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Cel pracy:

Gtdwnym powodem mojego zainteresowania badaniami w opisanej tematyce jest
potrzeba nowych wydajnych znacznikéw, ktére moga zosta¢ uzyte w tréjwymiarowym
obrazowaniu, zachodzacym rdéwnolegle z terapig, scislej ujmujac przy ,leczeniu
Swiattem”- fototerapii. W mojej pracy doktorskiej chciatam wskaza¢ potencjalne
wykorzystanie metod nanotechnologii, jednej z najbardziej spektakularnie rozwijajacych
sie dziedzin technologii w dzisiejszych czasach, zaréwno dla diagnostyki jak i terapii
(pofaczenie tych dwéch to ,teranostyka”). Do tej pory, zagadnienia takiego
wykorzystania nanoznacznikdw byty badane przez wiele grup naukowcdw, jednak
zazwyczaj cele diagnostyczne i terapeutyczne byty charakteryzowane odrebnie, w

przeciwieristwie do badan zawartych w tej pracy.
Streszczenie:

Badania opisane w tej pracy doktorskiej nalezg do stosunkowo mtodej,
interdyscyplinarnej dziedziny nauki — nanofotoniki. Zrealizowane projekty miaty na celu
opisanie zjawisk zachodzacych podczas naswietlania materiatu ograniczonego do
rozmiarow rzedu od kilku do kilkuset nanometréw, wigzkg swiatta o wysokiej energii.
Badanymi procesami byta absorpcja, rozpraszanie, emisja fluorescencji , wzmocnienie
fluorescencyjnej emisji czy tez wzmocnienie pole elektromagnetycznego w skali mniejszej
niz ograniczajacy klasyczng optyke limit dyfrakcji. W pracy wykorzystatam nowe
wiasciwosci materii generowane gdy rozmiary kurczg sie do skali nano (10°), diametralnie
réznig sie wtedy one od klasycznych, makroskopowych wtasciwosci charakteryzujacych
dany lity materiat. Zmiana wtasciwosci wynika z ograniczenia przestrzennego struktury
elektronowej, a takze zwigkszenia stosunku powierzchni materiatu do jego objetosci. »
Dobrym przyktadem s3 tu nanoczastki plazmoniczne, szeroko opisane w tej pracy, ich
roztwory koloidalne posiadajg silne pasmo absorpcji w zakresie widzialnym. W zaleznosci

od rozmiaru, ksztattu, a takze sktadu roztwdr moze posiadac rézne kolory, w
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przeciwieristwie do klasycznego zachowania powierzchni metalicznej, zwigzanego z
niemal catkowitym odbiciem swiatta widzialnego czyli metalicznym potyskiem. W skali
nano mamy do czynienia ze zlokalizowanym powierzchniowy rezonansem
plazmonicznym, ktdry daje podwaliny do manipulacji, modyfikacji i wzmocnienia pola
elektromagnetycznego wokdt nanostruktury metalicznej. Mozliwos¢ skupienia swiatta
wokdt nanoczastki ponizej limitu dyfrakcji znalazta szereg zastosowan, poczawszy od
mikroskopii bliskiego pola, detekcji za pomocg powierzchniowo wzmocnionej
spektroskopii Ramana (ang. ,,Surface-enhanced Raman spectroscopy”, SERS), do

teranostyki, wytwarzania czytnikdw pamieci czy ogniw stonecznych.

