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SINTEZA | KARAKTERIZACIJA BIOKOMPATIBILNIH OPTICKI AKTIVNIH
FLUORIDA RETKIH ZEMALJA

Rezime

Opticki aktivne nanocestice fluorida elemenata retkih zemalja privlace veliku paznju
poslednjih godina zbog svoje uspeSne primene u bioloskim snimanjima, odnosno u
vizualizaciji 1 karakterizaciji bioloskih procesa na ¢elijskom i molekulskom nivou. Opticka
aktivnost ovih materijala posledica je prisustva dopanata koji omogucéavaju ,,Up“-
konvertorsku (anti-stoks) emisiju svetlosti nakon pobude infracrvenim izvorom zracenja. U
ovoj tezi, opticki aktivne biokompatibilne ¢estice NaYF,4 dopiranog iterbijumom i erbijumom,
sintetisane su hidro/solvo-termalnim procesiranjem nitrata elemenata retkih zemalja uz
upotrebu NaF kao precipitatora. Ispitan je uticaj koncentracije polaznih reaktanata, rastvaraca
(vode, etanola, etilen glikola i acetona) i prisustva razli¢itih modifikatora povrSine
(poletilenglikola - PEG, polivilinpirolidona - PVP, polilaktid-ko-glikolida - PLGA, hitozana -
CS, poliakrilne kiseline - PAA, i ctilendiamintetrasiréetne kiseline (etilendiamintetraacetat -
EDTA) na proces nukleacije kubne i/ili heksagonalne NaYgYbo 17Ero03F4 faze, morfologiju i
hemijske karakteristike povrSine Cestica. U sluCaju dobijanja Cestica niske kristalini¢nosti
vr$ena je 1 dodatna kalcinacija praha u atmosferi argona, pri ¢emu je pracen proces konverzije
kubne (o) u heksagonalnu (B) NaYgYbo17EroesFs fazu. Efikasnost ,,up“- konverzije (UC),
odnosno opticka aktivnost Cestica u vidljivom delu spektra, utvrdena je merenjem intenziteta i
vremena emisije plave (na 408 nm, usled *Hg;; —"l11, prelaza), zelene (na 520 i 540 nm,
usled 2Hip —*lisi i “Ssrp — “lisp prelaza) i crvene (na 655 nm, usled *Fo, — *l155, prelaza)
svetlosti nakon pobudivanja infracrvenim izvorom zracenja (A ~ 980 nm), definisanjem
njihovog medusobnog odnosa, kao i izraCunavanjem vrednosti hromati¢nih koordinata x i y u
CIE dijagramu.

Rendgeno strukturna analiza praha pokazala je da koriS¢enje navedenih modifikatora
povrsine u rastvorima nize koncentracije (5 i 10 mmol) dovodi primarno do kristalizacije a-
NaYogs Ybo17Ero03F4 faze u sferiénim Cesticama nanometarskih dimenzija (<100 nm), osim u
slu¢aju koris¢enja PVP gde je postignuta in situ kristalizacija heksagonalne p faze. Utvrdeno
je da na stabilizaciju heksagonalne kristalne strukture tokom procesa sinteze, pored izbora
modifikatora povrSine, uti¢e i1 vreme hidro/solvo-termalnog tretmana, vrsta rastvaraca i
koncentracija polaznog rastvora. Kako heksagonalnu kristalnu strukturu odlikuje anizotropni
rast kristala, ostvarena je i in situ Kkristalizacija monodisperznih heksagonalnih poliedarskih

mikrocestica u rastvorima vece koncentracije (100 mmol) koris¢enjem EDTA modifikatora.



U radu je pokazano da je dodatnim termickim tretmanom nanocestica kubne kristalne
strukture moguce dobiti Cestice heksagonalne kristalne strukture, pri ¢emu cestice gube svoj
sferican oblik. Sve sintetisane cestice odlikuje visoka cistoca i hidrofilnost. Homogena
raspodela jona dopanta u Cesticama pokazana je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom u
kombinaciji sa energetskom disperzionom analizom X-zracima (SEM/EDAX). Prisustvo
amino, karboksilnih ili hidroksilnih grupa na povrSini sintetisanih cestica, potvrdeno
infracrvenom spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom, $to je ukazalo na formiranje
biokompatibilnog sloja na povrsini Cestica. U cilju ispitivanja moguénosti njihovog koriS¢enja
u biomedicinske svrhe antibakterijska aktivnost Cestica je testirana prema Gram-negativnoj
bakteriji Escherichia coli, Gram-pozitivnoj bakteriji Staphylococcus aureus i gljivici Candida
albicans. Dodatno, za cestice koje se odlikuju najboljim morfolosko-strukturnim
karakteristikama (nanocestice a- NaYogYbo17Ero0sF4 faze dobijene u prisustvu PLGA i CS),
ispitana je i1 citotoksi¢nost na primarnim ¢elijama skvamoznog karcinoma jezika (eng. oral
squamous cell carcinoma OSCC) i zdravim gingivalnim ¢elijama korena pulpe (eng. human
gingival cell, HGC) koris¢enjem 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid
(MTT) testa u opsegu koncentracija od 10-50 ug/mL. U oba sluéaja, utvrdena je niza
toksi¢nost nanocestica za HGC nego za OSCC te je dalje ispitana i mogucénost in vitro
vizuelizacije ovih ¢elija primenom nelinearne skeniraju¢e mikroskopije. Na osnovu dobijenih
rezultata je utvrdeno da je vizuelizacija ¢elija moguéa i pri najnizim koncentracijama
sintetisanih nanocestica, jer je njihovo prisustvo u citoplazmi potvrdeno jasnim svetlosnim
odzivom pri pobudi laserom talasne duzine od 980 nm. Ovim istrazivanjima je pokazano da je
in situ sintezu biokompaktibilnih opticki aktivnih nanocestica sastava NaY(gYbo17EroosFs
moguce izvesti U kontrolisanim uslovima hidro/solvo-termalne sinteze, kao i da dobijene

Cestice poseduju karakteristike potencijalnih biomarkera nove generacije.

Kljuéne reci: ,,up”- konverzija, luminescentni materijali, fluoridi, joni retkih zemalja,
biokompatibilnost, hidro/solvo-termalna sinteza

Naucna oblast: Tehnolosko inZenjerstvo

UZa naucna oblast: Biohemijsko inZenjerstvo i inZenjerstvo materijala
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF BIOCOMPATIBLE OPTICALLY
ACTIVE RARE-EARTH FLUORIDES

Abstract

Optically active rare earth doped flouride nanoparticles have attracted great attention
in recent years because of their successful application in biological imaging, including
visualization and characterization of biological processes at the cellular and molecular level.
Optical activity of these materials is due to the presence of dopants that allow Up- converting
(Anti-Stokes) light emission after excitation by infrared radiation. In this work, optically
active biocompatible NaYF, particles doped with ytterbium and erbium were synthesized by
hydro/solo-thermal processing of rare earth nitrates and NaF. The influence of precursor
concentration, solvents (water, ethanol, ethylene glycol and acetone) and surface modifiers
(polyethylene glycol-PEG, polyvinylpyrrolidone-PVP, polylactid-co-glycolide acid-PLGA,
chitosan-CS, polyacrylic acid-PAA, and ethylenediamintetraacetate - EDTA) on the
nucleation process of cubic and hexagonal NaYgYbo17EroesFs phase, particle morphology
and surface chemical characteristics was examined. In the case of obtaining low crystalline
particles, additional calcination in argon atmosphere was carried out, whereby the conversion
process of the cubic (a) into the hexagonal () NaYgYbo17Er003F4 phase was monitored. Up-
conversion efficiency, i.e optical activity of the particles in the visible part of the spectra was
determined by measuring the intensity and decay time of the blue (at 408 nm, due to *Hgp,
—*1145, transition), green (at 520 i 540 nm, due to ?Hi1, —"lis2 i *Ssrp — 152 transition) and
red (at 655 nm, due to *Fg;, — *l1s/, transition) emission after excitation by NIR (near infrared,
A =980 nm) light, defining their mutual relationship and calculating chromatic coordinates
(X,Y) in the CIE diagram.

XRPD analysis showed that crystalization from the low-concentrated solutions (5 and
10 mmol) led to the a- NaYgYhbo17Ero03F4 phase generation in nanometric spherical particles
(<100 nm) in the presence of all surface modifiers except PVP which enables in situ
crystallization of the hexagonal B- NaYgYho17Ero03F4 phase. Stabilization of the hexagonal
crystal structure is additionally achieved by extension of the hydro/solvo-thermal treatment,
ethanol usage and with rise of the precursor concentration. As the growth of this structure is
anisotropic, in situ crystallization of monodisperse hexagonal polyhedral particles is achieved
during hydrothermal treating of 100 mmol precursor in the presence of EDTA. All of the



synthesized particles are characterized by high purity and hydrophilicity. The homogeneous
distribution of dopant ions in the particles, was demonstrated by scanning electron
microscopy in combination with energy dispersive analysis of X-rays (SEM/EDAX). The
presence of amino, carboxylic or hydroxyl groups on the particles surface is confirmed by
infrared spectroscopy with Furie's transformation, indicating their biocompatibility. In order
to examine their antibacterial activity, the particles was tested using Gram-negative bacterium
Escherichia coli, Gram-positive bacterium Staphylococcus aureus and Candida albicans
fungus. Additionaly, cytotoxicity of NaYgYbo17ErosFs nanoparticles obtained in the
presence of PLGA and CS (in a concentration range of 10-50 ug/mL) was determined against
oral squamous cell carcinoma (OSCC) and healthy non-cancerous human gingival cells
(HGC) using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT). Since
lower cytotoxicity against HGC than against OSCC was determined for both kind of
nanoparticles, the possibility of their in vitro visualization was further investigated using non-
linear scanning microscopy. It was shown that cell visualization is possible using lowest
nanoparticle concentrations of 10 pg/mL. Clear light responce of the nanoparticles present in
cells cytoplasm was obtained under excitation at 980 nm. Obtained results show that in situ
functionalized biocompatible optically active NaYgYhbo17Ero.03F4 nanoparticles synthetised in
a controlled manner by hydro/solvo-thermal synthesis could be used as biomarkers of the new

generation.

Key words: up- conversion, luminescent materials, fluorides, Rare-Earth ions,
biocompatibility, hydro/solvo-thermal synthesis
Scientific area: Technological engineering

Major area: Biochemical engineering and material engineering
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Mehanizam ,,down“- konverzije

Mehanizam apsorpcije ekscitovanog stanja

Mehanizam EFE

Mehanizam sukcesivnog prenosa energije

Mehanizam unakrsnog otpustanja fotona

Mehanizam kooperativne senzitacije

Mehanizam senzitacije luminescencije

Mehanizam lavine fotona

Mehanizmi nastanka fluorescencije: A (apsorpcija), RF (rezonantna
fluorescencija), VR (vibraciona relaksacija), UK (unutraSnja konverzija),
NF (normalna fluorescencija) [23]

Mehanizmi nastanka fosforescencije: A (apsorpcija), VR (vibraciona
relaksacija), MK/IK (medusistemska-intersistemska konverzija), FS
(fosforescencija) [23]

Energetski nivoi jona retkih zemalja

Sematski procesi apsorpcije i relaksacije [23]

Kubna kristalna modifikacija NaYF,

Heksagonalne kristalne modifikacije NaYF, faze a) P-6 i b) P63/m
prostorne grupe

Sematski prikaz energetskih nivoa i moguéih prelaza Yb**/Er®*

a) a- NaYF, nanocestice, b) - NaYF4 nanocestice [53]

TEM slika NaYF4: 2 % Er**, 20 % Yb** nanocestica [54]

TEM Na(Y15Nags)Fs nanostapica: a) 25 % Eu®* na 170°C za 16 h, b) 5 %
Eu®" na 180°C za 24 h, ¢) 3 % Yb* i 2 % Eu** na 205°C za 24 h, d) 3 %
Yb* i 2 % Eu® na 190°C za 24 h, e) i f) HRTEM slike Na(Y1sNags)Fs
nanoStapica prikazanih na slici b [59]

Razli¢ite morfoloske forme NaYF, dobijenog HT metodom u prisustvu
oleinske kiseline: a) a- NaYF,4 u prisusutvu oleinske kiseline na 130°C, b) -
NaYF, u prisustvu oleinske kiseline na 230°C, c) B- NaYF, sa povecanjem
koncentracije F" jona, d) a- NaYF, u prisustvu 0.35 g NaOH [60]
Morfologija sa XRD podacima za NaYF,4:Yb,Er nanocestice, a) TEM, b)
SAED c) XRD [61]

d, b) TEM - c, d) HRTEM - NaYo_8F4:Yb0.15/Ero_o5 UCNPs dObljenlh
koris¢enjem 6 ml oleinske kiseline, 90 ml 1-oktadekana i 1.6 ml HF-
oleilamina; e, f) TEM NaYgF4:Ybo15/Eroos UCNPs dobijenih koris¢enjem
12 ml oleinske kisleine , 3 ml 1-oktadekana i 1.6 ml, odnosno 1.4 ml HF-
oleilamina, redom stoji [63]

a, b) TEM NaYF4:Er3+ 2 mol %, Yb** 20 mol % nanodestica obloZenih PEG
(750)-fosfatom, ¢, d) TEM NaYF4:Er** 2 mol %, Yb** 20 mol % nanodestica
oblozenih PEG (2000)-fosfatom [64]

SEM B- NaYF4: 5 % Tb®" nanodestica pripremljenih sa razli¢itim molarnim
odnosom citrata: RE** @) bez citrata, b) 1:2, ¢) 1:1, d) 2:1, ) 4:1, f) 8:1 [65]
SEM NaYF, uzoraka nakon a) i b) 3 h, c) i d) 12 h e) i f) 24 h reakcije [67]
TEM NaYFYb*, Er¥* nanodestica dobijenih u prisustvu polietilenimina
[68]

TEM a) PVP- b) PEG- ¢) PAA- d) PEI- modifikovanih NaYF,:Yb,Er
nanocestica [70]
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Etilendiamintetra sir¢etna kiselina (EDTA)

Polivinilpirolidon (PVP)

Poliakrilna kiselina (PAA)

Hitozan

Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA)

Difrakcija praha X-zracima uzoraka iz sistema UC-EDTA

Difrakcija praha X-zracima uzoraka iz sistema UC-EDTA-TT

Strukturno uta¢njavanje uzoraka a) UC-EDTA-100-0,5-aq; b) UC-EDTA-
100-2-aq; c) UC-EDTA-100-20-aq; d) UC-EDTA-10-2-Et; e) UC-EDTA-
100-0,5-aq-TT; f) UC-EDTA-100-2-ag-TT. Difraktogrami dobijeni
merenjem su dati kao crni krugovi, primenom Ritveldove metode crvenom
linijjom, dok je njihova razlika predstavljena sivom linijom. Referentne
refleksije prisutnih faza oznacene su vertikalnim linijjama u dnu dijagrama,
crvenom bojom predstavljena je - NaYF,Yb,Er faza, dok je a-
NaYF,:Yb,Er faza oznacena crnom bojom.

SEM mikrografije uzorka a) UC-EDTA-100-0,5-ag; b) UC-EDTA-100-2-
aq; ¢) UC-EDTA-100-20-aq; d) UC-EDTA-10-2-Et

TEM mikrografije uzoraka a) UC-EDTA-100-0,5-aq; b) UC-EDTA-10-2-
Et; c,d) UC-EDTA-100-2-aq

TEM i SAED analiza uzorka UC-EDTA-100-0.5-ag-TT

FESEM analiza uzorka UC-EDTA-100-2-ag-TT

Tipicna EDS analiza uzorka iz sistema UC-EDTA

EDAX analiza uzorka UC-EDTA-100-2-aq

FTIR analiza uzoraka UC-EDTA-100-0,5-aqg, UC-EDTA-100-20-aq i
EDTA jedinjenja

a), b)Emisioni spektri sintetisanih prahova; c¢) CIE dijagram hromatskih
koordinata koje definiSu svetlosni odziv sintetisanih uzoraka u ovom
sistemu UC-EDTA-100-0,5-ag (0.33, 0.63),UC-EDTA-100-2-aq (0.35,
0,62),UC-EDTA-100-20-ag  (0.37, 0.59),UC-EDTA-10-2-Et  (0.38,
0.52),UC-EDTA-100-2-ag-TT (0.51,0.49),UC-EDTA-100-0,5-ag-TT (0.33,
0.63)

Vreme Zivota plave, zelene i crvene emisije za uzorke: a) UC-EDTA-100-2-
aq; b) UC-EDTA-100-2-ag-TT; c) UC-EDTA-100-20-aq

Difrakcija praha X-zracima uzoraka iz sistema UC-PVP

Strukturno uta¢njavanje uzoraka: a) UC-PVP-10-Et; b) UC-PVP-5-Et; c)
UC-PVP-5-EG d) UC-PVP-10-Et-TT; e) UC-PVP-5-Et-NaOH.
Difraktogrami dobijeni merenjem su dati kao crni krugovi, primenom
Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova razlika predstavljena
sivom linijom. Referentne refleksije prisutnih faza oznacene su vertikalnim
linijjama u dnu dijagrama, crvenom bojom predstavljena je B- NaYF4:Yb,Er
faza, dok je a- NaYF,4:Yb,Er faza oznac¢ena crnom bojom.

TEM mikrografije uzorka a-c) UC-PVP-10-Et i d-f) UC-PVP-10-Et-TT
FESEM mikrografije uzorka a) UC-PVP-5-Et b) UC-PVP-5-Et-NaOH i c-d)
UC-PVP-5-EG, e) Tipi¢na EDS analiza uzorka iz sistema UC-PVP

FTIR analiza ¢istog PVP i uzoraka iz sistema UC-PVP

a) Emisioni spektri sintetisanih prahova UC-PVP b) CIE dijagram
hromatskih koordinata koje definiSu svetlosni odziv sintetisanih uzoraka u
ovom sistemu UC-PVP-10-Et (0.31, 0.66), UC-PVP-10-Et-TT (0.33, 0.64),
UC-PVP-5-Et (0.43, 0.55),UC-PVP-5-Et-NaOH (0.46, 0.53), UC-PVP-5-
EG (0.55, 0.44)
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Difrakcija praha X-zracima uzoraka iz sistema UC-PEG

Utacénjavanje strukture Ritveldovom metodom u programu Topas Academic
za sistem a) UC-PEG-10-aq i b) UC-PEG-10-ag-TT. Difraktogrami dobijeni
merenjem su dati kao crni krugovi, primenom Ritveldove metode crvenom
linijjom, dok je njihova razlika predstavljena sivom linijom. Referentne
refleksije prisutnih faza oznacene su vertikalnim linijjama u dnu dijagrama,
crvenom bojom predstavljena je p- NaYF4Yb,Er faza, dok je a-
NaYF,:Yb,Er faza oznacena crnom bojom.

TEM mikrografije uzorka a-c) UC-PEG-10-aq i d-f) UC-PEG-10-ag-TT
Tipi¢na EDS analiza uzorka iz sistema UC-PEG

FTIR analiza uzorka UC-PEG-10-aq i UC-PEG-10-aq-TT

a) Emisioni spektri sintetisanih prahova UC-PEG b) CIE dijagram
hromati¢nosti

Utacénjavanje strukture Ritveldovom metodom u programu Topas Academic
za sistem UC-PAA-5-Et. Difraktogrami dobijeni merenjem su dati kao crni
krugovi, primenom Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova
razlika predstavljena sivom linijom. Referentne refleksije prisutnih faza
oznacene su vertikalnim linijama u dnu dijagrama, o- NaYF4:Yb,Er faza je
oznacena crnom bojom.

FESEM analiza uzoraka UC-PAA-5-Et

EDS analiza uzorka UC-PAA-5-Et

FTIR analiza ¢istog PAA i uzorka UC-PAA-5-Et

a) Emisioni spektar uzorka UC-PAA-5-Et b) CIE dijagram hromati¢nosti
Difrakcija praha X-zracima uzoraka iz sistema UC-CS

Utacnjavanje strukture Ritveldovom metodom u programu Topas Academic
za sisteme UC-CS. Difraktogrami dobijeni merenjem su dati kao crni
krugovi, primenom Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova
razlika predstavljena sivom linijom. Referentne refleksije prisutnih faza
oznacene su vertikalnim linijama u dnu dijagrama, a- NaYF,:Yb,Er faza je
oznacena crnom bojom.

a) SEM; b, ¢c) TEM i d) SAED analiza uzorka UC-CS-5-EG

EDS analiza uzorka UC-CS-5-EG

FESEM analiza uzorka UC-CS-/PVP -5-EG sa raspodelom veli¢ine Cestica
a) FTIR analiza ¢istog hitozana, PVP i uzoraka UC-CS-5-EG i UC-CS-EG-
PVP

a) Emisioni spektar uzoraka UC-CS i b) CIE dijagram hromati¢nosti
Utacénjavanje strukture Ritveldovom metodom u programu Topas Academic
za sistem UC-PLGA-5-Ac. Difraktogrami dobijeni merenjem su dati kao
crni krugovi, primenom Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova
razlika predstavljena sivom linijom. Referentne refleksije prisutnih faza
oznacene su vertikalnim linijjama u dnu dijagrama, crvenom bojom
predstavljena je B- NaYF4;Yb,Er faza, dok je a- NaYF4;Yb,Er faza
oznacena crnom bojom.

SEM i TEM analiza uzorka UC-PLGA-5-Ac

EDS analiza uzorka UC-PLGA-5-Ac

FTIR analiza ¢istog PLGA i uzorka UC-PLGA-5-Ac

a) Emisioni spektar uzorka UC-PLGA-5-Ac i b) CIE dijagram hromati¢nosti
Raspodela Cestica tokom vremena a) UC-CS-5-EG (1 mg/mL) u medijumu,
b) UC-CS-5-EG (1 mg/mL) u destilovanoj vodi, ¢) UC-PLGA-5-Ac (1
mg/mL) u vodi, d) UC-PLGA-5-Ac (1 mg/mL) u medijumu.
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1. uvoD

Opticki aktivne nanocestice fluorida elemenata retkih zemalja (eng. rare earth, RE)
imaju vaznu ulogu u bioloskim snimanjima kao i pracenju procesa koji se odigravaju na
¢elijskom nivou jer omogucéavaju rano dijagnostikovanje razliCitih oboljenja. Optimizacija
procesa sinteze i modifikacije ovih Cestica sa ciljem postizanja hidrofilnosti i selektivnog
vezivanja razlicitih liganda (DNA, RNA, bioaktivni proteini ili antitela), kao 1 ispitivanja
njihove in vitro i in vivo citotoksi¢nosti nalaze se u zizi interesovanja nau¢ne javnosti.

Njihova opti¢ka aktivnost posledica je prisustva dopanata koji omogucavaju ,,up‘-
konvertorsku (anti-Stoks) emisiju svetlosti. ,,Up*“- konverzija (eng. upconversion, UC) se
moze opisati kao nelinearni opticki proces sukcesivne apsorpcije dva ili viSe fotona i1 emisije
svetlosti na kracoj talasnoj duzini od pobudne [1]. Zahvaljuju¢i tome, za pobudivanje ovih
materijala moguce je koristiti izvore ekscitacije sa opsegom talasnih duzina od 700 do 1200
nm koje ne dovode do interakcije sa bioloskim tkivima. U sluéaju ,,up“- konvertorskih
procesa na bazi jona elemenata retkih zemalja, i to dopanta tipa Er**, Ho®*" i Tm*, najcesce
korigéen ko-dopant na talasnoj duZini oko 980 nm je jon Yb**. Elektronska konfiguracija ovih
jona odgovara formuli 4f"5s’5p°6s® (n=0-14) i nakon ukljanjanja 6s elektrona, njihove 4f
orbitale postaju opticki aktivne te omogucavaju elektronske prelaze tipa 4f i/ili 4f-5d, odnosno
emisiju fotona u vidljivoj oblasti spektra koju odlikuje visok kvantni prinos i dugotrajnost [2-
4]. Fluoridi na bazi elemenata RE ukljuc¢uju REF; kao i AREF, jedinjenja (A- alkalni metali)
koja zbog svoje hemijske stabilnosti, male energije fonona (~ 350 cm™) i visokog stepena
refrakcije predstavljaju idealne matrice za dodatno dopiranje opticki aktivnih jona [5].

Obzirom da izbor dopanata odreduje mehanizam Iluminescencije, pored “up”-
konverzije u dopiranim jedinjenjima je moguce ostvariti i ,,down‘- konverziju (eng. down
conversion, DC).

Za razliku od “down”- konvertora, “up”- konvertorske nanocestice (eng. upconversion
nanoparticles, UCNPs) imaju niz prednosti u pogledu biomedicinske aplikacije jer blisko
infracrveno zracenje (eng. near infrared NIR), koje se koristi za njihovu pobudu, ostvaruje
duboku penetraciju u bioloSka tkiva i ne izaziva foto-oStec¢enja i autofluorescenciju [6,7].
Njihovom funkcionalizacijom moguce je selektivno vezivanje razli¢itih antigena i citokina,
odnosno proteina koji uéestvuju u imunom odgovoru organizma [8-10].

Aktuelnost istrazivanja biokompatibilnih ,,up“- konvertorskih nanocestica ogleda se i
u porastu broja publikacija koji se bave ranom dijagnostikom i dostavom terapeutika
kancerskim ¢elijama s obzirom da su klinicke metode za ranu dijagnostiku kancera, kao Sto su

1
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kompjuterska tomografija (eng. Computer tomography, CT), magnetna rezonanca (eng.
magnetic resonance imaging, MRI), pozitronska emisiona tomografija (eng. positron emission
tomography, PET) i jednofotonska emisiona kompjuterska tomografija (eng. single photon
emission computed tomography, SPECT), uglavhom skupe ili ne poseduju dovoljnu
osetljivost. Razvijanje novih biomarkera veée osetljivosti, kakve je moguce posti¢i
selektivnom funkcionalizacijom ,,up“- konvertorskih nanocestica, je uglavnom bazirano na
viSestepenim postupcima sinteze, kao 1 koriS¢enju toksi¢nih reagenasa (cikloheksan,
hloroform, trifluoroacetati...). Tako na primer, up“- konvertorske nanocestice se mogu dobiti
termickom dekompozicijom organometalnih jedinjenja (trifluoroacetatne soli RE i natrijuma)
I hidrotermalnom sintezom u prisustvu oleinske kiseline, dok njihova naknadna
funkcionalizacija podrazumeva izmenu ili oksidaciju oleinskih liganata, oblaganje polimerima
i interkalaciju, Sto oteZava ponovljivost procesa sinteze, a dodatno moze uticati i na toksi¢nost
nanocestica [11, 12]. Pored toga, visestepene metode se odlikuju i niskim prinosom jer gotovo
svaki od koraka prati ispiranje, odnosno centrifugiranje uzorka pri kojem neminovno dolazi
do gubitka sintetisanih nanocestica. Zbog svega navedenog neophodna je dalja optimizacija
postojecih procesa sinteze, i to posebno sa stanoviSta upotrebe novih biokompatibilnih
agenasa koji bi omogucili nastajanje hidrofilnih 1 necitotoksi¢nih ,,up“- konvertorskih
nanocestica u jednom koraku [13].

