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Infoleht

Haruldaste muldmetallidega rikastatud biomarkerite optiliste omaduste uurimine

Mikroskoopia v@imaldab uurida objekte, mida inimsilm muud moodi eristada ei suuda.
Vaikeste objektide paremaks eristamiseks mikroskoobi piltidel kasutatakse markereid. T66
eesmark oli uurida haruldaste muldmetallidega (RE) rikastatud nanoosakeste (YVO4:Bi**:Eu®",
m-Y203:Th%, m-Y205:Th**@Si0,, c¢-Y205:Th*, YPO4Th®*) sobivust kombineeritud
mikroskoopia luminestsentsi markeritena ja teha selgeks, millised on nende eelised ja puudused
juba olemasolevate biomarkeritega (DAPI, CPN, CdSe/CdS) vdrreldes. RE dopeeritud
objektide selged eelised olid nende kitsad kiirguspiigid, stabiilsus ja vordlusobjektidest suurem
intensiivsus. Kdige paremaid tulemusi andis m-Y203:Tb*". Terbiumiga dopeeritud nanoosakesi
luminestsentsmarkerina kasutades tuleb meeles hoida, et alguses kiirgus tduseb, kuna hapnik

lahkub osakese pinnalt.
Marksdnad: luminestsents, mikroskoopia, markerid, haruldased muldmetallid

CERCS: P260 Tahke aine: elektrooniline struktuur, elektrilised, magneetilised ja

optilised omadused, Glijuhtivus, magnetresonants, spektroskoopia

Studying the characteristics of rare-earth metal doped biomarkers

Microscopy enables visualization of small objects that otherwise could not be distinguished by
a human eye. For more detailed studies, special luminescent markers are used to distinguish
small objects, i.e. molecules and proteins. The aim of this study was to determine the suitability
of rare-earth (RE) doped nanoparticles (YVO4:Bi**:Eu®*, m-Y203:Th**, m-Y,03:Tb**@SiOy,
c-Y203:Th%", YPO4:Th%") as luminescent biomarkers for correlative microscopy and compare
their performance to commercially available biomarkers (DAPI, CPN, CdSe/CdS). RE doped
nanoparticles showed superior photostability, exhibited narrow emission lines, and had greater
brightness compared to commercially available materials. m-Y20s3:Th®" showed the greatest
performance, however, as it was found out, terbium doped materials exhibit intensity increase

overtime, which was attributed to desorption of surface-bound oxygen.
Keywords: luminescence, microscopy, markers, rare-earth metals

CERCS: P260 Condensed matter: electronic structure, electrical, magnetic and optical

properties, superconductors, magnetic resonance, relaxation, spectroscopy
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Sissejuhatus

Suur osa meie teadmistest bioloogiliste protsesside kohta on tulnud vdimekusest neid tapselt
rakkudes vaadelda. Kuna mikroskoopia vdimaldab uurida objekte ja protsesse, mida inimese
silm muud moodi eristada ei suuda, on sellest saanud bioloogide t66 lahutamatu osa [1].
Esimestes mikroskoopides kasutatud laétsede stisteemid olid kehvasti disainitud, mis tahendas,
et saadud pildid olid udused ja aberratsioonidega. Alates 19. sajandi keskpaigast, mil hakati
arendama uusi toimivaid objektiive, on mikroskoopia arenenud metsiku Kkiirusega. Tana on

uurijatel vdimekus juba vaadata objekte, mis on nanomeetrite suurusjargus [2].

Et muuta véaike maailm arusaadavamaks ja paremini nahtavaks, on kasutusele voetud markerid,
mis lisatakse uuritavasse proovi, kus nad ergastamisel kiirgavad. Nende eesmérk on
mikroskoobiga tehtud piltide lugemist hdlbustada ja vdimaldada erinevate mikroskoopide

kombineerimist.

Antud t60 eesmargiks oli uurida haruldaste muldmetallidega rikastatud (tetragonaalne
iitriumvanaadiumoksiid  (YVO4:Bi**:Eu*), monokliinne (itriumoksiid (m-Y203:Tb%"),
ranioksiidiga kaetud monokliinne titriumoksiid (m-Y203:Tb%" @SiO;), kuubiline Gtriumoksiid
(c-Y203:Th%) ja tetragonaalne (triumfosfaat (YPO4:Th®)) nanoosakeste sobivust
kombineeritud mikroskoopia luminestsentsi markeritena ja teha selgeks, millised on nende
eelised ja puudused vorreldes juba olemasolevate biomarkeritega. Kéesolev t60 on osa
suuremast uurimistoost, milles taheti vélja selgitada, kas uuritavad osakesed sobivad
kasutamiseks kombineeritud katoodluminestsentsi mikroskoobis, mis omakorda véimaldaks

teha super-resolutsiooniga modtmisi.

Hetkel on markerite vastupidavus mikroskoopias suurem valjakutse kui pildi resolutsioon [3].
Kombineeritud mikroskoopias kasutamiseks sobivad markerid peavad ergastuma nahtava
valgusega ja elektronidega, olema stabiilsed (mitte vilkuvad ja fotopleekivad) [4,5].
Uurimisobjektideks valiti luminestseeruvad Th®* ja Eu* dopeeritud osakesed, kuna varasemalt

on néidatud nende sobivust biomeditsiiniliste markeritena [6-8].

Autori panus t66 valmimisel oli kdigi spektroskoopiliste ja enamiku struktuursete uuringute

labiviimine ning saadud andmete analiius l&bitootatud kirjanduse abil.



Lihendid

FM — fluorestsentsmikroskoop

TEM — (ingl transmission electron microscope) labivalgustav elektronmikroskoop
3D — kolmedimensionaalne

EM — elektronmikroskoop

2D — kahedimensionaalne

SEM — (ingl scanning electron microscope) skaneeriv elektronmikroskoop

CLEM - (ingl correlated light and electron microscope) korreleeritud valguse ja

elektronmikroskoop
CL — (ingl cathodoluminescence) katoodluminestsents

CCLEM - (ingl correlative cathodoluminescence electron microscopy) korreleeritud

katoodluminestsents elektronmikroskoopia

DAPI — (ingl 4’,6-diamidino-2-phenylindole) 4°,6-diamiid-2-fentliindiool

DNA — (ingl deoxyribonucleic acid) desoksuribonukleiidhape

CPN - (ingl conjugated polymer nanoperticle) konjugeeritud poliimeeri nanoosake
RE — (ingl rare-earth metal) haruldane muldmetall

YVO4:Bi*":Eu®" — vismuti ja euroopiumiga dopeeritud titriumvanadiumoksiid
m-Y203:Th®" — terbiumiga dopeeritud monokliinne Gtriumoksiid

m-Y203:Tb* @SiO2 — ranioksiidiga kaetud ja terbiumiga dopeeritud monokliinne

utriumoksiid

c-Y203:Th®" — terbiumiga dopeeritud kuubiline titriumoksiid
YPO4:Th** — terbiumiga dopeeritud ttriumfosfaat

FSP — (ingl flame spray pyrolysis) leeki pihustamise purolds
2-EHA — (ingl 2-ethylhexanoic acid) 2-etutlheksaanhape

XRD — (ingl X-ray diffraction analysis) rontgenstruktuurianalus



1. Kirjanduse ulevaade

1.1 Mikroskoobid

1.1.1 Optiline mikroskoop

Tanapéeval on optiline mikroskoop bioloogidele oluline tdoriist, sest see vdimaldab vaadelda
rakke ning organelle, mida inimese silm ei suuda eraldada [1]. Ligikaudu 80% kdigist
mikroskoopilistest uuringutest, mis leiavad aset bioloogias, toimuvad optiliste
mikroskoopidega, sest valgusmikroskoobid vdimaldavad vaadelda bioloogilisi objekte neid

kahjustamata [9].

