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Lantanideilla on useita hyodyllisia luminesenssiominaisuuksia, jotka ovat peraisin niille
tyypillisesta elektronirakenteesta ja porrasmaisista energiatasoista. Lantanideilla seostettujen
nanopartikkelien tarkein ominaisuus on erityisen pitkékestoinen ja kirkas luminesenssi, joka
voi kestdd jopa useiden millisekuntien ajan. Perinteisilla fluoresoivilla materiaaleilla
luminesenssin elinika on vain joitakin nanosekunteja. Lantanidien intensiivisen luminesenssin
kapeat ja teravat emissioviivat tekevét niiden luminesenssispektristd helposti tunnistettavan.

Viime vuosina erityisesti upkonvertoivat nanopartikkelit (UCNP) ovat heréttdneet
mielenkiintoa biosensoreiden ja biokuvantamisen parissa. Upkonversiolla tarkoitetaan
luminesenssia, jossa emittoidaan korkeaenergisia fotoneja absorboimalla matalaenergisia
fotoneja. Sitd havaitaan lantanideilla, aktinideilla ja siirtymdmetalli-ioneilla. Pitkdikaisen
luminesenssin lisdksi UCNP:eilla on muitakin suotuisia ominaisuuksia, kuten suuri anti-
Stokesin siirtymad, vahainen fotovalkaisu ja myrkyllisyys seké hyvé stabiilisuus.

UCNP:ien liséksi on kehitetty myds muita kiinnostavia lantanidiperusteisia nanopartikkeleita
biosovelluksiin.  Naistd  NIR-Il-aallonpituusalueelle ~ soveltuvat  downkonvertoivat
nanopartikkelit (DCNP) tarjoavat mahdollisuuksia erityisesti syvakudoskuvantamiseen.
Pitkakestoiseen biojaljitykseen ja -kuvantamiseen tarkoitettujen pysyvan luminesenssin
nanopartikkelien luminesenssi voi kestdd jopa useita paivid. Lantanideilla seostettujen
nanopartikkelien muokkausmahdollisuudet ovat l&hes rajattomat, mik& mahdollistaa niiden
kayton laajasti erilaisissa biosensori- ja biokuvantamismenetelmissa.

Avainsanat: Nanopartikkeli, luminesenssi, upkonversio, downkonversio
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Lyhenteet

DCNP

ESA
ETU
HIV
HPV
NIR

PLNP

UCNP

Engl. Downconverting nanoparticle, downkonvertoiva

nanopartikkeli

Engl. Excited-state absorption, virittyneen tilan absorptio
Engl. Energy transfer upconversion, energiansiirtoupkonversio
Engl. Human immunodeficiency virus, HI-virus

Engl. Human papilloma virus, papilloomavirus

Engl. Near-infrared, l1&hi-infrapuna

Engl.  Persistent  luminescence  nanoparticle,  pysyvan

luminesenssin nanopartikkeli

Engl. Upconverting nanoparticle, upkonvertoiva nanopartikkeli



1 Johdanto

Erilaisten fluoresoivien materiaalien kehittdminen on mahdollistanut entistd parempien
biosensori- ja biokuvantamismenetelmien kayttdonoton. Vaikka nykypdivana on pystytty
havainnoimaan jo useimpia biologisia prosesseja, niiden tutkimiseen liittyy vield haasteita.
Biologisen kudoksen siséltdmat fluoroforit absorboivat useimpien fluoresoivien materiaalien
viritys- ja emissioaallonpituusalueilla, mika aiheuttaa héairitsevdd autofluoresenssia. Tdma
hankaloittaa esimerkiksi makromittakaavan kuvantamista. Jotta mutkikkaita biologisia
tapahtumia voidaan ymmartdd, molekyylien rakenteen lisaksi olisi erityisen tarkeda tutkia
niiden vélisia vuorovaikutuksia ja kemiallisia reaktioita. Nykyisilla menetelmilld ndyte taytyy

kuitenkin lahes aina fiksoida eli kiinnittaa, mika hankaloittaa elavan kudoksen tutkimista.!

Nanopartikkeliteknologia on ollut mullistava keksintd, jonka avulla terveydenhuollon tutkimus
on ottanut suuria harppauksia eteenpain. Nanopartikkeleiksi kutsutaan hiukkasia, joiden
halkaisija on 1-100 nm.? Lantanideilla seostettujen nanopartikkelien tarkein ominaisuus
biosensori- ja biokuvantamismenetelmi& ajatellen on niiden erityisen pitk&kestoinen ja kirkas
luminesenssi, joka voi kestaa jopa useiden millisekuntien ajan. Liséksi luminesenssin kestoa
voidaan helposti muokata sopivaksi erilaisia sovelluksia varten. Yhdistaméalla lantanidien
ainutlaatuiset luminesenssiominaisuudet aikaerotteiseen mittaustapaan, voidaan poissulkea
lahes kokonaan hairitseva autofluoresenssi, mikd mahdollistaa paasyn syvemmélle kudokseen.
Lupaavia tuloksia on saatu seké biologisen ympériston ulkopuolella (in vitro) etta biologisessa

ympaéristossa (in vivo) suoritetuista kokeista.®

Lantanideilla seostetuista nanopartikkeleista erityisesti upkonvertoivat ja downkonvertoivat
nanopartikkelit ovat olleet viime vuosina kiivaan tutkimuksen kohteena. Perinteisiin
fluoresoiviin materiaaleihin verrattuna niille ominaisia, edullisia piirteitd luminesenssin pitkan
elinién liséksi ovat suuret Stokesin siirtymét, kapeat emissioviivat ja vahdinen valon sironta.
Upkonvertoivia ja downkonvertoivia nanopartikkeleita on sovellettu biokuvantamisessa ja
lukuisissa bioapplikaatioissa kuten pH:n, lampdétilan ja happipitoisuuden mittaamisessa seké
DNA:n tunnistamisessa.® Mainitsemisen arvoisia ovat myds pysyvan luminesenssin

nanopartikkelit, joita voidaan hyodyntaa pitkaaikaista seurantaa vaativissa sovelluksissa.*



