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2. Wstep

2.1Cel pracy

Celem pracy doktorskiej byto zaprojektowanie, otrzymanie oraz scharakteryzowanie nowych
biokompozytow na bazie syntetycznych nanorozmiarowych apatytow fosforanowo-
wanadowych, ktore moga znalez¢ zastosowanie w medycynie regeneracyjnej oraz inzynierii
tkankowej do odbudowy uszkodzen kostnych i tkanek towarzyszacych. Struktura apatytu tworzy
nieorganiczne rusztowanie aktywnych biologicznie kompozytéw. Ponadto, syntetyczny apatyt
stuzy jako matryca do uwalniania biologicznie aktywnych jonéw w celu stopniowej regeneracji
komorek i tkanek. Jony Eu®* jako optycznie aktywna domieszka wykorzystywane sa w réznych
matrycach nieorganicznych i organicznych jako sondy optyczne stuzace do bioobrazowania,
zwlaszcza w badaniach in vitro. Jony Eu®* mogg by¢é réwniez wykorzystywane jako noéniki lekow
i shuzy¢ do monitorowania uwalniania si¢ substancji aktywnej w czasie. Inne optycznie czynne
jony, takie jak jony Th®, znane ze swojej zielonej emisji w zakresie spektralnym od 480 do 560
nm, mogg stuzy¢ jako alternatywa dla jonow Eu*. Pierwiastki biologicznie aktywne takie jak
stront, wanad czy rubid znane sa ze swoich wilasciwosci indukujace proliferacje zdrowych
komorek oraz przyspieszajace procesy metaboliczne zwigzane z szybsza regeneracja tkanek. Taka
domieszka poprawia whasciwosci biologiczne syntetycznego materiatu o strukturze apatytu i

wptywa na poprawe jego biozgodnosci tkankowe;.

Podczas realizacji pracy doktorskiej skupiono si¢ na otrzymaniu nanometrycznych zwigzkéw
o strukturze apatytu domieszkowanych jonami lantanowcoéw Eu®* i Tb** jak réwniez jonami
aktywnymi biologicznie takimi jak Sr**, V** oraz Rb*. Otrzymane materiaty zostaly przebadane
pod katem wiasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych. Specjalnie zaprojektowane
nanometryczne zwigzki o strukturze apatytu domieszkowane jonami optycznie czynnymi moga
postuzy¢ jako biosondy do monitorowania tkanek i komoérek. Natomiast, dodatkowa domieszka
w postaci jonow biologicznie czynnych przyspieszy regeneracje tkanki kostnej i towarzyszacej

jej tkance nerwowej oraz chrzestne;.
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2.2 Regeneracja tkanki kostnej i nerwowej w ujgciu medycyny
regeneracyjnej i inzynierii tkankowej

Uktad kostny kregowcow jest bardzo ztozona konstrukcja, nie tylko ze wzgledu na liczbe i
roznorodno$¢ wielkosci czy ksztattu samych kosci, ale takze ze wzgledu na ztozono$¢ tkanek
znajdujacych si¢ w ich statym i nieroztacznym sasiedztwie [1,2]. Jednostke funkcjonalng kosci
tworza koncentryczne kregi otaczajace kanat Havers’a, natomiast cata struktura nazywana jest
systemem Havers’a lub osteonem. System ten tworzy kompleksowa strukturg, w ktorej
zlokalizowane sg sieci naczyn krwiono$nych oraz sieci widkien nerwowych, umozliwiajac w ten
sposob dostarczanie sktadnikow odzywczych oraz usuwanie produktéw przemiany materii jak
réwniez przekazywanie impulséw nerwowych [2]. Roéwnie wazng i nieodtaczng czescig struktury
kostnej jest tkanka chrzestna. Zlokalizowana jest na powierzchniach struktur kostnych tworzac
powierzchni¢ stawowa. Oprocz tego, wazng rolg fizjologiczng i strukturalng uktadu kostnego jest
to, ze stanowi on punkt przyczepu dla $ciegien, wigzadet i migéni szkieletowych. Tak
skomplikowana, ale jednocze$nie sprawnie funkcjonujgca konstrukcja umozliwia
skoordynowane poruszanie w przestrzeni trojwymiarowej [3]. Rysunek 1 przedstawia
schematyczng budowe uktadu kostnego rozpoczynajac od nanoskali, gdzie zwiazki o strukturze
hydroksyapatytu tworza wraz z wioknami kolagenowymi macierz zewnatrzkomorkows, gdzie w
mikroskali osadzone sa podstawowe komorki kostne, osteocyty. W makroskali zawarte sg
natomiast wicksze elementy tzw. osteony, ktore razem tworza tkanke kostna zbita, budujaca
zewngetrzng strukture kosci. Urazy kosci, zwlaszcza w przypadku powaznych ztaman, takich jak
ztamania otwarte, stanowig problem nie tylko w regeneracji samej tkanki kostnej, ale takze w
tkankach sasiadujacych z uszkodzona koscia, takich jak chrzastka, tkanka mig$niowa czy
nerwowa, a takze skora [4-6]. Regeneracja i gojenie tkanki kostnej to fizjologiczny proces
naprawczy organizmu. W optymalnych warunkach procesy naprawcze moga doprowadzi¢ do
catkowitej odnowy struktury koéci i tkanek miekkich, jednak mozliwosci naprawcze tkanki
nerwowej sg dos¢ ograniczone [7]. Wigze sie to z dlugim procesem rekonwalescencji i czesto nie
przynosi pozadanych efektow, szczegdlnie w przypadku uszkodzonych struktur, takich jak
czaszka 1 kregostup, ktore chronig najwazniejsze czesci ludzkiego ciata mozg i rdzen kregowy
[8,9].
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Potréjna Naczynia krwiono$ne
helisa Wiékna nerwowe

Rysunek 1. Schematyczna budowa uktadu kostnego. Rysunek stworzony za pomocg grafik
Servier Medical Art. Zrodto: opracowanie whasne.

Uktad nerwowy stanowi kompleksowa strukture wyspecjalizowanych komorek, ktora jest
integralng cze$¢ zywych organizméw. Jego funkcja jest odbieranie bodzcow ze $srodowiska
zewnetrznego, przekazywanie, przetwarzanie, a nastgpnie wysylanie sygnatu zwrotnego, co
wigze sie z odpowiednig reakcja organizmu. U kregowcoéw uklad nerwowy sklada sie z
osrodkowego uktadu nerwowego — OUN lub CUN (z ang. Central Nervous System) oraz z
obwodowego uktadu nerwowego — PNS (z ang. Peripheral Nervous System). OUN to
najwazniejsza czg$¢ systemu nerwowego, w ktorego sktad wehodzi mézg, rdzen przedtuzony oraz
rdzen kregowy [10,11]. Natomiast elementy sktadowe PNS to zwoje nerwowe, nerwy czaszkowe,
nerwy rdzeniowe, nerwy ukladu autonomicznego oraz zakonczenia nerwowe, ktore rozgatgziaja
si¢, aby unerwi¢ kazda czg¢$¢ ciata. Na poziomie komérkowym system nerwowy zdefiniowany
jest obecnoscia specjalnego typu wydtuzonych komorek zwanych neuronami. Neurony posiadaja
dendryty, sa to specjalne wypustki cytoplazmatyczne, tworzace tak zwane drzewo dendrytyczne
oraz zlokalizowane na przeciwnym biegunie aksony, ktére umozliwiajace szybkie i precyzyjne
odbieranie i przekazywanie sygnatow z jednej komorki do drugiej [10,11]. Samym neuronom
towarzysza inne wyspecjalizowane komorki znane jako komorki glejowe. Stanowig one podpore
dla neurondw, zapewniajaC im wsparcie zarowno strukturalne, metaboliczne i naprawcze. Oprocz
tego utrzymujg homeostaze, a takze tworza ostonke mielinowa przez co wptywaja na szybkosé
przekazywania impulsow nerwowych [12]. Dla lepszego zobrazowania budowy uktadu
nerwowego na Rysunku 2 znajduje si¢ uproszczony schemat budowy uktadu nerwowego
rozpoczynajac od budowy pojedynczej komorki nerwowej oraz lokalizacje komorek glejowych.
Wigksze elementy budujace uktad nerwowy to widkna oraz pgczki wiokien nerwowych, co

lacznie buduje zarowno osrodkowy oraz obwodowy uktad nerwowy. Neurony powstaja w
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procesie neurogenezy, w ktorym to komorki uktadu nerwowego produkowane sg przez nerwowe
komorki macierzyste (ang. Neural Stem Cells) NSC [13-15]. U ssakow proces ten zachodzi
najbardziej intensywnie podczas rozwoju embrionalnego, czego w efekcie koncowym powstaje
dobrze rozwinigty osrodkowy i obwodowy uktad nerwowy [16]. W przypadku mézgu ssakow
wzmozony proces Neurogenezy wystepuje w obszarze znanym jako hipokamp, ktérego funkcja
jest tworzenie nowych wspomnien deklaratywnych [17]. Istnieja jednak doniesienia, ze u ludzi
neurogeneza w rejonie hipokampu gwattownie spada tuz po urodzeniu, a po okoto 2 latach
utrzymuje si¢ na bardzo znikomym poziomie [17]. Dlatego w dorostym zyciu proces ten
obserwowany jest tylko w okre§lonych czesciach o$rodkowego uktadu nerwowego, takich jak
zakret zebaty hipokampu a doktadniej w warstwie podziernistej, znajdujaca si¢ pomigdzy wngka
1 warstwg ziarnistg. Tam, powstale z nerwowych komorek macierzystych nowe neurony
zaangazowane sg w tworzenie pamigci 1 uczenie si¢ [18]. Neurogeneza obserwowana jest tez W
strefie podkomorowej, wystepujacej podwyscidtkowo w obszarach komoér bocznych mézgowia,
gdzie nerwowe komorki macierzyste migruja do opuszki wechowej, gdzie roznicujg sie w

interneurony uczestniczace w odbieraniu bodzcoéw wechowych [19-21].
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Rysunek 2. Schematyczna budowa uktadu nerwowego cztowieka. Rysunek stworzony za
pomoca grafik Servier Medical Art. Zrodto: opracowanie whasne.

Zdolnos¢ regeneracyjna oraz mozliwos$ci autonaprawy tkanki nerwowej sg ograniczone tylko
do dwoch malenkich obszarow znajdujacych sie w osrodkowym uktadzie nerwowym. Z tych
powodow urazy uktadu nerwowego sa powaznym problemem klinicznym, wymagajacym
dlugotrwatej terapii i czgsto zagrazajacym zyciu. Dlatego wspotczesne procedury terapeutyczne
medycyny regeneracyjnej opieraja si¢ na zastosowaniu materialéw bioaktywnych, ktore aktywuja
komorki nerwowe o wzmozonym potencjale regeneracyjnym. Wyzwanie dotyczy oceny
materiatdw umozliwiajacych lepsza stymulacj¢ regeneracji tkanki nerwowej. Jednak do
projektowania takich materialdw niezbedne jest zdobycie podstawowej wiedzy dotyczacej
oddziatywan migdzy materiatem a komorkami tkanki nerwowej, z uwzglednieniem roznic w ich
potencjale strukturalnym i czynno$ciowym na poziomie komorkowym. Uwzglednienie
delikatnej, ale jednoczesnej stymulacji tkanki nerwowej biozgodnymi i bioaktywnymi
materiatami wydaje sie by¢ najbardziej atrakcyjnym trendem terapeutycznym, ktory doprowadzi
do poprawy warunkow zycia wielu 0sob dotknigtych zaburzeniami neurologicznymi. Dlatego tak
wazny jest dobor odpowiedniej strategii i metod leczenia, ktore jednoczesnie pobudza pule
komorek macierzystych w organizmie do szybszej regeneracji zaréwno kosci, jak i

towarzyszacych im widkien oraz komoérek nerwowych [1,22,23].

Fizjologiczne procesy naprawy tkanek i narzadéw obejmuja roznorodne czynniki wzrostu,
hormony i cytokiny, ale przede wszystkim komodrki macierzyste. Najwazniejszymi Kostnymi

cegietkami biologicznymi sg prekursory osteoblastow zwanych multipotencjalnymi komoérkami
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mezenchymalnymi, ktére odpowiednio pobudzone moga przyczyni¢ si¢ do szybszej regeneracji
tkanki kostnej. Podczas urazu, w miejscu ubytku kostnego, dziatanie mediatorow i czynnikow
wzrostu prowadzi do réznicowania si¢ komorek mezenchmalnych w osteoblasty. Naturalnymi,
biologicznymi czynnikami stymulujacymi osteoindukcje, zwlaszcza w miejscu uszkodzenia
tkanki kostnej, sa cytokiny prozapalne, takie jak interleukina 1 (IL-1), interleukina 6 (IL-6),
interleukina 11 (IL-11), interleukina 18 (IL-1) -18) i czynnik martwicy nowotworow alfa (TNF-
a). Wszystkie wymienione interleukiny sg produkowane i wydzielane przez komorki
mezenchymalne i zapalne [24]. Gtéwnym celem tych cytokin jest indukcja dalszych mediatorow
w celu zwabienia innych komodrek zapalnych i nasilenia syntezy biatek macierzy
pozakomorkowej (ECM), a tym samym rekrutacji endogennych komorek fibrogenicznych do
miejsca ztamania, a w konsekwencji usprawnienia procesu gojenia kosci. Ponadto, sg one rowniez
znane jako regulatory tworzenia i przebudowy kosci $rodchrzestnej. Sygnalizacja TNF-a
odgrywa jednak wazng rolg w naprawie ztaman, a brak TNF-o skutkuje uposledzeniem gojenia
si¢ ztaman [25]. Zaréwno biatka morfogenetyczne kosci (BMP), jak i transformujace czynniki
wzrostu (TGF) odgrywaja kluczowa rolg w procesie przebudowy i gojenia kosci. Wydzielane
czasteczki sygnatowe, takie jak BMP, reguluja procesy, takie jak naprawa i tworzenie kosci i
chrzastek. Ponadto jako morfogeny plejotropowe, BMP odgrywaja kluczowa role we wzroscie,
roéznicowaniu i apoptozie chondroblastow, osteoblastow i komoérek nerwowych [26-28].
Udowodniono réwniez, ze BMP-2, BMP-6 i BMP-9 indukuja roznicowanie osteoblastow
mezenchymalnych komoérek progenitorowych. Wszystkie komorki biorace udziat w procesie
regeneracji kosci wytwarzaja i uwalniaja transformujace czynniki wzrostu do $rodowiska
pozakomorkowego. Czynniki te nie tylko przyciagaja mezenchymalne komorki macierzyste
(MSC) do miejsca ztamania, ale takze stymulujg proliferacjc MSC oraz chondrocytow i
osteoblastow [27-30]. TGF-B sa silnymi chemotaktycznymi stymulatorami mezenchymalnych
komoérek macierzystych i wzmacniajg proliferacje MSC, preosteoblastow, chondrocytow i
osteoblastow [31]. Potencjalnie TGF-B sg uwazane za czujniki molekularne, ktore reaguja na
zaburzenia ECM, uwalniajac aktywne TGF-p jako czynniki sprzyjajace migracji, mobilizujagc w
ten sposob migracje MSC z krwi obwodowej lub otaczajacych tkanek i rekrutujagc MSC do
udziatlu w naprawie i przebudowie tkanek [31]. Niektore badania wykazalty, ze TGF-p byty
aktywowane w macierzy naczyniowej zarOwno w szczurzych, jak i mysich modelach
mechanicznego uszkodzenia tetnic [32]. Aktywny TGF-f uwolniony z uszkodzonych naczyn
indukowatl migracj¢ MSC. Ponadto, inne badania przedstawiajg zalezny od dawki proces gojenia
si¢ ztaman czaszki u krolikow po leczeniu TGF-B1 oraz zwickszong stymulacje, rekrutacje i

proliferacje osteoblastow w miejscu ubytku [33].

Nerwowe komorki macierzyste (NSC) to pula komorek dajaca poczatek neuronalnym

komoérkom progenitorowym, a ostatecznie neuronom, astrocytom i oligodendrocytom.
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Neurogeneza w tym regionie jest regulowana przez rdézne czynniki na poziomie proliferacji
komorek, determinacji losu i przezycia. Sygnalizacja TGF-P odgrywa wazng role w utrzymaniu i
proliferacji NSC [34]. W przypadku uszkodzen mozgu lub neurodegeneracji, TGF-B1 jest
regulowany w gore i aktywowany w komorkach astrogleju, neuronach i mikrogleju oraz
koordynuje odpowiedzi komérkowe zwigzane z korzystnym lub szkodliwym wpltywem na
neurogenez¢ w zaleznosci od kontekstu komorkowego [35]. Co ciekawe, biatka morfogenetyczne
kosci i transformujace czynniki wzrostu, znane rowniez jako czynniki neurotroficzne (NTF), to
rodzina biomolekut, ktore wspieraja wzrost, przezycie i roznicowanie zardwno rozwijajacych sie,

jak i dojrzatych neuronéw [36].

Biorac pod uwage ilo$¢ oraz ztozono$¢ powyzszych czynnikow biologicznych wptywajacych
na naturalne procesy regeneracji zarowno tkanki kostnej jak i towarzyszacej jej tkanki nerwowe;j
niezmiernie wazne staje si¢ opracowywanie nowych metod terapii, ktéore moglyby zostaé

wykorzystywane zarowno w inzynierii tkankowej jak i medycynie regeneracyjne;.

2.3 Nanometryczne zwiazki o strukturze apatytu i ich zastosowanie w
biomedycynie

Materiaty wapniowo-fosforanowe (CaP) charakteryzuja si¢ szerokim wachlarzem
zastosowan jako m.in. katalizatory oraz no$niki katalizatorow, materiaty wykorzystywane w
inzynierii chemicznej, absorbenty oraz jako biomateriaty [37]. Biorac pod uwage docelowe
zastosowanie materialow wapniowo-fosforanowych istotnym staje si¢ przede wszystkim
otrzymanie odpowiedniego krystalicznego materialu 0 odpowiednim rozmiarze w skali
nanometrycznej. Najwazniejszym nieorganicznym elementem budujacym rusztowanie dla kosci
i zebow sg nanokrystaliczne materiaty wapniowo-fosforanowe o strukturze hydroksyapatytu
wapnia, niemiej w tkance kostnej moga pojawi¢ si¢ rowniez takie materiaty nieorganiczne jak

fosforan wapnia, fosforan magnezu, czy weglan wapnia [38-42].

Krystaliczna struktura oraz sktad chemiczny naturalnie wystgpujacych apatytow moze by¢
rozna w zalezno$ci od miejsca wystepowania, na przyktad zwigzki o strukturze apatytu
wystepujace w kosciach i1 zgbach moga posiada¢ zdecydowanie inng strukture i sktad niz te
wystepujace w skatach osadowych [43,44]. To samo dotyczy syntetycznych zwigzkéw o
strukturze apatytu, gdzie sktad chemiczny, rozmiar oraz struktura beda zaleze¢ od warunkow

reakcji chemicznej oraz od uzytych substratow [45,46].

Ogoélny wzor chemiczny zwigzkéw o strukturze apatytu mozna przedstawi¢ jako
Mio(TO4)sX2, gdzie M to najczesciej jony metali na +2 stopniu utlenienia, typu Ca?*. Stwarza to
mozliwo$¢ podstawienia ich przez inne jony, na przyktad dwuwarto$ciowe jony takie jak Mn?",

Sr?* ale rowniez jednowarto$ciowe jony typu Na*, K*, Ag*, Rb*, oraz trojwarto$ciowe jony metali

16



ziem rzadkich, takie jak jony Eu®", czy Th®" [45,47]. Pozycja tetraedryczna ,,T” obsadzona jest
przez jony P°*, gdzie w polgczeniu z tlenem tworzy grupe fosforanowg PO4*. Grupa ta moze by¢
zastgpiona z powodzeniem przez inne grupy anionowe, takie jak SiO4*, VO.*, AsO,*, MnO.*,
BeF.>, BO4> [48,49]. Ostatnie miejsce ,,.X” obsadzone jest przez grupy hydroksylowe OH-,
aniony fluorkowe F-, chlorkowe CI czy tez grupy weglanowe COs% [43,47-49]. | tak wsrod
rodziny mineratow fosforanéw wapnia, do ktorych naleza apatyty wymieni¢ mozna najczesciej
wystepujace: hydroksyapatyt Caio(PO.)s(OH). - HAp, fluorapatyt Caio(POs)sF2 - FAp,
chlorapatyt Caio(PO4)sCl, - CIAp oraz apatyt weglanowy - COsAp [43-47]. Apatyt
stechiometryczny krystalizuje w uktadzie jednosko$nym w grupie przestrzennej P2:/b, natomiast
tzw. niestechiometryczne zwigzki o strukturze apatytu krystalizuja w uktadzie heksagonalnym w

grupie przestrzennej P6s/m [47,48].

Nanostrukturalne zwiagzki o strukturze apatytu sa glownymi sktadnikami wielu matryc
biologicznych, tworzac faze stata wystepuja w kosciach kregowcow, szkliwie zebodw 1 zebinie
[44,50]. Jak juz wspomniano oprocz naturalnie wystepujacych zwigzkow o strukturze apatytu
czesto otrzymuje si¢ ich syntetyczne analogi. W zwigzku z tym mozliwe jest wykorzystanie
biokompatybilnosci naturalnie wystgpujacych w zwiazkach o strukturze apatytu i
zaprojektowanie matryc o ulepszonych i kontrolowanych wlasciwosciach mechanicznych i
biochemicznych. Syntetyczne zwiagzki bazujace na strukturze apatytu sa z powodzeniem
wykorzystywane w takich dziedzinach naukowych jak nanotechnologia, biomedycyna, inZynieria
tkankowa czy teranostyka (ang. theranostics - therapeutics and diagnostics). Przyktadowe
zastosowania nanoceramiki apatytowej obejmuja rusztowania, chirurgi¢ szczekowo-twarzowa do
regeneracji ubytkow kostnych oraz bioobrazowanie [51]. Substytucja pierwiastkowa jonoéw
wapnia na inne jony biologicznie czynne stwarza mozliwosci uzyskania pozadanych wiasciwosci
zwigzkéw do zastosowan biomedycznych. Jak juz wspomniano miejsce jondéw wapnia (Ca?")
mogg zajmowac rézne jony, ktore majg podobny stopien utlenienia i promien jonowy, wigcznie
z optycznie czynnymi jonami lantanowcow, czy jonami pierwiastkow ziem alkalicznych [52,53].
Domieszkowanie aktywnymi optycznie jonami moze poprawi¢ wiasciwosci luminescencyjne
tych materiatow, rozszerzajac w ten sposob zastosowania ich jako markeré6w do bioobrazowania

[54,55].

Po sukcesie w dziedzinach nauk fizycznych, chemicznych i medycznych, nanotechnologia
zaczeta obecnie rewolucjonizowaé¢ nauki biologiczne czy farmaceutyczne. Szczegoélne zalety
nanomaterialdw obejmuja lepsza farmakodynamike, farmakokinetyke, zmniejszong toksyczno$é
i zdolno$¢ celowania [56-58]. Biokompatybilno$¢ i stymulacja osteoindukcyjna w kierunku
komorek kostnych to dobrze znane wlasciwo$ci zwigzkow o strukturze hydroksyapatytu wapnia.
Wysoko rozwinig¢ta powierzchnia wlasciwa syntetycznego hydroksyapatytu stwarza mozliwosci

tworzenia silnego wigzania z zywymi tkankami, takimi jak ko$¢ i tkanka zebowa [46,59].
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Dodatkowo, dzigki wiasciwosciom fotostabilnosci luminescencji jonéw metali ziem rzadkich,
hydroksyapatyty wapniowe moga by¢ stosowane jako biokompatybilne biosensory do
obrazowania komorek lub tkanek [60]. Zaréwno naturalny, jak i syntetyczny hydroksyapatyt
wapnia jest szeroko stosowany do tworzenia trojwymiarowych rusztowan do wypetnien kosci i
zebow [61-63]. W wielu badaniach potwierdzono, ze zwlaszcza rusztowania na bazie zwigzkow
0 strukturze hydroksyapatytu wapnia w potaczeniu z biodegradowalnymi biomateriatami
polimerowymi, takimi jak kolagen, kwas polilaktydowy, chitozan czy alginian, dajg obiecujace
efekty ze wzgledu na ich zdolno$¢ do oddziatywania z zywymi tkankami. wysoka biozgodnos$cia

oraz indukcja proliferacji komoérek i wzrostu tkanki kostnej [3,23,64-67].

Co ciekawe fluorapatyt wapnia jako bardziej odporny na demineralizacj¢ zwigzang z tworzeniem
kosci, uznaje si¢ za lepszy i stabilniejszy substytut hydroksyapatytu wapnia w zastosowaniach
biomedycznych [68]. Badania fizykochemiczne dowodza, ze w porownaniu z hydroksyapatytem
wapnia, fluorapatyt wapnia charakteryzuja si¢ wigksza gestoscig wraz ze wzrostem stezenia
jonéw fluorkowych w matrycy apatytowej. Ponadto, poprzez powolng i stopniowa
demineralizacj¢ zmniejszona zostaje réwniez reaktywnos$¢ jondéw aktywnych zawartych w
matrycy [51]. Uwolnione jony aktywne w postaci jonow fluorkowych majg istotne znaczenie w
procesach fizjologicznych w organizmie. Fluor jako jeden z istotnych pierwiastkow §ladowych
odgrywa wazng role w metabolizmie kosSci i zgbow, przyspieszajac proces tworzenia krysztalow
fosforanu wapnia oraz proces mineralizacji w kosciach [51,69,70]. Fluor jako pierwiastek
wykazuje rowniez wlasciwosci przeciwbakteryjne, a dodatek jonéw fluoru w pastach do zgbow
moze znaczaco przyczyni¢ si¢ do redukcji powstawania prochnicy nazgbnej [71,72]. Dlatego
poprzez dobor odpowiedniej metody syntezy oraz jej warunkdw, temperatury obrébki termicznej
jak i zawartos¢ jondw biologicznie czynnych w syntetycznym fluorapatycie wapnia mozliwe staje
si¢ otrzymanie wysoce biozgodnej 1 bioaktywnej ceramiki o odpowiedniej porowatos$ci 1 gestosci.
Dlatego tez stosowanie odpowiednio =zaprojektowanych fluorapatytow stwarza okazje
zastosowania bardziej wytrzymatych ceramik o lepszych wlasciwoséciach biologicznych,
wigkszej biozgodnosci oraz dodatkowych wlasciwosciach antybakteryjnych, ktére z
powodzeniem moglyby zosta¢ wykorzystywane w medycynie regeneracyjnej i inzynierii

tkankowej.

2.4 Ogolna charakterystyka jondw lantanowcow

Lantanowce to grupa, ktéra sktada si¢ z pierwiastkéw nalezgcych do bloku f szdstego
okresu w uktadzie okresowym pierwiastkow chemicznych. Nalezg one do grupy metali

przej$ciowych, co wigcej posiadajg szczegodlne wiasciwosci, ktore odrdzniajg je od pozostatych
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pierwiastkow w ukladzie okresowym. Grupa ta sktada si¢ z 15 pierwiastkoéw 0 liczbach
atomowych od 57 do 71 odpowiednio od lantanu (Ln) do lutetu (Lu). Warto dodaé, ze lantanowce
wraz z dwoma podobnymi chemicznie pierwiastkami skandem (Sc) oraz z itrem (Y) tworza grupe
pierwiastkow ziem rzadkich lub metali ziem rzadkich. Sposrod nich wyrézniamy lekkie metale
ziem rzadkich o najmniejszej liczbie atomowej, reprezentowane przez lantan (La), cer (Ce),
prazeodym (Pr), neodym (Nd), promet (Pm), samar (Sm), europ (Eu) oraz gadolin (Gd).
Natomiast, terb (Tb), dysproz (Dy), holm (Ho), erb (Er), tul (Tm), iterb (Yb) i lutet (Lu) przez to,
Ze maja wyzsza mase¢ atomowa w stosunku do lekkich metali ziem rzadkich, znane sg jako cigzkie
metale ziem rzadkich [73]. Niektore dane donoszg 0 wystepowaniu grupy posredniej metali ziem
rzadkich do ktorej nalezg samar, europ oraz gadolin [74]. Lantanowce charakteryzuja sig¢
niezwykle podobng strukturg elektronowa co ma swoje odzwierciedlenie w wiasciwo$ciach
zaréwno fizycznych jak i chemicznych. Posiadaja one strukture elektronowa typu 4f"5°%6s? i co
wazne, wraz ze wzrastajgcym tadunkiem jadra liczba powlok elektronowych nie zmienia sie,
zmianie ulega jedynie liczba elektronow na podpowtoce 4f. Promienie jonowe i atomowe
lantanowcow malejg wraz ze wzrostem liczby atomowej, zjawisko to nazywamy kontrakcja
lantanowcow [75,76]. Efekt ten wynika ze stabego ekranowania jagdra atomowego przez elektrony
znajdujace si¢ na podpowloce 4f przy jednoczesnym przyciaganiu elektronéw na powtoce 6s w
kierunku jadra atomowego. Wzrost liczby elektronéw na podpowtoce 4f powoduje, ze jadro coraz
stabiej oddziatuje na elektrony znajdujace si¢ na podpowtokach zewnetrznych, co skutkuje
mniejszym promieniem jonowym w szeregu lantanowcow wraz ze wzrostem liczny atomowej.
Wyjatek moga stanowi¢ promienie atomowe europu o liczbie atomowej 63 oraz iterbu o liczbie
atomowej 70, gdzie ich warto$¢ bardzo wzrastaja, natomiast jony tych pierwiastkow wystepuja
zarbwno na +3 jaki i +2 stopniu utlenienia[77]. Wigkszo$¢ lantanowcow to reaktywne,
blyszczace, srebrzyste metale, ktorych podstawowym stopniem utlenienia jest +3. Niemniej
jednak, nie jest to jedyny stopien utlenienia, na ktorym wystepuja lantanowce. Neodym,
prazeodym, samar, europ, dysproz, tul oraz iterb wystepuja na +2 stopniu utlenienia. Natomiast,

cer, prazeodym, neodym terb oraz dysproz mogg zosta¢ utlenione z +3 stopnia do +4 [78].

Luminescencja lantanowcow jest zwigzana z trzema mechanizmami przejsc
elektronowych. Pierwszy rodzaj przejScia zwigzany jest z wewnatrz konfiguracyjnymi
przejsciami elektronowymi w obrgbie podpowtoki f (4/—4f), kolejny wiaze si¢ z przejsciami
miedzy podpowtokami 4f—5d oraz ostatni rodzaj powiazany jest z przejsciami z przeniesieniem
fadunku ang. charge transfer ,,CT” (ligand-metal lub metal-ligand) [79]. Przejscia f-f sa
zabronione regutami wyboru parzystosci Laporte’a i w konsekwencji sa zabronione przez
mechanizm dipola elektrycznego. Niemniej w sytuacji, gdy jon lantanowca znajduje si¢ pod
wplywem pola liganda, niecentrosymetryczne interakcje umozliwiajg mieszanie si¢ stanow

elektronowych o przeciwnej parzystosci w funkcje falowe 4f. W ten sposob reguty wyboru nieco

19



si¢ rozluzniaja, natomiast, samo przejscie staje si¢ cze§ciowo dozwolonym i jest to tak zwane
indukowane elektrycznie przej$cie dipolowe. Mimo, ze magnetyczne przej$cia dipolowe sa
dozwolone to charakteryzuja si¢ jednak stabg intensywnoscig [79,80]. Dodatkowo, biorac pod
uwage dos¢ silne ekranowanie podpowtoki 4f przez 5d i 6s sa one izolowane i stabo oddziatujac
z otoczeniem nie biorg udziatu w tworzeniu wigzan. Dlatego tez czynniki zewngtrze nieznacznie
wpltywaja na jon lantanowcow, a pasma emisji i absorpcji sa dos$¢ waskie i wymagaja
intensywnych zrodet wzbudzenia. Nastepnym rodzajem sg przejécia 4f—5d, w ktorych to
przeniesienie elektronu z podpowtoki f do podpowloki d jest dozwolone regutg parzystosci.
Przejscia f-d sg szersze od przej$¢ f-f, poniewaz zewnetrzne orbitale 5d oddziatujg bezposrednio
z orbitalami liganda, a ich energia w duzej mierze zalezy od otoczenia, w ktérym znajduje si¢ jon
lantanowca. Przejscia 4f-5d sg powszechnie obserwowane dla takich jondéw lantanowcow jak
Ce*3, Pr*® oraz Tb*® oraz dla dwuwartoéciowych jonéw Eu*2, Sm*?i Yb*?[79]. Przejécia CT (ang.
Charge Transfer) rowniez sg przejsciami dozwolonymi regutami Laporte ’a i zachodzg z
przeniesieniem elektronu walencyjnego z liganda na orbital metalu lub z procesem odwrotnym, z
jonu metalu na ligand. Jesli orbitale molekularne liganda sg zapelnione, moze nastgpic
przeniesienie tadunku z orbitali liganda na puste lub czgsciowo wypetione orbitale d metalu.
Absorpcja powstajaca w wyniku tego procesu nazywa si¢ przeniesienie ladunku z ligandu na
metal (LMCT), a samo przejécie skutkuje pojawieniem si¢ intensywnych pasm. W odwrotne;j
sytuacji, gdy metal wystepuje na niskim stopniu utlenienia, natomiast ligand ma nisko potozone
puste orbitale to w tym przypadku moze nastgpi¢ przeniesienie tadunku z metalu na ligand
(MLCT). Przejsécia te sa powszechne dla zwiazkow koordynacyjnych zawierajacych ligand
akceptorowy m. Przej$cia chargé transfer z metalu na ligand skutkuja pojawieniem si¢ szerokich
1 intensywnych pasm. Przejscia te niemniej wymagajg wzbudzenia przez intensywne dtugosci fali
zazwyczaj w zakresie $wiatta UV oraz sg wysoce zalezne od symetrii otoczenia centralnego jonu

[79].

Jony lantanowcow ze wzgledu na swoje wlasciwosci luminescencyjne oraz wysoka
biozgodnos¢ znalazty swoje zastosowanie w nanomateriatach organicznych jak i nieorganicznych
jako czute biosondy. Ich przewaga nad organicznymi fotobarwnikami polega na tym, ze
biologiczne barwniki organiczne takie jak na przyktad GFP (ang. Green Fluorescence Protein),
szybko ulegaja fotowybielaniu oraz sa toksyczne dla zywych komorek. Dlatego nie mozna ich
stosowa¢ do barwienia zywych komorek a jedynie w znakowaniu preparatoéw utrwalonych.
Ponadto, powszechnie wykorzystywane barwniki organiczne znane sg ze swojego relatywnie
szerokiego pasma emisji i absorpcji, co jest do§¢ problematyczne, zwlaszcza przy stosowaniu
wigcej niz jednego barwnika fluorescencyjnego ze wzgledu na to, ze ich pasma mogg si¢
naktada¢. Dlatego stosowanie nanomaterialow domieszkowanych jonami lantanowcow do

biodetekcji moze stanowic lepsza alternatywe ze wzgledu na doktadng optymalizacje¢ struktury w
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procesie syntezy, wysoka fotostabilno$¢, waskie pasma absorpcji i emisji oraz dtuzsze czasy

zaniku luminescencji czy ich biokompatybilno$¢.

2.5 Charakterystyka fizykochemiczna i biologiczna zwigzkow europu

Europ jest pierwiastkiem chemicznych z szeregu lantanowcéw o symbolu chemicznym
Eu. Posiada liczbe atomowg 63 co oznacza, ze na swojej powtoce walencyjnej posiada doktadnie
takg sama licze elektrondw, a konfiguracje elektronowa mozna zapisa¢ w sposob [Xe]4f’ 6s2.
Europ jest niezwykle ciekawym pierwiastkiem ze wzgledu na fakt, ze jest to najrzadziej
wystepujacy pierwiastek na Ziemi i jednoczesnie jest on najbardziej reaktywnym posrod
wszystkich lantanowcow. Jony europu wystepuje na dwdch réznych stopniach utlenienia +3 oraz
+2. Niemniej, jak juz wspomniano wcze$niej spotyka sie tez inne lantanowce, ktore rowniez moga
by¢ dos¢ tatwo zredukowane z +3 do +2 stopnia utlenienia[81,82]. Ma to istotne znaczenie przy
pomiarach spektroskopii luminescencyjnej lantanowcow, ktora jest wynikiem miedzy innymi
takich zjawisk jak przejscia elektronowe z przeniesieniem tadunku, ang. Charge Transfer (CT).
Konfiguracja elektronowa dla jonu europu na +2 stopniu utlenienia wyglada nastepujaco [Xe]4f’,

natomiast europu na +3 stopniu utlenienia w sposob [Xe]4£®.

Jony Eu?* wykazujg stabilno$¢ chemiczng w materialach w stanie stalym, ponadto
charakteryzuje je dozwolona i relatywnie silne emisja promieniowania elektromagnetycznego z
calego zakresu $wiatta widzialnego. Jon europ na +2 stopniu utlenienia moze by¢ wykorzystany
jak sonda temperaturowa ze wzgledu na to, Zze jon wykazuje mocne sprzezenie z drganiami sieci
krystalicznej. Ponadto, na luminescencje jonéw Eu?* maja wplyw takie czynniki jak sie¢
krystaliczna gospodarza, w ktorg wbudowany jest jon, struktura koordynacyjna oraz symetria i

u?* [83]. Dlatego podczas syntezy materialow zawierajgcych jony

dlugo$¢ wiazania ligand — E
Eu2+ nalezy odpowiednio ustali¢ warunki reakcji i przeprowadza¢ syntez¢ w atmosferze
redukujacej np. CO, No/H; lub H,. Chociaz znane sg prace, W Ktorych udato sie otrzymac
materialy domieszkowane jonami Eu?*/Eu®* poprzez kompensacje tadunku w atmosferze

nieredukcyjnej (w powietrzu) oraz w wysokiej temperaturze [83-85].

