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Wykaz stosowanych skrotow

Akronim Termin anglojezyczny Termin polskojezyczny
AChE acetylcholinesterase acetylocholinoesteraza
AFM Atomic Force Microscope mikroskop sit atomowych

- silver nanoparticle coated with nanoczgstka srebra pokryta

Ag@silica silica krzemionka

AgNW@cys silver nanowire m_odlfled with .nano'druty srebra .
cysteamine sfunkcjonalizowane cysteaming
silver nanowire modified with nanodruty srebra
AgNW@cys@biotyna cysteamine and biotin sfunkqonal_lzqwane cysteaming
i biotyng
AgNWs silver nanowires nanodruty srebra
AgNWs@PVP silver nanopaFr)'illcl:Dle coated with nanodruty srebra w otoczce z PVP
APTES (3-Aminopropyl)triethoxysilane (3-aminopropylo)trietoksysilan
complementary metal-oxide- komplementarny uktad scalony
CMOS .
semiconductor MOS
Ccys cysteamine cysteamina
DMSO dimethyl sulfoxide dimetylosulfotlenek
DNA deoxyribonucleic acid kwas deoksyrybonukleinowy
ELISA enzyme-linked immunosorbent test typu ELISA
assay
EtOH ethyl alcohol alkohol etylowy
H20, hydrogen peroxide nadtlenek wodoru
IgG Immunoglobulin G Immunoglobulina G
ITO indium tin oxide tlenek cyny indu
LED light-emitting diode dioda emitujaca §wiatto
LPR localized plasmon resonance Zlokalizowany rezonans
plazmonowy
LSPR localised surface plasmon zlokalizowany rezonans
resonances plazmondw powierzchniowych
MBE molecular beam epitaxy epitaksja z wigzki molekularnej
MEF metal enhanced fluorescence plazmonowe wzmocnienie

fluorescencji




amoniak

NH; ammonia
Ni nickel nikiel
NTA nitrilotriacetic acid kwas nitrylotrioctowy
OTMS octadecyltrimethoxysilane octadecylotrimetoksysilan
PA - PANW partially anchored Pd nanowire czgsciowo przytwierdzone
palladowe nanodruty
PCM phase-change memory pamie¢ oparta o zmiang fazy
PCP peridinin-chlorophyll-protein perydynina-chlorofil-biatko
PDMS polydimethylsiloxane polidimetylosiloksan
wspomagana plazmonami
surface plasmon-enhanced . . . .
PEF powierzchniowymi spektroskopia
fluorescence spectroscopy .
fluorescencyjna
PEG poly(ethylene glycol) poli(tlenek etylenu)
PMMA poly(methyl methacrylate) poli(metakrylan metylu)
PS polystyrene polistyren
PVP polyvinyl alcohol poli(alkohol winylowy)
QDs guantum dots kropki kwantowe
rpm revolutions per minute obroty na minute
rps revolutions per second obroty na sekundg
SAMs self-assembled monolayers satoorganizujace sig
monowarstwy
SEM scanning electron microscope skaningowy mikroskop
elektronowy
Surface Enhanced Raman powierzchniowo wzmocniona
SERS .
Spectroscopy spektroskopia ramanowska
SIF silver island film warstwa srebrnych wysp
SIP silver island paths $ciezki srebrnych wysp
time correlated single photon system zliczania pojedynczych
TCSPC ) p
counting fotondw skorelowanych czasowo
Zn0O zinc oxide tlenek cynku
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WSTEP

Zwigkszajaca si¢ $wiadomos¢ ludzkosci na zagrozenia zwigzane ze zdrowiem, potrzeba kontroli
procesow technologicznych, czy zaostrzajace si¢ wymogi ochrony srodowiska powoduja koniecznosé
kontroli stezenia wielu substancji. Potrzeba ta spowodowata rozwdj metod spektroskopowych,
elektroanalitycznych, czy chromatograficznych charakteryzujacych si¢ doktadnoscia, czuloscia i duza
precyzja. Metody te posiadajg jednak ograniczenia. Coraz cz¢éciej wymagane jest szybkie oznaczanie
substancji, ciggle monitorowanie ich st¢zenia oraz automatyzacja pomiaréw. Oznaczanie substancji
W mieszaninie sktadnikoéw jest skomplikowane, dlatego wcigz sa poszukiwane i rozwijane metody
wykrywania substancji. Rozwigzaniem opisanych problemow jest wykorzystanie sensoréw, a zwlaszcza

biosensorow.

Biosensory swoja popularno$¢ zawdzigczaja wielu zaletom, z czego najpopularniejsze to:
wysoka czuto$¢ i selektywnos$¢, niska cena czy mozliwo$¢ miniaturyzacji. Po zapoznaniu si¢ z literatura
nasuwa si¢ wniosek, ze istnieja nieograniczone metody komponowania biosensoréw. Projektujac
biosensor, nalezy zwrdci¢ uwage na substancje, ktora bedzie wykrywana oraz parametr, ktory bedzie
rejestrowany przez detektor. Wazny jest odpowiedni dobdr warstwy receptorowej oraz przetwornika

i opracowanie procedury pomiarowej.

Projektowanie biosensorow jest przyktadem badan interdyscyplinarnych. W eksperymentach
wazna jest wiedza z zakresu chemii (modyfikacja powierzchni), biologii (wiedza o biomolekutach),
fizyki (pomiar sygnatu), nanotechnologii (synteza nanoczastek), elektroniki czy inzynierii materiatowe;j.
Wiedza uzyskana we wspotpracy w zespole interdyscyplinarnym pozwala na tworzenie rozwigzan

0 wigkszej wszechstronnosci.

Przedmiotem tej pracy jest badanie i zastosowanie nanomaterialdow - obejmujace synteze
nanoczastek, modyfikacje ich powierzchni oraz kontrolg geometrii na podtozu - pod katem
wykorzystania ich w biosensorach. Wykonano badania nad oddziatywaniem nanostruktur hybrydowych

ze $wiattem. W badaniach wykorzystano mikroskopi¢ fluorescencyjng oraz konfokalng.

Z punktu widzenia konstrukcji biosensorow, interesujgcym nanomaterialem sa nanodruty
srebra, ktore pod wplywem wzbudzenia moga wykazywaé wzbudzenie plazmonowe. Wzbudzenie
plazmonowe jest mozliwe dzigki $rednicy nanodrutéw srebra wynoszacej okoto 100 nm. Otrzymane
nanodruty srebra maja $rednig dhugos$¢ ok. 9 pm, dzigki czemu mozliwa jest ich lokalizacja za pomoca
mikroskopii optycznej. Zaleta nanodrutow srebra jest rowniez mozliwos¢ modyfikacji ich powierzchni
grupami funkcyjnymi. Synteza nanodrutow srebra jest prosta, a otrzymane nanostruktury wykazuja

stabilno$¢ przez diugi czas.
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Glownym celem tej pracy jest wykazanie potencjalu nanodrutéw srebra jako platform
biosensorowych umozliwiajacych wykrywanie pojedynczych bialek dzieki plazmonowo wzmocnionej
fluorescencji. Z tego wzgledu istotna jest zard6wno synteza i modyfikacja powierzchni nanodrutow
srebra, wykrywanie biatka fotoaktywnego in-situ przez nanodruty srebra w zawiesinie, w losowej
konfiguracji na podtozu szklanym, jak rowniez poprzez nanodruty zorientowane w kanale
mikrofluidycznym oraz jako plazmonowe czipy. W ramach pracy wykorzystano kanaty
mikrofluidyczne do orientacji nanodrutow srebra. Pomiary wykrywania biatka odbywaly si¢ przy

pomocy fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola.

Praca sktada si¢ z dziesigciu rozdzialow i zostala podzielona na dwie czesci: czgs¢ teoretyczng
oraz wyniki wlasne. Rozdzialy od 1 do 4 zwieraja wprowadzenie niezbedne do zrozumienia podjetej
W rozprawie doktorskiej tematyki oraz przedstawiaja aktualny stan wiedzy. W rozdziale 1 opisano
biosensory oraz zastosowanie nanoczastek do ich budowy. Rozdzial 2 zawiera charakterystyke
nanostruktur metalicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem opisu metod kontroli ich geometrii.
W rozdziale 3 przedstawiono przeglad wybranych doniesien literaturowych prezentujacy obecny stan

wiedzy. Fluorescencyjng mikroskopi¢ szerokiego pola oraz konfokalng opisano w rozdziale 4.

Druga cze$¢ rozprawy zawiera wyniki wilasne, ktore zostaly przedstawione w sze$ciu
rozdziatach. W rozdziale 5 opisano cele projektu doktorskiego. Rozdzial 6 stanowi opis syntezy
nanodrutow srebra wykorzystywanych w badaniach oraz metode modyfikacji ich powierzchni.
W rozdziale 7 opisano wykrywanie biatka przez nanodruty srebra w zawiesinie, wraz z Opisem
ograniczen tak zaprojektowanego eksperymentu. W rozdziale 8 zaprezentowano wykrywanie
pojedynczego biatka w czasie rzeczywistym przez AgNWs ulozone losowo na powierzchni szkta.
Rozdzial 9 stanowi opis wykrywania biatka w kanale mikrofluidycznym umozliwiajacym orientacje
AgNWs. Wykorzystanie ukierunkowanych AgNWs w plazmonowych czipach do wykrywania
pojedynczego biatka zaprezentowano w rozdziale 10. Ostatni rozdziat pracy doktorskiej jest
podsumowaniem przedstawionych wynikow. Przytoczone w nim zostaly najwazniejsze rezultaty oraz
wskazane dalsze mozliwe Sciezki badan. Uzyskane wyniki wskazuja na wysoki potencjat nanodrutow

srebra jako platform biosensorowych.