2 Aikaerotteinen luminesenssi

Aikaerotteisessa luminesenssissa (engl. Time-resolved luminescence) mitataan pitkaikaista
luminesenssia, jonka kesto on noin mikrosekunnista millisekuntiin. Mittaustekniikassa
pulssittava virityslahde virittaa pitkaikaisen koettimen samalla, kun tietylle taajuudelle sd&detty
suodatin estda viritysldhteen ja lyhytikdisen fluoresenssin paatymisen detektorille.
Taustasignaalin hdvitessé suodatin aukeaa paastaen lapi pitkaikéaisen luminesenssin. Mittaus
tapahtuu, kun taustan lyhytikéinen luminesenssi on havinnyt ja jaljella on enaa pitkaikéinen
koettimen luminesenssi. Mittaustavalla saadaan parannettua signaali-kohinasuhdetta,
vahennettyd valon sironnasta johtuvaa hairiotda sekd vaimennettua biologisen ndytteen
autofluoresenssia, jonka aiheuttaa kudoksissa luontaisesti esiintyvat fluoroforit. Lisaksi
pulssittavasta laserista aiheutuu kudoksille vdahemman haitallista l&mpdvaikutusta kuin
jatkuvasta virityslahteesta®. Aikaerotteinen tekniikka vaatii kuitenkin useamman mittauskerran
tarkkuuden parantamiseksi, koska pitkéikdisen luminesenssin intensiteetti vahenee ajan

kuluessa.*

3 Nanopartikkelien seostaminen lantanideilla

Nanopartikkeleihin seostettuina lantanidit aikaansaavat useita hyodyllisia
luminesenssiominaisuuksia, jotka ovat perdisin lantanideille tyypillisestda [Xe]4fN-
elektronirakenteesta ja porrasmaisista energiatasoista. Lantanidit esiintyvat nanopartikkeleissa
yleisimmin kolmenarvoisina, Ln%*, ja niilld on kolme mahdollista elektroninsiirtotapaa. Néista
kaksi vdhemman yleistd ovat 4f-5d- ja varauksensiirtosiirtymad. Yleisin siirtyma on Laporten
valintasaannolla kielletty 4f-4f-siirtymad ja se saakin aikaan lantanidien erityisen pitkaikéisen
luminesenssin, joka voi kestaa jopa useiden millisekuntien ajan.* Esimerkiksi yleisesti kdytosséa
olevien Th%- ja Eu®*-kompleksien luminesenssin elinikd on 0,5-2,5 ms!. Lantanidien
luminesenssi on myds hyvin intensiivistd, koska virittyneet 4f-tilat ovat suojassa tayttyneiden
5s2- ja 5p®-kuorien alla. Emissioviivat ovat tyypillisesti kapeita ja karakteristisia juuri tietylle
lantanidille. Esimerkiksi Eu®*:lle ominaiset teravat emissioviivat aallonpituuksilla 590, 610 ja

720 nm tekevat sen luminesenssispektrista helposti tunnistettavan.?



4 Upkonvertoivat nanopartikkelit

Viime vuosina erityisesti upkonvertoivat nanopartikkelit (engl. Upconverting nanoparticle,
UCNP) ovat herattdneet mielenkiintoa biosensoreiden ja biokuvantamisen tutkimuksessa
ainutlaatuisten  luminesenssiominaisuuksiensa ~ vuoksi.  Upkonversiolla  tarkoitetaan
luminesenssia, jossa emittoidaan korkeaenergisia fotoneja absorboimalla matalaenergisia
fotoneja. Energiaeroa absorptio- ja emissioaallonpituuden valilla kutsutaan anti-Stokesin tai
Stokesin siirtymaksi riippuen siitd, onko absorptioenergia pienempi vai suurempi kuin
emissioenergia. Upkonversioon perustuvaa luminesenssia havaitaan lantanideilla, aktinideilla

ja siirtymametalli-ioneilla.®

4.1 Rakenne ja toiminta

Lantanideilla seostetut UCNP:t koostuvat epdorgaanisesta iséntahilasta ja seosioneista.
Iséntéhilan valinta vaikuttaa nanopartikkelien toimintaan. Tarkein ominaisuus on hilan
lapindkyvyys ja stabiilisuus seostettujen ionien absorptio- ja emissioaallonpituusalueilla, jotta
hilasta ei aiheudu héiritsevdd signaalia luminesenssin mittaukseen. Liséksi hilan rakenne
méaéraa kidekentan ja seosionien mahdolliset konsentraatiot nanopartikkelissa, miké vaikuttaa
partikkelin luminesenssiominaisuuksiin. loneja saadaan seostettua rakenteeseen helpommin,
jos korvattavan ionin ja seosionin halkaisija ovat keskendan samaa kokoluokkaa. Edelld
mainittujen seikkojen vuoksi eniten kdytettyja hilamateriaaleja ovat fluoridit ja oksidit, kuten
NaGdFs, CaF2 ja CeO2, mutta myOs oksisulfaatti-, kloridi-, bromidi-, fosfaatti-, jodidi- ja
vanadaattipohjaisia partikkeleita on kehitetty.°