Z posrdd szerokiej gamy nanoczastek metalicznych, w mojej pracy doktorskiej skupitam
sie na badaniach prowadzonych nad nanopretami ztota i nanopowtokami ztota. Pierwsze
z nich podczas oddziatywania wolnych elektronéw metalu z falg elektromagnetyczng
powodujg oscylacje chmury elektronowej o dwdch czestotliwosciach, poprzecznej (ok.
520 nm) i podtuznej (powyzej 650 nm, silnie zalezna od stosunku dtugosci do szerokosci
nanopreta). Nanopowfoki ztota, s3 to struktury hybrydowe, skfadajace sie z
krzemionkowej kulki, powleczonej warstwg ztota, powierzchniowy rezonans
plazmonowy znajduje sie w zakresie bliskiej podczerwieni, co jest powodem ich
powszechnego zastosowania w medycynie. Pierwszy rozdziat mojej pracy doktorskiej,
wstep teoretyczny, zapoznaje czytelnika z fizyka ciata statego, zmiang witasciwosci gdy
rozmiar materii redukowany jest do skali nano. Nastepnie omdwiony jest obecny stan
wiedzy na temat witasciwosci liniowych i nieliniowych nanostruktur plazmonicznych,
proces samo-uktadania nanoczastek, dostepne metody syntezy metamateriatdw, a takze
progi stabilnosci nanoczastek ztota w zaleznosci od rodzaju wiazki lasera probkujacego.
W rozdziale zawierajacym wprowadzenie teoretyczne znajduje sie rowniez przeglad
literaturowy mozliwych metod funkcjonalizacji  powierzchni  plazmonicznych
nanostruktur. Poprzez dobdr odpowiednich wigzan chemicznych, mozliwe jest
przytaczenie do powierzchni ztota nici DNA, biatek, przeciwciat, polimerdw, dzieki czemu
nanoczastki moga selektywnie wnika¢ w komdrki nowotworowe lub sie do nich

przytaczadi stuzy¢ zaréwno w diagnostyce jak i leczeniu.
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Drugi rozdziat pracy doktorskiej omawia techniki eksperymentalne uzyte do
charakterystyki nanoczastek ztota, przed i po funkcjonalizacji oraz organicznych
barwnikdéw. Pierwsza z nich jest Z-skan, technika opracowana przez Sheik-Bahae, opis tej
metody po raz pierwszy zostat opublikowany w 1990 roku. Uktad pomiarowy, na ktérym
pracowatam znajduje sie w Katedrze Inzynierii i Modelowania Materiatdw
Zaawansowanych Politechniki Wroctawskiej. W badaniach stosowatam technike Z-skan z
otwartg i zamknietg przestong, z wigzkg Gaussowska, dla prébek cieriszych niz dtugos¢
Rayleigha uzytej wiazki. Technika ta pozwala na réwnoczesny pomiar nieliniowego
wspdtczynnika zatamania Swiatta (n,) oraz przekroju czynnego na absorpcje dwu-
fotonowag (0,). Dodatkowo, zastosowanie przestrajalnego w szerokim zakresie
widmowym femtosekundowego systemu laserowego pozwolito na uzyskanie dyspersji
wyzej wymienionych wartosci w przedziale widmowym od 550 nm do 1600 nm. Kolejng
technikg stuzaca do badania kinetyki relaksacji standw wzbudzonych byta metoda
skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonéw (ang. ,,time-correlated single-
photon counting”, TCSPC). Uktad pomiarowy uzywany przeze mnie znajduje sie
w laboratorium LBPA na Ecole Normale Supérieure (ENS) w Cachan, we Francji. Jest to
metoda mierzaca czas zaniku stanu wzbudzonego poprzez zanik fluorescencji, wykonujac
ten pomiar bytam w stanie zmierzyc réznice w wydajnosci kwantowej, statej promienistej,
statej bezpromienistej i zmiane czasu zycia stanu wzbudzonego dla
biofunkcjonalizowanych nanopretéw ztota. Dodatkowo, morfologia oraz struktura
krystaliczna otrzymywanych nanoczastek ztota byta badana przy wykorzystaniu
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (ang. ,, Transmission Electron Microscopy”,

TEM).

Trzeci rozdziat pracy doktorskiej prezentuje metode syntezy nanopretdw ztota o scisle
kontrolowanych rozmiarach, wykonanych za pomoca metody mokrej chemii ( ang. ,,wet
chemistry method”). Ponadto, omawiam wptyw jondéw srebra (Ag"), dodanych do
mieszaniny reakcyjnej, na ksztatt i rozmiar nanoczastek ztota. Nastepnie skupiam uwage
czytelnika na metodzie separacji nanoczastek ztota, zastosowana tutaj metoda jest
wirowanie w gradiencie glukozy. To fatwa i wysoce wydajna metoda, ktéra pozwala
w krétkim czasie dokonad separacji nanoczastek pod wzgledem masy, rozmiaru, a takze

ksztattu. Jednorodnos¢ ksztattu i dobrze kontrolowana wielkos¢ nanoczastek byty baza
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do kolejnych etapéw przeprowadzonych badan, poswieconych samo-uktadaniu
nanopretow ztota, a takze badaniu wtasciwosci nieliniowych nanostruktur

plazmonicznych.