Badania opisane w niniejszej rozprawie wykonano w ramach projektow ,, Przestrzenna
organizacja  nanodrutow  metalicznych  dla  zaawansowanej  fotoniki”  (OPUS 11,
Nr 2016/21/B/ST3/02276), ,,Drukowane nanostruktury metaliczne dla wzmocnionej plazmonowo
mobilnej mikroskopii fluorescencyjnej” (PRELUDIUM 20, Nr 2021/41/N/ST7/03528) finansowanych
przez Narodowe Centrum Nauki oraz ,, Universitas Copernicana Thoruniensis In Futuro —modernizacja
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w ramach Zintegrowanego Programu Uczelni” (2018-2022)
wspolfinansowany z Europejskiego Funduszu Spotecznego — Program Operacyjny Wiedza Edukacja

Rozwdj”.
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1. BIOSENSORY

Niniejszy rozdziat zawiera wprowadzenie do tematyki biosensorow. Omowione zostang w nim
elementy typowego biosensora oraz zaprezentowane bedq typy biosensorow, a takie wymienione
zostang istotne parametry biosensorow. W kazdym z tych opisow zwrocono uwage na zastosowanie

nanomateriatow w biosensorach.

1.1 Wprowadzenie

Wraz z rozwojem naukowym, automatyzacja i wzrostem §wiadomosci zagrozen w otoczeniu
cztowieka pojawila si¢ konieczno$¢ wykrywania wielu substancji, czy pomiaru paramentow
srodowiskowych, co doprowadzito do rozwoju technik chemii analitycznej. Informacje o substancjach
mozna uzyskiwaC¢ w sposob ciggly (pomiar w czasie rzeczywistym), badz pobierajac probke do
jednorazowego pomiaru. Aby uzyskaé¢ pozadane informacje, opracowano szereg metod analitycznych,
takich jak: spektroskopowe (np. fluorescencyjna, Ramana), elektrochemiczne (np. potencjometria,
amperometria), chromatograficzne (np. immunochemiczne, elektroforetyczne), techniki spektrometrii
masowej (np. MALDI) [1]. Alternatywa dla tych technik sg sensory chemiczne, ktore moga wydajnie
zastgpi¢ wymienione powyzej metody analityczne. W przeciwienstwie do tych metod sensory
chemiczne charakteryzujg si¢ prosta konstrukcjg, zachowujac czulosé i selektywnosé klasycznych

metod analitycznych [2-5].

Definicja Migdzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC, z ang. International
Union of Pure and Applied Chemistry) wskazuje, ze sensory chemiczne sg to urzadzenia, ktore
przetwarzaja informacje, poczawszy od stezenia okre$lonego sktadnika probki, po ogolny skiad
matrycy, na sygnal uzyteczny analitycznie [6]. W jezyku polskim wyrazy sensor i czujnik sg uzywane
zamiennie [7]. Definicja sensoréw zmienita si¢ w 1997 roku po publikacji ksigzki pt. ,,Sensors for lon
and Molecular Recognition”, w ktorej przedefiniowano pierwotng definicj¢ sensorow. Autorzy nazwali
sondy optyczne (molekularne) sensorami. Efektem tej publikacji byt wzrost wykorzystywania nazwy
sensor w odniesieniu do sond molekularnych, ktére wedlug pierwotnej definicji nie sg sensorem.
Podobnie jest z definiowaniem znacznikéw (z ang. labels) czy ligandéw jako sensory i biosensory.
Problem z nazewnictwem wynika ze zdolnoSci znacznikow czy ligandow do selektywnego

rozpoznawania analitu, co moze zosta¢ okreslone wykrywaniem czy tez detekcja.

Szczegblng grupg sensoréw chemicznych sa biosensory. Definicja IUPAC z 1992 roku podaje,
ze biosensor to urzadzenie wykorzystujace biochemiczne reakcje, w ktdrych posredniczg izolowane

enzymy, przeciwciata, tkanki, organelle lub cate komodrki do wykrywania zwigzkow chemicznych.
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Sygnal pochodzacy z biochemicznych reakcji zamieniany jest na sygnat elektryczny, termiczny lub
optyczny [8]. Przedrostek ,,bio” oznacza nature reakcji oddziatywan pomiedzy warstwa rozpoznajaca
(na potrzeby pracy zwang receptorowa) a analitem. Wedtug pierwotnej definicji biosensor wykrywat
substancje wykazujace aktywno$¢ biologiczng, badz analit w probkach biologicznych. Definicja ta jest

nadal stosowana przez czgs¢ naukowcow.

Celem badan nad biosensorami jest produkcja taniego, szybkiego i nicinwazyjnego biosensora,
ktéry moze dostarczy¢ wielu danych na podstawie analizy pojedynczej probki [3,9,10]. Rozwoj
nanomaterialow sprawit, ze wykorzystanie ich w biosensorach stalo si¢ mozliwe glownie dzigki
mozliwos$ci modyfikacji ich powierzchni. Nanomateriaty, a wiasciwie uktady hybrydowe staly si¢ przez
to zdolne do selektywnego wykrywania substancji, w tym biatek czy patogenéow. Rozwoj
nanotechnologii spowodowal ponowny wzrost wykorzystywania okre§lenia sensor w literaturze. Dla
porownania w 1990 roku, wedtug "Web of science”, opublikowano 2 090 prac z wyrazem sensor,
a w roku 2021 opublikowano 84 153. W $wiecie naukowym pojawit si¢ roOwniez termin nanosensory,
czyli sensory w postaci czastek o rozmiarach rzedu nanometréow. Zazwyczaj w tym celu wykorzystuje
si¢ rozdyspergowane nanoczastki, z ktorych kazda z drobin jest biosensorem. Wykrycie analitu
powoduje zmian¢ barwy zawiesiny. Aby pierwotna definicja sensora zostala zachowana, musza one

wykrywa¢ analit i jednocze$nie generowac sygnat analityczny [11].

Poza wykorzystaniem nanoczastek jako biosensorow, istnieja inne sposoby wykorzystania
nanomaterialbw w sensoryce. Nanomaterialy moga peli¢ funkcje platformy biosensorowej do
immobilizacji receptorow, moga by¢ rowniez odpowiedzialne za generowanie sygnatu optycznego, czy
tez jego wzmocnienie [12-14]. W niniejszej pracy nanodruty srebra (AgNWs, z ang. silver nanowires)
zostang sprawdzone pod katem zastosowania ich w biosensorach jako platformy biosensorowe. Zgodnie
z definicja AgNWs nie sg sensorem, ani biosensorem. Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej
maja na celu pokazanie potencjatu tych nanoczastek, aby moc je z sukcesem wykorzysta¢ jako element

konstrukcji biosensoréw.

1.2 Elementy biosensora

Narys. 1. przedstawiono zestaw komponentow prostego biosensora, ktory sktada si¢ z warstwy
bioreceptorowej oraz przetwornika. Analit, czyli oznaczana substancja wchodzi w reakcje lub
oddzialuje w specyficzny sposdb z warstwag bioreceptorowa. Analit moze znajdowaé si¢ w probkach
komorek, krwi, moczu, §liny, jedzenia czy probkach pobranych ze srodowiska. Bioreceptor jest
to biologiczny element rozpoznajacy analit (np. enzym, komorka, DNA, przeciwcialo czy bakteria),
stanowi on o specyficznosci biosensora (rys. 1.). Aby potaczy¢ bioreceptor z przetwornikiem
wykorzystuje si¢ zlgcze elektryczne. Przykladowymi ztaczami elektrycznymi moga by¢ tranzystor

polowy, nanodruty, nanoczgstki, nanorurki czy elektrody. Element ten najczesciej odpowiada rowniez
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za wzmocnienie sygnatu. Po wykryciu analitu wygenerowana informacja chemiczna (sygnat
biologiczny) zamieniana jest przez przetwornik na mierzalny sygnat (elektryczny, termiczny,
magnetyczny, akustyczny lub optyczny). Sygnal powinien zosta¢ zarejestrowany natychmiast po
pojawieniu si¢ analitu w warstwie bioreceptorowej. Mimo, ze podstawowa zasada dziatania wszystkich
biosensoréw jest taka sama, to bioreceptory i przetworniki dobiera si¢ do wykrywanego analitu
[2,15,16]. W badaniach zawartych w rozprawie doktorskiej, zgodnie z przedstawionym ponizej

schematem, nanodruty srebra wykorzystano jako ztacza, na ktérych umieszczono warstwe receptorowa.
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Rys. 1. Zestawienie mozliwych komponentow biosensora. Zaczerpnigto z [15].

1.3 Typy biosensorow

Biosensory podzielono ze wzgledu na rodzaj oddzialywania warstwy receptorowej z analitem,
lub na rodzaj przetwornika. W przypadku pierwszego podziatu wyr6zniono biosensory katalityczne oraz
biosensory powinowactwa. Biosensory katalityczne wyr6zniajg si¢ udzialem warstwy receptorowej

w reakcji chemicznej, podczas ktorej powstaje produkt lub ubytek substratu, ktory powoduje zmiang
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sygnatu mierzonego w uktadzie. Jako elementy warstwy receptorowej mogg by¢ zastosowane enzymy,
komorki bakterii, grzyby, drozdze, organella komdrkowe czy kwasy nukleinowe o wilasciwosciach
katalitycznych. W przypadku biosensorow powinowactwa mamy do czynienia z selektywnym
wigzaniem lub oddziatywaniem analitu przez warstwe receptorowa, powodujacym powstanie stabilnych
kompleksow. Elementami receptorowymi w tym przypadku moga by¢ biatka, w tym przeciwciata,

czasteczki kwasoéw nukleinowych lub peptydy [3,4,9, 17].

Podziat ze wzgledu na rodzaj przetwornika jest kolejnym sposobem klasyfikacji biosensoréw.
Najczesciej wyrdznia si¢ biosensory elektrochemiczne, piezoelektryczne, termiczne oraz optyczne.
W pracy skupiono si¢ na rozwoju konstrukcji biosensoréw optycznych, dlatego zostang one szerzej

opisane.

Biosensory elektrochemiczne sa najstarsza i najpopularniejszg grupa sensorow. Popularnosé
zawdzigczaja stosunkowo kréotkiemu czasowi odpowiedzi, wysokiej czutosci i1 selektywnosci. Typowy
biosensor elektrochemiczny sktada si¢ z elektrody pracujacej, elektrody odniesienia i przeciwelektrody
[16]. Wasciwosci biosensora zaleza od materiatu z jakiego sa wykonane elektrody (co przektada si¢ na
zakres pracy), modyfikacji ich powierzchni oraz mozliwosci miniaturyzacji powierzchni aktywnej.
Rozréznia  sig¢  nastepujace  typy  biosensorow  elektrochemicznych:  amperometryczne,

potencjometryczne, konduktometryczne [11, 18-20].