Upkonvertoiva luminesenssi saadaan aikaiseksi jo yhdenlaisilla seosioneilla, mutta sen
intensiteetti jad sovelluksia ajatellen usein liian heikoksi. Tehokkaampi emissiosignaali
saavutetaan seostamalla véhintddn kahta erilaista ionia. Useamman ionin toimintaan
perustuvassa upkonversiossa on herkistinioneja, joiden tarkoituksena on kasvattaa absorption
tehokkuutta, ja aktivaattori-ioneja, jotka toimivat varsinaisena luminesenssikeskuksena. lonit
seostetaan isantéhilaan yleensa varsin pienissa pitoisuuksissa. Herkistinionien konsentraatio

nanopartikkeleissa on keskimaarin noin 20 mooli-% ja aktivaattori-ionien noin 2 mooli-%.°

Lantanideilla on useita eri upkonversiomekanismeja, joista kaksi yleisinta ja yksinkertaisinta

ovat virittyneen tilan absorptio (engl. Excited-state absorption, ESA) sek&



energiansiirtoupkonversio (engl. Energy transfer upconversion, ETU)!. ESA:ssa perustilassa
G oleva elektroni virittyy ensin energiatilalle E1, minka jalkeen toisen elektronin virittyminen
aiheuttaa sen hyppadmisen energiatilalle E2. ETU:ssa herkistinioni virittyy samaan tapaan kuin
ESA:ssa, mutta luovuttaa tdmén jalkeen energiansa aktivaattori-ionille virittden sen
energiatilalle E2. Upkonvertoivassa luminesenssissa virittymiseen vaadittu energia perustilalta
tilalle E1 on siis pienempi kuin luminesenssina purkautuva energia tilalta E2 takaisin
perustilalle.® Kuvassa 1 on esitetty sekd virittyneen tilan absorption ettd
energiansiirtoupkonversion vaiheet.
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Kuva 1. a) Virittyneen tilan absorption eli ESA:n mekanismi. b) Energiansiirtoupkonversion eli
ETU:n mekanismi. Kuva mukailtu artikkelista®.

UCNP:t ovat monessa suhteessa ylivertaisia perinteisiin fluoresoiviin materiaaleihin, kuten
orgaanisiin variaineisiin, fluoresoiviin proteiineihin, metallikomplekseihin ja kvanttipisteisiin
verrattuna. Fluoresoivien materiaalien luminesenssin elinikd on tyypillisesti vain muutamia
nanosekunteja, kun taas UCNP:ien luminesenssi voi kestaa jopa useiden millisekuntien ajan®.
Perinteiset fluoresoivat materiaalit virittyvat usein ultraviolettisateilysté tai nékyvésté valosta.
Korkeaenerginen sateily aiheuttaa biologisten néaytteiden siséltdmien fluoroforien
autofluoresenssia, DNA-vaurioita ja solukuolemia, mika huonontaa signaali-kohinasuhdetta ja
herkkyyttd. UCNP:t pystyvéat absorboimaan matalaenergista lahi-infrapunaséteilya muuttaen
sen vasta emissiovaiheessa korkeaenergisemmaéksi nékyvaksi valoksi. N&in mahdollisen
kudosvaurion ja soluista aiheutuvan héiritsevdan fluoresenssin maara vahenee. Lahi-

infrapunasateilyn kaytto virityslahteena mahdollistaa myos paasyn syvemmalle kudokseen.®



Perinteisilla fluoresoivilla materiaaleilla on muitakin heikkouksia biosovelluksissa. Ne eivat
sovellu pitkdaikaisiin kuvantamis- tai seurantajaksoihin, silla niiden fluoresoiva signaali
heikkenee voimakkaasti mittauskertojen ja ajan kuluessa. Kyseistd ilmiotd kutsutaan
fotohaalenemiseksi. Monet fluoresoivat materiaalit, kuten kvanttipisteet, siséltavat hyvin
myrkyllisid komponentteja eivatka siten sovellu kliiniseen kaytt6on. UCNP:ien pitkaikainen
luminesenssi, suuri anti-Stokesin siirtymad, vahainen fotohaaleneminen, alhainen myrkyllisyys
ja hyvé stabiilisuus tekevét niisté potentiaalisen vaihtoehdon kéytettavaksi biokuvantamisessa

ja biosensoreissa.®

4.2 Biologinen vaste

Useat UCNP:ien fysikokemialliset piirteet, kuten koko, muoto, pintarakenne ja funktionaaliset
ryhmat vaikuttavat niiden biologiseen vasteeseen. Nanopartikkelien koko maaraa mekanismin,
jolla partikkeli kulkeutuu soluun. Alle 50 nm:n kokoiset nanopartikkelit vuorovaikuttavat
kaikkien kudostyyppien kanssa kulkeutuen helposti soluihin ja soluvaliaineeseen. Yli 1 pm:n
kokoiset partikkelit eivat padse kulkeutumaan solukalvon lapi ollenkaan, mutta voivat
vuorovaikuttaa erilaisten proteiinien kanssa. Upkonvertoivia nanopartikkeleita on kehitetty
useita eri kokoisia alle 10 nm:std jopa 100 nm:iin.® Biosovelluksiin kehitettyjen
nanopartikkelien tulisi olla kooltaan alle 10 nm, jotta munuaiset pystyvat poistamaan ne
elimistosta®. Liian suuret partikkelit voivat alkaa kertya tiettyihin elimiin, kuten maksaan.
Koon liséksi nanopartikkelien muoto vaikuttaa niiden kulkeutumiseen ja kayttdytymiseen
kehossa. Partikkelit voivat olla muodoltaan kaikkea putken, sdikeen, pallon tai tason valilta.
Néistd pallomaisen muodon on todettu olevan kaikista bioyhteensopivin, mista johtuen