Kolejny etap badari poswiecitam analizie procesu samo-uktadania nanopretéw ztota,
ktdry nastepuje podczas transferu nanoczastek z wody do izopropanolu. Charakterystyka
optyczna, a takze badania wykonane za pomoca spektroskopii ostabionego catkowitego
odbicia w podczerwieni (ang. ,,Attenuated Total Reflectance”, ATR), pozwolity wyjasni¢
mechanizm samo-ukfadania nanostruktur oparty na powstajacych wigzaniach
wodorowych pomiedzy polimerami stabilizujgcymi powierzchnie. Dodatkowo, badania te
s3 wzbogacone o teoretyczne obliczenia, ktére pokazaty ze samoorganizujace sie
nanoprety ztota wykazujg silng podatnos¢ optyczng, zalezng od polaryzacji swiatta.
Zostato oszacowane, ze pole elektromagnetyczne zlokalizowane w przestrzeniach
pomiedzy nanopretami jest wzmocnione okoto 350 razy (Rys. 1). Te wiasciwosci mozna
zastosowad w wykrywaniu bioczasteczek technikg SERS albo do tworzenia materiatéw

optycznych.

End-to-End
self-assembly
of Au NRs

Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie procesu samo-organizacji nanopretéw ztota,
badania teoretyczne pokazaty silne wzmocnienie pola elektrycznego w przestrzeniach

miedzy nanoczgstkami.

W czwartym rozdziale dokonatam systematycznego i ilosciowego opisu oddziatywania
impulséw swiatta z nanopretami ztota (laser femtosekundowy, 130 fs, dt. fali 800 nm),
ktére prowadzito do otrzymania nanostruktur o docelowych, specyficznych cechach. ™3

W tej pracy skupitam sie na badaniu zmian struktury krystalicznej nanopretdw ztota
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i parametréw wptywajacych na dokonanie zmiany. Zachodzace zmiany analizowatam
uwzgledniajac modyfikacje powierzchni za pomoca siarczku sodu, moc lasera i potozenie
podtuznego pasma absorpcji nanopretdw ztota w odniesieniu do dtugosci emisji Zrédta
Swiatta. Dodatkowo przeprowadzitam pomiar termicznej analizy grawimetrycznej ( ang.
,,Thermogravimetric Analysis”, TGA), w celu zbadania zmian w sktadzie nanopretéw
podczas ogrzewania. Otrzymane wyniki pokazaty, ze nanoprety z siarczkiem sodu na
powierzchni sg bardziej stabilne podczas naswietlania wigzkg lasera od tych
z niezmodyfikowana powierzchnig, w obu przypadkach pasmo podtuzne absorpcji byto
potozone w tym samym zakresie dtugosci fal. Kiedy naswietlamy prébke zawierajaca
nanoprety ztota w obszarze zbocza podtuznego pasma absorpcji, szerokos¢ dystrybucji
rozmiarow nanoczgstek maleje. Ta metoda moze stac sie alternatywa do otrzymania
prawie monodyspersyjnego roztworu nanopretow. Przeprowadzony eksperyment
pokazuje réwniez metode otrzymania nowego rodzaju nanoczastek, o ksztatcie banana

(ang. banana-shaped nanoparticle) w oparciu o przeksztatcanie post syntetyczne (Rys.

2).

Rysunek 2. Poréwnanie nanopretdéw ztota z pojedyriczq siecig krystaliczng (a) i nanoczgstki

o ksztatcie banana (ang. banana-shaped nanoparticle) o blizniaczej sieci krystalicznej.

W celu otrzymania nanostruktur o blizniaczej sieci krystalicznej niezbedne jest
naswietlanie prébki w maksimum podtuznego pasma absorpcji (moc 3.6 mJ/cm?), nowe
nanoczastki stanowig okoto 10% sposrod wszystkich nanoczastek zawieszonych w
roztworze. Podsumowujac, wyniki uzyskane w tym eksperymencie potwierdzaja znaczacy
wktad topnienia powierzchniowego w fotoindukowanej transformacji nanopretéw ztota.