Nastgpnym typem sa biosensory piezoelektryczne (masowe), w ktorych sygnal pomiarowy
uzyskuje sie w wyniku adsorpcji czastek analizowanej substancji na powierzchni sensorow. Biosensory
te wytwarzajg sygnal elektryczny po przytozeniu sity mechanicznej do powierzchni krysztatu
piezoelektrycznego. Moga pracowaé w kilku trybach, z ktérych bezposrednia, wolna od znacznikow
interakcja z analitem zapewnia maksymalne wykorzystanie zalet platformy piezoelektrycznej. Ich
zaletami s3: miniaturowe rozmiary, prosta konstrukcja oraz mala moc zasilajaca. Sensory te sg bardzo

czule, jednak ich wadg jest duza wrazliwo$¢ na substancje, ktore moga zaburza¢ odczyt [6, 21].

Biosensory termiczne wykorzystuja podstawowa wiasciwos¢ reakcji biologicznych: absorpcje
1 wydzielanie ciepta. W tych biosensorach wykonywany jest pomiar temperatury ptynu, ktory wszedt
W reakcje z enzymem w warstwie bioreceptorowej [22]. Termoczutym elementem przetwornikowym
moze by¢ termopara lub termistor. Ograniczeniem biosensorow termicznych jest konieczno$c
stosowania termodynamicznie otwartych systemdéw, aby mozliwe bylo oddzialywanie z analitem,
maksymalna odpowiedz jest mozliwa w warunkach adiabatycznych [6]. Rozwdj biosensorow
termicznych nie jest tak szybki, jak pozostatych biosensorow ze wzgledu na ograniczenia zwigzane

Z pomiarem temperatury oraz niskg czuto$cig [23].

Ostatnig grupa biosensoréw cieszacg si¢ szerokim zastosowaniem sg biosensory optyczne.

Wykorzystujg one rozne formy oddziatywania promieniowania elektromagnetycznego z czasteczkami
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analitu, aby uzyska¢ informacj¢ o sktadzie probki, co schematycznie przedstawiono na rys. 2.
W sensorach optycznych wykorzystuje si¢ nastgpujace zjawiska optyczne: absorpcj¢ i odbicie
promieniowania, fluorescencje, rozpraszanie Ramana, zmian¢ wspotczynnika zalamania $wiatta oraz
interferencje §wiatta (rys. 2.) [12,24,25].

Interface chemistry
B e e

1
|

Heavy metal i i
wr Fiber optic fluorescence i
:

b 4 / Antibody
£ [ SPR

i
chemiluminescence | |

POPs Enzyme i Signal :
,/ Y Planar guidewave : convgersion Signal
G light absorption analytical
| DNAzyme Interferometer ‘ and system
EDCs ~ | ) : reflectance i ' amplification
B \ Colorimetric !
£ dataaies Raman Raman scattering ‘
Toxins H
& @ Cell Nanomaterials refractive index !
VIREE e e el
Targets Biorecognition molecules Optical transducers Signal processing

Rys. 2. Schemat prezentujgcy klasyfikacje biosensoréw optycznych. Zaczerpnieto z [25].

Na popularno$¢ biosensorow optycznych wpltywa  wieloparametrowos¢  sygnatu
fluorescencyjnego, mozliwe jest rejestrowanie natgzenia fluorescencji, anizotropii wydajnosci
kwantowej, czasOw zycia oraz przesuniecia fazowego fluorescencji w prébce. Do pomiaréw
wykorzystuje si¢ urzadzenia optyczne takie, jak: spektrofluorymetry, spektrofotometry, fotodiody czy
luminometry, za pomoca ktorych rejestruje si¢ zmiang absorpcji czy natgzenia fluorescencji. Wérod
biosensoréw popularnoscig ciesza si¢ czujniki, w ktorych dokonywany jest pomiar natezenia
fluorescencji, ktéry moze by¢ mierzony bezposrednio lub posrednio [5]. Metoda bezposrednia
wykorzystuje fakt, ze niektore probki wykazuja naturalng fluorescencje np.: wieloaromatyczne
weglowodory, witamina A i E, koenzymy, karoteny czy biatka zawierajace tyrozyng. W metodzie
posredniej dokonuje si¢ pomiaru fluorescencji pochodnej zwigzku niefluorescencyjnego lub zwigzkow
znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi. Istotna wigkszo$¢ substancji, ktére maja zostac
oznaczone nie wykazuje fluorescencji, dlatego konieczne jest przeprowadzenie reakcji uzyskania
pochodnej, ktéra wykazuje fluorescencje. Druga opcja jest przylaczenie do oznaczanej substancji
znacznika fluorescencyjnego np. pochodnej ksantenu (fluoresceiny), naftalenu, czy cyjaniny [5].
Znaczniki fluorescencyjne staja si¢ coraz bardziej dostepne, oraz obserwuje si¢ coraz wigksza

standaryzacj¢ procedur znakowania.

W konstrukcji biosensoréow optycznych mozna zastosowa¢ dodatkowe elementy np.: wtdokna
swiattowodowe, nanoczgstki metaliczne czy mikrosystemy przeptywowe, na powierzchni ktorych
osadza si¢ warstwe bioreceptorowsa. Warstwe receptorowa na wioknach $wiattowodowych mozna
umiesci¢ na dwa sposoby: na koncu czota widkna $wiattowodowego albo na powierzchni usunigtego
miejscowo plaszcza. Istnieje réowniez mozliwos¢ przylaczenia nanoczgstek metalicznych na

powierzchni wiokien §wiattowodowych [26], czy w mikrosystemach przeptywowych [27], badz
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wldokien $wiattowodowych w mikrosystemach przeptywowych [28]. Pokazuje to, Zze istnieja
nieograniczone mozliwo$ci komponowania sensoréw. Badania sensorow optycznych na bazie wtokien
$wiattowodowych sa bardzo popularne. Sensory na bazie widkien optycznych maja szereg zalet np.:
wysoka czutos¢ i mozliwos¢ pomiaru w trudno dostgpnych miejscach, jednak maja rowniez pewne

wady, takie jak: wrazliwo$¢ na zakldcenia mechaniczne, czy konieczno$¢ kalibracji.

Wykorzystanie w konstrukcji sensoréw optycznych platform mikrofluidycznych zyskuje na
popularno$ci. Schemat elementéw biosensora z wykorzystaniem platform mikrofluidycznych
przedstawiono na rys. 2. Platformy mikrofluidyczne mozna podzieli¢ na mikrokanatowe (przeptyw),
kropelkowe oraz papierowe. Wykorzystanie platform mikrofluidycznych jest odpowiedzig na potrzebe
miniaturyzacji wykorzystywanych biosensorow. Zaletag wykorzystania mikrokanatow jest mozliwos¢
pracy w trybie cigglym, podczas ktorej roztwor analitu moze przepltywaé przez mikrokanatl in-situ.
Z drugiej strony zastosowanie platform kropelkowych umozliwia wykrywanie analitu z matej objetosci,
np. 1 pl. Platforma biosensorowa moze stanowi¢ tani element sensora, ktory mozna wymieniaé¢ po

pomiarze na nowy (platformy papierowe) [29].
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Rys. 3. Schemat konstrukcji biosensora opartego o platformy mikrofluidyczne, sktadajgcego sie
Z bioreceptora, platformy mikrofluidycznej i typu odczytanego sygnatu. Zaczerpnigto z [29].
W pracy wykorzystano technologi¢ platform mikrofluidycznych, z ktérych wybrano
mikrokanaly wykonane z polimeru. Mikrokanal wykorzystano do orientacji nanodrutéw srebra

W przeptywie.

Przeprowadzone badania nad zaprezentowaniem potencjalu nanodrutéw srebra jako platform
biosensorowych kwalifikujg si¢ do kategorii biosensorow optycznych, poniewaz rejestrowane jest

natezenie fluorescencji biatka z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej.
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1.4 Parametry biosensorow

Wyroéznia sie kilka parametréw, ktore sg istotne podczas projektowania oraz sa wazne z punktu
widzenia uzytkownika biosensora [14]. Do najwazniejszych mierzonych parametréw biosensorow

nalezg:

a) doktadno$¢ — zgodnos¢ wynikéw pomiaréow z prawdziwymi warto$ciami stezen,

b)  selektywnos$¢ — jest to najwazniejszy parametr, okresla zdolno$¢ do pomiaru st¢zenia
analitu w obecnosci innych sktadnikéw chemicznych probki, biosensory wykazuja
lepsza selektywno$¢ niz sensory,

C) specyficznos$¢ — zdolno$¢ sensora do rozpoznawania i reagowania na okreslone zwigzki
chemiczne lub sygnaly, im wyzsza specyficznos¢, tym bardziej sensor jest w stanie
rozrozni¢ docelowe zwiazki od innych zwigzkow,

d)  czulo$¢ — warto$¢ emitowanego sygnatu na jednostke stezenia lub aktywnosci analitu,

e) zakres dynamiczny — zakres stezenia, w ktorym czuto$¢ jest wicksza od zera,

f) granica wykrywalnos$ci — najmniejsze st¢zenie analitu jakie mozna wykry¢ za pomoca
Sensora,

g)  czasodpowiedzi — czas, po ktorym wyjsciowy sygnat sensora osiaga 63% lub 93% jego
wartos$ci po nieskonczenie dtugim czasie ustalania si¢ rownowagi, w odpowiedzi na
skokowg zmiane,

h)  czas zycia — czas poprawnego dziatania biosensora.