Jony Eu®* znane sg ze swoich wlasciwosci luminescencyjnych szczegoélnie ze swojej
relatywnie silnej emisji w $wietle czerwono-pomaranczowym przy wzbudzaniu w zakresie
promieniowania ultrafioletowego. Dodatkowo charakteryzuja si¢ zabronionymi, wewnatrz
konfiguracyjnymi przejsciami typu f-f. Podobnie jak jony Eu®, intensywno$¢ poszczeg6lnych
przej$¢ elektronowych dla jonow Eu®* jest zalezna od sieci krystalicznej, w ktorej znajduja si¢ te
jony [81,82,86]. Wystepowanie parzystej liczby elektronow w powloce 4f, w konfiguracji [Xe]4f

zaktocenia pola krystalicznego sieci krystalicznej matrycy gospodarza znosza degeneracje
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pozioméw =*1L;

[86]. Dodatkowo parzysta liczba elektronow wystgpujacych na powtoce 4f jonu
Eu* powoduje, ze poczatkowe poziomy przejsé elektronowych w widmach luminescencyjnych
jak 1 widmach absorpcyjnych sa niezdegenerowane (J=0), co jest swoistg cechg wyrdzniajacg go

sposrod reszty lantanowcow.

Luminescencyjne widma emisyjne jonu europu na +3 stopniu utlenienia charakteryzuje
bardzo efektywna emisja w swietle widzialnym, ktora jest nastepstwem przejs$¢ elektronowych ze
wzbudzonego poziomu °Do do pozioméw podstawowych ‘Fj, gdzie J=0-6. Warto rowniez
zwrocié uwage na przejécia z poziomu °Do do 'Fs i ‘Fg, s3 to przejscia posiadajace charakter
indukowanego elektrycznie przejScia dipolowego, a rejestracja tych widm mozliwa jest w
zakresie pomiarowym odpowiednio od 740770 nm i 810-840 nm. Widma emisyjne tych przej$¢
sa relatywnie stabe, a ponadto ze wzgledu na ograniczenia zakresu dtugosci fali rejestrowane;
przez detektory aparatury pomiarowej sa one rzadko prezentowane. Emisja z poziomow bardziej
wzbudzonych °Di, °D2, Dz do pozioméw podstawowych 'Fos rowniez jest mozliwa i
rejestrowana, ale réwniez do$¢ rzadko, poniewaz wymaga okreslonych warunkoéw pomiarowych.
Przykladowo przejécia w poziomu wzbudzonego °D: do pozioméw 'Foi. obserwowana w
materiale GaN(Mg) domieszkowanym jonami Eu®" w temperaturze ponizej 200 K [87].
Dodatkowo przejscia z poziomu °D; oraz °D, do pozioméw podstawowych zaobserwowano
rowniez w materiale KY3Fio domieszkowanym 1 mol% Eu®" w temperaturach 77 K oraz 4.2 K
[88]. Przejicia z poziomu °Do do pozioméw podstawowych 'Foi234 sa stosunkowo tatwo
rejestrowane dla materialdow nieorganicznych takich jak hydroksy- czy fluorapatyty
domieszkowane jonami Eu®*. Pierwszym przej$ciem obserwowanym podczas rejestracji widma
emisji to przejscie Do —'Fo, ktore w zakresie pomiarowych obserwowane jest od 570-585 nm.
Obserwacja przejscia 0-0 jest mozliwa tylko w przypadku, gdy jony Eu®** zajmujg miejsca o
lokalnej symetrii Cp, Cry, Cs, gdzien=1, 2, 3, 4, 6. Jest to zgodne z teorig, gdzie przejscie zachodzi
tylko w symetrii punktowej, ktora zawieraja cztony liniowe w hamiltonianie pola krystalicznego
[89,90]. Pojawienie si¢ zabronionego przejécia, zgodnie z teorig Judda-Ofelta, jest doskonatym
przyktadem naruszenia regut wyborow. Najbardziej mozliwym wyjasnieniem naruszenia tych
regut jest to, ze przejScie wywotane jest zaburzeniem pola krystalicznego, znanym réwniez jako
,,J-mixing”. Niedozwolone przejécie z poziomu Do — 'Fo moze byé rowniez spowodowane
mieszaniem si¢ nisko potozonych stanéw z przeniesieniem fadunku [89,90]. Co ciekawe, istnieje
pewna korelacja migdzy tymi dwoma mechanizmami, poniewaz mieszanie J jest zwigkszane
przez silne efekty pola krystalicznego, co wskazuje, ze te dwa efekty moga by¢ wspotzalezne
[86,90]. Nastepne obserwowane przejscie w zakresie pomiarowym od 585-600 nm naste¢puje z
poziomu °Do — ‘F1 [86,91]. Jest ono relatywnie intensywne i silnie zalezne od $rodowiska
otaczajacego jony Eu®* i odnosi sie bezposrednio do krystalicznego rozszczepienia poziomu ‘Fi.

Ma ono charakter magnetycznego przejscia dipolowego, a jego obserwacja niesie ze soba
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informacje o wystepowaniu wiecej niz jednego miejsca krystalograficznego jonu Eu®" w
strukturze krystalicznej komorki gospodarza [92]. Nastgpne i relatywnie intensywne przejscie 0
charakterze indukowanego magnetycznie przejscia dipolowego mozna zaobserwowaé W
przedziale od 610-630 nm. Jest to przejécie z poziomu °Do — 'F2 i znane jest rowniez jako
,hipertensive transition” ze wzgledu na to, ze jest ono silnie zalezne od otoczenia jonow Eu®*.
Ostatnie dwa rejestrowane przejScia, oba o charakterze indukowanego magnetycznie przejscia
dipolowego wystepuja w zakresie od 640 do 660 nm oraz od 680 do 710 nm nastgpuja
odpowiednio z poziomu °Do — ‘F3 i 'F4. Pierwsze z nich nalezy do przej$¢ zabronionych regutami
wyboru, natomiast drugie jest zalezne od lokalnego otoczenia jonéw Eu®* w komérce gospodarza,
ale w mniejszym stopniu niz tzw. ,,hipertensive transition”. Ze wzgledu na, ze jony Eu** wykazuja
bardzo efektywna emisje w $wietle widzialnym predysponuje jony Eu®* do ich wykorzystania
jako czuta sonde luminescencyjna.
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Rysunek 3. Uproszczony diagram energetyczny jonéw Eu*® z zaznaczonymi poziomami
absorpcji (strzatki w gore) oraz emisji (strzatki w dot) i przejscia bezpromieniste (strzatki

przerywane). Na podstawie [93].

Jak juz wspomniano, jony lantanowcow metali ziem rzadkich (np. jony Eu**) majg
niezwykte wlasciwosci luminescencyjne i sg szeroko stosowane w spektroskopii optycznej. Ze

wzgledu na podobne promienie jonowe i wlasciwosci chemiczne, lantanowce oraz pozostate
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metale ziem rzadkich moga z tatwoscig zastapi¢ wapn (Ca?*) w strukturze krystalicznej zwigzkow
o strukturze hydroksyapatytu wapnia [94,95]. Zastgpienie jonow Ca®* jonami Eu* w sieci
krystalicznej zwigzkow o strukturze apatytu wprowadza mozliwo$é otrzymywania nowych
materiatbw o lepszych wiasciwosciach fotoluminescencyjnych [96,97]. Ponadto, apatyty
domieszkowane jonami Eu®* charakteryzujg si¢ doskonalg biozgodnoscig i biodegradowalnoscig.
Moga wigc znalez¢ zastosowanie w biomedycynie jako fluorescencyjne materiaty do znakowania
komorek lub tkanek [98,99].

Europ jest jak dotad najbardziej reaktywnym pierwiastkiem sposrod szeregu
lantanowcow, jednak wykazuje on biokompatybilne dziatanie wobec zywych komorek i tkanek
[83,98,100]. Dane literaturowe potwierdzajg rowniez, ze jony Eu** wykazujg pozytywne dzialanie
na procesy metaboliczne zachodzace w obrebie tkanki kostnej, a przez to wptywaja na poprawe
gesto$é kosci. Zwlaszcza gdy sa inkorporowane w Krystaliczng sie¢ zwiazkow wapniowo
fosforanowych, takich jak np. hydroksyapatyt, czy fluorapatyty [99,101]. Dzi¢ki uzyskaniu
wysokiej struktury krystalicznej materiatu macierzystego, jony Eu®" wbudowane w strukture
apatytowa wykazuja wysoka intensywno$¢ luminescencji i moga by¢ stosowane jako bio-
kompatybilne sondy do obrazowania komorek lub tkanek. Inne ciekawe zastosowanie
biomedyczne jonéw Eu®" to wykorzystanie ich jako no$nik lekow np. poprzez dotgczenie
ibuprofenu w porowatych nanosferach fosforanu wapnia (ACP). Kompozyt ten wykazat
biokompatybilno$¢ z komodrkami $rodbtonka tetnicy biodrowej $swini (PIEC), a testy
sprawdzajace uwalnianiem leku wykazaly przedtuzone i powolne uwalnianie ibuprofenu w
symulowanym ptynie ustrojowym ang. Simulated Body Fluid — SBF [97,102]. Te wiasciwosci
europu domieszkowanego hydroksyapatytem z dotgczonym ibuprofenem byly réwniez badane
przez inny zespot naukowy, gdzie potwierdzono stopniowe uwalnianie leku. Ponadto, ze wzgledu
na obecno$¢ jonow Eu®, kompozyt wykazywal silng czerwong emisje oraz intensywng
fotoluminescencji, ktéra wzrastata wraz ze wzrostem ilo$ci uwalnianego leku. Dzigki swoim
wlasciwosciom bioaktywnym i Iuminescencyjnym taki system daje mozliwo$¢ tatwego
monitorowania i §ledzenia uwalniania leku, co daje perspektywiczne zastosowanie w dziedzinie
dostarczania i stopniowego uwalniania terapeutykow [97]. Dodatkowa mozliwoscia
wykorzystania jonow Eu** w biomedycynie jest fakt, ze luminofory domieszkowane jonami Eu®*
znajduja zastosowanie w medycynie jako detektory promieniowania rentgenowskiego w

systemach obrazowania [96,103].
2.6 Charakterystyka fizykochemiczna i biologiczna terbu
Terb jest migkkim, ciggliwym, srebrzystoszarym metalem, ktoérego nazwa pochodzi od

szwedzkiej wioski Ytterby, podobnie jak iterb, erb czy itr. Terb oznaczony jest symbolem Tb, a

jego liczba atomowa wynosi 65, natomiast konfiguracja elektronowa przedstawia si¢ nastepujgco
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[Xe] 4f%6s2. W skorupie ziemskiej wystepuje w stezeniu 1 ppm co oznacza, ze jest 57 najbardziej
rozpowszechnionym sposrod wszystkich pierwiastkow. Podstawowy stopnien utlenienia jonéw
terbu wynosi +3, niemniej moze on zosta¢ utleniony do stopnia +4 [104]. Terb moze tworzy¢
zwiazki chemiczne i wystepowac w nich na +1 oraz +2 stopniu utlenienia [105,106], dlatego tez
moze tworzy¢ rozne kompozyty nieorganiczne jak i organiczne o nietypowych wilasciwosciach
chemicznych oraz interesujacych zastosowaniach. Jednymi z rodzajow zwigzkow terbu sa
halogenki i kompleksy halogenkowe, w ktorych to jon lantanowca tworzy cztery trihalogenki w
postaci ThXs, gdzie X =F, Cl, Br, I. Wszystkie te zwiazki oprocz TbF3 sg silnymi elektrolitami i
sa dobrze rozpuszczalne w wodzie. Co ciekawe jony terbu w kompleksach fluorkowych moze
zosta¢ utleniony z +3 do +4 stopnia utlenienia [107]. Ze wzgledu na silng zielona i niebieska
fluorescencj¢ oba te zwiazki moga by¢ wykorzystane jako luminofory w lampach
fluorescencyjnych oraz, w przypadku TbFs, jako zielony emiter w telewizorach projekcyjnych z
lampg katodowa [108]. Innym ciekawym materiatem jest terfenol-D, ktory jest stopem trzech
pierwiastkow terbu, dysprozu i zelaza o wzorze chemicznym TbhyDy1.xFe; (X = 0,3). Materialy te
posiadajg interesujace wiasciwosci fizykochemiczne zwigzane z magnetostrykcja, to znaczy, ze
wydluzaja si¢ lub skracaja pod wptywem dziatania pola magnetycznego. Ponadto, charakteryzuja
si¢ tez wysoka gestos¢ energii, niska predkos¢ dzwieku i niskim modutem Younga [109]. W
zwigzku z tym znajduja zastosowanie w czujnikach magnetomechanicznych, sitownikach oraz
przetwornikach akustycznych i ultradzwiekowych [110]. W przypadku zastosowania zwigzkow
terbu typowo w dziedzinie optyki warto wyjasni¢c w jaki sposob powstaje  -zielono-
pomaranczowa emisja jondéw Tb*". Jon terbu na +3 stopniu utlenienia wbudowany w strukture
nanoluminoforu moze posiada¢ wiele linii emisyjnych, jednak najbardziej charakterystyczne sa
rejestrowane przy dlugosci fali 545 nm i 585 nm. Oprocz tego wystepuja tez mniej intensywne

linie emisyjne zarowno w niebieskim oraz czerwonym zakresie widma [111].
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Rysunek 4. Uproszczony diagram energetyczny jonéw Tb*3 z zaznaczonymi poziomami
absorpcji (strzatki w gore) oraz emisji (strzatki w dot) i przejscia bezpromieniste (strzatki

przerywane). Na podstawie [112].

Luminescencyjne widma emisyjne jonu terbu na +3 stopniu utlenienia cechuje bardzo
charakterystyczna emisja w §wietle widzialnym, ktora jest nastepstwem przej$¢ elektronowych z
pozioméw wzbudzonych do pozioméw podstawowych ‘F;, gdzie J=6, 5, 4, 3, 2 [111,113].
Poniewaz wartosci J dla jonow Tb* spelniaja regule wyboru 2J+1, poziomy ulegajg
rozszczepieniu starkowskiemu, a tym samym rozszczepieniu na podpoziomy pod wptywem pola
krystalicznego. Jony terbu, w zalezno$ci od matrycy, w ktorej si¢ znajduja, moga zajmowacé rozne
pozycje krystalograficzne, co dodatkowo wptywa na wiasciwosci spektroskopowe jonow Th*3,
Jony na +3 stopniu utlenienia podobnie jak jony europu na +3 stopniu utlenienia wzbudzane sa
przy dhugosci fali promieniowania elektromagnetycznego z zakresu UV. Jony Tb*3 posiadaja dwa
poziomy wzbudzone miedzy ktorymi przerwa energetyczna wynosi okoto 5900 cm’.
Konsekwencjg takiego rozmieszczenia poziomow jest to, ze energia przekazywana jest miedzy
nimi w sposob niepromienisty. Pierwszym poziomem wzbudzonym dla jonéw Tb*? jest poziom
5Dy, drugim potozonym nieco wyzej jest poziom °Ds, niemniej ze wzgledu na niepromienisty
transfer energii poziom °Da, z ktdrego nastepuje emisja[111]. Przejscia promieniste ktore

odpowiedzialne sg za pojawienie si¢ charakterystycznej zielonej emisji, mozliwe sg ze wzgledu
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na to, ze przerwa pomiedzy pierwszym poziomem wzbudzonym °Ds a pierwszym poziomem
podstawowym ’Fo wynosi w przyblizeniu 15000 cm™. Poziomy podstawowe, na ktére zachodzi
emisja to kolejno poziomy 'Fs, 'Fs, 'F4, 'F3 oraz 'F» [111,114,115]. Pierwsze obserwowane
przejscie nastepuje z poziomu wzbudzonego °Ds do poziomu podstawowego ‘Fg mozna
zarejestrowaé w rejonie spektralnym miedzy 485 — 500 nm. Przejécie °Ds — 'Fs jest przejéciem
o relatywnie wysokiej intensywno$ci oraz optycznie aktywnym w przypadku polaczenia z
ligandem chiralnym. Dodatkowo jego intensywno$¢ w zalezna jest od rodzaju ligandow
otaczajacych jon Th*3. Kolejne rejestrowane przejécie dla jondéw terbu na +3 stopniu utlenienia
jest przejscie rejestrowane w zakresie od 540 do 555 nm i nastepuje z poziomu °D, do poziomu
"Fs. Jego cecha charakterystyczna jest to, ze jest relatywnie najbardziej intensywne oraz wykazuje
najwyzszg aktywnos$¢ optyczng. Ponadto, przejscie to jest site intensywnosci tego przejscia moze
shuzy¢ jako swoista sonda emisyjna jonu Tb*3, Przejécie rejestrowane w zakresie 580 do 595 nm
to kolejne z przejs¢ charakterystycznych dla jonu terbu. Wywolane jest ono emisjg z poziomu
wzbudzonego °D; do poziomu podstawowego ‘Fs i cechuje je relatywnie umiarkowana
intensywno$¢ i aktywno$¢ optyczna. Przejscie to jest dos¢ wrazliwe i zalezne jest od matrycy, w
ktorej znajduje si¢ jon Tb*® jak rowniez od $rodowiska. Kolejne przejscie jakie moze pojawié sie
na wykresie widma emisyjnego jonéw Tb*3, rejestrowane przy dhugosci fali 615 do 625 nm to
przejscie °Ds — 'Fa. Przejécie do ma relatywnie slaba badz umiarkowang intensywnosé,
natomiast charakteryzuje je do$¢ silna aktywnos$¢ optyczna. Ostatnie rejestrowane na widmie
emisyjnym przej$cie zaobserwowa¢ mozna w obszarze od 645 do 655 nm i nastepuje ono z
poziomu °D; —'F,. Niemniej wykazuje ono relatywnie bardzo stabg intensywno$¢ oraz staba
aktywno$¢ optyczna, chociaz jego intensywno$¢ nie jest wrazliwa na srodowisko liganda [113].
Ze wzgledu na wlasciwosci optyczne terbu oraz podobienstwo jego promienia jonowego do
promienia jonowego wapnia, mozna z tatwoscig wbudowac go w strukture krystaliczng apatytu,
co umozliwia stworzenie czutej i biologicznie aktywnej sondy do zastosowan biomedycznych
[116-118].

2.7 Wlasciwosci biologiczne wanadu i jego zwigzkoéw

Wanad jest twardym, srebrzystoszarym pierwiastkiem chemicznym z grupy metali
przejsciowych o symbolu chemicznym V. Jest dwudziestym najbardziej rozpowszechnionym
pierwiastkiem na Ziemi, wystgpuje miedzy innymi w takich mineratach jak magnetyt, karnotyt
K(UO2)VO:-1,5 H,0, wanadynit Pbs(VO4)sCl, patronit VS, . Wanad to pierwiastek, ktérego jony
wystepuja W szerokim zakres stopnia utlenienia od -3 do +5. Niemniej jednak, najbardziej
stabilnym stopniem utlenienia dla wanadu jest +IV stopien utlenienia [119,120]. Pierwiastek ten

jest powszechnie wykorzystywany w przemysle jako srodKi suszace w lakierach i farbach, jako
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wywotywacz fotograficzny, a takze w czarnych barwnikach, tuszach czy pigmentach do
tekstyliow, ceramiki i druku. Ze wzgledu na swdj potencjal redukcji elektronéw jest réwniez
stosowany w wanadowych bateriach przeplywowych redoks w elektrochemicznych systemach
magazynowania [121-124]. Co cickawe wanad, ktory wykorzystywany jest gldownie w przemysle
ciezkim moze znalez¢ rowniez zastosowanie w biomedycynie. Mimo, Ze jest tez rozpatrywany
jako potencjalnie toksyczny odgrywa istotng role w procesach metabolicznych organizmow
zywych. Wykazano, ze zwiazki kompleksowe wanadu charakteryzuja si¢ aktywnoscia
biologiczng poprzez ich zdolnos¢ do dezaktywacji lub aktywacji wybranych enzymow.
Dodatkowo struktura grupy wanadanowej (VOs)* jest niezwykle podobna chemicznie do
struktury grupy fosforanowej (PO.)* chociazby biorac pod uwage i poréwnuja stata dysocjacji
anionu kwasu ortofosforowego (H.POs)” ktora wynosi pK,=7,2, natomiast anionu kwasu
ortowanadowego (H.VOs)” wynosi pKa=7,8 [125]. Biorgc pod uwage podobienstwo wanadu do
fosforu oraz to, ze oba pierwiastki uczestniczg w reakcjach estryfikacji mozliwa jest potencjalne
zastgpienie fosforu wanadem w regulacji proceséw metabolicznych z udzialem biatek
enzymatycznych zawierajacych grupy fosforanowe. Wanad wystgpuje w organizmach zwierzat
morskich, takich jak zachwy czy ostonice i z udzialem bialek wigzacych gromadzi si¢ w
wakuolach komoérek zwanych wanadocytami. Co ciekawe w przypadku gatunku ostonicy
Phallusia nigra, zwiazki wanadu odgrywaja istotne znaczenie w mechanizmach obronnych
zwierzecia [126]. W organizmach ladowych jony wanadu wystepuje w duzych ilosciach rowniez
w owocnikach grzybow Amanita muscaria w postaci kompleksu zwanego amawadyna, gdzie
sugerowany stopien utlenienia wynosi +4 [127,128]. Zwigzki wanadu w organizmach wyzszych
wykazujg réwniez aktywno$¢ osteogenng. U kregowcoéw pierwiastek ten magazynowany jest
przede wszystkim w kosciach i przez to, ze posiada takie same wtasciwos$ci jak czynniki wzrostu
takie jak EGF (epidermalny czynnik wzrostu), FGF (czynnik wzrostu fibroblastow) czy IGF
insulinopodobny czynnik wzrostu, ktére wptywaja na indukujaco na procesy formowania oraz
naprawy tkanki kostnej [129]. Dodatkowo, zwigzki wanadu wplywajg aktywujaco na dwa
kluczowe szlaki insulinowe regulowane przez PI3K oraz MAPK, ktore ostatecznie indukuja
procesy mineralizacji kosci i poprawe gestosci tkanki kostnej. Testowany w badaniach kompleks
oksowanadu (1V) kwasu 2,3-diketogulonowego wptywa promujaco na proces produkcji kolagenu
typu | w osteoblastach [119]. Z drugiej strony dowiedziono réwniez, ze zwigzki wanadu
wpltywaja hamujgco na aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej (ALP), ktora jest niezbedna do uzyskania
prawidlowego stopnia mineralizacji kosci. W zwigzku z tym, ze enzym ten dostarcza
odpowiednig ilo$¢ grup fosforanowych, ktore w potgczniu z jonami Ca?* tworzg faze
nieorganiczng tkanki kostnej [129]. Dlatego tez stosowanie wanadu jednoczesnie jako czynnika
pobudzajacego produkcje kolagenu typu I w osteoblastach jak i czynnika hamujacego dziatanie

alkalicznej fosfatazy powinno by¢ dobrze zaplanowane, aby zrownowazy¢ te dwa procesy i w
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konsekwencji uzyska¢ optymalne st¢zenie, ktoére wplywa stymulujaco na procesy tworzenia i

regeneracji tkanki kostnej.

Oprocz dzialania osteogennego u ssakow zwigzki wanadu wykazuja rowniez dziatanie
neurogenne. Udowodniono eksperymentalnie, ze zwigzki wanadu odgrywa istotng rolg¢ w szlaku
neuroprotekcyjnym i neuroregeneracyjnym. Wanad wykazuje dziatanie hamujace na aktywno$é
PTP — biatkowej fosfatazy tyrozynowej, ktora odpowiada za hamowanie aktywnosci NGF
(czynnika wzrostu nerwow) odpowiedzialnego za regeneracje i wzrost neuronow w osrodkowym
uktadzie nerwowym u ssakow. Wykazano, ze ortowanadan sodu hamuje aktywnos$¢ PTP, a tym
samym przyczynia si¢ do indukcji procesOw wzrostu nerwoéw w hipokampie u szczurow[130].
Dodatkowo potwierdzono, ze ortowanadan sodu hamuje powstawanie uszkodzen DNA poprzez
hamowanie biatka p53, a tym samym zatrzymuje proces apoptozy w komorkach [131,132]. W
innym badaniu potwierdzono, ze wanad odgrywa istotng role w metabolizmie gryzoni i warunkuje
prawidlowy rozwoj fizjologiczny szczurow [133,134] [43,44]. W odniesieniu do tego badania
potwierdzono rowniez, ze miejscowe leczenie wanadanem prowadzi do wzmocnienia gojenia si¢

ran poprzez zwigkszenie organizacji komorkowej w zywych tkankach [135].

2.8 Wtasciwosci biologiczne rubidu 1 jego zwigzkow

Rubid to pierwiastek z grupy metali alkalicznych o symbolu chemicznym Rb posiadajacy
liczbe atomowa 37. Jest migkkim metalem 0 barwie srebrzystoszarej, jego nazwa pochodzi od
stowa rubidus, oznaczajacy gleboka czerwien, kolor jego widma emisyjnego. Podczas analizy
chemicznej, jony Rb* barwig ptomien palnika na kolor rozowo-fioletowy. Podobnie jak inne
pierwiastki z grupy 1 ukladu okresowego, ktére posiadaja tylko jeden elektron na powloce
walencyjnej, rubid posiad tylko jeden stopien utlenienia +1. Rubid wystepuje powszechnie w
skorupie ziemskiej w ztozach pollucytu, karnalitu, cynwaldytu, leucytu jak rowniez lepidolitu,
ktory to jest jego komercyjnym zréodtem [136]. Pierwiastek ten wystepuje rowniez w wodze
morskiej i jest osiemnastym na liscie najczgsciej wystepujacych pierwiastkéw w Srodowisku
wodnym. Ten niepozorny pierwiastek z grupy metali przejsciowych, posiada szereg zastosowan

przemystowych, fizykochemicznych i biologicznych.

Ze wzgledu na charakterystyczny rézowo-fioletowy ptomien podczas analizy barwienia
ptomienia wykorzystywany jest jako dodatek do wyroboéw pirotechnicznych nadajac im kolor
fioletowy. Ze wzgledu na nadsubtelng strukture poziomow energetycznych, rubid jest uzywany
jako element rezonansowy w zegarach atomowych do precyzyjnego pomiaru czasu. Komercyjnie
wykorzystywany jest jako oscylator rubidowy w nadajnikach elektronicznych, urzadzeniach

nadawczych, natomiast wzorce rubidowe sa czesto uzywane w urzadzeniach typu GPS jako
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podstawowe wzorce czestotliwosci, ze wzgledu na to, ze stanowi tanszy odpowiednik wzorcow
cezowych, ale przede wszystkim na jego wicksza doktadno$¢. Rubid posiada dwa gtéwne izotopy,
stabilny ®Rb wystepujacy w skorupie ziemskiej w 72,2% oraz radioaktywny 8’Rb wystepujacy
w 27,8%, dodatkowo zsyntezowanych zostalo jeszcze okoto trzydziestu roznych izotopdw (okres
pottrwania okoto 3 miesigce), jednak ich zastosowanie jest niewielkie. Niemniej 8Rb ze wzgledu
na tatwa dostepnos¢ taniego swiatta lasera diodowego jak réwniez umiarkowane temperatury
niezbedne do utrzymania znacznej prg¢znosci par jest jednym z najczesciej uzywanych rodzajow
atoméw w procesie chlodzenia laserowego oraz w procesie kondensacji Bosego-Einsteina
[137,138]. Inne zastosowania izotopow rubidowych obejmujg datowanie geochronologiczne.
Rubid 87 jest radioizotopem, ktérego okres péttrwania wynosi ok 4,97-10° lat, po tym czasie
emituje czgstki B~ i antyneutrino elektronowe oraz przeksztalca si¢ w 8'Sr. Poprzez pomiar
stezenia 87Sr oraz pomiar stosunku Rb/Sr mozna obliczy¢ wiek krystalizacji skaly oraz
zastosowa¢ pomiar do datowania probek geologicznych [139]. W przypadku zastosowan
medycznych #2Rb, o okresie pottrwania 76 sekund jako podobny w dziataniu oraz jako analog
radioaktywnego potasu, jest wykorzystywany w pozytronowej tomografii emisyjnej do
obrazowania pracy migsnia sercowego. W guzach mozgu wystepowanie zmian morfologicznych
pojawiajacych sie w barierze krew-mdzg skutkuje wieckszym gromadzeniem sie 82Rb w wiekszym
stopniu niz w zdrowej tkance méozgowej. To pozwala na zastosowanie radioizotopu 8Rb w

medycynie nuklearnej do obrazowania zmian nowotworowych w tkance mozgowej [140] .

Mimo, ze rubid jest jednym z pierwiastkow wystepujacych w sladowych iloscig w organizmie
ludzkim, to wykazano, ze znajduje si¢ on w zgbach [141]. Zwiazki rubidu takie jak na przyktad
RbCl testowane sg tez pod wzgledem zastosowan biologicznych. Wykazano, ze jony rubidu
posiadaja wlasciwosci neuroprotekcyjne oraz antydepresyjne poprzez modulowanie szlaku tlenku
azotu (NO) w hipokampie myszy [142]. Oprocz wiasciwosci neuroprotekcyjnych jony rubidu
wykazuja dziatanie stymulujgce proces osteogenezy [143]. Ten znajduje sie¢ w pierwszej grupie
uktadu okresowego tak jak inne wazne pierwiastki jednowarto$ciowe: potas, sod lub lit. Jony te
ze wzgledu na szczego6lne podobienstwo do jondw potasu wykazuja dziatanie regulujace potencjat
czynno$ciowy w blonach komoérkowych wptywajac na dziatanie pompy sodowo-potasowe;j.
Istnienie i funkcja samych kanalow potasowych jest kluczowa dla proceséw proliferacji i
réznicowania komorek preosteoblastycznych [144,145]. Istnieja dowody na to, ze jony Rb* moga
pozytywnie wptywac na regulacj¢ kanatow potasowych, zwigkszajac tym samym zywotno$¢
osteoblastow, a tym samym mie¢ pozytywny wpltyw na osteogeneze [144-146]. Ponadto
wykazano rowniez hamujace dziatanie jonow rubidu na osteoklastogeneze i dalsze réznicowanie
si¢ osteoklastow. Niektore badania potwierdzajg hamujgce dziatanie jonow rubidu na ekspresje
genu NF-kB, ktory jest regulowany przez szlak sygnatowy JNK/p38MAPK [143]. Mechanizm

regulacji osteoklastogenezy przez jony rubidu polega na hamowaniu szlaku sygnatowego RANK-
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RANKL. RANK jest receptorem-aktywatorem jadrowego czynnika kB, natomiast RANKL jest
biatkiem btonowym typu II, ktore jednoczesnie jest aktywatorem dla liganda NF-xB. RANKL
jest ekspresjonowane w wielu tkankach takich jak tarczyca, migénie szkieletowe, watroba, a takze
w komorkach takich jak limfocyty T oraz osteoblasty i wiasnie w tych ostatnich znany jest
réwniez jako czynnik roznicowania osteoklastow [147,148]. Jony rubidu wplywaja na
zahamowanie §ciezki RANK-RANKL, zahamowaniu ekspresji genow NF-kB oraz NAFT1c,
ktore sa silnie zaangazowane w roznicowanie si¢ i dojrzewanie osteoklastow [147,149-151].
Dlatego specyficzna domieszka, taka jak pierwiastek biologicznie aktywny, taki jak jony Rb™,
moze dodatkowo poprawi¢ biokompatybilnos¢ zwigzkéw opartych na apatytach i wzmocni¢

wiasciwosci osteoindukcyjne w stosunku do komorek kostnych jak i nerwowych.

2.9 Wilasciwosci biologiczne strontu i jego zwigzkow

Stront jest metalem ziem alkalicznych, znanych réowniez jako berylowce o symbolu
chemicznym Sr i jest pigtnastym najpowszechniej wystepujacym pierwiastkiem na Ziemi.
Wystepujac w postaci dwuwarto$ciowego jonu (Sr?*) z latwoscig moze zastapi¢ wapn (Ca?*) w
takich mineratach jak weglany, siarczany, skalenoidy, miki, glinach i innych. Najpowszechniej
jednak stront znalez¢ mozna w takich mineratach jak celestyn SrSOs i stroncyjanit SrCOs z
ktorych jest on gtownie pozyskiwany [152]. W przemysle pierwiastek ten wykorzystywany byt
gltownie do produkcji lamp katodowych do kolorowych telewizoréw, ze wzgledu na to, ze
zapobiegal emisji promieniowania rentgenowskiego, niemniej obecnie stosuje si¢ zupelnie inne
metody wy$wietlania, dlatego zastosowanie strontu drastyczni spada. Co ciekawe, ze wzgledu na
przynalezno$¢ jonow Sr?* do IV grupy analitycznej, barwig plonieh na kolor
karmazynowoczerwony, dlatego tez zwiazki strontu takie jak SrCOs dodaje si¢ do rac i flar
sygnatowych oraz innych wyrobow pirotechnicznych [153]. Oprocz zastosowan przemystowych
stront znany jest tez ze swoich wtasciwosci biologicznych. W zwigzku z jego podobienstwem do
wapnia oraz tym, ze pierwiastki te posiadaja podobny promien jonowy moze on z powodzeniem
zajmowac miejsce jondw wapniowych w apatytach oraz fosforanach wapniowych. Dlatego tez w
organizmie ludzkim stront prawie w 100% wystepuje w tkance kostnej i wptywa on znaczaco na
wlasciwosci mechaniczne i wytrzymatos¢ kosci. Pierwiastek ten ma kluczowe znaczenie w

metabolizmie tkanki kostnej.

Badano wplywu jondéw strontu na proliferacje i réznicowanie osteoblastycznej linii
komorkowej ROS17/2.8, podczas hodowania komorek na porowatych rusztowaniach z fosforanu
wapnia domieszkowanego strontem. Catkowite zastapienie jonéw wapnia jonami strontu
wykazato pelng biokompatybilno§¢ nawet po 6 dniach inkubacji z badanym zwigzkiem [154].
Inne dane podaja wplyw pozywek zawierajacych jony strontu uwalniane z ceramiki

hydroksyapatytowej domieszkowanej jonami Sr?* na lini¢ komorkowsg osteoblastow. Zastagpienie
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wapnia strontem w 5% i 10%mol zwigkszyty zardwno proces réznicowania, jak i mineralizacji,
podczas gdy zywotno$¢ komorek monitorowana przez 2, 4 1 6 dni utrzymywala si¢ na poziomie
100 % [155]. Udowodniono réwniez, ze ekspresja genow ALP i BMP-4 w linii komorkowe;j
chondrocytéw wzrosta po potraktowaniu jonami strontu w stosunkowo niskim stezeniu 1,0
pg/mL i stopniowo wzrastata do 100 pg/mL, gdzie ekspresja genow osiagnela najwyzszy poziom.
Co wskazuje na silne biokompatybilne wiasciwosci strontu w stosunku do tkanki kostnej [156].
Potwierdzono réwniez znaczacy efekt strontu na indukcje procesu osteogenezy poprzez
aktywacj¢ wielu szlakow sygnalowych w tym $ciezce sygnalizacji receptora wapniowego
(CaSR), w szlaku sygnalowym kinazy Akt oraz Wnt zaré6wno w osteoblastach jak i
mezenchymalnych komoérkach macierzystych [157,158]. Pierwiastek ten wptywa roéwniez na
regulacje szlaku komoérkowego OPG — RANK — RANKL 1 przyczynia si¢ do zahamowania
osteoklastogenezy oraz zahamowanie réznicowania i proliferacji osteoklastow. W zwigzku z
hamujacymi wlasciwosciami strontu na proces osteoklastogenezy jest on rozpatrywany jako
potencjalny i skuteczny czynnik w leczeniu osteoporozy [159,160]. Oprocz samego wptywu na
metabolizm tkanki kostnej oraz przyspieszenia procesu regeneracji moze rowniez wplywaé na
regeneracje innych towarzyszacych tkanek takich jak naczynia krwiono$ne. Dowiedziono, ze
stront indukuje ekspresje genow czynnikéw angiogenicznych takich jak angiopoetyna 1 (Ap-1)
czy s$rodbtonkowo naczyniowy czynnik wzrostu (VEGF, z ang. vascular endothelial growth

factor)) co istotnie wptywa na promocje neowaskularyzacji [161,162].

Zardéwno podstawienia jondw wapnia przez jony strontu w ceramikach fosforanowych
dobrze sprawdza si¢ jako kompozyty indukujace proliferacje komorek kostnych, jednak znane sa
tez inne zwiazki strontu ktére pozytywnie wplywaja na metabolizm ko$ci. Jednym z nich jest
dobrze znany lek na rynku, ranelinian strontu moze zapobiega¢ ztamaniom ko$ci. W poréwnaniu
z innymi lekami przeciw osteoporozie, indukuje zaréwno dziatanie antyresorpcyjne, jak i
kosciotworcze. Ranelinian strontu wspomaga dysocjacyjne dzialanie na resorpcje i tworzenie
koSci oraz przywraca rownowage metabolizmu koSci na rzecz tworzenia kosci, takie wlagciwosci
mogg pozytywnie wplywaé na regeneracje kosci. Niektore badania przedkliniczne wykazaty
pozytywny wptyw ranelinianu strontu zarowno na osteointegracje, jak i gojenie ztaman [163].
Dowody z opiséw przypadkéw powiktanych ztaman kosci dtugich sugeruja, ze rowniez w takich
przypadkach ranelinian strontu przyspiesza proces regeneracji si¢ ztaman [164]. Dlatego
korzystny wptyw ranelinianu strontu na regeneracj¢ i tworzenie tkanki kostnej moze stanowié
interesujaca Sciezke w strategii gojenia ztaman kostnych. Niemniej udowadnia to jak znaczaca
role w procesach metabolicznych tkanki kostnej odgrywa stront i jak waznym i niezbednym jest
on elementem, ktory wptywa na utrzymanie homeostazy uktadu szkieletowego. Dlatego tak
wazne jest dobdr odpowiednich, aktywnych biologicznie domieszek w projektowaniu

nanokompozytow, ktéore moglyby zosta¢ z powodzeniem wykorzystane w medycynie
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regeneracyjnej i inzynierii tkankowej. Postuzylyby one do konstruowania biozgodnych
materiatow, ktore stanowityby zarowno rusztowanie W ubytkach kostnych, jak i mobilizowatyby

tkanke kostng do szybszej regeneracji w przypadku ci¢zkich ztaman czy osteoporozy.