Otrzymane wyniki stanowig réwniez alternatywng, metode o scisle kontrolowanych
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warunkach otrzymywania nanoczastek o nieopisanym do tej pory ksztatcie i ciekawej sieci
krystalicznej, ktére moga wykazywad interesujgce wtasciwosci optyczne. Dodatkowo, na
podstawie analizy zdje¢ TEM, a takze widm absorpcji udato mi sie obliczy¢ energie
przypadajaca na pojedynczg nanoczastke, ponizej ktdrej nie zachodzg zadne modyfikacje

sieci krystalicznej nanopreta, tak wiec morfologia nanostruktury pozostaje niezmieniona.

Rozdziat pigty mojej pracy doktorskiej ma na celu zapoznanie czytelnika z zagadnieniami
optyki nieliniowej w odniesieniu do nanostruktur plazmonicznych jak i organicznych
barwnikdw. Powszechnie wiadomo, ze przy matych intensywnosciach swiatta absorpcja
materiatu zalezy liniowo od intensywnosci wigzki wzbudzajacej, co opisuje prawo
Lamberta-Beera. Sytuacja sie zmienia, gdy intensywnos¢ wiazki wzbudzajacej jest bardzo
duza, uzyskana za pomoca laseréw impulsowych o dtugosciach impulsu rzedu ns lub
krétszych, w tych warunkach nieliniowos¢ optyczna zaczyna odgrywad decydujace
znaczenie. Parametry takie jak wspdétczynniki absorpcji i zatamania swiatta przestajg by¢
statymi, ale zalezg od intensywnosci swiatta. Dodatkowo moga pojawic sie procesy takie
jak samoogniskowanie swiatta, generacja drugiej i trzeciej harmonicznej oraz absorpcja

wielofotonowa.

Wiasciwosci nieliniowe opisanych materiatdw zostaty zbadane za pomoca techniki Z-skan
przy otwartej i zamknietej przestonie, ktéra polega na pomiarze transmisji wigzki swiatfa
przechodzacej przez prdbke, ktdrej potozenie zmienia sie w stosunku do ogniska w czasie
pomiaru. Okreslone zostaty przekroje na absorpcje dwu-fotonowa, podane wartosci
zostaty w jednostkach Goeppert-Mayer (1GM = 10°° cm* s photon™ molecule™). W
pierwszym etapie moich badan skupitam sie na syntezie nanopowtok ztota, ktdra zostata
wykonana za pomocg metody z zakresu ,,mokrej chemii”’. Nanopowtoki ztota sktadaja sie
z rdzenia wykonanego z krzemowej kulki o srednicy 120 nm powleczonej warstwa ztota,
poprzez odpowiedni dobdr reagentdw bytam w stanie kontrolowad grubos¢ warstwy

ztota (Rys. 3), a tym samym potozenie pasma ekstynkcji (Rys. 4).
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Rysunek 3. Zdjecia wybranych nanopowtok ztota, wykonane za pomocq TEM: a) ziarno

(krzemionkowa kulka o srednicy 120 nm ze ztotymi wyspami; nanopowtoki ztota

0 metalicznej warstwie b) do 10 nm, c) 13+ 4 nm, d) 17.5+2nm , e) 20 * 2.5 nm f) 25 + 7 hm.
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Rysunek 4. Znormalizowane widmo ekstynkcji do 2.26:10'° nanoczgstek/ml, nanopowtoki o
warstwie ztota 10 nm (czarna linia), 13 + 4 nm (czerwona linia) 17.5 + 2 nm (niebieska linia),

20 * 2.5 nm (rézowa linia), 25 + 7 nm (zielona linia).

Dla badanych koloidalnych roztwordw nanopowtok ztota wykonatam pomiary zespolonej
trzeciorzedowej podatnosci elektrycznej X(S)» dzieki czemu mogtam obliczy¢ przekrdj
czynny na absorpcje dwu-fotonowg (0,), a takze wyznaczytam poziom wysycenia jedno-
fotonowej absorpcji (Isar). Przyktadowe wyniki dla nanopowtok o najcieriszej warstwie
ztota (NSs 1) znajduja sie na Rys. 5 . Wtasciwosci nieliniowe badanych nanopowtok ztota

pokazaty, ze wyrdzniajg sie one szeregiem cech, ktére moga by¢ uzyte w praktycznych
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zastosowaniach, szczegdlnie tych wykorzystujacych silne witasciwosci nasycenia
absorpcji. Co ciekawe, najbardziej korzystna kombinacja odpowiednich parametréow

zostata uzyskana dla najcieriszych nanopowtok ztota (NSs 1).
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Rysunek 5. Wyniki reprezentujqce zaleznos¢ przekroju czynnego na absorpcje dwu-fotonowg
0, oraz odwrotnos¢ wysycenia jedno-fotonowej absorpcji (1/lsat) od diugosci fali wigzki
lasera wzbudzajgcego probke. Szare pole reprezentuje zakres widma ekstynkcji

analizowanego roztworu. Pomiar dla nanopowtok NSs 1.