Predmet istraZzivanja ove doktorske disertacije je upravo razvijanje i optimizacija in situ
sinteze opticki aktivnih fluorida na bazi elemenata retkih zemalja sa kontrolisanim
morfolosko-strukturnim svojstvima i biokompatibilnom povrSinom i odnosi se na:

- ispitivanje uticaja biokompatibilnih polimera (EDTA, PVP, PEG, PAA, hitozana i PLGA)
na proces nukleacije i prostornu orijentisanost NaYgYbo17EroosFs faze nastale procesom
hidro/solvo-termalnog tretmana;

- optimizaciju procesa hidro/solvo-termalnog tretmana sa stanoviSta dobijanja
biokompatibilnih NaYgYbo17EroosFs Cestica definisane morfologije i Zeljenih optickih
karakteristika;

- ispitivanje antimikrobnih svojstava NaYgYbg 17Ero.03F4 nanocestica;

- ispitivanje citotoksi¢nosti NaYgYDo17Ero03F4 nanocestica dobijenih u prisustvu PLGA i
hitozana na zdravim i kancerskim ¢elijama; i

- ispitivanje mogucénosti primene ovih nanocestica kao biomarkera kancerskih ¢elija.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1.  Luminescencija

Luminescencija (lat. luminis = svetlost) kao termin se prvi put pominje 1888. godine
kada je E. Wiedemann njime opisao sjaj materijala koji nastaje pod uticajem spoljasnjeg
zracenja koje ne potice od izvora toplote. Wiedemanova definicija emisije je dopunjena
kasnije kriterijumom trajanja i nakon prestanka delovanja ekscitacionog izvora [14]. Danas se
luminescencija definiSe kao pojava spontane emisije svetlosti usled interakcije molekula
materije sa spoljasnjim izvorom energije. Apsorpcija odredene koli¢ine energije dovodi do
pobudivanja elektrona koji prilikom vra¢anja u osnovno stanje emituju zraCenje [15].
Energetska razlika izmedu maksimalnih vrednosti najnize ekscitacione i emisione trake
predstavlja Stoksov pomeraj. Prema poreklu pobude luminescencija se deli na foto-, katodo-,
radio-, kristalo-, elektro-, tribo-, sono-, termo- i hemoluminescenciju, koja obuhvata i
bioluminescenciju u zivim bi¢ima [16, 17].

Mehanizam luminescencije obuhvata:
- ,Down*“- konverziju i

- ,uUp“- konverziju

»Down*- konverzija

,Down“- Kkonverzija predstavlja proces (eng. down conversion, DC) gde joni
apsorbuju fotone viSe energije a emituju fotone nize energije uz unutrasnji gubitak energije
[18]. Apsorpcija svetlosti se obi¢no odvija u oblasti UV spektra dok se emisija odvija u
oblasti vidljivog ili infracrvenog dela spektra. Mehanizam ,,down®- konverzije zasniva se na
kaskadnom mehanizmu prenosa energije sa jednog donora na dva akceptora. Suma
apsorbovane energije je jednaka sumi emisione energije donora. Moguc¢i mehanizmi ,,down*-
konverzije su prikazani na slici 1. kaskadni mehanizam (slika 1a) i kvantno secenje koje
nastaje izmedu dva jona retkih zemalja i transferom energije izmedu jona A i jona B nakon

¢ega dolazi do emisije jona 2 (slika 1b) ili emisije oba jona (slika 1 c-d) [19, 20].
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Slika 01 Mehanizam ,,down“- konverzije

,,Up“- konverzija

Zarazliku od DC ,,up*- konverzija predstavlja nelinearni opticki proces u kome se dva
ili vise fotona kombinuju formirajuci foton vece energije. Postoje tri tipa mehanizma “up”-
konverzije: apsorpcija ekscitovanog stanja (eng. Excited-State Absorption, ESA), prenos
energije (eng. Energy Transfer, ET) i lavina fotona (eng. Photon Avalanche, PA).

Apsorpcija ekscitovanog stanja (ESA) predstavlja viSestepenu ekscitaciju sa
sukcesivnom apsorpcijom jednog ili vise fotona. Ukoliko su ukljucena dva fotona jednog jona
(slika 2), prvi foton omogucava prelaz jona sa osnovnog stanja 1 u pobudeno stanje 2, $to
predstavlja osnovno stanje apsorpcije (eng. Ground-State Absorption, GSA); dok drugi foton
omogucuje dalji prelaz sa stanja 2 u stanje 3, nakon cega dolazi do UC emisije. Ovaj

mehanizam je karakteristican za materijale koji sadrze nisku koncentraciju dopanata.
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Slika 02 Mehanizam apsorpcije ekscitovanog stanja
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Transfer energije (ET) ukljucuje sekvencijalnu apsorpciju dva fotona koji prenose
energiju od ekscitovanog jona (donor) do susednog jona (aktivator ili akceptor).
Karakteristi¢an je za materijale sa visokom koncentracijom dopanta. Kod ovog mehanizma
postoje razliCite vrste prenosa energije koje ukljucuju transfer energije sa apsorpcijom
ekscitovanog stanja (eng. ET followed by ESA - EFE), sukcesivni prenos energije (eng.
Succesive energy transfer, SET), unakrsnu relaksaciju (eng. Cross Relaxation, CR),
kooperativnu senzitaciju (eng. Cooperative sensitization, CoS) i kooperativhu luminescenciju
(eng. Cooperative luminescence, CL). Kod EFE mehanizma (slika 3) prenos energije vrsi se
sa ekscitovanog jona donora na aktivirani jon u stanju 1 procesom transfera energije, pri cemu
aktivirani jon prelazi na stanje 2. Sa stanja 2 procesom ESA, aktivirani jon prelazi na stanje 3
sa kojeg se kasnijim prelazom vraca na osnovno stanje 1 emituje energiju. SET mehanizam
(slika 4) se zasniva na prenosu aktiviranog jona sa nivoa 1 na nivo 2 a zatim i na nivo 3 ET
procesima. Kod CR mehanizma (slika 5) jon donor i jon akceptor su identi¢ni. Fotoni
spoljasnjeg izvora svetlosti apsorbuju se od strane oba jona, gde dolazi do njihove eksitacije
na nivo 2. Transferom energije se jon aktivatora zatim prebacuje na nivo 3, dok jon donora

prelazi na nivo niZe energije.
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Slika 03 Mehanizam EFE
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Slika 04 Mehanizam sukcesivnog prenosa energije
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Slika 05 Mehanizam unakrsnog otpustanja fotona

CoS mehanizam (slika 6) se zasniva na prenosu energije sa dva jona dopanata na jedan jon
aktivatora, gde dolazi do njegove eksitacije na visi nivo.

5
4

7

Slika 06 Mehanizam kooperativne senzitacije
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CL mehanizam (slika 7) podrazumeva emisiju jednog fotona nakon dvostruke eksitacije istog

jona koji se ponasa i kao senziter i kao aktivator.

o | | ®
NN\ NN
.
Slika 07 Mehanizam senzitacije luminescencije

Lavina fotona (PA) poznata je i kao lavina apsorpcije (slika 8). Jon dopanta (jon 1) sa
osnhovnog stanja 1 procesom GSA prelazi na nivo 2 odakle dalje prelazi na nivo 3 procesom
ESA. Na nivou 3 jon dopanta dolazi u interakciju sa susednim jonom (jon 2) koji se nalazi u
osnovnom stanju, pri ¢emu dolazi do proizvodnje dva jona (jon 1 i jon 2) na nivou 2,
procesom CoS. Ta dva jona deluju kao donori koji mogu proizvesti jo$ Cetiri jona, koji mogu

proizvesti joS osam itd [7, 21].
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Slika 08 Mehanizam lavine fotona

2.1.1. Fotoluminescencija (PL)

Fotoluminescencija nastaje nakon apsorpcije elektromagnetnog zracenja gde materijal
najcesce apsorbuje fotone vise energije, nakon ¢ega, usled deekscitacije emituje svetlost nize
energije. Deekscitacija se odvija mehanizmima spoljasnjeg i unutraSnjeg prenosa energije.
Spoljasnji prenos energije se ne moze direktno detektovati jer podrazumeva prenos energije sa
pobudenog na susedni molekul, dok se unutrasnji prenos energije moze detektovati jer
molekul koji je u pobudenom stanju oslobada energiju u vidu toplote ili zracenja.

U zavisnosti od duzine emisije svetlosti fotoluminescencija se deli na fluorescenciju i
fosforescenciju [22]. Za razliku od fluorescencije, emisija svetlosti fosforescentnih materijala
se nastavlja i nakon Sto se ukloni izvor pobude zato $to sistem prelazi izmedu stanja razlicitih
multipliciteta. Sposobnost materijala da sijaju u mraku je najpre i definisana kao

fosforescencija (od Gréke re¢i pwopdpo (fosforos) sto znaéi onaj koji nosi svetlost). Nesto
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kasnije, proucavaju¢i fenomen luminescencije fluorita, Georges Stokes je ovoj pojavi dao
naziv fluorescencija, za koju je definisao Stokes-ov zakon po kome emisione talasne duzine
fluorescencije moraju biti vece od talasnih duzina ekscitovanog zracenja. Tek je 1859. godine
Edmond Becquerel pokazao da fluorescencija zapravo predstavlja fenomen fosforescencije sa
kra¢im vremenom trajanja [16]. Prema ovoj podeli fosforescentni materijali imaju emisiju
reda veligine od 10 do 10*s, dok se ova vrednost kod fluorescencije kreée od 10™° do 10° s.
Fluorescencija se moze definisati i kao proces kod kojeg apsorpcijom fotona molekul
prelazi sa osnovnog vibracionog nivoa na neki od vibracionih nivoa pobudenog elektronskog
stanja istog multipliciteta, a zatim se vraca u osnovno Stanje radijativnim ili neradijativnim
procesima. Postoji nekoliko mehanizama relaksacije apsorbovanih fotona i oni su prikazani na
slici 9: rezonantna fluorescencija (RF) odnosno reemisija apsorbovanih fotona, vibraciona

relaksacija (VR), unutrasnja konverzija (UK) i normalna fluorescencija (NF) [15, 23].

&
N2
@
E
Slika 09 Mehanizmi nastanka fluorescencije: A (apsorpcija), RF (rezonantna

fluorescencija), VR (vibraciona relaksacija), UK (unutrasnja konverzija), NF (normalna
fluorescencija) [23]

Fosforescencija, s druge strane, predstavlja emitovanje svetlosti pri kojoj sistem
prelazi izmedu stanja razli¢itog multipliciteta. Prilikom izlaganja cestica UV ili vidljivoj
svetlosti dolazi do procesa apsorpcije, relaksacije i emisije. Relaksacija obuhvata vibracionu
relaksaciju (VR) i medusistemsku (intersistemsku) konverziju (MK/IK) (slika 10). Sa
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obzirom na to da su prelazi izmedu nivoa razli¢ite multipletnosti zabranjeni po spinu,

fosforescencija ima znatno duze vreme zivota nego fluorescencija [15, 23].
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Slika 10 Mehanizmi nastanka fosforescencije: A (apsorpcija), VR (vibraciona

relaksacija), MK/IK (medusistemska-intersistemska konverzija), FS (fosforescencija) [23]

2.1.2. Ostali tipovi luminescencije

Pored fotoluminescencije, u zavisnosti od nacina pobudivanja, luminescencija se moze
podeliti i na:
- elektroluminescenciju, koja se javlja nakon izlaganja materijala jakom elektricnom polju.
Karakteristicna je za gasove gde se proces prenosa energije odvija prilikom sudara
elektrona/jona i elementarnih Cestica gasa (na primer kod ’’neonskih’ lampi), ali i kod
poluprovodnih materijala (na primer kod svetle¢ih dioda - LED) kod kojih se prenos energije
vrsi rekombinacijom elektrona i Supljina.
- radioluminescenciju, koja nastaje kao posledica dejstva jonizujuceg zracenja (a-, -, y-
zraci, X-zraci, kratkotalasno UV zracenje).
- katodoluminescenciju, koja nastaje usled interakcije snopa elektrona velike brzine sa

tankim slojem fluorescentne supstance koja se nalazi sa unutraSnje strane ekrana katodnih
cevi (osciloskopi, televizori...).
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- triboluminescenciju, koja predstavlja opticki fenomen u kome dolazi do stvaranja svetlosti
usled raskidanja hemijskih veza u materijalu prilikom razvlacenja, drobljenja ili trljanja.
- hemiluminescenciju, koja predstavlja pretvaranje hemijske energije u svetlosnu i koja se u

Zivim organizmima naziva bioluminescencija (svici, meduze, odredene vrste gljiva...) [24].

2.2. Luminescentni centri

Odnos emitovanih i apsorbovanih fotona definiSe se kao kvantni prinos.
Luminescentni centri sa najve¢im kvantnim odnosom pokazuju najbolju emisiju. Vreme
gaSenja luminescencije predstavlja ukupno vreme u kome se luminescentni centri nalaze u
pobudenom stanju, pre nego Sto se vrate u svoje osnovno stanje. Kvantni prinos 1 vreme
gasSenja (ili vreme zivota) luminescencije zavise od brojnih faktora koji uti¢u na povecanje ili
smanjenje gubitka energije kao S$to su: koncentracija luminescentnih centara, veliina
njihovog efikasnog preseka za interakciju sa fotonima, koordinacija kristalografskih polozaja
koje zauzimaju u reSetki materijala domacina i prisustvo necistoca i/ili defekta u kristalu [16].
Prema elektronskim prelazima luminescentni centri se dele na:
l.ls<2p
2. ns®  nsnp (joni tipa TI")
3.3d" o 34%4s (Ag*, Cu® i AuY)

4. 3d" < 3d", 4d" <> 4d" (prelazni metali prve i druge grupe)

5. 4f" « 4f", 5" <> 51" (joni retkih zemalja i joni aktinoida)

6. 4f" — 4/"5d (Ce**, Pr**, Sm**, Eu®*, Tm?" i Yb*")

7. Prenos naelektrisanja ili prelaz izmedu p elektrona anjona i prazne orbitale katjona
(medumolekulski prelazi u kompleksima VO, WO, i MOO42') i

8. m <> &, odnosno n < z* (organski molekuli koji sadrze n elektrone, gde n predstavlja

nevezujuéi elektron u organskom molekulu) [15, 23].

2.2.1. Elektronske konfiguracije jona retkih zemalja

Elementi retkih zemalja, lantanoidi (Ln) spadaju u grupu prelaznih metala, koja
pripada trecoj podgrupi (skandijum grupi) elemenata. Ukljucuju 15 elemenata od lantanijuma
do lutecijuma, kao i itrijum i skandijum. Lantanoidi sadrze specifiénu elektronsku
konfiguraciju (Slika 11), gde prioritet popunjavanja novim elektronima sa povecanjem
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atomskog broja imaju unutraSnje 4f - orbitale. Delimi¢no popunjene 4f orbitale se nalaze
unutar popunjenih 5s° i 5p° orbitala koje smanjuju uticaj kristalne resetke materijala domaéina
na njih. Karakteristi¢no oskidaciono stanje jona retkih zemalja je +3. Zeljena, stabilna stanja
postiZzu se praznim, polupopunjenim i popunjenim orbitalama, odnosno La®*" (f0), Gd** (f7),
Lu* (f14), Eu®* (f7), Yb* (f14), Ce*" (f0) i Tb*" (f7) [25]. Sa povecanjem atomskog broja
smanjuje se jonski radijus, Sto predstavlja specificnost same elektronske konfiguracije jona
lantanoida. Zbog prisustva velikog broja f orbitala joni lantanoida pokazuju veoma oStru
emisiju unutrasnjih - 4f ili 4f - 5d elektronskih prelaza i to: 4f - 4f, 4f - 5d i prelaz prenosom
naelektrisanja [26-28].
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Slika 11 Energetski nivoi jona retkih zemalja
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2.2.2. Dozvoljeni i nedozvoljeni prelazi

Elementi iz serije lantanoida, predstavljaju pogodne aktivacione jone za primenu kod
UC materijala, iz razloga Sto poseduju d i f orbitale. Karakteristi¢ni apsorpcioni i emisioni
spektri u vidljivom ili NIR delu spektra, pripisuju se prelazima izmedu 4f - 4f nivoa. S
obzirom da su prelazi 4f - 4f zabranjeni pravilom parnosti, elektronski prelazi izmedu
energetskih nivoa iste parnosti nisu moguci. Uski prelazi slabog intenziteta, koji se ponekad
mogu javiti u spektrima, posledica su postojanja malog udela inverzne parnosti, poremecaja
kristalnog polja i vibracije elektrona, koji mogu pre¢i u dozvoljene prelaze kao prisilni
elektronski prelazi. Verovatno¢a neradijativnih prelaza poveéava se eksponencijalno sa
smanjenjen energetskog procepa izmedu elektronskih stanja. Za razliku od 4f - 4f prelaza, 4f -
5d prelazi su dozvoljeni i u apsorpcionom spektru se vide kao Siroke trake. Prenos
naclektrisanja oznacava se kao 4f " — 4f "'5d. Prelazi prenosom naelektrisanja koji imaju
oznaku 4f " — 4f " 2p? takode spadaju u dozvoljene prelaze. Prelazi kod kojih dolazi do
promene u jednakosti odnosno parnosti izmedu nivoa sa istim spinovima su slabije vidljivi
kod 3d prelaznih metala a izraZeniji su kod elemenata sa 4d i 5d konfiguracijom. U kristalima
4f - 4f prelazi su delimi¢no dozvoljeni usled dejstva kristalnog polja. Kod slodobnih jona,
prelazi koji spadaju u zabranjene mogu pre¢i u dipolni tip dozvoljenih prelaza. Energija
eksitacije se mozZe emitovati kroz neradijativan proces (viSak energije se prenosi u vibraciju ili
rotaciju okolnih molekula) ili kao foton preko radijativnih procesa (emisija EM) (slika 12)
[14, 20].
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Slika 12 Sematski procesi apsorpcije i relaksacije [23]

2.3.  Materijali domac¢ini (pojam domacina)

Za sintezu opticki aktivnih nanomaterijala koji su dopirani jonima retkih zemalja od
velikog je znacaja izbor materijala “domacina” jer njegova kristalna struktura definiSe
raspored dopiranih jona. Pored toga, od znacaja su i opticke karakteristike reSetke kao i
vrednost fononske energije. Niska energija fonona je pozZeljna karakteristika koju materijal
“domacin” treba da poseduje jer ona redukuje multifonosku relaksaciju i povecava radijativnu
emisiju jona dopanata.

Uzimajuc¢i u obzir da su joni retkih zemalja slicnih dimenzija, idealni materijali
“domacini” su uglavnom njihova neorganska jedinjenja i to: fluoridi (NaREF,, REF3), oksidi
(RE203) i oksisulfidi (RE2O,S). Halogenidi tipa hlorida, bromida i jodida ne ulaze u izbor
materijala “domacina” zbog svoje izrazite higroskopne prirode. Fluoridi su se pokazali kao
najpogodniji materijali domacini za dopiranje jona retkih zemalja u odnosu na vecinu drugih
neorganskih matrica, zbog toga Sto poseduju veliki indeks refrakcije i najniZzu energiju fonona
(~ 350 cm™) [5, 29-31], $to ima za posledicu:

- smanjeni uticaj kristalnog polja na unutrasnje 4f orbitale gde se razdvajanje nivoa krece i do
reda velicine od nekoliko stotina cm™, odnosno smanjeni intenzitet koncentracionog gasenja

luminescencije i unakrsne relaksacije;
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- slabljenje neradijativnih prelaza (stopa multifononske emisije je 10 puta manja kod LaFs
nego kod Y,03); i
- dugo vreme Zivota pobudenih stanja usled redukovane mogucénosti f - f prelaza.

Ove karakteristike zajedno inhibiraju gasSenje ekscitovanog stanja 1 povecavaju
kvantni prinos emisije. Trenutno najefikasniji materijali domacini za dopiranje jona retkih
zemalja u cilju postizanja efikasne “up”- konverzije su kubna (a) i heksagonalna (B) struktura
NaYF, [5, 31]. Kristalizacija ovih faza u cesticama nanometarskih dimenzija je uglavnom
odredena procesima nukleacije u te¢noj fazi. Formiranje nukleusa koji imaju sposobnost rasta
u rastvoru se moze definisati i kao proces u kome se atomi ili molekuli reaktanta organizuju u
klastere proizvoda odgovarajuce veli¢ine, koji imaju sposobnost da ireverzibilno rastu. Rast
kristala odvijace se sve dok se ne postigne ravnotezno stanje izmedu atoma u rastvoru i atoma
na povrsini kristala. U zavisnosti od toga koji je od ova dva procesa (nukleacija ili rast
kristala) dominantan tokom procesa sinteze mogu se dobiti monokristalne ili polikristalne
nanocestice. Njihovu finalnu morfologiju i karakteristike povrsine definiSu procesni parametri

(temperatura, vreme sinteze, pH, reZim mes$anja) i prisustvo necisto¢a [32-35].

2.3.1. Kubna NaYF,faza

Kubna faza predstavlja kineticki stabilnu fazu koja nastaje pri kratkim vremenima
sinteze na niZzim temperaturama. Za razliku od heksagonalne, kristali kubne faze se lakSe
formiraju u rastvoru i imaju strukturu fluorita (prostorna grupa Fm-3m) koju karakterise visok
stepen simetrije i samo jedan katjonski polozaj koji je koordiniran sa osam fluoridnih anjona.
U njemu su nasumicno rasporedeni joni Na* i RE®" (slika 13), $to dovodi do pojave
neharmonicnih oscilacija. Iz tog razloga kubna NaYF, struktura pokazuje niZi stepen ,,up“-
konvertorske efikasnosti u odnosu na heksagonalnu NaYF,4 fazu. Na viSim temperaturama ili
sa produZenjem vremena reakcije, moze do¢i do transformacije kubne u heksagonalnu fazu,
pri ¢emu daljim povecanjem temperature sa 400 na 700°C dolazi do ponovnog prelaska u
stabilnu visokotemperaturnu kubnu fazu, S§to je praceno prvo povecanjem pa potom i
smanjenjem intenziteta luminescencije. Do nastanka uredene kubne NaYF, faze moze do¢i i

tretiranjem heksagonalne strukture laserom visoke energije [27, 36].
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Slika 13 Kubna kristalna modifikacija NaYF,

2.3.2. Heksagonalna NaYF, faza

Heksagonalna faza (slika 14) predstavlja termodinamicki stabilnu strukturu koju je
moguce dobiti i na sobnoj temperaturi metodom koprecipitacije iz vodenih rastvora (u
prisustvu strukturnih modifikatora kao §to je polietilenimin) pra¢ena termickim tretmanom
[37]. Ova faza pokazuje ve¢u UC efikasnost u odnosu na kubnu, zbog postojanja veceg broja
katjonskih mesta za smeStanje jona dopanata. U literaturi se pominju dve mogucée prostorne
grupe kristalizacije ove faze, P63/m i P-6. Kod P-6 prostorne grupe postoje tri razli¢ita
poloZaja za smeStanje dopanata, i to: 2 devetostruko koordinirana poloZaja koji su okupirani
Y3* odnosno Y** i Na* jonima (u odnosu 3:1), i jedan $estostruko koordinirani poloZaj koji
poloviéno okupiraju joni Na®. Prostorna grupa P63/m se od prethodne razlikuje po tome $to
postoji jedan devetostruko koordinirani poloZaj u kome su meSovito zastupljeni joni Y** i Na*
i jedan Sestostruko koordinirani polozaj koji polovi¢no okupiraju joni Na*. Pored navedenih
prostornih grupa, razmatrana je i P62/m prostorna grupa u kojoj NaYF, faza moze kristalisati
u uslovima visokog pritiska [38, 39]. Simetrija poloZaja RE** jona u heksagonalnoj fazi je
nize simetrije od one koja se nalazi u kubnoj fazi, Sto dozvoljava raznovrsniju kombinaciju f -
nivoa RE jona i povecava verovatnocu pojave radijativnih f - f prelaza. Usled toga, emisija
vidljive svetlosti heksagonalne B- NaYF,:Yb/Er faze moZe biti i do deset puta intenzivnija od
emisije kubne NaYF4:Yb/Er faze [27, 40, 41].
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Slika 14 Heksagonalne kristalne modifikacije NaYF, faze a) P-6 i b) P63/m prostorne
grupe

2.4.  Joni dopanti

Kao joni dopanti “up”- konvertorskih materijala najcesce se Koriste trovalentni joni
retkih zemalja koji imaju mogucnost apsorpcije fotona nize energije pri ¢emu emituju fotone
vide energije (tzv. anti-Stok emisija). Izbor i koncentracija dopiranih jona odreduju talasnu
duzinu i intenzitet luminescencije. Efikasna “up”- konverzija postize se koris¢enjem

odabranih kombinacija jona aktivatora i senzitera.

2.4.1. Joni aktivatori

lzuzev La**, Ce**, Yb* i Lu**, ostali lantanoidi imaju vise pobudenih 4f energetskih
nivoa. Da bi se omogucila dobra UC emisija neophodno je da energetska razlika izmedu
pobudenih nivoa i osnovnog stanja bude dovoljna da omogucéi apsorpciju fotona i transfer
energije. Tako rasporedene energetske nivoe imaju joni Er**, Tm*, i Ho*" zbog &ega se oni
najcesce 1 koriste kao joni aktivatori (ili emiteri). Ovi joni poseduju i veliki energetski procep
izmedu pobudenih i nizih energetskih nivoa, §to smanjuje verovatnocu pojave neradijativnih
prelaza. Tako kod jona Er** energetska razlika izmedu *l11, i *l1s;2 nivoa sliéna je energetskoj
razlici izmedu *F7, i 111> nivoa te se svi oni mogu iskoristiti za generisanje UC emisije. Da bi
se postigla efikasnija UC potrebno je obratiti paznju na rastojanje izmedu dva susedna jona
aktivatora jer visok stepen dopiranosti moze dovesti do Stetnog, unakrsnog otpustanja fotona i
gasenja eksitacione energije, pa se obi¢no ograni¢ava na vrednost od nekoliko molskih

procenata [17, 29, 42].
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2.4.2. Joni senziteri

Da bi se povecala UC efikasnost, uz jone aktivatora se u matricu domacina dopiraju i
joni senzitera. Ovi joni imaju visok stepen apsorpcije NIR svetlosti i poseduje energetske
nivoe koji su rezonantni sa energetskim nivoima jonima aktivatora. Kao joni senziteri najvise
se koriste Yb** i Nd**. Jon Yb** ima jednostvanu elektronsku konfiguraciju, sa 2F7, osnovnim
nivoom i samo jednim pobudenim 4f nivoom, *Fs;. Zbog *Fy, - *Fsp prelaza, apsorpciona
traka jona Yb** koja se nalazi na oko 980 nm ima visoki stepen apsorpcije NIR zradenja. Za
razliku od koncetracije jona aktivatora, koncentracija senzitera mora biti visa i obi¢no iznosi
od 10-30 mol % [17, 29, 42].