2.10 Wybrane metody syntezy nanomateriatow

Jedng z bardziej popularnych strategii otrzymania materiatlow na bazie hydroksyapatytu
jest elementarne podstawianie jondw wapnia metalicznego w celu uzyskania pozadanych
wlasciwoéci  projektowanych zwigzkéw. Miejsce jondéw wapnia (Ca?*) w  strukturze
hydroksyapatytu, badz fluoroapatytu moga zajmowac rozne jony specyficzne i bioaktywne, ktore
maja podobny stopien utlenienia i promien atomowy, jak niektore jony metali ziem rzadkich, a
takze pierwiastki alkaliczne [52,53]. Na przyklad mozna zwigkszy¢ wihasciwosei
luminescencyjne, rozszerzajac tym samym zastosowania takich uktadéw jako markerow do
bioobrazowaniu [54,165]. Istnieje wiele metod syntezy syntetycznych apatytow, takich jak

metoda zol-zel, solwotermalna, straceniowa i hydrotermalna [166,167].

2.10.1 Metoda hydrotermalna

Metoda hydrotermalna ma wiele zalet, przede wszystkim zapewnia w tatwy sposob
kontrolowanie stechiometrii reakcji oraz wysokg czysto§¢ otrzymanych zwigzkow
przewyzszajagcym czystos¢ materiatdéw wyjsciowych [168]. Metoda ta polega na krystalizacji
substancji z roztworéw wodnych w podwyzszonej temperaturze oraz pod zwiekszonym
cis$nieniem. Ten rodzaj syntezy chemicznej umozliwia otrzymywanie substancji z niemalze
wszystkich klas zwiazkéw chemicznych, a zsyntezowane Krystality moga posiada¢ zaré6wno
forme¢ mono- jak i polikrystaliczng. Stosowanie metody hydrotermalnej umozliwia takze
otrzymanie czystych fazowo zwiazkow na fosforanéw wapnia — CasPOs, jak i hydroksyapatytow

Ca10(PO4)6(OH)2 czy fluoroapatytow — Caio(POa4)s(F)2 [69].

2.10.2 Metoda wspotstraceniowa

Metoda wspotstragceniowa jest bardzo prostg jak rowniez bardzo powszechng metoda syntezy
réznego rodzaju nanometrycznych materiatdéw. Polega ona na strgcaniu lub wspoélstracaniu
produktu reakcji z substratow znajdujacych sie¢ w mieszaninie reakcyjnej po dodaniu czynnika

strgcajacego. Podczas reakcji  wspoOlstraceniowej  wykorzystuje  sie  wspoOtczynnik
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rozpuszczalnosci roznych soli w roztworze wodnym [169]. Substraty uzywane w reakcji to sole
dobrze rozpuszczalne w wodzie natomiast po dodaniu wszystkich substratow do mieszaniny
reakcyjnej nastgpuje powstanie jednej lub wigcej soli nierozpuszczalnych w wodzie [170,171].
Synteza wspotstraceniowa jest szybka, prosta i ekonomiczna oraz zapewnia otrzymanie wysokiej
czysto$ci nanomateriatow bez konieczno$ci syntezy w bardzo wysokiej temperaturze czy pod

wysokim ci$nieniem.

2.11 Opis wykorzystywanych metod do oceny whasciwosci
fizykochemicznych

2.11.1 Proszkowa dyfraktometria rentgenowska

Proszkowa dyfrakcja rentgenowska to technika analityczna, ktorg mozna wykorzystac¢ do
uzyskania danych jako$ciowych z probki ciata statego, w tym samej charakterystyki struktury.
Technika ta pozwala uzyska¢ danych ilosciowych, takich jak stezenia fazy krystalicznej oraz jej
struktury krystalicznej. Kiedy promieniowanie o dlugosci fali podobnej do odlegtosci migdzy
atomami dociera do ciata stalego, rozprasza si¢, wytwarzajagc wiele promieni, ktore nadal
przemieszczaja si¢ przez te¢ strukturg. Promienie te mogg interferowaé ze soba w sposob
destrukcyjny lub konstruktywny — zjawisko znane jako dyfrakcja. Dyfrakcja jest najbardziej
widoczna w strukturach o wysokim stopniu uporzadkowania, co wyjasnia, dlaczego omawiana
metoda jest bardzo odpowiednia do analizy struktur krystalicznych. Aby wystapita
konstruktywna interferencja, rozproszone promienie muszg znajdowac si¢ w tej samej fazie, co

mozna wyrazi¢ prawem Bragga (1).
2dsinf =ni (1)

Prawo to pokazuje zalezno$¢ miedzy katem padania pod jakim promieniowanie jest
skierowane na powierzchnig - @ (theta), odlegtos$cia miedzy ptaszczyznami sieci d, a dtugoscia

fali promieniowania 4.

W dyfrakcji proszkowej badana probka jest naswietlana promieniami rentgenowskimi
wytwarzanymi za pomocg lampy rentgenowskiej. Okreslona dlugos¢ fali jest wybierana za
pomocag monochromatora i prowadzona do probki za pomocg soczewek kolimacyjnych. Gdy
ugiete promienie przejda przez probke, sa odbijane z powrotem przez powierzchnie i kierowane
do detektora przez inng kombinacj¢ soczewki kolimacyjnej i monochromatora. Na detektorze
mierzone jest natgzenie promieni odbitych. Poniewaz dlugo$¢ fali mozna tatwo wybrac,
umozliwia to pomiar intensywnosci dla okreslonej warto$ci d poprzez proste dostosowanie kata

padania 6. Przedstawiajgc intensywno$¢ jako funkcje #, mozna otrzymaé wykres zwany
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dyfraktogramem. Aby upewnic sie, ze reprezentowane sa wszystkie mozliwe ptaszczyzny sieci,

poczatkowa probka jest intensywnie mielona do bardzo drobnego stanu [172].

2.11.2 Skaningowa mikroskopia elektronowa

Mikroskopia elektronowa dostarcza informacji strukturalnych o materiatach, takich jak
ciala state, krysztaty i urzadzenia elektroniczne w skali nanometrowej. Skaningowa mikroskopia
elektronowa (SEM) to metoda obrazowania i analizy prébek w celu uzyskania informacji o
powierzchni badanych materiatow. Metoda ta polega na generowaniu i ocenie elektronéw
wtornych (oraz mniejszej ilosci elektronéw wstecznie rozproszonych) z wykorzystaniem
precyzyjnie zogniskowanej wigzki elektronow w celu uzyskania obrazu o wysokiej rozdzielczo$ci
i duzej glebi ostrosci. Elektrony pierwotne sg generowane ze zrodta przy uzyciu potencjatu
elektrycznego i wysokiego napigcia przylozonego do wiokna wzdluz kolumny prézniowej
(wldkno moze by¢ emiterem termionowym lub Zzrodtem emisji polowej). W ten sposob powstaje
precyzyjnie zogniskowana wigzka elektronow, ktéra mozna systematycznie skanowac
powierzchnie probki. Optyka soczewki elektromagnetycznej stuzy do ksztaltowania i skupiania
wigzki elektronow. Elektrony brzegowe powoduja rozne interakcje na powierzchni probki, takie
jak generowanie czastek i fotonéow (Rysunek 5). Emitowane (lub transmitowane przez
wystarczajaco cienka powierzchnig) czasteczki moga by¢ zbierane i wykorzystywane do
tworzenia obrazu, wzoru dyfrakcyjnego lub widma chemicznego. Najwazniejszymi sygnatami
uzywanymi w SEM sg elektrony wstecznie rozproszone i elektrony wtorne. Utworzone obrazy sa
wynikiem zmian nat¢zenia sygnalu wiazki elektronow w kazdym punkcie (pikselu) w

skanowanym obszarze probki [172].

Elektrony pierwotne

Elektrony wtdérne

Elektrony wstecznie rozproszone  prgmieniowanie
rentgenowskie

Elektrony Auger’a

Fotony v
Elektrony zaabsorbowane PROBKA Elektrony zaabsorbowane
Elektrony elastycznie rozproszone Elektrony nieelastycznie rozproszone
Elektrony

transmitowane

Rysunek 5. Uproszczony diagram dziatania mikroskopu elektronowego. Na podstawie [172]

35



2.11.3 Wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia elektronowa

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) jest dobrze znana i szeroko stosowana do
charakteryzowania materiatéw. Dostarcza informacji na temat morfologii, struktury, budowy
krystalograficznej, a nawet natury wigzan. Cecha wyr6zniajaca transmisyjng mikroskopig
elektronowg (TEM) jest jej zdolnos¢ do tworzenia obrazow uktadow atomowych w
zlokalizowanych obszarach materiatow [173,174]. Wyjatkowa rola TEM polega na tym, ze
elektrony jako natadowane czastki, a zatem, w przeciwienstwie do promieni rentgenowskich czy
neutronow, moga by¢ przyspieszane i precyzyjnie skupiane przez pola elektromagnetyczne
(Rysunek 6). Rozproszone promienie moga by¢ zbierane przez soczewke i ponownie
ogniskowane w celu utworzenia rzeczywistego obrazu przestrzeni rzeczywistej na wzor
mikroskopu optycznego, gdzie kazdy punkt obrazu odpowiada okreslonemu punktowi obiektu
[175].

—
— ‘ zrédto elektronéw

‘ wigzka elektronéw
m— \ < - ) 7

oswietlenia b ’ soczewka skupiajaca

1] . L
' .
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dyfrakeyjnego E—— | E— ‘ aparatura obiektywu ‘
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Rysunek 6. Uproszczony diagram transmisyjnego mikroskopu elektronowego.
Na podstawie [175].

2.11.4 Technika atomowej spektroskopii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie
indukcyjnie sprzezonej
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Atomowa spektroskopia emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej,
lepiej znana jako ICP-OES (ang. Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry),
jest odmiang spektroskopii emisyjnej, w ktorej wykorzystuje si¢ indukcyjnie sprzezona
plazme¢ do wytwarzania wzbudzonych atomow i jonow, ktore emitujg promieniowanie
elektromagnetyczne o dtugosci fali charakterystycznej dla danego pierwiastka. Plazma jest
wysokotemperaturowym zroédtem zjonizowanego gazu zrodtowego, na przyktad argonu i jest ona
podtrzymywana i utrzymywana przez cewke indukcyjng potaczong z generatorem czestotliwosci
megahercowych, generujace drgajace pole magnetyczne [176,177]. Palnik ICP-OES jest
elementem stuzagcym do przeksztalcania probki w forme¢ zjonizowang. Zazwyczaj badany
material jest wprowadzany do uktadu w postaci roztworu, gdzie jest rozpylany w postaci aerozolu
za pomocg nebulizatora. Aerozol jest nastepnie kierowany do palnika plazmowego, gdzie ulega

atomizacji. Na Rysunku 7 przedstawiono typowy uktad dziatania spektrometru emisyjnego ICP.

a Argon
) Optyka jonowa
Spektrometr . .

@ .
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Rysunek 7. Uproszczony schemat dziatania spektrometru emisyjnego ICP. W oparciu o
[176,177].

2.11.5 Spektroskopia w podczerwieni

Spektroskopia w podczerwieni to technika badania sktadu zwiazkéw chemicznych. Jest
to bardzo popularna metoda ze wzgledu na swoja prostote. Spektroskopia w podczerwieni jest
bardzo szybka metoda uzyskiwania doktadnych wynikow jakosciowych. Jednak niektore
struktury, zwtaszcza czasteczki niepolarne do doktadnej analizy wymagaja rowniez zastosowania

spektroskopii Ramana. Dlatego spektroskopia w podczerwieni jest powszechnie stosowana w
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polaczeniu ze spektroskopiag Ramana, aby uzyska¢ pelniejszg wiedze na temat czestotliwosci

drgan analizowanych czasteczek [178].

Spektroskopi¢c w podczerwieni mozna stosowa¢ do materiatdw w stanie gazowym,
ciektym i statym. Mozna analizowac¢ rozne struktury state, w formie mikrokrystalicznej, w formie
cienkich filméw lub wiokien, dzieki czemu spektroskopia w podczerwieni jest bardzo
wszechstronng metodg. Zwykle stosuje si¢ zardwno materialy w postaci roztwordw, jak i w
postaci statej. Podstawa spektroskopii w podczerwieni jest zmiana energii oscylacyjnej i
rotacyjnej czasteczki. Zaabsorbowane swiatto o okreslonej dtugosci fali w obszarze podczerwieni
moze powoduje zwigkszenie amplitudy drgan czasteczki. Absorbowane promieniowanie
podczerwone wywotuje zmiany energii oscylacyjnej czasteczek, a biorgc pod uwage to, ze
energia ta jest skwantowana, czasteczki absorbuja jedynie energi¢ charakterystyczng dla
okreslonych grup funkcyjnych znajdujacych sie w badanych materiatach. Pomiary i analiza widm
spektroskopowych w podczerwieni umozliwia scharakteryzowanie w prosty sposob grup

funkcyjnych jak rowniez identyfikacje badanych zwigzkéw [178].

2.11.6 Spektroskopia fotoluminescencyjna

Spektroskopia fotoluminescencyjna, znana réwniez jako spektroskopia fluorescencyjna,
spektrofluorymetria czy fluorymetria to rodzaj spektroskopii elektromagnetycznej, ktora stuzy do
analizy emisji promieniowania badanego materiatu, po wzbudzeniu $wiattem z zakresu UV-Vis.
W spektroskopii fotoluminescencyjnej wykorzystywane sg dwa zjawiska luminescencji, pierwszy
z nich to fluorescencje, ktora polega na przejsciu ze stanu wzbudzonego S: do stanu
podstawowego So. Drugim rodzajem zjawiska jest fosforescencja, ktora polega na procesie
przejscia ze stanu tripletowego T1 do stanu singletowego So. Dlatego tez fotony emitowane majg
mniejszg energi¢ od fotondw wzbudzajgcych, stad widmo fluorescencji bgdzie przesunigte w
kierunku dtuzszych fal elektromagnetycznych w stosunku do widma absorpcji. Natomiast w
przypadku fosforescencji, widmo bedzie przesuniete w strong fal dtuzszych, w stosunku do widm
absorpcji jak réwniez widm fluorescencji. Spektrofluorymetria jest bezinwazyjna, szybka,
bezkontaktowa i moze by¢ wykorzystywana do badan optoelektronicznych materiatéw o réznych
rozmiarach od nano do mikrometrycznych. Metoda moze stuzy¢ rowniez do pomiaréw procesow
relaksacji, natomiast taczac ja z mikroskopia mozna mapowac intensywnos¢ fluorescencji w
materiale badZz mierzy¢ czas zaniku fotoluminescencji [179]. Urzadzenia, ktore stuzg do

pomiardéw spektrofluorymetrycznych znane sg jako spektroflourymetry badz fluorymetry.
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Schematyczng i uproszczong budowg takiej aparatury pomiarowej przedstawia rysunek 8.

Odczyt danych

I 1
Lampa =
Przetwarzanie

ksenonowa

Komora
zawierajgca
probke

Rysunek 8. Uproszczony schemat budowy i dziatania spektrofuorymetru do pomiarow
miedzy innymi widm emisji, widm wzbudzenia emisji czy czasoéw zycia zaniku luminescencji.

W oparciu o [179]

2.12 Opis wykorzystywanych metod do oceny wtasciwosci biologicznych

2.12.1 Test cytotoksycznosci

Test MTT jest testem kolorymetrycznym do oceny aktywnosci metabolicznej komorek.
W zywych komorkach enzymy komoérkowej oksydoreduktazy zaleznej od NAD(P)H sa zdolne
do redukcji barwnika tetrazoliowego MTT, bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazolu do jego nierozpuszczalnego formazanu, ktory ma purpurowy kolor. Dodaje si¢
roztwor solubilizujgcy, na przyktad dodecylosiarczan sodu (DMSO) lub izopropanol, aby
rozpusci¢ powstate krysztaty formazanu w barwny roztwor, a przez to zmierzy¢ liczbowo ilos¢
wyprodukowanego przez komorki formazanu. Pomiar absorbancji tego barwnego roztworu
mozna okresli¢ ilosciowo, mierzac przy okreslonej dlugosci fali (zwykle migdzy 500 a 600 nm)

za pomocg spektrofotometru. Stopien absorpcji $wiatta zalezy od rozpuszczalnika.

Test MTT przeprowadza sie po 24, 48, 72 itd. godzinnej inkubacji z testowanymi

zwigzkami chemicznymi lub innymi materiatami, ktore zarbwno mogg promowac proliferacje lub
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tez dziata¢ cytotoksycznie na wybrane linie komorkowe. Po uptywie okreslonego czasu inkubacji,
medium hodowlane do ktorego dodany byl testowany czynnik nalezy usunaé i nastgpnie
przeptuka¢ komorki sterylnym roztworem PBS (buforowany fosforanami roztwor soli
fizjologicznej, pH 7,4). Nastepnie nalezy usuna¢ roztwor PBS i doda¢ sterylny roztwor MTT
(stezenie koncowe 0,5 mg/mL) w roztworze PBS. Komoérki z roztworem MTT powinny byé
inkubowane od 2 do 3 godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji roztwor MTT nalezy usunac,
bez dodatkowego ptukania, a nastepnie krysztaly formazanu rozpusci¢ w izopropanolu lub
DMSO. Absorbancje¢ nalezy odczyta¢ przy 560 nm z odniesieniem do tta przy 670 nm. W celu
uzyskania wiarygodnych danych statystycznych, kazde doswiadczenie powinno zostaé

przeprowadzone trzykrotnie.

2.12.2 Ocena zywotnosci komoérek za pomoca techniki mikroskopii
fluorescencyjnej

Dodatkowo oceniano réwniez zywotnos¢ komorek linii komoérkowych za pomoca
techniki mikroskopii fluorescencyjnej. Wybrane linie komoérkowe wysiano, w zalezno$ci o
eksperymentu oraz ilo$ci zwigzkow, na 6-dotkowe, 12-dotkowe lub 24-dotkowe hodowlanej w
gestosci 1 x 10°. Gdy komorki osiggaly okoto 60% do 70% konfluencji dodawano do nich
koloidalne roztwory otrzymanych materiatow. Czas inkubacji zazwyczaj ustalano na 24 godzin
w standardowych warunkach hodowli komoérkowej. Po tym czasie komorki przemywane byty
sterylnym roztworem PBS (pH=7,4), a nast¢pnie zeby zachowaé zywotno$¢ podczas barwienia
dodawano do nich $wiezy roztwor PBS. Zestaw Invitrogen LIVE/DEAD™ Cell Imaging Kit
(488/570) (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, Waltham) wykorzystano do wizualizacji
stosunku zywych 1 martwych komodrek. Morfologie linii komérkowej obserwowano przy uzyciu
Invitrogen™ FLoid™ Cell Imaging Station (powigkszenie x20), stosujac dtugos¢ fali wzbudzenia
482/18 dla zielonych barwnikéw i 586/15 dla czerwonych barwnikow oraz dtugos¢ fali emisji

532/59 dla zielonych barwnikow i 646/68 dla czerwonych barwnikow.

2.12.3 Test hemolityczny

Jatowa i odwtokniong krew nalezy zmieszac ze sterylnym roztworem PBS (1:1 obj./obj.).
Aby uzyska¢ kontrole pozytywng (100% hemolizy) do probki krwi dodaje si¢ 10% SDS
(dodecylosiarczan sodu), aby uzyskac stezenie koncowe roztworu SDS 1%. Kontrole negatywna
uzyskuje sie dodajac do probki krwi sterylny roztwér PBS (pH 7,4). Do prob badanych dodaje si¢
odpowiednio wybranych zwigzkow, aby uzyska¢ pozadane stezenie koncowe we wczesniej
przygotowanych roztworach krwinek czerwonych. Wszystkie probki sa nastepnie Kilkukrotnie

pipetowane w celu wymieszania frakcji krwinek czerwonych z roztworem PBS, SDS oraz
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roztworow probek badanych. Po 2 godzinach inkubacji w 37°C wszystkie probki nalezy
odwirowa¢ W celu uzyskania supernatantu (5000 RPM, 5 min) i zmierzy¢ absorbancje

otrzymanego supernatantu za pomoca czytnika ptytek przy dhugosci fali 540 nm.

2.12.4 Ocena morfologii krwinek czerwonych za pomocg techniki mikroskopii
swietlnej

Aby uzyska¢ obraz morfologii krwinek czerwonych, probki krwi przygotowuje si¢ w ten
sam sposob jak opisano w podsekcji powyzej. Nastepnie po 2 godzinnej inkubacji w temperaturze
37°C, nastegpnie nalezy pobra¢ matg objetos¢ krwi inkubowane z testowanymi zwigzkami i doda¢
do niej roztworu PBS (pH 7,4) w stosunku 1:1. Aby uzyska¢ odpowiedni rozmaz krwi nalezy
pobrac 5 ul rozcienczonego roztworu krwinek czerwonych i przenies¢ je na szkietko podstawowe
1 za pomoca szkietka nakrywkoweg0 wykona¢ rozmaz. Morfologi¢ erytrocytow obserwuje si¢ za

pomoca mikroskopu $wietlnego (obiektyw x40 lub x20).
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3. Prezentacja wynikéw badan

W niniejszej czgdci znajduje si¢ prezentacja oraz opis najwazniejszych wynikow badan
przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej, ktore zostaly zawarte w artykutach
opublikowanych w czaopisamch naukowych. W pierwszym artykule pt. ,,A study of vanadate
group substitution into nanosized hydroxyapatite doped with Eu®*" ion as a potential tissue
replacement material” zostala przedstawiona charakterystyka zwigzkow 0 strukturze
hydroksyapatytu wapnia, w ktorych to grupa fosforanowa zostata stopniowo zastgpiona grupami
wanadowymi. Otrzymane dwie serie zwigzkéw roznily sie zawartoscig jonow Eu®*
podstawionego w strukturze hydroksyapatytowej za jony wapnia. W pracy skupiono si¢ przede
wszystkim na okreS$leniu wptywu podstawienia grupy fosforanowej grupa wanadanowg na
strukture chemiczng oraz morfologie, jak rowniez na wlaéciwoséci luminescencyjne jonéw Eu®*.
W drugg praca z cyklu jest artykut pt. ,,Synthesis and investigation of physicochemical properties
and biocompatibility of Th®** and Sr** ions co-doped phosphate-vanadate hydroxyapatite”.
Przedstawiono w nim seri¢ materiatow strukturze hydroksyapatytu wapnia domieszkowanego
jonami Th*" oraz Sr** oraz matrycg podstawiong grupami wanadanowymi. Nanometryczne
zwiazki zostaly przeanalizowane pod katem wpltywu domieszek oraz wbudowanych grup
wanadanowych na strukturg krystaliczng oraz morfologie. Analizie zostaty rowniez poddane
wia$ciwosci luminescencyjne jonow Th3" w badanej strukturze. Ostatnia pracg w cyklu rozprawy
doktorskiej jest artykut pt. ,,Structural spectroscopic, and biological characterization of novel
rubidium(l) and europium(l11) co-doped nano-hydroxyapatite materials and their potential use
in regenerative medicine”. Otrzymane tam wyniki prezentuja wptyw jonow Rb* na strukture
krystaliczng i morfologie zwigzkow o strukturze hydroksyapatytu oraz ich wptyw na wlasciwosci
luminescencyjne jonéw Eu®*. We wszystkich opublikowanych artykutach znajduja si¢ badania
biologiczne zwigzane z wptywem syntetycznych zwigzkow o strukturze apatytu oraz biologicznie
czynnych jonéw na proliferacje komorek linii NHDF (ludzkie fibroblasty skorne), 1929
(fibroblasty mysie) oraz 7F2 (mysie osteoblasty) zdrowych.
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3.1 Praca “A study of vanadate group substitution into nanosized
hydroxyapatite doped with Eu®* ion as a potential tissue replacement

material”.

Problemem badawczym podjetym w pracy pt. ,,A study of vanadate group substitution into
nanosized hydroxyapatite doped with Eu®** ion as a potential tissue replacement material” byto
otrzymanie oraz charakterystyka nanometrycznych zwiazkéw o strukturze hydroksyapatytu
wapnia, domieszkowanych jonami Eu®*, w ktorych grupa fosforanowa (PO4*) zostala stopniowo
podstawiana grupg wanadanowg (VO4*). Wanad jako pierwiastek biologicznie czynny, wptywa
na dwa istotne szlaki metaboliczne w komorkach, ktore indukuja procesy mineralizacji kosci.
Ponadto, zwigzki wanadu wptywaja neuroprotekcyjnie oraz indukuja regeneracje neuronow w
organizmie. W zwigzku z tym, wzieto pod uwagg podobienstwo chemiczne i strukturalne grupy
wanadanowej do grupy fosforanowej dajace mozliwo$¢ inkorporacji grupy VOs* w strukture
apatytu, jako czynnik umozliwiajacy poprawe biokompatybilnos¢ takich materiatow. Glownym
zalozeniem byto poczatkowe podstawienie grupy POs> jedng grupg VO.* i stopniowe
podstawianie coraz wigkszg ilo$cig grup VOs* na rzecz PO4*, az do calkowitego zastgpienia
grupy fosforanowej grupa wanadanowa w strukturze hydroksyapatytu wapnia. W zwigzku z tym
Charakterystyka materialdow powigzana byta z oceng wptywu grup wanadanowych na strukture
krystaliczng hydroksyapatytu. Jednoczesnie zostal poddany analizie wptyw grup wanadanowych
na wilasciwosci luminescencyjne jonow Eu®" w strukturze hydroksyapatytowej, ktore moze

postuzy¢ jako sonda w bioobrazowaniu.

Podczas realizacji pracy otrzymano dwie serie zwigzkow chemicznych o strukturze
hydroksyapatytu wapnia. Pierwsza seria zostala domieszkowana jonami Eu®* w stezeniu 1 mol%,
natomiast druga 2 mol% w przeliczeniu na ilo$¢ jonow Ca?* w strukturze hydroksyapatytu
wapnia. W obu seriach grupa wanadanowa zostata podstawiona za grupe fosforanowa w ilosci od
1 do 6. Charakterystyka wlasciwosci fizykochemicznych otrzymanych materiatow
przeprowadzona byla przy uzyciu metody proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej (XRPD),
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM),
spektroskopii w podczerwieni wykonanej metoda wielokrotnego ostabionego catkowitego
wewnetrznego odbicia (ATR-FTIR), atomowej spektroskopii emisyjnej ze wzbudzeniem w
plazmie indukcyjnie sprze¢zonej (ICP-OES) oraz spektroskopii fotoluminescencyjnej. Do analizy
wlasciwosci biologicznych postuzyl test cytotoksycznosci MTT, test hemolityczny. Natomiast,
profil uwalniania jonéw do $rodowiska zewnetrznego przeprowadzono przy uzyciu metody z

symulowanym ptynem ustrojowym (ang. simulated body fluid — SBF).
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Otrzymano dwie serie nano-rozmiarowych zwiazkéw o strukturze hydroksyapatytu wapnia
domieszkowanych jonami Eu®*, w ktorych grupe fosforanowg (PO4>) stopniowo podstawiano
grupg wanadanowg (VO:*). Ogoélny wzor chemiczny dla pierwszej serii zdefiniowano
nastepujaco CagoEUo1(PO4)sx(VO4)x(OH)2, a dla drugiej serii CaggEuo2(PO4)sx(VOas)x(OH)z,
(gdziex =1, 2, 3, 4, 5, 6). Krystaliczne materiaty otrzymane metoda wspotstraceniowg i poddane
obrobce termicznej w temperaturze 600°C krystalizowaly w uktadzie heksagonalnym w grupie
przestrzennej P6s/m zgodng ze wzorcem dla krystalicznego hydroksyapatytu wapnia z bazy
danych ICSD o numerze ICSD-262004. W poréwnaniu do dyfraktogramu wzorcowego
stwierdzono obecno$¢ charakterystycznych refleksow pochodzacych od grup fosforanowych
krystalicznego hydroksyapatytu wapnia w badanych probkach w przedziale od 32 do 34°. Jednak
gdy zawarto$¢ grup wanadanowych podstawionych za grupy fosforanowe przekroczyta potowe
ich wartosci, zauwazono pojawienie si¢ drugiej fazy, pochodzacej od pirowanadanu wapnia
Ca;V207 (...) Uzyskane oraz przedstawione na dyfraktogramach proszkowych wyniki dla obu
serii otrzymanych zwiazkow oraz wyniki widm z pomiaréw w spektroskopii w podczerwieni
FTIR potwierdzity, Zze stopniowy wzrost ilosci grup (VOs*) ostatecznie doprowadzit do
stopniowego spadku intensywnosci sygnatu z grup (POs*) w matrycy hydroksyapatytu i wzrost
intensywnosci sygnatu z grup (VOs*) pochodzacego od pirowanadanu wapnia. Niemniej obrazy
TEM uzyskane dla trzech reprezentatywnych probek potwierdzity nanometryczne rozmiary
ziaren. Natomiast obrazy SAED, tj. obrazy dyfrakcyjne z wybranego obszaru probki (ang.
selected area electron diffraction) zarejestrowaty charakterystyczng geometri¢ dyfrakcyjna, ktora
$wiadczy o0 strukturze krystalicznej materiatow. Dodatkowo wyniki uzyskane z analizy ICP-OES
oraz mapowania otrzymanych zwigzkow przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego
potwierdzily obecnos¢ wszystkich pierwiastkow, ktore w zatozeniu teoretycznym powinny

znajdowac si¢ w zaprojektowanych materiatach o strukturze hydroksyapatytu.

Ponadto, badania wykazaly w jaki sposob liczba grup wanadanowych w matrycy
hydroksyapatytowej domieszkowanej Eu®* wptywa na widma emisji, widma wzbudzenia emisji
i kinetyke zaniku luminescencji. Badania emisji otrzymanych materiatbw wykazaty
charakterystyczne widma emisyjne jonow Eu®" we wszystkich materiatach oraz potwierdzity
obecno$¢ charakterystycznych przej$é elektronowych dla jonéw Eu®* z poziomu wzbudzonego
Do do "Fo, 'F1, "F2, "Fa, "F4 po wzbudzeniu dtugoscia fali 396 nm. Widma wzbudzenia badanych
uktadow wykazaty typowe przejscia elektronowe z poziomu podstawowego 'Fo do poziomow
wzbudzonych jonu Eu®*. Zaobserwowano rowniez pojawienie si¢ charakterystycznych przejsé z
przeniesieniem tadunku (ang. Charge Transfer) O>— Eu®*" oraz O*— V®'. Wyrazne byto
roOwniez, to ze wraz ze wzrostem ilosci grup wanadanowych stopniowo wzrasta intensywnos¢

pasma przeniesienia tadunku O*— V*" w badanych materiatach. Niemniej wyniki uzyskane
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podczas pomiaréw kinetyki zaniku luminescencji jonow Eu®* potwierdzity wptyw na wygaszanie

emisji Eu* wraz ze wzrastajacg liczbg grup (VOs*) w otrzymanych materiatach.

Ocena biozgodnosci otrzymanych nanomateriatow z zywymi komoérkami potwierdzita
hemokompatybilno$¢ wobec erytrocytow owiec po 24 godzinnej inkubacji z badanymi
materiatami. Co ciekawe, nawet w najwyzszym badanym stezeniu wykazywaty
biokompatybilnos$¢ z krwinkami czerwonymi. Test hemolityczny zostat potwierdzony zdjeciami
rozmazow krwinek czerwonych zarejestrowanych przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, ktore
prezentuja prawidlowa morfologi¢ komorek. Podczas dalszej analizy wlasciwosci biologicznych
wykonano test cytotoksycznosci MTT. Wyniki testu wykazaty biokompatybilno§¢ nawet po
inkubacji komorek z materiatami zwierajacymi najwigksza ilos¢ grup wanadanowych w matrycy
0 strukturze hydroksyapatytu. Eksperyment z zaleznym od czasu uwalnianiem jonéw wykazat
powolne i stopniowe uwalnianie jonéw Ca?*, Eu*, V5* oraz P%* do roztworu SBF i dodatkowo
potwierdzil mozliwo$ci zastosowania otrzymanych uktadow jako potencjalnych wypetniaczy
tkankowych w medycynie regeneracyjne;j.

W materiatach dodatkowych ,,Supplementary material — A study of vanadate group
substitution into nanosized hydroxyapatite doped with Eu®** ion as a potential tissue replacement
material” zawarto wyniki obliczen uzyskanych przy zastosowaniu metody Rietvelda, ktora opiera
si¢ na metodzie najmniejszych kwadratow, celem dostosowania profilu teoretycznego badanej
probki do uzyskanego dyfraktogramu proszkowego. Otrzymane wyniki dla badanych materiatow
z obu serii zwigzkow dobrze si¢ koreluja z analizg proszkowej dyfraktometrii rentgenowskiej z

wynikami pomiarow spektroskopii w podczerwieni.
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Abstract: In this study, nanosized vanadate-substituted hydroxyapatites doped with 1 mol% and
2 mol% Eu®* ions were obtained via the precipitation method. To evaluate the structure and morphol-
ogy of the obtained compounds, the XRPD (X-ray powder diffraction) technique, Rietveld refinement,
SEM-EDS (scanning electron microscopy-energy-dispersive spectrometry) and TEM (transmission
electron microscopy) techniques as well as FTIR (Fourier transform infrared) spectroscopy were
performed. Moreover, the chemical formula was confirmed using the ICP-OES (Inductively coupled
plasma optical emission spectroscopy spectroscopy). The calculated average grain size for powders
was in the range of 25 to 90 nm. The luminescence properties of vanadium-substituted hydroxyap-
atite were evaluated by recording emission spectra and excitation spectra as well as luminescence
kinetics. The crucial step of this research was the evaluation of the biocompatibility of the synthesized
nanomaterials. Therefore, the obtained compounds were tested toward sheep red blood cells and
normal human dermal fibroblast to confirm the nontoxicity and biocompatibility of new nanosized
Eu* ion-doped vanadate-hydroxyapatite. Moreover, the final step of the research allowed us to
determine the time dependent ion release to the simulated body fluid environment. The study
confirmed cytocompatibility of vanadium hydroxyapatite doped with Eu3* ions.

Keywords: nanosized hydroxyapatite; Eu3* ion-doping; VO 43~ group substitution; photolumines-
cence; cytotoxicity; in vitro cell-culture study; tissue replacement material

1. Introduction

The skeletal system of vertebrates is a very complex structure, not only due to the
number and the variety of size or shape of the bones themselves, but also due to the
complexity of tissues that are in the constant and inseparable neighborhood of bone [1,2].

The functional unit of bone is formed by concentric circles that surround a Haversian
canal; the whole structure is called the osteon or Haversian system. This system creates
space for nerves and blood vessels, thus enabling neurotransmission and nutrient delivery
as well as the removal of metabolic products [2]. An equally important and inseparable
part of bone structure is cartilage tissue, which adheres to bone structure and forms the
articular surface. Bones also provide an attachment point for tendons, ligaments, and
skeletal muscles and via the cooperation of all of these components, we can move our
bodies around in a three-dimensional space [3].

Bone injuries, especially in the case of serious breakage such as open fractures are a
problem not only in the regeneration of the bone tissue itself, but also in the tissues adjacent
to the damaged bone such as cartilage, muscle, or nervous tissue as well as skin tissue [4-6].
In optimal conditions, repair processes can lead to the complete renewal of bone and soft
tissue structure, however, the repair capacity of the nervous tissue is quite limited [7]. It
is associated with a long recovery process and often does not bring the desired effects,
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especially if the damaged structures such as the skull and spine, protect the most important
parts of the human body—the brain and spinal cord [8,9].

Therefore it is so important to choose the right strategy and treatment methods that
will simultaneously stimulate the pool of stem cells within the body for faster regeneration
of both the bones and the accompanying nerves [1,10,11].

After its success in the field of physical, chemical, and medical sciences, nanotechnol-
ogy has now started revolutionizing the bio-detection and drug delivery sciences and bio
regeneration techniques. The specific advantages include superior pharmacodynamics,
pharmacokinetics, reduced toxicity, and targeting capability [12-14]. Biocompatibility and
osteoinductive stimulation toward bone cells are well known properties of hydroxyapatite.
Highly developed specific surface of synthetic hydroxyapatite generates the possibilities
of forming a strong bond with living tissue such as bone and dental tissue [15,16]. Ad-
ditionally, due to their photostability properties of rare-earth ion luminescence, they can
be used as a biocompatible biosensor for cell or tissue imaging [17]. Both natural and
synthetic hydroxyapatite is widely used to form three-dimensional scaffolds for bone and
tooth filling [18-20]. It has been confirmed by many research studies that in particular,
hydroxyapatite-based scaffolds when combined with biodegradable polymer biomateri-
als such as collagen, polylactide acid, chitosan, or alginate, produced promising effects
due to their ability to act with living tissue, high biocompatibility, and induction of cell
proliferation and growth of bone tissue [3,11,21-24].

As one of the rarest of the rare-earth elements and the most reactive element so
far, europium exhibits relatively non-toxic effects on living cells [25-27]. Moreover, eu-
ropium(IIl) ions can improve bone density and metabolism, especially when loaded in
calcium-based compounds such as hydroxyapatite [28,29]. By obtaining the high crystal
structure of the host material, Eu** ions loaded in hydroxyapatite show a high intensity of
luminescence and can be used as a biocompatible biosensor for imaging cells or tissues.
Chen et al. (2011) found another biomedical application for europium(IIl) ions using them
as a drug carrier in ibuprofen-loaded Eu®* ions: amorphous calcium phosphate (ACP)
porous nanospheres. This composite showed biocompatibility toward porcine iliac artery
endothelial cells (PIECs) and drug release experiments indicated sustained and slow release
of the ibuprofen drug in simulated body fluid [30]. These properties of ibuprofen-loaded
europium doped with hydroxyapatite were also investigated by Yang et al. (2008), who
confirmed suitable drug release but, moreover, because of the presence of Eu’* ions, the
composite exhibited strong red luminescence and photoluminescence intensity, which in-
creased with the increasing amount of the released drug. With its bioactive and luminescent
properties, such a system presents the opportunity to easily monitor and track drug release,
which offers prospective use in the field of drug delivery [31]. Additional confirmation of
its use in the biomedical field is the fact that europium doped phosphors can be applied in
medical uses as X-ray detectors in imagining systems [32,33].