Wspolczesnie optymalizacja parametroOw pracy biosensorow czgsto odbywa si¢ poprzez
wprowadzenie nanomateriatow do elementu sensora nazwanego w poprzednim podrozdziale ztaczem,
ktore taczy warstwe receptorowa z przetwornikiem. Wprowadzenie nanomaterialdéw do konstrukeji
biosensorow pozwala zwigkszy¢ powierzchni¢ warstwy receptorowej, dzieki duzej powierzchni
wlasciwej nanomateriatow. Bioreceptor moze zosta¢ wydajnie osadzony na nanomateriale, dzigki
modyfikacji powierzchni nanomateriatéw [30]. Nanomateriaty o wlasciwosciach przewodzacych moga
wplywa¢ na przewodnictwo i sprzyja¢ kinetyce przeniesienia elektronow do przetwornika. Moga

rowniez zosta¢ one wykorzystane jako przetwornik o kontrolowanej geometrii [31].

Najistotniejsza zaletg zastosowania nanomateriatdw metalicznych jest mozliwo$¢ wzmocnienia
sygnatu np. fluorescencyjnego, dzigki ktéremu mozliwa jest obserwacja pojedynczych molekut. Czas
wykrycia analitu moze =zosta¢ skrocony dzieki wykorzystaniu oddziatywan w skali nano.
Podsumowujac, wbudowanie nanomaterialdow w biosensor zwlaszcza przy kontroli geometrii moze

znaczaco poprawi¢ kluczowe dla jego pracy parametry [2, 12-14, 31, 32].
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Przedstawione w pracy nanodruty srebra wykorzystano do osadzenia warstwy receptorowej na
ich powierzchni. Kontrola przestrzennej orientacji nanodrutéw srebra pozwolita na uproszczenie
procedury pomiarowej. W badaniach skorzystano z mozliwo$ci wzmocnienia plazmonowego sygnatu

fluorescencyjnego, co zostanie doktadniej przedstawione w rozdziale Nanostruktury Metaliczne.
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2. NANOSTRUKTURY METALICZNE

Odkrywanie Swiata nanomateriatow, ktory czesto potrafi zaskoczy¢ naukowcow jest niezwykle
interesujqce. Juz samo spektrum materiatow i ksztaltow, ktore chemicy i fizycy potrafig wytworzy¢
W laboratoriach jest bardzo szerokie. W tym rozdziale opisano rodzaje nanoczgstek metalicznych,
prezentujgc zasadnos¢ wyboru nanodrutow srebra do badan przeprowadzonych w ramach tej rozprawy.
Nastepnie opisano rezonans plazmonowy w nanoczgstkach metalicznych i omowiono metody kontroli
geometrii nanoczqgstek na wybranej powierzchni. Zaprezentowano rowniez metody funkcjonalizacji
powierzchni nanoczgstek wykorzystanych w sensoryce. Rozdziat konczy sie opisem wplywu nanoczgstek

metalicznych na fluorescencje emiterow.
2.1 Rodzaje nanoczastek metalicznych

Wedhug definicji Komisji Europejskiej nanoczastki to materialy, ktére maja jeden wymiar od
1 nm do 100 nm [33]. Nanoczastki metaliczne mozna podzieli¢ wedtug wielu klasyfikacji, co wskazuje
na bogactwo nano$wiata [34]. Pierwszym podziatem jest klasyfikacja ze wzgledu na materiaty: srebro,
ztoto, miedz, krzem, zelazo, nikiel, cynk [35]. Nanoczastki stanowia dodatek do paliw, tuszu,
kosmetykow czy sa elementem urzadzen, z ktérych na co dzien korzystamy [36—38]. Jednak czesé
metali jest toksyczna, reaktywna, badz niestabilna, co utrudnia ich szersze zastosowanie [39-42]. Z listy
dostepnych metali wyrdznia si¢ ztoto oraz srebro, ktore sa stosunkowo stabilne, matotoksyczne oraz
wchodzag w interakcje ze S$wiatlem widzialnym, wzmacniajg/wygaszaja fluorescencj¢ fluoroforu
znajdujgcego si¢ w poblizu nanoczastki [43]. Ich rezonans plazmonowy znajduje si¢ w zakresie
widzialnym. Cechy te sprawiaja, ze srebro i ztoto sg szeroko badane w kontekscie zastosowan

medycznych jak: obrazowanie, biodetekcja, diagnostyka, terapia czy podawanie lekow [44,45].

Kolejng klasyfikacja sa metody otrzymywania nanoczastek metalicznych w zalezno$ci od
pozadanych wtasno$ci optycznych materiatdéw. Metody mozna przypisac¢ do jednej z dwoch grup: z gory

na dot (z ang. top-down) oraz z dotu do gory (z ang. bottom up) [46—49].

W pierwszym sposobie uzyskiwania nanoczastek metalicznych top-down, z materiatu w skali
makro tworzymy nanomaterial poprzez np. wytrawianie szablonowe [50,51], selektywne usuwanie
[52,53], rozpuszczenie [54,55] czy rozktad termiczny [56]. W podejsciu bottom up z atoméw, badz
zwiazkow maloczasteczkowych wytwarza si¢ nanostrukturg [57-60]. Ksztalty, jakie mozna uzyskac, to
miedzy innymi: kostki [61-63], gwiazdy [64—66], sfery [67,68], trojkaty [69-71], prety [72—75] czy
druty [76-78]. Na rys. 4. przedstawiono wybrane nanostruktury ztota z odpowiadajacym im widmem

ekstynkcji. Zmiana ksztattu nanostruktury zlota przekltada si¢ na zmiang ksztattu rezonansu
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plazmonowego [79, 80]. Bioragc to pod uwage, wybér struktury do badan musi zosta¢ dobrze
przeanalizowany [81]. Myslac o wykorzystaniu nanoczastek metalicznych jako elementow
biosensoréw, nalezy zwroci¢é uwage na to, aby byly one stabilne, by metoda otrzymywania byta
powtarzalna, oraz by mozliwe byto uzyskiwanie ich na wielka skalg. Nanoczastki zlota przedstawione
na rys. 4. nie maja zanieczyszczen, jednak znaczaco roznig si¢ od siebie wymiarami w ramach jednej
probki. Warto zwrdci¢ uwage na to, aby wybrana metoda otrzymywania nanoczastek pozwalata uzyskaé
jak najbardziej jednorodne nanoczastki. Planujagc masowa produkcje nanoczastek, wazne jest, aby cena
wytwarzania nie byta wysoka oraz, by do samej syntezy nie wykorzystywano toksycznych zwigzkow,

a po syntezie pozostawato mozliwie jak najmniej odpadow.
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Rys. 4. Zdjecie z transmisyjnego mikroskopu elektronowego a) nanogwiazd b) nanopretow c) nanosfer
skorelowane z odpowiadajgcymi im widmami ekstynkcji (b, d, f). Zaczerpnieto z [82].
Nanoczgstki metaliczne zawdzigczaja swoje wlasciwosci rozmiarowi, ktory powinien by¢
mniejszy niz dlugos¢ fali elektromagnetycznej, ktora zainicjuje efekty niewystepujace dla tego samego
materiatu w skali makro. Wykorzystywang falg elektromagnetyczng jest $wiatlo w zakresie spektralnym

380 - 750 nm. Opis wptywu nanoczastek na fluorofory znajduje si¢ w dalszej czgéci rozprawy.

Wielko$¢ wykorzystywanych w sensoryce nanoczastek ma duze znaczenie. Projektujac
biosensor, nalezy zwroci¢ uwage na to, jakiej wielkosci jest nanoczastka metaliczna, bioreceptor, ktory

bedzie na niej umieszczony oraz jakiej wielkosci molekule planuje sie wykry¢ (rys. 5.). Nanoczastki
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kuliste o $rednicy okoto 10 nm stosowane sg jako nanosensory, jednak gdy ich $rednica jest znaczaco
wigksza zawiesina staje si¢ niestabilna i zaczynaja one opadac. Jezeli wykorzystamy jako platformy
biosensorowe nanoczastki kuliste o §rednicy okoto 10 nm to sa one podobnych wymiaréw do popularnie
stosowanych bioreceptorow np. przeciwciat. Dodatkowo nie jest mozliwe zlokalizowanie ich polozenia
z wykorzystaniem mikroskopii optycznej. Dlatego zastosowanie nanodrutow srebra, ktore maja jeden
wymiar w skali makro, pozwoli na modyfikacje ich powierzchni wigksza iloScia bioreceptoréw, a co za
tym idzie zwigkszone zostanie prawdopodobienstwo detekcji analitu. W przypadku wykorzystania
nanoczastek jako platform biosensorowych wigksze nanostruktury o wydtuzonych ksztattach sa lepsze,
miedzy innymi za wzgledu na wicksza powierzchni¢ i mozliwos¢ zlokalizowania ich potozenia prostym

mikroskopem optycznym.

Water Glucose Antibody Virus  Bacterium Cancer cell A period Tennis ball
10" 1 10 10? 10° 10* 10° 10° 107 10°

(nm)

Nanodevices
Nanopores
_ Dendrimers

' Nanotubes
Quantum dots
Nanoshells

Rys. 5. Poréwnanie rozmiaru nanomateriatéw z innymi materiatami. Zaczerpnieto z [83].

2.2 Zlokalizowany rezonans plazmonowy

Material w skali nano w poréwnaniu do tego samego materialu w skali makro wchodzi
W interakcje ze $wiattem, ze wzgledu na wielko$¢ porownywalng z dtugoscia fali elektromagnetycznej.
Fala elektromagnetyczna padajaca na nanoczastke metaliczna sprzega si¢ z gazem swobodnych
elektronow na jej powierzchni, wprawiajac go w oscylacje (rys. 6.). Podczas przemieszczenia si¢
chmury elektronowej powstaje sita kulombowska przywracajaca stan wczeéniejszy [84]. Zjawisko to
nazwano zlokalizowanym rezonansem plazmondw powierzchniowych (LSPR, z ang. localised surface
plasmon resonance) i opisuje je teoria Mie [85]. LSPR zmienia si¢ w zaleznosci od ksztattu oraz
materiatu, z ktéorego wykonane sg nanoczastki metaliczne i wlasnie z tego powodu syntezowane jest
cate spektrum réznorodnych nanoczgstek. Na czestotliwo$¢ oscylacji wplywa réwniez gestosé
elektronow, masa efektywna elektronéw oraz stata dielektryczna otoczenia nanoczastki metalicznej, CO
jest wykorzystywane w sensorach opartych o powierzchniowy rezonans plazmonowy [86].