Boja emitovanog zracenja zavisi od izbora jona emitera tako da NaYF, faza dopirana
jonima Er¥*/Yb®* emituje zelenu i crvenu svetlost, Tm**/Yb** najjace emituje svetlost plave

boje, dok dopiranost Er**/ Tm**/Yb®" generise emisiju bele svetlosti [29].

2.4.3. Yb¥IEr* par

Yb**/Er** par poseduje visoku ,,up“- konvertorsku efikasnost, jer jon Er** poseduje
metastabilne “lg i *l11> nivoe koji su rezonantni sa “Fs;,; nivom Yb*". Nakon eksitacije NIR
zraCenjem, dolazi do transfera energije sa jona iterbijuma na jon erbijuma i pobudivanja
njegovih visih energetskih nivoa sa kojih dolazi do emisije plave (*Ho —’lis), zelene
((CH12, *S32) —*l1512) i crvene (*For, —”l1s2) Svetlosti na 409 i 488, 510-560 i 640-670 nm,
redom stoji [43], slika 15. Nakon apsorpcije NIR fotona dolazi do eksitacije jona iterbijuma sa
osnovnog “F7;» na pobudeni “Fs;, nivo i prenosa energije na jon Er** koji sa osnovnog *lis
nova prelazi na *l;1, nivo. Dalje pobudivanje iterbijumovih jona dovodi do pobudivanja *Fy
energetskog nivoa erbijuma i pojave neradijativnih prelaza na nize ?Hiu, *Ssp i *For2 nivoe, a
zatim i radijativnih koji dovode do emisije zelene (520 i 540 nm) i crvene (660 nm) svetlosti
vra¢anjem na osnovni 4I15/2 nivo. Radijativni prelaz sa pobudenog 4F7/2 nivoa na osnovni nivo
dovodi do pojave plave linije spektra na 488 nm [44, 45]. Na slici 15 je prikazan i mehanizam
koji ukljucuje trostepeni prenos energije sa jona Yb** na “G/°K nivo Er*, koji omogucava
pobudivanje ?Hgj; nivoa neradijativnim prelazima $to dovodi do pojave plave emisije na 408
nm (*He, —*1155) i zelene emisije na 557 nm (*Hep, —"l131) [46, 47]. Na osnovu prikazanih

prelaza moze se zakljuCiti da intenziteti emisionih linija direktno zavise od sadrzaja
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iterbijuma, jer se pobudivanje Hi1, energetskog nivoa, kao i visih “G/°K nivoa poboljsava sa

povecanjem njegovog udela [48].
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Slika 15 Sematski prikaz energetskih nivoa i moguéih prelaza Yb**/Er®*

2.5.  Sinteza biokompatibilnih NaYF4:Yb**/Er®** nanotestica

Za sintezu biokompatibilnih “up”- konvertorskih NaYF4Yb**/Er** nanocestica
definisanog sastava, veli¢ine i oblika najcesce se koriste metode termicke dekompozicije
organometalnih jedinjenja i hidro/solvo-termalnog tretmana nakon kojih sledi formiranje
biokompatibilnog sloja. Sinteza cestica razli¢itih formi (sferi¢ne nanocestice, nanoZice,
nanotube itd.) ima veliki znacaj kod biomedicinskih istraZzivanja jer se one odlikuju
multifunkcionalnim svojstvima koje zavise od specificne povrSine samih ¢estica, hemije
povrsine ili stepena izlozenosti pojedinih kristalnih ravni. Multifunkcionalnost je moguce
posti¢i i sintezom hibridnih nanostruktura u kojima se ,,up”- konvertorske nanocestice (koje
omogucavaju vizuelizaciju ¢elija) oblazu biokompaktibilnim materijalima (koji mogu imati
ulogu nosaca lekova), a zatim i plemenitim metalima ili fotosenziterima (koji generisu
slobodne radikale kiseonika) [49]. Proces sinteze ovakvih hibridnih nanostruktura je tesko
kontrolisati jer se sastoji od viSe faza, od kojih je prva uvodenje hidrofilnih liganada na
povrsinu “up”- konvertorskih nanocestica. Hidrofobne ¢estice mogu se prevesti u hidrofilne
formiranjem hidrofilnog omotaca od silike (koris¢enjem APTES-a, TEOS-a) ili nekog
polimera (albumin, poli(vinil alkohol), poli(akrilna kiselina), poli(etilenglikol),
poli(vinilpirolidon), poliakrilamid, itd.) kada nastaju hibridi tipa jezgro@omotac (eng.
core@shell); zatim zamenom postojec¢ih liganada; i/ili oksidacijom hidrofobnih liganada.

Formiranje struktura tipa jezgro@omotac se najcesce vrsSi metodom reverzne mikroemulzije
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koja pruza mogucnost kontrole debljine generisanog omotaca [50]. Kod metode zamene
liganda, inertni ligandi koji postoje na povrsini sintetisanih UC Cestica zamenjuju se aktivnim
hidrofilnim ligandima poliakrilne, adipinske, citratne ili tioglikolne kiseline, dok se procesom
oksidacije liganda (npr. oleinske kiseline) nezasi¢ene dvostruke veze ugljenika prevode u
karboksilnu grupu. Na ovaj nacin, omogucava se dalje vezivanje proteina i specifi¢no ciljane
¢elija. Tako na primer, oligomeri koji sadrze amino grupe ¢e se vezati za karboksilne, a oni
koji sadrze disulfidne ¢e se lako vezati za UC nanocestice koje sadrze funkcionalne tiol grupe

na svojoj povrsini [51].

2.5.1. Termicka dekompozicija organometalika

Metoda termicke dekompozicije organometalika omoguéava dobijanje hidrofobnih
nanocestica kontrolisane veli¢ine i oblika, a bazirana je na koriS¢enju organskih prekursora
tipa trifluoroacetatnih soli RE i natrijuma. Sinteza se obi¢no vrsi u prisustvu surfaktanata tipa
oleinske kiseline, oleilamina i 1-oktadekana, i izvodi se u strogo kontrolisanoj zastitnoj
atmosferi. Promena procesnih parametara (temperature i vremena reakcije), koncentracije
prekursora i surfaktanata, kao i nac¢in dodavanja prekursora u rastvara¢, uti¢u na morfologiju i
stabilizaciju heksagonalne faze u Cesticama [41, 52]. Kod “heating-up” metode (ili metode
zagrevanja) uvodenje prekursora u rastvor vr§i se na sobnoj temperaturi, a zatim se vrsi Sporo
zagrevanje smeSe do odredene temperature, dok se kod “hot-injection” metode (ili metode
toplog injektiranja), prekursor uvodi u ve¢ zagrejan rastvarac te je njegova dekompozicija
trenutna. Prednost ovih metoda je moguénost sinteze monokristalnih ¢estica veli¢ine ispod 10
nanometra, koje imaju izrazitu uniformnost oblika i faznog sastava ali je njihova
kristalini¢nost niska a usled toga i efikasnost ,,up“- konverzije. Tako npr, nanocestice kubne
NaYF,:20 % Yb, 2 % Er i heksagonalne NaYF4:20 % Yb, 2 % Tm sintetisane ,,hot-injection*
dekompozicijom acetatnih prekursora u rastvoru oleilamina na 310°C poseduju visoku
sferi¢nost i usku raspodelu veli¢ina od 10,5 £0,7 nm (slika 16) [53], dok NaYF,:Yb,Er/Tm
nanocestice kubne strukture dobijene laganim ukapavanjem prekursora u rastvor oktadekana i
oleinske kiseline i naknadnim zagrevanjen rastvora odlikuje raspodela veli¢ine od 10-60 nm

(slika 17) [54].
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Slika 16

Slika 17 TEM slika NaYF4: 2 % Er®*, 20 % Yb** nanodestica [54]

2.5.2. Hidrotermalna sinteza

Kod hidrotermalne sinteze procesi rastvaranja prekursora i precipitacije jedinjenja
Zeljenog sastava odvijaju se u zatvorenom sistemu - hidrotermalnom reaktoru, koji se sastoji
od spoljasnje posude od nerdajuceg celika i unutradnjeg teflonskog uloska, a odvijaju se na
temperaturama do 250°C i pritiscima od nekoliko desetina bara. Promene gustine, dielektri¢ne
konstante i koeficijenta difuzije vode kao reakcionog medijuma, koje se deSavaju na 200°C,
povecavaju izbor prekursora koji se mogu koristiti za sintezu nanocestica jer uticu na njihovu
rastvorljivost. Ukoliko se umesto vode kao rastvaraC koristi alkohol, metoda se naziva
solvotermalnom, a pritisci koji se generiSu u sudu zavise od izbora alkohola. Kada se kao
prekursori koriste koloidni rastvori i precipitati ve¢ definisanog sastava omoguéava se
nastajanje Cestica visoke kristalini¢nosti u kra¢im vremenskim intervalima. Ovom metodom
su dobijene dopirane Cestice NaYF,, kako kubne, tako i heksagonalne strukture, veli¢ine od
30 nm do 15 um, koje poseduju dobre opticke karakteristike. Parametri koji uti¢u na
strukturno-morfoloske karakteristike Cestica nastalih hidro/solvo-termalnim procesom su
koncentracija prekursora, temperatura, vreme reakcije, pritisak i koncentracija surfaktanta [12,
52, 55-57]. Prednost ovog nacina sinteze je pre svega jednostavnost i ekonomska isplativost

jer se reakcija ne izvodi u zastitnoj atmosferi, niti podrazumeva iskljucivu upotrebu toksi¢nih
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prekursora. Takode, ovom metodom je moguce sintetisati i hidrofilne “up“- konvertorske

nanocestice razli¢ite morfologije in situ pravilnim izborom modifikatora povrsine [58].

2.5.2.1. Solvotermalna sinteza u prisustvu oleinske kiseline

L. Wang i Z. Li su sa uspehom sintetisali monokristalne ,,up“- konvertorske cestice
primenom solvotermalne metode u prisustvu oleinske kiseline jo§ 2006. godine. Tretiranjem
smeSe oleinska kiselina/voda/etanol/Ln(NOgs); na temperaturi od 180-250°C i u trajanju od
16-24 h, dobijeni su $tapicasti monokristali Na(Y1sNaos)Fs dopirani Eu®*, Tb*", Yb¥*/Er** ili
Yb**/Tm** jonima (slika 18). Pokazano je da je veli¢ina nastalih stapicastih formi u funkciji
promene koncentracije RE prekursora, dok je njihova ,,up*- konvertorska efikasnost direktno
proporcionalna sadrZaju dopanata [59].

Variranjem parametara hidrotermalnog procesiranja (temperature, vremena trajanja
sinteze, kolicine reaktanata i rastvaraca), uspesno su sintetisane c¢estice sastava NaMF,; (M=
Dy, Ho, Er, Tm, Y, Yb i Lu) koje poseduju razlic¢itu strukturu, oblik i veli¢ine (slika 19).
Pokazano je da promena vremena reakcije, temperature, kao i udela NaOH dovodi do
transformacije kubne u heksagonalnu NaMF, fazu, dok promena koncentracije NaOH, NaF i
M?**, dovodi do promene u morfologiji estica. Pored promene morfologije i faznog sastava
Cestica, ostvarena je 1 promena veliCine kristala, od svega nekoliko nanometara pa do

nekoliko mm [60].
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Slika 18 TEM Na(Y15Nags)Fs nanostapica: a) 25 % Eu®" na 170°C za 16 h, b) 5 % Eu®*
na 180°C za 24 h, ¢) 3 % Yb* i 2 % Eu® na 205°C za 24 h, d) 3 % Yb*" i 2 % Eu** na 190°C
za 24 h, e) i f) HRTEM slike Na(Y15Nags)Fs nanostapica prikazanih na slici b [59]

Slika 19 Razli¢ite morfoloske forme NaYF, dobijenog HT metodom u prisustvu
oleinske kiseline: a) a- NaYF, u prisusutvu oleinske kiseline na 130°C, b) B- NaYF,; u
prisustvu oleinske Kkiseline na 230°C, c) B- NaYF, sa poveéanjem koncentracije F~ jona, d) a-
NaYF, u prisustvu 0.35 g NaOH [60]
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Sinteza monodisperznih nanoCestica sastava NaYF,:Yb,Er/Tm/Ho, koje poseduju
heksagonalnu strukturu, moguce je ostvariti i postupkom dvofazne solvotermalne sinteze
polazec¢i iz RE stearata, a uz prisustvo oleinske kiseline. Odvijanje reakcije u tecno-Cvrstom
dvofaznom sistemu (RE stearati - rastvor voda-etanol-oleinska kiselina, NaF), dovodi do
nastanka hidrofobnih Cestica, ali je prisustvo oleata na povrSini Cestica mogucée ukloniti
viSestrukim ispiranjem i ultrasonikacijom cestica u etanolu nakon procesa sinteze (slika 20)

[61].

Intensity ( a.u.)

Slika 20 Morfologija sa XRD podacima za NaYF4;:Yb,Er nanocestice, a) TEM, b)
SAED c) XRD [61]

Hidro/solvo-termalna metoda sinteze UC u prisustvu oleata se i dalje najceSce koristi
za dobijanje nanocCestica heksagonalnog faznog sastava Cija se povrSina u cilju postizanja
hidrofilnosti i primene u medicini, modifikuje biokompatibilnim agensima. Amorfni silicijum
dioksid predstavlja pogodnu neorgansku komponentu za oblaganje ,up“- konvertorskih
nanocestica, iako je njegova primena u medicini primarno vezana za kontrolisanu dostavu
lekova [62]. Primer B- NaYF, nanocestica sintetisanih solvotermalnom metodom u prisustvu
oleata koje su oblozene slojem silike primenom tetraetilortosilikata (TEOS) i 3-
aminopropiltrietoksisilana (APTES) dat je na slici 21 [63]. Oblaganje Cestica vrSeno je
reverznom mikroemulzionom metodom u vremenskom periodu od 2 h Sto je rezultovalo
stvaranjem sloja SiO; debljine od 1 nm. Ovako dobijene Cestice su zatim sa uspehom

koriS¢enje za oznaCavanje razlicitih kancerskih ¢elija.
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60 nm

Slika 21 a, b) TEM - ¢, d) HRTEM - NaYogFs:Ybo1s/Erggs UCNPs dobijenih
koris¢enjem 6 ml oleinske Kiseline, 90 ml 1-oktadekana i 1.6 ml HF- oleilamina; e, f) TEM
NaYosF4:Ybo1s/Erpos UCNPs dobijenih koris¢enjem 12 ml oleinske kisleine , 3 ml 1-
oktadekana i 1.6 ml, odnosno 1.4 ml HF- oleilamina, redom stoji [63]

Na sli¢an nadin, biokompatibilnost B- NaYF,:Er** (2 mol %), Yb* (20 mol %)
nanocestica Cija je povrSina prikrivena ligandima oleinske kiseline postignuta je naknadnom
razmenom liganda uz primenu PEG-fosfata. Razmena liganda je vrSena na temperaturi od
70°C u trajanju od 5 h. Cestice su precipitirane heksanom i izolovane centrifugiranjem.
Uklanjanje viska PEG fosfata podrazumevalo je dijalizu u trajanju od 24 h, a dobijene

monodisperzne nanocestice je nakon toga bilo mogucée lako dispergovati u vodi (slika 22)
[64].
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Slika 22 a, b) TEM NaYF4Er*" 2 mol %, Yb** 20 mol % nanocestica obloZenih PEG
(750)-fosfatom, ¢, d) TEM NaYF4:Er** 2 mol %, Yb** 20 mol % nanodestica obloZenih PEG
(2000)-fosfatom [64]

2.5.2.2. Hidrotermalna sinteza u prisustvu limunske kiseline

Pored oleinske kiseline, za kontrolu oblika i veli¢ine ,,up“- konvertorskih nanocestica
pri hidro/solvo-termalnoj sintezi se moze Kkoristiti i citratna kiselina (ili njene soli).
Upotrebom natrijum citrata Li je sa svojim timom uspesno sintetisao NaYF,:Ln** (Ln=Eu,
Th, Yb/Er i Yb/Tm) mikroprizme pri temperaturi od 180°C u trajanju od 0.5-24 h. Promenom
koncentracije citrata, odnosno molarnog odnosa citrati Ln**, dolazi do promene morfologije

sintetisanih Cestica (slika 23) dok porast vremena sinteze dovodi do konverzije u a fazu [65].
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Slika 23 SEM B- NaYF4: 5 % Th** nanodestica pripremljenih sa razli¢itim molarnim
odnosom citrata: RE>* a) bez citrata, b) 1:2, ¢) 1:1, d) 2:1, e) 4:1, f) 8:1 [65]

Sinteza sferi¢nih, monokristalnih nanodestica NaYF4:Yb®", Tm*" koje poseduju kubnu
strukturu i veli¢inu od 150-250 nm postignuta je hidrotermalnim tretmanom rastvora nitrata
retkih zemalja RE(NOs)s; (RE= Y, Yb i Tm), NaF, NaNOs i limunske kiseline [66]. Pored
odnosa citrata i lantanoida, na intenzitet luminescencije Cestica dobijenih na ovaj nacin uticu i
temperatura sinteze kao i vreme trajanja hidrotermalnog tretmana. Proces sinteze - NaYF,
faze u slichom sistemu moguce je posti¢i variranjem pH vrednosti prekursorskog rastvora,

kao Sto je pokazano na slici 24 [67].
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Slika 24 SEM NaYF, uzoraka nakon a) i b) 3 h,c)id) 12 he)if) 24 h reakcije [67]

2.5.2.3. Hidro/solvo-termalna sinteza iz neorganskih prekursora uz koriSc¢enje

helacionih agenasa i/ili polimera

lako u literaturi postoji odredeni broj radova posvecenih hidro/solvo-termalnoj sintezi
»,Up“- konvertorskih nanocestica sastava NaYF,:Yb/Er u prisustvu EDTE kao helacionog
agensa i drugih biokompatibilnih polimera, ovako sintetisane Cestice nisu dalje ispitivane u
cilju odredivanja njihove citotoksic¢nosti i potencijalne primene u medicini. Metoda je prvi put
publikovana 2006. godine kada je i razvijen *“one-step” solvotermalni metod sinteze
hidrofilnih NaYF4:Yb/Er Cestica kubne kristalne strukture u prisustvu polietilenimina (PEI),
slika 25 [68]. Godinu dana kasnije, Sun je sa svojim timom opisao postupak dobijanja a- i -
faze NaYF4:Yb/Er hidrotermalnim tretmanom precipitata RE nitrata elementa i natrijum
fluorida (NaF) u prisustvu citratne kiseline i EDTA. Pokazano je da veli¢ina i kristalna
struktura Cestica zavisi od stepena nukleacije koji je u funkciji koncentracije RE prekursora,
vremena sinteze i molskog odnosa RE/(NaF, citrati, EDTA) [69].

50 nm

Slika 25 TEM NaYF4Yb*, Er*" nanodestica dobijenih u prisustvu polietilenimina [68]
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Stabilizacija heksagonalne - faze u sferi¢nim cesticama NaYF4:Yb/Er veli¢ine oko
40 nm postignuta je procesom solvotermalnog tretmana stearata retkih zemalja
(C17H35CO0O)3RE, RE= Yhbg 78Y0.20Er002) U prisustvu polivinilpirolidona (PVP), polietilen
glikola (PEG), poliakrilne kiseline (PAA) i polietilenimina (PEI). Kori$¢enje ovih polimera
dovodi do nastanka hidrofilnih ¢estica koje su zbog postojanja -COOH i -NH; grupa na svojoj
povrSini pogodne za dalju konjugaciju sa biomolekulima kao Sto su antitela, biotin,
streptavidin [70].

Slika 26 TEM a) PVP- b) PEG- c) PAA- d) PEI- modifikovanih NaYF4:Yb,Er
nanocestica [70]

Polaze¢i od navedenih istrazivanja, a u cilju postizanja in situ hidrofilnosti i/ili
biokompatibilnosti ,,up“- konvertorskih nanocestica, u ovoj studiji ¢e biti ispitivani uticaji
etilendiamintetrasir¢etne kiseline (EDTA), polietilen glikola (PEG), polivinilpirolidona
(PVP), poliakrilne kiseline (PAA), hitozana (CS) i poli(laktid-ko-glikolida) (PLGA) na proces

nukleacije i morfologiju NaYF,:Yb/Er faze, pa ¢e o ovim agensima biti nesto vise reci.

2.5.2.4. Helacioni agensi i polimeri koriS¢eni u ovom radu

25.2.4.1. Etilendiamintetrasiréetna Kiselina (EDTA)

EDTA predstavlja poliamino karboksilnu kiselinu koja spada u grupu heksadentatnih

liganada i helacionih agenasa (slika 27). Njena sposobnost vezivanja jona elemenata retkih
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zemalja omogucéava homogenu dekompoziciju prekursora i nastajanje monodisperznih Cestica
tokom hidrotermalnog tretmana. EDTA ima primenu u procesima polimerizacije, industriji
tekstila, papira i prehrambenoj industriji. Koristi se za izradu brojnih farmaceutskih
formulacija, kao i za sintezu odredenih farmaceutski aktivnih komponenata, npr. penicilina,

askorbinske kiseline i epinefrina [71, 72].

O
0] OH
N OH
H O)—k/ \/\ N /\’_(
HO @)
O
EDTA
Slika 27 Etilendiamintetra siréetna kiselina (EDTA)

2.5.2.4.2. Polietilen glikol (PEG)

PEG je polimer etilen oksida koji poseduje dobru rastvorljivost u vodi i etanolu.
Moze biti linearne ili razgranate strukture, a najcesce se prikazuje formulom:
HOCHj; - (CH; - O - CHy), - CH,OH (1)
Visoka rastvorljivost PEG-a u vodi omogucava derivatizaciju i konjugaciju krajnjih
funkcionalnih grupa za biolosSke molekule [73]. Njegove fizicko hemijske karakteristike su u
funkciji relativne molekulske mase i1 sa porastom iste PEG prelazi iz te¢nog u polucvrsto
stanje. Molekuli male molekulske mase se razgraduju u prisustvu alkohol dehidrogenaze do
toksi¢nih metabolita dok su oni ve¢e mase netoksic¢ni i imaju veliku primenu u proizvodnji
kozmetike i lekova. Pored toga PEG se koristi i kao biosenzor, imobilizator éelija, za
inkapsulaciju Langerhansovih ostrvaca za transplantaciju i lecenje dijabetesa, stabilizaciju

nekih biofarmaceutskih formulacija (npr. interferona) i drugo [74, 75].
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2.5.2.4.3. Polivinilpirolidon (PVP)

PVP je polimer ¢ija je struktura prikazana na slici 28. Komercijalno je dostupan u
razli¢itim molekulskim masama, izrazenim u K vrednostima koje predstavljaju relativne
viskoznosti njegovog vodenog rastvora. Rastvorljivost PVP je zadovoljavajuca i u nepolarnim
rastvara¢ima, a kompatibilan je i sa ve¢inom neorganskih soli, kao i prirodnim 1 sintetickim

smolama. Koristi se u procesima proizvodnje tekstila, sapuna i papira, a u formi hidrogela se

LN

g

PVP

koristi i za sanaciju rana [76, 77].

Slika 28 Polivinilpirolidon (PVP)

25.2.4.4. Poliakrilna kiselina (PAA)

PAA spada u anjonske polimere visoke rastvorljivosti. Sadrzi karboksilne grupe koji
ga Cine pH- i elektro- osetljivim materijalom. Nastaje procesom polimerizacije akrilne
kiseline u vodenom rastvoru i njena struktura je prikazana na slici 29. Lako se vezuje za
povrsinu oksida procesom zamene liganda. Naj¢eSce se primenjuje u svojstvu flokulanta i
emulgatora. U industriji papira se koristi kao regulator viskoznosti, u tekstilnoj industriji kao
sredstvo za dispergovanje pigmenata, a u proizvodnji medicinskih sredstava sluzi za izradu
kontaktnih sociva [78].
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PAA

Slika 29 Poliakrilna kiselina (PAA)

2.5.2.4.5. Hitozan (CS)

CS je derivat polisaharida hitina i predstavlja kopolimer koji se sastoji od N-acetil-D-
glukozamina i D-glukozamina (slika 30). Kao i hitin, hitozan spada u netoksi¢ne polimere
visoke biodegradabilnosti i biokompatibilnosti. Navedena svojstva su u funkciji broja
protonovanih amino grupa sadrzanih u polimernom lancu ovog jedinjenja. Nerastvoran je u
vodi ali se rastvara u vodenim rastvorima kiselina. Ima veliku primenu u farmaceutskoj
tehnologiji 1 medicini za izradu zastitnog sloja na nanocesticama razlicitog sastava ili u formi
poroznih mikrosfera koje se koriste za dostavu lekova. Pored ove primene, koristi se i u izradi

fotografija, kozmetickih preparata i prehrambenoj industriji [79].

OH _ OH | om

HO O O OH

HO NH, HO NH, HO NH,

Hitozan

Slika 30 Hitozan
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25246.  Poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA)

PLGA predstavlja kopolimer mle¢ne kiseline (eng. LA) i glikolne kiseline (eng. GA)
(slika 31). Mlecna kiselina sadrzi jedan asimetri¢an atom ugljenika pa zbog toga ima dva
opticka izomera, D i L. Ukoliko su oba jednako zastupljena, PLGA se moze predstaviti i kao
D,L-laktid-ko-glikolna kiselina. S obzirom da se PLGA u Zivim organizmima razlaze na
mle¢nu i glikolnu Kiselinu Svetska zdravstvena organizacija ga je svrstala u kategoriju
biodegradabilnih polimera visoke biokompatibilnosti. Zbog toga se sve ¢eSc¢e primenjuje i kao
nosac lekova, makromolekula (DNK i RNK i peptida) i proteina u materijalima koji se koriste

u inZenjerstvu tkiva [80, 81].