Vanadium and vanadium compounds are commonly used in industry as a drying
agent in paints, as a photographic developer, and is also used in black dyes, inks, or
pigments for textiles, ceramics, and printing [34-36]. Due to its electron reduction potential,
it is also used in vanadium redox flow batteries in electrochemical storage systems [37].
Surprisingly, vanadium, as a potentially toxic element, plays a quite significant role in
living organisms. It is accumulated by tunicates and ascidians with the use of vanadium
binding proteins in vacuoles of vanadocytes [38]. In organisms, vanadium is also present
in fungal species such as Amanita in fungal fruiting bodies [39].

It has been experimentally proven to play a role in the neuroprotective and neurore-
generative pathway by inhibiting PTP—protein tyrosine phosphatase, which is responsible
for the impairment of NGF (nerve growth factor) responsible for regeneration and the
growth of neurons in the central nervous system of mammals. It has been shown that
sodium orthovanadate inhibits PTP activity and therefore contributes to nerve growth in
the rat hippocampus [40]. Moreover, in that connection, it was confirmed that sodium
orthovanadate abolishes DNA breakage via inhibiting p53 and therefore arrests the pro-
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cess of apoptosis [41,42]. Another study confirmed that vanadium plays an essential
role in the metabolism of rodents and determines proper physiological development in
rats [43,44]. Regarding this study, it was also confirmed that local treatment with vanadate
leads to strengthening of healing wounds by increasing cellular organization in the tissue
structure [45,46].

The aim of this study was to obtain the europium doped hydroxyapatite materials
substituted with vanadate groups (VO43~) and evaluate their luminescence and biological
properties primarily as a tissue filler in the wound healing process and their eventual use
as a bioimaging material. For the first time, hydroxyapatite doped with Eu3* ions and
substituted with (VO43™) groups were obtained. Structural study, luminescence properties
as well as biocompatible features were evaluated, and the results clearly showed that two
phased materials such as vanadate hydroxyapatites doped with Eu®* ions are promising
biocompounds for medical use as a skin tissue filler material.

2. Materials and Methods
2.1. Synthesis Method

Two series of nanosized hydroxyapatite powders substituted with a vanadate group
(VO437) in exchange for a orthophosphate group (PO4>~) and doped with Eu3* ions with
the chemical formula Cag 9Eug 1(PO4)g_x(VO4)x(OH), and Cag gEug2(POy4)g_x(VO4)x(OH),
(where x =1, 2, 3, 4, 5, 6) were synthesized using the precipitation method. The substrates
used in the synthesis were Ca(NOj3),-4H,0O (99.0-103.0% Alfa Aesar, Karlsruhe, Germany),
EuyO3 (99.99% Alfa Aesar, Karlsruhe, Germany), (NH4),HPO4 (>99.0% Acros Organics
(Thermo Fisher Scientific) Waltham, MA, USA), and NH4 VO3 (>99.0% Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA).

The example synthesis for 2 g of Cag 9Eug 1(PO4)5(VO4)1(OH), nanopowder material,
4.5142 g of Ca(NOs3),-4H,0 was dissolved in 50 mL of distilled water and then 1.2748 g of
(NH4),HPO,4 was dissolved separately in 50 mL of distilled water. To dissolve NH4 VO3 in
distilled water, the substrate (0.2258 g) was mixed together with 75 mL of distilled water
and then placed in a Teflon vessel. The dissolving process was carried out in a microwave
reactor (ERTEC MV 02-02) for 30 min at a temperature of 150 °C and under autogenous
pressure (8-11 bar). The stoichiometric amount of Euy;O3 (0.0339 g) was digested in 0.2 mL
HNO;3 (>65.0%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) and 3 mL of distilled water to
obtain water-soluble europium nitrate (Eu(NOj3)3). The product was recrystallized three
times to eliminate HNOj residues by adding distilled water three times and evaporating at
the temperature of 100 °C. Then, the obtained Eu(NO3)3 was dissolved in 25 mL distilled
water and mixed with a water solution of Ca(NO3),-4H,O and then both substrates were
mixed with a previously amalgamated water solution of (NHy),HPO,4 and water solution
of NH4VO;. After rapidly amalgamating all substrates together, the pH was adjusted with
1.5 mL of ammonia (NH3-H,O 25% Avantor, Gliwice, Poland) to achieve pH = 9. Synthesis
was conducted using magnetic stirring (500 rpm) at a temperature of 150 °C. After the
synthesis, the obtained composites were washed out in distilled water to obtain pH =7
and were further dried for 2 days at 70 °C. Afterward, powders were thermally treated at a
temperature of 600 °C for 6 h and the build-up temperature and cooling temperature was
set up at 3 °C per minute. The syntheses of the remaining nanomaterials were analogous.

2.2. Physicochemical Characterization
2.2.1. Material Characterization

With the use of the X-ray diffraction (XRD) technique, the vanadium-substituted
hydroxyapatite doped with Eu®* ion powders were examined to determine the crystalline
structure of the obtained compounds. X-ray diffraction patterns were performed using a
PANalytical X'Pert Pro X-ray diffractometer (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, UK) with
Ni-filtered Cu K« radiation (U = 40 kV, I = 30 mA) in the 26 range of 5-70°. The step time for
XRD analysis was estimated with 0.05 and the time per step was estimated as 0.7 second per
step. The XRD-recorded patterns were compared with the reference hydroxyapatite pattern
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from the Inorganic Crystal Structure Database (ICSD). The concentrations of Eu, Ca, V, and
P in the resulting sample solutions were determined by the inductively coupled plasma-
optical emission spectrometer (ICP OES) Agilent 720 (Santa Clara, CA, USA)(with standard
setting). The samples were prepared by dissolving 100 mg of nanopowder material in 2 mL
of 70% HNOj3 (ASC, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) at the temperature 120 °C and
by gradual adding of deionized water to the volume of 50 mL. The concentration of P, Eu,
and V ions were measured in the solutions diluted 20 times and the concentration of Ca
ions was measured in the solution diluted 500 times. For the measurements, three parallel
samples of the solution were prepared and analyzed by the ICP-OES method (Agilent,
model 720, Santa Clara, CA, USA), (with standard setting) and compared with standard
curves in the concentration range of 0.05 to 5.00 mg/mL for Ca, Eu, and 100 to 200 mg/mL
for P ions. To evaluate the presence of phosphate and vanadate groups in the structure of
obtained compounds, IR spectra were measured in the range of 4000-400 cm ! (mid-IR)
at 295 K. The measurements of attenuated total reflectance ATR-FTIR were recorded with
resolution 4 cm~! (32 scans) using a Nicolet iS50 infrared spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). The analysis of the elemental mapping of the selected
sample was determined by using an FEI Nova NanoSEM 230 scanning electron microscope
operating at an acceleration voltage in the range 3.0-15.0 kV and spot size of 4.0-4.5. The
samples were prepared by evenly spraying a layer of graphite before observation. The
morphology and nanostructure of the nanoparticles were investigated via high resolution
transmission electron microscopy (HRTEM) using a Philips CM-20 Super Twin microscope
operated at 200 kV. The selected material samples were prepared by the dispersion of
powders in methanol. Then, a drop of suspension was deposited on a copper microscope
grid covered with perforated carbon.

2.2.2. Luminescence Properties

The luminescence kinetics, emissions, and excitation spectra of vanadium-substituted
apatite compounds doped with Eu®* ions were determined with an FLS980 fluorescence
spectrometer (Edinburgh Instruments, Kirkton Campus, UK). During the measurements
of emission and excitation spectra, a 450W Xenon lamp was used as an excitation source
and the radiation from the lamp was filtrated with a 300 mm monochromator equipped
with a holographic grating (1800 grooves per mm, a blaze of 250 nm). To record the
luminescence kinetics, a microsecond flashlamp (uF2) was used as a source of excitation
and a Hamamatsu R928P photomultiplier (Hamamatsu, Hamamatsu City, Japan) was used
as a detector. Both excitation and emission spectra were adjusted to the intensity of the
excitation source according to the specifications of the device. The excitation spectra and
luminescence kinetics were recorded at 618 nm according to the most intense electric dipole
transition (from level °Dy — 7F, level) and excited at 396 nm [47-49].

2.3. Evaluation of Biocompatibility
2.3.1. Preparation of Nanosized Vanadium-Substituted Hydroxyapatite Suspension

The stocks of nanosized vanadium-substituted hydroxyapatites doped with Eu®*
ions were prepared by the suspension of the used compounds in distilled water in the
concentration of 1 mg/mL. Then, each stock was bath-sonicated for 1h at RT. Freshly
prepared colloids were used in biological experiments.

2.3.2. Cell Culture and Cytotoxicity Assay

Normal human dermal fibroblasts (NHDEF, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) cell
line was maintained in high glucose Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) with
L-glutamine (Biowest, Nuaillé, France) and supplemented with 200 U/mL penicillin and
200 pg/mL streptomycin and 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, South America
origin, Biowest, Nuaillé, France). The cell line was incubated in standard conditions in a
humified atmosphere of 95% air and 5% CO, at 37 °C. The cell line was passaged three
times before the experiments were performed.
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To evaluate their potential nontoxicity, the obtained compounds were tested on normal
human dermal fibroblasts (NHDF) cell line (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) via the
MTT cell viability assay. MTT, also known as the cytotoxicity assay, is a colorimetric assay
used for establishing the percent of metabolically living cells. NHDF cells were seeded
at a density of 10,000 cells per well in a 48-well plate and, after 24 h, when confluency
was obtained, 60% to 70% cells were treated with selected compounds at two different
concentrations of 50 pg/mL and 100 pug/mL. After 24 h of treatment with vanadium
substitutes, hydroxyapatite composites doped with Eu®* ions, the medium containing the
tested compounds was removed and cells were washed out twice with sterile PBS (Biowest,
Nuaillé, France) to remove detached and dead cells and to accurately rinse nanoparticles.
After washing, freshly prepared MTT (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) reagent at
a concentration of 0.5 mg per 1 milliliter was dissolved in sterile PBS and added to the
cells that were treated with compounds and to the non-treated cells, which were used as
a control group and were set up at cell viability of 100%. Cells were incubated for 3 h at
37 °C in a humified atmosphere of 95% air and 5% CO,. After the incubation process, PBS
containing MTT was removed, and formazan crystals produced by metabolically active
cells were dissolved by adding DMSO (Chempur, Piekary Slaskie, Poland). Absorbance
was read at 560 nm and 670 nm (background reference). The experiment was conducted
three times. The viability of the used cell lines was estimated using the following formula:

sampleabsorbance

controlabsorbance x 100%

Cell viability =

2.3.3. Hemolysis Assay

Sterile and defibrinated sheep blood (Pro Animali) was washed out three times in
sterile PBS and ultimately suspended in sterile PBS (Biowest, pH 7.4) at a ratio of 1:1.
Selected vanadium-substituted hydroxyapatite nanoparticles were tested toward sheep red
blood cells at concentrations of 50 ug/mL and 100 ug/mL. To establish positive control,
sheep erythrocytes were combined with 10% SDS (sodium dodecyl sulfate) and treated
as 100% of hemolysis, negative control was obtained by mixing sheep erythrocytes with
sterile PBS. After 2 h of incubation at 37 °C, positive and negative control and red blood
cell samples treated with selected hydroxyapatite-based composites were centrifuged
(5000 RPM, 5 min) to obtain supernatant and the optical density was measured at 540 nm
(Varioscan Lux). The hemolysis percentage was calculated using the formula below:

sampleabsorbance negativecontrolabsorbance

— . x 100
positivecontrolabsorbance negativecontrolabsorbance

Hemolysis =

Red blood cell morphology as well as the integrity of cell membrane were observed via
confocal microscopy (Olympus IX83 Fluoview FV 1200, 10 x magnification with additional
4x digital magnification). Sheep erythrocytes were prepared as described above and treated
with selected compounds; positive and negative controls were also prepared. After 2 h of
incubation at 37 °C, red blood cells were centrifuged (5000 RPM, 5 min), the supernatant
was gently removed, and cell precipitate was suspended with sterile PBS at a ratio of 1:1.
A blood smear was prepared by transferring 5 pL of the sample onto a microscope slide
and using a coverslip to obtain the smear.

2.3.4. Time Dependent Ion Release to SBF

Simulated body fluid (SBF) solution with an optimal value of pH and physiological
temperature closely mimics blood plasma in the human body. By using SBF, the rate of
ion release from the tested biomaterials to the fluid environment can be easily evaluated,
especially when further in vitro and in vivo tests are planned [50,51]. To evaluate ion release,
the two representatives from the two obtained nanopowder series materials were selected.
CaggEug 1(PO4)5(VO4)1(OH), and CaggEug»(PO4)5(VO4)1(OH), nanopowder materials
were used in this experiment because the XRD diffractograms showed a clear hexagonal
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structure of hydroxyapatite. These were placed in the Falcon tubes separately and the
previously prepared simulated body fluid (pH = 7.40) was gently added to obtain a final
concentration of 1 mg/mL. The simulated body fluid was prepared by accurately following
the procedure created by Kokubo et al. [50]. The samples were placed in the shaker incubator
and the temperature was set to 37 °C with a rotation of 100 rpm. The period when samples
were collected was set to 0 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 360 min, and 1440 min
of incubation with simultaneous rotation. Each time, 3 mL of the fluid sample was collected
in a new, separated Falcon tube, and 3 mL of fresh SBF was added to the remaining solution
to refill the missing volume. Subsequently, when all fluid samples were collected, 0.2 mL
of 70% HNOs3 (ASC, Sigma-Aldrich) was added to all representatives and deionized water
was added to obtain a final volume of 25 mL. When all samples were prepared, the presence
of investigated ions such as Ca, P, Eu and V was identified by the inductively coupled
plasma-optical emission spectrometer (ICP OES) Agilent 720 instrument.

3. Results and Discussion
3.1. Analysis of Structure and Morphology

Two series of hydroxyapatite-based nanopowders doped with 1 mol% Eu®* ions
and 2 mol% Eu®* ions and substituted with different amounts of vanadate groups were
synthesized using the precipitation method. XRD diffractograms clearly showed the
hexagonal structure of hydroxyapatite for powder materials that contained 1 mol% Eu®*
ions and 2 mol% Eu®* ions and substituted with up to two vanadate groups substituted
in the place of phosphate groups (Figure 1a,b). The delicate signals of hydroxyapatite
hexagonal structure can be noticed among samples that contain 1 mol% Eu* and 2 mol%
Eu’* and are substituted with three (VO43~), however, the more vanadium appeared in the
sample, the more the calcium pyrovanadate phase was visible. The results for two series of
nanosized materials containing up to two vanadate groups, corresponded to the standard
ICSD database diffractogram pattern for hydroxyapatite crystals (ICSD-262004). For the
above-mentioned powders, signals in the range of 32° to 34° in the experimental patterns
corresponded to distinctive phosphate groups of the hydroxyapatite crystal structure
(ICDS-262004). Broader bases of the peaks, especially in the range of 32° to 34°, may
indicate the nanosized structure of the nanosized materials substituted with (VO43~) 1-3
and doped with 1 mol% and 2 mol% of Eu3* ions (Figure 1a,b) [52,53]. The gradual increase
in the number of vanadate groups in samples of the obtained nanopowder materials
eventually led to the gradual decrease in the intensity of the signal from the phosphate
groups and the increase in the intensity of the signal from the vanadate groups, which is
certainly observed in the XRD diffractograms (Figure 1a,b). Interestingly, the occurrence of
another phase was noticeable in the range of 27°-32° for the XRD experimental patterns of
both series of nanopowder materials that were substituted with three and more vanadate
groups. It appears that a progressive increase in the intensity of the signal from the range
27°-32° came from CapV,0y (calcium pyrovanadate) (Figure 1la,b). Experimental data
of the obtained materials substituted with (VO4%~) 3-6 groups were compared with the
ICSD XRD pattern of CayV,07 (ICSD-421266). Our results indicate that the precipitation
method used in the experiment was sufficient to obtain materials substituted with up to
two (VO437) groups in place of (PO4>~) groups in the crystal hydroxyapatite structure.
The hydrothermal synthesis method seems to be more adequate to incorporate more than
three vanadate groups into the hydroxyapatite crystalline framework [54]. Nonetheless,
there were also some data that indicate that the ammonia environment is not suitable
to obtain vanadate-substituted hydroxyapatite. To obtain an alkaline environment of a
chemical reaction during the synthesis of vanadate-substituted hydroxyapatite, NaOH
should be substituted for NH3-H,O [54,55]. Moreover, other substrates can be used during
the synthesis of vanadate-substituted hydroxyapatite. Some data suggest that V,0Os5 could
be used as a substitute of NH; VO3 and P,Os as a substitute of (NH4),HPO,4 [54-57].
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Figure 1. XRD results of (a) Cag_gEuO_l (PO4)6,X(VO4)X(OH)2, and (b) Ca9,8Eu0_2(PO4)6,X(VO4)X(OH)2,
where x is equal 1, 2, 3, 4, 5, and 6. The obtained materials were thermally treated at a temperature of
600 °C for 6 h. The XRD results were compared with the ICSD database hydroxyapatite and calcium
pyrovanadate patterns. The signals from hydroxyapatite are labeled with (*) and signals from calcium
pyrovanadate are labeled with (e).

The structural refinement was calculated by the Maud program (version 2.99) and
was based on the hexagonal structure of hydroxyapatite and triclinic calcium pyrovanadate
crystals indexing of the CIF (Crystallographic Information File) [58,59]. The quality of the
structural refinement was evaluated via R-values (see Table S1 and Figure S1). Presence of
apatite structure as well as secondary phase formation of calcium pyrovanadate among the
nanopowder materials Cag 9Eug 1 (PO4)s—_x(VO4)x(OH),, and Cag gEug 2(PO4)s—x(VO4)x(OH),
(where x is equal 1, 2, 3, 4, 5 and 6) was confirmed. Moreover, the calculated average grain
size for powders was in the range of 25 to 90 nm. More details regarding Rietveld refinement
are presented in the Supplementary Materials.

The FTIR spectra of the second series of nanopowder materials containing
Cag gEu2(PO4)6—x(VO4)x(OH)2(x =1, 2, 3, 4, 5 and 6) confirmed the crystalline hydroxyap-
atite structure due to the presence of characteristic active vibrational bands that refer to
hydroxyl groups (OH ™) and most importantly to phosphate groups (PO,4>~) (Figure 2). The
absorption bands of the phosphate group at 560.70 cm ! and 600.24 cm ! corresponded
to the double degenerate bending mode (v2) of the P-O-P bonds and triply degenerate
bending mode (v4) of the P-O bonds, respectively [18,60]. The absorption bands of the
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phosphate group at 962.34 cm~! and 1086.20 cm ™! correlated with the non-degenerative
symmetric stretching mode (v1) of P-O and the triply degenerative asymmetric stretching
mode (v3) of the P-O bond, respectively [60-62]. All positions of the bands corresponded
exactly to the hydroxyapatite structure, but only in compounds that contain up to three
(VO43~) groups. It is also noticeable (Figure 2) that the additional incorporation of (VO43™)
groups into the hydroxyapatite framework unalterably entails the shift in the absorption
bands toward lower wavelengths [63]. Gradual increment of the number of vanadium
groups substituted for phosphate groups leads to the appearance of characteristic vibra-
tional bands that invoke the appearance of CapV,0y7 crystal structure [63]. It is particularly
observed for the sample with the highest number (x = 6) of vanadate groups substituted for
phosphate groups. Typical vibrational bands at 417.03 cm ™! (v4) and 561.66 cm ! (v3) refer
to the asymmetric vibration models of O-Ca—O and O-V-O bending, respectively. The
vibrational bands that are noticeable at 825.38 cm~! (v1) and 760.78 cm ! (v;) corresponded
to the stretching frequencies of the V-O group [64,65]. Additionally, a narrow vibrational
band at 3567.18 cm~! was seen due to stretching frequencies of the surface-absorbed wa-
ter [64—66]. The described characteristic bonding of O-Ca-O, O-V-0O, and V-O groups
was the most visible for the sample material with the greatest number of vanadium groups
(VO4*7). Fewer vanadium groups incorporated into the hydroxyapatite structure led to the
smaller band vibrations occurring; additionally, the characteristic shift into the direction of
hydroxyapatite was visible and typical phosphate groups (PO4>~) could be noticed [61,62].

2%Eu (VO,),  2%Eu (VO,);—— 2%Eu (VO,);—— 2%Eu (VO,),— 2%Eu (VO,)s—— 2%Eu (VO,),
da =
© T o

T = = o 8 o
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Figure 2. FTIR spectra of Cag gEug 2(PO4)s—x(VO4)x(OH),, where x =1, 2, 3,4, 5, and 6.

The TEM images clearly show the nanostructure of CaggEug2(PO4)5(VO4)1(OH),,
Cag.gEu().z(PO4)4(VO4)2(OH)2, and CagthuO_z(PO4)3(VO4)3(OH) powders (Figure 3). Addi-
tionally, according to the SAED (selected area electron diffraction) technique, all selected
materials presented well developed spotty rings, which signify the crystalline structure of
the obtained powders (Figure 3) [67,68]. As also observed on the images (Figure 3), nano-
sized particles had the tendency to form into larger agglomerates. The results of ICP-OES
measurements showed the presence and concentration of Eu3* ions in the compounds con-
taining 2 mol% of the doped lanthanide in the samples of Cag gEu 2(PO4)s—_x(VO4)x(OH),
where “x” is equal 1, 2, and 3. The presence of the vanadium element was also confirmed as
well as calcium and phosphorous (Table 1) and the content of the elements approximately
matched the theoretical number of particular elements in the obtained nanosized materials.
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Indeed, all desired ions were present in the nanomaterials, and the ICP-OES measure-
ments showed an almost identical content of elements when compared with theoretical
calculations. However, the content of vanadium ions seemed to be less when compared
to the formula that was previously established. These data resulted from the formula for
the hydroxyapatite crystalline calculation, hence it can be observed that phosphorus is
indeed substituted for vanadium, but in a lower amount than assumed. Simultaneously,
the second phase of calcium pyrovanadate appeared (Figures 1 and 2) and was probably
the result of more vanadium ions being incorporated into this structure and not into the
hydroxyapatite lattice. Moreover, the SEM-EDS mapping of Cag gEug(PO4)4(VO4)2(OH),
confirmed the presence of all theoretical components such as oxygen, phosphorous, vana-
dium, and europium in the hydroxyapatite crystalline structure. The performed analysis
also showed that all the components were equally distributed over the entire surface of the
tested material (Figure 4).

51/nm

Figure 3. TEM and SAED images of (a) Cag.gEuO'Z (PO4)5(VO4)1 (OH)2 ’ (b) Cag‘gEuoiz(PO4)4 (VO4)2(OH)2 ’
and (c) Cag gEug 2 (PO4)3(VO4)3(OH),.

Table 1. The element contents in the Cag gEug 2(POy4)5(VO4)x(OH), (where x 1-3) based on the ICP-OES
technique.

ICP OES Technique Results

Sample
n P [mol] n Ca [mol] n V [mol] n Eu [mol]
Cag,gEuO.z(PO4)5 (VO4)1 (OH)2 6.35 9.75 1.30 0.25
Cag_gEuOQ(PO4)4(VO4)2(OH)2 4.32 9.72 0.68 0.28

Cag_gEuO.z(PO4)3 (VO4)3(OH)2 5.37 9.74 0.45 0.26




Nanomaterials 2022, 12, 77

10 of 20

-

Ca, Eu, O, RV

Figure 4. SEM-EDS mapping of Cag gEug2(PO4)4(VO4)2(OH), compound showing the elemental
composition: calcium, phosphorous, europium, vanadium, and oxygen.

3.2. Luminescence Properties

Based on the XRD results (Figure 1) and partially on the FTIR spectra results (Figure 2),
it is clear that in both series of obtained compounds, only those that contained 1 mol% and
2 mol% of europium (III) ions and were substituted with one and two (VO,>~) groups char-
acterized by crystalline hydroxyapatite structure. The more phosphate groups is substituted
by vanadate groups the less of pure hydroxyapatite structure is visible and more of calcium
pyrovanadate appears. Taking into consideration the duality of the obtained compounds,
we wanted to evaluate whether the different crystalline phases influenced the luminescence
properties of Eu*? ions and whether they decreased or increased these features. Therefore,
the presence of Eu®* ions incorporated into the structure of materials based on hydroxyap-
atite was confirmed by performing luminescence studies. The good quality emission spectra
of both series of vanadium hydroxyapatite compounds Cag gEug 1(PO4)s—_x(VO4)x(OH),
and Cag gEug 2(PO4)s_x(VO4)x(OH); (x=1, 2, 3, 4, 5 and 6) were measured in the spectral
range of 500 to 750 nm (Figure 5a,b). During the measurements of both series of materials,
an excitation wavelength of 396 nm was set as a function of the concentration of optically
active ions. The recorded spectra were normalized to the characteristic europium transition
>Dy — ’Fy. Five typical transitions of Eu®* ions were present in the spectra at wavelengths
of 575 nm, 585 nm, 618 nm, 660 nm, and 710 nm, which corresponded to the transition from
the excited level of °Dy to the levels of “Fy.4. The transitions were assigned as Dy — 7Fy,
5Dy — 7Fy, °Dy — "Fy, Dy — F3, and °Dy — ”Fy, respectively, with increasing wave-
length value. The most intense peak corresponded to the °Dy — ”F, transition, for which
emission was observed at wavelengths in the range of 600-625 nm, while the maximum
intensity was observed at 618 nm (see Figure 5a,b) [47,60,69]. A clear red emission from
Eu®* ions incorporated into vanadate hydroxyapatite materials was observed. According
to the Judd—-Ofelt theory, the 5Dy — “Fy transition is strictly forbidden and its occurrence
indicates a violation of the selection rules of the above-mentioned theory [47]. By analyzing
the canonical transition °Dy — “Fp, the number of crystallographic sites substituted by
europium ions into the structure of the host material can be assumed. The appearance
of this transition indicates the location of Eu* ions at the low-symmetry environment
and its observation is enabled when Eu®* ions occupy sites with local symmetry of Cy,
Cny, Cs [70]. It can be seen that in the case of transition from the level °Dy to “Fy for the
materials that contained only one (VO,3~) group substituted for the (PO4>~) group, the
band clearly stood out from the spectra of other compounds. The transition °Dy — ”Fj
of materials Cag gEug.1(POy4)s—x(VO4)x(OH)z; Cag gEug2(PO4)s—x(VO4)x(OH), (x = 1) was
noticeably divided into three splits, which indicates the occupancy of three different crys-
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tallographic sites with the local symmetry of Cy, Cpy, Cs in the hydroxyapatite structure by
Eu’* ions [71]. As the “Fy level is degenerate, it does exhibit crystal field splitting and our
results showed at least three different emitting species [48]. In the case of further transition
from the level °Dy to “F;, the same tendency was observed that for the above-mentioned
materials with only one substituted (VO43~) group, the band was broad and not visibly
split as it was in the other materials that contained two and more (VO,3~) groups. For
compounds Cag gEug 1 (PO4)s_x(VO4)x(OH),; Cag gEug 2(PO4)6—x(VO4)x(OH), where x < 2,
3,4,5, 6, the transition 5D0 — 7F1 is divided into three splits and these results correspond
to other studies, where such characteristic splits occurred [72,73]. The most intensive tran-
sition for both series of the tested nanomaterials appeared to be the so-called hypertensive
transition from level °Dy to ’F,. For this transition, the same trend was maintained as
for compounds Cag gEug 1(PO4)5(VO4)1(OH); and Cag gEug2(PO4)5(VO4)1(OH),, where
one broad band was visible. The hypertensive transition for the rest of the compounds
was divided into two distinct bands, which correspond to the results obtained by other
studies [63,72].
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Figure 5. Emission spectra of (a) Cag gEug1(PO4)s—x(VO4)x(OH),, and (b) Cag sEug 2(POy)s—x (VOL)x(OH),,
where x is equal 1, 2, 3, 4, 5, and 6.The excitation wavelength is equal to 396 nm, a 525 nm filter was
used in this experiment.

The excitation spectra were measured in the wavelength range of 240-600 nm for
which the emission was monitored at 618 nm (see Figure 6). The recorded spectra were
normalized to the characteristic europium transition “Fy — °D,. The spectra for both
series of compounds Cag gEug 1(PO4)s—x(VO41)x(OH), and Cag gEug2(PO4)s—x(VO4)x(OH),
(x=1,2, 3,4, 5, 6) showed peaks from the transitions "Ey — 5H(3_7), 7Fg — 5Lg, and
"Fy — °Dj,. In the spectra recorded for Cag gEug 2(PO4)s—x(VO4)x(OH),, where x ranged
from 1 to 6, peaks corresponding to the transitions "Fg — 5F(14) and “Fy — 3P, could also
be seen. In the (VO4° "), spectra, where x ranged from 1 to 5, apart from the transition’s
characteristic for Eu®* ions, an intense peak was visible at a wavelength of approximately
270 nm, corresponding to the charge transfer of an electron between the ionized oxygen
atom and the europium ion (O*>~—Eu®"). Our results are compatible with other results
that provided data of charge transfer between O?~ and Eu®" ions in the hydroxyapatite
structure [60,70,74]. For (VO437 )4 spectra, this peak was masked with a more intense peak,
for which the maximum of intensity was visible at a wavelength lower than 240 nm. With
the increasing number of vanadate groups in the hydroxyapatite structure, the intensity
of the broad signal originating from the electron transfer from the oxygen ion O?>~ to
the vanadium ion, V°*, (O?>~ — V°*) increases. This is a natural tendency, and it is
natural for the charge transfer to be increased with an increased number of vanadium
groups substituted for phosphate groups. Similar results have been presented in different
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studies, and it seems to strongly correspond to our results [63,72,73,75,76]. The maximum
intensity of this peak was noticeable on the spectra corresponding to the samples of
Cag9Eug 1(VO4)6(OH), and Cag gEug2(VO4)s(OH); and appeared at wavelengths in the
range 380—400 nm. It is clearly visible for both series of obtained samples as for the
compounds: Cag 9Euy 1(PO4)s—x(VO4)x(OH), and Cag gEug 2(PO4)s—x(VO4)x(OH), (x = 1);
the charge transfer O~ — Eu3* was the most visible and clear characteristic of excitation
spectra for europium ions. The more vanadate groups appeared, the more intense the charge
transfer 0%~ — Vo* appeared and the results referred to both series of materials [72,73,75].
Moreover, the charge transfer from oxygen to vanadium seems to be slightly shifted toward
the highest wavelength number, however, it can be caused by the incorporation of the
vanadium groups into the hydroxyapatite framework. Nevertheless, the peak positions for
the excitation and emission spectra were in agreement with those expected for Eu3* ions
incorporated in exchange for calcium(Il) ions into the hydroxyapatite structure [30,31,47,74].
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Figure 6. Emission spectra of (a) CaggEug 1(PO4)s—_x(VO4)x(OH), and (b) Cag gEug2(PO4)s—x(VO4)x(OH)y,
where x is equal 1, 2, 3, 4, 5, and 6.The excitation wavelength was equal to 396 nm and a 525 nm filter
was used in this experiment.

For both 1 mol% and 2 mol% Eu®* ion-doped hydroxyapatites, there was a significant
difference in the decay time when more than one vanadate group was substituted instead of
the phosphate group. For samples recorded for 1 mol% Eu®*:CaHAp with (VO,>~)x groups
and 2 mol% Eu®*:CaHAp with (VO,37)y groups where x ranges from 2 to 6, the decay time
was similar, much shorter than for hydroxyapatites containing only one vanadate group
(see Figure 7). Such a tendency corresponds to the emission and excitation spectra recorded
for both series of compounds (Figures 5 and 6) where the difference can be observed
between compounds containing only one vanadium group in the hydroxyapatite structure
and the rest of the compounds with a higher number of (VO43~) groups.
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Figure 7. Emission spectra of (a) CaggEug1(POy4)s_x(VO4)x(OH), and (b) Cag gEug2(PO4)s—_x(VO4)x(OH),,
where x is equal 1, 2, 3, 4, 5, and 6.The excitation wavelength was equal to 396 nm and a 525 nm filter

was used in this experiment.

3.3. Biological Properties

It has been decided that the biocompatibility of selected compounds from both series
would be evaluated. Therefore, from the first series, which contained a constant concentra-
tion of Eu®* ions (1 mol%), compounds with 1, 2, 3, and 6 vanadate groups were selected.
From the second series with a 2% concentration of europium(IIl) ions, the compounds
were selected analogously to the first series. The compounds with 1-3 vanadate groups
substituted with phosphate groups were selected for the evaluation of potential toxicity
because it was noted that our compounds maintained the hexagonal structure of hydrox-
yapatite only up to three substituted groups. Moreover, compounds that contained the
greatest number of vanadate groups were chosen for this experiment to establish whether
the increased concentration of vanadium elements showed a potential toxic effect. It was
found that the hemolysis assay (Figure 8) showed nontoxicity of the tested compounds
and hemoglobin release was estimated below 5% of acceptable hemolysis, which naturally
occurs in the blood system [77]. The results were compared to red blood cells treated with
1% SDS (dodecyl sulfoxide), which was established as the positive control and caused
100% of hemoglobin release and cell membrane disruption (data not shown). The negative
control, which was maintained at ~1% of hemoglobin release, was obtained by treating
purified erythrocytes with PBS buffer (pH = 7.4). Data revealed that all of the compounds
showed biocompatibility. Moreover, the shape of red blood cells remained round, and no
pathological alterations of the cell membrane were observed (Figure 9).

The results clearly showed that the selected compounds showed biocompatible prop-
erties toward the NHDF cell line (normal human dermal fibroblasts). It was decided that
marginal compounds of the two series would be tested because of the obtained hemolysis as-
say results. The viability of cells was maintained at around 100 percent even when cells were
treated with the highest concentration of prepared double distilled water-based colloids
(Figure 10). The safest concentration of the tested compounds was 50 pg/mL where the
viability of the NHDF cell line was slightly more increased when compared to cells treated
with a concentration of 100 pg/mL. While many studies indicate the toxicity of the vana-
dium compounds such as ammonium metavanadate, calcium orthovanadate, and calcium
pyrovanadate toward mammalian gastrointestinal, respiratory, urinary, and reproductive
systems, our compounds showed non-toxic properties toward red blood cells and normal
human dermal fibroblasts [78-80]. The toxicity of the vanadium element is mainly caused
by the overdosage of this component, as has been evaluated in some research [78]. However,
on the other hand, there is much evidence that indicates the positive influence on living
organisms, for example, neuroprotective and neuroregenerative properties [41,42,44]. Nev-
ertheless, neither the high concentration used in the case of our materials (100 pug/mL) nor
the increased number of vanadium groups incorporated into the hydroxyapatite structure
caused a harmful effect on erythrocytes and the NHDF cell line.
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Figure 8. Hemolysis of selected compounds from the first series: CaggEug 1(PO4)s—_x(VO4)x(OH),,
and second series: Cag gEug2(POy)_x(VO4)x(OH),, where x = 1, 2, 3, 6. The concentration of the
tested compounds was estimated at 50 ug/mL and 100 pg/mL. The red line was equal to 5% of
acceptable hemoglobin release. The results were compared with red blood cells treated with PBS
buffer (1% of hemolysis—negative control) and 1% SDS (100% of hemolysis—positive control).

PBS buffer |

Figure 9. Red blood cell smear was performed with the use of purified sheep erythrocytes. For
this experiment, selected compounds were used from the first series: Cag gEug1(PO4)5(VO4)1 (OH)y,
Cag gEup1(VO4)s(OH), and from the second series: Cag gEu2(PO4)5(VO4)1(OH)z, Cag sEu1(VO4)s(OH),.
The final concentration of the tested compounds was estimated at 100 ug/mL. The morphology of red
blood cells treated with the tested compounds was compared with that of red blood cells treated with PBS
bulffer (negative control) and 1% SDS (positive control).
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Figure 10. MTT cytotoxicity assay of compounds selected from the first series: Cag gEug 1(PO4)5(VOy);
(OH)Q,Cag_gEUOJ (VO4)6 (OH)z and second series: Cag_gEu()Az (PO4)5(VO4)1 (OH)Z,Cag_gEuO.l (VO4)6
(OH);. MTT assay was performed by using the NHDF cell line, the final concentration of the tested

compounds in culture medium was estimated at 50 pg/mL and 100 pg/mL.

3.4. Ion Release to SBF

The ion dependent release to the simulated body fluid environment was evaluated
from two selected nanopowder materials CaggEug1(PO4)5(VO4)1(OH), and CaggEug»
(PO4)5(VO4)1 (OH)2 (Tables 2 and 3) Cag_gEuOrl (PO4)5(VO4)1(OH)2 and Cag.gEuorz(PO4)5
(VO4)1(OH); nanopowder materials were used in this experiment because the XRD diffrac-
tograms showed a clear hexagonal structure of hydroxyapatite (Figure 1). Therefore, during
the experiment, the ion release from the solid hydroxyapatite crystalline materials was deter-
mined. The results showed that Ca and P ions were already present in the fluid in both sam-
ples in the concentration 11 =+ 0.5 ppm for calcium and 2.45 £ 0. ppm to 2.84 £ 0.15 ppm
for phosphorus ions (Tables 2 and 3). Their appearance comes from the components of sim-
ulated body fluid itself [50,51]. Nevertheless, a gradual increase was noticed during longer
incubation and after 1440 h, calcium concentration was maintained at 13.84 £ 0.7 ppm
for Cag_gEuOrl (PO4)5(VO4)1(OH)2 to14.9 + 0.7 Ppm Cag_gEuOrz(PO4)5(VO4)1(OH)Z, and for
phosphorus ions, it was maintained around 2.8 £ 0.15 ppm for Cag gEug 1 (PO4)5(VO4)1(OH),
and 2.9 % 0.15 ppm for Cag 9Eug 2(PO4)5(VO4)1(OH); nanopowder materials (Tables 2 and 3).
Slightly different observations were seen for vanadium ion release because for CaggEug
(PO4)5(VO4)1(OH),, vanadium ion release was already observed after 45 min of incubation
and for Cag gEug 2(PO4)5(VO4)1(OH); after 30 min and also had a tendency for gradual re-
lease (Tables 2 and 3). There was no release observed for Eu ions, however, slight detection
was observed for the sample doped with higher lanthanide concentration (Tables 2 and 3).
For the two tested representatives, all investigated ions appeared to have a relatively slow
release to the simulated body fluid, which is a promising result, and they can be used in
our future in vitro and in vivo tests.
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Table 2. The Ca, P, Eu, and V ion release from Cag gEug 1(PO4)5(VO4)1(OH); to the simulated body
fluid after 0 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 360 min, and 1440 min of incubation with

simultaneous rotation.