W przypadku nanoczgstek metalicznych stosunek powierzchni do objetosci jest wigkszy im mniejsza
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jest nanoczastka co powoduje, ze zjawisko rezonansu plazmonowego ma charakter lokalny i staje si¢

dodatkowym zrédtem lokalnego pola elektromagnetycznego.

Rys. 6. Schemat przemieszczenia sig gazu swobodnych elektronow w nanoczgstce metalicznej wraz
Z mozliwymi reakcjami spektroskopowymi dla selektywnej detekcji biomolekut. Oddziatywanie fali
elektromagnetycznej z nanoczgstkq metaliczng powoduje absorpcje i rozpraszanie padajgcego
promieniowania. Zaczerpnigto z [84].

Powierzchniowy rezonans plazmonowy moze znaczaco poprawi¢ czulo$¢ sensorow, co
powoduje rozwoj technik pozwalajacych na obrazowanie w czasie rzeczywistym. Na rys. 6. wyrdézniono
trzy typy nanosensorow: ciggly film metaliczny, nanoczastki o zorientowanej geometrii oraz pojedyncze
nanoczastki. Detekcja analitu moze objawiac si¢ w tych nanosensorach poprzez zmiang kata SPR (SPR,
z ang. surface plasmon resonance), przesuniecie widma ekstynkcji lub rozpraszania (rys. 7.). Do technik
wykorzystywanych w biodetekcji mozna zaliczy¢ powierzchniowo wzmocniong spektroskopie
ramanowska (SERS, z ang. surface enhanced raman spectroscopy) lub wspomagang powierzchniowo

spektroskopig¢ fluorescencyjng (PEF, z ang. surface plasmon-enhanced fluorescence spectroscopy).
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Rys. 7. Schemat typow nanosensorow, w ktorych mozliwe jest wzbudzenie plazmonowe z wybranymi
optycznymi sygnatami a) planarne metaliczne nanosensory cienkowarstwowe, b) nanosensory oparte
0 LSPR, €) nanosensory oparte o pojedyncze nanoczgstki. Zaczerpnieto z [87].
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Na rys. 8. przedstawiono przyktad nanosensora LSPR opartego na nanotrojkatach srebra, ktory
ma na celu pomoc w zrozumieniu interakcji miedzy dyfundujacymi ligandami pochodzacymi
z amyloidu (ADDL, z ang. amyloid derived diffusible ligands) a przeciwciatem przeciwko ADDL.

W nanosensorach LSPR wykonuje si¢ pomiar ekstynkcji, ktory wskazuje na zmiane wspotczynnika

zatamania §wiatta w poblizu nanostruktury.
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Rys. 8. a) Schemat sensora typu LSPR do detekcji ADDL b) i ¢) Widma LSPR wykonane dla stezenia
przeciwciat kolejno 50 nM, 400 nM odpowiednio: 1 po modyfikacji; 2 immobilizacjia ADDL;

3 przeciwciato anty-ADDL. Zaczerpnigto z [88].

Ograniczeniem w pomiarach widm ekstynkcji jest mozliwos$¢ przesuniecia si¢ maksimum
ekstynkcji z powodu zmiany statej dielektrycznej otoczenia, ktéra moze byé spowodowana innymi
czynnikami niz przylaczeniem si¢ przeciwciata do powierzchni nanosensora, np. poprzez zmiane sily
jonowej powodujac agregacje w zawiesinie. Kolejnym ograniczeniem jest limit detekcji, autorzy
w publikacji [88] wykazali, ze ponizej pewnego stezenia obserwowano niespecyficzne wigzanie
przeciwciata z nanosensorem. Te dwa ograniczenia sprawiajg, ze nanosensory LSPR mogg zafalszowaé

potozenie rezonansu plazmonowego oraz posiada¢ niewystarczajaca doktadnose.

Rozwigzaniem powyzszych ograniczen byly pomiary za pomoca nanosensorow LSPR na
pojedynczych nanoczastkach (S-LSPR). Przedstawione na rys. 9. nanoczastki nie sg jednorodne,
obserwuje si¢ znaczne réznice w natgzeniu rozpraszanego §wiatta, co moze by¢ spowodowane réznicg
w ich srednicy. W przypadku tego eksperymentu wazne jest, aby obserwowaé t¢ samg nanoczastke.
Nanosensory S-LSPR charakteryzujg sie wysoka czuto$cig w poréwnaniu do innych konwencjonalnych
metod. Ich ograniczeniem jest konieczno$¢ obserwacji pojedynczej nanoczastki oraz wystepujace

wigzania niespecyficzne.
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Rys. 9. Nanosensor na pojedynczych czgstkach stuzgcy do wykrywania Hg®* a) Mapa wykonana za
pomocg mikroskopu szerokiego pola b) Mapa rozpraszania zarejestrowana detektorem CCD z
regulowangq szczeling ¢) Widmo rozpraszania prezentujgce przesunigcie LSPR. Zaczerpnigto z [89].

Z wyzej opisanych powodow dobra alternatywa dla nanosensoréw wydaja si¢ by¢ platformy
biosensorowe oparte o nanostruktury wydtuzone, na ktorych detekcja odbywa si¢ z wykorzystaniem
mikroskopii fluorescencyjnej. W ten sposob wykorzystywane s3a wlasciwosci nanoczastek
metalicznych, ale one same nie sg sensorem. W ramach tej rozprawy nanodruty srebra sg platforma

sensorowa wykorzystujaca pomiar natezenia fluorescencji analitu. Sygnat ten moze zosta¢ dodatkowo

wzmocniony dzieki oddziatywaniom plazmonowym z AgNWs.
2.3 Kontrola geometrii nanoczastek metalicznych na podlozu

Gwaltowny rozwoj zastosowania nanoczastek metalicznych w przemysle wymusit konieczno$é
kontroli ich geometrii. Podzial metod kontroli geometrii nanoczastek na podtozu przedstawiono na rys.
10., na ktorym wyrézniono trzy metody (Srodkowe grafiki). Dwie metody nawigzuja do metod
otrzymywania nanostruktur sg to: top-down i bottom up. Trzecia metoda zaktada wykorzystanie
szablonu/maski, aby kontrolowaé geometri¢ nanoczastek. Nanoczastki o zorientowanym ksztalcie
stosowane sa w urzadzeniach o zwigkszonej wydajnosci (z ang. enhanced-performance devices), ktore
moga by¢ wykorzystywane w wielu dziedzinach. Na rys. 10. do kazdej metody otrzymywania
nanoczastek metalicznych o kontrolowanej geometrii zaprezentowano mozliwe ich zastosowania, ktore

w dalszej czgsci rozprawy zostang opisane zgodnie z numeracjg oznaczong na rysunku.
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Rys. 10. Schemat podziatu wytwarzania nanostruktur o kontrolowanej geometrii: lewy gorny rog
(podejscie bottom up), prawy gorny rog (podejscie top-down), dolny wiersz (podejscie wykorzystujgce
szablony/maski). Do kazdego z wymienionych sposobow zaprezentowano przyktady wykorzystania
wytworzonych nanostruktur. Zaczerpnieto z [31].

Podejscie bottom up polega na kierunkowym osadzaniu wczesniej przygotowanych zawiesin
nanomateriatdw na granicy os$rodkéw roztwodr/poditoze (1, rys. 10.). Pierwsza metoda jest proces
elektroosadzania, dzigki ktéremu uzyskano zorientowane nanowldkna tlenku cynku (ZnO) [90].
Autorzy pracy opisali proces powstawania nanowtokien jako osadzenie nanostruktur z wykorzystaniem
drukarki, podczas ktorego mieli kontrole nad potozeniem wzdtuz osi x i y. Powstale nanowtokna ZnO
wykorzystano jako fotodetektor ze wzgledu na wysoki wspotczynnik fotoprzewodzenia, czutosé
i wykrywalno$¢ nanowtokien. Proces ich produkcji jest skalowalny, tani oraz moze zosta¢ wykonany

na r6znych podtozach.

Inng metodg orientacji nanostruktur jest druk kapilarny wykorzystany do orientacji nanodrutow
(2, rys. 10.). Pojawia si¢ coraz wiecej metod wykorzystujacych sity kapilarne do kierunkowania
AgNWs. Zorientowane AgNWs wykorzystuje si¢ w ogniwach stonecznych, elektrodach [91], $ciezkach
przewodzacych, czy w gietkich zrodtach Swiatta [92-94]. Cze$¢ projektu doktorskiego dotyczyta

orientacji AgNWs, dlatego wymieniono wigcej metod orientacji nanostruktur wykorzystujacych sity
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kapilarne (rys. 11.). W pierwszej metodzie orientacji AGNWSs zostaja umieszczone w 25 kapilarach
ustawionych prostopadle do podtoza (I, rys. 11.) [91]. Nastgpnie podtoze przesuwa si¢ ze stalg
predkoscia, a zawiesina ze zorientowanymi AgNWs jest osadzana na podtozu. Woda, w ktorej osadzono
AgNWs odparowuje, pozostawiajac je na powierzchni wybranego podtoza. Wedtug autorow artykutu
AgNWs orientuja si¢ w kapilarze przez sity van der Waalsa, site hydrodynamiczng oraz oddziatywanie
$ciany kapilary i tancucha poli(alkoholu winylowego) (PVP) pokrywajacego AgNWs. W drugim
przypadku AgNWSs zorientowano poprzez przepuszczenie zawiesiny AGNWSs umieszczonej na szkietku
przez matryc¢ ze wzorem z polidimetylosiloksanu (PDMS) w formie rowkow, ktoére wymuszaty
orientacjc AgNWSs (I, rys. 11.) [92]. W trzeciej prezentowanej pracy do orientacji AgNWSs
wykorzystano technike wyciggania zanurzeniowego (z ang. dip coating), w ktorej wybrane podtoze
zanurzono w 0,1 % zawiesinie AgNWs 1 wyciggano ze stalg predkoscia (111, rys. 11.) [95]. AgNWs pod
wplywem wyciagania osadzaja si¢ na wybranej powierzchni. Autorzy pracy zaobserwowali, ze dzieje
si¢ to z wigksza wydajnoscig, gdy zawiesina jest podgrzana, dzigki czemu rozpuszczalnik szybciej
odparowuje z wybranego podtoza. W przypadku wykorzystania tego podejécia do biosensorow wadg
moze okaza¢ si¢ wysychanie roztworu, czy nawet w przypadku trzecim, podgrzewanie go, co moze