O O
O
O O
H O
+ — o (l “OH
O O
O
= m= -n
Poly [lactide] Poly [glycolide]
O O PLA PGA
m n
lactide glycolide PLGA

Slika 31 Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA)

2.6. Biomarkeri

Biomarkeri odreduju celijske, biohemijske i/ili molekulske karakteristike, koje se
objektivno mogu meriti i Kkoristiti kao indikatori bioloskih procesa, patogenih procesa ili
farmakoloSkog odgovora pacijenata na primljenu terapiju (lek). Biomarkeri kancerskih ¢elija
su obi¢no bioloski molekuli izdvojeni iz ¢elija tumora ili su odgovor tkiva na celije kancera
koji se koriste kao indikatori postojanja kancera u telu [82, 83]. Na osnovu biohemije kancer
biomarkeri mogu biti molekuli DNK, RNK, proteini, peptidi, hormoni ili indikatori bioloskih
procesa kao Sto su apoptoza, angiogeneza ili proliferacija. Oni moraju biti lako merljivi,
jednostavni za pripremu i ekonomski isplativi [83]. Bioloska snimanja, sa druge strane, imaju
veliki udeo u savremenim medicinskim istrazivanjima, dijagnostici i terapiji jer omogucavaju

33
Ivana Dini¢ - Sinteza i karakterizacija biokompatibilnih opti¢ki aktivnih fluorida retkih zemalja



vizualizaciju morfologije ¢elija i procesa koji se u njima deSavaju [84]. Standardne procedure
za pracenje kancera zasnivaju se na endoskopiji belom svetlos¢u, pri ¢emu se
dijagnostikovanje vrSi na osnovu vizuelne percepcije. Takav nacin dijagnostikovanja nije
dovoljan za detekciju prekancerogenskih lezija koje ne pokazuju velike promene u boji tkiva
te se sve vise radi na unapredenju tehnika koje detektuju fluorofore aktivne pod eksternim
izvorom zracenja. Postoje dva tipa fluorofora: endogene (prirodno se nalaze unutar zivih
¢elija) 1 egzogene (hemijski agensi), u koje ubrajamo organske boje (metilensko plavo,
proflavin, kristalviolet i fluorescein), metalkomplekse i neorganske fosforne nanocestice [85].
U grupi fosfornih nanocestica, posebna paznja je usmerena ka dizajnu “up”- konvertora koji
se pobuduju NIR zrac¢enjem, jer poseduju odredene prednosti u odnosu na fluorofore koje se
pobuduju UV i VIS zracenjem, i to: postizu vecu dubinu prodiranja unutar tkiva, ne izazivaju
autofluorescenciju tkiva, ne dovode do lokalnog zagrevanja i poseduju dugotrajnost i
stabilnost signala (nema slabljenja signala s vremenom) [86]. Pored navedenog, njihove
hibridne nanostrukturne forme, na cijoj se sintezi i karakterizaciji sve viSe radi, se mogu
koristiti i za multispektralna snimanja koja omoguc¢avaju istovremeno pracenje viSestrukih
molekularnih procesa u tkivima, a time i rano otkrivanje bolesti [87]. Kao primer prednosti
ranog otkrivanja bolesti mogu se navesti kanceri usne duplje odnosno kanceri glave i vrata,
koji predstavljaju Sesti najcesci tip kancera u svetu, pri ¢emu, medu njima, skvamozne celije
kancera jezika (eng. oral squamous cell carcinoma, OSCC) su najces¢e maligne eptielne
neoplazme [88, 89]. Pojava kancera usne duplje procentualno je ve¢a kod muskaraca, gde se
kao glavni faktori rizika smatraju upotreba cigareta, alkohola, duvana za zvakanje i ljudski
papiloma virus (eng. human papillomavirus, HPV). Rani stadijumi bolesti su bez simptoma i
veoma sli¢ni drugim tipovima mukoznih bolesti, a kada se bolest dijagnostikuje u kasnijim
stadijumima stepen preZivljavanja krece se oko 50 %, zbog pojave lokalnih metastaza limfnih
¢vorova i vrata [89]. Iz tog razloga od velikog je znacaja formiranje novih neinvazivnih

selektivnih metoda za ranu dijagnostiku i terapiju bolesti [90].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1.  Materijali i metode

U ovom radu in situ sinteza biokompatibilnih opticki aktivnih cestica sastava
NaYosYhbo17EroosFs vrSsena je hidro/solvo-termalnim tretmanom rastvora nitratnih soli
elemenata retkih zemalja i NaF, a u prisustvu razlic¢itih agensa za kontrolu nukleacije i rasta
kristala, i to: EDTA, PEG, PVP, PAA, CS i PLGA. Izbor agenasa za kontrolu nukleacije i
postizanje biokompatibilnosti izvrSen je sa ciljem uvodenja odredenih funkcionalnih grupa, i
to: -COOH (EDTA), -NH, (PEG, CS), i -C=0 (PVP, PLGA, PAA). Ispitivan je uticaj glavnih
parametara procesiranja, vremena reakcije (t), koncentracije prekursora (C) i tipa rastvaraca
na morfologiju cestica, dok je koncentracija elemenata retkih zemalja koji se dopiraju u
strukturu NaYF, faze izabran na osnovu literaturnih podataka. Kako je utvrdeno da sadrzaj Y
u NaYF, fazi moze da se substituiSe Yb do 40 mol %, dok se Er dopira u znatno nizoj
koncentraciji od 4 mol % [65], pri ¢emu se najefikasniji svetlosni odziv dobija kod materijala
dopiranih do 20 mol %, u ovom radu je izabran odnos Yb:Er=17:3. Sve sinteze su izvodene u
celicnom autoklavu koji sadrzi teflonski ulozak radne zapremine 100 ml. Stepen punjenja
autoklava iznosio je 80 i 60 %, u zavisnosti od tipa rastvaraca koji je koris¢en. Za zagrevanje
autoklava koriséen je eksterni grejni prsten dok je meSanje tokom reakcije (400 rpm)

uspostavljeno magnetom.
3.2.  Hemikalije koje su koriS¢ene prilikom sinteze
Prilikom izrade ove doktorske disertacije koris¢ene su komercijalno dostupne

hemikalije analitickog kvaliteta proizvodaca Sigma Aldrich, Centrohem i Carlo Erba, Tabela
1.
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Tabela 1. Hemikalije kori$¢ene u eksperimentalnom radu

Hemikalija

Itrijum(lnitrat heksahidrat
Iterbijum(lINnitrat pentahidrat
Erbijum(lilnitrat pentahidrat
EDTA

PVP 25

PEG-400

PAA

Etilen glikol

PLGA

Hitozan

Natrijum fluorid

Amonijum hidroksid
Hlorovodoni¢na kiselina
Azotna kiselina

Natrijum hidroksid

Etanol

Aceton

3-(4,5-dimetil-2tiazol-il)-2,5-difenil-

2H-tetrazolium bromid
Dimetil sulfoksid

Paraformaldehid
Moviol
DMEM medijum

Fetalni govedi serum
Penicilin-streptomicin smeSa
TrypLE Express reagensu
FizioloSki rastvor fosfata
rastvor antibiotik/antimikotik
Sladni agar

Sladni bujon

Hranljivi agar

Hranljivi bujon

3.3.  Sinteza biokompatibilnih opti¢ki aktivnih nanocestica NaYF,:YDb,Er

Hemijska formula
Y(NO3);-6H,0
Yb(NO3)3-5H,0
Er(NOs)3-5H,0
C10H16N20g
(CeHgNO),
C2nH4n+20n+1
(C3H402)n

CHgO,

NaF
NH,OH
HClI
HNO;3
NaOH
C,HsO
CsHsO
MTT

DMSO
PFA
Mowiol

Dulbecco's Modified Eagle
Medijum
eng. fetal bovine serum, FBS

PBS
ABAM

3.3.1. Sinteza NaYF4:Yb,Er uz primenu EDTA

Proizvoda¢

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Centrohem

Carlo Erba

Centrohem

Centrohem

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

(ThermoFisherScientific, Waltham, USA)

Sigma Aldrich

ThermoFisher Scientific

Torlak
Torlak
Torlak
Torlak

U ovom setu ekperimenata ispitan je uticaj koncentracije prekursora (100 mmol i 10

mmol) i vremena reakcije (0,5 h, 2 h i 20 h) na morfolosSko-strukturne osobine sintetisanih
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uzoraka. Pracen je i uticaj razlicitih rastvaraca (destilovane vode i etanola) i dodatnog
termickog tretmana praha na stepen konverzije kubne u heksagonalnu fazu.

Tipi¢na procedura je podrazumevala odmeravanje nitrata retkih zemalja u zadatom
stehiometrijskom odnosu i njihovo rastvaranje u 40 ml destilovane vode; kompleksiranje je
vrseno dodavanjem EDTA u odnosu RE:EDTA=1:1, na temperaturi od 60°C i uz dodavanje
1ml NH4OH; posebno je napravljen rastvor NaF (40 ml, odnos RE:F=7). Kompleksirani
rastvor nitrata je ukapan u rastvor NaF uz konstantno meSanje, nakon c¢ega je izvrsena
korekcija pH vrednosti do pH 3 (dodavanjem par kapi HNOg3). Dobijena reakciona smesa je
prebacena u teflonski sud od 100 ml, i po zatvaranju autoklava temperatura grejaca je
podesena na 200°C, a brzina meSanja na 400 rpm. Nakon zavrSetka reakcije i hladenja
reaktora, produkt reakcije u formi finog praha je izdvojen centrifugiranjem pri 8000 rpm. Za
ispiranje praha je koriS¢ena destilovana voda, nakon ¢ega je prah susen na 100°C u trajanju od
3 h. Dodatni termicki tretman praha vrSen je na 400°C, 5 h, u zastitnoj atmosferi argona. U
slucaju smanjene koncetracije prekursora, rastvaranje EDTA je vrSeno i u smesi etanol - voda
(odnos voda:etanol=1:2).

Nomenklatura uzoraka (definisanih kao ,,UC-agens-koncentracija-vreme-rastvarac-
dodatni termic¢ki tretman®, UC: NaYgYbo17Ero03Fs, koncentracija u mmol, vreme u satima)
dobijenih u ovom sistemu data je u Tabeli 2.

Tabela 2. Nomenklatura uzoraka dobijenih uz primenu EDTA
Nominalni Koncentracija Vreme (h) Rastvara¢ Oznakauzorka
sastavpraha prekursora (mmol) UC-agens-koncentracija-vreme-rastvara¢
1 NaYggYbg17Ergo3Fs 100 05h H,O UC-EDTA-100-0.5-aq
2 Uzorak 1 nakon termickog tretmana u argonu na 400 °C, 5 h UC-EDTA-100-0.5-a9-TT
3 NaYpgYbo17EroesFs 100 2h H,O UC-EDTA-100-2-aq
4 Uzorak 3 nakon termi¢kog tretmana u argonu na 400 °C, 5 h UC-EDTA-100-2-ag-TT
5 NaYygYbg17Erg03F4 100 20h H,0O UC-EDTA-100-20-aq
6 NaYygYbo17ErgosFs 10 2h Etanol voda UC-EDTA-10-2-Et

3.3.2. Sinteza NaYF,4:Yb,Er uz primenu PVP

U ovom setu eksperimenata, pracen je dalji uticaj smanjivanja koncentracije
prekursora (10 i 5 mmol), koli¢ine dodatog PVP (0.1 g i 1 g), pH vrednosti i dodatnog
termickog tretmana na formiranje NaYF,:Yb,Er heksagonalne faze, kao i na stepen

aglomeracije sintetisanih cestica.
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Tipicna procedura je podrazumevala rastvaranje stehiometrijskih kolic¢ina nitrata
retkih zemalja u 10 ml destilovane vode, rastvaranje NaF u 10 ml (odnos RE:F=7) i
rastvaranje odmerene kolicine PVP u 40 ml etanola. Rastvor nitrata je lagano ukapan u
rastvor PVP, a zatim je dodat i rastvor NaF uz konstantno meSanje reakcione smeSe, pri cemu
je dobijen mutan rastvor, pH 4. Radi odredivanja uticaja pH vrednosti na proces nukleacije
NaYosYho17Ero0sFs faze u jednoj od sinteza je izvrSena i korekcija pH vrednosti do pH 9
ukapavanjem 0.1 M rastvora NaOH. Ovako dobijena reakciona smeSa je dodatno
homogenizovana meSanjem u trajanju od 15 min, a potom je prebacena u teflonski sud
zapremine 100 ml. Nakon zatvaranja autoklava, temperatura grejaca autoklava je podeSena na
200°C, a mesalica na 400 rpm. Nakon zavrSetka reakcije i hladenja reaktora, produkt reakcije
u formi finog praha je izdvojen centrifugiranjem pri 8000 rpm. Za ispiranje praha koris¢en je
etanol, nakon ¢ega je prah suSen na 100°C u trajanju od 3 h. Dodatni termicki tretman praha
vrsen je na 400°C, 5 h, u zaStitnoj atmosferi argona. U slucaju korisc¢enja etilen glikola za
rastvaranje PVP (30 ml) odnos voda/etilen glikol iznosio je 1:1, pri ¢emu je ostala procedura
pripreme reakcione smeSe bila ista. Nomenklatura uzoraka dobijenih u ovom sistemu
(definisanih  kao ,,UC-agens-koncentracija-rastvarac-dodatni  termicki tretman“, UC:

NaYo.sYho.17Ero.0sFs, koncentracija u mmol) dobijenih u ovom sistemu data je u Tabeli 3.

Tabela 3. Nomenklatura uzoraka dobijenih uz primenu PVP
Nominalni sastav ~ Koncentracija Vreme (h) Rastvara¢ Oznakauzorka
prekursora (mmol)
1 NaYogYbo17ErgosFas 10 2h Etanol UC-PVP-10-Et
2 Uzorak 1 nakon termi¢kog tretmana u argonu na 400 °C, 5 h UC-PVP-10-Et-TT
3 NaYggVYbg17EroosFs 5 2h Etanol UC-PVP-5-Et
4 NaYogYbg17EroosFs 5 2h Etanol/NaO UC-PVP-5-Et-NaOH
5 NaYygYbg17Er03Fs 5 2h Etilen glikol UC-PVP-5-EG

3.3.3. Sinteza NaYF,4:Yb,Er uz primenu PEG

U ovom eksperimentu ispitan je uticaj polietilenglikola i dodatnog zarenja na
morfoloSko-strukturna svojstva cestica. Odmerene koli¢ine nitrata retkih zemalja ukupne
koncentracije 10 mmol rastvorene su u 40 ml PEG-400 uz konstantno meSanje na magnetnoj
meSalici i uz zagrevanje do 50°C; posebno je napravljen rastovr NaF u 10 ml destilovane
vode (RE:F=7). U rastvor nitrata ukapavan je rastvor NaF a zatim je reakcionoj smeSi dodato

jo§ 30 ml PEG-400, pri ¢emu je dobijen mutan rastvor. Nakon homogenizacije meSanjem u
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trajanju od 15 min, reakciona smesa je prebacena u teflonski sud radne zapremine 100 ml. Po
zatvaranju autoklava temperatura grejaca je podeSena na 200°C, a brzina meSanja na 400 rpm.
Nakon dvocasovne reakcije 1 hladenja reaktora do sobne temperature, produkt reakcije u
formi finog praha je izdvojen centrifugiranjem pri 8000 rpm. Za ispiranje praha je koriS¢ena
destilovana voda, nakon cega je prah susen na 100°C u trajanju od 3 h. Dodatni termicki
tretman praha vrSen je na 400°C, 5 h, u zastitnoj atmosferi argona. Nomenklatura uzoraka
dobijenih u ovom sistemu (definisanih kao ,,UC-agens-koncentracija-rastvarac-dodatni

termicki tretman®, UC: NaY.gYbo17Ero03Fs, koncentracija u mmol) data je u Tabeli 4.

Tabela 4. Nomenklatura uzoraka dobijenih uz primenu PEG
Nominalni Sastav ~ Koncentracija Vreme (h) Rastvara¢é Oznakauzorka
prekursora (mmol)
1 NaYogYbo17ErgosFs 10 2h H,0 UC-PEG-10-aq

2 Uzorak 1 nakon termi¢kog tretmana u argonu na 400 °C, 5 h UC-PEG-10-ag-TT

3.3.4. Sinteza NaYF4:Yb,Er uz primenu PAA

Ispitivanje uticaja PAA na proces nukleacije NaYogYboi7EroosFs faze vrSeno je
dodavanjem 0,1 g poliakrilne kiseline u reakcionu smesu, i to na slede¢i nacin. Odmerene
kolicine nitrata retkih zemalja ukupne koncentracije 5 mmol su najpre rastvorene u 5 ml
destilovane vode; posebno su napravljeni rastvori NaF (5 ml, odnos RE:F=7) i PAA (50 ml,
smeSe voda/etanol u odnosu 1:4). Rastvor PAA je ukapan u rastvor nitrata uz mesanje, a
zatim je i rastvor NaF dodat na isti nacin. Nakon dodavanja NaF dobijen je mutni rastvor koji
je dodatno homogenizovan meSanjem u trajanju od 15 min. Korekcija pH vrednosti do pH 9
izvrSena je ukapavanjem male koli¢ine ratsvora NaOH (0.1 M), a zatim je reakciona smeSa
prebacena u teflonski sud zapremine 100 ml. Po zatvaranju autoklava temperatura grejaca je
podeSena na 200°C, a brzina meSanja na 400 rpm. Nakon zavrSetka reakcije u trajanju od 2 h i
hladenja reaktora do sobne temperature, produkt reakcije u formi finog praha je izdvojen
centrifugiranjem pri 8000 rpm. Za ispiranje praha je kori§¢en etanol, nakon ¢ega je prah suSen
na 80°C u trajanju od 3 h. U skladu sa napred definisanom nomenklaturom dobijeni uzorak
ima oznaku UC-PAA-5-Et.
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3.3.5. Sinteza NaYF4:Yb,Er uz primenu CS

U ovom setu eksperimenata pored ispitivanja uticaja samog CS na proces nukleacije
heksagonalne NaYF,:Yb,Er faze, ispitan je i zdruZeni uticaj CS 0,1 g i PVP 0,1 g, i to na
slede¢i nacin. Odmerene koli¢ine nitrata retkih zemalja koncentracije 5 mmol rastvorene su u
10 ml destilovane vode; posebno su napravljeni rastvori NaF (10 ml, RE:F=7) i hitozana (15
ml, uz dodatak nekoliko kapi HNO3 na 70°C). Rastvor hitozana je ukapan u rastvor nitrata uz
mesanje, a zatim je smeSi dodat i rastvor NaF na isti nac¢in. Dodavanjem 35 ml etilen glikola,
dobijen je bistar viskozan rastvor, pH 4. Nakon meSanja u trajanju od 20 min reakcioni
rastvor je prebacen u teflonski sud zapremine 100 ml. Po zatvaranju autoklava temperatura
grejaca je podeSena na 200°C, a brzina meSanja na 400 rpm. Nakon zavrSetka reakcije u
trajanju od 2 h 1 hladenja reaktora do sobne temperature, produkt reakcije u formi finog praha
je izdvojen centrifugiranjem pri 8000 rpm. Za ispiranje praha je kori§¢en etanol, nakon ¢ega
je prah susen na 60°C u trajanju od 2 h.

U slucaju ispitivanja zdruzenog uticaja hitozana i PVP, 0,1 g PVP je zasebno
rastvoren u 35 ml etilen glikola, pri ¢emu je ostala procedura bila ista kao u prethodnom
slucaju. pH vrednost dobijene reakcione smese iznosila je pH 3,9. Nomenklatura uzoraka
dobijenih u ovom sistemu (definisanih kao ,,UC-agens-koncentracija-rastvara¢, UC:

NaYsYbo.17Ero.03F4, koncentracija u mmol) data je u Tabeli 5.

Tabela 5. Nomenklatura uzoraka dobijenih uz primenu CS i CS-PVP

Nominalni sastav ~ Koncentracija Vreme (h) Rastvaraé¢ Oznaka uzorka
prekursora (mmol)
1 NaYpgYbo.17Ergo3Fs 10 2h H,O /EG UC-CS-5-EG
2 NaYygYbo17Eroo3Fs 10 2h H,O /EG/PVP UC-CS-/PVP -5-EG

3.3.6. Sinteza NaYF,4:Yb,Er uz primenu PLGA

Ispitivanje uticaja PLGA na proces nukleacije NaYF;Yb,Er faze wvrSeno je
dodavanjem 0,1 g PLGA u reakcionu smesu, i to na slede¢i nacin: odmerene koli¢ine nitrata
retkih zemalja ukupne koncentracije 5 mmol su najpre rastvorene u 15 ml destilovane vode.
Posebno su napravljeni rastvori NaF (5 ml, odnos RE:F=7), i PLGA (laktid:glikolid, 75:25,
Mr 66,000-107,000 rastvoren u 40 ml acetona). Rastvor NaF je ukapan u rastvor nitrata uz
mesanje, a zatim je dodat i rastvor PLGA na isti nac¢in. Dobio se mutan rastvor pH 9,5.
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Dobijena reakciona smesa dodatno je mesana 15 min, i potom prebacena u teflonski sud radne
zapremine 100 ml. Sa obzirom da je PLGA termicki stablan na temperaturama ispod 250°C
na atmosferskom pritisku [91], proces sinteze u autoklavu je izvoden na 120°C, u trajanju od
12 h, pri meSanju od 400 rpm. Nakon zavrsetka reakcije i hladenja reaktora, produkt reakcije
u formi finog praha je izdvojen centrifugiranjem pri 8000 rpm. Za ispiranje praha je koriS¢en
aceton, nakon ¢ega je prah suSen na 80°C u trajanju od 2 h. U skladu sa napred navedonom
nomenklaturom (,,UC-agens-koncentracija-rastvara¢, UC: NaYgYbo17Eroo3F4, koncentracija

u mmol) dobijeni uzorak ima oznaku UC-PLGA-5-Ac.

3.4. Metode kori$éene za karakterizaciju sintetisanog materijala

3.4.1. Odredivanje faznog sastava

Odredivanje faznog sastava sintetisanog materijala vrSeno je metodom difrakcije
praha X-zracima (eng. X-ray powder diffraction, XRPD). Ispitivanja su vrsena na slede¢im
difraktometrima:

- Bruker D8 Discovery i
- Philips X’PERT.

Kod oba uredaja koris¢eno je CuKa zradenje talasne duzine A= 1.5406 A, opsega
snimanja od 10-80°, sa korakom snimanja 0,02° i vremenom zadrZavanja od 1 i 5 s po koraku.
Strukturni podaci sintetisanih uzoraka (veli¢ina kristalita, dimenzije jedinicne celije i
ostvareni stepen substitucije jona itrijuma jonima dopanta) dobijeni su uta¢njavanjem XRPD
rezultata Ritveldovom ili La Bail metodom, kori§¢enjem softvera Topas 4.2. Pri uta¢njavanju

strukture je kori§¢en fundamentalni parametarski prilaz opisan u radu [92].

3.4.2. Odredivanje morfologije i hemijskog sastava uzoraka

3.4.2.1. Skening elektronska mikroskopija (SEM, EDAX)

Morfologija i semikvantitativna analiza hemijskog sastava sintetisanih uzoraka
ispitivani su pomocu skeniraju¢e elektronske mikroskopije u kombinaciji sa energetskom

disperzionom analizom X-zracima (SEM/EDAX). Analize su radene na uredajima JEOL
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JSM-6701F SEM, SEM XL 30/EDS, FE-SEM Zeiss DSM 960, TESCAN VEGA 3 SB i
FESEM/EDAX HITACHI SU-70. Priprema uzoraka je podrazumevala dispergovanje malih
koli¢ina praha u etanolu, nakapavanje suspenzije na nosac uzorka i naparavanje uzorka zlatom

u argonu. Softver SemAfore 5.21 JEOL koris¢en je za analizu raspodele veliCine Cestica.

3.4.2.2. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM, HRTEM, EDS)

Substruktura dobijenih uzoraka analizirana je pomocu transmisione elektronske
mikroskopije, dok je visokorezolucionom transmisionom elektronskom mikroskopijom (eng.
High resolution transmission electron microscopy, HRTEM) izvrSena potvrda faznog sastava
nanoCestica (Brza Furijeova transformacija, softver Gatan Digital Micrograph 3.7.4).
Elektronska difrakcija odabrane povrsSine (eng. Selected Area Electron Diffraction, SAED)
koriS¢ena je za potvrdu nastanka monokristalnih i1 polikristalnih nanocestica, dok je njihov
sastav odreden energetsko disperzionom spektroskopijom (EDS). Navedene analize su
uradene kori$¢enjem uredaja JEOL-JEM 2010 pri radnom naponu od 200 kV, u kombinaciji
sa elektronskom difrakcijom odabrane povrSine (SAED) i energetsko disperzionom

spektroskopijom (EDS).

3.4.3. Spektroskopske metode karakterizacije

3.4.3.1. Spektroskopija sa infracrvenom Furijerovom transformacijom (FTIR)

U cilju odredivanja prisustva i nacina vezivanja odredenih liganada na povrSini
sintetisanih Cestica primenjena je infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom
(engl. Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR). U tu svrhu koris¢en je Thermo
Scientific Nicolet 6700 spektrofotometar (Thermo Fisher Scientific) sa dijamantskom sondom
za ATR merenja (ATR - atenuirana totalna refleksija). Sva merenja su vrSena u vazduhu

primenom iste sile za ostvarivanje kontakta primenom 128 skeniranja pri rezoluciji od 4 cm™.
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3.4.3.2. Analiza dinamickog rasipanja svetlosti (Eng Dynamic light scattering
DLYS)

Analiza dinamickog rasipanja svetlosti hidrodinamickog precnika sintetisanih Cestica
(Eng. hydrodinamic radius Ry), radena je pomoéu Malvern Zetasizer Nano ZS u
dejonizovanoj vodi i DMEM medijumu, koji je koris¢en pri vizualizaciji UC cestica. U tu
svthu UC cestice dispergovane su u koncentraciji od 1 mg/ml i propustene kroz celulozni

filter, sa porama veli¢ine 0.45 pum, pre DLS merenja.

