzn. w wyniku namnazania sie komédrek powstajg zarowno hepatocyty jak i komorki
biliarne w niekontrolowanej proporcji jednych do drugich. Obecnos¢ komérek biliarnych istotnie
utrudnia iloéciowg analize toksycznosci wtornej. Stosowanie typowego sortowania komarek w fazie
cieklej jest jednak niemozliwe, gdyz w tych warunkach komarki ulegajg de-dyferencjacji i po wysianiu
powtodrnie dzielg sie na komorki hepatyczne i biliarne. Jedynym sposobem na pozbycie sie komoérek
biliarnych jest ich usuniecie z dojrzatej hodowli komérkowej in-situ. Dokonano tego podajgc 6-ALA tj.
kwas delta aminolwulinowy bedacy prekursorem protoporfiryny IX, znanego w terapii
fotodynamicznej fotouczulacza. W celu selektywnego usuniecia komorek biliarnych, zmodyfikowatem
fluorescencyjny mikroskop odwrécony montujac przestrzenny modulator swiatta z lampg UV.
Stworzony program pozwolit zarejestrowaé obraz hodowli komoérkowej, w sposéb automatyczny
zidentyfikowaé obszary wzrostu komérek biliarnych, a nastepnie naswietli¢ te obszary odpowiednia
dawkg swiatta UV by aktywowa¢ proces fotodynamiczny. Uzyskano w ten sposéb hodowle komdrek
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HapRG bez obecnosci komorek biliarnych. Badania te zaowocowaly jedng publikacja w Journal of
Biomedical Optics (IF=3.16).

Po powrocie do Polski zostatem powtdrnie zatrudniony w Instytucie Niskich Temperatur i Badan
Strukturalnych, Polskiej Akademii Nauk na stanowisku adiunkta w zespole prof. dr hab. Wiestawa
Streka. Procz badan wiasnych, uczestnicze w badaniach prowadzonych przez grupe, a takie
pomagam kolegom z grupy w realizacji ich zadan badawczych (dr R.Wiglusz, dr D. Hreniak,
dr hab. M. Maczka). Po moim powrocie do INTiBS w 2010 roku, powstato w ten sposéb 8 prac
[1,5,7,9,14,15,19,20 z Zatacznika nr 2], a kolejne 3 sg w recenzji. Prace te dotycza spektroskopii
nanomateriatéw i ceramik domieszkowanych jonami lantanowcow, m.in.:

o Dbiatej szeroko-spektralnej emisji swiatta wyniku konwersji energii w gére
w domieszkowanych jonami Yb** lub Nd** czterofosforanach LiLay,(Yb/Nd),P;0;; [1, 14, 15,
195,

e wykorzystania jonu Eu®* jako sondy luminescencyjnej w nanokrystalicznych matrycach
hydroksyapatytow [20], spineli ZnAl,0, [7], wanadiandw YVO, [9] oraz niskotemperaturowo
syntezowanych LaAlQOs.

Réwnoczesnie rozpoczatem starania by potaczy¢ obie dyscypliny naukowe tj. syntezy
i charakteryzacje nanomateriatdw luminescencyjnych z wiedzg inzynieryjng i bio-medyczna. Mimo
dobrze ocenionych wnioskéw ale finalnie nieudanych prébach zdobycia finansowania (European
Research Center (ERC) (2008) — rola: wnioskujacy; ,Dolnoélaskie Centrum Badawcze Materiatow
Funkcjonalnych iBiokompatybilnych” we Wroctawiu PQIG.02.02.00-02-013/09 w 2009 - rola:
koordynator) w roku 2010 uzyskatem dwa granty, w ktorych badatem i badam réine aspekty
zwigzane z syntezami, funkcjonalizacjg, spektroskopia i potencjatem wykorzystania nanoluminoforéow
domieszkowanych jonami lantanowcéw do diagnostyki bio-medycznej. W ramach grantu
Domieszkowane lantanowcami nanoluminofory jako sondy w bioczujnikach (grant MNISW NN 507 58
49 38, 2010-2012), badatem podstawowe wtasciwosci spektroskopowe nanoluminoforéw
domieszkowanych lantanowcami (np. bezpromienisty transfer FRET, przejécia nadczute w jonach Ln**,
struktury core-shell) pod katem mozliwosci zastosowania ich jako elementéw aktywnych
w konstrukgji bioczujnikow. Réwniez w 2010 roku méj pomyst wykorzystania sond luminescencyjnych
w biologii zostat zakwalifikowany do finansowania przez Wroctawskie Centrum Badar EIT+ jako
projekt pod nazwg Nanoparticle Assisted Molecular Imaging and Sensing. Projekt ten jest aktualnie
w realizacji i od niedawna posiada laboratoria chemiczne i bio-spektroskopowe. W ramach badan,
wraz znowoutworzong grupg rozwijam  zainteresowania zwigzane z obrazowaniem
hyperspektralnym iobrazowaniem czaséw zycia, rozwijam réwniez metody bezmaskowej
fotolitografii oraz optymalizuje sprawno$¢ kwantowa sond luminescencyjnych pod katem
wykrywania hybrydom produkujacych przeciwciata monoklonalne. W zwigzku z kierowaniem
projektem jestem aktualnie promotorem pomocniczym dla trzech doktorantek.

4d Wspolpraca naukowa

Aktualnie, w zwigzku z badaniami nad syntezg, optymalizacja wiasciwosci spektroskopowych
nanoluminoforow domieszkowanych lantanowcami i ich zastosowaniem w diagnostyce
biomedycznej, prowadze bardzo bliska wspotprace z dwoma zespotami badawczymi we Wroctawiu:

e Zespot prof. dr hab. Andrzeja Gamiana (dr Jacek Rybka, dr Tomasz LipiAski, dr Jakub
Siednienko) z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnych, Polskiej Akademii Nauk
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e Zespot prof. dr hab. Marka Samocia (dr Marcin Nyk, mgr Dominika Wawrzyniczyk) z Wydziatu
Chemii Fizycznej i Teoretycznej, Politechniki Wroctawskiej

Moja obecna wspétpraca zagraniczna, w zwiazku z wzglednie nowa tematyka badawczg, dopiero sie
rozwija i aktualnie wigze sig z kontaktami naukowymi, przestaniem prébek i planowaniem wspélnych
badan z:

e Dr Daniel Jaque — Madrid University, Hiszpania,

e Prof. Tero Soukka — Turku University, Finlandia,

e Prof. John Cappobianco — Concordia University, Kanada,

e Prof. Kishan Dolakia - University of St Andrews, Wielka Brytania

Wystepuje rowniez jako partner w konsorcjum naukowym Photon upconverting fuminescent
nanomaterials, ktore zostato zaproszone do Il etapu selekcji grantéw Europejskich COST, majgcych
umozliwi¢ swobodng wspétprace miedzy europejskimi naukowcami w najciekawszych i najbardziej
obiecujgcych dyscyplinach naukowych.
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