useimmat UCNP:t ovat muodoltaan heksagonaalisia.®

UCNP:ien pintarakennetta muokkaamalla voidaan vahentdd ympadristén ligandeista,
liuottimesta tai konsentraatiosta aiheutuvaa luminesenssin vaimenemista. Rakennetta voidaan
muokata lisddmélla siihen ep&orgaaninen pintakerros tai orgaanisia ligandeja. Pintarakenne ei
vaikuta ainoastaan luminesenssiin, vaan maardd myo6s partikkelin  mahdolliset
soveltamiskohteet.®  Bioapplikaatioita ajatellen UCNP:ien haasteena on niiden
farmakokinetiikkaan vaikuttava hydrofobisuus. Nanopartikkelien hydrofobinen pintarakenne
absorboi plasman proteiineja, mika vahentdd partikkelien kiertoaikaa elimistossa.

Hydrofiilisyyttd voidaan lisatd muokkaamalla pintarakennetta, mutta muutokset aiheuttavat



usein fluoresenssin vaimenemista ja vahentavat upkonversion tehokkuutta.® Esimerkiksi
piidioksidi on suosittu paallystysmateriaali, jota voidaan hyddyntaa useissa eri kayttokohteissa.

Silla voidaan paallystaa seka hydrofobisia ettd hydrofiilisia nanopartikkeleita.®

Pintarakenteella on vaikutusta my6s muihin partikkelien ominaisuuksiin, kuten
myrkyllisyyteen, stabiilisuuteen sekd vuorovaikutukseen solujen kanssa. Positiivisen
pintavarauksen on havaittu lisddvadn nanopartikkelien myrkyllisyytta, silla se aiheuttaa
sdhkostaattisia vuorovaikutuksia yleensa negatiivisesti varautuneiden solujen kanssa.
Erilaisilla funktionaalisilla ryhmilld voidaan kohdistaa nanopartikkelien kulkeutuminen
tiettyihin kudoksiin tai soluihin. Polyetyleeniglykoli on esimerkki eraasta laajalti kdytetysta
polymeeristd, joka auttaa epéspesifisten vuorovaikutuksien valttamisessa ja nanopartikkelien

Kiinnittymisessa juuri tietyn solutyypin reseptoreihin.®

4.3 Luminesenssin elinian saately

Luminesenssin elinidn pidentdminen auttaa héiritsevan autofluoresenssin ja valon sironnan
vahentamisessa  aikaerotteisessa  mittauksessa.  Valmistamalla erivérisia  koettimia
muokkaamalla luminesenssin elinikad, voidaan tutkia useita kohteita samanaikaisesti. Tdma on
usein haastavaa spektrien osuessa paallekkdin, mutta valttdmatontd monimutkaisten

biologisten prosessien ymmartamisessa.*

Luminesenssin elinikd&n voidaan vaikuttaa muuttamalla nanopartikkelin herkistin- tai
aktivaattori-ionien  konsentraatioita. ~ Aktivaattori-ionien  tapauksessa konsentraation
nostamisella on havaittu olevan negatiivisia vaikutuksia, kuten aggregoitumista ja
relaksoitumista virittyneesta tilasta ilman sateilyd.  Lupaavampia tuloksia on saatu
muokkaamalla herkistinionien pitoisuutta. Herkistinionien konsentraation lisadmisen on
huomattu olevan yhteydessd luminesenssin intensiteetin kasvuun ja konsentraation
vahenemisen sen elinidn pitenemiseen. Konsentraation vahentyessa herkistin- ja aktivaattori-
ionien keskimé&éardinen valimatka kasvaa, jolloin luminesenssin elinikd pitenee energian

takaisinsiirtoprosessin muuttuessa vaikeammaksi.?

UCNP:ien synteesimenetelman valinta vaikuttaa partikkelien ominaisuuksiin ja siten myds
luminesenssiin. Nanopartikkelien lampdokasittelyn on havaittu pidentdvan luminesenssin
elinik&, koska se véhentéé partikkelien pinnan ei-séateilevéa luminesenssia. Ké&sittelyssa myos

partikkelikoko kasvaa, mink& on huomattu vahentdvan ympariston aiheuttamaa luminesenssin
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vaimenemista. Ympdriston lampotilan  kasvattaminen nayttéisi  kuitenkin lyhentavan
luminesenssin elinikaa, silla se lisdd ei-sédteilevdn luminesenssin osuutta sateilyn

kokonaismaarasta.’