3.4.3.3. Fotoluminescentna merenja

Opticke karakteristike dobijenih prahova ispitivane su na sobnoj temperaturi pomocu
L.980300J (Thorlabs) spektometra koji ima MCPD-7700:311C (Otsuka Electronics Co. LTD)
detektor i koris¢enjem spektrofluorimetarskog sistema koji se sastoji od OPO (eng. Optical
Parameter Oscillation) lasera, izvora (EKSPLA NT 342 sa opsegom emisije od 210-2300
nm), kriostata (Advance Research Systems DE202-AE) sa Lakeshore model 331 kontrolorom,
spektrografa FHR 1000 (Horiba Jobin-Yvon) i ICCD detektora (Horiba Jobin-Yvon). Pored
toga kori$¢en je spektometar Fluorog sa C31034 fotomultiplikatorom. Spektri su mereni u UV
i vidljivoj oblasti pri ekscitaciji lasera u opsegu od 978-980 nm. Na osnovu dobijenih
spektara, uraden je proracun hromatskih koordinata koji definiSe finalni svetlosni odziv
svakog od sintetisanih UC, predstavljen X i Y koordinatama u CIE (fran. Commission
Internationale d Eclairage, CIE) diagramu [93].

3.4.3.4. Odredivanje vremena Zivota pobudenih energetskih stanja

Vreme Zivota nekog energetskog stanja jeste srednje vreme koje elektron provede u
pobudenom stanju pre nego Sto se vrati na osnovni nivo. Pri ispitivanju vremena Zivota,
dobijene su krive opadanja intenziteta luminescencije sa vremenom, koje su imale oblik
eksponencijalne funkcije prvog reda, definisan slede¢om zavisnoscu:

I(t)=1(0)e” " (1)
I(t)- intenzitet u vremenu t

I(0)- intenzitet u vremenu t=0
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T- Vreme zivota

Logaritmovanjem dobijenih intenziteta I(t) pa potom prevodenjem u graficki prikaz
Inl(t)-t, dobija se linearna zavisnost na osnovu Cijeg se nagiba odreduje vreme Zivota.
Linearno fitovanje radeno je u programu Origin Pro 8.

U slucaju da se vreme Zzivota nije moglo opisati eksponencijalnom funkcijom prvog

reda, odredivano je srednje vreme koriste¢i sledecu zavisnost:

= 1: (t)d /tol(;(t)d )

3.4.4. XPS analiza

XPS (eng. X-ray photoelectron spectroscopy) predstavlja fotoelektronsku
spektroskopiju koja koristi izvore rendgenskog zracenja od 200 eV do 2000 eV. XPS analiza
uzorka UC-CS-5-EG radena je na hemisfericnom analizatoru Alpha 100, gde se kao izvor
zracenja koristila MgKa linija (1486,6 eV). Dobijeni rezultati merenja koristili su se za
odredivanje elementarnog sastava povrsine Cestica, kao 1 prisustva odredenih funkcionalnih

grupa na samoj cestici razlaganjem odgovarajucih signala.
3.4.5. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

U cilju ispitivanja uzoraka UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac sa strane njihovog
koriS¢enja u biomedicinske svrhe, antibakterijska aktivnost Cestica je testirana prema Gram-
negativnoj bakteriji Escherichia coli, Gram-pozitivnoj bakteriji Staphylococcus aureus i
gljivici Candida Albicans, za tri razlicite koncentracije (10, 50 i 100 pg/ml).

Za potrebe ispitavanja antimikrobne aktivnosti uzoraka UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-
Ac pripremljene su hranljive podloge: sladni agar, sladni bujon, hranljivi agar, hranljivi bujon
(Torlak), sterilisane u autoklavu 15 minuta na temperaturi od 121°C.

Ispitivanja su vrSena disk-difuzionom metodom, pri ¢emu je postupak isti za sve
patogene. U sterilne Petri Solje, u sterilnoj atmosferi plamenika, doda se agar podloga (200
ml), za Escherichia coli i Staphylococcus aureus hranljivi agar dok se kod Candida albicans
koristi sladni agar. Kada se podloga stegne i osusi stave se po Cetiri sterilna bunarcica

(zapremine od 60 ul), nakon Cega se sipa top agar (20 ml) u kome je potom dodato 200 pl
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razblaZene kulture mikroorganizama (razblaZzenje od 10™ (1:10) za kulture Staphylococcus
aureus i Candida albicans, i 10 (1:100) za kulturu Escherichia coli). Nakon 1 h kada se
podloga stegne i ohladi izvade se bunar€i¢i. U prostor gde je bio bunar sipa se po 60 pl
kontrole i uzorka i to slede¢im redom: 1- kontrola (sterilna voda); 2- uzorak koncentracije 10
pug/ml; 3- uzorak koncentracije 50 pg/ml i 4- uzorak koncentracje 100 pg/ml. Petrijeve Solje
su potom inkubirane u termostatu na temperaturi od 37°C za patogene za Escherichia coli i

Staphylococcus aureus odnosno 30°C za Candida albicans, tokom 24 h.

3.4.6. Ispitivanje citotoksi¢nosti

3.4.6.1. Izolovanje ¢elija usne duplje

Citotoksi¢nost izabranih uzoraka je ispitivana na zdravim i kancerskim ¢elijama usne
duplje. Zdrave gingivalne ¢elije korena pulpe (eng. human gingival cell, HGC), kao i
skvamozne kancerske cCelije jezika (eng. oral squamous cell carcinoma, OSCC), dobijene Su
od pacijenata sa klinike za Maksilofacijalnu hirurgiju StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, uz saglasnost pacijenata. Planirani eksperimenti su odobreni od strane Eti¢kog
komiteta StomatoloSkog fakulteta (36/31), Univerziteta u Beogradu.

Priprema OSCC je radena prema standardnoj proceduri opisanoj u radu [94]. DMEM
medijum (Dulbecco’'s Modified Eagle Medijum) uz dodatak 20 % fetalnog govedeg seruma
(eng. fetal bovine serum, FBS) i 100 U/ml penicilin-streptomicin smeSe (Sigma-Aldrich) je
koriS¢en za transport uzorka tkiva. Nakon usitnjavanja tkiva, izdvojene ¢elije su uzgajane u
¢elijskoj kulturi T25 koris¢enjem DMEM medijuma kome je dodato 10 % FBS i 100 U/ml
smeSe penicilin-streptomicin, u termostatu u vlaznoj atmosferi 5 % CO, na temperaturi od
37°C. Hranljivi medijum je menjan na svaka 2-3 dana. Celije su presejavane pre nego $to
dostignu 80 % rasta kulture. Da bi se izbegla kontaminacija ¢elijama fibroblasta u kulturama,
vrseno je kratkotrajno izlaganje kultura TrypLE Express reagensu (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). OSCC koris¢ene u ovoj studiji su dobijene nakon treceg presejavanja.

Za ekstrakciju HGC koris¢eno je zdravo gingivalno tkivo od tri razli¢ita pacijenta,
starosti izmedu 19-25 godina, dobijeno tokom estrakcije treceg kutnjaka. Gingivalno tkivo je
transportovano u modifikovanom D-MEM/F12 medijumu (Dulbecco's Eagle's F12, Thermo
Fisher Scientific), sa dodatkon 20 % FBS-a i 1 % rastvora antibiotik/antimikotik (ABAM,
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Thermo Fisher Scientific). Tkivo je potom ispirano u fizioloSkom rastvoru fosfata (PBS,
Sigma Aldrich) i podvrgnuto metodi izolacije izrastanjem. Tkivo je najpre usitnjeno na manje
delove veligine ~ 1 mm?, zasejano u posudu od 25 cm? koja sadrzi DMEM/F12 sa dodatkom
10 % FBS-a i 1 % ABAM a zatim inkubirano na temperaturi od 37°C u 5 % CO,. Celijama je
bilo dozvoljeno da dostignu 80 % rasta kulture pre presejavanja, uz promenu hranljivog
medijuma na svaka 2-3 dana. HGC koris¢ene u ovoj studiji su dobijene nakon drugog

presejavanja.

3.4.6.2. MTT test

MTT (3-(4,5-dimetil-2tiazol-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid, Sigma Aldrich)
test je zasnovan na redukciji tetrazolijumske soli MTT dehidrogenazama celijskih
mitohondrija. Pri ovome dolazi do cepanja tetrazolijumskog prstena i pojave formazana, koji
poseduje karakteristi¢nu boju. MTT mogu da redukuju samo aktivne mitohondrije zivih ¢éelija
te je ovaj kolorimetrijski test koris¢en za merenje broja vijabilnih ¢elija, odnosno odredivanje
citotoksi¢nosti nekih od sintetisanih UC prahova. Odredivanje citotoksic¢nosti je ispitivano za
tri razlicite koncentracije UC nanocestica u medijumu, i to 10, 25 i 50 pg/ml. Za svaku
koncentraciju, odmerena kolic¢ina praha je suspendovana u sterilnom D-MEM/F12 medijumu
uz konstantno meSanje i ultrazvu¢nu sonikaciju u trajanju od 3 min. OSCC i HGC su zasejane
u posudu koja sadrzi 96 ,bunara“ u koncentraciji 10000 ¢elija po ,bunaru“, a zatim su
inkubirane na 37°C u vlaznoj atmosferi koja sadrzi 5 % CO,. Nakon 24 h, ¢elijama je dodato
po 100 ul rastvora odredene koncentracije i inkubacija ¢elija sa ¢esticama je nastavljena jos
24 h. Nakon tog perioda potroSeni medijum je uklonjen i u svaki ,,bunar* je dodato po 0.5
mg/ml MTT medijuma. Nakon inkubacije u trajanju od 4 h uklonjen je supernatant i ¢elije su
lizirane sa 100 pl dimetil sulfoksida (DMSO, Sigma Aldrich) u trajanju od 20 min na
temperaturi od 37°C. Ova tecnost je ujedno sluzila i za rastvaranje nagradenog formazana,
tako da se u bunarima razvijala karakteristicna crveno-ljubic¢asta boja, ¢iji je intenzitet
odredivan na ELISA c¢itacu (Enzyme-linked immunosorbent assay RT-2100c, Rayto, China)
na talasnoj duzini od 540 nm [95]. Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu i ponovljeni su tri
puta u nezavisnim eksperimentima. Vijabilnost ¢elija je izraZena odnosom apsorbance ¢elija
inkubiranih sa UC cCesticama i apsorbance ¢elija inkubiranih samo u medijumu- kontrola, a

rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD).
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3.4.7. Laser skenirajué¢a mikroskopija

Laser skeniraju¢a mikroskopija je koris¢ena za vizualizaciju UC cestica u celijskim
preparatima. Inkubacija Celija je radena sa rastvorima UC Cestica koncentracije 10 pg/ml. Pre
inkubacije rastvori su ultrasonificirani i filtrirani (filter sa porama veli¢ine 0.45 um) da bi se
uklonili aglomerati nanocestica i sprecila pojava saturacije tokom skeniranja. Na sterilnim
staklenim plo¢icama, dimenzija 22 mm x 22 mm, zasejano je po 10000 celijskih kultura,
HGC i OSCC, koje su zatim inkubirane u trajanju od 24 h (37°C, 5 % CO,). Nakon toga ¢elije
su izlozene rastvoru UC nanocestica i inkubacija je nastavljena joS 24 h. Staklene plocice sa
adherentnim celijama su zatim dva puta nezno ispirane PBS-om i potom fiksirane 4 %
paraformaldehidom (PFA, Sigma Aldrich) u trajanju od 20 min. ViSak PFA je ispran PBS-om
(3x3 min), plocice su osusene, nakon ¢ega je dodat 10 pl Moviola (Mowiol, Sigma Aldrich).
Ovako dobijene plogice su postavljene na mikroskopsko staklo, pri ¢emu su se celije nalazile
izmedu stakla i plocice. Uzorci su ¢uvani u mraku i na hladnom do mikroskopske analize
sutradan.

Laboratorijski ,,set up“ nelinearnog, laser skeniraju¢eg mikroskopa koji je korisc¢en za
vizuelizaciju c¢elija sa UC cesticama je detaljno prikazan u radu [96]. Ti:Safirski laser
(Coherent, Mira 900-F) koji moze da radi u femptosekundnom (FS) i kontiunalnom modu
(CM) je koris¢en kao izvor zracenja. Femptnosekundni mod je koris¢en za vizuelizaciju Celija
pri pobudi od 730 nm (autofluorescencija ¢elija), dok je kontinualno zracenje na 980 nm
koris¢eno za eksitaciju UC nanoCestica u Celijama. Snimanja su radena koriS¢enjem

imerzionog (uljnog) objektiva Carl Zeiss, EC Plan-NEOFLUAR, pri uvecanjima 40x1.3.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1.  Analiza NaYF,4:Yb,Er uzorka sintetisanog u prisustvu EDTA

4.1.1. Rendgeno-strukturna analiza prahova

Kristalna struktura predstavlja jedan od najvaznijih faktora koji utice na ponaSanje
rasta Cestica i njihova opticka svojstva. Kao $to je pomenuto ranije, NaYF, faza mozZe
kristalisati u kubnoj i heksagonalnoj strukturi. U kubnoj strukturi (prostorne grupe Fm-3m)
joni Na* i Y** nasumi¢no okupiraju jedan katjonski poloZaj koji se odlikuje visokim stepenom
simetrije. U heksagonalnoj kristalnoj strukturi (prostorne grupe P-6) postoje tri poloZaja
katjona, od kojih je jedan okupiran jonima Y*', drugi nasumi¢no okupiran jonima Y*" i Na*,
dok tre¢i zauzimaju joni Na* [97, 98]. Na slici 32 prikazani su rezultati difrakcije praha X-
zracima uzoraka NaY gYbo 17Er 03F4 sintetisanih u prisustvu EDTE u uslovima datim u tabeli
2. Uporednom analizom prikazanih rezultata moze se zakljuéiti da promenom koncentracije
reaktanata, rastvaraca ili vremena sinteze dolazi do formiranja kubne ili heksagonalne faze u
ovom sistemu. Detaljna analiza faznog sastava sintetisanih prahova, kao i odredivanje
strukturnih parametara dobijenih faza uradena je primenom Ritveldove metode u programu
Topaz Academic, slika 34. Na osnovu ove analize pokazano je da uzorak UC-EDTA-100-2-
aq poseduje heksagonalnu kristalnu strukturu koja odgovara Kartici JCPDS 28-1192,
prostorna grupa P-6. Takode u ovom uzorku je utvrdeno postojanje dve kristalne faze sli¢nih
parametara jedini¢ne éelije (A): a;=5.9787(1) ¢;=3.5022(1); i a,=5.9809 c,=3.5031(1),
razli¢ite velicine kristalita (nm): 526(4) i 42(1), i tezinskim udelima od 82 tez. % i 18 teZ. %,
redom stoji. Smanjenje vremena sinteze dovodi do kristalizacije kubne faze (JCPDS 77-2042,
prostorna grupa Fm-3m) u uzorku UC-EDTA-100-0,5-aq. Vrednosti parametra jedinicne
éelije: a=5.5100(15) A i V=165.4(1) A3 ukazuju na promenu veli¢ine resetke koja je posledica
ugradnje jona dopanta. Prora¢un okupacije katjonskih mesta jonima itrijuma od 0.86(1)
potvrduje nastajanje jedinjenja zadate stehiometrije NaYogYbo17EroosFs. Proseéna velicina
Kristalita u ovom uzorku iznosi 34(1) nm. Do nastanka kubne faze usled fazne transformacije
dolazi i sa produzenjem vremena sinteze, tako da je uzorak UC-EDTA-100-20-aq polifaznog
sastava, odnosno sadrzi Cestice kubne i heksagonalne kristalne strukture. lako je iz literature
poznato da je proces a—f transformacije endoterman proces koji dovodi do formiranja
termodinamicki stabilnije faze [65], rezultati dobijeni u ovom sistemu ukazuju da je proces
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f—a transformacije takode mogu¢ u uslovima produzenog termickog tretmana. Promena
rastvaraca, odnosno uvodenje etanola kao rastvarac¢a (odnos voda:etanol=1:2) uz smanjenje
koncentracije reaktanata ima za posledicu nastajanje kubne a- NaYF,:YDb,Er faze koju prati i
nizak udeo ortorombic¢ne YF; faze (5 tez. %). Nukleacija kubne faze u ovom sistemu moze
biti posledica kristalizacije u uslovima nize koncentracije reaktanata, uticaja ve¢eg napona
pare rastvaraca etanol-voda ali i razlike u helatnoj strukturi koja se formira u prisustvu etanola
[99]. Dodatni termicki tretman uzoraka UC-EDTA-100-0,5-aq ne dovodi do promene u
strukturi i faznom sastavu pa je i u uzorku UC-EDTA-100-0,5-ag-TT potvrdeno prisustvo
kubne faze (JCPDS 77-2042, prostorne grupe Fm-3m), sa parametrima jedini¢ne kubne celije:
a=5.50538(16) A i veli¢inom kristalita od 30(1) nm, slika 33. Strukturnim utaénjavanjem
podataka, koji su dobijeni rendgenskom analizom praha UC-EDTA-100-2-ag-TT (slika 33),
potvrdeno je prisustvo heksagonalne faze (JCPDS 28-1192, prostorne grupe P-6), sa
parametrima jedini¢ne Celije: a=5.9785(1) A, ¢=3.5023(1) A u kristalitima prosecne veligine
591(2) nm.

A UC-EDTA-10-2-Et

UC-EDTA-10-20-Et

UC-EDTA-10-2-Et

Intenzitet, a.u.

UC-EDTA-10-2-Et

T T I I T " T |
10 20 30 40 50 60 70 80 90
20, °

Slika 32 Difrakcija praha X-zracima uzoraka iz sistema UC-EDTA
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Intenzitet, a.u.

UC-EDTA-100-2-ag-TT

UC-EDTA-100-0.5-ag-T'1

I - I
20 40

T
60

I
100

UC-EDTA-
100-2-ag-TT
Hex. P-6
100%
5.9785 (1)
3.5023 (1)
591 (2)

UC-EDTA-
100-20-aq
Cubic Fm-3m
83%

5.51212 (10)

56 (1)
0.34 (1)

UC-EDTA-10-
2-Et

Cubic Fm-3m
95%

5.53026 (27)

64 (4)
0.18 (2)
1.38

20, °

Slika 33 Difrakcija praha X-zracima uzoraka iz sistema UC-EDTA-TT

Tabela 6. Podaci dobijeni strukturnim utacnjavanjem Ritveldovom metodom
UC-EDTA- UC-EDTA-100- UC-EDTA-100-2-aq
100-0.5-ag  0.5-ag-TT

Glavna faza, Cubic Fm-3m Cubic Fm-3m Hex. P-6 Hex. P-6

tez. % 100% 100% 82% 18%

a (A) 5.5100 (15) 5.5054 (16)  5.9787 (1) 5.9809 (1)

c(A) 3.5023 (1) 3.5031 (1)

CS"(nm) 34 (1) 30 (1) 526 (4) 34 (1)

Mikronaprezanje (%) - - - -

Rerage 1.35 1.25 - -

Okup. Y** 0.86 (1) 0.80 (1) - -

Dodatna faza, tez. % - - -

0.86(1)
Hex. P-6
17%

0.73 (1)
Ort YF; Pnma
5%

a- NaYE, (JCPDS 77-2042) a=5.47 A
B- Na; 5Y; sFg (JCPDS28-1192) a=5.91 A ¢=3.49 A
ort-YF; (ICSD 6023)a=6.35 A b=6.85 A c=4.39 A

*CSeng. crystallites sizes -veli¢ina kristalita
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Strukturno uta¢njavanje uzoraka a) UC-EDTA-100-0,5-aq; b) UC-EDTA-100-

2-aq; ¢) UC-EDTA-100-20-aq; d) UC-EDTA-10-2-Et; e) UC-EDTA-100-0,5-a9-TT; f) UC-
EDTA-100-2-ag-TT. Difraktogrami dobijeni merenjem su dati kao crni krugovi, primenom
Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova razlika predstavljena sivom linijom.
Referentne refleksije prisutnih faza oznaCene su vertikalnim linijjama u dnu dijagrama,
crvenom bojom predstavljena je B- NaYF4:YDb,Er faza, dok je a- NaYF4:Yb,Er faza oznacena

crnom bojom.
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4.1.2. Morfologija, hemijski i fazni sastav prahova

Morfoloske karakteristike, hemijski i fazni sastav sintetisanih Cestica odredene su
koriS¢enjem skenirajuce i transmisione elektronske mikroskopije, slike 35 i 36. Na osnovu
dobijenih rezultata utvrdeno je da je morfologija Cestica posledica njihove kristalne strukture.
Naime, sferi¢ne nanocestice u uzorcima UC-EDTA-100-0,5-aq, UC-EDTA-100-20-aq i UC-
EDTA-10-2-Et (Slika 35a,c,d) poseduju kubnu strukturu koju odlikuje izotropni rast kristalita
[100]. Njihova veli¢ina i kristalini¢nost je posledica procesnih parametara. Tako, pri kracem
vremenu sinteze nukleacija i rast kristalita kubne faze dovodi do formiranja sferi¢nih
nanocestica veli¢ine ~50 nm, dok sa produzenjem vremena procesiranja dolazi do nastajanja
nanocestica u Sirem opsegu veli¢ina (uzorci UC-EDTA-100-0,5-aq i UC-EDTA-100-20-aq,
slike 35a,c). Elektronska difrakcija izabrane oblasti (SAED, Slike 36a,d) ukazuje na d
vrednosti 3.156, 2.743, 1.943 i 1.664 A koje odgovaraju kristalografskim ravnima (111),
(200), (220) i (311) kubne NaYF, faze (JCPDS 77- 2042). Nastale Cestice su polikristalne
strukture, dok je njihova kristalini¢nost u funkciji vremena sinteze. S druge strane, TEM-
SAED analiza uzorka UC-EDTA-10-2-Et, za C¢iju sintezu je koriS¢en prekursor nize
koncentracije i etanol kao rastvara¢, pokazuje da su nastale nanocestice ¢ija je veliina u
opsegu do 100 nm monokristalne, slika 36b. lako kristaliSu iz rastvora niske koncentracije,
ove Cestice imaju Siru raspodelu zbog orijentacionog spajanja viSe nukleusa koji dalje rastu
kao jedan kristal.

Prisustvo heksagonalne faze koja je potvrdena u uzorcima UC-EDTA-100-2-aq i UC-
EDTA-100-20-ag, znacajno utice na finalnu morfologiju nastalih Cestica, slike 35b,c. Usled
anizotropnog rasta heksagonalne kristalne strukture, ¢estice imaju oblik heksagonalnih prizmi
sa pravougaonim stranama duzine oko 3um i bazom dimenzije oko 500 nm. Sporadi¢no, u
uzorku UC-EDTA-100-2-ag uoc¢eno je i prisustvo poliedarskih formi nastalih spajanjem
heksagonalnih baza u formu cveta, koje su prikazane u okviru isecka na slici 35b. Anizotropni
rast kristalnih ravni posledica je njihove razli¢ite brzine rasta koja je u funkciji hemijskog
potencijala, odnosno proporcionalna je odnosu povrSine odredene ravni i broja atoma na njoj.
S obzirom na €injenicu da kristalna ravan (100) ima veéu gustinu RE** jona nego ravan (001),
adsorpcija F~ jona na njima ¢e se odvijati u ve¢oj meri doprinoseci dalje anizotropnom rastu
formiranih kristalita [100]. Na osnovu dobijenih rezultata i uzimajuc¢i u obzir kineticku
stabilnost kubne faze, moze se zakljuciti da ¢e proces precipitacije i nukleacije NaYF4.Yb,Er

u rastvoru inicijalno rezultirati nastankom sfericnih nanocestica kubne strukture.
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Intenziviranje procesa povrsinske difuzije jona na ve¢ formiranim nanocesticama koje se
deSava s porastom vremena sinteze i/ili temperature, dovodi do stvaranja zacetaka latica koje
dalje neizotropno rastu stvarajuc¢i heksagonalne prizme sa zajednickom bazom/jezgrom.
Smanjivanje baze, usled daljeg rastvaranja/rekristalizacije Cvrste faze u rastvoru, kao i trenje
usled meSanja tokom hidrotermalnog procesiranja dovodi do odvajanja pojedinacnih
heksagonalnih poliedarskih formi, odnosno nastanka prizmi mikronske veli¢ine koje
predstavljaju tipicnu morfologiju ¢estica u uzorku UC-EDTA-100-2-aqg, slika 35b [101].
Prisustvo nanocestica sa heksagonalnim kristalnim uredenjem, na koje je ukazala XRPD
analiza uzorka UC-EDTA-100-2-aq, potvrdeno je TEM i SAED analizom, slika 36¢c. SAED
isecak na slici 36¢, pokazuje d vrednosti 3.004, 2.900, 1.946, 1.603 i 1.364 A koje odgovaraju
(110), (101), (210), (102) i (201) kristalnim ravnima - NaYF, faze (JCPDS 28-1192), redom
stoji. ProduZenje vremena reakcije na 20 h (uzorak UC-EDTA-100-20-aq), dovodi do
rastvaranja 1 rekristalizacije mikronskih cestica, te su heksagonalne prizme nesto tanje, a
pored njih se u uzorku uocavaju i novonastale sfericne nanocestice kubne faze, slika 35c.

Dodatni termicki tretman sintetisanih prahova monofaznog sastava (uzorci UC-
EDTA-100-0,5-ag-TT i UC-EDTA-100-2-ag-TT), ne dovodi do promene faznog sastava i
veli¢ine Cestica, ali povecava njihovu kristalini¢nost i dovodi do pojave meducesticnog
sinterovanja, slike 37 i 38.