wplyna¢ na stabilnos¢ grup funkcyjnych osadzonych na AgNWs.
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Rys. 11. a) Schemat techniki orientacji AgNWs poprzez sity kapilarne w uktadzie mikrofluidycznym b)
Zdjecie wykonane za pomocq mikroskopu optycznego zorientowanych AgNWs. Zaczerpnieto z [91].
¢) Schemat procesu drukowania kapilarnego przy uzyciu stempla PDMS z nanorowkami z d)
zblizeniem na proces orientacji AgNWs. Zaczerpnieto z [92] Schemat procesu orientacji AQNWSs e)
Zasada orientacji AgNWs w procesie powlekania zanurzeniowego z f) kontrolg temperaturowq.
Zaczerpnieto z [95].
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Ostatnia wymieniong metoda z sekcji bottom up, jest druk zorientowanych metalicznych
nanodrutow (PCAMP, z ang. polymer-assisted continuous and aligned metal-NW printing), dzieki
ktoremu z duza precyzjag mozna wydrukowa¢ sie¢c AgNWs o $rednicy 695 nm (3, rys. 10.) [96-98].
Wydrukowane AgNWs s3 pokryte polimerem PVP, dzieki ktéoremu sa stabilne i przewodza prad
elektryczny. Autorzy sie¢ AgNWs nazywaja typem 3, w ktérym maja kontrole nad potozeniem AgNWs
oraz ich dtugoscig. Typ 1 sg to losowo zorientowane, krotkie nanodruty na podtozu. Gtéwnym celem
jest zastosowanie tak przygotowanej siatki AgNWs w urzadzeniach optoelektronicznych, wigc autorzy
pracy nie testowali, czy wykonane przez nich struktury wykazuja rezonans plazmonowy. Ze wzgledu
na druk nalezy przypuszczaé, ze nie mamy do czynienia z monokrystalicznymi AgNWs tylko
Z nanoczgstkami srebra w PVP uformowanymi w podtuzne ksztatty. W Polsce podobng technologia
zajmuje si¢ firma XTPL, ktéra sprzedaje drukarki do ultraprecyzyjnego druku [99]. Niewatpliwie takie
struktury posiadaja szereg zalet, wada wydaje si¢ by¢ wykorzystany tusz do druku, ktory jest tajemnica
firmy, co utrudnia wykonanie modyfikacji powierzchni. Podsumowujgc metode bottom up, mozna
wyciggna¢ wniosek, ze gdy z precyzja kontrolowano polozenie materialu, utracono cze$¢ jego
wlasciwosci (krystaliczno$¢), natomiast gdy zorientowano AgNWs, to nie posiadano az takiej precyzji

w kontroli ich potozenia.

Drugim typem metod kontroli geometrii wytwarzania nanostruktur sag metody top-down (prawy
rog, rys. 10.). Metody top-down sg znacznie wydajniejsze w kontrolowaniu otrzymanych parametrow
geometrycznych jak dtugos¢, rozmiar i odstep pomigdzy wytworzonymi nanostrukturami. Zaletami tych
metod sa: wysoka wydajnos¢, zastosowanie do duzych powierzchni, rozdzielczos¢ kilku nanometrow,
uniwersalno$¢ oraz powtarzalnos¢ [100]. Do technik wykorzystywanych w tej metodzie naleza migedzy
innymi litografia wigzka elektronowa. Ksztalt pozadanych nanostruktur jest wytwarzany przy uzyciu
maski, na ktoéra nanosi si¢ fotorezyst. Kontrola ksztattu odbywa si¢ za pomoca wiazki elektronow lub
jonow, ktére padaja na probke, usuwajac materiat lub poprzez pozniejsze trawienie nieutwardzonego

materiatu.

Pierwszym przyktadem wykorzystania techniki top-down jest biosensor, w ktérym zastosowano
30 nm struktury srebrne lub ztote przy uzyciu litografii wigzka elektronéw (z ang. electron beam
lithography) (4, rys. 10.) [101]. Na wybrane podtoze naniesiono warstwe tlenku cyny indu (ITO, z ang.
indium tin oxide), aby zmniejszy¢ efekt absorpcji fadunku. Specjalny polimer poli(metakrylan metylu)
(PMMA, z ang. poly(methyl methacrylate) nawirowano na ITO, a nastgpnie wypalono podioze
w temperaturze 180 °C. Za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM, z ang. scanning
electron microscope) wyposazonego w specjalny system zdefiniowano wzor. Pdzniej za pomocg
termicznego odparowania naniesiono warstwe wybranego metalu (Ag lub Au) z 2 nm warstwg chromu
jako powloka adhezyjng. Ilos¢ krokoéw oraz materiatow wskazuje, ze metoda jest skomplikowana

i kosztowna. W tak przygotowanych nanostrukturach zaobserwowano zlokalizowany rezonans
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plazmonowy (LPR, z ang. localized plasmon resonance), dzieki ktéremu podtoza sprawdzajg si¢ jako
sensory chemiczne i biologiczne. Sam proces przygotowania nanostruktur jest powtarzalny i moze si¢
odbywaé¢ na duzej powierzchni. Na rys. 10. zamieszczono zdjecie wykonane za pomoca SEM

z wytworzonymi nanostrukturami.

Drugim przyktadem techniki top-down jest wykorzystanie wzrostu epitaksjalnego z selektywnie
ograniczonym obszarem (5, rys. 10.) [102]. Materialami zastosowanymi w tej technice sa: azotek galu
(GaN), azotek glinu (AIN), czy azotek glinowo-galowy (AlGaN). Proces, w skrocie przebiega
nastepujaco: na szafirowym podtozu ze wzorem n-typu GaN osadzono cienkg 10 nm maske tytanu (Ti).
Przed wlozeniem podtoza do komory wzrostu epitaksji z wigzki molekularnej (MBE, z ang. molecular
beam epitaxy) w masce Ti przy pomocy litografii elektronowej i reaktywnego trawienia jonowego
utworzono macierz nanootworow. W komorze reakcyjnej w temperaturze 400 °C podioze Ti
zaazotowano, aby zapobiec pgknigciom i degradacji w podwyzszonej temperaturze. Nastgpnie
ustawiajac odpowiednie parametry zapoczatkowano wzrost heterostruktur nanodrutéw GaN/AlGaN.
Struktury widoczne na rys. 10. sg jednorodne, prawie wolne od defektow. Wykonane diody emitujace
swiatto (LED, z ang. light-emitting diode), charakteryzuja si¢ wysoka wydajnoscia luminescencji,
znakomitym transportem no$nikow tadunku oraz doskonatymi parametrami elektrycznymi
i optycznymi. Wiasciwosci tak wyprodukowanych materiatow sg bardzo dobre, jednak jesli miatyby

by¢ zastosowane do szybkiego i taniego sensora, produkcja musiataby by¢ znaczaco tansza.

Przyktadem metody top-down spoza podziatu zaprezentowanego na rys. 10. jest technika
laserowego drukowania $ciezek srebrnych wysp za pomoca redukcji srebra na podtozu szklanym pod
wplywem $wiatta [103]. Do wytworzenia laserowo indukowanych srebrnych wysp niezbgdny jest uktad
umozliwiajacy kontrole natezenia lasera oraz przesuwanie wigzki lasera po podtozu szklanym, aby
uzyska¢ pozadane wzory (rys 12. (a)). Na rys. 12. przedstawiono mape¢ transmisji $wiatta biatego
z widocznymi $ciezkami srebrnych wysp, 16znig si¢ one morfologia. Szeroko$¢ $ciezek determinowana
jest przez srednice plamki lasera (~200 nm), natomiast na gestos¢ 1 wielkos¢ wptywaja: stezenie uzytych
odczynnikoéw, czas i moc na$wietlania roztworu azotanu srebra. Z drugiej strony po odpowiedniej

funkcjonalizacji $ciezek srebrnych wysp, mogg one postuzy¢ za element platformy biosensorowe;.

30



AgNO,+NaCIT
"AAAa
A
a silver
Oil
NA=1.4

Rys. 12. a) Schemat koncepcji drukowania Sciezek srebrnych wysp za pomocq fotochemicznej redukcji
srebra wywolanej laserem b) Mapa transmisji swiatla biatego wykonana za pomocq mikroskopu
szerokiego pola wydrukowanych sciezek srebrnych wysp. Zaczerpnigto z [103].

Ostatnim sposobem wytwarzania zorientowanych precyzyjne nanostruktur jest wykorzystanie
szablondéw/masek. Ograniczeniem w tej metodzie jest rozdzielczo$¢ z jaka mozna wykonaé maski oraz

materialy, ktore nie zawsze mozna wykorzysta¢ w danej metodzie. Ksztalt uzyskanych nanostruktur

zalezy zwykle od wyobrazni wykonujacych je naukowcow.