Optilise mikroskoopia kasutamise vdimalused mikroobjektide uurimisel on viimase
aastakiimne jooksul murranguliselt arenenud. Uute fluorestsentsmikroskoopia (FM) meetodite
ning sobivate markerite tlikiire areng on andnud hoogu murrangulistele teadusuuringutele ning
uued suunad digitaalses pildi jaddvustamises ja andmeanalliisis vOimaldavad Kkiiresti ja

tohusalt analtitsida arvukaid proove [2,10].

Luminestsentsmikroskoopias ergastatakse fluorofoore laserkiirega, seejarel kogutakse ja
analliisitakse eraldunud Kkiirgus, mis annab hea kontrasti mittekiirgava tausta ja erksa
fluorofoori vahel [2,11]. Fluorestsentsmikroskoopia on bioloogias laialt levinud, sest see
vBimaldab kasutada elusrakkudes fluorestsentsmarkereid, mis aitab tépselt lokaliseerida
bioloogilisi struktuure, naiteks valke, aminohappeid ja lipiide [2,9,12]. Lisaks on FM
kattesaadav ja lihtne kasutada [2,12]. FM vdimaldab paralleelselt markeerida mitmeid

molekule, mis soodustab laiapdhjalisemat arusaama bioloogilistest funktsioonidest [13].

Luminestsentsmikroskoopial on siiski mitmeid puudusi, nditeks markerite fotopleekimine, mis
tahendab, et fluorestsentsmarkerid kaotavad ajas oma intensiivsuse (struktuur laguneb hapniku
vOi ergastava kiirguse toimel). See omakorda halvendab piltide kvaliteeti, sest signaali ja mura
suhe vaheneb [13]. Kuigi FM on asendamatu rakkude funktsionaalsuse uurimisel, on peamine
puudus uledldine konteksti puudus, sest FM mikroskoopias néeme vaid seda, mida
markeerime. Seetdttu on oluline kasutada FM informatsiooni koos teiste mikroskoopia
tlupidega, naiteks skaneeriva elektronmikroskoobiga [2].

Kdige suurem fluorestsentsmikroskoopia puudus on resolutsiooni piirang, mida kirjeldas Ernst
Abbe 1873. aastal. FM ei suuda anda ruumilist resolutsiooni alla objektiivi difraktsioonipiiri,
mistottu ei voimalda FM vaadelda Uksikuid véikeseid objekte, sest paljud rakustruktuurid on

vaiksemad nahtava valguse lainepikkusest (thupiliste biomolekulide, sealhulgas valkude ja
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aminohapete, suurus jaab alla 10 nm) [2,14,15]. Selleks on viimastel aastakiimnetel t66tatud
valja super-resolutsiooni FM, mis aitab paremini lokaliseerida tiksikuid molekule ja véimaldab
vaadelda kolmedimensionaalseid (3D) struktuure. Super-resolutsiooniga
luminestsentsmikroskoopia on muutunud jarjest populaarsemaks rakkude ja kudede uurimisel,
kuid ka super-resolutsiooni FMis pole meil piisavalt konteksti. Seega tuleb leida alternatiivseid
vahendeid, kuidas saadud funktsionaalne informatsioon siduda terve raku ultrastruktuuriga, et

saadud infot taielikult mdista [1].

1.1.2 Elektronmikroskoop

Nagu eelnevalt mainitud, ei paku optiline mikroskoopia piisavalt head resolutsiooni, et
vaadelda  bioloogilisi ~ objekte  nanomeetri-skaalal.  Sellisel ~ juhul  kasutatakse
elektronmikroskoopi (EM), mille suurendus vdrreldes optilise mikroskoobiga vdib olla kuni
1000 korda suurem, kuna EMis Kkasutatakse Kkiirendatud elektrone, mille lainepikkus on
vaiksem kui optilises mikroskoopias kasutatavatel ergastavate footonite lainepikkused [16].
Kuna elektronmikroskoop vdimaldab pdhjalikumalt uurida raku struktuuri on temast viimastel

aastakumnetel saanud oluline t6oriist raku- ja molekulaarbioloogias [17].

Esimene elektronmikroskoop loodi aastal 1933 Ruska ja Knolli poolt [16]. Selles kasutati
kiirendatud elektrone, mis labisid Ohukese proovi. Tanapédeval nimetatakse seda tidpi
mddbteseadet labivalgustavaks elektronmikroskoobiks (transmission electron microscopy —
TEM) [16,18]. TEM on asendamatu nanomaterjalide karakteriseerimisel, eriti osakeste kuju
vélja selgitamisel. Lisaks aatomresolutsiooniga vore piltidele on vdimalik saada uuritava
objekti kohta keemilist informatsiooni lahutusega védhemalt 1 nm, mis vdimaldab lihtsasti
maéaarata nanokristalli keemilist koostist [19]. Lisaks kahedimensionaalsele (2D) infole, on
bioloogias tihti oluline visualiseerida ja konstrueerida ka bioloogilise koe 3D struktuuri.
3D-informatsiooni saamine TEMist on véimalik jarjestikuste dhukeste Idigete pilte voi

tomograafiat kasutades [14].

Teine oluline elektronmikroskoobi tilp on skaneeriv elektronmikroskoop (scanning electron
microscopy — SEM), mis skaneerib fokuseeritud elektronkiirega objekti pinda ning hajunud
elektronid kogutakse anallitsiks. [16]. Erinevalt TEMist on SEMi proovide ettevalmistamine
lihtsam, vahem ajakulukas ja sellega on vdimalik uurida paksemaid proove. Kuna uuritakse
tagasi peegeldunud ja sekundaarseid elektrone, saab SEMi kasutata pinna morfoloogia ja

koostise uurimiseks [18]. Mdlemal elektronmikroskoobil on resolutsioon nanomeetri skaalas,



kuid SEMil on see vorreldes TEMiga madalam. See on aga siiski piisav ja vdimaldab meil

vaadelda oluliselt vaiksemaid objekte kui optiline mikroskoop [3].

Bioloogilise elektronmikroskoopia suurim puudus on hallskaala pildid, millelt erinevate
molekulide ja organellide ara tundmine on &armiselt keeruline. Lisaks on bioloogiliste proovide
ettevalmistus keeruline ning proov vdib kahjustada saada, mis omakorda tdhendab, et ei saada
taielikku informatsiooni [3,4].