Tipi¢an spektar energetsko-disperzione analize (EDS) cestica dobijenih u ovom
sistemu, prikazan je na slici 39. Sve prahove odlikuje visok stepen CistoCe i prisustvo
elemenata koji ih izgraduju: natrijum (Ka na 1.041), itrijum (La na 1.92 keV), iterbijum
(Lo na 7.414 i M na 1.521 keV), erbijum (Lo na 6.947 i M na 1.404 keV) i fluor (Ka na
0.677). Homogena distribucija prisutnih elemenata unutar pojedinacnih Cestica
pokazana je primenom energetske disperzione analize X-zracima (EDAX) uzorka UC-
EDTA-100-2-aq, slika 40.
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Slika 35 SEM mikrografije uzorka a) UC-EDTA-100-0,5-aq; b) UC-EDTA-100-2-aq;
c) UC-EDTA-100-20-aq; d) UC-EDTA-10-2-Et

100 g
——

g S T

Slika 36 TEM mikrografije uzoraka a) UC-EDTA-100-0,5-aq; b) UC-EDTA-10-2-Et;
c,d) UC-EDTA-100-2-aq
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Slika 37 TEM i SAED analiza uzorka UC-EDTA-100-0.5-ag-TT

15.0kV 15.9mm x4

Slika 38 FESEM analiza uzorka UC-EDTA-100-2-ag-TT

400
300
200

100

keV

Slika 39 Tipi¢na EDS analiza uzorka iz sistema UC-EDTA
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Slika 40 EDAX analiza uzorka UC-EDTA-100-2-aq

4.1.3. FTIR analiza uzorka

U cilju potvrde prisustva/odsustva karakteristi¢nih funkcionalnih grupa EDTE na
povrsini sintetisanih Cestica uradena je in situ FTIR spektometrija. Analiza uzoraka UC-
EDTA-100-0,5-aq i UC-EDTA-100-20-aq prikazana je na slici 41. U cilju oznacavanja
spektralnih traka uradena i analiza spektra EDTA jedinjenja. Na osnovu literaturnih podataka
EDTA spektar se moZe podeliti u tri oblasti: (1) 3200-2700 cm™ koji ukljuduje i -CH,
istezanje u opsegu od 3100-2750 cm™; (2) 1650-1350 cm™ koji pripada COOH istezanju i (3)
1350-900 cm™ koji pripada CH-OH i C-N istezanju [102-104]. Na osnovu prikazanih spektara
koji odgovaraju ispitivanim uzorcima, moze se uociti da su samo trake koji pripadaju C=0
(na 1644 cm™ i 1622 cm™) i C-N (na 1414 cm™ i 1398 cm™) istezanju dobro oGuvane u
sintetisanim Cesticama. Njihovi intenziteti su slabiji a pozicija malo pomerena u odnosu na
njihov polozaj u spektru ¢iste EDTE usled koordinacije jona retkih zemalja na povrsini
Cestica. Pored prethodno navedenih traka, u sintetisanim uzorcima su ocuvane i Siroke trake

na 3423 i 3417 cm™ koji predstavljaju -OH istezanje, a koje potvrduju hidrofilnost Cestica.
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Slika 41 FTIR analiza uzoraka UC-EDTA-100-0,5-aq, UC-EDTA-100-20-aq i EDTA
jedinjenja

4.1.4. Fotoluminescentne karakteristike uzorka

»,Up“- konverzija sintetisanih uzoraka odredena je pobudivanjem na 980 nm, a
dobijeni spektri prikazani na slici 42a ukazuju na prisustvo plave, zelene i crvene emisije
svetlosti na talasnim duzinama 375-415, 510-560 i 640-670 nm, redom stoji. Intenziteti
emisija, kao i $irina emisionih linija posledica su kristalini¢nosti i veli¢ine sintetisanih Cestica.
Na osnovu dijagrama energetskih nivoa Yb®*" i Er**, prikazanom u okviru slike 42c, uocene
emisione linije se pripisuju slede¢im f-f elektronskim prelazima jona Er**: *Hgp — “lisp
(plava emisija na 407 nm), (*H1w, *S32)— “l1s12 (zelena emisija, na 520 nm i 540 nm) i “Fgp
— Yyspp (crvena emisija na 655 nm). Na osnovu dobijenih spektara, uraden je proracun X i Y
hromatskih koordinata kojim je definisan finalni svetlosni odziv svakog od sintetisanih
uzoraka u ovom sistemu, a koje su predstavljene u okviru CIE dijagrama na slici 42c.
Analizom ovog dijagrama moze se uociti da uzorke koji sadrze heksagonalnu fazu odlikuje
zelena emisija svetlosti, dok se finalni svetlosni odziv uzoraka koji sadrze kubnu ili meSavinu
kubne i heksagonalne NaYF4:Yb,Er faze pomera ka Zuto-narandZastom delu spektra, usled
jacanja crvene emisije. Kao S$to je ve¢ objaSnjeno u poglavlju 2.4.3, do jacanja intenziteta
crvene emisije u spektru moZe doéi usled pobudivanja *Fg» nivoa preko “liz» nivoa,
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multifononske relaksacije *F7/, nivoa preko “Hi i *Sz;, nivoa, kao i neradijativnih prelaza sa
*l11» nivoa na *lsp nivo, isedak na slici 42b. U literaturi je pokazano da je proces
neradijativne relaksacije *l11>, — *l132, koji prethodi pobudivanju *Fe, nivoa, posebno izrazen
u nanokristalima [105], Sto je i vidljivo u spektru uzorka UC-EDTA-100-0,5-aq kojeg
odlikuje najmanja veli¢ina kristalita (34 nm), kao i kod termicki tretiranog uzorka, UC-
EDTA-100-0,5-aq-TT. Suprotno tome, u spektrima uzoraka UC-EDTA-100-2-aq, UC-EDTA-
100-2-ag-TT i UC-EDTA-100-20-aq, koji poseduju visoku kristalini¢nost ¢estica mikronskih
dimenzija, izraZzene su i ljubicasto/plave emisione linije na 375-415 nm, kao i pojava nove
spektralne linije na 557 nm u zelenom delu spektra. Ova linija je posledica *Her, — *l13
prelaza [106], koji doprinosi jacanju zelene emisije. Plava emisiona linija na 488 nm, koja
poti¢e od *F7p — “*lis, prelaza, je karakteristina za uzorak UC-EDTA-10-2-Et, kojeg
odlikuje monokristalna struktura cestica 1 odsustvo defekata koji dovode do gasSenja
luminescencije.

Za uzorke UC-EDTA-100-2-ag, UC-EDTA-100-2-ag-TT i UC-EDTA-100-20-aq koji
su okarakterisani najja¢im svetlosnim odzivom, odredena su i vremena Zivota plave, zelene i
crvene emisije, slika 43, a dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 7. Visoke vrednosti vremena
zivota luminescencije (nekoliko stotina mikrosekundi) ukazuje na visoku populaciju nivoa
koje odlikuju radijativni prelazi, kao i smanjeni intenzitet multifononske relaksacije sa *Fo/,
nivoa, odnosno uspesan transfer energije sa Yb** na Er** jon. U odnosu na podatke koji se
mogu naci u literaturi, a koji se odnose na Cestice istog sastava i morfologije dobijene
koris¢enjem KF i TSC-a (umesto NaF i EDTE): - (plava, “Hop—"l155); 23.97-58.71 us
(zelena *Sgp) i 121.54-276.69 ps (crvena, *Fo—"lisr) [100], dobijeni rezultati su znacajno

bolji.
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Slika 42 a), b)Emisioni spektri sintetisanih prahova; c) CIE dijagram hromatskih

koordinata koje definiSu svetlosni odziv sintetisanih uzoraka u ovom sistemu UC-EDTA-100-
0,5-aq (0.33, 0.63),UC-EDTA-100-2-aq (0.35, 0,62),UC-EDTA-100-20-aq (0.37, 0.59),UC-
EDTA-10-2-Et (0.38, 0.52),UC-EDTA-100-2-ag-TT (0.51,0.49),UC-EDTA-100-0,5-aq-TT
(0.33,0.63)

Tabela 7. Vreme zivota plave, zelene i crvene emisije

o (Ms)
Hojo—" 11512 Hi112, *S3r2 =152 *Fara—" sy
Plava (407 nm)  Zelena (539 nm) Crvena (655 nm)
UC-EDTA-100-2-aq 0,127 0,251 0,292
UC-EDTA-100-2-ag-TT 0,124 0,251 0,300
UC-EDTA-100-20-aq 0,237 0,335 0,386
] 407 nm = 9 408 nm = 407 nm =
a) ta 539 nm= b) 1 539nm= ¢) %, 539 nm =
7:-:l 654 nm= . "l=.__ 654 nm = "ll 655 nm =
" L] e . .':.. "tua, .. .': =
-l. . --..:.-l... .l“.. .. g :.:--.“ .l-..- - L ||...
" . T . : '-. - "._. “-...-- .'='=:=l=|
"aa LT 1 " - -............-I-

00 02 04 06 08 1.0 1.2 0002040608121416182022 00020406081.012141.6
Vreme, ms Vreme, ms Vreme, ms

Slika 43 Vreme Zivota plave, zelene i crvene emisije za uzorke: a) UC-EDTA-100-2-aq;
b) UC-EDTA-100-2-ag-TT; ¢) UC-EDTA-100-20-aq
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4.2.  Analiza NaYF4:Yb,Er uzorka sintetisanog u prisustvu PVP-a

4.2.1. Rendgeno-strukturna analiza prahova

Promena koncentracije reaktanata, dodatni termicki tretman, kao i izvodenje reakcije u
solvotermalnim uslovima (kori§¢enje etanola i etilenglikola) u sistemu u kome je PVP
koris¢en kao ligand ima za rezultat formiranje prahova razliCitog faznog sastava pri istom
vremenu sineze. Na slici 44 prikazani su rezultati difrakcije praha X-zracima uzoraka UC-
PVP-10-Et, UC-PVP-10-Et-TT, UC-PVP-5-Et, UC-PVP-5-EG i UC-PVP-5-Et-NaOH
sintetisanim u uslovima datim u tabeli 3. Kod ovih uzoraka dolazi do nukleacije kubne a-
NaYF4:Yb,Er (JCPDS 77-2042) ili heksagonalne B- NaYF4:Yb,Er (JCPDS 16-0334) faze u
zavisnosti od koncentracije reaktanata i1 tipa rastvaraca. Nukleacija heksagonalne faze u
nanocesticama postignuta je u uzorku sintetisanom iz etanolskog rastvora prekursora vece
koncentracije (UC-PVP-10-Et), dok je kubna struktura ona koja preovladava u nanocesticama
sintetisanim iz rastvora niZe koncentracije (UC-PVP-5-Et). Promena pH vrednosti (UC-PVP-
5-Et-NaOH), kao 1 koriS¢enje etilenglikola (UC-PVP-5-EG) ne utice na stepen transformacije
kubne u heksagonalnu fazu, dok dodatni termicki tretman uzorka UC-PVP-10-Et dovodi do
smanjenja intenziteta refleksija kubne faze u uzorku UC-PVP-10-Et-TT. Detaljna analiza
faznog sastava sintetisanih prahova u ovom sistemu, kao i1 odredivanje strukturnih parametara
dobijenih faza uradena je primenom Ritveldove metode u programu Topaz Academic, Slika
45, dok su dobijeni podaci prikazani u tabeli 8. 1z tabele se moze videti da usled substitucije
itrijuma jonima iterbijuma i erbijuma dolazi do promene parametara jedini¢ne éelije, Sto
potvrduje 1 snizena vrednost faktora okupacije katjonskog polozaja koje zauzima Y
(vrednost 1 odgovara stehiometriji nedopirane kubne NaYF; faze). Pri uta¢njavanju
heksagonalne faze koris¢ene su fiksirane vrednosti okupacionog faktora itrijuma prostorne
grupe P63/m, jer je time postignuta najbolja saglasnost modelovanih i eksperimentalno
dobijenih podataka.
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Slika 45 Strukturno uta¢njavanje uzoraka: a) UC-PVP-10-Et; b) UC-PVP-5-Et; ¢) UC-
PVP-5-EG d) UC-PVP-10-Et-TT; e) UC-PVP-5-Et-NaOH. Difraktogrami dobijeni merenjem
su dati kao crni krugovi, primenom Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova
razlika predstavljena sivom linijom. Referentne refleksije prisutnih faza oznacene su
vertikalnim linijama u dnu dijagrama, crvenom bojom predstavljena je B- NaYF4:Yb,Er faza,
dok je a- NaYF,:Yb,Er faza oznac¢ena crnom bojom.

Tabela 8. Podaci dobijeni strukturnim uta¢njavanjem Ritveldovom metodom
UC-PVP-10-Et UC-PVP-10- UC-PVP-5-Et  UC-PVP-5-Et-NaOH  UC-PVP-EG
Glavna faza, Hex. P63/m Cubic Fm-3m Se):.TP63/m Cubic Fm-3m Cubic Fm-3m Hex. P63/m Cubic Fm-3m
Tez. % 78% 22% 91% 92% 97% 3% 100%
a (A) 5.9771(2) 5.4553(2) 5.9762 (2) 5.489 5.4885 (1) 5.9752 (3) 5.509
c(A) 3.5145 (1) 3.5093 (1) 3.5109 (3)
CS™ (nm) 78 (2) 11 (1) 100 (3) 34.1 (5) 53 (1) 104 (4) 102 (20)
Mikronaprezanje (%) 0.06 (2) 1.1(1) 0.03 (1) 0.07 (1) 0.09 (1) - 0.11
Reragg 4.5 1.2 2.1 1.9 1.9 - 2.2
Okup. Y - - - 0.62 (1) 0.4 - 0.8
Dodatna - Cubic Fm-  Hex. P63/m
3m
faza, tez. % 9% 8%

- NaYF, (JCPDS 77-2042): a=5.47 A
B- Naj 5Y1 sFs (JCPDS 16-0334) a=5.96 A c=3.53 A

*CSeng. crystallites sizes -veli¢ina kristalita

4.2.2. Morfologija, hemijski i fazni sastav prahova

Na slikama 46 i 47 prikazani su rezultati TEM i SEM analiza uzoraka UC-PVP-10-Et i
UC-PVP-10-Et-TT, odnosno UC-PVP-5-Et, UC-PVP-5-Et-NaOH i UC-PVP-5-EG, redom
stoji. Kod uzorka UC-PVP-10-Et, vecina Cestica su izduzenog, nepravilnog oblika, slika 46a.
Pored toga postoji i mali udeo sferi¢nih Cestica. Sve Cestice su medusobno povezane tankim
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amorfnim filmom koji najverovatnije poti¢e od PVP-a. Nezavisno od oblika, cestice odlikuje
visoka kristalinicnost, a FFT analizom je potvrdeno prisustvo kubne (isecak na slici 46b) i
heksagonalne (iseCak na slici 46¢) NaYF4:Yb,Er faze u njima. Dodatni termicki tretman ne
dovodi do znacajnije promene morfologije Cestica (uzorak UC-PVP-10-Et-TT, slika 46d) ali
doprinosi rastu kristalita usled meducesti¢nog sinterovanja prikazanog na isecku slike 46d. U
ovom uzorku uocljivo je 1 prisustvo Moir’eovih linija (slika 46e), koje nastaju preklapanjem
ravni kristalnih reSetki dva kristalita slicne orijentacije [107]. FFT analizom potvrdeno je
prisustvo heksagonalne faze u Cesticama, dok se na njihovoj povrSini uocava tanak sloj
amorfne (PVP) ili kubne (NaYF4:YDb,Er) faze, slike 46e, f, redom stoji. Prisustvo kubne faze
na povrsini Cestica ukazuje da na mestima na kojima je doslo do kontakta dva zrna razlicitog
kristalnog uredenja dolazi do transformacije kubne u heksagonalnu fazu Ostwaldovim
procesom srastanja [108]. FESEM mikrografije uzoraka UC-PVP-5-Et, UC-PVP-5-Et-NaOH
I UC-PVP-5-EG (slika 47) pokazuje da promena koncentracije prekursora, pH vrednosti i
rastvaraca uti¢e na promenu morfologije Cestica, na nacin da je veéina Cestica pravilnijeg,
sfericnog oblika. Sferi¢nost Cestica je delimi¢no uslovljena i kristalizacijom kubne faze u
ovim uzorcima, kao i malom veli¢inom kristalita (tabela 8). Tipi¢na EDS analiza uzoraka iz

UC-PVP sistema, slika 47e, potvrduje visok stepen Cistoce i1 prisustvo dopanata.
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Slika 46

a

SEI 30kV  X200,000 WD39mm 100nm uc SEI 50KV X50,000 WD44mm  100nm

¢)

keV

Slika 47 FESEM mikrografije uzorka a) UC-PVP-5-Et b) UC-PVP-5-Et-NaOH i c-d)
UC-PVP-5-EG, e) Tipi¢na EDS analiza uzorka iz sistema UC-PVP
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4.2.3. FTIR analiza uzorka

FTIR analiza uzoraka sintetisanih koriS¢enjem PVP-a u razli¢itim reakcionim
medijima, kao i Cistog PVP-a, prikazana je na slici 48. Na osnovu literaturnih podataka [70,
109] izvrseno je oznacavanje traka prisutnih u spektru sintetisanih uzoraka i to: asimetri¢no
istezanje CH, (prsten) na 2950 cm™, simetri¢no istezanje CH, (lanac) na 2922 cm™, C=0
istezanje na 1657 cm™, istezanje pirolidonskog prstena u opsegu od 1465 cm™ do 1387 cm™ i
amid IV istezanje na 647 cm™. lako su pikovi oslabljenog intenziteta, njihovo postojanje
potvrduje prisustvo polivinilpirolidona, na $ta je ukazala i prethodna TEM i SEM analiza. Sa
druge strane FTIR analiza termicki tretiranog uzorka, UC-PVP-10-Et-TT, pokazala je
odsustvo karakteristicnih pikova PVP funkcionalnih grupa.

UC-PVP-10-Et-TT

UC-PVP-5-EG

UC-PVP-5-Et-NaOH

Transmitanca %

UC-I’VP-E]()—]LI

{ PVP

2922
1421 647

1657 (1465 - 1387)

J \ i \ ? T : T \ T i 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Talasni broj, cm™

Slika 48 FTIR analiza ¢istog PVP i uzoraka iz sistema UC-PVP

4.2.4. Fotoluminescentne karakteristike uzorka

,Up“- konverzija uzoraka merena je pri pobudivanju od 980 nm, a dobijeni spektri su
prikazani na slici 49a. Kao i u prethodnom sistemu, uzorci emituju svetlost u plavom (420
nm), zelenom (510-560 nm) i crvenom (640-690 nm) delu spektra, usled prelaza koji su
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opisani u Poglavlju 4.1.4. Prisustvo kubne ili heksagonalne faze u uzorcima znacajno uti¢e na
oStrinu 1 intenzitet emisionih linija, a samim tim i na finalni svetlosni odziv Cestica. Tako
uzorak UC-PVP-5-EG koji sadrzi kubnu NaYF,;:Yb,Er fazu emituje svetlost Zuto-
narandZastog dela spektra, CIE (0.56, 0.44), dok kod uzoraka UC-PVP-10-Et, UC-PVP-10-
Et-TT, UC-PVP-5-Et i UC-PVP-5-Et-NaOH koji sadrze heksagonalnu fazu dolazi do
pomeraja CIE koordinata ka zelenom delu spektra, slika 49c. Razlog tome je Sto
heksagonalna faza ima nizu simetriju kristalne celije koja povecava verovatnocu realizacije
4f-4f prelaza. Iako termicki tretirani uzorak UC-PVP-10-Et-TT ima najveci tezinski procenat
heksagonalne faze, uzorak UC-PVP-10-Et emituje intenzivniju zelenu svetlost. Ovo se moze
objasniti pojavom meducesticnog sinterovanja i prisustvom kubne faze na povrSini
heksagonalne NaYF4:Yb,Er faze u termicki tretiranom uzorku, a moze biti i posledica
razlaganja PVP-a i formiranja organskih liganada (C-H i C-C vibracionih oscilatora) koji
dovode do parcijalnog gasenja luminescencije [45, 110]. U spektrima uzoraka UC-PVP-5-Et i
UC-PVP-5-Et-NaOH, vidljivo je razdvajanje emisionih linija u zelenom opsegu usled podele
*S31, energetskog nivoa uzrokovane homogenijom distribucijom dopanata u NaYF,; matrici
kod ovih uzoraka [111].

UC-PVP-5-EG

UC-PVP-5-Et-NaOH

Intenzitet, a.u.

UC-PVP-5-Et

2 4
Hon->"l 55 UC-PVP-10-Et-T1

[ Y\ /\ UC-PVP-10-Et

7 I ! T . | : [ J |
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Slika 49 a) Emisioni spektri sintetisanih prahova UC-PVP b) CIE dijagram hromatskih
koordinata koje definiSu svetlosni odziv sintetisanih uzoraka u ovom sistemu UC-PVP-10-Et
(0.31, 0.66), UC-PVP-10-Et-TT (0.33, 0.64), UC-PVP-5-Et (0.43, 0.55),UC-PVP-5-Et-NaOH
(0.46, 0.53), UC-PVP-5-EG (0.55, 0.44)

4.3. Analiza NaYF4:Yb,Er uzorka sintetisanog u prisustvu PEG

4.3.1. Rendgeno-strukturna analiza prahova

Rezultat difrakcije praha X-zracima uzorka NaYogYbgi7ErposF4 sintetisanog u
prisustvu PEG-a, slike 50 i 51a, pokazuje da Cestice u ovom sistemu primarno kristalisu u
kubnoj kristalnoj strukturi (97,8 tez. %), prostorne grupe Fm-3m (JCPDS 77-2042), dok se
heksagonalna P63/m (JCPDS 16-0334) faza javlja kao prateca, tabela 9. Dodatni termicki
tretman dovodi do znacajnog formiranja heksagonalne faze (42 tez. %), kao i nukleacije
monoklini¢ne NazYF3 faze prostorne grupe P121/nl (najjaca refleksija, pod uglom od 26 na
18.6°, ove faze obelezena je sa * na slici 50). Sadrzaj ove faze od 5.2 % tezinskih odreden je
strukturnim uta¢njavanjem, slika 51b, tabela 9. Transformacija kubne NaYF, faze u
monoklini¢nu fazu sastava NazYF3 je ve¢ zabeleZena u literaturi u temperaturnom opsegu od
530-800°C [112]. S obzirom da pored temperature i veliina kristalita znacajno utiCe na
pojavu fazne transformacije [113], male veli¢ine kristalita kubne faze od 41 nm omogucile su
nastajanje ove faze na temperaturi od 400°C. Inkorporaciju jona dopanata u kristalnu reSetku
NaYFs, potvrdena je kao i u prethodnim sistemima odredivanjem faktora okupacije
katjonskog mesta na koje se smesta Y**, i dobijena vrednost od 0.80(3) odgovara zadatoj

stehiometriji NaY.gYhbo17Ero03F4 jedinjenja.
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Utac¢njavanje strukture Ritveldovom metodom u programu Topas Academic za

sistem a) UC-PEG-10-aq i b) UC-PEG-10-ag-TT. Difraktogrami dobijeni merenjem su dati
kao crni krugovi, primenom Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova razlika
predstavljena sivom linijom. Referentne refleksije prisutnih faza oznacene su vertikalnim
linijjama u dnu dijagrama, crvenom bojom predstavljena je - NaYF4:Yb,Er faza, dok je o-
NaYF,:Yb,Er faza oznacena crnom bojom.
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Tabela 9. Podaci dobijeni strukturnim uta¢njavanjem Ritveldovom metodom
UC-PEG-10-aq UC-PEG-10-agq-TT

Glawna faza, Cubic Fm-3m  Cubic Fm-3m Hex P63/m
tez. % 97.80% 52.80% 42%

a(A) 5.4835(2) 5.4897 (1) 5.9802 (1)
c(A) 3.5061 (1)
cs” (nm) 41(1) 60 (3) 136 (3)

Mik ronaprezanje (%) 0.11 (1) 0.26 (2) 0.15(2)
Roragg 13 11 24

Okup. Y** 0.80(3) 0.80(3) -

Dodatna Hex P63/m Monoclinic P121/n1

faza, tez % 2.20% NazYF3-5.2%

a- NaYF, (JCPDS 77-2042): a=5.47A
B- Naj 5Y1 5Fg (JCPDS 16-0334) a=5.96 A ¢=353 A
*CS eng. crystallites sizes -veliCina kristalita

4.3.2. Morfologija, hemijski i fazni sastav prahova

Tipi¢na morfologija Cestica NaYF,4:YDb,Er sintetisanih u prisustvu PEG-a prikazana je
na slici 52. Slabo aglomerisane Cestice oblika nepravilne sfere, veli¢ine manje od 100 nm
izgradene su od manjih kristalita, slika 52a. Odgovaraju¢i SAED dijagram koji je prikazan
kao iseCak na slici 52a, potvrduje prisustvo kubne Fm-3m NaYF, faze u njima (JCPDS 77-
2042), dok EDS prikazan na slici 53 ukazuje na visoku Cisto¢u Cestica, kao i prisustvo
dopanata. S porastom uvecanja (slika 52b) moguce je zakljuciti da su Cestice Cija je veli¢ina
oko 40 nm, na kojima se jasno uocava (1 1 1) ravan, monokristalne. Prisustvo heksagonalne
(P63/m) faze potvrdeno je u ve¢im zrnima nepravilng oblika, prikazanim na slici 52¢. Uoceno
meduravansko rastojanje od 5.230 A odgovara (1 0 0) ravni heksagonalne faze (JCPDS 16-
0334). Prisustvo Moir eovih linija uo€ljivo je na slikama 52b i 52c. Dodatni termicki tretman
dovodi do rasta Cestica kao i do boljeg definisanja njihovog obilka, te je u ovom uzorku
jasnije prisustvo Cestica poligonalnog oblika, veli¢ine oko 100 nm i dvostruko manjih
sfericnih Cestica, slika 52d. SAED analize grupe Cestica prikazanih na slici 52b potvrduju
prisustvo refleksija obe faze. Prstenovi povezani sa heksagonalnom fazom obelezeni su
brojevima 1, 3115 (i odgovaraju (1 00), (20 1) i (1 0 2) ravnima), dok su ravni koje pripadaju
kubnoj fazi (1 1 1) 1 (3 1 1) obelezene brojevima 2 i 4. Sferi¢na Cestica veli¢ine ~60 nm,
prikazana na slici 52e, poseduje monokristalu kubnu prirodu, Sto je u skladu sa izraGunatom
vrednos¢u velicine kristalita kubne faze, tabela 9. Kontura slabijeg kontrasta vidljiva na ivici
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Cestice sugeriSe prisustvo amorfnog omotaca debljine od oko 2 nm. Njegovo prisustvo je
uocljivo i na poligonalnim ¢esticama heksagonalne faze koje takode poseduju monokristalnu
prirodu, slika 52f. Predpostavka je da je usled dodatnog termickog tretmana do$lo do
razgradnje PEG-a, i formiranja amorfnog ugljenika.

b

109 i ¥
——

LU0 i

1. 5.122 A (100)
¥y 2. 2.543 A (200)
| 3.1.682 A (300)
| 4.2.930 A (101)
; 5.1.462 A (202)

SRORRI i

Slika 52 TEM mikrografije uzorka a-c) UC-PEG-10-aq i d-f) UC-PEG-10-ag-TT
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Slika 53 Tipi¢na EDS analiza uzorka iz sistema UC-PEG

4.3.3. FTIR analiza uzorka

U cilju odredivana prisustva PEG liganda 1 prirode amorfne faze vidljive na TEM
mikrografijama Cestica ovog sistema, uradena je FTIR analiza uzoraka UC-PEG-10-aq i UC-
PEG-10-ag-TT, slika 54. Dobijeni FTIR spektar ukazuje na ocuvanje svih funkcionalnih
grupa PEG-a, i to: §iroka traka na 3000-3700 cm™ potice od istezanja hidroksilnih grupa (-
OH), traka na 2850 cm™ odgovara simetri¢nom -CHj istezanju, traka na 1647 cm™ je usled N-
H savijanja, traka na 1457 cm™ oznacava deformaciju CH, grupe, traka na 1348 cm™ je
posledica CH, pomeraja, traka na 1277 cm™ je usled deformacije C-H, traka na 1096 cm™
odgovara C-O-C istezanju van ravni, i trake na 950 i 843 cm™ ukazuju na simetri¢no C-O-C
istezanje u ravni [114, 115]. Intenziteti pikova potvrduje da su Cestice NaYF4:Yb,Er oblozene
PEG-om, dok pomeraj C-O-C grupe od oko 10 cm™ sugerise da je do$lo do formiranja
hemijske veze izmedu PEG 1 NaYF,:Yb,Er Cestica [115]. Sa druge strane na FTIR spektru
termicki tretiranog uzorka, UC-PEG-10-ag-TT, primeceno je odsustvo pikova funkcionalnih
grupa PEG-a, Sto ukazuje da je nakon dodatnog termickog tretmana doslo do njegove

dekompozicije.
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Slika 54 FTIR analiza uzorka UC-PEG-10-ag i UC-PEG-10-ag-TT

4.3.4. Fotoluminescentne karakteristike uzorka

Na slici 55a prikazan je spektar ,,up“- konverzije uzoraka NaYF,:Yb,Er sintetisanih u
prisustvu PEG-a, merene pri eksitaciji od 980 nm. Sirina i nizak intenzitet uo¢enih spektralnih
linijja uzorka UC-PEG-10-aq moZe biti posledica prisustva hidroksilnih grupa, cije je
prisustvo potvrdeno FTIR analizom. Naime, pokazano je da prisustvo -OH grupa na povrsini
NaYF,:Yb,Er nanocestica, moze biti posledica ne samo adsorpcije ve¢ i formiranja Y-OH
veze usled odvijanja procesa sinteze u prisustvu vode [116]. U tom slucaju hidroksilna grupa
dovodi do gaSenja ,,up“- konvertorske emisije, odnosno dovodi do smanjenja njenog
intenziteta, usled multifononske relaksacije Er®* jona: *l11o — *li3s i *Hapo, *Saro— *Fop [116,
117]. Ove relaksacije favorizuju eksitaciju “Fep nivoa, pri ¢emu dolazi do povecanja
intenziteta crvene emisije u odnosu na zelenu, Sto je prikazano na slici 55a. Obzirom da je u
ovom sistemu potvrdeno i prisustvo heksagonalne faze, obe spektralne linije, 1 zelena (na 521
nm i 540 nm) i crvena (na 655 nm) su prisutne u spektrima, pa je finalna emisija svetlosti oba
uzorka zeleno-zute boje (UC-PEG-10-ag: CIE 0.41, 0.56 i UC-PEG-10-ag-TT: CIE 0.39 i
0.50).
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Slika 55 a) Emisioni spektri sintetisanih prahova UC-PEG b) CIE dijagram
hromati¢nosti

4.4. Analiza NaYF,4:Yb,Er uzorka sintetisanog u prisustvu PAA

4.4.1. Rendgeno-strukturna analiza praha

Na slici 56 prikazan je rezultat difrakcije praha X-zracima uzorka NaYogYbo 17Ero.03F4
sintetisanog u prisustvu PAA na osnovu kojeg se moze videti da su dobijene Cestice kubne

strukture (JCPDS 77-2042), prostorne grupe Fm-3m. Strukturnim uta¢njavanjem odredena je
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veoma mala veli€ina kristalita NaYF4:Yb,Er faze od svega 7.4(1) nm, kao i veli¢ina jedini¢ne
éelije od a= 5.516 A. Nesto veéa vrednost okupacionog faktora za katjonsko mesto na kojem
su smesteni joni itrijuma od 0.80(2) sugeriSe da u ovom uzorku nije doSlo do potpune

ugradnje dopanata u reSetku NaYF, faze, tabela 10.

a.u.