Time of
Incubation Ca P Eu v
(min)
0 11 £ 0.5 ppm 245+ 0.1 ppm
5 11.4 £ 0.5 ppm 2.6 = 0.1 ppm
15 12.32 £+ 0.5 ppm 2.73 £0.1 ppm
30 12.64 £ 0.6 ppm 2.758 &+ 0.1 ppm
45 12.87 + 0.6 ppm 2.77 £0.1 ppm 0.266 £ 0.01 ppm
60 13.34 £ 0.7 ppm  2.806 £ 0.15 ppm 0.315 + 0.015 ppm
360 13.58 + 0.7 ppm 2.8 £ 0.15 ppm 0.543 £ 0.015 ppm
1440 13.84 + 0.7 ppm 2.8 £ 0.15 ppm 1.227 4 0.06 ppm

Table 3. The Ca, P, Eu, and V ion release from Cag gEug »(PO4)5(VO4)1(OH), to the simulated body
fluid after 0 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 360 min, and 1440 min of incubation with
simultaneous rotation.

Time of
Incubation Ca P Eu v
(min)
0 11 £ 0.5 ppm 2.84 £ 0.15 ppm
5 11.3 £ 0.5 ppm 2.846 + 0.15 ppm
15 1212 £ 0.6 ppm  2.897 £ 0.15 ppm
30 1224 £ 0.6 ppm  2.894 + 0.15 ppm <0.1 £0ppm 0.2 £0.01 ppm
45 12.71 £ 0.6 ppm 2.9+ 0.15 ppm <01+ 0ppm  0.286 & 0.015 ppm
60 12.77 £ 0.6 ppm 2.9+ 0.15 ppm <0.1£ 0 ppm 0.351 4= 0.02 ppm
360 13.94 £ 0.7 ppm  2.903 £ 0.15 ppm <0.1 £0ppm 0.657 = 0.03 ppm
1440 14.9 £ 0.7 ppm 2.9 £ 0H.15 ppm <0.1£ 0 ppm 1.291 £ 0.06 ppm

4. Conclusions

This paper presents the structural characterization, luminescence, and biological prop-
erties of vanadium hydroxyapatite doped with 1 mol% and 2 mol% of Eu®* ions. The
samples obtained via the precipitation method and thermally treated at 600 °C showed a
hydroxyapatite hexagonal structure up to three vanadate groups substituted for phosphate
groups. It was confirmed by X-ray diffractometry and FTIR spectra that the gradual increase
in (VO43*) groups in the obtained nanopowder materials eventually led to the gradual
decrease in the intensity of the signal from (PO,4>*) groups of the hydroxyapatite framework
and an increase in the intensity of the signal from (VO4>~) groups of calcium vanadate.
The luminescence study showed the characteristic red emission spectra of Eu** ions doped
among all samples. Our study also presented how the number of vanadate groups in
europium-doped hydroxyapatite influences the emission spectra, excitation spectra, and
luminescence kinetics. Finally, the evaluation of the potential toxicity of the obtained nano-
materials confirmed hemocompatibility toward sheep red blood cells even in the highest
tested concentration. Furthermore, our study confirmed cytocompatibility of vanadium
hydroxyapatite doped with Eu* ions and our materials exhibited biocompatibility even
when the highest number of vanadium groups was incorporated into hydroxyapatite. The
time dependent ion release experiment showed slow and gradual element release to the
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SBF solution and additionally confirmed the potential biological application of the obtained
nanopowder materials.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/nano012010077/s1, Figure S1: Representative results of the of the 1 mol% Eu* ion doped
Cayg(PO4)5(VO4)1(OH),, obtained at 600°C, Rietveld analysis (red — fitted diffraction; blue — dif-
ferential pattern, column — reference phase peak position), Table S1: Unit cell parameters (a—c),
crystal cell volume (V), as well as refined factor (Rw) for the Ca;p(PO4)5(VO4)1(OH), (HAVp) and
Ca19(PO4)s- x(VO4)x(OH)/Cay V,0; (HAVp/CaVO) nanocomposites doped with x mol% Eu®* (where
x =0-2).

Author Contributions: Conceptualization, R.J.W.; Methodology, N.N. and R.J.W.; Investigation, N.N.
and R.J.W.; Writing—original draft preparation, N.N. and R.].W.; Writing—review and editing, R.J.W.;
Visualization, N.N. and R.J.W.; Supervision, RJ.W.; Funding acquisition, R.J.W. All authors have read
and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: The authors would like to acknowledge the National Science Center, Poland (NCN) for
financial support within the Projects “Preparation and modulation of spectroscopic properties of
YXZO,4, where X and Z - P5*, V5+, As5™, doped with “g2_]ike” ions and co-doped with rare earth ions”
(No. UMO-2019/33/B/ST5/02247) and “Preparation and characterization of biocomposites based on
nanoapatites for theranostic” (No. UMO-2015/19/B/ST5/01330).

Institutional Review Board Statement: Not applicable.
Informed Consent Statement: Not applicable.
Data Availability Statement: Data are available from the authors upon request.

Acknowledgments: We are grateful to E. Bukowska for the XRPD measurements and to D. Szymanski
for the SEM-EDS spectra.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1. Florencio-Silva, R.; Sasso, G.R.D.S.; Sasso-Cerri, E.; Simoes, M.].; Cerri, P.S. Biology of bone tissue: Structure, function, and factors
that influence bone cells. BioMed Res. Int. 2015, 2015, 421746. [CrossRef]

2. Lopes, D.; Martins-Cruz, C.; Oliveira, M.B.; Mano, J.F. Bone physiology as inspiration for tissue regenerative therapies. Biomaterials
2018, 185, 240-275. [CrossRef] [PubMed]

3. Liu, Y,; Zhou, G, Cao, Y. Recent progress in cartilage tissue engineering—Our experience and future directions. Engineering 2017,
3, 28-35. [CrossRef]

4. Nicolaides, M.; Pafitanis, G.; Vris, A. Open tibial fractures: An overview. |. Clin. Orthop. Trauma 2021, 20, 101483. [CrossRef]

5. Trabulsy, P.P; Kerley, S.M.; Hoffman, W.Y. A prospective study of early soft tissue coverage of grade IIIB tibial fractures. J. Trauma
1994, 36, 661-668. [CrossRef]

6.  Calmar, E.A; Vinci, R]. The anatomy and physiolooy of bone fracture and healing. Clin. Ped. Emerg. Med. 2002, 3, 85-93. [CrossRef]

7.  Silver, J.; Schwab, M.E.; Popovich, P.G. Central nervous system regenerative failure: Role of oligodendrocytes, astrocytes, and
microglia. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2015, 7, a020602. [CrossRef]

8.  Watson, E.C.; Adams, R.H. Biology of bone: The vasculature of the skeletal system. Cold Spring Harb. Perspect. Med. 2018,
8, a031559. [CrossRef] [PubMed]

9.  Huysseune, A. Skeletal system. In The Laboratory Fish; Academic Press: Cambridge, MA, USA, 2000.

10. Marsell, R.; Einhorn, T. The biology of fracture healing. Injury 2011, 42, 551-555. [CrossRef]

11.  Perez, J.R.; Kouroupis, D.; Li, D.J.; Best, TM.; Kaplan, L.; Correa, D. Tissue engineering and cell-based therapies for fractures and
bone defects. Front. Bioeng. Biotechnol. 2018, 6, 1-23. [CrossRef]

12.  Li, Y,; Zheng, X.; Chu, Q. Bio-based nanomaterials for cancer therapy. Nano Today 2021, 38, 101134. [CrossRef]

13. Zhang, R.X;; Li, J.; Zhang, T.; Amini, M.A.; He, C.; Lu, B.; Ahmed, T,; Lip, H.; Rauth, A.M.; Wu, X.Y. Importance of integrating
nanotechnology with pharmacology and physiology for innovative drug delivery and therapy—An illustration with firsthand
examples. Acta Pharmacologica Sinica 2018, 39, 825-844. [CrossRef] [PubMed]

14. Kumar Dash, D.; Kant Panik, R.; Kumar Sahu, A.; Tripathi, V. Role of nanobiotechnology in drug discovery, development and
molecular diagnostic. In Applications of Nanobiotechnology; IntechOpen: London, UK, 2020.

15. Antoniac, I.V. Cationic and anionic substitutions in hydroxyapatite. In Handbook of Bioceramics and Biocomposites; Springer

International Publishing: Cham, Switzerland, 2016.


https://www.mdpi.com/article/10.3390/nano12010077/s1
https://www.mdpi.com/article/10.3390/nano12010077/s1
http://doi.org/10.1155/2015/421746
http://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2018.09.028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30261426
http://doi.org/10.1016/J.ENG.2017.01.010
http://doi.org/10.1016/j.jcot.2021.101483
http://doi.org/10.1097/00005373-199405000-00011
http://doi.org/10.1053/epem.2002.127037
http://doi.org/10.1101/cshperspect.a020602
http://doi.org/10.1101/cshperspect.a031559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28893838
http://doi.org/10.1016/j.injury.2011.03.031
http://doi.org/10.3389/fbioe.2018.00105
http://doi.org/10.1016/j.nantod.2021.101134
http://doi.org/10.1038/aps.2018.33
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29698389

Nanomaterials 2022, 12, 77 18 of 20

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Cacciotti, I. Multisubstituted hydroxyapatite powders and coatings: The influence of the codoping on the hydroxyapatite
performances. Int. J. Appl. Ceram. Technol. 2019, 16, 1864-1884. [CrossRef]

Swetha, M.; Sahithi, K.; Moorthi, A.; Srinivasan, N.; Ramasamy, K.; Selvamurugan, N. Biocomposites containing natural polymers
and hydroxyapatite for bone tissue engineering. Int. J. Biol. Macromol. 2010, 47, 1-4. [CrossRef]

Odusote, ].K.; Danyuo, Y.; Baruwa, A.D.; Azeez, A.A. Synthesis and characterization of hydroxyapatite from bovine bone for
production of dental implants. J. Appl. Biomater. Funct. Mater. 2019, 17, 1-7. [CrossRef] [PubMed]

Ventura, R. Bone regeneration of decellularized in-vivo deposited extracellular matrix (ECM) on hydroxyapatite sponge scaffold.
MOJ Cell Sci. Rep. 2016, 3, 3-6. [CrossRef]

Szczes, A.; Hotysz, L.; Chibowski, E. Synthesis of hydroxyapatite for biomedical applications. Adv. Colloid Interface Sci. 2017, 249,
321-330. [CrossRef] [PubMed]

Zou, Q.; Li, Y,; Zhang, L.; Zuo, Y.; Li, J.; Li, X. Characterization and cytocompatibility of nano-hydroxyapatite/chitosan bone
cement with the addition of calcium salts. |. Biomed. Mater. Res. Part B Appl. Biomater. 2009, 90, 156-164. [CrossRef]
Calasans-Maia, M.D.; de Melo, B.R; Alves, A. T.N.N.; Resende, R ED.B.; Louro, R.S.; Sartoretto, S.C.; Granjeiro, ].M.; Alves, G.G.
Cytocompatibility and biocompatibility of nanostructured carbonated hydroxyapatite spheres for bone repair. J. Appl. Oral Sci.
2015, 23, 599-608. [CrossRef] [PubMed]

Huang, B.; Caetano, G.; Vyas, C.; Blaker, ].J.; Diver, C.; Bartolo, P. Polymer-ceramic composite scaffolds: The effect of hydroxyap-
atite and p-tri-calcium phosphate. Materials 2018, 11, 129. [CrossRef]

Bianco, A.; Bozzo, B.M.; del Gaudio, C.; Cacciotti, I.; Armentano, I.; Dottori, M.; D’ Angelo, F; Martino, S.; Orlacchio, A.; Kenny,
J.M. Poly (L-lactic acid)/ calcium-deficient nanohydroxyapatite electrospun mats for bone marrow stem cell cultures. . Bioact.
Compat. Polym. 2011, 26, 225-241. [CrossRef]

Han, Y.; Wang, X_; Li, S. Biocompatible europium doped hydroxyapatite nanoparticles as a biological fluorescent probe. Curr.
Nanosci. 2010, 6, 178-183. [CrossRef]

Xie, Y.; He, W,; Li, F; Perera, T.S.H.; Gan, L.; Han, Y.; Wang, X,; Li, S.; Dai, H. Luminescence enhanced Eudt/Gd3* co-doped
hydroxyapatite nanocrystals as imaging agents in vitro and in vivo. ACS Appl. Mater. Interfaces 2016, 8, 10212-10219. [CrossRef]
Andronescu, E.; Predoi, D.; Neacsu, I.A.; Paduraru, A.V.; Musuc, A.M.; Trusca, R.; Oprea, O.; Tanasa, E.; Vasile, O.R.; Nicoara,
A; et al. Photoluminescent hydroxylapatite: Eu** doping effect on biological behaviour. Nanomaterials 2019, 9, 1187. [CrossRef]
Garcia Dominguez, G.; Garrido Hernandez, A.; Ceron Montes, G.; Morales Ramirez, A.]J.; de la Torre, S.D. Structural and
luminescent properties of europium-doped and undoped hydroxyapatite powders sintered by spark plasma. Ceramics—Silikaty
2019, 63, 100-109. [CrossRef]

Escudero, A.; Calvo, M.E,; Rivera-ferna, S. Microwave-assisted synthesis of biocompatible europium-doped calcium hydroxyap-
atite and fluoroapatite luminescent nanospindles functionalized with poly(acrylic acid). Langmuir 2013, 29, 1985-1994. [CrossRef]
[PubMed]

Chen, F; Zhu, YJ.; Zhang, KH.; Wu, J.; Wang, KW.; Tang, Q.L.; Mo, X.M. Europium-doped amorphous calcium phosphate
porous nanospheres: Preparation and application as luminescent drug carriers. Nanoscale Res. Lett. 2011, 6, 1-9. [CrossRef]
[PubMed]

Yang, P; Quan, Z.; Li, C.; Kang, X.; Lian, H.; Lin, J. Bioactive, luminescent and mesoporous europium-doped hydroxyapatite as a
drug carrier. Biomaterials 2008, 29, 4341-4347. [CrossRef]

Carpenter, C.M.; Sun, C,; Pratx, G.; Rao, R.; Xing, L. Hybrid X-ray/optical luminescence imaging: Characterization of experimental
conditions. Med Phys. 2010, 37, 4011-4018. [CrossRef]

Kandarakis, I.; Cavouras, D.; Panayiotakis, G.S.; Triantis, D.; Nomicos, C.D. Europium-activated phosphors for use in X-ray
detectors of medical imaging systems. Eur. Radiol. 1998, 8, 313-318. [CrossRef]

Zhang, W.; Lan, Y.; Ma, M,; Chai, S.; Zuo, Q.; Kim, K.H.; Gao, Y. A novel chitosan—-vanadium-titanium-magnetite composite as a
superior adsorbent for organic dyes in wastewater. Environ. Int. 2020, 142, 105798. [CrossRef]

Babar, B.M.; Mohite, A.A.; Patil, V.L.; Pawar, U.T.; Kadam, L.D.; Kadam, PM.; Patil, P.S. Sol-gel prepared vanadium oxide for
photocatalytic degradation of methylene blue dye. Mater. Today Proc. 2021, 43, 2673-2677. [CrossRef]

Oliveira, H.S.; Oliveira, L.C.A.; Pereira, M.C.; Ardisson, J.D.; Souza, P.P,; Patricio, P.O.; Moura, F.C.C. Nanostructured vanadium-
doped iron oxide: Catalytic oxidation of methylene blue dye. New J. Chem. 2015, 39, 3051-3058. [CrossRef]

Trevifio, S.; Diaz, A.; Sanchez-Lara, E.; Sanchez-Gaytan, B.L.; Perez-Aguilar, ].M.; Gonzalez-Vergara, E. Vanadium in biological
action: Chemical, pharmacological aspects, and metabolic implications in diabetes mellitus. Biol. Trace Elemn. Res. 2019, 188, 68-98.
[CrossRef] [PubMed]

Odate, S.; Pawlik, ].R. The role of vanadium in the chemical defense of the solitary tunicate, Phallusia nigra. . Chem. Ecol. 2007, 33,
643-654. [CrossRef] [PubMed]

Malinovsky, D.; Kashulin, N.A. Vanadium isotope ratio measurements in fruit-bodies of: Amanita muscaria. Anal. Methods 2016, 8,
5921-5929. [CrossRef]

Gerling, N.; Culmsee, C.; Klumpp, S.; Krieglstein, J. The tyrosine phosphatase inhibitor orthovanadate mimics NGF-induced
neuroprotective signaling in rat hippocampal neurons. Neurochem. Int. 2004, 44, 505-520. [CrossRef]

Morita, A.; Zhu, J.; Suzuki, N.; Enomoto, A.; Matsumoto, Y.; Tomita, M.; Suzuki, T.; Ohtomo, K.; Hosoi, Y. Sodium orthovanadate
suppresses DNA damage-induced caspase activation and apoptosis by inactivating P53. Cell Death Differ. 2006, 13, 499-511.
[CrossRef]


http://doi.org/10.1111/ijac.13229
http://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2010.03.015
http://doi.org/10.1177/2280800019836829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31041872
http://doi.org/10.15406/mojcsr.2016.03.00057
http://doi.org/10.1016/j.cis.2017.04.007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28457501
http://doi.org/10.1002/jbm.b.31267
http://doi.org/10.1590/1678-775720150122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26814461
http://doi.org/10.3390/ma11010129
http://doi.org/10.1177/0883911511406250
http://doi.org/10.2174/157341310790945632
http://doi.org/10.1021/acsami.6b01814
http://doi.org/10.3390/nano9091187
http://doi.org/10.13168/cs.2019.0002
http://doi.org/10.1021/la304534f
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23317411
http://doi.org/10.1186/1556-276X-6-67
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21711603
http://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2008.07.042
http://doi.org/10.1118/1.3457332
http://doi.org/10.1007/s003300050387
http://doi.org/10.1016/j.envint.2020.105798
http://doi.org/10.1016/j.matpr.2020.04.205
http://doi.org/10.1039/C4NJ02063D
http://doi.org/10.1007/s12011-018-1540-6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30350272
http://doi.org/10.1007/s10886-007-9251-z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17265174
http://doi.org/10.1039/C6AY01436D
http://doi.org/10.1016/j.neuint.2003.08.013
http://doi.org/10.1038/sj.cdd.4401768

Nanomaterials 2022, 12, 77 19 of 20

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.
51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Morita, A.; Yamamoto, S.; Wang, B.; Tanaka, K.; Suzuki, N.; Aoki, S.; Ito, A.; Nanao, T.; Ohya, S.; Yoshino, M.; et al. Sodium
orthovanadate inhibits P53-mediated apoptosis. Cancer Res. 2010, 70, 257-265. [CrossRef] [PubMed]

Uthus, E.O.; Nielsen, FEH. Effect of vanadium, iodine and their interaction on growth, blood variables, liver trace elements and
thyroid status indices in rats. Magnes. Trace Elem. 1990, 9, 219-226.

Matsumoto, J.; Morioka, M.; Hasegawa, Y.; Kawano, T.; Yoshinaga, Y.; Maeda, T.; Yano, S.; Kai, Y.; Fukunaga, K.; Kuratsu, J.
Sodium orthovanadate enhances proliferation of progenitor cells in the adult rat subventricular zone after focal cerebral ischemia.
J. Pharmacol. Exp. Ther. 2006, 318, 982-991. [CrossRef] [PubMed]

Hazard, S.W.; Zwemer, C.F.; Mackay, D.R.; Koduru, S.V.; Ravnic, D.J.; Ehrlich, H.P. Topical vanadate enhances the repair of
median laparotomy incisions. . Surg. Res. 2017, 207, 102-107. [CrossRef] [PubMed]

Wang, B.; Tanaka, K.; Morita, A.; Ninomiya, Y.; Maruyama, K.; Fujita, K.; Hosoi, Y.; Nenoi, M. Sodium orthovanadate (vanadate),
a potent mitigator of radiation-induced damage to the hematopoietic system in mice. . Radiat. Res. 2013, 54, 620-629. [CrossRef]
[PubMed]

Binnemans, K. Interpretation of europium(IIl) spectra. Coord. Chem. Rev. 2015, 295, 1-45. [CrossRef]

Werts, M.H.V,; Jukes, R.T.F,; Verhoeven, ].W. The emission spectrum and the radiative lifetime of Eu®* in luminescent lanthanide
complexes. Phys. Chem. Chem. Phys. 2002, 4, 1542-1548. [CrossRef]

Cacciotti, I.; Bianco, A.; Pezzotti, G.; Gusmano, G. Synthesis, thermal behaviour and luminescence properties of rare earth-doped
titania nanofibers. Chem. Eng. J. 2011, 166, 751-764. [CrossRef]

Kokubo, T. Bioactive glass ceramics: Properties and applications. Biomaterials 1991, 12, 155-163. [CrossRef]

Kokubo, T.; Kushitani, H.; Sakka, S.; Kitsugi, T.; Yamamum, T. Solutions able to reproduce in vivo surface-structure changes in
bioactive glass-ceramic A-W3. . Biomed. Mater. Researc. 1990, 24, 721-734. [CrossRef]

Holder, C.F; Schaak, R.E. Tutorial on powder X-ray diffraction for characterizing nanoscale materials. ACS Nano 2019, 13,
7359-7365. [CrossRef]

Mittemeijer, E.J.; Welzel, U. The “state of the art” of the diffraction analysis of crystallite size and lattice strain. Zeitschrift fiir
Kristallographie 2008, 223, 552-560. [CrossRef]

Ogo, S.; Onda, A.; Yanagisawa, K. Hydrothermal synthesis of vanadate-substituted hydroxyapatites, and catalytic properties for
conversion of 2-propanol. Appl. Catal. A Gen. 2008, 348, 129-134. [CrossRef]

Onda, A.; Ogo, S.; Kajiyoshi, K.; Yanagisawa, K. Hydrothermal synthesis of vanadate/phosphate hydroxyapatite solid solutions.
Mater. Lett. 2008, 62, 1406-1409. [CrossRef]

Kalnina, D.; Levina, A.; Pei, A.; Gross, K.A.; Lay, P.A. Synthesis, characterization and in vitro anti-cancer activity of vanadium-
doped nanocrystalline hydroxyapatite. New |. Chem. 2019, 43, 17891-17901. [CrossRef]

Ogo, S.; Onda, A.; Kajiyoshi, K.; Yanagisawa, K. Hydrothermal synthesis and particle size control of hydroxyapatite solid
solutions with vanadate. Phosphorus Res. Bull. 2007, 21, 84-87. [CrossRef]

Saville, A.IL; Creuziger, A.; Mitchell, E.B.; Vogel, S.C.; Benzing, ].T.; Klemm-Toole, J.; Clarke, K.D.; Clarke, A.]. MAUD rietveld
refinement software for neutron diffraction texture studies of single- and dual-phase materials. Integr. Mater. Manuf. Innov. 2021,
10, 461-487. [CrossRef]

Rietveld, H.M. A profile refinement method for nuclear and magnetic structures. J. Appl. Crystallogr. 1969, 2, 65-71. [CrossRef]
Sobierajska, P.; Wiglusz, R.J. Influence of Li* ions on the physicochemical properties of nanocrystalline calcium-strontium
hydroxyapatite doped with Eu®* ions. New J. Chem. 2019, 43, 14908-14916. [CrossRef]

Hanifi, A.; Fathi, M.H. Bioresorbability evaluation of hydroxyapatite nanopowders in a stimulated body fluid medium. Iran. J.
Pharm. Sci. 2008, 4, 141-148.

Gheisari, H.; Karamian, E.; Abdellahi, M. A novel hydroxyapatite-hardystonite nanocomposite ceramic. Ceram. Int. 2015, 41,
5967-5975. [CrossRef]

Taxak, V.B.; Sheetal; Dayawati; Khatkar, S.P. Synthesis, structural and optical properties of Eu**-doped Ca,V,07 nanophosphors.
Curr. Appl. Phys. 2013, 13, 594-598. [CrossRef]

Thiagarajan, K.; Theerthagiri, J.; Senthil, R.A.; Madhavan, J. Simple and low cost electrode material based on Ca;V,0;/PANI
nanoplatelets for supercapacitor applications. J. Mater. Sci. Mater. Electron. 2017, 28, 17354-17362. [CrossRef]

Yu, H.; Song, H.; Pan, G.; Qin, R.; Fan, L.; Zhang, H.; Bai, X; Li, S.; Zhao, H.; Lu, S. Preparation and luminescent properties of
YVO,:Eu’* nanofibers by electrospinning. J. Nanosci. Nanotechnol. 2008, 8, 1432-1436. [CrossRef] [PubMed]

Sharma, A.; Varshney, M.; Chae, K.H.; Won, S.O. Electronic structure and luminescence assets in white-light emitting Ca,;V,07,
Sr, V07 and Ba, V,07 pyro-vanadates: X-ray absorption spectroscopy investigations. RSC Adv. 2018, 8, 26423-26431. [CrossRef]
Suvorova, E.I; Buffat, P.A. Electron diffraction from micro- and nanoparticles of hydroxyapatite. J. Microsc. 1999, 196, 46-58.
[CrossRef]

Zhuang, Z.; Miki, T.; Yumoto, M.; Konishi, T.; Aizawa, M. Ultrastructural observation of hydroxyapatite ceramics with preferred
orientation to a-plane using high-resolution transmission electron microscopy. Procedia Eng. 2012, 36, 121-127. [CrossRef]
Targonska, S.; Wiglusz, R.J. Investigation of physicochemical properties of the structurally modified nanosized silicate-substituted
hydroxyapatite co-doped with Eu3* and Sr?* ions. Nanomaterials 2021, 11, 27. [CrossRef] [PubMed]

Szyszka, K.; Targonska, S.; Gazinska, M.; Szustakiewicz, K.; Wiglusz, R.J. The comprehensive approach to preparation and
investigation of the Eu®* doped hydroxyapatite/poly(L-lactide) nanocomposites: Promising materials for theranostics application.
Nanomaterials 2019, 9, 1146. [CrossRef]


http://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-3771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20048077
http://doi.org/10.1124/jpet.106.104562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16782823
http://doi.org/10.1016/j.jss.2016.08.078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27979464
http://doi.org/10.1093/jrr/rrs140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23349341
http://doi.org/10.1016/j.ccr.2015.02.015
http://doi.org/10.1039/b107770h
http://doi.org/10.1016/j.cej.2010.07.008
http://doi.org/10.1016/0142-9612(91)90194-F
http://doi.org/10.1002/jbm.820240607
http://doi.org/10.1021/acsnano.9b05157
http://doi.org/10.1524/zkri.2008.1213
http://doi.org/10.1016/j.apcata.2008.06.035
http://doi.org/10.1016/j.matlet.2007.08.087
http://doi.org/10.1039/C9NJ03406D
http://doi.org/10.3363/prb.21.84
http://doi.org/10.1007/s40192-021-00224-5
http://doi.org/10.1107/S0021889869006558
http://doi.org/10.1039/C9NJ03003D
http://doi.org/10.1016/j.ceramint.2015.01.033
http://doi.org/10.1016/j.cap.2012.10.011
http://doi.org/10.1007/s10854-017-7668-x
http://doi.org/10.1166/jnn.2008.361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18468169
http://doi.org/10.1039/C8RA03347A
http://doi.org/10.1046/j.1365-2818.1999.00608.x
http://doi.org/10.1016/j.proeng.2012.03.019
http://doi.org/10.3390/nano11010027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33374328
http://doi.org/10.3390/nano9081146

Nanomaterials 2022, 12, 77 20 of 20

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Bunzli, ].C.G.; Plancherel, D.; Pradervand, G.O. Eu(Ill) ion as luminescent probe: Structural investigation of complexes between
europium nitrate and two polyethers. J. Phys. Chem. 1989, 93, 980-984. [CrossRef]

Kumar, V,; Bedyal, A.K.; Sharma, J.; Kumar, V.; Ntwaeaborwa, O.M.; Swart, H.C. Spectral and surface investigations of Ca;V,0
7:Eu?* nanophosphors prepared by citrate-gel combustion method: A potential red-emitting phosphor for near-UV light-emitting
diodes. Appl. Phys. A Mater. Sci. Process. 2014, 116, 1785-1792. [CrossRef]

Pogosova, M.A.; Azarmi, F; Eliseev, A.A.; Kazin, PE. Eu and Cu co-substituted calcium vanadate—The crystal structure,
luminescence and color. Dyes Pigment. 2018, 148, 219-223. [CrossRef]

Ciobanu, C.S.; Iconaru, S.L.; Massuyeau, F.; Constantin, L.V.; Costescu, A.; Predoi, D. Synthesis, structure, and luminescent
properties of europium-doped hydroxyapatite nanocrystalline powders. J. Nanomater. 2012. [CrossRef]

Wujczyk, M.; Watras, A.; Wiglusz, R.J. The study of the influence of PH on the structural and spectroscopic properties of
nanocrystalline Eud* ion-doped yttrium orthovanadate. Dalton Trans. 2021, 50, 3724-3733. [CrossRef]

Wujczyk, M.; Watras, A.; Boutinaud, P.; Bettinelli, M.; Targonska, S.; Hols4, J.; Wiglusz, R.J. Emission quenching and first
evidence of Tb>*-to-As>* charge transfer in terbium(IIT) ion-doped YVxAs;_xOy solid-state solution. J. Phys. Chem. C 2020, 124,
17364-17371. [CrossRef]

Guan, R.G; Johnson, I; Cui, T.; Zhao, T.; Zhao, Z.Y.; Li, X,; Liu, H. Electrodeposition of hydroxyapatite coating on Mg-4.0 Zn-1.0
Ca-0.6 Zr alloy and in vitro evaluation of degradation, hemolysis, and cytotoxicity. J. Biomed. Mater. Res. Part A 2012, 100 A,
999-1015. [CrossRef]

Ii, H. Vanadium metabolism in sheep. I. comparative and acute toxicity of vanadium compounds in sheep. J. Anim. Sci. 1982, 55,
344-349.

Wilk, A.; Szypulska-Koziarska, D.; Wiszniewska, B. The toxicity of vanadium on gastrointestinal, urinary and reproductive
system, and its influence on fertility and fetuses malformations. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej 2017, 71, 850-859.
[CrossRef] [PubMed]

Ghosh, S.K.; Saha, R.; Saha, B. Toxicity of inorganic vanadium compounds. Res. Chem. Intermed. 2015, 41, 4873-4897. [CrossRef]


http://doi.org/10.1021/j100339a083
http://doi.org/10.1007/s00339-014-8331-5
http://doi.org/10.1016/j.dyepig.2017.09.017
http://doi.org/10.1155/2012/942801
http://doi.org/10.1039/D0DT04052E
http://doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c04668
http://doi.org/10.1002/jbm.a.34042
http://doi.org/10.5604/01.3001.0010.4783
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29039350
http://doi.org/10.1007/s11164-014-1573-1

=z
@ nanomaterials ml\l)\Py

Supplementary Materials

A Study of Vanadate Group Substitution into Nanosized
Hydroxyapatite Doped with Eu?** Ions as a Potential Tissue
Replacement Material

Nicole Nowak* and Rafal Jakub Wiglusz*

Institute of Low Temperature and Structure Research, Polish Academy of Sciences, Okolna 2, 50-422 Wroclaw,

Poland

* Correspondence: n.nowak®@intibs.pl (N.N.); r.wiglusz@intibs.pl (R.J.W.); Tel.: +48-071-3954-159 (N.N. &
RJW.)

Abstract: In this study, nanosized vanadate-substituted hydroxyapatites doped with 1 mol% and 2
mol% Eu* ions were obtained via the precipitation method. To evaluate the structure and morphol-
ogy of the obtained compounds, the XRPD (X-ray powder diffraction) technique, Rietveld refine-
ment, SEM-EDS (scanning electron microscopy-energy-dispersive spectrometry) and TEM (trans-
mission electron microscopy) techniques as well as FTIR (Fourier transform infrared) spectroscopy
were performed. Moreover, the chemical formula was confirmed using the ICP-OES (Inductively
coupled plasma optical emission spectroscopy spectroscopy). The calculated average grain size for
powders was in the range of 25 to 90 nm. The luminescence properties of vanadium-substituted
hydroxyapatite were evaluated by recording emission spectra and excitation spectra as well as lu-
minescence kinetics. The crucial step of this research was the evaluation of the biocompatibility of
the synthesized nanomaterials. Therefore, the obtained compounds were tested toward sheep red
blood cells and normal human dermal fibroblast to confirm the nontoxicity and biocompatibility of
new nanosized Eu* ion-doped vanadate-hydroxyapatite. Moreover, the final step of the research
allowed us to determine the time dependent ion release to the simulated body fluid environment.
The study confirmed cytocompatibility of vanadium hydroxyapatite doped with Eu3+ ions.
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Table S1. Unit cell parameters (a-c), crystal cell volume (V), as well as refined factor (Rw) for the Ca1(PO4)5(VOa4)1(OH)2 (HAVp) and Caio(PO4)s-x(VOa)x(OH)/CazV207
(HAVp/CaVO) nanocomposites doped with x mol% Eu®" (where x = 0-2).

Cell parameters Phase
Hydroxyapatite calcium pyrovanadate HAVp CavVoO Rw
Cas(PO4):0OH Caz2V207
Sample a(d) c(A) V(A3 a(d) b (A) c(A) a) B Y () V (A9 ) ©%) _
s. C. 9.424(4) 6.879(4) 529.09(54) 6.6699(6) 6.9197(6) 7.0157(6) 86.39(0) 63.84(0) 83.67(0) 288.83(15) - - -
1 mol% Eu3*:Cai10(PO4)6-x(VO4)x(OH)/CazV207
HAVp 9.466(2) 6.898(2) 535.32(53)
x-2 9.484(9) 6.906(2) 538.06(57) 6.6305(8) 6.9364(9) 6.9848(8) 86.33(4) 64.21(8) 84.08(3) 287.66(94) 92.39 7.61 2.15
x-3 9.509(8) 6.931(9) 542.90(73) 6.6920(4) 6.8877(8) 7.0312(9) 86.54(7) 63.75(3) 83.61(3) 288.85(35) 47.60 52.40 2.30
x—4 9.523(4) 6.922(7) 543.73(86) 6.6666(4) 6.9201(1) 7.0158(4) 86.55(7) 63.85(7) 83.77(0) 288.81(27) 57.41 42.59 2.28
x-5 9.519(9) 6.929(0) 543.83(35) 6.6684(6) 6.9220(4) 7.0182(1) 86.51(1) 63.86(5) 83.72(3) 289.06(15) 37.62 62.38 2.00
Cavo 6.6700(1) 6.9248(5) 7.0211(7) 86.45(5) 63.86(2) 83.68(7) 290.25(11) 100 2,01
2 mol% Eu3*:Ca1o(PO4)e-x(VO4)x(OH)/Ca2V207
HAVp 9.465(9) 6.903(0) 536.35(45)
x-2 9.488(8) 6.911(9) 538.95(27) 6.6702(0) 6.9194(4) 7.0155(4) 86.38(7) 63.84(2) 83.66(9) 288.82(29) 95.10 4.90 220
x-3 9.512(1) 6.924(7) 542.60(58) 6.6631(4) 6.9050(2) 7.0054(2) 86.56(9) 63.89(2) 83.80(3) 287.70(76) 78.20 21.80 2.30
x—4 9.531(7) 6.931(4) 545.37(14) 6.6763(1) 6.9248(2) 7.0262(7) 86.47(6) 63.83(7) 83.69(3) 289.76(26) 36.56 63.44 240
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Figure S1. Representative results of the of the 1 mol% Eu®* ion doped Ca1o(PO4)s(VOs4)1(OH)2, obtained at 600°C, Rietveld
analysis (red — fitted diffraction; blue — differential pattern, column — reference phase peak position).



3.2 Praca “Synthesis and investigation of physicochemical properties and
biocompatibility of Th®* and Sr?* ions co-doped phosphate-vanadate

hydroxyapatite”

Problemem badawczym podjetym w pracy pt. ,,Synthesis and investigation of physicochemical
properties and biocompatibility of Tb*" and Sr** ions co-doped phosphate-vanadate hydroxyapatite”
bylo  otrzymanie oraz  charakterystyka  materiatow 0  strukturze  hydroksyapatytu,
wspotdomieszkowanych jonami Th®* i Sr* w ktorych grupa fosforanowa (PO4>) zostata podstawiona
dwoma grupami wanadanowymi (VO.,*). Jak juz wspomniano wanad jest pierwiastkiem biologicznie
czynnym, ktoéry moze by¢ potencjalniec wykorzystywany w terapiach majacych na celu szybsza
regeneracje tkanki kostnej. Jako potencjalny dodatek w ceramicznych wypetnieniach tkankowych moze
rowniez wptywac na regeneracje tkanek towarzyszacych takich jak witdkna nerwowe towarzyszace
tkance kostnej. Podobienstwo grupy wanadanowej VO.* do grupy fosforanowej stanowi dobrg okazje
do inkorporacji grupy w strukture zwiagzkéw o strukturze hydroksyapatytu. Wiele badan naukowych
potwierdza pozytywne dziatanie Strontu na procesy regeneracji tkanki kostnej oraz indukcje $ciezek
metabolicznych wspomagajacych leczenie urazéw kostnych, nawet w przypadku takich schorzen jak
osteoporoza. Taka domieszka wzbogaci syntetyczng ceramike¢ oraz poprawi jej biozgodno$¢ tkankowa.
Syntetyczne apatyty wzbogacone jonami ziem rzadkich wykazuja dobre wlasciwos$ci luminescencyjne
i moga by¢ potencjalnie wykorzystywane do bioobrazowania komorek i tkanek. Natomiast domieszka
optycznie czynnego jonu Th®" stanowi dobrg alternatywe dla innych optycznie czynnych jonéw ze
wzgledu na swoja charakterystyczna zielono-niebieska emisj¢, wydtuzony czas zycia oraz zdolnos¢

wzbudzenia zaréwno w zakresie UV jak i w zakresie $wiatta widzialnego.