1.1.3 Kombineeritud mikroskoop

Suur valik markereid ja sonde vdimaldavad fluorestsentsmikroskoobiga uurida elusolendite
rakke ja neis olevaid struktuure, kuid ndhtavad on vaid markeeritud molekulid.
Elektronmikroskoop v@imaldab meil detailselt ndha rakkude alamstruktuure, kuid saadud
pildid on vaid hallskaalal, millelt on spetsiifilisi molekule keeruline &ra tunda. Valgus- ja
elektronmikroskoobid on asendamatud bioloogias, kuid tihti jaab vaid Uhe meetodiga saadav
info vaheseks. Mdlema meetodi eeliseid saab kasutada korreleeritud valgus- ja
elektronmikroskoopias (correlated light and electron microscopy — CLEM). Hiljutised arengud
sondide valja tootamises, proovide -ettevalmistamises, superresolutsiooniga FMi vilja
tootamises, piltide Ghitamises ja tulemuste analtiiisimises on selle meetodi arengule palju kaasa
aidanud [4].

Tavalised FM protseduurid ja EM ettevalmistused on sageli (ksteisega vastuolus:
fluorestsentsmikroskoopia eeldab leebeid meetodeid, samal ajal kui elektronmikroskoopia
eeldab raskemetallide kasutamist, mis tihti kustutab fluorofooride kiirguse. Seega on CLEMi
kasutades vaja objektide ettevalmistamisele eraldi tahelepanu pdorata ja leida markerid, mis
sobiksid CLEMis kasutamiseks [4].

SEMi ja katoodluminestsentsi (cathodoluminescence — CL) kombineerimisel saadakse
korreleeritud katoodluminestsents elektronmikroskoopia (correlative cathodoluminescence
electron microscopy — CCLEM), kus kiirendatud elektronid kutsuvad materjalis vdi markerites
esile luminestsentskiirguse. Sellisel juhul saadakse ihest mikroskoobist nii luminestsentspilt
kui ka elektronmikroskoobi pilt. Optilise CLi korral uuritakse proovi optilises mikroskoobis ja
ergastatakse katoodi ja anoodi vahele tekkiva elektronkiirega. Sellisel l&henemisel saame pildi,
mis vOrreldes CCLEM ldhenemisega on vaiksema suurenduse ja madalama resolutsiooniga
[20]. Ometi ei ole traditsioonilised CLEMi markerid sobivad katoodluminestsentsi jaoks, sest
fotopleegivad kiirendatud elektronide all kiiresti, ning seet6ttu on viimasel ajal hakatud uurima
uusi sobilikke materjale CCLEMi jaoks [21].



1.2 Markerid

Markerid on lisandid, mis aitavad valja tuua konkreetsete molekulide asukohad proovis.
Kasutatav marker kinnitub oma funktsionaalsuse tdttu sobiva molekuli kiilge. Markerit valides
tuleb fluorestsentsmikroskoopias arvestada nii sobiva ergastava lainepikkusega kui ka piisava
kvantsaagisega [2]. Biomarker on lisand, mida on vBimalik kasutada kudede, rakkude ja teiste

bioloogiliste slisteemide uurimiseks nii, et marker ise ei kahjusta objekti [22].

1.2.1 Orgaanilised markerid

Orgaanilised molekulid (markerid) on peamiselt sisinikust, vesinikust ja lammastikust
koosnevad molekulid, mis kiirgavad laseriga ergastades valgust nihtavas spektrialas. Uks
levinumaid markereid on naiteks 4°,6-diamiid-2-fentliindiool (DAPI). DAPI seostub DNAga,
mis  vOGimaldab  lokaliseerida  rakutuumasid. @~ DAPI  on  &rmiselt  levinud
luminestsentsmikroskoopias oma stabiilsuse t6ttu, kuid elektronmikroskoobi all kustub kiirgus
aarmiselt  kiiresti. DAPIt on CLEMis vdimalik kasutada, kasutades esmalt
luminestsentsmikroskoopiat ning seejérel elektronmikroskoopiat. DAPI on mirgine ning seda
saab kasutada ainult fikseeritudrakkudes [4].

1.2.2 Pooljuhtidest kvanttapid

Pooljuhtidest kvanttapid on 10 kuni 30 nm suurused pooljuhist nanoosakesed, mis ergastamisel
kiirgavad. Nende kiirgusspektri piigi asukoht sdltub osakese suurusest ning luminestsentsi

kustumisaeg jaab keskmiselt 20 mikrosekundi juurde [23,24].

Pooljuhtidest kvanttappe on vdimalik kasutada nii fluorestsents- kui ka elektronmikroskoopias
[4]. Levinuimad kvanttédppide slinteesimeetodid tagavad nanoosakesed, mis on ainult
dispergeeritavad orgaanilistes lahustes, kuid viimasel ajal vélja téotatud pinna
funktsionaliseerimise meetodid voimaldavad nende pinnale kinnitada ka polimeere, proteiine,
peptiide vOi teisi hudrofiilseid molekule. See vBimaldab neid kasutada vesilahustes, mis
laiendab nende kasutusvdimalusi bioloogias [25]. Kvanttépid on elusrakkudele murgised, kuid
neid saab kasutada, kui muutapooljuhtidest kvanttdpid DNA-ga mitte reageerivaks voi
kasutada neid fikseeritud rakkudes [23].

Pooljuhtidest kvanttappide kiirgusspektrid on kitsad ja meenutavad Gaussi kdveraid, samal ajal
kui orgaaniliste molekulide kiirgusspektri jooned on laiad ja lauged. Lisaks pleegivad

pooljuhtidest kvanttapid laseri all vahem kui orgaanilised markerid. Samas on neil omadus



vilkuda — luminestsentskiirguse vahele tekivad pikad mitte kiirgamise perioodid, mis segavad

luminestsentsi stabiilsust [26].

1.2.3 Konjugeeritud poliimeeri kvanttapid

Konjugeeritud poliimeerid on orgaanilised makromolekulid, mida iseloomustavad
jarjestikused vahelduvad uksik- ja kaksiksidemed. Viimasel kimnendil on fluorestseeruvate
markeritena populaarsust kogunud konjugeeritud poliimeeride baasil tehtud kvanttapid
(conjugated polymer nanoparticles — CPN). Nad on efektiivsed kiirgajad, fotostabiilsed,
luhikese kustumisajaga (~10 mikrosekundit), mittevilkuvad ja madala mirgisusastmega
[27,28]. Suurim probleem on nende madal hudrofiilsus, mis teeb nende kasutamise
biomarkeritena keeruliseks [27]. Lisaks on nad pooljuhist kvanttdppide ja orgaaniliste

markerite nanoosakestest suuremad, jdéades 30 nm ja 500 nm vahemikku [28].

1.2.4 Haruldaste muldmetallidega dopeeritud osakesed

Viimasel ajal on mitmed uuringud keskendunud luminestseeruvate haruldaste muldmetallidega
(rare-earth — RE) dopeeritud Uhendite loomisele [8,29]. Sellistel Ghenditel on anorgaanilise
uhendi maatriks ja haruldaste muldmetallide optilised omadused. Haruldase muldmetalliga
dopeeritud nanoosake on kasutatav luminestseeruva markerina bioloogilistes v0i
ravimiuuringutes, kui sellel on defineeritud eredus, neelduv lainepikkus, luminestsentsi eluiga,
erinevate mddteriistade kasutamise sobilikkus, stabiilsus, lipofiilsus vdi hudrufiilsus,

fotopleekimine, konjugatsioonikeemia ja praktiline stinteesimise v8imalus [29].