* Drzac uzorka

Intenzitet,

l s J T T |
20 40 60 80 100
20,°

Slika 56 Utacnjavanje strukture Ritveldovom metodom u programu Topas Academic za
sistem UC-PAA-5-Et. Difraktogrami dobijeni merenjem su dati kao crni krugovi, primenom
Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova razlika predstavljena sivom linijom.
Referentne refleksije prisutnih faza oznacene su vertikalnim linijjama u dnu dijagrama, o-
NaYF,:Yb,Er faza je oznacena crnom bojom.
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Tabela 10.  Podaci dobijeni strukturnim uta¢njavanjem Ritveldovom metodom

UC-PAA-5-Et
Glawna faza, Cubic Fm-3m
tez. % 100%
a(A) 5.516 (1)
c(A)
CS” (nm) 7.4 (1)
Mikronaprezanje (%) 0.59 (2)
Rbragg 17
Okup. Y** 0.80(2)
Dodatna faza, tez. % -
GoF -

o- NaYF, (JCPDS 77-2042): a=5.47A
*CS eng. crystallites sizes -veli¢ina kristalita

4.4.2. Morfologija, hemijski i fazni sastav praha

Tipi¢na morfologija Cestica NaYF4:YDb,Er sintetisanih u prisustvu PAA prikazana je na
slici 57. Ona pokazuje da je ovaj uzorak sacinjen od aglomerisanih nanofolija. Njihova
debljina iznosi svega nekoliko nanometra, dok su im Sirina i duzina u mikrometarskom
opsegu veli¢ina (do 10 pm), slika 57b. Prisustvo nanocestica na ivici folija ukazuje na
¢injenicu da su folije verovatno i sacinjene od njih, sto potvrduje i njihova EDS analiza, slika
58.
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Slika 58 EDS analiza uzorka UC-PAA-5-Et

4.4.3. FTIR analiza uzorka

U cilju odredivanja prisustva funkcionalnih grupa PAA na povrsini Cestica, uradena je
FTIR analiza uzoraka UC-PAA-5-Et, slika 59. Na njoj je prikazana i analiza Cistog PAA
jedinjenja. Na osnovu podataka iz literature [118, 119], dobijene spektralne trake su
definisane na sledeéi na¢in: traka na 3306 cm™ je usled -OH istezanja; traka na 2940 cm™ je
posledica -CH, istezanja; traka na 1697 cm™ (odnosno na 1550 cm™ u spektru UC-PAA-5-Et

uzorka) odgovara C=0 istezanju; traka na 1455 cm™ pripisana je -CH, deformaciji; dok je

77
Ivana Dini¢ - Sinteza i karakterizacija biokompatibilnih opti¢ki aktivnih fluorida retkih zemalja



traka na 1180 cm™ usled C-O istezanja. Njihov nesmanjeni intenzitet, kao i znatajan pomeraj
trake koja se odnosi na C=0 istezanje u spektru uzorka UC-PAA-5-Et, ukazuje na to da je

PAA u velikoj meri prisutna u sintetisanom uzorku, kao i da je ostvarena znac¢ajna interakcija
RE* - C=0 ligand.

UC-PAA-5-Et

Transmitanca %

PAA

1550,512 1167

1697

L I I ] ! I |
2500 2000 1500 1000 500

Talasni broj, cm”

! l T
4000 3500 3000

Slika 59 FTIR analiza Cistog PAA iuzorka UC-PAA-5-Et

4.4.4. Fotoluminescentne karakteristike uzorka

Na slici 60a prikazan je spektar ,,up“- konverzije uzorka NaYF,:Yb,Er sintetisanog u
prisustvu PAA, dobijen pri eksitaciji od 980 nm. Intenzitet luminescencije ovog uzorka je
slab, §to moZe biti posledica prisustva velikog broja hidroksilnih grupa i interakcija RE** jona
sa C=0 ligandom na koje je ukazala FTIR analiza. Prisustvo zelene (na 521 nm i 540 nm) i

crvene (na 655 nm) emisije slicnog intenziteta definise finalnu emisiju zute boje (CIE 0.45,
0.54), slika 60b.
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Slika 60 a) Emisioni spektar uzorka UC-PAA-5-Et b) CIE dijagram hromati¢nosti

4.5.  Analiza NaYF,:Yb,Er uzorka sintetisanog u prisustvu CS

4.5.1. Rendgeno-strukturna analiza prahova

Na slici 61 prikazani su uporedni rezultati difrakcije praha X-zracima uzorka
NaYosYbo17Ero03F4 sintetisanog u prisustvu CS i CS-PVP-a, a u skladu sa uslovima sinteze
prikazanim u tabeli 5. Kod oba uzorka su prisutne refleksije koje odgovaraju kubnoj a-
NaYF,4:Yb,Er fazi (JCPDS 77-2042), prostorne grupe Fm-3m. Na osnovu podataka dobijenih
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stukturnim utac¢njavanjem, tabela 11, moze se zakljuditi da su u uzorku UC-CS-5-EG prisutne
dve kristalne faze sli¢nih parametara jedini¢ne ¢éelije (A): 2;=5.51830(9) i a,= 5.53074(1), i
razlicite velicine kristalita (nm): 84(4) i 12(1) nm. Vrednosti parametra jedini¢ne celije
V=168.04(1) Al ukazuju na promenu veli¢ine resSetke koja je posledica ugradnje jona dopanta
Yb* i Er*. Okupacija katjonskih mesta jona itrijuma od 0.8(1) potvrduje nastajanje
jedinjenja zeljene stehiometrije NaYgYbo 17Ero03F4. Podaci u vezi okupacije katjonskih mesta
jona itrijuma u fazi sa manjom veli¢cinom kristalita nisu odredeni, jer je najbolja saglasnost
modelovanih i eksperimentalno dobijenih podataka postignuta kada su korisc¢enje fiksirane

vrednosti okupacionog faktora itrijuma prostorne grupe Fm-3m.

: Lll\ L e b A A
Bl ~—00
UC-CS-5-EG-PVP
\\—-JLL L Ko R 5 S S
UC-CS-5-EG
I ; I ! ] r I s T
20 40 60 80 100
20,°
Slika 61 Difrakcija praha X-zracima uzoraka iz sistema UC-CS
———t—t—r— e —_ ’f“J“! — h_l —h
T T 5 B L e e y { | T P g T ]
20 30 40 50 60 70 80 90 100 20 30 40 <\A(\7L 60 70 80 90 100
Slika 62 Utacnjavanje strukture Ritveldovom metodom u programu Topas Academic za

sisteme UC-CS. Difraktogrami dobijeni merenjem su dati kao crni krugovi, primenom
Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova razlika predstavljena sivom linijom.
Referentne refleksije prisutnih faza oznafene su vertikalnim linijama u dnu dijagrama, o-
NaYF4:YD,Er faza je oznacena crnom bojom.
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Tabela 11.  Podaci dobijeni strukturnim uta¢njavanjem Ritveldovom metodom

UC-CS-5-EG UC-CS-/PVP-5-EG
Glawna faza, Cubic Fm-3m Cubic Fm-3m Cub. Fm-3m
tez. % 74% 26% 100%
a(h) 551830(9) 553074(1) 5523
c(A)
cs” (nm) 84 (4) 12(1) 176 (4)
Mikronaprezanje (%) - - 0.15(2)
Roragg 5.7 7.04 2.77
Okup. Y** 0.8(1) - 0.60 (1)

Dodatna faza, tez % - - R

a- NaYF, (JCPDS 77-2042): a=5.47A
*CS eng. crystallites sizes -veli¢ina kristalita

4.5.2. Morfologija, hemijski i fazni sastav prahova

Morfologija Cestica NaYF4:Yb,Er, sintetisanih u prisustvu Cistog hitozana i u smesi
hitozana i PVP-a, prikazana je na slikama 63 i 65, redom stoji. Oba uzorka sacinjavaju
neaglomerisane Cestice sferinog oblika i hrapave povrSine. Njihova veli¢ina je u opsegu od
100-200 nm, slike 63b i 65b. SAED analiza pojedinacne Cestice iz sistema UC-CS-5-EG,
slike 63c,d, na kojoj je vidljivo prisustvo difrakcionih maksimuma (tacke - indikacija
monokristalne strukture Cestice) i difrakcionih prstenova (indikacija polikristalne strukture
koja je posledica prisustva nanometarskih Cestica na povrsini ve¢e monokristalne Cestice)
kubne faze, zapravo potvrduje rezultate strukturnog utacnjavanja. Meduravanska rastojanja od
3.119, 2.705, 1.933 i 1.104 A odgovaraju ravnima (111), (200) i (423) kubne NaYF, faze
(JCPDS 77-2042). EDS analiza potvrduje ¢istocu Cestica, slika 64. Prisustvo PVP-a kao
drugog liganda tokom procesa sinteze ne dovodi do promene morfologije Cestica, ali uti¢e na
njihovu velic¢inu, slika 65. Naime, raspodela veli¢ina Cestica u ovom uzorku je nesto Sira, i

krece se u opsegu od 90 do 300 nm, slika 65.
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Slika 64 EDS analiza uzorka UC-CS-5-EG
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Slika 65 FESEM analiza uzorka UC-CS-/PVP -5-EG sa raspodelom veli¢ine Cestica

45.3. FTIR analiza uzorka

FTIR analiza uzoraka UC-CS-5-EG i UC-CS-/PVP-5-EG kao i ¢istog hitozana i PVP-
a prikazana je uporednim spektrima na slici 66 a. Analiza dobijenih FTIR spektara, uradena u
skladu sa literaturnim podacima [70, 109, 120-122], pokazuje da su u spektrima UC-CS-5-EG
i UC-CS-/PVP-5-EG uzoraka o¢uvane, u vecoj ili manjoj meri, slede¢e absorbcione trake: na
3399,941 cm™ usled vibracionog istezanja-OH i -NH grupe, na 1651,758 cm™ usled C=0
istezanja, na 1373,572 cm™ usled CHs savijanja, na 1557,0 cm™ usled NH istezanja i na
1080,441 cm™ usled C-O istezanja. Kao $to se moZe videti, sve navedene trake pripadaju
hitozanskim ligandima, dok prisustvo PVP-a nije potvrdeno kod uzorka UC-CS-/PVP-5-EG.
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Slika 66 a) FTIR analiza cistog hitozana, PVP i uzoraka UC-CS-5-EG i UC-CS-EG-
PVP

45.4. Fotoluminescentne karakteristike uzorka

Na slici 67a, prikazani su uporedni spektri ,,up“- konverzije uzoraka UC-CS-5-EG i
UC-CS-5-EG-PVP, mereni pri eksitaciji od 980 nm. U spektrima su prisutne zelene emisione
linije (520-550 nm) koje poticu od 2Hi1/,Sa, — 152 prelaza, kao i crvena emisiona linija
(630- 690 nm) posledica prelaza *Fg;, — *l15, jona erbijuma. Oba prelaza su odredena stopom
neradijativnih prelaza sa “F7;, nivoa koja zavisi od veligine i kristalini¢nosti estica. Prisustvo
kubne faze dovodi do intenzifikacije crvene emisije usled dodatnog pobudivanja *Fe/, nivoa
preko “l13» nivoa, a ovaj deekscitacijom “l11» nivoa, te neradijativnom relaksacijom sa *F7p
nivoa preko *Hiy; i *Ss» nivoa. Usled toga, oba uzorka emituju narandZasto-crveni svetlosni
odziv definisan CIE koordinatama (0,59, 0,41) i (0,60 i 0,39), slika 67b.
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Slika 67 a) Emisioni spektar uzoraka UC-CS i b) CIE dijagram hromati¢nosti
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4.6. Analiza NaYF4:Yb,Er uzorka sintetisanog u prisustvu PLGA

4.6.1. Rendgeno-strukturna analiza praha

Na slici 68 prikazan je rezultat difrakcije praha X-zracima uzorka NaYgYbg 17Erp03F4
sintetisanog u prisustvu PLGA. Dobijeni difraktogram pokazuje da je u ovom uzorku doslo do
formiranja i kubne i heksagonalne faze prostornih grupa Fm-3m i P63/m, redom stoji.
Intenziteti i pozicije svih refleksija su u saglasnosti sa podacima referentnih JCPDS Kkartica
77-2042 1 16-0334. Strukturnim uta¢njavanjem difraktograma, tabela 12, pokazano je da su

velicine kristalita ovih faza 33(1) nm za kubnu odnosno 47(1) nm za heksagonalnu fazu.

Intenzitet, a.u.
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Slika 68 Uta¢njavanje strukture Ritveldovom metodom u programu Topas Academic za

sistem UC-PLGA-5-Ac. Difraktogrami dobijeni merenjem su dati kao crni krugovi,
primenom Ritveldove metode crvenom linijom, dok je njihova razlika predstavljena sivom
linijjom. Referentne refleksije prisutnih faza oznaCene su vertikalnim linijjama u dnu
dijagrama, crvenom bojom predstavljena je p- NaYF4:Yb,Er faza, dok je a- NaYF4:Yb,Er
faza oznac¢ena crnom bojom.
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Tabela 12.  Podaci dobijeni strukturnim uta¢njavanjem Ritveldovom metodom

UC-PLGA-5-Ac
Glawna faza, Cubic Fm-3m Hex P63/m
tez. % 85% 15%
a(h) 5.4764 (1) 5.9785 (3)
c(A) 3.5088 (4)
Cs” (nm) 33(2) 47(1)
Mikronaprezanje (%) 0.113 (4)
Roragg 1.79 3.83
Okup. Y** 0.76 (1) 0.75 (1)
Dodatna faza, tez. % -
GoF

a- NaYF, (JCPDS 77-2042): a=5.47A
B- Nay 5Y: 5Fg (JCPDS 16-0334) a=5.96 A ¢=3.53 A
*CS eng. crystallites sizes -veliCina kristalita

4.6.2. Morfologija, hemijski i fazni sastav praha

Morfoloske karakteristike uzorka UC-PLGA-5-Ac odredene su na osnovu SEM i
TEM analiza prikazanih na slici 69. SEM analiza je pokazala da masu uzorka c¢ine sferi¢ne
Cestice srednje velic¢ine od 100 nm. Aglomeracija Cestica je posledica prisustva PLGA, na
koje ¢e ukazati FTIR analiza. EDS analiza je potvrdila prisustvo svih konstitucionih
elemenata, slika 70. TEM analiza cCestica, slika 69b, otkriva prisustvo manjih cestica
nepravilnog oblika i ¢ija je veli¢ina oko 60 nm. SAED analiza Cestice prikazane na slici 69c,
daje potvrdu kristalizacije heksagonalne faze. Meduravanska rastojanja od 5.06, 2.98, 2.60,
1.91, 1.65 A sa slike odgovaraju ravnima (100), (110), (200), (002) i (102) heksagonalne faze.
Prisustvo kubne faze potvrdeno je FFT analizom sferi¢ne Cestice prikazane na slici 69d.

Naime, vrednost d od 3.15 A odgovara ravni (111) kubne faze.
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Slika 70 EDS analiza uzorka UC-PLGA-5-Ac
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4.6.3. FTIR analiza uzorka

U cilju odredivanja prisustva PLGA na povrSini Cestica sintetisanih u ovom sistemu
uradena je FTIR analiza uzorka UC-PLGA-5-Ac, kao i Cistog PLGA jedinjenja, slika 71.
Karakteristicne apsorpcione trake PLGA Kklasifikovane su na osnovu literature [123] na
slede¢i nacin: asimetri¢no CHs i CH, istezanje na 2850 i 2920 cm™, redom stoji; C=0O
istezanje na 1750 cm™, simetri¢ne CH3 i CH, deformacije na 1500-1250 cm™, i C-O estar
istezanje u oblasti od 1300-1150 cm™. U FTIR spektru UC-PLGA-5-Ac dolazi do smanjenja
apsorpcije  PLGA grupa usled vibracija boc¢nih lanaca kao i znacajnog pomeranja

najintenzivnije C=0 trake, usled moguéeg formiranja soli karboksilne kiseline, O=C-ONa
[124].

UC-PLGA-5-Ac

Transmitanca %

1747

! I ) T L I J I ! | : I J |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Talasni broj, cm™

Slika 71 FTIR analiza ¢istog PLGA 1 uzorka UC-PLGA-5-Ac

4.6.4. Fotoluminescentne karakteristike uzorka

Na slici 72a, prikazan je spektar ,up“- konverzije uzoraka PLGA-5-Ac nakon
eksitacije na 980 nm. | kod ovog spektra vidljive su tri emisione linije Er** jona i to: dve
zelene (na 512- 533 i 533-560 nm) usled *Hi,*S3» — *lis> prelaza, i jedna crvena (na 630-
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690 nm) usled prelaza *Fo;, — *l15. Cepanje emisionog pika koji se javlja na 533 nm, na
nekoliko uskih linija, posledica je deljenja Sz, energetskog nivoa koja ukazuje na homogenu
distribuciju jona Er** u NaYF, fazi [111]. Kao $to je ve¢ navedeno ranije, do pojave crvene
emisione linije dolazi usled direktne eksitacije *Fo/ nivoa preko *lia; nivoa (kome prethodi
neradijativni prelaz sa “li1, nivoa), kao i usled neradijativne relaksacije “F7, nivoa preko
nivoa “Hiy i *Ssp. Prisustvo heksagonalne faze od 15 te?. % znadajno utie na intenzitet
emisije u zelenom delu spektra, te definiSe i finalni svetlosni odziv (CIE 0,37 0,61) materijala,
slika 72b.

2 4
”H 2™ ll".'l
830->L15

Intenzitet, a.u.

| T y I g [ : |
400 500 600 700 800

A, NM
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620
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x

Slika 72 a) Emisioni spektar uzorka UC-PLGA-5-Ac i b) CIE dijagram hromati¢nosti
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4.7.  Uporedna analiza strukturnih, morfoloskih i opti¢kih karakteristika sintetisanih

Cestica

Na osnovu prethodnih analiza biokompatibilnih opticki aktivnih cestica fluorida
sastava NaY YD 17Ero03F4 dobijenih hidro/solvo termalnom sintezom u prisustvu razlicitih
agensa za kontrolu nukleacije i rasta kristala (EDTA, PEG, PVP, PAA, CS i PLGA) pokazano
je da struktura, morfologija, veli¢ina i funkcionalne karakteristike Cestica zavise i 0d
koncentracije prekursora, vremena reakcije i tipa rastvaraca.

Tako, kod UC-EDTA uzoraka smanjenje koncentracije prekursora i vremena sinteze,
kao 1 primena etanola kao rastvaraca, dovodi do stabilizacije kubne a- NaYF,:YDb,Er faze, dok
pri ve¢im koncentracijama prekursora dolazi do kristalizacije heksagonalne - NaYF4:Yb,Er
faze ve¢ nakon 2 h reakcije. Porast vremena reakcije i dodatni termicki tretman poboljSava
stepen kristalini¢nosti sintetisanih Cestica Sto direktno utiCe na intenzitet i vreme zivota
luminescencije. Najduze vreme zivota karakterisSe uzorak UC-EDTA-100-20-aq sacinjen od
Cestica mikronskih dimenzija, dok su najbolje morfoloSke karakteristike (sa stanovista
primene u medicini) ostvarene u uzorku UC-EDTA-10-2-Et kojeg sacinjavaju sferi¢ne
neaglomerisane monokristalne nanocestice a- NaYF4:YDb,Er faze.

Primena PVP-a i etilen glikola dovodi do stabilizacije kubne o- NaYF4:Yb,Er faze u
rastvorima sa nizom koncentracijom prekursora, dok uvodenje etanola ima za posledicu
nastajanje polifaznih uzoraka koji izgraduju nanocestice kubne i heksagonalne faze. Dodatni
termicki tretman prahova iz ovog sistema dovodi do transformacije kubne u heksagonalnu
fazu. Kao i kod sistema sa EDTA-om najbolje morfoloSke karakteristike odlikuju o-
NaYF,:Yb,Er fazu u uzorku UC-PVP-5-EG koji sacinjavaju sferi¢ne Cestice veli¢ine ispod
100 nm.

Kod sistema sa PEG-om (UC-PEG-10-aq) karakteristicna je primarna nukleacija
kubne faze koju prati veoma mali udeo heksagonalne faze (~2,2 wt %). Dodatnim termickim
tretmanom je moguce znacajnije povecati udeo heksagonalne faze u veoma kratkom roku
(~42 wt %, UC-PEG-10-ag-TT), a time i luminescentni odziv ovih ¢estica u zelenom delu
spektra, ali zadrZzavanje hidroksilnih grupa (-OH) na povrsini termicki tretiranih Cestica, kao i
porast neuniformnosti oblika i veli¢ine cCestica (usled rasta kristala i meducesticnog
sinterovanja) nepovoljno uticu na intenzitet luminescencije.

Kod uzorka UC-PAA-5-Et utvrdeno je prisustvo kubne a- NaYF4:Yb,Er faze u
nanofolijama debljine ~ 6 nm i duZine/Sirine ~ 10 um. lako je u literaturi pokazano da PAA
omogucava sintezu mikrosfera sacinjenih od nanocestica [125], promena parametara sinteze u
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ovom uzorku dovela je do usmerene agregacije primarnih nanocestica u jednodimenzionalne
nanostrukturne forme folija.

Uzorak dobijen u prisustvu hitozana, UC-CS-5-EG, karakteriSe prisustvo
neaglomerisanih monokristalnih sferi¢nih cestica a- NaYF4:Yb,Er faze cija je veli¢ina ispod
100 nm. Prisustvo amino grupa hitozana na povrsini ¢estica povecava njihovu hidrofilnost i
biokompatibilnost, a da pri tome ne smanjuje intenzitet ,,up*- konvertorske emisije u crvenom
delu spektra.

UC-PLGA-5-Ac uzorak predstavlja smeSu kubne i heksagonalne NaYF,:Yb,Er faze,
pri ¢emu kubna faza preovladuje u sistemu (85 wt %). Uzorak je sacinjen od sferi¢nih
neaglomerisanih c¢estica veli¢ine oko 100 nm. FTIR analizom je potvrdeno prisustvo PLGA
funkcionalnih grupa na povrsini ¢estica, koje ne uti¢u znacajno na intenzitet luminescencije,
te je finalni svetlosni odziv Cestica definisan (CIE 0,37 0,61) i lako ga je registrovati u
zelenom delu spektra.

Na osnovu svega navedenog, za dodatna ispitivanja biokompaktibilnosti kao i moguce
primene sintetisanih opticki aktivnih nanocestica fluorida retkih zemalja u vizuelizaciji ¢éelija
izabrane su nanocestice sastava NaY(gYbo17Eroo3F4 Koje su sintetisane u prisustvu hitozana
(uzorak UC-CS-5-EG) i poli(laktid-ko-glikolida), uzorak UC-PLGA-5-Ac.