W kolejnym etapie poréwnatam otrzymane wyniki nieliniowych wtasciwosci optycznych
nanopowotok i nanopretéw ztota za pomoca tej samej techniki. Uzyskane wyniki daty mi
podstawy aby wysuna¢ ponizsze wnioski. Nanoprety ztota s3 bardziej wydajnymi
absorberami niz nanopowtoki ztota, waznym etapem byto wprowadzenie wspdtczynnika
normalizujgcego (ang. merit factor), ktéry pozwolit poréwna¢ wydajnosé procesu
absorpcji wzgledem masy molowej danej nanoczastki. Jednak ze wzgledu na bardzo
wysoka bezwzgledna wartos¢ o,, nanopowtoki ztota posiadajg duzg przewage nad
znacznie mniejszymi plazmonicznymi nanoczgstkami o innych geometriach. Maksimum
wartosci odwrotnosci wysycenia absorpcji, przypada przy maksimum pasma ekstynkgji,
zarowno dla nanopowtok i nanopretdw ztota. Warto wspomnie¢, ze wszystkie pomiary
zostaty wykonane przy wartosci energii przypadajacej na jedng nanoczastke ponizej
progu topnienia badanych nanostruktur. Dodatkowo, dane sg wzbogacone o badania
teoretyczne, ktdre dajg poréwnanie udziatu absorpcji oraz rozpraszania w catkowitym

widmie ekstynkgcji dla wszystkich badanych nanoczastek ztota. W tym rozdziale zawartam
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takze wyniki pomiaréw nieliniowych wtasciwosci optycznych nowych, organicznych
barwnikdéw, o strukturze typu elektron donor - m - elektron akceptor, ktdra zwieksza
prawdopodobieristwo absorpcji dwdch fotondw. Otrzymane wartosci o, byty w
przedziale 300- 400 GM. Na korncu tego rozdziatu, zaprezentowatam wyzszos¢
nieorganicznych absorberéw nad organicznymi absorberami, a takze wskazatam na
mozliwe zastosowanie obu grup zwigzkéw w nanofotonice, biofotonice,

przechowywaniu danych, a takze teranostyce.

Kolejny rozdziat, szdsty, wprowadza czytelnika w biologiczny aspekt mojej pracy
doktorskiej, majgcy na celu przygotowanie biologicznego znacznika do obrazowania
zywych komdrek, a takze do potencjalnego zastosowania w termicznej walce z
komérkami  rakowymi. Opisatam proces stabilizacji powierzchni, a takze
biofunkcjonalizacji nanopretéw ztota niémi DNA ze znacznikiem fluorescencyjnym
(barwnik Cys). Za pomoca technik stacjonarnych (ang. steady state techniques), jak i
czasowo rozdzielczych (ang. time-resolved techniques), udato mi sie wyznaczyd
odlegtos¢ barwnika od ztotej powierzchni, dla ktérej wzmocnienie procesu fluorescencji
jest najwieksze ( jest to 31 bp, 10.5 nm). Po syntezie nanoprety ztota pokryte sg warstwa
podwdjng toksycznego surfaktanta (CTAB). W kolejnym etapie opracowatam metode
wymiany toksycznej substancji powierzchniowej na polimer z grupg tiolowa utrzymujgcy
stabilnos¢ nanostruktur, z jednoczesnym bardzo niskim wspdétczynnikiem smiertelnosci
znacznika dla komdrek ( < 5%). Nastepnie dobratam czas inkubacji, a takze stezenie
znacznika pozwalajgce najefektywniej zobrazowac zywe komdrki z linii komdrkowej
MCF7. Na Rysunku 6 przedstawione s3 wybrane zdjecia wykonane za pomoca
mikroskopu konfokalnego, znacznik pozostaje w cytoplazmie (czerwony kolor), dla
lepszego kontrastu jadro komdrkowe zostato zabarwione za pomoca barwnika Hoechst