Erinevalt kvanttappidest ei sOltu kiiratav lainepikkus osakeste suurusest, mis tdhendab, et
sintees ei pea olema nii karmilt kontrollitud. V&rreldes orgaaniliste markerite ja
kvanttappidega on haruldaste muldmetallidega dopeeritud nanoosakeste luminestsentsi eluiga
pikem ning Kiirguspiigi asukohta on lihtne muuta, vahetades haruldast muldmetalli
nanoosakese maatriksis vOi seda umbritsevat maatriksit [30,31]. Tanu véga kitsastele piikidele
on voimalik paralleelselt kasutada mitut markerit. Orgaanilised markerid ja kvanttépid on juba
lihtsasti kattesaadavad, pdhjalikult uuritud ning nende stinteesimiseks on olemas efektiivsed
meetodid. RE dopeeritud nanoosakeste kasutamine, omadused ja efektiivne valmistamine on

veel uurimisjargus [31].
1.3 Objektide valmistamine

Koik nanoosakesed — tetragonaalne (itriumvanaadiumoksiid (YVO4:Bi**:Eu®*), monokliinne
dtriumoksiid ~ (m-Y203:Tbh®),  rénioksiidiga  kaetud ~ monokliinne  {triumoksiid
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(M-Y203:Th*" @SiO,), kuubiline itriumoksiid (c-Y203:Th*") ja tetragonaalne (triumfosfaat
(YPO4:Th®") — siinteesiti leeki pihustamise puroliiiisiga (flame spray pyrolysis - FSP) [30,32].
Ranioksiidiga kaetud osakesed tihilduvad biomolekulidega veel paremini kui katmata osakesed
[30]. Mdlemat tilpi osakesed on esindatud, et oleks vdimalik vorrelda nende luminestsentsi

omadusi.

YVO.:Bi*":Eu® sinteesis lisati Y, V, Eu ja Bi lahteainete stéhhiomeetrilised kogused
lahustisse (2-etliilheksaanhape (2-ethylhexanoic acid — 2-EHA\) ja atseetanhtidriid suhtes 2:1)
hoides metalli kontsentratsiooni 0.4 M. Esmalt lisati lahustisse V ja Eu ning segati 100 °C
juures 3 tundi. Y ja Bi lahustati lahustis toatemperatuuril. KOik l&hteainete lahused aeti labi
veega jahutatud pihustusotsiku ja hajutati O.-ga (otsiku otsas réhk umbes 1.5bari) vaikesteks
tilkadeks. Saadud piisad suldati metaani ja hapniku segus (1.5 L/min ja 3.2 L/min), mis oli
Umbritsetud 40 L/min liikuva hapnikuga. Stinteesitud pulber koguti tulest eemale paigutatud
filtrilt [7,32].

Monokliinse ttriumoksiidi nanoosakeste stinteesiks lahustati Gtriumnitraat 2-etliiilheksaanhape
ja etanooli segus (1:1) hoides metalli kontsentratsiooni 0.5 M. Terbiumnitraat lahustati
eelnevalt nimetatud 2-EHA ja atseetanhiidriidi lahuses. Lahused lasti 1abi pihustusotsiku
voolukiirusel 5 mL/min ja hajutati 5 L/min liikuva hapnikuga. Taas koguti pulber filtrilt [32].
M-Y203:Th* @SiO, nanoosakesed suunati enne filtrile joudmist labi ronga, kus nad kaeti
heksametudldisiloksaani auruga. Kuubilise Gtriumoksiidi nanoosakesed sunteesiti samal
pohiméttel nagu m-Y203:Th®", kuid lahust lasti 1abi pihustusotsiku kiirusel 11.6 mL/min ja
segati 3L/min liikuva hapnikuga [30]. YPO4:Th* nanoosakeste siinteesimisel lahustati
utriumnitraatheksahidraat ja terbiumnitraatheksahldraat etanooli ja 2-EHA 1:1 lahuses.
Seejarel lisati tributiilfosfaat. Metalli kontsentratsioon hoiti 0.4M. Lahus lasti 1abi
pihustiotsiku (5mL/min) ja hajutati hapnikuga (5 L/min) [33].

Vordlusobjektidena kasutati kommertsiaalselt saadavaid biomarkereid 4’,6-diamiid-2-
fendliindiool (DAPI) (Joonis 1a), polli(9,9-di-n-dodekul-fluorentiil-2,7-diudl) (konjugeeritud
polumeerist kvanttépid (CPN)) (Joonis 1b) ja CdSe/CdS (pooljuhist kvanttépid) (Joonis 1c).
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Joonis 1. a) DAPI, b) CPN, c) pooljuhist kvanttappide struktuurid [32].

Terbiumiga dopeeritud nanoosakesed valmistasid Dr. Fabian Starsich ja Martin T. Matter ETH
Zurichi osakestetehnoloogia laboris. Euroopiumiga dopeeritud nanoosakesed valmistas Dr.
Anastasia Spyrogianni ETH Zdlrichis ja nende véljatootamist koordineeris Prof. Georgios

Sotiriou Rootsi Karolinska Instituudi mikrobioloogia, kasvajate ja rakubioloogia osakonnast.
1.4 Aparatuur ja médtmismeetodid

1.4.1 Rontgenstruktuuranaliius

Optiline lahutusvdime piirab kristalli struktuuri uurimist optilise mikroskoobiga. Seega
kasutatakse kristalli struktuuri uurimiseks enamasti rontgenstruktuuranaliiisi  (X-ray
diffraction analysis — XRD). Objektile langev rontgenkiirgus on vastastikméjus aatomitega ja
difrageerub. Uurides tekkinud difraktsiooni pilti, saame kokku panna aatomite paigutuse ja
tuvastada aine kristallstruktuuri [34].

XRD mustrid jéadvustati ETH Zlrichi osakestetehnoloogia laboris Bruker D8
diffraktomeetriga (40 kV, 40 mA, CuKa kiirgus) [32].

TEM pildid RE®*" elementidega dopeeritud nanoosakestest on tehtud JEOL 2200 TEMiga
kiirenduspingel 200 kV.

1.4.2 Raman spektroskoopia

Objektide kristallstruktuuride kontrollimiseks teostati ka Raman anallius, kuna moned
kristallstruktuuride ttdbid ei ole piisavalt eristatavad XRD meetodiga. Proovi Kiiritati
laserkiirega ning proovilt hajunud valgus suunati detektorile. Raman mdodtmised teostati
Renishaw inVia micro-Raman spektromeetril (spektraal resolutsioon 2 cm™), millel on
ergastamiseks 514 nm argoon-ioon laser ja 50x suurendusega objektiiv, mis fokusseerib laseri

objektile ning kogub kokku Raman signaali.

12



1.4.3 Fotoluminestentsi ergastus- ja Kiirgusspektrid

Objektide ergastamiseks sobiva valgusallika valimiseks mdddeti esmalt markerite ergastus- ja
kiirgusspektrid. Proovi spektrite mdotmiseks kasutati markerite pulbrilist kuju, mis pandi
kvartskiivetiga ~ tdisautomaatsesse  ristuva  geomeetriaga ~ Horiba  Fluoromax-4
spektrofluorimeetrisse. Kiirguse filtreerimiseks asetati monokromaatori ette sobiv ribapaasu
filter, ergastuse monokromaatori ette sobiv madalpaédsu filter ja saadud spektrit parandati
vastavalt aparaadi spektraalsele tundlikusele. Masina ergastusallikaks on Xe-lamp v6imsusega
150 W ning detektoriks fotoelektronkordisti footonite loendusreziimis. Spektrid mdddeti

néhtava valguse piirkonnas, et leida sobiv lainepikkus optilise mikroskoobi all kasutamiseks.