4.8.  Odredivanje hidrodinami¢kog preénika UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac

nanodestica

Odredivanje hidrodinamickog precnika sintetisanih cestica pogodna je metoda za
analizu njihove stabilnosti u koloidnim rastvorima tokom vremena, $to je od velike vaznosti
sa stanoviSta bioloSke primene. Hidrodinamicki pre¢nik (Eng. Hydrodynamic radius, Ry) i
indeks disperzije (Eng. Polydispersity index, PDI) UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac Cestica u
koloidnim rastvorima (dejonizovanoj vodi i medijumu) mereni su u funkciji vremena
primenom metode zasnovane na dinami¢kom rasipanju svetlosti (Eng. Dynamic light
scattering, DLS), slika 73. Kod UC-CS-5-EG koloida, slika 73a, se moZe videti prisustvo
Cestica veli¢ine 30 nm i 100 nm. Hidrodinamic¢ki pre¢nik u medijumu iznosi 60 nm (PDI 1), a
u dejonizovanoj vodi 311 nm (PDI 0.34). Dok vrednosti hidrodinamic¢kog pre¢nika i indeksa
disperzije u medijumu ostaju nepromenjeni nakon 1 i 24h, u vodenim rastvorima je utvrdena
promena obe vrednosti nakon 1 i 24 h i to: najpre blagi porast srednjeg pre¢nika na 380 nm
(PDI 0.4), a zatim i pad ove vrednosti na 211 nm (PDI 0.34), usled pojave klastera veli¢ine
oko 50 nm, slika 73b. Pojava klastera velicine oko 50 nm je posledica aglomeracije
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nanocestica velicine 20 nm, ¢ije je prisustvo utvrdeno visokorezolucionom transmisionom
mikroskopijom, slika 63c. Za razliku od UC-CS-5-EG, kod UC-PLGA-5-Ac uzorka
hidrodinamicki pre¢nik u vodi (177 nm, PDI 0.32) je vec¢i nego u medijumu (127 nm, PDI
0.31), slika 73c i d. Nakon 1 h stajanja uo¢ene su minimalne promene, i to 195 nm (PDI 0.32)
I 127 nm (PDI 0.31), u vodi i medijumu redom stoji, Sto potvrduje stabilnost oba koloida.
Produzenjem vremena stajanja nakon 24 h, hidrodinamicki pre¢nik u vodi raste do 488 nm

(PDI 0.3), dok u medijumu ne dolazi do promene parametara (127 nm. PDI 0.34).
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Slika 73 Raspodela Cestica tokom vremena a) UC-CS-5-EG (1 mg/mL) u medijumu, b)
UC-CS-5-EG (1 mg/mL) u destilovanoj vodi, ¢) UC-PLGA-5-Ac (1 mg/mL) u vodi, d) UC-
PLGA-5-Ac (1 mg/mL) u medijumu.
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4.9.  Odredivanje antimikrobnih karakteristika UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac

nanocestica

Antimikrobna aktivnost UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac nanocestica, pri
koncentracijama od 10 pg/ml, 50 ug/ml i 100 pg/ml, ispitivana je prema Gram-negativnoj
bakteriji Escherichia coli, Gram-pozitivnoj bakteriji Staphylococcus aureus i gljivici Candida
albicans, koriste¢i disk-difuzioni metod. Na slikama 74, 75 i 76 prikazani su rezultati
antibiogram testa i to: prema Escherichia coli; prema Staphylococcus aureus i prema Candida
albicans, redom stoji. Na osnovu prikazanih rezultata primeceno je da nakon 24 h inkubacije,
kod oba sistema pri svim ispitivanim koncentracijama, ne dolazi do pojave zone inhibicije, Sto
ukazuje na to da UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac nanocestice ne poseduju antimikrobnu
aktivnost.

Slika 74 Antibiogram test prema Escherichia coli a) UC-CS-5-EG i b) UC-PLGA-5-Ac
nanocestica
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Slika 75 Antibiogram test prema Staphylococcus aureus a) UC-CS-5-EG i b) UC-
PLGA-5-Ac nanocestica

b

Slika 76 Antibiogram test prema Candida albicans a) UC-CS-5-EG i b) UC-PLGA-5-
Ac nanocCestica
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4.10. Odredivanje citotoksiénosti UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac nanocestica

U cilju odredivanja biokompatibilosti uzorka, njihova citotoksi¢nost je ispitana na
zdravim gingivalnim ¢elijama korena pulpe (eng. human gingival cell, HGC) i skvamoznim
¢elijama kancera jezika (eng. oral squamous cell carcinoma, OSCC). Na slikama 77 i 78
prikazane su srednje vrednosti intenziteta redukovanog MTT-a (£ standardna devijacija, SD),
koji je proporcionalan mitohondrijalnoj aktivnosti odnosno broju prezivelih ¢elija, a u
zavisnosti od koncentracije UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac nanocestica inkubiranih sa HGC i
OSCC ¢elijama. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je nakon 24 h
inkubacije, stepen prezivljavanja HGC veci od 90 %, odnosno veci od 88 % u ¢itavom opsegu
ispitanih koncentracija nanocestica UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac, redom stoji. Uporedo,
stepen prezivljavanja OSCC opada sa porastom koncentracije UC cestica iz oba sistema.
Visok stepen prezivljavanja ovih ¢elija dobijen je samo u slucaju kori§éenja rastvora najnize
koncentracije UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac nanocestica od 10 pg/ml, i on iznosi 92 % i 89
%, redom stoji. Povecanje koncentracije UC cestica dovodi do porasta citotoksi¢nosti, te
stepen prezivljavanja OSCC celija opada na 66 %, odnosno 60 %, pri koncentraciji UC-CS-5-
EG i UC-PLGA-5-Ac nanocestica od 50 pug/ml, redom stoji. Ovako niske vrednosti broja
prezivelih kancerskih ¢elija nakon 24 h, uz o¢uvanje broja HGC c¢elija pri istoj koncentraciji,

ukazuju na moguce citostaticko delovanje sintetisanih nanocestica u navedenoj koncentraciji.

I oscc
I HGC

100

®©
(=]
|

60 —

40

20

Srednja vrednost redukcije MTT-a (%)

10 ug/ml 25 ug/ml 50 ug/ml
Koncentracija UC-CS-5-EG, pg/ml
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Slika 77 Srednje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon jednodnevne inkubacije
HGC i OSCC sa UC-CS-5-EG nanocesticama razli¢ite koncentracije
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Slika 78 Srednje vrednosti intenziteta redukcije MTT-a nakon jednodnevne inkubacije

HGC i OSCC sa UC-PLGA-5-Ac nanocesticama razliite koncentracije

4.11. Invitro laser skeniraju¢a mikroskopija HGC i OSCC éelija primenom UC-CS-5-
EG i UC-PLGA-5-Ac nanocestica kao biomarkera

Za ispitivanje moguée primene sintetisanih UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac
nanocestica za obeleZzavanje HGC i OSCC ¢elija koriséena je najniZza koncentracija ¢estica od
10 pg/ml, iz razloga Sto je za ovu koncentraciju utvrden veoma mali stepen citotoksi¢nosti
kod oba tipa ¢elija. U dijagnosti¢ke svrhe je najbolje primeniti najmanju koncentraciju koja
omogucava vizuelizaciju. Vizuelizacija OSCC 1 HGC ¢elija obelezenih UC-CS-5-EG
nanocCesticama uradena je koriS¢enjem lasera talasne duzine 980 nm i intenziteta od 8,51 7
mW, redom stoji. Veli¢ina oblasti prikazane na slikama je oko 100x100 pm? Na slici 79
prikazana je OSCC i to: slika 79a predstavlja celiju vidljivu pod mikroskopom u
transparentnom modu; slika 79b prikazuje autofluorescenciju OSCC nakon eksitacije
femtosekundnim laserom na 730 nm; slika 79c predstavlja luminescenciju UC-CS-5-EG
nanocestica nakon eksitacije kontinualnim zra¢enjem na 980 nm; dok je slika 79d dobijena

preklapanjem slika 79b i c. Sa ove poslednje slike se moze jasno videti da su UC-CS-5-EG
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nanocestice, koje su prikazane zelenim fluorescentim tackama, uspeSno internalizovane u
kancer ¢eliji. Njihova lokalizacija je najvidljivija u citoplazmi OSCC duz zida celije.

Na identi¢an nacin, uspe$no je izvrSeno i obelezavanje HGC, slika 80. Sa slike 80d se
jasno vidi da se internalizacija nanocestica odvija tako da nije vidljiv ulazak nanocestica u

jedro ¢elije, nije ocekivano da dolazi do genetskog ostecenja HGC.

Slika 79 Vizuelizacija OSCC ¢elije primenom UC-CS-5-EG nanocestica (10 pg/ml, 24
h inkubacije): a) prikaz ¢elije u transmisionom modu b) autofluorescencija ¢elije nakon
femtosekundske eksitacije na 730 nm; c¢) luminescenicija UC-CS-5-EG nanocestica nakon
eksitacije na 980 nm; d) potvrda internalizacije UC-CS-5-EG u OSCC kroz kolokalizaciju
autofluoresecencije ¢elije 1 luminescencije UC-CS-5-EG nanocestica
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Slika 80 Vizuelizacija HGC ¢elije primenom UC-CS-5-EG nanocestica (10 pug/ml, 24 h
inkubacije): a) prikaz celije u transmisionom modu b) autofluorescencija celije nakon
femtosekundske eksitacije na 730 nm; c¢) luminescenicija UC-CS-5-EG nanocestica nakon
eksitacije na 980 nm; d) potvrda internalizacije UC-CS-5-EG u OSCC kroz kolokalizaciju
autofluoresecencije ¢elije i luminescencije UC-CS-5-EG nanocestica

Ispitivanje sposobnosti internalizacije UC-PLGA-5-Ac nanocestica, kao i ispitivanje
njihovog luminescentnog odziva kada se one nalaze u ¢eliji, ispitan je na gore opisan nacin, a
dobijeni rezultati prikazani su na slikama 81 i 82. Vizuelizacija OSCC i HGC obelezenih UC-
PLGA-5-Ac nanocesticama postignuta je koriS¢enjem lasera talasne duzine 980 nm i
intenziteta od 6 i 7,5 mW, redom stoji. Velicina oblasti prikazane na slikama je oko 200x200
um® Na slici 81 prikazana je OSCC i to: slika 8la predstavlja celije vidljive pod
mikroskopom u transparentnom modu; slika 81b prikazuje autofluorescenciju OSCC nakon
eksitacije femtosekundnim laserom na 730 nm; slika 81c predstavlja luminescenciju UC-
PLGA-5-Ac nanocestica nakon eksitacije kontinualnim zracenjem na 980 nm; dok je slika
81d dobijena preklapanjem slika 81b i ¢. Sa ove poslednje slike se moZe jasno videti da su
UC-PLGA-5-Ac nanocestice, koje su prikazane zelenim fluorescentim tackama, uspesno
internalizovane u kancer c¢eliji. Njihova homogena distribucija u citoplazmi OSCC je jasno
uocljiva sa slike 81d.

Na isti nac¢in uradena je i vizualizacija HGC celija korisS¢enjem UC-PLGA-5-Ac
nanocestica, a dobijeni rezultati su prikazani na slici 82. Kao i u prethodnim sluc¢ajevima,
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visok stepen internalizacije UC-PLGA-5-Ac nanocestica, kao i Cinjenica da nije uoceno
njihovo prisustvo u jedru ¢elije sugerise da se one potencijalno mogu koristiti kao biomarkeri

nove generacije.

Slika 81 Vizuelizacija OSCC ¢elije primenom UC-PLGA-5-Ac nanocestica (10 pg/ml,
24 h inkubacije): a) prikaz ¢elije u transmisionom modu b) autofluorescencija ¢elije nakon
femtosekundske eksitacije na 730 nm; c¢) luminescenicija UC-CS-5-EG nanocestica nakon
eksitacije na 980 nm; d) potvrda internalizacije UC-CS-5-EG u OSCC kroz kolokalizaciju
autofluoresecencije ¢elije i luminescencije UC-CS-5-EG nanocestica
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Slika 82 Vizuelizacija HGC ¢elije primenom UC-PLGA-5-Ac nanocestica (10 pg/ml,
24 h inkubacije): a) prikaz celije u transmisionom modu b) autofluorescencija ¢elije nakon
femtosekundske eksitacije na 730 nm; c¢) luminescenicija UC-CS-5-EG nanocestica nakon
eksitacije na 980 nm; d) potvrda internalizacije UC-CS-5-EG u OSCC kroz kolokalizaciju
autofluoresecencije ¢elije i luminescencije UC-CS-5-EG nanocestica

lako postoji dosta radova koji pokazuju moguénost 0znacavanja ¢elija UCNPS, vec¢ina
njih je fokusirana na testiranje na ¢elijama kancerskih linija, dok su podaci o citotoksi¢nosti
na primarnim c¢elijskim kulturama kancerskih i normalnih ¢éelija veoma retki, i mogu se naci u
svega par publikacija [126-128]. Specifi¢nost testiranih UCNPS, odnosno organskih omotaca
koji su na njima naknadno naneSeni, kao i tipa ¢elija na kojima je ispitivana citotoksi¢nost ne
omogucava direktno poredenje sa ovde prikazanim rezultatima, ali se na osnovu njih moze
zakljuciti da su utvrdena svojstva UC-CS-5-EG i UC-CPLGA-5-Ac nanocestica u skladu sa
zahtevima primene biomarkera nove generacije. S obzirom da je vizualizacija celija pri
upotrebi UCNPs u in vivo uslovima uspeSna do dubine od 1 cm [129], moZe se oc¢ekivati da se
UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac UCNPs sa uspehom mogu koristiti za detekciju skvamoznih
¢elija kancera jezika i u in vivo uslovima nakon dodatnog vezivanja odredenog antigena koji
bi omogucio njihovu selektivniju internalizaciju u OSSC. Dodatno uoceno citotoksi¢no
dejstvo na kancerske celije pri viSim koncentracijama primenjenih nanoc¢estica uz minimalnu
inhibiciju HGC ¢elija ukazuje na mogucnost primene i u terapiji, pored dijagnosticke
primene, §to zahteva dalja detaljnija ispitivanja. U tu svrhu, a uzimaju¢i u obzir navedene
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karakteristike sintetisanih UCNPs, kao i cCinjenicu da UC-CS-5-EG uzorak izgraduju
monodisperzne, monokristalne sfericne nanocestice koje emituju intenzivan svetlosni odziv i
grade stabilne koloidne rastvore, za ovaj uzorak je dodatno uradeno i odredivanje prisustva
slobodnih amino grupa na njihovoj povrsini, koje bi se potencijalno mogle dalje vezati za

odredeni antigen.

4.12. Fotoelektronska spektroskopija X-zracima UC-CS-5-EG destica

Fotoelektronska spektroskopija (XPS) se pokazala kao pogodna tehnika za ispitivanje
kako elementarnog sastava povrSine Cestica, tako i prisustva odredenih funkcionalnih grupa
na samoj cestici, nacina njihovog vezivanja za Cesticu 1 njihovu povrsinsku koncentraciju.

Na slici 83 a prikazan je pregledni XPS spektar na kome su detektovani svi elementi
retkih zemalja (Y, Yb, Er), kao i Na, F, C, N i O. Pikovi koji se nalaze na 1073,5 eV i 685,71
eV odgovaraju Na 1s i F 1s, redom stoji, slika 83 b i ¢ [100, 130]. Spektralne linije (slika 83
d) ¢iji su maksimumi na 185,72 eV, 174,29 eV, 161 eV i 159 eV odgovaraju energiji veze Yb
4d , Er 4d, Y 3ds, i Y 3ds, redom stoji [131]. Dekonvolucija C 1s signala, slika 83 e,
pokazuje prisustvo tri maksimuma: 248,8 eV koji je tipican za vezu ugljenika sa ugljenikom i
vodonikom [C-(C,H)]; 282.92 eV veza izmedu ugljenika i kiseonika ili azota [C-(O,N)], i na
286,59 eV Kkoji je karakteristi¢an za acetalnu ili amidnu grupu [O-C-O, N-C=0]. Kiseoni¢ne
povrsinske grupe su odredene razlaganjem Ols signala (slika 83 f). U regionu XPS spektra u
kojem se javlja signal kiseonika, maksimumi na 532.70 i 531.4 eV pripisani su kiseoniku koji
pripada polisaharidnom lancu i amidnoj grupi, redom stoji [132]. Sa druge strane razlaganjem
N 1s signala (slika 83 g) prva dva pika na 399,71 eV i 397,9 eV pripadaju protonovanim
odnosno neprotonovanim amino grupama [132]. Na osnovu povrsine od 25 % (pik na 399,71
eV) odnosno 30 % (pik na 397,9 eV) koju zauzimaju, moze se zakljuciti da je skoro polovina

terminalnih amino grupa hitozana kovalentno vezan za povrSinu UC-CS-5-EG ¢estica.
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Slika 83 XPS analiza uzorka UC-CS-5-EG a) pregledni spektar; i spektri unutrasnjih
nivoa atoma b) Na 1s; ¢) F 1s; d) Y 3d, Yb 4d Er4d; e) C 1s; f) O 1sig) N 1s
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5. ZAKLJUCAK

Poslednjih godina opticki aktivne nanocestice privlace veliku paznju nau¢ne javnosti
zbog svoje uspedne primene u vizualizaciji i karakterizaciji biolodkih procesa na celijskom i
molekulskom nivou. Optic¢ka aktivnost ovih materijala posledica je prisustva dopanata koji
omogucavaju ,,up“- konvertorsku (anti-Stoks) emisiju svetlosti nakon pobude infracrvenim
izvorom zrac¢enja. Medu njima fluoridi elemenata retkih zemalja predstavljaju idealan izbor
zbog toga Sto su se pokazali kao najpogodniji materijali domacini za dopiranje jona retkih
zemalja, to poseduju veliki indeks refrakcije, i nisku energiju fonona (~ 350 cm™). Sami joni
retkih zemalja imaju uske emisione linije u vidljivom delu spektra koji poticu od elektronskih
prelaza unutar 4f orbitala, pri cemu veliki broj elektronskih nivoa sa dugim vremenima Zivota
emisije dodatno omoguc¢ava emitovanje fotona vece energije od pobudne.

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije bio je razvijanje i optimizacija in situ
sinteze biokompatibilnih NaY(gYbo17EroesFs Cestica definisane morfologije 1 Zeljenih
optickih  karakteristika tokom hidro/solvo-termalnog tretmana. Ispitan je uticaj
biokompatibilnih polimera EDTA, PVP, PEG, PAA, hitozana i PLGA na proces nukleacije i
prostornu orijentisanost NaYygYbo 17Ero03Fs faze, kao i antimikrobna i citotoksi¢na svojstva
sintetisanih nanocCestica iz sistema dobijenih u prisustvu PLGA i hitozana. Moguénost in vitro
vizuelizacije Celija koriS¢enjem ovih Cestica ispitana je na zdravim gingivalnim celijama
korena pulpe i skvamoznim ¢elijama kancera jezika.

Rendgeno-strukturna analiza sintetisanih prahova pokazala je da svi uzorci imaju
dobru kristalini¢nost i odgovarajuci fazni sastav. Uzorci UC-EDTA-100-0,5-aq, UC-EDTA-
10-2-Et, UC-PVP-5-EG, UC-PEG-10-aq, UC-PAA-5-Et, UC-CS-5-EG, UC-CS-5-EG-PVP
kristaliSu u kubnoj a- NaYF4:Yb,Er strukturi, dok se heksagonalna B- NaYF4:Yb,Er faza
javlja kod UC-EDTA-100-2-aq uzorka, kao i termicki tretiranim uzorcima UC-PVP-5-Et-TT i
UC-PEG-10-ag-TT. Kristalizacija kubne i heksagonalne faze primecena je u uzorcima UC-
EDTA-100-20-ag, UC-PVP-10-Et, UC-PVP-5-Et, UC-PVP-5-Et-NaOH i UC-PLGA-5-Ac, i
posledica je promene koncentracije prekursora, koriS¢enja etanola kao rastvaraca ili porasta
pH vrednosti u ovim sistemima.

Skeniraju¢a 1 transmisiona elektronska mikroskopija sa energetsko-disperzionom
spektroskopijom X-zraka je pokazala da su najbolje morfoloske karakteristike Cestica, sa
stanovi$ta primene ovih Cestica u biomedicini, postignute u uzorcima UC-EDTA-100-0,5-aq,
UC-EDTA-10-2-Et, UC-CS-5-EG i UC-PLGA-5-Ac, jer su ovi uzorci sa¢injeni od sferi¢nih,
neaglomerisanih cestica veli¢ine od 50 do 200 nm.
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FTIR analizom je potvrdeno prisustvo funkcionalnih grupa odgovaraju¢ih polimera
koris¢enih tokom procesa sinteze.

Opticka svojstva prahova ispitana su fotoluminescentnom spektroskopijom pri
eksitaciji od 980 nm. Dobijeni spektri su sa¢injeni od emisionih linija koji poticu od f - f
elektronskih prelaza erbijuma i to: *He;, — “l15/> (plava emisija 405-409 nm), (*H11 , *Sap)—
*l15» (zelena emisija 510-540 nm) i *Fo, — “*lis (crvena emisija na 640-670 nm). U
zavisnosti da li u sistemu preovladuje kubna ili heksagonalna faza menja se odnos crvene i
zelene emisije, kao i finalne CIE koordinate. U sistemima koji sadrze kubnu fazu (UC-EDTA-
100-0,5-aq, UC-EDTA-10-2-Et, UC-PVP-5-EG, UC-PEG-10-ag, UC-PAA-5-Et, UC-CS-5-
EG, UC-CS-5-EG-PVP) preovladava emisija u zuto-crvenom delu spektra, dok u sistemima
gde heksagonalna faza preovladuje (UC-EDTA-100-2-aq, UC-EDTA-100-20-aq, UC-PVP-
10-Et, UC-PVP-10-Et-TT, UC-PVP-5-Et, UC-PVP-5-Et-NaOH, i UC-PLGA-5-Ac) finalna
emisija svetlosti je zelene boje. Kod uzorka UC-PEG-10-aq i UC-PAA-5-Et primeceno je
slabljenje svetlosnog odziva usled prisustva velikog broja hidroksilnih grupa na njihovoj
povrsini.

Za dodatna ispitivanja biokompaktibilnosti (antimikrobne 1 citotoksi¢ne aktivnosti)
kao 1 moguce primene sintetisanih opticki aktivnih nanocestica fluorida retkih zemalja u
vizuelizaciji ¢elija izabrane su nanocestice sastava NaYgYbo17Ero03Fs koje su sintetisane u
prisustvu hitozana (uzorak UC-CS-5-EG) i poli(laktid-ko-glikolida), (uzorak UC-PLGA-5-
AC).

Dobijeni rezultati pokazuju uspesnu internalizaciju obe vrste ¢estica u koncentraciji od
10 pg/ml u zdrave gingivalne celije korena pulpe i skvamozne ¢elije kancera jezika. Znacajno
visa citotoksi¢nost prema kancer ¢elijama je dobijena u koncentraciji od 50 ug/ml, dok je
vijabilnost zdravih gingivalnih Celija bila oCuvana pri istoj koncentraciji. U cilju ispitivanja
mogucénosti dodatne modifikacije sintetisanih Cestica izabranim antigenom (koji bi dalje
omogucio selektivnu internalizaciju, odnosno vizuelizacija samo odredenog tipa ¢elija, ali 1
Siri spektar primene), za UC-CS-5-EG nanocestice je utvrden i stepen raspolozivih amino
grupa koje mogu vezati takav antigen. Naime, XPS analizom je pokazanao da je samo
polovina terminalnih amino grupa hitozana kovalentno vezana za povrSinu UCNPs dok je
preostala polovina slobodna za dalju interakciju.

Ova c¢injenica otvara mogucnost za dodatna istrazivanja koja bi isla u pravcu in situ
sinteze biokompaktibilnin UCNPs i njihove dodatne funkcionalizacije antitelima sa ciljem
selektivne konjugacije biomolekula, odnosno selektivne vizuelizacije odredenog tipa celija,
radi njihove detekcije i ciljanog lecenja.
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Spisak skraéenica
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(3-Aminopropil)trietoksisilan

Commission Internationale d"Eclairage

Kooperativna luminescencija

Unakrsna relaksacija

Hitozan

Kooperativna senzitacija

Kompjuterska tomografija

~,Down- konverzija

Dmamicko rasipanje svetlosti

Dulbecco's Modified Eagle Medijum
Dezoksiribonukleinska kiselina

Energetska disperziona analiza X-zracima
Energetska disperziona spektroskopija
Etilendiamintetrasiréetna kiselina

Transfer energije sa apsorpcijom ekscitovanog stanja
Emisija

Apsorpcija ekscitovanog stanja

Transfer energije

Fetalni govedi serum

Brza Fourier-ova transformacija

Spektroskopija sa infracrvenom Furijerovom transformacijom
Osnovno stanje apsorpcije

Zdrave gingivalne Celije korena pulpe
Visokorezoluciona transmisiona elektronska mikroskopija
Intersistemska konverzija

Lantanoidi

Medusistemska konverzija

Magnetna rezonanca
3-(4,5-dimetiltiazol- 2-il)- 2,5-difenil tetrazolijum bromid
Normalna fluorescencija

Blisko infracrveno zracenje

Skvamozne Celije kancera jezika

Lavina fotona

Poliakrilna kiselina

Indeks disperzije

Polietilenglikol

Polietileninim

Pozitronska emisiona tomografija

119



PL Fotoluminescencija

PLGA  Polilaktid-ko-glikolid

PVP Polivinilpirolidon

RE Retke zemlje

RF Rezonantna fluorescencija

RNK  Ribonukleinska kiselina

SAED Elektronska difrakcija odabrane povrsine
SEM Skenirajuca elektronska mikroskopija
SET Sukcesivni prenos energije

SPECT Jednofotonska emisiona kompjuterska tomografija
TEM Transmisiona elektronska mikroskopija
TEOS  Tetraetoksisilikat

TGA Termogravimetrijska analiza

uc ,Up“- konverzija
UCNPs “Up”- konvertorske nanocestice
UK Unutrasnja konverzija

uv Ultraljubic¢asto zracenje

VIS Vidljivo zracenje

VR Vibraciona relaksacija

XPS Fotoelektronska spektroskopija X-zracima
XRPD  Difrakcija praha X-zracima

Spisak simbola

I () Intenzitet u vremenu t

I (0) Intenzitet u vremenu t=0
T Vreme Zivota

t Vreme

C  Koncentracija prekursora
A Talasna duzina zraenja

Ry Hidrodinamicki pre¢nik
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