Ydin-kuori-rakenteen on havaittu edistdvan upkonversiomekanismia, koska se lisaa
elektronien todennékoisyytté virittya korkeammille energiatasoille. Luminesenssin elinik&an
voidaan vaikuttaa muokkaamalla kuoren paksuutta ja koostumusta. Kuorirakenne estaa
virittyneiden elektronien energian siirtymistd ymparistdssd oleviin ligandeihin ja
liuotinmolekyyleihin. Mitd paksumpi kuori on, sitd vahemmaéan ympariston vaimentava efekti
paasee vaikuttamaan luminesenssiin kasvattaen sen elinik&&. Yleisesti nanopartikkeleissa

kaytettyja kuorimateriaaleja ovat esimerkiksi optisesti inertti NaY F4 seka biohajoava CaF2.2

Ydin-kuori-rakenteeseen on mahdollista lisatd optisesti aktiivinen valikuori, jolloin
nanopartikkelilla voi olla samanaikaisesti useampia viritys- ja emissioaallonpituuksia.
Rakenteessa valikuori koostuu usein lyhytikaisista herkistinioneista, jotka siirtdvat energiansa
pitkaikaisille ytimen aktivaattori-ioneille. Esimerkki téllaisesta rakenteesta on Liu et al.
kehittdma nanopartikkeli, jossa matriisimateriaalina toimivan NaGdFa:n ytimeen seostettiin
Mn?*-ioneita ja valikuoreen Yb3*/Tm3*-ioneita uloimman passiivisen kuoren koostuessa
puhtaasta NaGdFs:sta’. NaGdFs:Yb/Tm-valikuoren virittyessa absorboitu energia siirtyi
Yb3*>Tm3*>Gd3*-reittid pitkin Mn?*-ionille, jolla havaittiin 550 nm:ssé poikkeuksellisen
pitkd 39 ms kestava luminesenssi. Tm3*-ionilla nahtiin huomattavasti lyhyempi 0,6 ms:n

luminesenssi aallonpituudella 475 nm.*

5 Muita lantanideilla seostettuja nanopartikkeleita

UCNP:ien laajoista soveltamismahdollisuuksista huolimatta, ne eivét sovi kaikkien biosensori-
ja biokuvantamismenetelmien asettamiin vaatimuksiin. Taman vuoksi UCNP:ien lisaksi on
kehitetty myds muita kiinnostavia lantanidiperusteisia sensori- ja kuvantamismateriaaleja.
Naistd NIR-Il-aallonpituusalueelle soveltuvat downkonvertoivat nanopartikkelit tarjoavat
mahdollisuuksia erityisesti syvdkudoskuvantamiseen ja pysyvan luminesenssin nanopartikkelit

pitkdkestoisiin sovelluksiin.*
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5.1 Downkonvertoivat nanopartikkelit

Downkonvertoivat nanopartikkelit (engl. Downconverting nanoparticle) ovat UCNP:ien
tapaan lantanideilla seostettuja partikkeleita. Niilld esiintyy samankaltaisia hyodyllisid
luminesenssiominaisuuksia kuin UCNP:eilla, kuten pitkaikéistd luminesenssia, useita kapeita
emissioviivoja ja suuria Stokesin siirtymid. DCNP:t absorboivat kuitenkin korkeaenergisia
fotoneja ja emittoivat matalaenergisia fotoneja, joten niilla ei esiinny upkonversiomekanismia.
DCNP:ien kayttod rajoittaa niiden mahdollinen myrkyllisyys, mika tekee UCNP:eista
paremman vaihtoehdon biosovelluksiin®. Ne ovat kuitenkin erityisen kayttokelpoisia
sovelluksissa, joissa optisen ikkunan halutaan sijoittuvan NIR-I1 aallonpituusalueelle eli 1000—
1700 nm:n vidlille. Detektointia NIR-II-alueella hyddynnetddn syvakudoskuvantamisessa,
koska se véhentdd valon sirontaa. DCNP:ien luminesenssin elinikdin voidaan vaikuttaa
seostettujen lantanidien konsentraation muutoksilla, ydin-kuori-rakenteella ja seostamalla

partikkeleihin lantanidien kidekenttaan vaikuttavia heterovalenssi-ioneja.*

5.2 Pysyvan luminesenssin nanopartikkelit

Pysyvén luminesenssin nanopartikkelien (engl. Persistent luminescence nanoparticle, PLNP)
luminesenssin kesto vaihtelee sekunneista jopa kuukausiin. Luminesenssin poikkeuksellisen
pitkdkestoinen elinikd johtuu PLNP:eiden kyvysté siepata virittyneet elektronit ja varastoida
ne kidehilan vakansseihin eli loukkuihin, joista energia luovutetaan hitaasti aktivaattori-
ioneille. Luminesenssin elinik& ja intensiteettid voidaan muokata vakanssien lukumaarélla ja
syvyydelld. Vakanssien lukuméaardédn voidaan vaikuttaa lahtbaineiden stoikiometrian
muutoksilla ja seostamalla heterovalenssi-ioneja korvaussija-atomeiksi. Lisaksi kalsinoinnilla
eli kuumentamisella voidaan tuottaa kidehilaan happivakansseja.* PLNP:t soveltuvat
erinomaisesti pitk&kestoiseen biojaljitykseen ja -kuvantamiseen, jota voidaan hyddynt&a
erityisesti molekyylien toiminnan ja kayttdytymisen tutkimiseen biologisissa systeemeissa.
PLNP:t eivat vélttamattd vaadi UCNP:ien ja DCNP:ien tapaan solunsiséista viritystd, mika
vahentdé niiden myrkyllisyytta ja virityksen vaikutusta mittaussignaaliin. Maaritykset eivat
tarvitse monimutkaista laitteistoa, vaan ne voidaan suorittaa esimerkiksi spektrofotometrill,

mikrolevylukijalla tai konfokaalimikroskoopilla.*
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6 Lantanideilla seostetut nanopartikkelit biosensoreissa ja