1.4.4 Objektide kiirgusspektrite ja kineetikate mdGtmine

Objektide kiirgusspektreid ja kineetikaid uuriti TU Fuusika Instituudi laserspektroskoopia
laboris konstrueeritud katseseadmega (Joonis 2). Kiirgusspektrite mdotmisel kasutati
ergastamiseks Nd:YAG (266 nm, 1.53 mW) laserit vdi Nd:YAG (355 nm, 47 mW) laserit.
Kineetikate modtmisel kasutati impulsslaserit Ekspla NT340 (pulsi pikkus 20 ns), mis pandi
véljastama sobivat lainepikkust vastavalt objektile. Laserkiir juhiti peeglitega termorakus
asuvale proovile ja fokusseeriti ~1 ruutmillimeetri suuruseks. Laserkiire puhastamiseks
kasutati sobivat madalpéasu filtrit. Proovist Kkiirgunud luminestsentskiirgus suunati labi
korgpaasufiltri spektrograafi Andor Shamrock 303i sisendpilule. Spektrograaf oli varustatud
Hamamatsu H8259 fotoelektronkordistiga (FEK), mis vGimaldas mddta kiirguse kineetikat, ja

Andori iCCD kaameraga, mis vBimaldas registreerida spektreid.

Liigutatav

e

266 SPEKTROGRAAF | Frg 41‘ ARVUTI }_

——— Kiirgus-
filter

1 1
Impu

I
I o —[ LN,

Ergastus- : ]
filter #es| PROOV E PUMP |

| TERMORAKK TEMPERATUURI KONTROLLER ]—

+—

Joonis 2. Katseseadme skeem.

Uks kiirgusspektri mddtmise tsiikkel kestis 24 minutit, mille jooksul salvestati iga 3 minuti

jarel spekter (kokku 8 mddtmist tsuklis). Esimesed 15 minutit oli laser pidevalt proovil. 15
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minuti taitumisel voeti viies spekter ning seejarel laser blokeeriti. Tstkli viimasel 9 minutil
pandi laser toole vaid m6dtmiseks (~10 sekundit korraga). Sellist tstklit kasutati stabiilsuse
uurimiseks, et saada teada kuidas osakesed reageerivad pidevale laserkiirgusele — kas ja kui
intensiivselt toimub fotopleekimine voi hakkab intensiivsus hoopis kasvama. Tsukli teise osaga

taheti teada saada, kas protsess on pédrduv voi mitte.

Vordluseks kasutatav DAPI kustumisaeg mdddeti Sveitsis Horiba Delta Proga, mis kasutab

NanoLED-370 ergastust lainepikkusega 366 nm ja pulsi pikkusega 1.4 nanosekundit.

1.4.5 Umbritseva keskkonna mdju luminestsentsile mé6tmine

Keskkonnast sdltuva luminestsentsi mdotmised teostati linkam THMS350V kambris, mis oli
hermeetiliselt suletud. Ergastav laser oli Nd:YAG laser (355 nm), mis annab nanosekundilisi
impulsse kordussagedusega 5 kHz ja mille puhastamiseks kasutati UFS-5 filtrit.
Luminestsentskiirgus ~ puhastati  ZS-10 filtriga ning suunati LOMO MDR-23
monokromaatorile. Spektri registreeris Andor DE240-BU CCD-kaamera.

Kambrist voolasid kordamodda labi hapnik ja lammastik, mis olid puhtusega 99.999%.
Kambrisse voolavate gaaside kontsentratsioone méaarati Brooks SLA5850 massivoo

kontrolleriga, mis hoidis voolu kiirust 200 milliliitrit minutis.

Et vabaneda tableti pinnale kogunenud veest, kuumutati objekt enne mddtmist lammastiku
keskkonnas 150 kraadini. Stabiliseerimiseks hoiti objekti enne sensorkoste mddtmist 10

minutit lammastikus.
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2. Tulemused ja arutelu

2.1 Koostis ja struktuur

Objektide kristallstruktuure hinnati XRD ja Raman analtiisi kaudu. Tulemustest vdime néha,
et YVO.:Bi®":Eu" kristallstruktuur on tetragonaalne. Samas on selgelt niha piik, mis ei kuulu
tetragonaalse YVO; piikide hulka, kuid kattub tdpselt vismuti nanoosakese piigiga [35-37].
Seega ei ole osa vismutist maatriksi sees, vaid on valja sadestunud (Joonis 3a-b). TEMi piltidelt
on néha, et valdavalt on tegemist sfadriliste, kuid leidub ka ellipsoidilisi osakesi. Nende suurus
on 20 kuni 40nm.

a) —~ 350
5 300 ° YVO4:Bi*:Eu
o ] ® - tetragonaalne YVO,
a 250 O - vismut
» 200
>
2 1501
'g 100+
)= 50
20 30 40 50 60 70
Difraktsiooni nurk (26)

b) ’:\80000 ¢ YVO4:Bi3+:Eu3+
£ - tc.tragonaalnc YVO,
\%60000- of O - vismut
o] .

2 40000 - o
g (]

5 20000 ®

=

O X T T L T K
600 1200 1800 2400 “‘

Ramani nihe (cm™)

Joonis 3. YVO4:Bi*":Eu®* nanoosakeste a) XRD muster, b) Raman analiiiis ja ¢) TEM pilt.

Monokliinsete Y203:Th** nanoosakeste XRD ja Raman analiiiis naitab, et osakesed on
peamiselt monokliinse faasiga, kuid leidub ka kuubilist faasi (Joonis 4a, Joonis 4b) [38-41].
Sama tulemuse annab m-Y.03:Th*" @SiO, osakeste Raman analiilis (Joonis 4e). c-Y203:Th**
Raman analuiiis (Joonis 4d) nditab, et tegemist on puhtalt kuubiliste osakestega. TEMi piltide
analiiiis nditab, et m-Y20s3:Th* nanoosakesed on ebaiihtlase kujuga osakestega, mille keskmine

suurus on 20 nm.

Monokliinse ja kuubilise Y203:Tb®* Raman analiitsil (Joonis 4b,Joonis 4d) on naha ka tugev
taustkiirgus, mida tuleneb proovi omakiirgusest. Samasugune tdus on ka YPO4Tb®*

nanoosakese Raman analtdsil (Joonis 5b) [42].
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Joonis 4. m-Y203:Th®" nanoosakeste a) XRD analiiiis, b) Raman analiiis, ¢) TEM npilt,

d) ¢-Y203:Th*" Raman analiiiis ja €) m-Y203:Th*" @SiO, Raman analiiis

Siinteesitud YPO4: Th®" nanoosakeste XRD mustrit (Joonis 5a) vaadates on niha, et suurem osa
piike kattuvad tetragonaalse paigutusega, kuid leiduvad ka kaks piiki, mis ei kuulu
tetragonaalsesse struktuuri [43]. Asukohtade poolest sobivad piigid kokku kuubilise
terbiumoksiidi XRD analiilisiga [44]. Raman analiilis nditab vaid tetragonaalse struktuuri piike

[45]. Osakeste suurus on 20 kuni 30 nm.
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Joonis 5. Tetragonaalsete YPQO4:Th®*" nanoosakeste a) XRD analiiis, b) Raman analiiiis ja
c) TEM pilt

2.2 Ergastus- ja kiirgusspektrid

Sobivate ergastuslainepikkuste kindlaks tegemiseks uuriti kdigepealt objektide ergastus- ja
kiirgusspektreid. Ergastusspektrid on iga objekti jaoks m6ddetud Kiirgusspektri maksimumile
vastavale lainepikkusele — terbiumiga dopeeritud nanoosakestel 542 nm, euroopiumiga
dopeeritud osakesel 612 nm, CdSe/CdS nanoosakestel 619 nm, CPN 463 nm, DAPI-1 457 nm.
Uuritav ergastuslainepikkuste vahemik valiti 250 nm kuni 600 nm, sest just sellesse vahemikku

jadvaid lasereid kasutatakse optilises mikroskoopias.