Glownym zatozeniem pracy byto otrzymanie nano-rozmiarowych materiatow fosforanowo-
wanadanowych o strukturze hydroksyapatytu (HVp) wspoldomieszkowanych jonami Tb** i Sr?*.
Hydrotermalna metoda syntezy postuzyla do uzyskania krystalicznych materiatow, ktére nastgpnie
zostaly poddane obrobce termicznej w trzech réznych przedziatach temperaturowych 500, 600 oraz
700°C przez 3 godziny. Charakterystyka syntetycznych materiatldw polegala na analizie wplywu
obrobki termicznej na whasciwoscei strukturalne matrycy oraz luminescencyjne jonow Tb3*. W ramach
realizacji pracy przeprowadzono szereg testow i badan umozliwiajacych okreslenie struktury,
morfologii matrycy i wiasciwosci luminescencyjnych jonow Tb*. Ze wzgledu na obecno$¢ jonow
biologicznie czynnych przeprowadzane zostaly testy biologiczne umozliwiajace analizg

cytokompatytbilno$ci materialow z Zywymi komoérkami.

Podczas realizacji pracy, metoda hydrotermalng otrzymano seri¢ nowych, syntetycznych
materiatow o strukturze hydroksyapatytu, gdzie grupa fosforanowa zostata zastapiona dwoma grupami

wanadanowymi. Materialy domieszkowano jonami Th** w ilosci 0,5, 1 and 2 mol% oraz jonami Sr?* w
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ilosci 1 mol% and 2 mol% stezenie domieszki w obu przypadkach w przeliczeniu na zawartosci molowa
jonow Ca?*. Po syntezie materialy zostaty oczyszczone, poddane procesowi suszenia prze 48 godzin.
Otrzymano fosforanowo-wanadanowe zwiagzki o strukturze hydroksyapatytu wspotdomieszkowane
kolejno: 0.5 mol% Th®" i 1 mol% Sr?*, 0.5 mol% Th®* i 2 mol% Sr?*, 1 mol% Th®* i 1 mol% Sr?*, 1
mol% Th** i 2 mol% Sr?*, 2mol% Th*" i 1 mol% Sr?*, 2 mol% Th*" i 2 mol% Sr?*. Po obrobce termicznej
W trzech réznych temperaturach, materiaty zostaly podzielone na 4 grupy: nie poddane obrdbce
termicznej tzw. ,,as prepared”, poddane obrobce termicznej w 500, 600 oraz 700°C a nastepnie

doktadnie przeanalizowane.

Charakterystyka wlasciwosci  strukturalnych materiatow 0  strukturze hydroksyapatytu
przeprowadzona byta przy uzyciu metody proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej (XRPD), skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM) wraz z mapowaniem pierwiastkoéw (SEM-mapping), spektroskopii w
podczerwieni wykonanej technikg odbiciowg (ostabionego catkowitego odbicia ATR-FTIR) oraz
technice atomowej spektroskopii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-
OES). W celu analizy wlaéciwoéci optycznych jonéw Tb* w otrzymanych spektroskopii
fotoluminescencyijnej. Test cytotoksycznosci MTT postuzyt do analizy wtasciwosci biologicznych
otrzymanych materiatow, a do tego celu uzyto dwoch linii komorkowych, NHDF ludzkich fibroblastow
skornych oraz L929 mysich fibroblastow pochodzenia adipocytarnego.

Rentgenowskie dyfraktogramy proszkowe poréwnane ze wzorcem hydroksyapatytu z bazy danych
ICSD (ICSD-253617) potwierdzity otrzymanie heksagonalnej struktury przypisywanej strukturze
przestrzennej P6s/m hydroksyapatytu we wszystkich materiatach. Substytucja izomorficzna zachodzi
rownolegle w podsieci anionowej oraz kationowej, jednak mimo stosunkowo matych roéznic w
promieniach atomowych wspotdomieszkowanych jonow, widoczne byty deformacje sieci krystalicznej.
Obrobka termiczna wywolata indukcje wzrostu krystaliczno$ci w poréwnaniu do materiatéw ,,as
prepared” oraz nie wywotata zmian strukturalnych w probkach wyzarzanych do 600°C. Wsrod
materiatlow wyzarzanych w 700°C zauwazono pojawienie si¢ drugiej fazy pochodzacej od
priowanadanu wapnia. Obraz SEM potwierdza ziarnisto$¢ oraz tendencj¢ do tworzenia aglomeratow,
natomiast wyniki mapowania-SEM oraz dane uzyskane z pomiarow ICP-OES potwierdzaja obecno$é
wszystkich pierwiastkow, ktore w zatozeniu teoretycznym powinny znajdowac si¢ w zaprojektowanych
zwigzkach. Wyniki pomiaréw emisji, wzbudzenia oraz czasu zaniku luminescencji jonoéw Tb**
potwierdzaja obecno$¢ jondéw terbu w matrycy. Widma emisji przedstawiaja obecnosci
charakterystycznych przej$¢ z poziomu wzbudzonego °D, do pozioméw podstawowych ‘Fe, 'Fs, 'Fa,
"F3 po wzbudzeniu dtugosécia fali 266 nm we wszystkich badanych materiatach. Wyniki wskazuja, ze
materialy poddane obrébce termicznej w 700°C posiadajg mniejszg, w poréwnaniu do pozostatych
badanych probek, ilos¢ sktadowych starkowskich dla przejs¢ °Dsdo 'Fs oraz °D4 do 'Fs.. Przyczyna

moze by¢ druga faza pochodzgca od pirowanadanu wapnia powstajgca podczas obrobki termicznej jak
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rowniez defekty pojawiajace si¢ w polu krystalicznym, ktore moga wptywac na luminescencj¢ jonow
Th**. Widma wzbudzenia przedstawiajg przejicia z poziomu podstawowego 'Fg do wyzej potozonych
poziomoéw wzbudzonych. Obecno$é¢ grup wanadanowych wptywa na pojawienie si¢ pasma przejécia z
przeniesieniem tadunku O% do V®*'. Wyniki uzyskane z pomiaréw czasu zycia luminescencji
przedstawiajg nie mono-ekspotencjalny czas zycia dla jonow Tb** co wskazuje na to, ze jony te moga
zajmowac rdzne pozycje krystalograficzne w sieci krystalicznej. W dalszej cze$ci pracy grupa zwigzkow
poddana obrdbcee termicznej w temperaturze 600°C zostata przeanalizowana pod wzgledem wtasciwosci
biologicznych. Wyniki testu MTT przeprowadzone na dwoch liniach komérkowych NHDF oraz 1L.929
wyraznie wskazuja na wysoka biokompatybilno§¢ materiatow. Najwicksza aktywno$¢ metaboliczna

obserwowana byta szczegoélnie po 24 godzinnej inkubacji w najwyzszym stezeniu 100 pg/mL.

Podsumowujac, przedstawione w pracy materiaty wykazuja dobre wlasciwosci strukturalne oraz
luminescencyjne. Materiaty w wysokich st¢zeniach wykazuja dobra biozgodnos¢ z zywymi komoérkami,
Dlatego tez stanowig obiecujaca perspektywe do potencjalnych zastosowan w bioobrazowaniu oraz w

medycynie regeneracyjnej.
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Abstract: Searching for biocompatible materials with proper luminescent properties is of fundamental
importance, as they can be applied in fluorescent labeling and regenerative medicine. In this study, we
obtained new phosphate-vanadate hydroxyapatites (abbr. HVps) co-doped with Sr?* and Tb3* ions
via the hydrothermal method. We focused on examining the effect of various annealing temperatures
(500, 600 and 700 °C) on the spectroscopic properties and morphology of the obtained HVps. To
characterize their morphology, XRPD (X-ray powder diffraction), SEM-EDS (scanning electron
microscopy-energy-dispersive spectrometry), FT-IR (Fourier transform infrared) spectroscopy and
ICP-OES (inductively coupled plasma—optical emission spectrometry) techniques were used. A
further study of luminescent properties and cytocompatibility showed that the obtained HVps co-
doped with Sr>* and Tb®* ions are highly biocompatible and able to enhance the proliferation process
and can therefore be potentially used as fluorescent probes or in regenerative medicine.

Keywords: spectroscopy; phosphate-vanadate hydroxyapatite; Tb®* and Sr?* co-doping; hydrothermal
method; fluorescent probe; bioimaging

1. Introduction

Synthetic hydroxyapatites (HAps) show comparable properties to hydroxyapatites,
which naturally occur in mammalian bones and teeth [1]. HAps are widely used in
medicine as a bone fracture filler, dental material and tissue replacement material in
compact bone [2,3]. In recent years, there has been extensive research into the use of
hydroxyapatites as a matrix for drug delivery systems [4-7].

The feature that makes hydroxyapatites an extremely attractive biomaterials is the
ease with which ions can be replaced in their crystal lattice [8,9]. Isomorphic substitution
enables the modification of osteoconductive and osteoinductive properties, adjusts the
porosity of the material and provides high mechanical strength. The substituents show
high value in mineral homeostasis and the metabolic processes of the cells and tissue sur-
rounding hydroxyapatite-based implants [10]. For instance, valuable biological properties
can be gained by doping hydroxyapatite with strontium, as it plays a key role in bone
mineralization [11,12]. Moreover, strontium ions stimulate bone formation by promoting
the proliferation of osteoblasts and reducing bone resorption [13]. Therefore, Sr?* ions
stimulate the process of bone regeneration and increase bone mechanical strength [13-15].
Moreover, strontium is used in the form of strontium ranelate (Protelos®) as a drug against
osteoporosis [16]. Another profitable substitution concerns the replacement of phosphate
by vanadate in the anionic subnetwork of hydroxyapatite. It can result in obtaining unique
acid-base catalysts and highly active oxidation catalysts due to the Lewis acidic properties
and appropriate redox potential of vanadium [17]. Due to the structural similarity of
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vanadate to phosphate, it can take over a regulatory function in cellular processes in which
phosphate plays a key role [18,19]. This phenomenon is based on vanadate’s interaction
with phosphate-dependent enzymes, i.e., phosphatases and kinases [20]. In addition, the
substitution of a phosphate group by a vanadate group in hydroxyapatite crystal lattice
could inestimably affect its spectroscopic properties [21,22].

Furthermore, HAps doped with rare-element ions showing excellent luminescent
properties can be applied in diagnostics as inorganic fluorescent probes [23,24]. Nowadays,
Tb®* ions are particularly widely used as dopants because of their spectroscopic properties,
including intense (blue or green) luminescence, long decay times and their ability to be
excited by both UV and visible radiation [25-27]. Biocompatibility indicates their essential
role in biological applications [28,29]. Crucially, HAps doped with terbium ions can be
absorbed by living cells [30,31]. As a result, fluorescent labeling involving Tb3* ions enables
non-invasive monitoring of the inserted implant or the drug release process.

In recent years, studies have presented incorporation of divalent and trivalent cations
into the HAp structure [32,33]. Likewise, fluorapatites doped with rare-element ions
were recently studied by our research group [34-36]. In addition, there are some studies
available in the literature on apatites co-doped with various ions, including hydroxyapatites,
chlorapatites, and oxyapatites, with Ln®*" ions and additionally built-in silicon or vanadate
groups [21,37-39].

In this paper, new phosphate-vanadate hydroxyapatites (abbr. HVp) co-doped with
Sr** and Tb** ions are presented. Their properties as a potential bioimaging fluorescent
probe are further investigated. The structure, morphology and luminescent properties of
the obtained materials are examined. Furthermore, biocompatibility tests are carried out.

2. Materials and Methods
2.1. Synthesis Method

New hydroxyapatites co-doped with Tb** and Sr?* ions with up to two vanadate
groups (VOy) substituted for phosphate groups were synthesized using the hydrothermal
method. The concentration of strontium ions was fixed at 1 mol% and 2 mol%; the con-
centration of Tb3* ions was fixed at 0.5, 1 and 2 mol%—in both cases, in a ratio of calcium
ion molar content. Solutions of Ca(NOj3);-4H;0 (99.0-103.0% Alfa Aesar, Haverhill, MA,
USA), Sr(NO3), (>99.0% Alfa Aesar, Haverhill, MA, USA) and (NH4),HPO, (>99.0% Acros
Organics, Schwerte, Germany) were obtained by dissolving a stoichiometric amount of
substrate separately in deionized water. NH4VOj3 (>99.0% ASC, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA) solution was prepared in a microwave reactor (ERTEC MV 02-02) by
mixing a stoichiometric amount of powder with deionized water in a Teflon vessel and
treatment at 150 °C under a pressure of 8-11 bar for 30 min. A solution of Tb(NO3)3-xH,O
was prepared by digesting a stoichiometric amount of Tb4O7 (99.99% Alfa Aesar, Haverhill,
MA, USA) in HNOj; (>65.0%, ASC, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). The obtained
solution was recrystallized four times to remove the excess of HNO3. The Ca(NO3),-4H,0,
Sr(NOj3); and Tb(NO3)3-xHyO solutions were mixed, added to the previously amalgamated
mixture of (NH);HPO, and NH4VOj3 and placed together into a Teflon vessel. The pH of
the solution was adjusted to 9.00 by adding ammonia (NH3-H;O 25% Avantor, Poland).
The reaction was carried out in a microwave reactor (ERTEC MV 02-02) at a temperature of
240-250 °C under autogenous pressure (45-50 bar). The reaction time was set to 90 min.
The final products were washed out several times with deionized water until the pH was
equal to 7.00. The obtained wet powders were dried for 48 h at a temperature of 70 °C,
then thermally treated at a temperatures 500, 600 and 700 °C for 3 h.

2.2. Structural Characterization

XRD patterns were recorded using a PANalyticalX'Pert pro x-ray diffractometer
(Malvern Panalytical Ltd., Malvern, UK) equipped with Ni-filtered Cu Ko radiation
(Kag = 1.5406, U = 40 kV, I = 30 mA) in a 20 range of 5-70°. The surface morphology
and elemental mapping were examined by an FEI Nova NanoSEM 230 scanning electron
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microscope equipped with an EDS spectrometer (EDAX PegasusXM4) operating at an
acceleration voltage of 3.0 kV and spots at 2.5. An even layer of graphite was sprayed on
the samples before observation. The elemental contents were specified using an inductively
coupled plasma optical emission spectrometer (ICP-OES; Agilent 720, Santa Clara, CA,
USA). The solutions were prepared by dissolving 50 mg of powder in 1 mL of 70% HNO3
(ASC, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) at a temperature of 120 °C and by adding
deionized water to a final volume of 25 mL. The concentrations of Ca, Tb, Sr, P and V were
measured using a standard setting and compared with standard curves. The concentrations
of Sr, Tb, V and P atoms were measured in solutions diluted 20 times, whereas for Ca, a
solution diluted 500 times was used. For the measurements, three parallel samples of the
solutions were prepared; they were analyzed by comparison with standard curves in the
concentration ranges of 0.05-5.00 mg/mL (for Ca, Sr, Tb and V atoms) and 10-200 mg/mL
(for P atoms). The measurements of attenuated total reflectance (ATR-FT-IR) were obtained
using a Nicolet iS50 infrared spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
The spectra were recorded in the range of 4000400 cm ! (mid-IR) with a spectral resolution
of 4 cm™1 (32 scans).

2.3. Luminescence Properties

The luminescence kinetics, emission and excitation emission spectra were obtained
using an FLS980 fluorescence spectrometer (Edinburgh Instruments, Kirkton Campus, UK).
All spectra were recorded at room temperature. For emission and excitation emission
measurements, an 450 W Xenon Lamp was used as an excitation source in combination
with a visible PMT-980 detector at a spectral resolution of 0.2 nm. The emission spectra
were recorded at an excitation wavelength of 266 nm, and excitation emission spectra
were recorded by monitoring the signal at 545 nm, which relates to the maximum of
emission (°Dy—’Fs transition) of Tb3* ions [25-27]. Spectral correction to the detector
sensitivity and excitation source intensity was applied for the emission and excitation
emission measurements, respectively. A microsecond flash lamp (uF2 250 nm) and a
REDPMT 500 nm mirror detector were used to record the luminescence lifetime.

2.4. Biological Properties
2.4.1. Preparation of Sample Suspensions

The obtained powder materials were sterilized under UV light for 30 min. Then, the
stocks of nanosized phosphate-vanadate hydroxyapatite co-doped with Tb** and Sr?* ions
were prepared by the suspension of compounds in sterile, distilled water at a concentration
of 1 mg/mL. Subsequently, an ultrasonic bath was used to agitate particles in each sample of
the colloidal solution (for 1 h at RT). Freshly prepared colloids were additionally sterilized
under UV light for 30 min for use in biological experiments.

2.4.2. Cell Culture and Viability Assay

Normal dermal human fibroblast (NHDF-C-12300, Lonza, Basel, Switzerland) and
mouse fibroblast (L929, CCL-1, ATCC, Manassas, VA, USA) cell lines were maintained in
high-glucose DMEM (4.5 g/mL) without phenol red (Biological Industries, Beit-Haemek,
Israel), which was supplemented with 10% FBS (Biological Industries, Beit-Haemek, Is-
rael), 2 mM L-glutamine and 25 pg/mL gentamicin (Biological Industries, Beit-Haemek,
Israel). Cell lines were maintained under the standard conditions of 5% CO, in a humified
atmosphere of 95% air and 5% CO; at 37 °C. NHDF and 1929 cells were subcultured once
a week with TrypLE solution (Thermo scientific, Waltham, MA, USA, TrypLE™ Express
Enzyme (1X), no phenol red, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The cell lines
were passaged three times before the experiments were conducted. Moreover, all plastic
materials such as serological pipettes, pipette tips, centrifuge falcon tubes, plastic culture
flasks and 96-well culture plates were purchased from SPL Life Sciences (Pochon, Republic
of Korea).
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To evaluate the biocompatibility of the obtained compounds, an MTT viability as-
say was performed on NHDF and L929. Both types of cells were seeded at a density of
1 x 10* cells per well in a 96-well plate; then, the cells were treated with two series of
compounds at three different concentrations: 10 pg/mL, 50 ug/mL and 100 ug/mL. The
incubation time was established as 24 h. After that time, the cells were washed out once
with sterile PBS. Then, MTT (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) solution (0.5 mg/mL)
dissolved in sterile PBS was added to the cells. The untreated cells were established as a
negative control and for this group, and cell viability was established at 100%. The experi-
ment was carried out under standard conditions of 5% CO,, 37 °C and 95% humidity. After
3 h of incubation, the MTT solution was removed, and formazan crystals were dissolved
with isopropanol. Absorbance was read at 570 nm. The experiment was conducted three
times. Cell viability was estimated using the following formula:

sample absorbance

Cell viability = control absorbance

3. Results and Discussion
3.1. Characterization of Structure and Morphology

To investigate the crystalline structure of the obtained materials, all the recorded
XRD patterns were compared with the reference hydroxyapatite pattern from the Inor-
ganic Crystal Structure Database (ICSD 253617). The hexagonal structure, which is as-
cribed to the P63/m space group of the hydroxyapatites (Figure 1), was confirmed for all
compounds [40,41]. However, the peak originating from -strontium hydrogen phosphate
(StHPOy, B-SHP) is visible (Figure 2a—d) but does not affect the HVp properties. [42,43]. In
the case of the obtained materials, isomorphic substitution takes place in both the cationic
and anionic subnetwork. In the cationic subnetwork, Ca2* ions, the ionic radius of which
equals 0.99 A, are partially replaced by Sr2* jons (1.13 A) and Tb%* ions (0.923 A) [44,45].
These Ca®* ions represent two crystallographically independent calcium atoms: Ca(I) and
Ca(Il). Ca(I) is located at 6h [xy1 = 4], with the local symmetry m, while Ca(Il) is located at
the position 4f [1/3 2/3 z], with the local symmetry 4f [46]. Despite minor differences in
the values of ionic radii and low dopant concentrations (1 and 2 mol% for Sr?* ions and 0.5,
1 and 2 mol% for Tb3* ions), disturbances in the crystal lattice occurred and manifested as
a slight shift in 20 values and changes in half-width of the peaks [43].

.Ca+2{|) . v —/
@ VW W
. ¢
°va+5 A
\_ 0-2

Figure 1. Unit cell of HVp structure. Ca(I) and Ca(Il) sites are distinguished, and both Sr>* and Tb>*
ions can be located during substitution.
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Figure 2. XRD results for the obtained materials: (a) not submitted to thermal treatment (as prepared).
(b) annealed at 500 °C. (c) annealed at 600 °C. (d) annealed at 700 °C. The hexagonal structure, which
is ascribed to the P63/m space group of the HVps, was confirmed for all compounds (a—d). ICSD
253617 is database hydroxyapatite pattern. (*) indicates peaks originating from SrHPO, (ICSD 35819).
For the materials annealed at 700 °C (d) peaks originating from CaHPOj, (e, ICSD 917) and Ca;V,07
(e, ICSD 421266) occur in the range of 26-32°.

Furthermore, substitution of Ca?* ions by Tb3* ions is associated with a lack of charge
compensation. The failure to equalize the charge within substitution can cause spontaneous
compensation (for example, by forming an O%~ ion as the second oxygen form next to
the OH™ ion), the consequences of which are changes in unit cell parameters [25]. In
the case of the anionic subnetwork, there is an isomorphic exchange between the PO,3~
(1.10 A) and VO,3~ (1.22 A) ions [47]. The incorporation of larger VO43~ ions into the
HVp crystal lattice results in an increase in the value of lattice parameters and the lattice
volume [48]. For the standard hydroxyapatite diffraction pattern (ICSD 253617), peaks in
the range of 31-35° mostly originate from the phosphate group [49,50]. For the obtained
diffractograms, in comparison to the standard ICSD pattern (Figure 2a—d), the half-width of
the mentioned peaks increased. The widening of peaks demonstrates the results of doping
the hydroxyapatite with up to two vanadate groups [51].

In the current study, we investigated the impact of various annealing temperatures on
the materials. An increase in the temperature in the range of 500-700 °C is correlated with
an increase in crystallinity [52,53]. As the annealing temperature increases, the half-width
of the peaks decreases (Figure 2a—d). For the thermally untreated samples (as prepared)
and the samples annealed at 500 and 600 °C, a single crystallographic phase assigned
to the structure of hydroxyapatite is present (with an insignificant portion of the phase
derived from (-SHP). However, for the materials annealed at 700 °C, peaks originating
from Ca,V;,0y (calcium pyrovanadate) and monetite, i.e., anhydrous dicalcium phosphate,
are present in the range of 27-32° (Figure 2d) [54,55]. This observation indicates that a
temperature up to 600 °C is suitable for annealing phosphate—vanadate hydroxyapatite
co-doped with Sr?* and Tb®* ions.
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The results of scanning electron microcopy show that the particles tend to agglom-
erate (Figure 3a). Agglomeration is a natural tendency within HVps synthesized via the
hydrothermal method in aqueous solvent [56]. SEM mapping confirms the presence of
selected elements, i.e., oxygen, calcium, terbium, strontium, phosphorus and vanadium
(Figure 3b). The ICP-OES results are in agreement with the theoretically calculated val-
ues (Table 1). For materials doped with 0.5 and 1 mol% Tb3* ions, one phosphate group
was substituted by vanadate; however, for materials doped with 2 mol% Tb3* ions, two
vanadate groups were incorporated in the hydroxyapatite framework.

Figure 3. (a) SEM image of HVp co-doped with 1 mol% Sr>* and 1 mol% Tb3* annealed at 700 °C.
(b) SEM-EDS elemental mapping of HVp co-doped with 1 mol% Sr2* and 1 mol% Tb>* ions annealed
at 700 °C. Images show elemental composition of the sample, which contains calcium, strontium,
terbium, phosphate, vanadium and oxygen elements.

In all recorded ATR-FT-IR spectra (Figure 4a—c), bands originating from the phosphate
(PO437), vanadate (VO437) and hydroxyl (OH™) groups are present. Their locations are
consistent with the data available in the literature and confirm that the materials have the
hexagonal structure of phosphate-vanadate hydroxyapatite [17,19,48,57,58].
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Table 1. The elemental contents in the obtained materials (annealed at 600 °C) measured with the
ICP-OES technique.

Material n Ca (mol) n Tb (mol) n Sr (mol) n P (mol) n V (mol)
Cag.g5Sr9.1Tbg05(PO4)5(VO4)1(OH), 9.85 0.07 0.08 5.34 1.17
Ca9.75Srg.szg.os(PO4)5(VO4)1(OH)2 9.78 0.07 0.15 5.26 1.34
Cag gSrg1Tbg.1(PO4)5(VO4)1(OH), 9.82 0.14 0.05 5.11 141
Ca9.7Sr0.2Tb0.1(PO4)5(VO4)1(OH)2 9.69 0.15 0.16 5.72 1.13
Cag.7Sr.1Tbg 2 (PO4)4(VOy4)2(OH), 9.68 0.24 0.08 4.54 2.00
Ca9.6Sl‘o,szo,z(PO4)4(VO4)2(OH)2 9.60 0.23 0.17 4.35 2.10

(a) 7
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o o o"
= e . = Eolus
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Q ) e >
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Figure 4. (a) ATR-FT-IR spectra of HVp co-doped with 1 mol% Sr>* and 1 mol% Tb%* ions: sample
thermally untreated (as prepared) and annealed at 500, 600 and 700 °C. (b,c) ATR-FT-IR spectra
recorded for (b) thermally untreated materials (as prepared) and (c) materials annealed at 600 °C.

In the case of the spectra (Figure 4a) measured for the material co-doped with 1 mol%
Tb%* and 1 mol% Sr?* annealed at 600 °C, the bands characteristic of the phosphate group
are located at 560, 600, 960, 1024 and 1086 cm ! [17]. The bands at 560 cm ! and 600 cm !
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can be assigned to the triple-degenerated stretching mode, v4(PO4%~). The band at
960 cm ™! originates from the non-degenerated symmetric stretching mode, v1(PO437) [59].
The 1024 cm~! and 1086 cm ! bands correspond to the triple-degenerated antisymmetric
stretching mode, v3(PO4%~) [59]. The vanadate group is represented by the bands at 849, 870
and 887 cm ™!, which originate from the symmetrical stretching mode, v3(VO,437) [60,61].
Additionally, a band with an assignment that is not straightforward appears at 469cm~!. In
the 400-500 cm ! range, bands can be attributed to modes originating from both phosphate
and vanadate groups. The reason for this is an overlap of bands originating from vo(PO437),
v2(VO,437) and v4(VO43~) modes [19]. The presence of the hydroxyl group is confirmed
by the presence of the bands at 630 and 3567 cm~! [62,63]. A band originating from the
symmetrical stretching mode of the hydroxyl group is present at 3567 cm !, whereas the
band originating from the torsion mode of the hydroxyl group is present at 630 cm~!. The
torsion mode corresponds to the rotation of a hydrogen atom around the C axis in the
apatite crystal lattice (libration band) [64]. Both bands are characterized by relatively low
intensity. For the material not thermally treated (as prepared) and materials annealed at
500, 600 and 700 °C, the positions of the bands do not differ significantly (Table 2). This
feature implies that the temperature does not have a major effect on wavenumber shifts.

Table 2. Band frequencies and assignment for the ATR-FT-IR spectra of HVp co-doped with 1 mol%
Sr?* and 1 mol% Tb?* ions: samples thermally untreated (as prepared) and annealed at 500, 600
and 700 °C.

Frequencies (cm~1)

As Prepared 500 °C 600 °C 700 °C Mode
1,(POs%)
470 468 469 - vp(VO,437)
v4(VO4%)
560 563 560 562 v4(PO437)
601 601 600 600 v4(PO437)
631 632 630 633 vi(OH™)
850 850 849 850 v3(VO437)
869 869 870 871 v3(VO,437)
887 888 887 888 v3(VO437)
962 962 960 962 v1(PO47)
1023 1024 1024 1026 v3(PO437)
1086 1088 1086 1087 v3(PO4%7)
3566 3566 3567 3566 vs(OH™)

Band shifts and intensity changes can be observed in the ATR-FI-IR spectra recorded
for both thermally untreated samples and samples annealed at 600 °C (Figure 4b,c). Accord-
ing to the results of the ICP-OES analysis (Table 1), only in the case of the materials doped
with 2 mol% Tb3*, two vanadate groups were incorporated into the hydroxyapatite crystal
lattice. In the ATR-FT-IR spectra recorded for those samples, the intensity of the bands
with origins assigned to the vanadate group is higher than for the other materials, in which
only one vanadate group is present. The intensity increment for the bands originating from
vanadate stretching modes (v3) correlates with a decrease in the intensity of the phosphate
stretching modes (v3) (Figure 4b,c). Furthermore, the spectra show the shift (~5 cm 1)
of the bands originating from the vanadate stretching modes (v3(VO437)) towards the
lower wavenumber values. The change in the position and intensity of the bands is related
to their widening, which implies a lower level of crystallinity of compounds with two
built-in vanadate groups [60,61]. Moreover, there are reports in the literature on shifts
in the selected bands caused by changes in the content of vanadate groups [17,48]. An
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example of this phenomenon is the shift of vs(OH ™) towards lower wavenumber values
with a simultaneous increase in the content of vanadates [17,48]. Nevertheless, in the case
of the analyzed compounds, there is an insignificant difference in the position of this band
(the band is located at 3566 cm ™! for materials with one vanadate group and at 3565 cm ™!
for materials with two vanadate groups).

3.2. Investigation of Luminescence Properties

The examination of luminescent properties of the obtained materials confirms the
presence of Tb** ions. Good-quality spectra were recorded for phosphate-vanadate hydrox-
yapatite co-doped with Sr>* and Tb®* ions, for which terbium concentrations were fixed at
0.5, 1 and 2 mol% in a ratio of calcium ion molar content. Emission spectra were recorded
upon excitation at 266 nm, and excitation emission spectra were recorded by monitoring
the signal at 545 nm, which relates to the maximum of emission (°Dy—"Fs transition) of
Tb3* ions [25-27].

In the excitation emission spectra of the obtained materials, the peaks characteristic
of Tb®* ions are present (Figure 5). The origin of the peaks in the near-UV energy range
is related to the possibility of the occurrence of interconfigurational and charge-transfer
transitions, as well as defects present in the hydroxyapatite crystal lattice, resulting in the
absorption of radiation by the matrix, which, in this case, plays the role of a sensitizer (or,
more likely, the appearance of a self-activated HAp fluorescence) [65,66]. The occurrence
of self-activating HAp fluorescence is caused by (i) crystal defects, such as Ca*, O?~
and OH™ vacancies; (ii) isomorphic substitution, as well as the presence of impurities;
(iii) asymmetry of the structure caused by the changes in the length and the angle of
Ca-O and P-O bonds [67-69]. These factors are induced by the thermal treatment of the
material and the manipulation of the pH during synthesis. Moreover, the exposure of
the material to high-energy radiation increases the probability of excitation of the HAp
matrix. The absorbed radiation can then be transferred to the activator ion (in this case, the
Tb** ion), which allows emission to be observed. Nonetheless, in the case of the analyzed
materials, CT within the vanadate group (O?>~—V°*) and/or the interconfigurational
transitions (4f8—4f”5d!) of Tb>* ions are more likely to be responsible for the presence of
the discussed peaks. These transitions are allowed by the selection rules, which explains
the wide half-width of the peaks and their high intensity. However, the bands present in
the indicated range are overlapping, which impedes a straightforward distinction of their
origin. As previously established, the host matrix has a strong influence on the position
of the peaks originating from the 4f8—4f’5d! transitions of Tb%* ions [70]. In the case of
the obtained materials, the band at A = 250 nm may originate from the transition of the
electron to the low-spin 5d! state. In addition, a band of low intensity can be observed in
the spectra located at A = 317 nm. Its origin is related to the forbidden transition from the
4f8 orbital to the high-spin 5d! state. Changes in the strength and symmetry of the local
crystal field surrounding the activator ions, which are implied by its chemical environment,
significantly affect the selection rules for the electronic transitions of Tb3* ions, which
enables their relaxation and, as a consequence, the occurrence of such a band in the spectra.
Charge-transfer transition can also take place within the hydroxyapatite matrix in the
vanadate group (O?~—V5*; the electron is transferred from the 2p orbital of oxygen to the
3d orbital of vanadium). The peaks originating from O?>~ —V>* CT should occur in higher
wavenumbers than 4f8—4f/5d! transitions of Tb%* ions because less energy is required
to observe the CT VOy transitions (1A — 1Ty, 2T;) (the energy gap between the terms is
smaller than in the case of f-d transitions) [71]. Nevertheless, the positions of the peaks
are strongly dependent on the type and nature of the ligands surrounding the V>* ion and
on the interaction of ions in the crystal lattice [22]. When analyzing the position of the CT
transition bands, as in the case of interconfigurational transitions, it should be taken into
account that this parameter is influenced by many factors, including the local environment
of ions and the nature of their mutual interactions in a crystal lattice. Moreover, Tb3* ions
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may occupy more than one crystallographic position in the HVp crystal lattice and may
also show several types of interactions with other ions.
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Figure 5. Excitation emission spectra of (a) thermally untreated materials (as prepared), (b) ma-
terials annealed at 500 °C, (c) materials annealed at 600 °C (d) materials annealed at 700 °C and
(e) material co-doped with 2 mol% Sr2* and 2 mol% Tb3*, at an observation wavelength of 545 nm
(®*Dy—7Fs transition). The peak visible in the near-UV region originates from CT within the
vanadate group (O>~—V>*) and/or interconfigurational transitions (4f2—4f’5d!) of Tb%* ions.
The peaks originating from 4f-4f intraconfigurational transitions of Tb3* ions represent "Fe—5Gy
(353 nm), “Fg—°Gs (358 nm), “Fg—°Lyg (370 nm), ”Fg—°Gy (376 nm), ”Fg—°Dj5 (380 nm) and “Fg—°Dy
(485 nm) transitions.
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In the visible radiation range of the spectra, there are peaks related to forbidden
4f-4f intraconfigurational transitions of Tb** ions: “Fg—°Gy (353 nm), “Fg—>Gs (358 nm),
7Fg—°Lig (370 nm), "Fg—°Gg (376 nm), "Fg—°D;3 (380 nm) and "Fg—°Dy (485 nm). More-
over, the peak originating from the “Fg—°Dj transition is split up into five Stark com-
ponents. Furthermore, in the examined emission excitation spectra, there is a region of
reabsorption (A = 450 nm and 472 nm) connected to the presence of vanadate groups in the
hydroxyapatite. Molecular orbitals 3d of V°* ions have Tq symmetry and are described as
the crystal field levels: the ground state 1A; and the excited states 1Ty, 1Ty, 3T; and 3T, [72].
For T4 symmetry, according to the spin selection rule, the transfer of the electron from
the ground state level to the excited states IT; and T, is allowed, whereas the transitions
1A; = 3Ty, 3T, and emission (°Ty, 3T, — 1A;) are forbidden. However, when the ideal
symmetry is disturbed, it is possible for forbidden processes to take place [22]. During exci-
tation, the charge is transferred from the nondegenerate ! A; state to the triple-degenerate
excited states (*Ty, where x =1 or 3 and y = 1 or 2). Then, during emission, the energy is
transferred radially to the ground-state level, which may result in the appearance of peaks
in the indicated range in the spectra.

Tb3* jons show strong blue (in the range of 370-480 nm; 5Ds —>7F] transitions) or
green (in the range of 470-720 nm; 5Dy —>7F] transitions) luminescence [26]. The obtained
emission spectra (Figure 6) show four peaks characteristic of Tb3* ions originating from the
5Dy —>7F] transitions (J = 3,4,5,6) [73-75]. Because the values of ] for Tb>* ions satisfy the
2] + 1 rule, the levels undergo Stark splitting and are therefore split into sublevels under
the influence of the crystal field, causing peaks to be divided into components. This
suggests that the terbium ions occupy different crystallographic positions, in addition
to highlighting the importance of the influence of the host matrix on its spectroscopic
properties [76]. As shown in Figure 6, the number of Stark components varies in the spectra
depending on the annealing temperature. For thermally untreated materials (as prepared),
as well as the series annealed at 500 and 600 °C, the spectra are similar. The first peak
is split into three components at 485, 490 and 495 nm and corresponds to the Dy —"Fg
transition. The peak of the highest intensity (D, —”Fs transition) responsible for the green
luminescence of Tb®* ions appears in the spectra at 545 nm [77]. This peak consists of two
incompletely separated components. The peak originating from the °D;—"Fy transition
has two Stark components at 583 and 590 nm. The 5D4—7Fj; transition is responsible for
the appearance of a peak split into three components (A = 615, 619 and 623 nm) in the
case of a series of materials not subjected to heat treatment (as prepared) and annealed
at 500 °C and for the appearance of one component in the case of the series annealed
at 600 °C (A = 622 nm). However, the material co-doped with 1 mol% Tb** and 2 mol%
Sr?* differs from the described dependency, as its peaks originating from *D;—"F4 and
>D,;—"Fs transitions split into two and one component, respectively. In the case of the
series annealed at 700 °C, the spectra differ from the spectra recorded for the other series;
moreover, they differ within the series. Within the series, as the concentration of Tb3* ions
increases, the number of Stark components increases simultaneously. Differences occur
between materials doped with 0.5 or 1 mol% and materials doped with 2 mol% of Tb%* ions.
For the materials doped with 0.5 or 1 mol%, the peak originating from >Dy—"Fg splits into
one (A =490 nm) or two components (A = 485 nm i 490 nm), whereas the peaks originating
from Dy —"F3 do not split (A = 622 nm). For materials doped with 2mol% Tb®* ions, these
peaks split into two components (A = 485 i 490 nm) for Cag 7Srg 1Tbg 2(PO4)4(VO4)2(OH);,
or four components (A = 485, 488, 491, 496 nm) for Cag ¢Srp,Tbg2(PO4)1(VO4)2(OH),
(°Dy—7Fg transition) and three components (A = 615, 619, 623 nm) for peaks originating
from the °Dy—"Fj transition. Additionally, for the material co-doped with 2 mol% Tb3* and
2 mol% Sr?*, the peak originating from the °D;—"Fs transition splits into three components
(A =543, 546, 549 nm), whereas for the other compounds, there are only two components
(A = 5431546 nm). Nonetheless, the characteristic of the peak originating from the Dy —7F,
transition is consistent within all the series. In general, for the series annealed at 700 °C,
the number of Stark components for 5D4—7Fg and °D,—7Fj3 transitions is smaller than
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for the other series (except for the mentioned HVp co-doped with 2 mol% Tb3* and
2 mol% Sr?*). In all probability, the annealing temperature could be responsible for this
phenomenon. Because the materials annealed at 700 °C do not contain a single phase,
their crystallographic properties and the impact of their crystal field on terbium ions may
fluctuate, which directly influences the formation of Stark components.