biokuvantamisessa

Fluoresenssiin perustuvat menetelmét soveltuvat hyvin in vivo -tutkimuksiin, koska ne eivat
juuri vaikuta tutkittavaan kohteeseen. Moniulotteinen biologinen ympéristd kuitenkin
vaikeuttaa tarkkaa kvantitatiivista analyysia erilaisten hairiotekijoiden vuoksi. Useimpien
menetelmien ongelmana on biologisen ndytteen autofluoresenssi ja valon sironnasta aiheutuvat
hairiot. Yhdistettdessé aikaerotteiseen maaritykseen lantanidien pitkéikdinen luminesenssi,
voidaan hairitseva taustasignaali poistaa l&hes kokonaan ja parantaa siten seké biosensori- ettd
biokuvantamismenetelmien tarkkuutta ja laatua entisestdan.® Toisin kuin perinteisiin
fluoresoiviin  materiaaleihin, kudossyvyys, viritysldhteen intensiteetti tai liuoksen
konsentraatio eivat vaikuta lantanideilla seostettuihin nanopartikkeleihin. Tall6in tulos saadaan

vain analyytin perusteella ilman, etta mittausolosuhteet vaikuttavat siihen.?

6.1 Biosensorit

UCNP:t toimivat hyvin vesipitoisissa ymparistoissa ja jopa eldvissa soluissa, mika tekee niista
potentiaalisen vaihtoehdon solussa tapahtuvien muutosten tarkkailuun®. UCNP:eihin
perustuvissa pH-sensoreissa partikkelin pintaan kiinnitetadn jokin pH:n muutoksille herkka
molekyyli. Eras jo yleisesti kdytdssa oleva sensorityyppi on fluoreskeiini liitettynd UCNP:n
pintaan, jolloin pH voidaan mitata fluoreskeiinin emission intensiteetista.® Fluoreskeiinin
toimintaan perustuvat sensorit ovat pienikokoisia, eivét tarvitse referenssielektrodia,
havaitsevat muutokset ilman kontaktia sek& toimivat myds voimakkaassa séhkdmagneettisessa

kentéssab.

Li et al. kehittivat vastaavan pH:n mittaukseen soveltuvan komposiittirakenteen, jossa
upkonvertoivien NaYF4:1%Tm@NaLuFs-nanopartikkelien pintaan  kiinnitettiin - Rh760-
variainetta®. Kokeessa viritysaallonpituutena oli 690 nm ja emissiosignaali saatiin 800 nm:ssa.
Nanopartikkelien luminesenssi kesti 695 us ja variaineen 1,40 ns. Fluoresenssiin perustuvissa
detektiomenetelmissd haasteena on Kkoettimen madrdn ja kudostyypin vaikutus
mittaustuloksiin. Tutkimuksessa kéytettiin reversiibeleitd, toiminnaltaan tasapainoreaktioon
perustuvia koettimia. T&lloin koettimien maaré ei vaikuta mittaukseen ja tulos saadaan vain

analyytin pitoisuuden perusteella. Valmistettujen komposiittipartikkelien avulla maéaritettiin
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onnistuneesti kuoppalevylla pH-arvon vaihtelu 1,51-7,00 valilla. Tuloksesta voitiin paatell,
ettei  luminesenssin  elinikd riippunut  koettimen  konsentraatiosta tai  kaytetysta

viritysaallonpituudesta, vaan pH:n muutoksista.®

Kuoppalevylla tehtyjen kokeiden liséksi kyseisilld nanopartikkeleilla kyettiin mittaamaan
my0s hiiren maha-suolikanavan pH:n muutoksia in vivo -kokeissa. Nanopartikkelit
paéllystettiin mPEG5000-DSPE-kuorella hydrofiilisyyden ja stabiilisuuden lisddmiseksi, jotta
ne kestdisivat maha-suolikanavan vaativat olosuhteet. Menetelm&& voitaisiin mahdollisesti
hyodyntéa laakekehityksessd, silla pH:n muutoksien seuranta on usein tdrkedssa roolissa
esimerkiksi l&d&keaineiden vapautumisen tarkkailussa ja annostelunopeuden optimoinnissa.
Muokkaamalla nanopartikkelien pintarakennetta tutkittavaa kohdetta voidaan laajentaa pH:n

mittauksen lisaksi esimerkiksi lampdtilan tai happipitoisuuden maarittamiseen.®

Mahdollisuutta muokata lantanidien luminesenssin  elinikdd voidaan hyddyntaa
multipleksauksessa eli useiden signaalien yhdistdmisessd. Luminesenssisignaalista tuleva
optinen tieto voidaan muuntaa esimerkiksi DNA:n sekvenssiksi, josta Jin et al. suorittama
tutkimus on loistava esimerkki®. Tutkimuksessa tunnistettiin patogeeneja eli taudinaiheuttajia
niiden DNA:sta downkonvertoivien nanopartikkelien avulla aikaerotteisella maarityksella.
Kokeessa havainnoitiin samanaikaisesti HIV:n ja HPV:n sekd Ebola- ja hepatiitti B-virusten
yksijuosteista DNA:ta. Polystyreenistd koostuviin nanopartikkeleihin seostettiin herkistimeksi
Eu*-kompleksia ja akseptoriksi kumariinista johdettua variainetta. Viritetty Eu®*-kompleksi
siirtdd energiaansa ei-sateilevasti variaineelle, mik& véhentdd kompleksin luminesenssin
elinikaa. Muuttamalla Eu®*-kompleksin ja variaineen etdisyyksia konsentraation muutoksilla,
voidaan saatdd luminesenssin elinikd vastaamaan eri virusten DNA:ta. Lantanidien
pitkdkestoinen luminesenssi ja kyky muokata sen pituutta mahdollistaa suurienkin