(niebieski kolor). Kolejna kolumna to potaczenie dwdch wczesniejszych obrazdw.
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Cy5 Hoechst Potaczenie

Cy5 : Wzbudzenie : 633 nm — Emisja : 650-700 nm
Hoechst : Wzbudzenie 2-hv : 740 nm — Emisja : 400-450 nm

26 bp

31 bp

41 bp

Rysunek 6. Obrazowanie komérek z linii MCF7 za pomocqg mikroskopu konfokalnego, na
czerwono oznadczona jest cytoplazma za pomocq biofunkcjonalizowanych nanopretéw z
przytgczonym barwnikiem Cys (kolor czerwony), jgdro komdrkowe oznaczone za pomocq
barwnika Hoechst, kolejna kolumna to potqczenie dwodch poprzednich zdjec. Badanie

prowadzone dla znacznika z réznq dtugosciq przytgczonych nici DNA (26 bp, 31 bp i 41 bp).

Po uzyciu 6-10"° znacznikdw na 4 000 000 komdrek MCF7 po trzech godzinach uzyskatam
maksymalng wartos¢ fluorescencji. Wyniki uzyskane na zywych komdrkach (Rys. 7),
potwierdzaja wczesniejsze rezultaty uzyskane technikami w stanie stacjonarnym, a takze
czasowo rozdzielczymi. Najwieksza wartos¢ fluorescencji zarejestrowano dla nanopretéw
funkcjonalizowanych DNA o dtugosci 31 bp. Znacznik bardzo szybko wchtania sie do
wnetrza komadrek, tym samym otrzymane wyniki dajg duze podstawy do stwierdzenia, iz
po wstrzyknieciu znacznika do ludzkiego krwioobiegu bardzo szybko trafi on do komdrek
rakowych. Komdrki te podczas naswietlania wysokoenergetyczng wigzka lasera z zakresu
bliskiej podczerwieni wygenerujg ciepto, ktére doprowadzi do ich smierci termicznej.
Jestem bardzo entuzjastycznie nastawiona do otrzymanych wynikdw in vitro, ktdre daja

nadzieje do szybkiego zastosowania znacznika w badaniach in vivo.
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Rysunek 7. llosciowy pomiar fluorescencyjnej emisji pochodzqcy z zywych, pojedynczych
komdrek, w/o przedstawia autoflorescencje komdrek bez znacznika, kolejne reprezentujq

pomiar dla komdrek ze znacznikiem funkcjonaliozowanym za pomocg nici DNA 26bp, 31 bp i

41 bp.
Podsumowanie:

Badanie zawarte w tej pracy majg charakter interdyscyplinarny, pogtebiajg wiedze z
zakresu syntezy nanostruktur plazmonicznych, metod separacji, prowadzacych do
uzyskania koloidalnych roztworéw zawierajacych prawie monodyspersyjne nanoczastki.
Opisana zostata metoda syntezy nowego metamateriatu, wytworzonego podczas
transferu nanopretéw ztota z wody do izopropanolu. Przeprowadzona charakterystyka
pokazata bardzo duze wzmocnienie pola elekromagnetycznego w przestrzeniach miedzy
nanoczastkami. Wskazatam na duzy potencjat zastosowania tego materiatu jako podtoza
w detekcji biomolekut. Ponadto, przygotowatam wysoce stabilne nanopowtoki ztota z
kontrolowang gruboscig warstwy ztota. Za pomoca techniki Z-skan dokonatam pomiaru
wiasciwosci nieliniowych nanopowtok ztota, nastepnie poréwnatam je z wynikami
uzyskanymi dla nanopretdw ztota i organicznych barwnikdw, wskazujagc na mozliwe
zastosowania. Przedstawitam nowg metode biofunkcjonalizacji nanopretéw ztota, ktdra
pozwolita mi na stworzenie znacznika do obrazowania zywych komodrek, a takze ze
wzgledu na mozliwos¢ przemiany energii swietlnej w termiczng przez nanostruktury

plazmoniczne  na  dalsze  zastosowanie =~ w  badaniach  teranostycznych.
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