Joonis 6 kdigi kolme alamjoonise peal on objektide jarjekord sama — c-Y203:Tb%",
m-Y203:Th%", m-Y203:Th®* @SiO,, YPO4: Th®, YVO4:Bi**:Eu®*, CdSe/CdS, CPN ja DAPI.
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Joonis 6. Uuritavate objektide ja kommertsiaalsete biomarkerite normeeritud a) ergastus- ja

b) kiirgusspektrid ning c) kiirgusspektrite piikide intensiivsused.

K®oigi uuritavate RE dopeeritud nanoobjektide ergastamiseks sobib laser lainepikkusega 266
nm (Joonis 6). Vorreldes kommertsiaalsete markerite ergastusspektritega on RE dopeeritud
nanoosakeste  ergastusspektrite  piigid  siigavamal ~ UV-piirkonnas.  YPO4:Tb®*
ergastusmaksimum  jaab  taielikult  UV-piirkonda.  YVO4:Bi*":Eu®*, ¢-Y203:Tb%,
m-Y203:Tb%* ja m-Y.03:Th**@SiO, maksimumid on UV-piirkonnas, kuid jadvad siiski
uuritud lainepikkuste vahemikku. See teeb nende kasutamise optilises mikroskoobis
keerulisemaks, kuna seal eelistatakse kasutada suurema lainepikkusega lasereid, sest UV
kiirgus kahjustab elusaid rakke. Lisaks on sellisel juhul vaja kasutada kvartsist optilisi
elemente, mis teeks kogu slsteemi kallimaks [46]. Samas on bioloogilistes uuringutes
kasutusel oleva CPN piik samuti 300 nm juures, mis tdhendab, et ergastava lainepikkuse
poolest vdivad RE dopeeritud osakesed optilise mikroskoobiga kasutamiseks siiski sobida.
Kdige paremini vdiksid sobida m-Y,03:Th*", m-Y,03:Th® @SiO: ja c-Y.03:Th*", sest nad
ergastuvad alates kolmesajast nanomeetrist ning nende intensiivsused on k&ige suuremad.
Lisaks vOib UV-kiirguses ergastumine tdhendada sobiva ergastusmaksimumi olemasolu

katoodluminestsentsiks.

SiOz-ga kaetud m-Y203:Th®" ja katmata m-Y203:Th®* ergastusspektrid kattuvad kujult, kuid
normeerimata intensiivsuseid vaadates on ndha, et katmata m-Y»Os3 kiirgab intensiivsemalt.
Vordlusobjektidest on kdige intensiivsema kiirgusega CPN, millest Gtriumoksiidi

nanoosakesed kiirgavad 2 korda tugevamalt.
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Uuritavate haruldaste muldmetallide selge eelis vorreldavate objektide ees on nende
kiirgusspektrite kitsad piigid, mis aitavad neid lihtsalt eristada taustkiirgusest, mis

bioloogilistes objektides leidub proovi ettevalmistuse tottu [42].

2.3 Kineetika

Markerite kasutamisel katoodluminestsents mikroskoobis on oluline, kui kiiresti saab markerid
skaneerida. Sobiva skaneerimiskiiruse madrab luminestseerivate osakeste kustumisaeg, sest
pildi kvaliteet halveneb margatavalt, kui liigutakse jargmisesse punkti, aga eelmise objekti
jarelhelendus veel kestab. Kuigi SEMis ergastatakse markereid elektronidega, mille tulemusel
toimub katoodluminestsents, uuriti t60s objektide kustumist fotoluminestsentsil. Nimelt ei ole
katoodluminestsentsi kustumisaja md6tmise stisteem laialt levinud ning kattesaadav. Samas on
katoodluminestsentsi ja fotoluminestsentsi ergastusprotsessid piisavalt sarnased, et
fotoluminestsentsi kustumisaja pdhjal teha oletusi katoodluminestsentsi kustumisaja kohta
[47].

Kineetika mdodtmisel detekteeriti intensiivsust objekti  Kiirguspiigi lainepikkusel.
YVO4Bi**:Eu®* detekteeritav  valgus oli lainepikkusel 612 nm, m-Y203:Tb%,
m-Y203:Th** @SiOz, c-Y203:Th*" ja YPO4:Th** kogutav valgus lainepikkusel 542 nm. Lisaks
ergastati koiki objekte nende ergastusspektri maksimumile vastava lainepikkusega —
YVO4:Bi**:Eu®* ergastati lainepikkusel 275 nm, m-Y203::Tb* ja m-Y20s::Th* @SiO2
lainepikkusel 279 nm, c-Y203:Th®" lainepikkusel 277 nm ja YPO4: Tb%* lainepikkusel 258 nm.
Ergastuse maksimumis mdddeti, et saada kdige rohkem signaali.
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Joonis 7. Uuritavate objektide kineetikad ja md6tmiste esimesed 0.04ms.

Tulemustest on ndha, et kdige Kkiiremini kustub YVO4:Bi**:Eu®* (Joonis 7), mille
luminestsentsi vOib lugeda kustunuks 8 millisekundit pérast ergastamist. Terbiumiga rikastatud
nanoosakeste kustumisaeg on mérgatavalt pikem, kusjuures kdige pikema jarelhelendusega on
c-Y203:Th® nanoosakesed. Vaadates graafiku esimest 0.04 millisekundit, on néha, et
Cc-Y203:Th%, m-Y205:Th®" ja YPO4:Th®" osakesed hakkavad kohe intensiivsust kaotama, kuid
YVO:Bi*":Eu®" ja m-Y203:Th**@SiO, intensiivsus seevastu alguses tduseb. Tousu vdib

pdhjustada viivitus osakeste ergastumises.

Vorreldes RE dopeeritud osakestega on vordlusobjektide kustumisajad oluliselt lihemad.
DAPI kustumisaeg on 2 nanosekundit, CPNil 10 mikrosekundit ja CdSe/CdS osakestel 20
mikrosekundit [24,32]. Kuigi RE lisandiga osakestel on pikem kustumisaeg, on see CCLEMis

kasutamiseks siiski sobivas suurusjargus [32].

2.4 Luminestsentsi stabiilsus

Luminestsentsi stabiilsust uuriti, et ndha vdimalikku po6drduvat vOi mittepdoérduvat
fotopleekimist objektides. Luminestsentsi stabiilsust uuriti RE dopeeritud ja konjugeeritud
poliimeeri nanoosakestel kasutades 266 nm laserkiirgust. DAPI ja CdSe/CdS nanoosakeste

ergastamiseks kasutati 355 nm lainepikkusel laserit.
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Joonis 8. Monokliinse Y20s:Th®" luminestsentsi intensiivsuse stabiilsus Uihes mddtetsiiklis.