Pierwszym przyktadem wytwarzania zorientowanych precyzyjne nanostruktur z uzyciem maski
jest technika litografii kopolimeréw blokowych, ktora wykorzystano do budowy elastycznej pamigci
opartej o zmiang fazy (PCM, z ang. phase-change memory) z dioda (6, rys. 10.) [104] oraz sensora
chemicznego (7, rys. 10.) [105]. Autorzy pracy wykorzystali samoorganizujace si¢ SiOx pomig¢dzy
materialem zmiennofazowym a warstwa grzejng, aby poprawi¢ wiasciwosci matrycy. Uzyskano
nanostruktury majace wzor odcisku palca o $rednicy 20 nm. W przypadku sensora chemicznego
szesciokatne cylindry wykonano z czystego krzemu (Si). Sposdb przygotowania podtozy jest
nastgpujacy: na wybrane podioze napylono cienka warstwe Si o grubosci okoto 25 nm, na ktére
nastepnie naniesiono kopolimer poli (styren-random-metakrylan metylu) (P(S-r-MMA)) [106]. Polimer
ten sktada si¢ z dwoch polimerdw polistyrenu (PS) oraz PMMA, ktore spontanicznie sieciujg, z powodu
identycznego napigcia migdzyfazowego, w postaci pionowo sze$ciokatnych cylindrow. Nastepnie
wytrawiono PMMA, a pozostawiono wzor z PS. W kolejnym kroku wytrawiono Si plazmowym
trawieniem reaktywnymi jonami (RIE, z ang. reactive ion etching). Na koncu usunieto PS przy pomocy
mokrego wytrawiania oraz maske. Tak przygotowane podtoza zmodyfikowano (3-
aminopropylo)trietoksysilanem (APTES) oraz biotyng-NHS. Przygotowang platforme wykorzystano do
detekcji straptawidyny i1 awidyny. Autorzy artykulu opisali powstalag nanostrukture jako czuty
elektryczny biosensor, a samo przygotowanie podtozy jako tanie, precyzyjne i proste. Wykorzystanie
litografii kopolimeréw blokowych umozliwia wytworzenie struktur o interesujacych ksztaltach, jednak
sam proces przygotowania pojedynczego podtoza przebiega wieloetapowo, co wynika z badanego

W pracy typu sensora.
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Dzigki kolejnej technice za pomoca nanoodcisku (z ang. nanoimprint) wytworzono
zorientowane nanodruty o szerokosci 50 nm (8, rys. 10.) [107]. Zorientowane nanodruty 6,13-bis-
(triizopropylosililoetynylo) pentacenu (TIPS-PEN) wykorzystano do budowy organicznych
tranzystorow polowych (OFETs, z ang. organic field-effect transistors). Za pomoca litografii
elektronowej wytworzono forme Si o wybranym wzorze. Nastepnie nakroplono na forme roztwér TIPS-
PEN i przykryto podlozem (Si/SiO2), na ktorym maja by¢ wyttoczone wzory. Cato$¢ $cisnieto. Pod
wplywem parowania rozpuszczalnika forma dokladniej styka si¢ z podlozem. Parowanie
rozpuszczalnika rowniez wywotuje zarodkowanie i wzrost nanodrutow. Po 30 min. forme usunigto, a na
podtozu pozostaty nanodruty. Przygotowane podtoza sg jednorodne. Ograniczeniem moze by¢ dodanie
za matej objgtosci prekursora, ktory nie wypetni formy. Na tak przygotowane podioza autorzy artykutu

napylili ztoto.

W nastepnej technice przygotowane nanostruktury wykorzystano jako sensor gazu (10, rys. 10.)
[108]. Za pomoca techniki polegajacej na osadzaniu materiatu po wytrawianiu otrzymano czg¢$ciowo
przytwierdzone palladowe nanodruty (PA-PANW, z ang. partially anchored Pd nanowire) o szerokosci
150 nm.

ii) Sacrificial layer iii) Pd nanowire iv) Electrode v) Sacrificial layer

i) Nanograting substrate deposition deposition deposi etching
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Rys. 13. Schemat przygotowania podtoza z palladowymi nanodrutami czesciowo przytgczonymi do
podloza. Zaczerpnigto z [108].

W pierwszym etapie na nanosiatce krzemu o pozadanych wymiarach osadzono tlenek glinu jako
izolator elektryczny (rys. 16.). Na podtoze pod katem 30° napylono miedz. Nastepnie z drugiej strony
pod katem 60° napylono warstwe palladu. W zwiazku z tym, ze jest to czujnik elektryczny naniesiono
rowniez ztote elektrody. Tak przygotowane podloze zanurzono w odpowiednim wytrawiaczu, ktory
usunat z podtoza miedz. Na powierzchni pozostaly nanodruty cze$ciowo przytwierdzone do podtoza,
a czesciowo w miejscu, gdzie byta miedz, unosity si¢ nad podtozem. Otrzymane $ciezki sg jednorodne
i ciaggle na dlugim obszarze. Samg metode przygotowania $ciezek uznano jako drogg, prawdopodobnie
ze wzgledu na wykorzystane materiaty. Wydaje sig, ze technika ta nadawalaby si¢ do wytworzenia
nanodrutéw z innych pierwiastkow. Ze wzgledu na podloze krzemowe oraz zakrycie czesci sensora
prawdopodobnie wdrozenie tak przygotowanych $ciezek jako warstwe w sensorach optycznych bedzie

trudne.

Ostatnim sposobem przygotowania nanostruktur z uzyciem maski jest niezalezny od materiatu
oparty na blokowaniu mechanicznym transfer nanodrutéw (MINT, z ang. material-independent

mechanical-interlocking-based nanowire-transfer) (rys. 10.) [109]. Dzigki tej metodzie uzyskano
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ultradtugie nanodruty na duzej powierzchni oraz gigtkim podtozu wykonanym z politereftalanu etylenu
(PET, z ang. polyethylene terephthalate). Podtoza wykorzystano w elastycznej grzalce oraz w sensorze
gazu. Srednica uzyskanych nanodrutéw to 150 nm, a sama metoda nadaje si¢ do materiatow, takich jak

ztoto, platyna, miedz oraz tlenek miedzi (I).
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Rys. 14. a) Schemat produkcji zorientowanych nanodrutow za pomocg metody MINT ¢) Zdjecie
gotowego podloza ze orientowanymi nanodrutami z zdjeciem SEM (skala 1 um). Zaczerpnigto z [109].

Na rys. 14. zaprezentowano schemat wytwarzania nanodrutéw metoda MINT. Na poczatku
wykonano litografig form¢ z krzemu z wybranym wzorem, na ktérg napylono metoda chemicznego
osadzania z fazy gazowej (CVD, z ang. chemical vapor deposition) warstwe wegla amorficznego.
Nastepnie napylono materiat, z ktérego maja powsta¢ nanodruty, aby pdzniej wytrawi¢ wegiel
amorficzny za pomocg plazmy tlenowej. Na formie z nanodrutami umieszczono polimer poli-
uretanowo-akrylanowy (PUA, z ang. poly-urethane acrylate), aby wytworzy¢ gietkie podioze,
a nastepnie probke utwardzono promieniowaniem UV. P6zniej naniesiono na probke poli(tereftalan
etylenu) (PET), czyli foli¢ podktadowa dla nanodrutéow, cato$¢ ponownie utwardzono promieniowaniem
UV. Na koncu oddzielono podtoze ze zorientowanymi nanodrutami od formy Si. Autorzy nie badali
otrzymanych probek pod katem aktywnos$ci plazmondéw. W strukturze istotne byty dla nich wtasciwosci
przewodnictwa cieplnego. Cala procedure okreslono jako tania, jednak rozpoczecie produkceji struktur
wymaga posiadania kilku kosztownych urzadzen. Uwage zwraca rOwniez nazewnictwo powstalej
nanostruktury, czyli druty (z ang. wires). Thumaczac to na jezyk polski, otrzymano stowo drut, badz
przewdd, co wydaje si¢ by¢ czym$ monokrystalicznym w makroskali. Natomiast przygladajac sie
zdjeciom SEM zamieszczonym w materiatach dodatkowych artykutu, nie ma pewnosci, ze jest to
struktura monokrystaliczna. Wydaje sie, ze rownie dobrg nazwa bytoby okreslenie Sciezki (z ang. paths),

oznaczajace dlugie struktury.

Powyzsze rozwazania dotyczace nazwy Wires zwigzane sg z pracg autorki rozprawy doktorskiej
nad metodg uzyskania geometrycznie kontrolowanych nanostruktur z wykorzystaniem fotolitografii
oraz nanostruktur zsyntezowanych za pomocg mokrej chemii [110]. Wykonane nanostruktury mialy
1 mm dhugosci oraz 20 pm szerokosci i zostaty nazwane $Sciezkami srebrnych wysp (SIP, z ang. silver
island paths). Same wyspy majg okoto 100 nm $rednicy, dzigki czemu w nanostrukturze zachodzi

powierzchniowy rezonans plazmonowy.
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Rys. 15. Schemat wytwarzania sciezek srebrnych wysp z wykorzystaniem wzoru. Zaczerpnigto z [110].

Proces przygotowania probek przedstawiony na rys. 15. Schemat jest nastgpujacy: na czyste
szkietko naniesiono fotorezyst, na ktorym umieszczono mask¢ PET z odpowiednim wzorem
i utwardzono go przez naswietlanie. Nast¢pnie usuni¢to utwardzony fotorezyst. W kolejnym kroku,
szkietka umieszczono w mieszaninie reakcyjnej umozliwiajacej wzrost srebrnych wysp. Tuz po
zakonczeniu reakcji ze szkietek usunigto fotorezyst za pomoca acetonu. Na powierzchni szkietka
nakrywkowego pozostaty $ciezki srebrnych wysp o wyraznej granicy pomiedzy szklem, a srebrnymi
wyspami. Powyzsza procedura jest stosunkowo prosta, wymaga jedynie specjalistycznego sprzgtu do
wykonania wzoru na podlozu. Dodatkowo zamiast syntezy srebrnych wysp mozna nanie$¢
nanostruktury innymi metodami, ktore nie uszkodza fotorezystu. Ograniczeniem wykorzystania

srebrnych wysp jako podtoza biosensorowego sg trudnosci z ich modyfikacja.

W niniejszym rozdziale dokonano przegladu metod kontroli geometrii nanostruktur na
podtozach. Wybierajac odpowiednie podtoze, ktore bedzie uzyte w biosensorach optycznych, nalezy
zwréci¢ uwage na kilka aspektow. Po pierwsze w przypadku sensorow optycznych wybrana technika
badawcza moze wymagaé obserwacji probki obiektywem przez podtoze, dlatego nalezy zwroci¢ uwage,
czy wybrana technika kontroli geometrii nanostruktur umozliwia zastosowanie przezroczystego
podtoza. Drugim aspektem jest wykorzystanie réznych materiatéw, z ktorych beda wykonywane
nanoczastki. Jak opisano wczesniej, najlepsze do tego celu beda srebro i1 ztoto, ktore majg pozadane
wlasciwosci optyczne oraz sg stabilne po modyfikacji. Jesli mozliwe jest zastosowanie tych dwoch
materialow, kluczowym aspektem jest, czy sposob ich otrzymywania oraz kontroli geometrii umozliwi

funkcjonalizacj¢ nanostruktur. Doswiadczenie autorki rozprawy doktorskiej pokazuje, ze
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funkcjonalizacja czgsto nie jest taka prosta i oczywista, jak si¢ wydaje. Ostatnim, mniej istotnym, ale

wartym uwagi czynnikiem, jest koszt syntezy i kontroli geometrii nanostruktur.