(a) (b)
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Figure 6. Emission spectra of series (a) thermally untreated (as prepared), (b) annealed at 500 °C,
(c) annealed at 600 °C and (d) annealed at 700 °C at an excitation wavelength of 266 nm. There are four
peaks characteristic of Tb3* ions originating from 4f-4f intraconfigurational 5D4—>7F] (J=3,4,5,6) transi-
tions. The number of Stark components varies in the spectra depending on the annealing temperature.

Figure 7 shows the decrease in fluorescence intensity (proportional to the quantity
of excited molecules) as a function of time measured in milliseconds. In the case of the
obtained materials, fluorescence decay is not monoexponential. This may suggest that Tb3*
ions occupy more than one position in the crystal lattice of HVps [78]. Furthermore, for all
materials, the average decay time was determined to range from 1.41 to 2.77 ms (Table 3).
No dependence of the annealing temperature on the fluorescence decay time was observed.
Moreover, the increase in the value of vanadate groups incorporated into the HVps did not
cause the quenching of the fluorescence intensity of Tb** ions.

Table 3. The average fluorescence decay time for obtained materials measured in milliseconds.

Decay Time (ms)

Material As Prepared 500 °C 600 °C 700 °C
Cag 555101 Tho 05(PO4)5(VO4)1 (OH), 242 247 1.61 1.69
Cag 75510 2 Tbg 05(PO4)5(VO4)1(OH), 2.40 2.50 1.73 1.64
Cag 85101 Tho 1 (PO4)5(VOy); (OH), 2.71 2.59 1.82 1.49
Cag 75102 Thg 1(PO4)5(VO4); (OH), 2.17 1.79 1.70 1.66
Cag 7510 1Tbg2(PO4)4(VO4)2(OH), 2.69 2.66 1.97 1.41

Cag Srg > Tbg2(PO4)4(VOy4),(OH), 2.77 2.63 2.10 1.93
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Figure 7. Fluorescence decay time of series (a) thermally untreated (as prepared), (b) annealed at
500 °C, (c) annealed at 600 °C and (d) annealed at 700 °C at an excitation wavelength of 266 nm
and an observation wavelength of 545 nm (®Dy4—"F5 transition). For all obtained materials, the
fluorescence decay is not monoexponential.

3.3. Evaluation of Biological Properties
Biocompatibility of Obtained Compounds

The results clearly indicate that the obtained compounds exhibit biocompatible prop-
erties toward the NHDF and L1929 cell lines (Figure 8). The cell viability of the L929 cell line
after 24 h of incubation with various concentrations of the tested materials is maintained
above 100% compared with the control group. The L929 cell line preferred less concentrated
colloidal solutions (10 and 50 ug/mL) than more concentrated solutions. Nevertheless,
when cells were treated with the most highly concentrated solution, cell viability was still
maintained around 120%, especially for compounds containing dopant concentration of
0.5 mol% Tb?* and 1 mol% Sr2*, 1 mol% Tb3* and 1 mol% Sr?*, 2 mol% Tb** and 1 mol%
Sr2, and 2 mol% Tb3* and 2 mol% Sr?*. However, one exception was observed when
1929 cells were treated with HVp co-doped with 0.5 mol% Tb3* and 2 mol% Sr?*. The
more concentrated the colloidal solution, the fewer viable cells were observed; however,
compared with the control group, cell viability was maintained at 100% or more. A slightly
different situation was observed for the NDHF cell line. The repetitive tendency of a low
cell proliferation rate was observed when cells were treated with the lowest concentration
(10 ug/mL), especially for the sample co-doped with 0.5 mol% Tb3* and 1 mol% Sr** and
the sample co-doped with 2 mol% Tb®* and 2 mol% Sr?*. However, the more concentrated
the colloidal solution, the more viable cells were observed. This trend was observed among
all tested colloidal solutions of phosphate-vanadate hydroxyapatite co-doped with Tb**
and Sr?* ions. Furthermore, excellent results were achieved when the NHDF cell line
was treated with the highest tested concentration of 100 ug/mL. The results for this cell
line indicate that the obtained compounds are highly compatible and able to enhance the
proliferation process. In conclusion, all tested compounds showed biocompatible prop-
erties toward normal cell lines NDHF and L292. The results indicate that the obtained
compounds can be further investigated as bioimaging probes, even for in vivo tests.
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Figure 8. MTT cytotoxicity assay of phosphate-vanadate hydroxyapatite co-doped with Tb** and
Sr?* ions. The final concentrations of the tested compounds were established at 10 ug/mL, 50 pg/mL
and 100 pg/mL. Cell lines used in the experiment were (a) L929 and (b) NHDF cells.

4. Conclusions

New compounds with the structure of phosphate-vanadate hydroxyapatite co-doped
with Sr?* and Tb3* ions were obtained by a hydrothermal method. The dopant concentra-
tion was set at 1 or 2 mol% for Sr?* ions and 0.5, 1 or 2 mol% for Tb>* ions and confirmed by
the ICP-OES technique. Furthermore, XRD analysis confirmed the hexagonal structure of
hydroxyapatite (P63/m group). As a result of increasing annealing temperature, an increase
in the degree of crystallinity of the studied materials was observed (comparing the series
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not subjected to heat treatment with those annealed at 500, 600 and 700 °C). Moreover,
annealing at 700 °C caused the formation of additional chemical compounds. In this case, a
temperature of 600 °C is optimal for heat treatment. The presence of PO4~, VO,3~ and
OH™ groups was determined by ATR-FT-IR analysis. The characteristics of the bands
originating from the v(VO4>~) modes were influenced by an increase in the number of
built-in vanadate groups. The obtained materials showed spectroscopic properties char-
acteristic of Tb®* ions. In the case of emission excitation spectra, a peak related to the
charge-transfer transition of the vanadate group (O~ —V>*) and/or the 4f8—4f7°d" inter-
configurational transition of Tb%* ions was present. In addition, low-intensity peaks from
ff Tb3 intraconfigurational transitions were observed. The emission spectra showed four
peaks originating from 5 D4—>7F] transitions, where ] = 3,4,5,6. The decay of fluorescence in
the case of the studied materials was not monoexponential, and the lifetimes were in the
range of 1.41-2.77 ms. All obtained materials (series annealed at 600 °C) showed a positive
effect on L929 and NDHEF cells and enhanced the process of proliferation. Moreover, the
tested materials were biocompatible with the selected L929 and NDHEF cell lines. The best
biological properties for both cell lines were obtained for the materials doped with 2 mol%
Tb3* ions with two built-in vanadate groups.

In conclusion, the obtained phosphate—vanadate hydroxyapatite material co-doped
with Sr?* and Tb** ions are expected to be evaluated in future investigations as bioimaging
probes, even for in vivo tests. Overall, the presented materials show promising physico-
chemical properties for potential bioimaging applications.
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3.3.Praca “Structural, spectroscopic, and biological characterization of novel rubidium(l) and
europium(111) co-doped nano-hydroxyapatite materials and their potential use in

regenerative medicine”

Problemem badawczym podjetym w pracy pt. ,Structural, spectroscopic, and biological
characterization of novel rubidium(l) and europium(l11) co-doped nano-hydroxyapatite materials and
their potential use in regenerative medicine” bylo otrzymanie oraz charakterystyka nanomateriatow na

o strukturze hydroksyapatytu, domieszkowanych jonami Eu®* oraz wspétdomieszkowanych jonami Rb*.

Jak juz wspomniano hydroksyapatyty nalezace do grupy apatytow, to materialy nieorganiczne
wystepujace powszechnie w przyrodzie, ktore odgrywaja istotng role w funkcjonowaniu oraz
prawidlowym metabolizmie ko$ci. Ich prosta struktura pozwala na otrzymanie syntetycznych
materiatow, ktore poprzez subtelne modyfikacje strukturalne moga stanowi¢ lepsza alternatywe w
dziedzinie bioobrazowania, medycyny regeneracyjnej czy inzynierii tkankowej. Syntetyczne zwiazki o
strukturze apatytu stanowig tez optymalng matryce dla jonéw optycznie czynnych, takich jak na
przyktad jony Eu®', ze wzgledu na mozliwosci stabilizowania i optymalizacji ich luminescencji. Ze
wzgledu na to, ze nanometryczne fosforany wapnia oraz apatyty sa z latwoscia transportowane do
wnetrza komorki, to optycznie czynna domieszka otwiera nowe mozliwo$ci w dziedzinie obrazowania
in vitro. Rubid bedac pierwiastkiem biologicznie czynnym stanowi dobra alternatywe dla dobrze juz
poznanego i wyeksploatowanego litu. Podobnie jak lit, jony rubidu wykazujg dziatanie antydepresyjne
oraz neuroprotekcyjne. Ponadto, jego przewaga nad jonami litu jest to, ze jony rubidu wykazujg
dziatanie osteoindukcyjne i chodroindukcyjne. Dlatego tez taka domieszka poprawi biozgodnosé

apatytu i oraz rozszerzy spektrum dzialania biologicznego.

Gléwnym problemem badawczym podjetym podczas realizacji niniejszej pracy byta synteza i
charakterystyka dwoch serii kompozytow na 0 strukturze hydroksyapatytu wspotdomieszkowanych
jonami Eu®* oraz Rb*. Podczas analizy otrzymanych materialtdbw okreslono wplyw jonéw Rb* na
strukture krystaliczng matrycy hydroksyapatytowej oraz ustalono jak jony Rb* wplywaja na wiasciwos$ci

luminescencyjne jonéw Eu®* wbudowanych w matryce apatytows.

Podczas realizacji pracy otrzymano dwie serie materiatdéw o strukturze hydroksyapatytu. Pierwsza
seria zostata domieszkowana jonami Eu®* w stezeniu 1 mol%, natomiast druga 2 mol% w przeliczeniu
na procentowg zawarto$¢ molowg jonow Ca?* w hydroksyapatycie wapnia. Obie serie zwigzkow zostaty
wspotdomieszkowane jonami rubidu w ilosci 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 mol% rowniez w przeliczeniu na jony
Ca?*. Charakterystyka wlasciwosci fizykochemicznych otrzymanych materiatdw przeprowadzona byta

z uzyciem proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej (XRPD), skaningowej mikroskopii elektronowej z
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mapowaniem pierwiastkow (SEM-mapping), transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM),
spektroskopii w podczerwieni (metoda ostabionego catkowitego odbicia ATR-FTIR), technice
atomowej spektroskopii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ICP-OES) oraz
spektroskopii  fotoluminescencyjnej. Do analizy whasciwosci biologicznych postuzyt test
cytotoksycznosci MTT z uzyciem linii 7F2 mysich osteoblastow, mikroskopia fluorescencyjna, test

hemolityczny oraz mikroskopia konfokalna do oceny morfologii erytrocytow.

Wszystkie krystaliczne materiaty otrzymane metoda hydrotermalng i poddane obrobce termicznej
w temperaturze 500°C prze 3 godziny wyksztalcity heksagonalng strukture hydroksyapatytu, ktoéra
odpowiada strukturze wzorca krystalicznego hydroksyapatytu z bazy danych ICSD (ICSD-262004).
Otrzymane dyfraktogramy proszkowe wyraznie prezentujg obecno$¢ charakterystycznych refleksow
pochodzacych od grup fosforanowych krystalicznego hydroksyapatytu w badanych préobkach,
szczegblniew przedziale od 32 do 34°. Materiaty wspétdomieszkowane jonami Rb* powyzej 3 mol%
charakteryzowaly si¢ obecnoscig obcej fazy, ktora zgodnie z bazg danych ICSD (ICSD-20312) nalezy
do diwodorofosforanu rubidu RbH;PO4. Pojawienie si¢ drugiej fazy zauwazono w obu seriach
otrzymanych zwigzkow. Jak wyjasniono w pracy moze to wynika¢ z roznicy w promieniu jonowym
Rb*, ktéry wynosi odpowiednio Rb* 0,148 nm, a promien jonowy Ca?* wynosi 0,099 nm. Taka réznica
moze powodowa¢ trudnosci w otrzymaniu czysto fazowych zwigzkow o strukturze hydroksyapatytu z
wicksza domieszka Rb*. Wyniki widm ATR-FTIR potwierdzity obecnos¢ charakterystycznych drgan
pochodzacych od grup fosforanowych hydroksyapatytu: v2(POs%¥), va(POs>), vs(PO4*), w1(POs*) oraz
specyficznych drgan od grup hydroksylowych w(OH) i (OH). Pomiary TEM dwoch
reprezentatywnych materialow potwierdzity nanometryczne rozmiary probek, natomiast obrazy SAED
dodatkowo uzupehilty wyniki uzyskane z pomiaréw dyfraktometrycznych i zgodnie $wiadcza o ich
wysokiej krystalicznosci. Obrazy uzyskane z mapowania SEM oraz wyniki z pomiarow ICP-OES
dostarczyly danych, ktore S$wiadczg o obecnos$ci wszystkich pierwiastkow, ktore w zatozeniu

teoretycznym powinny znajdowac si¢ w zaprojektowanych materiatach.

Badania wlasciwosci luminescencyjnych przedstawiaja widma emisji, wzbudzenia oraz czasu
zaniku luminescencji jonéw Eu®* wbudowanych w materiaty o strukturze hydroksyapatytu
wspotdomieszkowanych jonami Rb*. Pomiary widm emisji przedstawiaja charakterystyczne przejs¢ dla
jonu europu na +3 stopniu utlenienia. Po wzbudzeniu $wiattem o dtugos$ci fali 393,5 hm zaobserwowano
przejscia z poziomu wzbudzonego °Do kolejno do pozioméw podstawowych "Fo, "F1, 'F», "F3 oraz "Fa.
Widma emisji wyraznie wskazuja na wptyw jondw rubidu na wlasciwosci luminescencyjne jonow Eu®*,
widoczna jest zmiana ksztattu przejscia 0—0 co moze $wiadczy¢ o tym, ze wraz ze wzrastajgcym
stezeniem jondéw Rb* zmienia si¢ pozycja krystalograficzna jonéw Eu® w matrycy o strukturze
hydroksyapatytu. Wyniki przedstawiaja wzrastajaca intensywno$¢ poszczegélnych pasm wraz ze

wzrastajacg iloScig jondow Rb* w materialach. Wzrastajgca intensywno$¢ pasm emisji jonow Eu®*
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koreluje z wynikami uzyskanymi z pomiaréw wzbudzenia dla jonu Eu®*. Wazrost ilo$ci jonéw Rb™ w
matrycy powoduje wzrost intensywnosci pasm poszczegoélnych przejéé z poziomu podstawowego 'Fo
do pozioméw wzbudzonych *H-3), °Da, °Ls, °G3), °L7, °Le, °D2, °D1 jonu Eu®, jak réwniez wzrost
intensywnosci pasma dla przejscia z przeniesieniem fadunku (ang. Charge Transfer) O*— Eu®** Wyniki
pomiardéw emisji i wzbudzenia majg wyraznie przelozenie na wyniki zaniku czasu luminescencji Eu®*,
ktore przedstawiajg wyrazng tendencje do wydtuzania si¢ czasu zycia jonow Eu®* w materiatach

zawierajacych wigkszg domieszke jonow Rb*.

Analiza wlasciwosci biologicznych przyniosta zaskakujace rezultaty. Wyniki testu MTT
potwierdzity wysoka biozgodno$¢ obu serii otrzymanych zwigzkéw wobec linii osteoblastow.
Zaobserwowana byla zwigkszona aktywnos¢ biologiczna komoérek zwlaszcza w najwyzszych
testowanych stezeniach. Wyniki testu MTT koreluja z wynikami widocznymi na zdjeciach wykonanych
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego, przedstawiajacych prawidlowa morfologi¢ oraz duza
iloscig komoérek zywych w stosunku do pojedynczo wystepujacych komoérek martwych. Wysoka
biozgodnos¢ materiatléw zostata potwierdzona w te$cie hemolitycznym oraz na zdjeciach z mikroskopu
konfokalnego, przedstawiajacych prawidtowg morfologie krwinek czerwonych po 24 godzinnej

inkubacji z testowanymi zawigzkami.

Podsumowujac, podczas realizacji pracy otrzymano obiecujgce materiatami do potencjalnych
zastosowan biomedycznych takich jak bioobrazowanie, medycyna regeneracyjna czy inzynieria

tkankowa.
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Abstract: This research investigates hydrothermally synthesized hydroxyapatite nanoparticles doped
with rubidium(I) and europium(IIl) ions. Investigation focused on establishing the influence of
co-doped Eu®* and Rb™ ions on hydroxyapatite lattice. Therefore, structural, and morphological
properties were characterized via using X-ray powder diffraction (XRPD), infrared spectroscopy
(FT-IR), and scanning electron microscopy (SEM), as well as transmission electron microscopy (TEM)
techniques. Furthermore, this investigation evaluates the impact of various Rb* ion doping con-
centrations on the distinct red emission of co-doped Eu®* ions. Hence, luminescence properties
of the obtained materials were evaluated by measuring emission excitation, emission spectra, and
luminescence decays. As established by numerous studies, synthetic hydroxyapatite has excellent
application in biomedical field, as it is fully biocompatible. Its biocompatible makes it highly useful
in the biomedical field as a bone fracture filler or hydroxyapatite coated dental implant. By the
incorporation of Eu®* ions and Rb* ions we established the impact these co-doped ions have on
the biocompatibility of hydroxyapatite powders. Therefore, biocompatibility toward a ram’s red
blood cells was evaluated to exclude potential cytotoxic features of the synthesized compounds.
Additionally, experimental in vitro bioactive properties of hydroxyapatite nanoparticles doped with
Rb* and Eu®* ions were established using a mouse osteoblast model. These properties are discussed
in detail as they contribute to a novel method in regenerative medicine.

Keywords: nanosized hydroxyapatite; Eu* ion-doping; Rb* ion-doping; regenerative medicine;
tissue engineering; photoluminescence; in vitro cell-culture study

1. Introduction

Developments in chemistry and nanotechnology have allowed for the production of
synthetic hydroxyapatites. These materials exhibit the necessary mechanical properties,
biocompatibility, and bioactivity to form a strong bond with living bone tissue. Due to their
osteoinductive properties, hydroxyapatite ceramics are widely used as scaffolding, as filling
material in polymeric biocomposite implants, and as coatings for metallic implants [1-3].
Through photo-stabilization of rare earth ions” luminescence, these materials can also be
used as biomedical sensors [4]. The use of specific, biologically active dopants can im-
prove the biocompatibility of hydroxyapatite-based compounds and enhance regenerative
properties towards bone, cartilage, and even nervous tissue [5].

Rare-earth lanthanide ions (e.g., europium(IIl) ions) are known to have remarkable
luminescence properties and are widely used in spectroscopic applications. Due to having
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similar ionic radii and chemical properties, lanthanides as well as rare-earth and alka-
line elements can be easily substituted for calcium (Ca?*) in hydroxyapatite crystalline
structure [6,7]. Europium(IIl) ions substituting for calcium(Il) ions in the hydroxyapatite
lattice introduces the possibility of obtaining new materials with better photoluminescence
properties [8,9]. Furthermore, hydroxyapatites doped with europium(Ill) ions have ex-
cellent biocompatibility and biodegradability. They, therefore, can be used in biomedical
applications as fluorescent labelling materials [10,11].

Research shows rubidium(l) ions are advantageous in biological applications. Neu-
roprotective properties of rubidium ions (RbCl) have been reported against pentylenete-
trazole (PTZ) induced seizures. This is suggested to be mediated via NMDA (N-methyl-
D-aspartate) receptors and NO (nitric oxide) pathway in hippocampus [12]. Another
independent study confirmed Rb* ions (RbCl) exhibit anti-depressant activity by modulat-
ing NO pathway in mice [13]. Studies also indicate that biologically safe Rb* ions (RbCl)
impaired osteoclastogenesis ovariectomized (OVX) and titanium (Ti) particle-induced cal-
varia osteolysis mouse model and instead stimulated osteogenesis in vitro [14]. Therefore,
a biologically active dopant such Rb* ions can improve biocompatibility of hydroxyapatite-
based compounds and enhance osteoinductive properties towards bone cells.

The aim of this research was to obtain hydroxyapatite (HAp) based compounds
co-doped with Eu?* and Rb* ions and investigate their nanostructure as well as their
improved luminescence and biological properties. For the first time, hydroxyapatite-
based composites co-doped with Eu** and Rb* ions were obtained in two series of
powder compounds with the chemical formula Cajg _ (9.1 + x)Eug.1Rbx(PO4)(OH), and
Cayg — (0.2 + xEug2Rbx(PO4)6(OH), (where x = 0.5; 1; 2; 3; 5; 7 mol%). This study con-
firmed that the obtained compounds exhibit enhanced photo-luminescence properties and
increased biocompatibility toward the mouse osteoblasts cell line.

2. Materials and Methods
2.1. Synthesis Method

Two series of novel hydroxyapatite based nanopowder materials doped with Eu3* and
Rb* ions with the chemical formula Cajg _ (9.1 + x)Eug.1Rbx(PO4)s(OH), and Cajg — (9.2 + x)
Eug2Rbx(PO4)s(OH), (Where x = 0.5; 1; 2; 3; 5; 7 mol%) were synthesized via hydrothermal
method. The substrates used in synthesis were respectively Ca(NO3),-4H,0O (99.0-103.0%
Alfa Aesar, Karlsruhe, Germany), EuyO3 (99.99% Alfa Aesar, Karlsruhe, Germany), (NHy ), HPO4
(>99.0% Acros Organics Chemicals-Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and RbCl
(>99.0% Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Stoichiometric amounts of Ca(NO3),-4H,0O,
(NH4),HPOy, and RbCl were dissolved, separately, in deionized water. Next, the stoichio-
metric amount of EuyO3 was digested in HNOj3 (>65.0%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) to obtain water soluble europium nitrate (Eu(NO3)3). This was then recrystallized
three times (100 °C in deionized water) to eliminate the remaining of HNOs. The obtained
Eu(NOs); was then dissolved in deionized water and mixed with aqueous Ca(NO3),-4H,O
and RbCl solutions. The substrates were introduced to the aqueous (NH4),HPOy solution.
For example, the synthesis reaction for 1 g of Cag gEug 1Rbg 1(PO4)s(OH),, where Ca:P ratio
equals 1.66 involves dissolving 2.2681 g of Ca(NOj3),-4H,0 in 25 mL of deionized water,
0.0119 g of RbCl in 5 mL of deionized water and 0.7765 g of (NH4),HPOy in 10 mL of
deionized water. Preparation of Eu(NOg3)3 begins with dissolving 0.0172 g of EuyO3 in 5 mL
of deionized water and 200puL of HNO;3 (>65.0%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) to
obtain water soluble Eu(NO3);. After recrystallization, Eu(NO3)3 was dissolved in 5 mL of
deionized water. When all reagents were prepared water solutions of Ca(NO3),-4H,O, RbCl
and Eu(NO3); were mixed in the Teflon vessel and then water solution of (NHy), HPO4
was added. The pH was then adjusted to pH = 9.0 using ammonia (NH3-H,O 25% Avantor,
Gliwice, Poland). The reaction was carried out in a microwave reactor (ERTEC MV 02-02,
Wroclaw, Poland) for 90 min at a temperature of 245-250 °C under autogenous pressure
(45-50 bar). After the synthesis, materials were dried for 1 day at 90 °C. Finally, powders
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were heat treated at 500 °C for 3 h, the temperature was set to increase at the rate of 3 °C
per minute.

2.2. Structural Characterization

X-ray diffraction (XRD) was used to characterize the crystal structure of the synthe-
sized hydroxyapatite powders co-doped with Eu®* and Rb* ions. XRD patterns were
performed using a PANalytical X'Pert Pro X-ray diffractometer (Malvern, United Kingdom)
with Ni-filtered Cu K« radiation (U = 40 kV, I = 30 mA) in the 26 range of 5-70°. The step
for XRD analysis was as 0.0263 and the time per step was estimated 4.36 s per step. The
XRD-recorded patterns were compared with the reference hydroxyapatite pattern from the
Inorganic Crystal Structure Database (ICSD). The chemical components of the synthesized
materials were identified by the inductively coupled plasma optical emission spectrometer
(ICP-OES) Agilent 720 instrument (Santa Clara, California, United States). The samples
were prepared for ICP by dissolving 100 mg of nanopowder material in 2 mL of HNO;
(>65.0%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) at the temperature 120 °C and by gradual
adding of deionized water to the final volume of 50 mL. The content of P(V), Eu(IIl), Rb(I)
elements were measured in the solutions diluted 20 times and the concentration of Ca(Il)
was measured in the solution diluted 500 times. For these measurements, the ICP OES
method (Agilent, model 720) was used to analyze 3 prepared samples of the solution in
parallel. These results were compared with standard curves in the concentration range of
0.05 to 5.00 mg/mL for Ca, Eu, Rb elements and 100 to 200 mg/mL for phosphorus. To
evaluate the presence of phosphate groups in the structure of obtained compounds, IR
spectra were measured in the range of 4000-400 cm ™! (mid-IR) at 295 K. Attenuated total
reflectance (ATR-FT-IR) measurements were recorded at a resolution of 4 cm~! (32 scans)
using a Nicolet iS50 infrared spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
The elemental mapping analysis of the selected sample was determined by using an FEI
Nova NanoSEM 230 scanning electron microscope (FEI, Hillsboro, Oregon, United States)
operating at an acceleration voltage in the range 3.0-15.0 kV and spot size of 4.0-4.5. The
morphology and nanostructure of obtained composites were determined using FEI Nova
NanoSEM 230 scanning electron microscope (FEI, Hillsboro, Oregon, United States) operat-
ing at an acceleration voltage in the range 3.0-15.0 kV and spot size 4.0-4.5. The samples
were evenly coated with a layer of graphite prior to these observations. Illustration of
the map was automatically generated by the microscope software. The morphology, size,
and structure of nanopowder materials were visualized by via HRTEM (High Resolution
Transmission Electron Microscopy), using a Philips CM-20 Super Twin microscope (FEI,
Hillsboro, Oregon, United States), operated at 200 kV. The selected hydroxyapatite based
powders were prepared via dispersion in methanol. Then, a drop of suspension was
deposited on a copper microscope grid covered with perforated carbon and each sample
was imaged.

2.3. Luminescence Properties

Excitation and emission spectra as well as luminescence kinetics, of novel Cayg _ (0.1 + x)
Euollex(PO4)6(OH)2 and Ca10 — 02+ X)Euo,szX(PO4)6(OH)2 (where x =0.05; 0.1; 0.2; 0.3;
0.5; 0.7) nanopowder materials were collected via FLS980 fluorescence spectrometer (Ed-
inburgh Instruments, Livingston, United Kingdom). A 450 W Xenon Lamp was used as
the excitation light source during the excitation and emission spectra records. Specific
excitation wavelengths were isolated using a 300 mm monochromator equipped with
a holographic grating (1800 grooves per mm, blaze of 250 nm) in conjunction with the
lamp. Measuring the luminescence kinetics involved utilizing a microsecond flashlamp
(uF2) excitation source with a Hamamatsu R928P photomultiplier tube detector (Shizuoka,
Japan). The excitation spectra and luminescence kinetics were excited by 393.5 nm light.
Luminescence kinetics were observed at 616.7 nm emission which corresponds to the most
intense electric dipole transition of Eu®* ions (from level °Dy — 7F; level) [15-17].
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2.4. Biological Properties
2.4.1. Preparation of Sample Suspensions

Before the preparation of the colloidal solutions, obtained powder materials were
sterilized under UV light for 30 min. Then, stocks of nanosized hydroxyapatites doped
with Eu3* and Rb* ions were prepared by forming suspensions of compounds in distilled
water in the concentration 1 mg per mL. Then, each stock was bath-sonicated for 1 h at RT.
Freshly prepared colloids were sterilized under the UV light for 30 min before being used
in biological experiments.

2.4.2. Cell Culture and Viability Assay

Mouse osteoblasts (7F2) cell line was maintained in high glucose Alpha Modified
Eagle Medium («-MEM) with L-glutamine (Biowest, Nuaillé, France) and supplemented
with 200 U/mL penicillin and 200 pg/mL streptomycin and 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS, South America origin, Biowest, Nuaillé, France). The cell line was
incubated in standard conditions in a humid atmosphere of 95% air and 5% CO, at 37 °C.
The cell line was passaged three times before the experiments were performed.

To evaluate biocompatibility of the obtained compounds MTT viability assay was
performed on mouse osteoblasts cell line (7F2, ATCC, Manassas, Virginia, United States).
7F2 cells were seeded at a density of 1 x 104 cells per well in a 96-well plate. Cells were
then treated with two series of compounds at three different concentrations: 10 ug/mL,
50 ug/mL, and 100 pg/mL. Cultures of treated and untreated cells were incubated for 24 h
in the standard conditions. After that time, the medium containing the tested compounds
was removed and cells were washed out once with sterile PBS. Then, freshly prepared MTT
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) reagent (0.5 mg/mL) was dissolved in sterile PBS
and added to the cells. The negative control group was established as untreated cells and
was equal 100% of viable cells. Cells were incubated in a humidified atmosphere of 95% air
and 5% CO, for 3 h at 37 °C. After that time, MTT solution was removed, and formazan
crystals were dissolved by adding isopropanol. Absorbance was read at 560 nm and 670 nm
(background reference). This experiment was conducted three times. The viability of used
cell lines was estimated using the following formula:

sample absorbance

control absorbance x 100

Cell viability =

To establish biocompatibility of rubidium(I) ions and its potential positive effect on
proliferation rate of mouse osteoblasts cell line (7F2), RbCl (rubidium chloride) solution
was prepared. 10 mM solution of RbCl was obtained by dissolving RbCl powder (>99.0%
Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) in sterile PBS and then filtrated via sterile syringe
filter (pore size 0.2 um). The 10 mM of RbCl was further sterilized under UV light for
30 min. This prepared solution was used in the viability assay (MTT). Cells were seeded
in the density 1 x 104 per well in 96-well plate, then RbCl was added to cells to obtain
different final concentration of the solution: 1.0; 1.25; 2.5; 3.75 and 5.0 mM. The negative
control group was established as untreated cells having 100% viability of cells. After
24 h of incubation the MTT assay as well as the calculations were performed as it was
described above.

2.4.3. Evaluation of Mouse Osteoblast Morphology

To evaluate cell morphology mouse osteoblasts (7F2) were seeded in the density
5 x 104 per well at the 24-well plate and incubated with both series of compounds in
the highest tested concentration 100 pg/mL. After 24 h incubation, cells were washed
with sterile PBS, then fresh PBS was added to each well and Invitrogen™ ReadyProbes™
Cell Viability Imaging Kit (Blue—live/Green—dead) (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) was used to visualize dead-live cell ratio. Cell morphology was
observed using an Invitrogen™ EVOS™ FL Digital Inverted Fluorescence Microscope (x 10
magnification) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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2.4.4. Hemolysis Assay

Sterile and defibrinated sheep blood (Pro Animali, Wroctaw, Poland) was washed
out 3 times in sterile PBS and ultimately suspended in sterile PBS (Biowest, pH 7.4) at a
ratio of 1:1. Cajg — (0.1 + xEu0.1Rbx(PO4)s(OH)2, and b) Cayg — (0.2 + x) Eug2Rbx(PO4)s(OH)2
powders, where x equals 0.5; 1; 2; 3; 5; 7 mol% of Rb* ions were tested towards sheep red
blood cells at concentrations of 50 ug/mL and 100 pg/mL. To establish a positive control,
sheep erythrocytes were combined with 10% SDS (sodium dodecyl sulfate) (Sigma Aldrich,
Saint Louis, MO, USA) and treated as 100% of hemolysis, negative control was obtained
by mixing sheep erythrocytes with sterile PBS. After 24 h of incubation at 37 °C, positive
and negative control as well as red blood cell samples treated with selected hydroxyapatite-
based composites were centrifuged (5000 RPM, 5 min) to obtain supernatant. The optical
density was then measured at 540 nm (Varioscan Lux, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). The hemolysis percentage was calculated using the formula below:

sample absorbance — negative control absorbance

— . x 100
positive control absorbance — negative control absorbance

Hemolysis =

Red blood cell morphology and the integrity of cell membranes were observed via an
Invitrogen™ EVOS™ FL Digital Inverted Fluorescence Microscope (x 10 magnification).
Sheep erythrocytes were prepared as described above and treated with selected compounds
(only with the highest concentration 100 pug/mL); positive and negative control was also
prepared. After 24 h of incubation at 37 °C, red blood cells were centrifuged (5000 RPM,
5 min). The supernatant was gently removed, and cell precipitate was suspended with
sterile PBS at a ratio of 1:1. A blood smear was prepared by transferring 5 uL of sample
onto a microscope slide and using a coverslip to obtain the smear.

3. Results and Discussion
3.1. Characterization of Structure and Morphology

Two series of hydroxyapatite-based compounds with chemical formula Cayg _ (0.1 + x)
EUQ,leX(PO4)6(OH)2 and Caw — (0.2+X)EU0,2RbX(PO4)6(OH)2, where x equals 0.5, 1, 2,
3, 5, 7 mol% of Rb* were obtained via hydrothermal method and their structure and
morphology were accurately analyzed (Figure 1A,B). X-ray diffractograms of obtained
nanopowders were evaluated and compared to the standard ICSD database diffractogram
pattern of hydroxyapatite crystalline material ICSD 262004. The results for investigated
compounds clearly showed strict correspondence to the hydroxyapatite database pattern
ICSD 262004. X-ray diffractograms of hydroxyapatite co-doped with Eu** and Rb* ions
were also juxtaposed with pure hydroxyapatite doped with Eu3* ions (1 and 2 mol%). This
comparison sought to establish the influence of Eu>* dopants influence the hydroxyapatite
crystal’s structure. Experimental XRD patterns of first and second series of hydroxyapatites
co doped with 1 mol% of Eu* ions and x mol% of Rb* ions and with 2 mol% of Eu®*
ions and x mol% of Rb* ions (x = 0.5, 1, 2, 3, 5, 7) correspond to the pure hydroxyapatite
structure. For all nanopowder series of materials containing 1 mol% of Eu**/x mol% of
Rb* ions and 2 mol% of Eu3*/x mol% of Rb* ions signals, especially in the range from 32°
to 34° matches with distinctive phosphate groups of crystalline hydroxyapatite structure
ICSD 262004 (Figure 1A,B). Interestingly, in the range of 29.51° a secondary phase can be
observed in both doped series of nanopowders (Figure 1A,B), which can correspond to the
signal of RbH, PO, (ICSD 20312) [18,19]. This signal occurs in both series when rubidium(I)
molar concentration is at 2 mol% or greater. Signal from the secondary phase increases
with increasing rubidium ion concentration (Figure 1A,B). One possible explanation is
that the rubidium precursor (RbCl) appears in higher concentration during the synthesis
process. Therefore, with the presence of (NH4),HPOj, a secondary RbH, PO, phase appears.
The specific conditions (temperature, pressure) of the reaction may also influence the
appearance of this secondary phase [20]. The appearance of the second phase may also
result from ionic radius mismatches in the hydroxyapatite structure: calcium(II) ions Ca®*
(CN.=9)=1.18 A and Ca2* (C.N. =7) = 1.06 A, europium(III) ions Eu3* (C.N.=9)=1.12 A
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and Eu®* (C.N. = 7) = 1.01 A and rubidium(I) ions Rb* (C.N. =9) = 1.51 A [21,22]. Since
Rb* ion has a larger ionic radius (0.148 nm) than Ca®* ion (0.099 nm), the incorporation of
Rb* ion into the hydroxyapatite crystalline structure may lead to the lattice relaxation and
eventually lead to changing unit cell parameters [23].
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Figure 1. XRD results of Cayg _ (9.1 + x)Et0.1Rbx(PO4)s(OH), (A), and Cayg _ (92 + x)Eug2Rbx(POy)
(OH); (B), where x equals 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 mol% of Rb+ ions. The obtained materials were thermally
treated at a temperature of 500 °C for 3 h. The XRD results are compared with the ICSD database
hydroxyapatite. (*) RoH,PO,4 (ICDS 20312) [18,19].

The FT-IR spectra of two series of obtained nanopowders Cayg _ (9.1 + x)Eug.1Rbx(PO4)s
(OH); and Cayg — (9.2 + x)Eup2Rbx(PO4)s(OH),, (where x equals 0.5, 1, 2, 3, 5, 7) confirmed
crystalline hydroxyapatite structure through the presence of distinctive active vibrational
bands, which correspond to phosphate groups (PO,3~) and hydroxyl groups (OH™)
(Figure 2A,B). There is a characteristic double degenerate bending mode (v;) of the P-
O-P at 561.1838 cm ! in the samples HAp 1 mol% Eu®** and x mol% Rb* ions and at
561.1838 cm ™! in the samples HAp with 2 mol% Eu®* x mol% Rb* ions. Triply degenerate
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bending mode (v4) of the P-O bonds are visible at 599.7532 cm ! for samples which contain
HAp 1 mol% Eu®* and x mol% Rb™ ions and at 599.2711 cm ! for compounds with 2 mol%
Eu®* and x mol% Rb* ions [24,25]. Moreover, the presence of non-degenerative symmetric
stretching mode (v1) of P-O bond at 1019.677 cm ™! and at 962.3051 cm~! can be observed
in HAp based compounds with 1 mol% Eu3*, x mol% of Rb* ions and at 1021.605 cm ™! and
at 963.2693 cm~! for second series of HAp based compounds with 2 mol% Eu®*, x mol%
of Rb* ions. The triply degenerate asymmetric stretching mode (v3) of the P-O bond are
detected at 1088.137 cm ™! for hydroxyapatite nanomaterials with 1 %mol Eu*, x mol% of
Rb* ions, but also at 1089.102 cm ™! for the second series of hydroxyapatite nanopowder
materials co-doped with 2%mol Eu* x mol% of Rb* ions [26,27]. Additionally, a narrow
vibrational band can be seen at 3572.485 cm ! for HAp co-doped with 1 %mol Eu*, x mol%
of Rb* ions. A narrow band is also seen at 3572.968 cm ! for HAp co-doped with 2% mol
Eu®*, x mol% of Rb* ions and it is seen due to stretching frequencies of hydroxyl groups
OH™ of the surface-absorbed water [28].