Joonis 8 kujutab tihe mddtmistsikli tulemusi m-Y203:Th®" jaoks {ihes punktis. Vaadates
spektrit on selgelt &ra tuntavad terbiumi Gleminekud. Terbiumi Kiirguse luminestsentsi
intensiivsus muutub intensiivsus tstkli jooksul mérgatavalt. Et saada ettekujutus kogu objekti

kaitumisest, tehti selliseid mdotetsikleid iga objekti jaoks kolmes erinevas punktis.

Mddbtmistulemused (Joonis 9) naitavad, et RE lisandiga nanoobjektidel fotopleekimist ei toimu,
sest luminestsentsi intensiivsus ei kahane ajas. c-Y203:Th*" ja YVO4:Bi**:Eu®" intensiivsused
on vordlemisi stabiilsed. Samas on néha, et m-Y203:Tb**, m-Y203:Th* @SiOzja YPO4: Th*"
nanoosakestel toimub intensiivsuse kasv. Seda vdib pohjustada objekti pinda kattev vee aur ja

hapnik, mis vdivad kaituda luminestsentsi kustutajatena [49,50].
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Joonis 9. Uuritavate objektide stabiilsused kolmes erinevas punktis, viimasel joonisel on iga

nanoosakese kolme mddtmise keskmine.

Samasuguse modtetsiikliga mdddeti ka DAPIt, CPNi ja CdSe/CdS kvanttappe (Joonis 10).

Koik vordlusobjektid kaotasid aja jooksul luminestsentsi intensiivsust ning tegemist ei olnud

poorduva protsessiga, kuna nende intensiivsus ei tdusnud ka parast laseri valja lilitamist. See

naitab, et haruldaste muldmetallidega dopeeritud osakesed on vérreldes kommertsiaalsete

objektidega pidevale kiiritamisele vastupidavamad.
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Joonis 10. Vordlusobjektide intensiivsuste muutus mdotetsukli jooksul.

2.5 Veeauru moju luminestsentsile

Objektide luminestsentsi stabiilsust uurides nagime (Joonis 9), et YVO4Bi*":Eu®* ja
c-Y203:Th® osakeste intensiivsused on stabiilsed, kuid m-Y203:Tb%*, m-Y203:Tbh** @SiO: ja
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YPO4:Th* objektide puhul intensiivsus kasvab ajas. Uks p&hjendus sellele v@ib olla pinnal
leiduv veeaur, mis objekti laseriga kiiritamisel &ra lendub [49]. Selle tdestamiseks soojendati
objekte 120 kraadi Celsiuseni samal ajal proovikambrit lammastikuga ventileerides, jahutati
ning teostati samas punktis teine médtmine. Parast teist modtmist liiguti proovil uude punkti
ning teostati kolmas md6tmine. Selline mddtmine tehti terbiumiga rikastatud osakestega.

Tulemusena saadi kdikidest objektidest taas kolm mdétmist (Joonis 11).
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Joonis 11. Terbiumiga dopeeritud osakeste luminestsentsi intensiivsus enne ja pérast

soojendamist.

Katse tulemusi vaadates on naha, et m-Y203:Th*" @SiO2 intensiivsus on stabiilsem, kuid algne
tdus on kadunud ka esmasel maotmisel. c-Y203:Th**, m-Y20s:Th%" ja YPO4:Th®* osakeste
luminestsentsi intensiivsus ei ole siiski ajas stabiilne. Graafiku alguses ndha olevat téusu ei

pdhjusta veeaur. Seega vdib hlplikuse pdhjustaja olla hapnik.

YPO4:Th* nanoosakese maotmisel teises punktis parast kuumutamist on niha, et parast laseri
varjestamist hakkab proovi intensiivsus jérsult langema. Sarnane kukkumine toimus uhes

punktis ka esialgsel mdotmisel (Joonis 9), seega on alust arvata, et tegemist ei ole lihtsalt
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mddtmisveaga. Et teada saada, mis selle kukkumise taga on, tuleks objekti pdhjalikumalt
uurida. Kuna antud etapis pakkus huvi just graafiku esimene pool, siis katset ei korratud. c-
Y203:Th** ja m-Y203:Tb®* nanoosakeste mddtmistulemusi vaadates on naha, et esimeses
punktis enne kuumutamist ja teises punktis péarast kuumutamist kditub graafik vaga sarnaselt,
kuid esimese punkti teiskordsel mddtmisel graafik muutub. Seega ei ole hiplikus seotud
veeauru eemaldumisega, vaid pigem fotoefektiga, naiteks hapniku eemaldumisega proovi

pinnalt laseri toimel.
2.6 Hapniku mdju luminestsentsile

Hapniku mdju osakeste kiirgusele uuriti puhtas hapnikus ja lammastikus. Md6tmised teostati
m-Y203:Th*" nanoosakesega, kuna selle kiirgus oli tugevaim ning graafiku I8pp vaga stabiilne
kdigil médtmistel. Tulemustest (Joonis 12) on nédha, et hapnik tdepoolest kustutab terbiumiga
dopeeritud osakestes luminestsentsi. Seega on teada, et terbiumiga osakeste intensiivsuse tdusu

pdhjustab kiiritamise kaigus objektilt lahkuv hapnik.

Et kasutada objekte SEM ja katoodluminestsents kombinatsioonis, tuleb proov katta ja
vakumeerida, mis tdhendab, et pinnal olevad hapnikuosakesed luminestsentsi siiski oluliselt ei
mdojuta. Kui aga osakesi kasutada SEM ja FL mdotmistel, kus tehakse esmalt 6hu ké&es FL

mddtmine, tuleb intensiivsuse tdusuga arvestada.

1004 m-Y,0,: Tb™
—_ A =355nm
B | erg
£ 098+
=2
@0
g
2 0.96 -
‘B
C
o
£ 0944
-O 1
=
g :
€ 0.92- |
S _ :

0, N, 0, N,
0.90 T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700
Aeg (s)

Joonis 12. m-Y>03:Th** luminestsentsi intensiivsus hapniku ja lammastiku keskkondades.
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2.7 Valitud osakeste uurimine CCLEMiga

Pannes kokku uuritud nanoosakeste tulemused spektroskoopilistes uuringutes ja
elektronmikroskoopias, valiti CCLEMi all uurimiseks valja YVO4:Bi**:Eu** ja m-Y203:Th**.
Nanoosakesed lisati inimese vaskulaarsetesse endodeeli rakkudesse. CCLEM uuringu
tulemusena saadi pilt rakus olevatest alamstruktuuridest. VVorreldes Joonis 13 a ja b jooniseid
on naha, et lillaga imbritsetud alad tulevad vélja nii CL kui SEM pildidl. Samas on SEM pildil
néha Umaraid struktuure (rohelisega Umbritsetud), mis CL pildil vélja ei tule. Sama voib
tdheldada Joonis 14-1, kus kollasega on tahistatud mélema moodusega néha olevad struktuurid
ning punasega katoodluminestsentsil mitte Kiirgav struktuur. See tahendab, et tegemist on
molekulidega, millele rakku lisatud markerid funktsionaliseeritud ei ole. Seega aitab CCLEM

eristada rakus naturaalseid leiduvaid struktuure sarnase kujuga nanoosakestest.