tietokantojen luomisen muun muassa erilaisia seulontatesteja varten.®

6.2 Biokuvantaminen

Perinteisilla fluoresoivilla materiaaleilla on onnistuttu kuvantamaan hyvin pienempié kohteita
kuten yksittaisia soluja, mutta syvemmalle kudokseen mentdessa erityisesti autofluoresenssi
heikentdd kuvanlaatua. Lantanidipohjaisten nanopartikkelien luminesenssin pitka elinika
mahdollistaa ihonalaisen kuvantamisen lahes téysin ilman autofluoresenssin héiritsevéaa

signaalia. Esimerkiksi Liu et al. onnistuivat kuvantamaan hiiressa lantanideilla (Gd3*-, Yb3*-
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ja Tm?3*) seostettuja upkonvertoivia nanokiteita jopa 2 cm:n kudossyvyydessa 980 nm:n viritys-
ja 800 nm:n detektioaallonpituudellal®. Yhdistettdessa lantanidipohjaisten nanopartikkelien
pitkéikainen luminesenssi aikaerotteiseen mittaustapaan saadaan autofluoresenssin maaraa
vahennettya entistakin tehokkaammin. Aikaerotteinen maaritys sopii seka upkonvertoiville etta
downkonvertoiville nanopartikkeleille. Tan et al. valmistivat lantanideilla seostettuja NaGdFa-
ja NaYFs-nanopartikkeleita, jotka kuvannettiin hiirestd kudosta vahingoittamattomalla
viritysaallonpituudella (808 nm) ilman autofluoresenssia yhden millisekunnin aikaikkunalla®Z.
NaGdFs-nanopartikkelit kuvannettiin reaaliaikaisesti vatsalaukusta sen jalkeen, kun ne
annettiin hiirelle suun kautta. Hiiren aivoihin injektoidut NaY Fs-nanopartikkelit kuvannettiin
kallon lapi.t Kuvassa 2 on esitetty NaGdFs-nanopartikkelien kayttaytyminen hiiren vatsassa

heti niiden annostelun jalkeen sek& ajan kuluessa.
a
Kuva 2. a) Hiiren vatsa heti NaGdF.:Yb3*,Nd**, Tm3*-nanopartikkelien annostelun jalkeen.
Kuvassa nakyy selkeasti kudosten autofluoresenssi. b) Saman hiiren vatsa, kun
nanopartikkelien annostelusta on kulunut 1 ps. Nyt huomataan vain partikkeleista tuleva
signaali. ¢) Nanopartikkelien signaalin intensiteettiin perustuva reaaliaikainen seuranta.
Intensiteetti pienenee partikkelien siirtyessa kohti pohjukaissuolta, josta ne imeytyvat hiiren
suolistoon. d) Aikaviive varikoodattu kuva c¢)-kohdan kuvasta. Huomataan, etta nanopartikkelit
sijaitsevat aluksi vatsan pohjalla (punertava vari) ja lopuksi ylempana lahelld pohjukaissuolta
(vihertava vari).** Kuva on kopioitu avoimen julkaisun artikkelista, jonka on julkaissut Royal

Society of Chemistry, ja jota voidaan jatkolevittaa ja muokata a Creative Commons Attribution-
NonCommercial 3.0 Unported -lisenssilla (CC BY-NC),

Cc

Omin Smin 10 min
l & -

30 min

50 min

Tietokonetomografiaa ja magneettiangiografiaa voidaan kayttaa verisuonten kuvantamiseen,
mutta metodien haittoina ovat séteilyn kdytto, pitkat kuvantamisajat sek& alhainen spatiaalinen

resoluutio eli erotustarkkuus. Fluoresenssiin perustuvat kuvantamismenetelmat ovat nopeita ja
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herkkid, omaavat korkean resoluution, eivatka tarvitse haitallisia sateilynlahteitd. Useimmat
menetelmat ovat keskittyneet NIR-1 aallonpituusalueelle eli 650-950 nm:n vélille. Biologiset
kudokset ja elimet aiheuttavat kuitenkin talla aallonpituusalueella voimakasta sirontaa
huonontaen resoluutiota. Viime aikoina on kehitetty koettimia, joita voidaan kayttada kudoksien
kanssa vuorovaikuttamattomalla NIR-11-aallonpituusalueella eli 1000-1700 nm:ssd. Tdma on
askel kohti seuraavan sukupolven korkealaatuisia kuvantamismenetelmid, jotka ovat erityisen
tarkeitd verisuonten kuvantamisessa, sairauksien diagnosoinnissa sekd kasvainten

[0ytamisessa.t?