1 mol% Eu®* 0.5 mol% Rb* 1mol %Eu™ 1 mol% Rb* —— 1 mol% Eu™ 2 mol% Rb*
1 mol% Eu®* 3 mol% Rb"™——1 mol% Eu’* 5 mol% Rb*——1 mol% Eu™ 7 mol% Rb"
(A)
T PO o
=) e o 5
= g < gE
> ;" _’4 >
i Do 5
3 ,./\..L ;
9 % A
g AN
5 N A
0 o
o B
< [N
| P | !
Ly L r
3750 1100

Wavenumber [cm']

2 mol% Eu™ 0.5 mol% Rb*

(8)

2mol% Eu** 1 mol% Rb" 2 mol% Eu®' 2 mol% Rb"
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I
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7/

V(PO

v,(PO")
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- T
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Figure 2. FT-IR spectra of Cajg _ (0.1 + x)Eu.1Rbx(PO4)s(OH)> (A) and Cayg _ (.2 + x)Eug 2Rbx(POy)s
(OH); (B), where x equals 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 mol% of Rb* ions.

The XRD results show evidence of a second phase (Figure 1A,B), especially among the
samples with a concentration of co-doped rubidium(l) ions more than 2 mol%. By using
Rietveld refinement and X-ray diffractometry results it is possible to evaluate the structural
details of the samples, e.g., phase quantities, size and shape of crystallites, unit cell dimen-
sions, atomic coordinates/bond lengths, and vacancies in the structure of the measured sam-
ple [29,30]. Through the use of FI-IR, it is possible to analyze many frequency components
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in the desire sample like for instance vibrational bands from phosphate groups (PO4>~) and
hydroxyl groups (OH™) in hydroxyapatite structure [31]. Therefore, further investigation
evaluated the molar concentrations of rubidium(I), europium(IIl), calcium(II) and phospho-
rous(V) via ICP-OES technique. This technique allows us to identify and quantify elements
within matrix of the tested sample (Table 1) [32]. The ICP-OES measurements showed that
actual content of desired elements is highly consistent with theoretical assumptions. The
concentration of Eu®* ions in the investigated samples is identical to the theoretical formu-
las. Additionally, it is clear (Table 1), that calcium(II) ions in the hydroxyapatite structure
are nicely substituted by rubidium(I) and europium(IlI) ions among all measured samples.
However, the concentration of rubidium(I) ions is slightly greater than theoretical values,
as is the concentration of phosphorus. These results can along with X-ray diffractograms
indicate the appearance of the second phase of RbH,PO, (Figure 1A,B) [18,19]. Further
confirmation of the presence of the desired elements in the materials was provided by SEM
image and SEM-EDS mapping of the representative sample: Cag 1Eug2Rbg 7(PO4)s(OH),
(Figure 3). EDS maps confirm the presence of all theoretical elements like calcium(II),
phosphorous(V), europium(Ill), rubidium(I) and oxygen(ll). Moreover, all these elements
are evenly distributed over the whole surface of hydroxyapatite based crystalline sam-
ple. Transmission Electron Microscopy technique was used to evaluate the nanostructure
of the materials. In the Figure 4, TEM images clearly confirmed nanosized structure of
two selected samples: Cag gEug 1Rbg 1(PO4)s(OH),, CagyEug 1Rbg 2(PO4)6(OH),. In agree-
ment with the Selected Area Electron Diffraction (SAED) technique, both sample materials
showed excellently developed spotty rings, which highly correspond with crystalline
structure of hydroxyapatite powder [33,34].

Table 1. The elemental contents in the selected nanomaterial samples of Cajg _ (02 + x)Eug2Rbx(POy)s
(OH),, where x =1, 3, 5, 7) based on ICP-OES measurements.

ICP OES Technique Results

Sample
n Ca [mol] n Eu [mol] n Rb [mol] n P [mol]
CagyEuO,szO,l (PO4)6(OH)2 9.66 0.20 0.14 7.01
Ca9_5EuO_2RbO_3(PO4)6(OH)2 9.43 0.20 0.37 717
Cag.gEuo.sz%(PO4)6(OH)2 9.20 0.20 0.60 7.27
Ca9,1Euo,sz0,7(PO4)6(OH)2 9.00 0.20 0.81 7.44

Calciam(IT) Europium(ITI) Oxygen(IT)

Phosphorous(V) Rubidiam(I)

S

Figure 3. SEM image and SEM-EDS mapping of Cag1Eug,Rbg7(PO4)s(OH), compound. Images
show the elemental composition of the sample which contains calcium, phosphorous, europium,
rubidium, and oxygen. Scale bar equals 10 pum.
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Figure 4. TEM images and SAED images of (A) Cag gEug 1Rbg1(PO4)s(OH), (B) Cag7Eug1Rbg»
(PO4)6(OH),.

3.2. Investigation of Luminescence Properties

The results obtained by X-ray diffractometry (Figure 1A,B), clearly showed the crys-
talline hydroxyapatite structure appearance among the obtained nanopowders. However,
there is an observed second phase for the hydroxyapatite-based compounds doped with 1
and 2 mol% of Eu®* ions and co-doped with 3 mol% and more of Rb* ions. As mentioned
earlier, the presence of the second phase may indicate the appearance of RoH;PO; in the
mentioned samples. The XRD results seem to be confirmed also by Inductive Coupled
Plasma Mass Spectroscopy (Table 1). Therefore, emission and excitation spectra for all ob-
tained samples were recorded to establish whether the presence of the assumed RbH,PO,
has an influence on the luminescence properties of rubidium(I) and europium(IIl) co-doped
nano-hydroxyapatite powder materials.

The presence of europium(IIl) ions incorporated into the structure of hydroxyapatites
was confirmed with luminescence studies. Samples were excited with 393.5 nm light to
obtain emission spectra characteristic for Eu** ions. High quality emission spectra in the
range of red-orange light were obtained for both 1% and 2% Eu®" ions doped hydroxya-
patites and co-doped with various concentration of Rb* ions (Figure 5A,B). For the first
series of compounds (Cayg — (9.1 + x)Eug.1Rbx(PO4)s(OH)y), five peaks are present as shown
in Figure 5A. These peaks are present at 573.7 nm; 586.7 nm (Rby < 3)/588.8 nm (Rby > 5);
616.7 nm; 650.3 nm; 697.5 nm (Rby > 5)/700.2 nm (Rby < 3). The second series of obtained ma-
terials (Cajg — (0.2 + x)Eup.2Rbx(PO4)s(OH);) show five emission peaks in Figure 5B. These
are at wavelengths of 573.6 nm; 586.7 nm (Rby > 3)/ 589.6 nm (Rby < 2); 616.7 nm; 650.9 nm
(Rby > 3)/654.2 nm (Rby < 2); 697.6 nm (Rby > 3)/700.5 nm (Rby < 7). These peaks charac-
terize the transition from the excited level of °Dy to the levels of “Fy_4 of Eu®* ions [15].
The transitions are assigned respectively as: °Dg — “Fy, °Dy — “Fy, °Dg — “F,, °Dgy — “Fa,
5Dy — 7Fy4, with increasing wavelength value [15,35,36]. Figure 5A,B, show the most in-
tense peak corresponding to the °Dy — ’F, transition. The peaks corresponding to this
transition are observed at wavelengths in the range of 605-630 nm, with a maximum inten-
sity at 616.7 nm [9,10,15,37]. Furthermore, the strictly forbidden transition of Eu’* ion form
the level °Dy to “Fy is well observed. The appearance of forbidden transition, according
to the Judd-Ofelt theory, is a perfect example of the violation of selection rules. The most
possible explanation of such Judd-Ofelt theory breakdown is that this transition is caused
by crystal field perturbation, known also as J-mixing. Forbidden transition from level >Dy
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to “Fy can be also due to mixing of low-lying the charge-transfer states [38,39]. Intrigu-
ingly, some correlation exists between these two mechanisms, since J-mixing is increased
by strong crystal-field effects, indicating these two effects can be interdependent [15,39].
The observation of the transition 0-0 indicates that Eu* ions occupy sites with the local
symmetry of Cy, Cpy, Cs, where “n” equals 1, 2, 3, 4, 6. This agrees with the theory that
transition occurs only in the point symmetries that contain the linear terms in the crystal
field Hamiltonian [38,39]. Nonetheless, three distinct splits of the transition °Dj to ”F, are
observed among all obtained nanopowders, as shown in Figure 5A,B. Results indicate that
Eu3* ions can occupy three different crystallographic sties in the hydroxyapatite-based host
lattice [40]. It is worth mentioning that the occupancy of the crystallographic sites changes
when concentration of Rb* ions increase. This is especially notable when rubidium ions
concentration is equal to or greater than 2 mol%. Changes in the transition 0-0 observed for
obtained nanopowder materials (Figure 5A,B) may indicate, that by substituting Ca?* by
Eu®* and by Rb* creates a charge imbalance, leading to lattice distortion [38]. The charge
imbalance and difference between ionic radii of Ca?*, Eu?* and Rb* ions, as mentioned
in paragraph 3.1., can lead to various defects creation in the hydroxyapatite host lattice.
Cationic dopants such Eu®* ions or Rb* ions may typically substitute into two distinct
Ca?" sites in the hydroxyapatite structure: Ca; and Ca; with the site symmetry C; and
Cs, respectively. Analyzing 0-0 transition can help determine which site Ca; or Cajy is
preferable by Eu®* ions [41]. Among both groups of obtained compounds, Eu®* ions clearly
showed more affinity to occupy the Caj site in samples which contain less than 5 mol% of
Rb* ions (Figure 5A,B). The results indicate that doped Rb* ions clearly affect structure
of the hydroxyapatite lattice and, therefore,Eu3* occupancy sites in the host lattice. This
leads to changes of the °Dy — “Fj transition. The appearance of the Dy to “F; directly
refers to crystal-filed splitting of the “F; level [15,17]. Observation of magnetic dipole
transition °Dy — “F; showed the occurrence of more than three distinct lines indicative of
the presence of more than one equivalent site for the europium(IIl) ions. All representative
samples of Eu®* and Rb* ions co-doped hydroxyapatite nanopowder materials exhibit such
features (Figure 5A,B). Nonetheless, according to the literature magnetic dipole transition is
nearly independent of alteration in the local environment of Eu®* ions in the crystal lattice.
This work shows some changes of the transition are observed for the samples which contain
5 mol% and more of Rb* ions. Hence, such reshaping of the Dy — “F; transition may
indicate lattice disruption of theses representatives [36]. Hypertensive transition, known as
the 5Dy — ”F, transition, presents similar tendency with respect to the shape alterations,
which can be observed in the Figure 5A,B. Contrary to magnetic dipole transition, hyper-
tensive transition is strongly affected even by slight changes in the local environment of
Eu?* ions in the host lattice [15,36,42]. Therefore, analysis of the reshaped transition leads
to the conclusion that Rb* ions strongly affect the host lattice of obtained nanopowders.
This is especially notable among the samples which are co-doped with 3 mol% and more of
Rb™ ions.

The excitation spectra were measured in the wavelength range of 250-550 nm, for
which the emission was monitored at 616.7 nm. The first series of compounds Cayg _ (9.1 + x)
Eug 1Rbx(PO4)s(OH),, where x = 0.5; 1; 2; 3; 5; 7 mol% showed peaks from transitions
distinct to Eu’* ions. These are transitions “Fy — 5H(3_7), "Fg — °Dy and “Fy — °Lg as
well as transitions “Fy — Gy 3) and 7Fy — Ly. Moreover, for this group of nanopowders,
"Fg — °Lg, "Fy — 5D2, and “Fy — °Dj transitions were also recorded (Figure 6A). Interest-
ingly, among the first series of compounds, samples co-doped with 1 mol% of Eu3* ions and
3,5, and 7 mol% of Rb* ions exhibited additional transitions from the level “Fy — 5F(4_1)
and “Fy — 3Py. These transitions were recorded only for these three compounds of first
series (Figure 6A). More notably, pure hydroxyapatite doped only with 1 mol% of Eu3*
ions lacked these transitions (Figure 6A). The intensities of respective transitions change
and exhibit dependence on the rubidium(I) concentration. The results show enhanced
intensities of individual transitions “Fy — 5H(7_3), "Fg — °Dy, "Fy — °Lg, "Fy — 5G(2,3),
"Fy — Ly, "Fy — °Lg, ’Fg — °D,, and “Fy — °D; as Rb* ion concentration increases. This
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trend is especially notable for the following transitions: "Fy — °Dy, "Fg — °Lg, "Fy — %L,
"Eg — °Dy, and “Fy — °D;. In the spectra recorded for samples co-doped with 1 mol%
of Eu* and 0.5-7 mol% of Rb* ions, an intense peak is visible at approximately 270 nm.
This distinct transition corresponds to the charge transfer (CT) of an electron between
the ionized oxygen atom and the europium ion (O~ —Eu?") [17,36,42]. Our results are
consistent with other results which provided data of charge transfer between O, ~ and Eu®*
ions in the hydroxyapatite structure. As shown in Figure 6A, there is a trend of increasing
CT from O, to Eu®* as rubidium(I) ion concentration increases. The spectra obtained for
second series of compounds showed similar peaks representative of transitions distinct to
Eu3* ions. These transitions are: ’Fy — 5H(7_3), "Fg — 5Dy, and “Fy — °Lg, "Fy — 5G(2,3),
and “Fy — 5Ly as well as transitions Fy — °Lg, "Fy — °D,, and “Fy — 5Dy (Figure 6B).
As opposed to the first series of compounds, the second series showed transition from
the level “Fy — 5F(4_1) and “Fy — 3P in all samples. This may indicate that increased
concentration of Eu®* enhances these transitions. The spectra also showed an increased
intensity of CT from oxygen to europium for the samples which contain 2, 3, 5, 7 mol% of
Rb* ions. Previous studies of similar material agree with our results [40,42]. Moreover, the
charge transfer from oxygen to europium seems to be slightly shifted toward the highest
wavelength number. However, this could be caused by the incorporation of the rubidium
ions into the hydroxyapatite crystal lattice. The peak positions for the excitation and emis-
sion spectra are consistent with those expected for Eu>* ions incorporated into calcium(II)
ions sites in the hydroxyapatite lattice [40,43—46].
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Figure 5. Emission spectra of (A) Cajg _ (0.1 + x)BEug.1Rbx(PO4)s(OH)2 and (B) Caqg_ (02 + x)Euo2
Rby(PO4)s(OH),, where x equals 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 mol% of Rb* ions.



Nanomaterials 2022, 12, 4475 12 of 20

1%Eu

—— 1%Eu 0,5%Rb
1%Eu 1%Rb
1%Eu 2%Rb
1%Eu 3%Rb

=

A.»=616.7 nm

[{-]
o |
w
1
o
w
~

—— 1%Eu 5%Rb
1%Eu 7%Rb

Tro- 5D,

Normalized intensity [arb. u.]

T 1 I I T I
250 300 350 400 450 500 550
Wavelength [nm]

A,,=616.7 nm 2%Eu

-2%Eu 0,5%Rb
2%Eu 1%Rb
2%Eu 2%Rb
2%Eu 3%Rb
2%Eu 5%Rb
2%Eu 7%Rb

—
m
—

TFo— Sie

"Eo> D,

0% Eu”

Normalized intensity [arb. u.]

"Fo-> %F(4,3,2.1). 3P0

Tro->SHe5,47,9)

I 1 1 1
350 400 450 500 550

Wavelangth [nm]

I I
250 300

Figure 6. Excitation spectra of (A) Cajg _ (0.1 + ) Eu0.1Rbx(PO4)s(OH)2 and (B) Cayg _ (02 + x)Euo2
Rby(POy4)s(OH),, where x equals 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 mol% of Rb* ions.

To evaluate the influence of Rb* ions on the fluorescence lifetime and luminescence
kinetics of Eu®* doped hydroxyapatite materials, the luminescence decay profiles were
recorded for both series of materials (Figure 7A,B). The luminescence kinetics for both
series showed strong correlation between the lifetime of Eu®* ions and the concentration
of co-doped Rb™ ions in the hydroxyapatite crystal lattice (Figure 7A,B). It should be
noted that among samples containing 1 mol% of Eu®* ions, increasing concentrations of
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rubidium(I) ions led to elongated lifetime of Eu’* ion-related luminescence (Figure 7A).
There is a similar correlation for the samples containing 2 mol% of Eu>* ions. However, this
tendency is limited to samples containing 3 mol% or less of co-doped Rb+ ions (Figure 7B).
Samples which are co-doped with 5 mol% and 7 mol% of Rb* ions showed a decrease
in luminescence relative to the other samples. This may indicate that hydroxyapatite
nanopowders exhibit quenching when co-doped with 2 mol% of Eu®* ions and more than
3 mol% of Rb* ions.

© 1%Eu E .« 2%Eu
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Figure 7. Luminescence decay profiles of (A) Cajg_ (0.1 + xEug1Rbx(PO4)s(OH), and (B)
Caig — (02 + x Eup2Rbx(PO4)s(OH),, where x equals 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 mol% of Rb* ions.

3.3. Evaluation of Biological Properties
3.3.1. Biocompatibility of Obtained Compounds

Both series of compounds exhibit full cytocompatibility toward mouse osteoblasts
after 24 h of incubation. The highest tested concentration 100 pg/mL cells showed viability
maintained at 80% and more, which is above IC50 (Figure 8). First series of compound
showed that the most intensive proliferation rate for the HAp sample containing 1 mol%
of Eu* and 2 mol% of Rb* ions, where 140% of cell viability is observed at the final
concentration of compound 10 pg/mL. A small drop-in proliferation rate is observed
when sample concentration increases to 50 and 100 pg/mL. However, viability is still
maintained well above 100% relative to the negative control. The optimal concentration of
nanoparticles for mouse osteoblasts viability is 10 ug/mL for HAp doped with 1 mol% of
Eu®* and 2 mol% of Rb* ions, Hap doped with 1 mol% of Eu®* and 3 mol% of Rb* ions,
and HAp doped with 1 mol% of Eu®>* 7 mol% of Rb* ions (Figure 8A). While concentration
50 ug/mL is suitable for cells for almost all tested powder materials. For the second series of
tested materials 10 pg/mL seems to be also the most adequate to promote cells viability. For
the second series of doped HAp compounds, concentrations of 10 1g/mL-maintained cell
viability at or above 120% (Figure 8B). Our results fully agree with existing studies where
hydroxyapatite doped with Rb* ions were obtained and promoted proliferation of MG-63
osteosarcoma cell line in the concentration of 100 ug/mL [47]. However, these compounds
and their concentration should be chosen carefully, as one must consider the corresponding
increased viability of cancer cells. Another study also confirmed the biocompatibility of
rubidium-coated mesoporous glass ceramics and corroborated enhanced adhesion and
proliferation of human bone marrow mesenchymal stem cells (HBMSCs) [48]. Similarly,
our study confirmed full cytocompatibility toward normal bone cell line, which indicates
that our powder materials can be used in future studies, such as and in vivo mouse model.
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Figure 8. MTT cytotoxicity assay of (A) Cajg _ (0.1 + x)Eup.1Rbx(PO4)(OH); and (B) Caqg_ 02+ x)
Eug2Rby (PO4)6(OH),, where x equals 0.5, 1, 2, 3 mol% of Rb* ions. The final concentration of the
tested compounds was established at 10 ug/mL, 50 pg/mL, and 100 pg/mL. Red bar marked as
100% of cell viability in the negative control probe.

In addition to the viability assessment of nanopowders, the influence of rubidium ions
on proliferation rate of mouse osteoblasts cell lines was investigated (Figure 9). Various
concentrations of RbCl were used to evaluate 7F2 cell line viability after 24 h of incubation.
It appeared that all tested concentrations of RbCl solution positively affected viability of
7F2 cell line relative to untreated cells, which were established as negative control (Figure 9).
Cells treated with 1 mM of RbCl showed around 140% viability, and a gradual increase in
viability was observed with increasing RbCl concentration increased. Remarkably, 7F2 cells
treated with the highest tested concentration of 5 mM RbCl exhibited viability above 200%
relative to the negative control. Furthermore, our results confirmed those of previous stud-
ies, which tested RbCl toward primary murine bone marrow monocytes (BMMs) [14]. This
research also illustrated the impact of RbCl on osteoclastogenesis and osteoblastogenesis
by affecting Jnk and p38-mediated NF-«B activation. By the inhibition of RANKL-induced
expression, RbCl attenuate osteoclast marker genes and impairs osteoclastogenesis. De-
spite the RbCl elevated ALP (alkaline phosphatase) activity and therefore the process of
mineralization on both in vitro and in vivo level [14].

250 7F2 cell viability after 24 hours
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Figure 9. MTT cytotoxicity assay of RbCl towards mouse osteoblasts. Red bar marked as 100% of cell
viability in the negative control probe.
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Cell morphology and the ratio of live and dead mouse osteoblasts cells were visualized
after 24 h incubation with both series of obtained nanopowders having a final concentration
of 100 pg/mL (Figure 10). The results of this experiments agreed with the results obtained in
the MTT viability assay and clearly showed that morphology and live/dead ratio of 7F2 cell
line is the same as those of cells observed in the negative control (untreated cells). Therefore,
captured images confirmed results of previously conducted viability assay. Furthermore,
unaltered spindle shape of cells and undisturbed cell membrane are comparable to those
in the negative control. This indicates full cytocompatibility of synthesized nanopowders
(Figure 10).

Positive control ” 1 mol% Eu®*3 mol% Rb* 1 mol% Eu** 5 mol% Rb* H 1 mol% Eu* 7 mol% Rb*

Negahve control 2 mol% Eu” 0.5 mol% Rb* 2mol% Eu” 1mol% Rb* 2 mol% Eu” 2mol% Rb*

Positive control 2 mol% Eu?*3 mol% Rb* 2 mol% Eu** 5 mol% Rb* 2 mol% Eu?* 7 mol% Rb*

Figure 10. Mouse osteoblasts morphology after 24 h of incubation with both series of compounds
Cayg — (0.1 + xEug1Rbx(PO4)s(OH)z and Cayg — (0.2 + ) Euo2Rbx(PO4)s(OH)2, where x = 0.5; 1; 2; 3; 5;
7 mol%) at the final concentration 100 ug/mL. The morphology was compared with negative control
(PBS buffer) and positive control (1% HyO,). Scale bar equals 400 pum.
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3.3.2. Evaluation of Hemocompatibility

The hemocompatibility of obtained nanopowders was established in two steps. First,
the hemolysis assay was conducted. This was carried out by incubating the purified
red blood cells with two different final concentrations of nanopowders: 50 pg/mL and
100 pg/mL. To established positive control, red blood cells were incubated with 10% SDS
solution (100% hemolysis). A negative control was established by incubating red blood
cells with sterile PBS solution. The incubation period was set up at 24 h at 37 °C. After
the established incubation time, the amount of released hemoglobin was measured. As it
was confirmed in another study, the 5% of released hemoglobin is commonly acceptable as
a naturally occurring hemolysis in the blood system and above this critical point, tested
compounds can be classified as potentially harmful toward mammalian erythrocytes [49].
Therefore, hemolysis assay results clearly indicate the hemocompatibility of the presented
materials in both tested concentrations (Figure 11). All materials showed hemoglobin
release at the level below the critical point of 5% and the results were fully comparable
with negative control. Even the standard deviation bars did not cross the critical point (5%
of hemolysis) (Figure 11A,B).
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(4]

Hemolysis [%]
w

() 1%Eu  1%Eu  1%Eu  1%Eu 1%Eu 1%Eu (=) 2%Eu  2%Eu 2%Eu 2%Eu 2%Eu 2%Eu
control 0.5%Rb 1%Rb 2%Rb 3%Rb 5%Rb 7%Rb control 0.5%Rb 1%Rb 2%Rb 3%Rb 5%Rb 7%Rb
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Figure 11. Hemoglobin release after 24 h incubation in (A) Cajg _ (0.1 + x)Eup.1Rbx(PO4)s(OH); and
(B) Caig — (0.2 + ) Eug2Rbx(PO4)(OH),, where x equals 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 mol% of Rb* ions. The red
line is equal to 5% of physiological hemoglobin release. The results were compared with red blood
cells treated with PBS buffer (1% of hemolysis—negative control) and 1% SDS (100% of hemolysis—
positive control).

To confirm the hemocompatibility of the tested materials, the morphology of red blood
cells was visualized after 24 h of incubation by preforming blood smear. The results of this
experiment confirmed the results from the hemolysis assay. Since the results of hemoly-
sis assay showed hemocompatibility of both tested concentrations (50 and 100 pg/mL),
cell morphology visualization was performed after treatment with the highest tested con-
centration of obtained nanomaterials. No morphological changes of erythrocytes were
observed after incubation with both series of doped HAp samples at the final concentration
of 100 pg/mL. the smooth and round shape of the erythrocytes exhibited no membrane
disruption or shape alteration. These results are consistent with the negative control
(Figure 12). Despite differences between the sedimentation rate of the hydroxyapatite-
based materials (in distillated water 12.320 4+ 1.003 mm/min—35.130 + 2.147 mm/min)
and red blood cells (in adult sheep erythrocytes, the sedimentation rate was estimated at
0.0333 to 0.0417 mm/min), which could contribute to friction and mechanical damage of
erythrocytes, no harmful effect was observed [50,51].



Nanomaterials 2022, 12, 4475

17 of 20

Positive control

Positive control

1 mol% Eu®* ( 1 mol% Eu® ; 1 1 mol% Eu®*
0.5 mol% Rb* 1 mol% Rb* 2mol% Rb*

1 mol% Eu®* 1 mol% Eu®* 3 1 mol% Eu?*
3 mol% Rb* B 5 mol% Rb* 7 mol% Rb*

2 mol% Eu* 3 2 mol% Eu?*
1 mol% Rb* 2 mol% Rb*

2 mol% Eu® g 5 hg 2mol% Eu®* oo 2 mol% Eus+
3 mol% Rb* 5 mol% Rb* 7 mol% Rb*

Figure 12. Red blood cell morphology after 24 h of incubation both series of compounds Cayg _ (0.1 + x)
Eup.1Rbx(PO4)s(OH)z and Cajg — (9.2 + x)Etp2Rbx(PO4)6(OH),, where x = 0.5; 1; 2; 3; 5; 7 mol%) at
the final concentration 100 pug/mL. The morphology of red blood cells was compared with negative
control (PBS buffer) and positive control (1% SDS).

4. Conclusions

This paper presents the structural characterization, luminescence, and biological
properties of nanopowder hydroxyapatite materials co-doped with 1 mol% and 2 mol% of
Eu3* ions and various concentrations of Rb* ions (0.5;1; 2; 3; 5; 7 mol%). The samples were
obtained via the hydrothermal method and thermally treated at 500 °C. They exhibited
hydroxyapatite hexagonal structure. However, the structural results (XRPD—X-ray powder
diffraction) indicated a slight signal from a secondary phase in samples containing more
than 2 mol% of Rb* ions. XRD in conjunction with ICP-OES confirmed that the signal of
the secondary phase is RbH,POj. Therefore, we confirmed that Eu®* ions do not influence
the hydroxyapatite lattice. Elevated molar concentrations of Rb* ions, however, lead to the
formation of a secondary phase. On the other hand, FT-IR spectra of obtained materials are
consistent with spectra for pure hydroxyapatite powder materials. Hence, hydroxyapatite
structure remains but it is contaminated with the secondary phase, identified as RbH,POj.
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The luminescence study showed the characteristic red-orange emission spectra of Eu®*
ions incorporated into the materials. While distinctive emission of europium(Ill) remains
consistent among all samples, it can be noted that 0-1, 0-2, and 04 transitions increase
with higher concentration of Rb* dopant ions. These results reflect those obtained by
measuring Eu®* lifetime. Our study confirmed that incorporation of rubidium(I) ions into
hydroxyapatite lattice leads to elongation of the luminescence lifetime of Eu* ions in
the matrix. This can be promising factor when considering applications of the obtained
compounds in the bioimaging field. Clearly, further investigation is required, especially
considering in vitro and in vivo bioimaging tests. Finally, cytotoxicity and hemolysis
assays results confirmed the biocompatibility and hemocompatibility of the synthesized
samples toward mouse osteoblasts and sheep erythrocytes. This was confirmed for the
highest tested concentrations of our nanopowders. Yet, further cytotoxicity tests should
be provided in future research. This should be conducted to evaluate the compatibility of
synthesized compounds with different cell lines such as dermal fibroblasts or keratinocyte
cell lines. More importantly, these materials should be tested against cancer cell lines to
exclude potential cancerogenous features. Hydroxyapatite materials co-doped with 1 mol%
and 2 mol% of Eu3* ions and various concentration of Rb* ions are promising materials for
biomedical applications, especially with respect to bone regenerative medicine.
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4. Whnioski i podsumowania

Doktadnie przemyslane, zaprojektowane oraz przeprowadzone badania pozwolily na uzyskanie
syntetycznych zwigzkow 0 strukturze hydroksyapatytu o ciekawych cechach strukturalnych jak rowniez
interesujacych wilasciwosciach luminescencyjnych i przede wszystkim biologicznych. Materiaty o
strukturze hydroksyapatytu zostaly domieszkowane jonami optycznie czynnymi Eu** i Tb** oraz
biologicznie czynnymi jak V°*, Sr** i Rb*. R6znorodno$¢ domieszek w strukturze matrycy o strukturze
hydroksyapatytu oraz dokladna analiza wilasciwosci kazdej otrzymanej serii zwiazkow pozwolita

wysuna¢ nastepujace wnioski:

1. Nanomaterialy o strukturze hydroksyapatytu otrzymane metoda wspolstraceniowa,
domieszkowane jonami Eu*, w ktérych grupa fosforanowa (POs*) zostata stopniowo zastgpiona
grupa wanadanowg (VOs*) wykazuja krystaliczng i czysto-fazowa strukture jedynie do dwoch
grup (VOs*) podstawionych za grupe (PO4*). Dodatkowo, badania wtasciwosci optycznych jonow
Eu** wbudowanych strukture zwigzkéw, $wiadcza o wygaszaniu ich luminescencji wraz ze
wzrastajacg iloScig grup (VO4>).

2. Niemniej mimo uzyskania materiatdow o dwufazowych, wykazuja one wysoka biozgodnos¢ wobec
linii ludzkich fibroblastéw skoérnych oraz erytrocytéw. Co dodatkowo zostato potwierdzone
stopniowym uwalnianiem jonéw w symulowanym ptynie ustrojowym. Dlatego materiaty te sa
odpowiednie do dalszych badan biologicznych jako potencjalne wypetniacze tkankowe.

3. Materiaty o strukturze hydroksyapatytu zsyntezowane metodg hydrotermalng, w ktoérych grupa
(PO4#*) zostata zastgpiona dwoma grupami (VO4>), wspotdomieszkowane zostaty dodatkowo
jonami Th* oraz Sr?*. Wykazujg one czysto-fazowa strukture w temperaturze wyzarzania
maksymalnie do 600°C. Jednak optymalna temperatura wyzarzania dla osiggnigcia najlepszych
wlasciwosci luminescencyjnych jonéw Th** wbudowanych w matryce wynosita 500°C.

4. Badania wlasciwos$ci biologicznych potwierdzity wysoka biozgodnos$¢ otrzymanych materiatow
nie tylko wobec fibroblastow ludzkich, ale rowniez wobec fibroblastow mysich. Szczegdlnie w
relatywnie wysokich stezeniach aktywno$¢ metaboliczna obu linii komorkowych osiggata
najwyzsze wyniki, dlatego z powodzeniem nadajg sie one do dalszych testow biologicznych w
tym testow in vivo.

5. Nanomateriaty o strukturze hydroksyapatytu otrzymane metodg hydrotermalng domieszkowane
zostaly jonami Eu®*. Materialy zostaty rowniez wspotdomieszkowane jonami Rb* i we
wzrastajacym stezeniu wykazaty czystos¢ fazowa do 3 mol% jonéw Rb* w strukturze
krystalicznej.

6. Podczas analizy wlasciwos$ci optycznych wyraznie wykazano, ze obecno$¢ jonow Rb* wplywa na

wzrost intensywno$ci widm emisji i wzbudzenia jonow Eu®* w strukturze hydroksyapatytu. Co
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przekltada si¢ rowniez na wydtuzenie czasu zaniku luminescencji jonéw Eu®" przez obecnos$é
jonéw Rb* w sieci krystalicznej.

Analiza wlasciwosci biologicznych wykazata wysoka biozgodno$¢ zaré6wno wobec linii
osteoblastow oraz erytrocytdéw w zwigzku z tym otrzymane materialy nadaja si¢ do bardziej

zaawansowanych badan biologicznych, wlaczajac w to testy in vivo.
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5. Streszczenie

Medycyna regeneracyjna oraz inzynieria tkankowa to wciaz rozwijajace si¢ dziedziny nauki.
Poszukuja nowych, lepszych rozwigzan w celu znalezienia optymalnych materiatow do wypetnien
uszkodzonych tkanek, jednoczesnie jednoczesna indukcja proliferacji zdrowych komorek oraz szybsza
regeneracja struktur tkankowych. Najlepszym sposobem do osiggniecia takiego efektu jest stosowanie
materialow naturalnych, ale na tyle prostych by mozliwe byto latwe i szybkie otrzymanie ich
syntetycznych odpowiednikow. Dobrze znane, jednak wcigz mato doceniane zwigzki z grupy apatytow
posiadajg niezwykle duzy potencjat ze wzgledu na swoja prosta strukturg oraz wysoka biozgodnosé
tkankowg. Obecne w organizmie indukujg procesy kosciotwoércze tkanki kostnej oraz wzmacniajg
szkliwo zg¢bow. Syntetyczne apatyty posiadajg znaczng przewage nad naturalnymi odpowiednikami, ze
wzgledu na mozliwo$¢ ich modyfikacji. Zastosowane modyfikacje w postaci jonow biologicznie
aktywnych czy jonéw optycznie czynnych stwarza mozliwosci wykorzystania takich materialow nie

tylko w inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjne;j, ale takze w dziedzinie bioobrazowania.

W pracy doktorskiej skupiono si¢ przede wszystkim na otrzymaniu zwiazkéw o strukturze
hydroksyapatytow domieszkowanych czynnymi optycznie jonami Eu®" i Tb® oraz biologicznie
aktywnymi jonami V%%, Sr?* i Rb* oraz charakterystyce ich wilasciwosci fizykochemicznych i
biologicznych. Metody pomiarowe takie jak XRPD, ATR-FTIR, SEM, TEM, ICP-OES, umozliwity
charakterystyke struktury krystalicznej, rozmiaru ziaren, morfologii oraz zawartosci pierwiastkow.
Analiza widm emisji, wzbudzenia i czasu zaniku luminescencji pozwolita okresli¢ jak poszczegolne
domieszki wptywaja na wilasciwosci optyczne jondw lantanowcow. Natomiast wyniki uzyskane z
testow biologicznych pozwolity okresli¢c wptyw poszczegdlnych domieszek na poprawe biozgodnosci

matrycy hydroksyapatytowej.

Wspolny tematycznie cykl artykutéw wchodzacy w sklad rozprawy doktorskiej zawiera trzy
opublikowane prace naukowe. Kazda z nich prezentuje jak poszczegélne modyfikacje struktury
hydroksyapatytu wplywaja na jego strukture, morfologie a takze wiasciwosci optyczne jonow Eu®* i
Tb*. Ponadto przedstawia jak poszczegélne jony wplywaja na poprawe jego wilasciwosci

biologicznych.

115



6. Summary

Regenerative medicine and tissue engineering are ever-evolving fields of science. They are looking
for new and better solutions to find optimal materials for filling damaged tissues, while simultaneously
inducing proliferation of healthy cells and faster regeneration of tissue structures. The best way to
achieve such an effect is to use natural materials, but simple enough to make it possible to easily and
quickly obtain their synthetic counterparts. Well-known but still little appreciated compounds from the
apatite group have extremely high potential due to their simple structure and high tissue
biocompatibility. When present in the body, they induce bone-forming processes of bone tissue and
strengthen tooth enamel. Synthetic apatites have a significant advantage over their natural counterparts
due to the possibility of their modification. Applied modifications in the form of biologically active ions
or optically active ions create opportunities for the use of such materials not only in tissue engineering
and regenerative medicine, but also in the field of bioimaging.

The dissertation mainly focused on obtaining, hydroxyapatite structured materials doped with
optically active Eu®* and Th®" ions and biologically active V**, Sr?* and Rb* ions and characterizing
their physicochemical and biological properties. Measurement methods such as XRPD, ATR-FTIR,
SEM, TEM, ICP-OES, allowed us to characterize the crystal structure, grain size, morphology and
elemental content. Analysis of emission, excitation and luminescence decay time spectra made it
possible to determine how individual dopants affect the optical properties of lanthanide ions. In turn, the
results obtained from bioassays made it possible to determine the effect of individual dopants on

improving the biocompatibility of the hydroxyapatite matrix.

The thematically common series of articles included in the dissertation includes three published
scientific papers. Each of them presents how individual modifications to the structure of hydroxyapatite
affect its structure, morphology and also the optical properties of Eu®" and Th®" ions. In addition, it

shows how individual ions improve its biological properties.
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