Joonis 13. YVO.:Bi**:Eu®" nanoosakesed inimese vaskulaarsetes endodeeli rakkudes.
a) Tagasipeegelduvate elektronide pilt ja b) katoodluminestsentsi pilt. Nanoosakesed on

maérgitud lilla katkendliku joonega ja naturaalsed sarnased objektid rohelise katkendliku

joonega. Skaala: 3 um.
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a)

—— b)

Joonis 14. m-Y203:Tb®** nanoosakesed inimese vaskulaarsetes endodeeli rakkudes.
a) Tagasipeegelduvate elektronide pilt ja b) katoodluminestsentsi pilt. Nanoosakesed on

maérgitud kollase katkendliku joonega ja naturaalsed sarnased objektid punase katkendliku
joonega. Skaala: 3 um
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Kokkuvote

Toos uuriti  tetragonaalse  Gtriumvanaadiumoksiidi  (YVO4:Bi**:Eu®"), monokliinse
triumoksiidi ~ (m-Y203:Tb**),  rénioksiidiga  kaetud — monokliinse  (itriumoksiidi
(M-Y203: T @Si02), kuubilise Gtriumoksiidi (c-Y203:Tb*") ja tetragonaalse titriumfosfaadi
(YPO4:Th*") nanoosakeste sobivust kombineeritud mikroskoopia luminestsentsi markeritena.
Lisaks tehti selgeks, millised on nende eelised ja puudused olemasolevate biomarkeritega
(DAPI, CPN, CdSe/CdS) vorreldes.

XRD ja Raman mddtmised naitasid, et nanoosakeste siinteesid ei ole veel ideaalsed. YPO4:Th%*
graafikul on n&ha piiki, mis ei kai kokku tetragonaalse asetusega ja viitab kristallvore
deformatsioonile. Osa YVO.:Bi**:Eu®* sees olevast vismutist ei ole maatriksi sees, vaid on
vilja sadestunud. Lisaks on m-Y20s3:Th** struktuurianaliiiisi graafikutel ndha ménda kuubilise
struktuuri piiki. c-Y203:Th*" nanoosakeste Raman analiiiis naitas vaid kuubilise asetusega

sobivaid piike.

Objektide ergastus- ja kiirgusgraafikud naitasid, et uuritavate objektide ergastusmaksimumid
on rohkem UV-piirkonnas kui v@rdlusobjektidel, samas kiirguspiigid on kdigil ndhtava valguse
piirkonnas. Ehkki UV-piirile lahenevate ergastusmaksimumidega, on uurimisobjekte siiski
voimalik optilises mikroskoopias kasutatavate laseritega ergastada. Teine oluline tdhelepanek
ergastus- ja kiirgusgraafikute uurimiselt on, et m-Y203:Tb%, m-Y.0s:Th* @SiO; ja
c-Y203:Th%" on teistest uuritud objektidest ja vordlusobjektidest kaks korda intensiivsemad

kiirgajad.

Kineetika uuring nditas, et objektid kustuvad aeglasemalt, kui juba kasutusel olevad markerid.
Samas tuleb arvestada, et mdddeti fotoluminestsentsi kustumist ning katoodluminestsentsil

kéituvad objektid veidi teisiti.

Vordlusobjektide stabiilsuse uurimisel oli néha, et kdigis toimub péérdumatu fotopleekimine,
samas RE dopeeritud uuritavate objektide intensiivsus oli stabiilne (YVO4:Bi**:Eu®") vbi ajas
kasvav (m-Y203:Th**, m-Y203: T @SiO2, ¢-Y203:Th®", YPO4: Th®"). Terbiumiga dopeeritud
osakeste huplikku intensiivsust pdhjustas osakeste pinnal olnud hapnik, mis kaitus

luminestsentsi kustutavalt.

ToO kaigus jouti jareldusele, et kombineeritud mikroskoobis luminestseeriva markerina
kasutamiseks sobib kdige paremini m-Y.Os:Th®** nanoosakesed. Need niitasid kdige

stabiilsemat ja intensiivsemat kiirgust ning fotoluminestsentsil vordlemisi Illhikest
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kustumisaega. Pannes kokku spektroskoopiliste uuringute tulemused elektronmikroskoopia
omadega, saadi tulemuseks, et CCLEMiga kasutamiseks sobivad kdige paremini

YVO04:Bi**:Eu®* ja m-Y203:Th** nanoosakesed.
Antud t66s saadud tulemused on osa jargmisest artiklist:

1. Kerda Keevend, Laurits Puust, Karoliine Kurvits, Lukas R.H. Gerken, Fabian H.L.
Starsich, Jian-Hao Li, Martin T. Matter, Anastasia Spyrogianni, Georgios A. Sotiriou,
Michael Stiefel, and Inge K. Herrmann, ,,Ultra-Bright and Stable Luminescent Labels
for Correlative Cathodoluminescence Electron Microscopy (CCLEM) Bioimaging,*

Nano Letters, in revision
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Summary

The aim of the study was to examine suitability of rare-earth (RE) doped nanoparticles
(YVO4Bi**:Eu®*, m-Y203:Tb®, m-Y203:Th** @SiOz c-Y2035:Th%, YPO4Tb®) as
luminescent biomarkers for correlated microscopy and compare them to conventional
biomarkers (DAPI, CPN, CdSe/CdS).

XRD and Raman studies showed defects and impurities in synthesized nanocrystals. A mixture
of different crystal structures could be found in each set of studied nanoparticles except for c-

Y,03:Tb%*, which showed pure cubic structure.

The excitation and emission graphs showed that the excitation peaks of the RE doped
nanoparticles were more in the UV region compared to commercially available biomarkers.
m-Y203:Tb%, m-Y203:Th3*@SiO, and c-Y203:Th** showed significantly higher emission

intensity compared to commercial biomarkers.

The kinetics study on the potential biomarkers showed that DAPI, CPN and CdSe/CdS decay

significantly faster than RE doped nanoparticles.

All of the reference objects photobleached under constant laser light, while RE doped
nanoparticles exhibited stable emission (YVO4:Bi*":Eu®") or even increased emission over
time (M-Y203:Th%", m-Y203: Tb** @SiO2, ¢-Y203:Th%*, YPO4: Tb3"). The increased intensity of

terbium doped nanoparticles was caused by the surface-bound oxygen.

The best performing nanoparticle in photoluminescence setting was m-Y203:Th** that had the
most stable emission, had the biggest intensity and reasonably fast decay time. For CCLEM
the best performing particles were YVO4:Bi**:Eu®* and m-Y,03:Th** nanoparticles.

The results of this work are part of an article:

1. Kerda Keevend, Laurits Puust, Karoliine Kurvits, Lukas R.H. Gerken, Fabian H.L.
Starsich, Jian-Hao Li, Martin T. Matter, Anastasia Spyrogianni, Georgios A. Sotiriou,
Michael Stiefel, and Inge K. Herrmann, ,,Ultra-Bright and Stable Luminescent Labels
for Correlative Cathodoluminescence Electron Microscopy (CCLEM) Bioimaging,”

Nano Letters, in revision
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