Jo kaytossd olevista koettimista kvanttipisteet, yksiseindiset hiilinanoputket ja pienet
orgaaniset molekyylit soveltuvat NIR-1l-alueelle. Kvanttipisteiden kayttda biokuvantamisessa
rajoittaa  kuitenkin  niiden  siséltamat myrkylliset raskasmetallit.  Yksiseindisten
hiilinanoputkien pituus, alhainen kvanttisaanto, lyhyt viritysaallonpituus sekéd laajat
emissiovy0t haittaavat niiden kdyttdd. Pienten orgaanisten molekyylien ongelmana taas on
niiden liilan nopea poistuminen elimistostd, mika estdd kayton esimerkiksi kasvainten
kuvantamisessa. Upkonvertoivat nanopartikkelit sopisivat muuten
luminesenssiominaisuuksiensa vuoksi ylivertaisesti tahan tarkoitukseen, mutta niilld on
alhainen kvanttisaanto kyseisella aallonpituusalueella. Downkonvertoivien nanopartikkelien
on huomattu toimivan tehokkaasti ja sirontavapaasti NIR-I1-alueella, mista Xue et al. tekemé
tutkimus on erinomainen osoitus. Tutkimuksessa kuvannettiin polyakryylihapolla muokattujen
NaYF4:Gd/Yb/Er-nanosauvojen avulla noninvasiivisesti hiiren suuret verisuonet seké
halkaisijaltaan 4 mm:n levyinen pahanlaatuinen kasvain 1550 nm:n emissioaallonpituudella.
Kuvantamismenetelman noninvasiivisuus, tarkkuus ja korkea erotuskyky tekevat siita

lupaavan vaihtoehdon NIR-Il-alueen in vivo -verisuonikuvantamiseen.!?

PLNP:ien poikkeuksellisen pitkdikaista luminesenssia voidaan hyodyntda pitkakestoisessa
kuvantamisessa ja seurannassa. Shi et al. kehittivat NIR-alueella 696 nm:ssé emittoivia
pysyvén luminesenssin Zn11Gai,sGeo,104:Cr,Eu@SiOz-nanopartikkeleita, joiden luminesenssi
kesti parhaillaan 15 paivaa®. Tutkimuksessa nanopartikkelit saatiin kulkeutumaan tarkasti
hiiren sydpakasvaimeen liittdamalla partikkeleihin funktionaaliseksi ryhmaksi foolihappoa.
Nanopartikkelit onnistuttiin virittdmaan uudelleen punaisella LED-lampulla sen jalkeen, kun
ne olivat kulkeutuneet syopékasvaimeen. Lisaksi nanopartikkelien avulla saatiin kuljetettua ja

vapautettua kasvaimeen doksorubisiinihydrokloridia, joka on yleisesti kemoterapiassa kaytetty
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la&keaine. Syovén diagnosoinnin ja seurannan liséksi valmistettuja nanopartikkeleita voitaisiin

siis hyodyntaa myos syopaladkkeen kuljettamisessa kasvaimeen.t3

8 Yhteenveto

Lantanideille ominaisen elektronirakenteen vuoksi niilla seostetuilla nanopartikkeleilla on
lukuisia hyodyllisia luminesenssin piirteitd, kuten sen pitka elinikd, suuret Stokesin siirtymat
sekd useat, kapeat emissioviivat. Aikaerotteisen mittaustavan avulla kudoksen
autofluoresenssista ja valon sironnasta aiheutuvat hairiét saadaan eliminoitua l&hes kokonaan
kerdamalla lantanidien pitkdik&inen luminesenssi lyhytikdisen taustasignaalin havittya.
Nanopartikkeleita, ja siten niiden luminesenssiominaisuuksia, voidaan muokata muuttamalla
esimerkiksi partikkelien koostumusta, kokoa tai muotoa. Muokkausmahdollisuudet ovat lahes
rajattomat, mikd mahdollistaa nanopartikkelien monipuolisen kéyton erilaisissa biosensori- ja
biokuvantamismenetelmissd. Tarvetta on edullisten ja yksinkertaisten menetelmien
kehittamiselle, jotta lantanideilla seostetut nanopartikkelit saataisiin  kaupallisille
markkinoille.* Kuitenkin lantanidien rajoittunut saatavuus hidastaa niihin perustuvien
sovelluksien kehittamistd. Tulevaisuuden tutkimuksen aiheena tulee olemaan ei-
lantanidiperusteisten nanopartikkelien kehittdminen, mutta lantanidien ainutlaatuisia

luminesenssiominaisuuksia on ainakin toistaiseksi hankala jaljitelld muilla alkuaineilla.?

Suurin hidaste lantanideilla seostettujen nanopartikkelien hyddyntamisessa biosensoreissa ja
biokuvantamisessa on avoimet kysymykset niiden bioyhteensopivuudesta. Lantanidi-ionit
eivat ole juurikaan ihmiselle myrkyllisid, mutta nanomittakaavan materiaalit saattavat
kayttaytya elimistossa yllatyksellisesti, silla niiden fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet
voivat erota hyvinkin paljon saman aineen bulkkikokoisesta muodosta.? UCNP:ien alhaisesta
myrkyllisyydesta verrattuna perinteisiin fluoresoiviin materiaaleihin on saatu kannustavia
tuloksia erilaisilla solulinjoilla tehdyissa tutkimuksissa. Useimmissa in vitro -kokeissa solujen
elinkelpoisuus séilyi UCNP:eille altistamisen jalkeen yli 50 %:ssa, miké& viittaa suhteellisen
alhaiseen sytotoksisuuteen.® Lantanideilla seostettujen nanopartikkelien myrkyllisyyden
arviointi perustuu kuitenkin vain koeputki- ja joihinkin solututkimuksiin, joten niiden
sopivuudesta kliiniseen kayttoon ei voida sanoa vield mitddn varmaa. Esimerkiksi pitkan
aikavalin vaikutuksia immunologiseen vasteeseen ja syopariskiin ei ole selvitetty lainkaan®.

Vaikka lantanideilla seostettujen nanopartikkelien ainutlaatuisista ominaisuuksista
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biosensoreissa ja biokuvantamisessa ei voida Kkiistelld, tarvitaan vield ndyttod niiden

paremmuudesta verrattuna kaytdssa oleviin metodeihin.?
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