2.4 Metody funkcjonalizacji powierzchni nanoczastek metalicznych

Prowadzone sg liczne badania nad modyfikacjg powierzchni i funkcjonalizacja nanoczastek.
Modyfikacja powierzchni nanoczastek metalicznych stabilizuje je, chroni przed tworzeniem
aglomeratow oraz przygotowuje do procesu funkcjonalizacji. Dodatkowo poprzez modyfikacje
powierzchni nanoczgstek zmieniaja si¢ rowniez wlasno$ci samych nanoczastek: biokompatybilnosc,
toksyczno$¢, zwilzalno$¢, adhezja czy fadunek [111]. Modyfikacja powierzchni nanoczastek
metalicznych odbywa si¢ gldwnie poprzez zastosowanie zwigzkéw zawierajacych grupe tiolowa,
ligandy dwusiarczkowe, aminy, kwasy karboksylowe, nitryle lub fosfiny [111,112]. Podczas
modyfikacji zwykle wykorzystuje si¢ silne powinowactwo siarki do metali (Ag, Au) wskutek czego

powstaje wigzanie kowalencyjne pomiedzy siarkg a metalem.

Gdy powierzchnia nanoczastek metalicznych bedzie odpowiednio zmodyfikowana, mozliwa
jest jej dalsza funkcjonalizacja, ktora ma na celu przytaczenie specyficznych grup umozliwiajacych
reakcje z innymi molekutami, nanoczastkami czy powierzchniami. Gdy nanoczgstki majg zosta¢
wykorzystane w sensorach, funkcjonalizacja ich powierzchni moze prowadzi¢ do otrzymania warstwy
receptorowej wykrywajgcej analit. Kluczowa jest funkcjonalizacja umozliwiajgca selektywne
wykrywanie analitu, w przypadku biosensoréw bedzie to biomolekuta. Na rys. 16. przedstawiono
popularne biomolekuty na powierzchni nanoczgstki o $rednicy 5 nm z otoczkg o $rednicy 10 nm
z zachowaniem skali, sg to: PEG, streptawidyna, transferyny, przeciwciato, albumina, jednoniciowy
DNA [113]. Mate nanoczastki ($rednica okoto 30 nm) majg porownywalny rozmiar z biomolekutami

wykorzystywanymi do modyfikacji ich powierzchni.

B

Rys. 16. Schemat przylgczania biomolekut do nanoczgstki (Srednica 5 nm) z otoczkq (Srednica 10 nm),
zaprezentowane W skali. Biomolekuty kolejno to PEG (2000 i 5000 g/mol, szare z lewej strony),
streptawidyna (zielony), transferyny (niebieski), przeciwciato (IgG, fioletowy), albuminy (czerwony),
Jjednoniciowy DNA (Zoito-zielony). Zaczerpnieto z [113].
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Koniugacje biomolekut z nanoczgstkami mozna podzieli¢ na nast¢pujgce sposoby:

a) wigzanie biomolekul do powierzchni poprzez chemisorpcj¢ np. grup tiolowych,

b)  elektrostatyczng adsorpcje dodatnio natadowanych biomolekut do ujemnie
natadowanych nanoczastek lub odwrotnie,

C) wigzanie kowalencyjne przez koniugacje grup funkcyjnych, zar6wno na czasteczce, jak
1 biomolekutach,

d) niekowalencyjne, oparte o powinowactwo receptor-ligand.

Duza popularnoscia jako receptory na powierzchni nanoczastek ciesza sie systemy
powinowactwa wystepujace w naturze, z ktorych najpopularniejszym jest awidyna-biotyna oraz
kompleks NTA-Ni (kwas nitrylotrioctowy — nikiel)-histydyna [113]. W przypadku pierwszego systemu
awidyna jest zamiennie stosowana ze streptawidyna, ktore sg biatkami tetramerycznymi zbudowanymi
z czterech identycznych podjednostek rozpoznajacych i wiazacych biotyne (rys. 17.). Biotyna (witamina
H, B7) jest malg czasteczka w poréwnaniu do streptawidyny (66 kDa). Niekowalencyjne wigzanie, ktore
powstaje jest najsilniejszym znanym wigzaniem niekowalencyjnym, dzigki czemu pH, temperatura,
sole, czy etapy modyfikacji nie sg w stanie je uszkodzi¢ [114]. Mozliwo$¢ tworzenia zawansowanych
struktur hybrydowych jest duza zaleta oddziatywania streptawidyna-biotyna. Struktury takie moga by¢

wykorzystane jako element biosensorow, stuzacy do umieszczenia bioreceptora na powierzchni

nanoczastki.
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Rys. 17. Schemat koniugacji streptawidyny z biotyng. Streptawidyna zwigzana jest z kropkq kwantowg,
natomiast biotyna przylgczona jest do przeciwciala. Zaczerpnieto z [114].

W drugim popularnym systemie taczenia biomolekut z nanoczastkami wykorzystuje si¢ silne
powinowactwo kompleksu NTA-Ni (kwas nitrylotrioctowy — nikiel) do histydyny. Biatka w procesie
oczyszczania moga by¢ znakowane histydyna (szes¢ lub wigcej na jedno biatko). Udowodniono, ze
polihistydyna silnie wigze sie z kwasem nitrylooctowym przez kompleks chelatowy z Ni?* lub innymi
jonami metali dwuwarto$ciowych (rys. 18.). Podobnie jak w przypadku oddzialywania streptawidyna-

biotyna, system ten jest szeroko stosowany do wytwarzania struktur hybrydowych biatko-nanoczgstka
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[115, 116]. Czas koniugacji jest nieznacznie dtuzszy niz W przypadku uktadu streptawidyna-biotyna,
jednak nadal jest to ponizej minuty [117].

Rys. 18. Schemat koniugacji nanoczgstki zmodyfikowanej NTA z biatkiem zawierajgcym histydyne.
Zaczerpnieto z [113].

Czesto wykorzystywane w warstwie bioreceptorowej sa przeciwciala, ktére stuza do
selektywnego wykrywania antygenéw. Mogg by¢ wykorzystane zaréwno same, jak i ze znacznikiem
fluorescencyjnym, ktorym moze by¢ struktura z kropka kwantowsa. Jesli przeciwcialo ma zostaé
elementem warstwy bioreceptorowej musi zosta¢ umieszczone na przetworniku. W przypadku
nanosensorOw moze to by¢é powierzchnia nanoczastki metalicznej. Odkryto wiele sposobow
unieruchamiania przeciwciat na powierzchni z wykorzystaniem metod fizycznych i chemicznych oraz
przez grupy karboksylowe czy aminowe (rys. 19.) [118-120]. Po funkcjonalizacji nalezy sprawdzi¢
aktywnos$¢ przeciwcial, czas aktywnosci, gestos¢ przeciwciat na sfunkcjonalizowanej powierzchni oraz
potwierdzi¢, ze przeciwcialo jest prawidtowo zorientowane. Wykorzystanie przeciwcial przytaczonych
do nanoczastek metalicznych w sensorach staje si¢ coraz bardziej popularne ze wzgledu na wysoka
czuto$¢ i specyficzno$é [121, 122]
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Rys. 19. Schemat orientacji przeciwciata wzgledem zmodyfikowanej powierzchni, z wykorzystaniem
wybranych grup funkcyjnych. Zaczerpnieto z [2].
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Kolejnym popularnym bioreceptorem jest kwas deoksyrybonukleinowy (DNA, z ang.
deoxyribonucleic acid), ktory rowniez moze zostaé przylaczony do powierzchni nanoczastek
metalicznych. DNA poza kodowaniem informacji genetycznej moze petni¢ funkcje katalityczne, badz
wykazywaé powinowactwo do odpowiednich ligandow, dlatego tez jest szeroko stosowany
w biosensorach katalitycznych i powinowactwa [123, 124]. Wyro6znia si¢ cztery metody immobilizacji
kwas6w nukleinowych na wybranych powierzchniach (rys. 20.): adsorpcje fizyczna, enkapsulacje,
powinowactwo chemiczne oraz wigzanie kowalencyjne. Adsorpcja fizyczna i enkapsulacja nie sg
popularnymi metodami stosowanymi w wigzaniu DNA do powierzchni nanoczastek metalicznych.
Znacznie lepszymi metodami sg powinowactwo chemiczne i wigzanie kowalencyjne, ze wzgledu na
silne wigzanie DNA do wczesniej sfunkcjonalizowanej/zmodyfikowanej powierzchni. Wybdr metody
trwatego unieruchomienia DNA powinien by¢ przeprowadzony pod katem typu biosensora i metody

detekcji sygnatu analitycznego [125, 126].

oo B dibd TS

Adsorpcja ) Powinowactwo Wigzanie
. Enkapsulacja . .
fizyczna chemiczne kowalencyjne

Rys. 20. Schemat przedstawiajgcy metody immobilizacji kwasow nukleinowych na powierzchni. Na
podstawie [2].
W rozprawie doktorskiej wykorzystano modyfikacje powierzchni nanoczastek za pomoca
cysteaminy. Nastepnie do niej przylaczono biotyne, aby wykorzysta¢ oddziatywanie streptawidyna-

biotyna. Wykorzystano je ze wzgledu na modelowe biatko PCP, ktore jest wyposazone w streptawidyne.

2.5 Wplyw rezonansu plazmonowego na fluorescencje¢ emiterow

Umieszczenie fluoroforu w odpowiedniej odlegtosci od wzbudzonej nanoczastki metalicznej
moze znaczaco wptynaé na jego wiasciwosci optyczne. Wzbudzona nanoczastka metaliczna staje si¢
zrodtem lokalnego pola elektromagnetycznego, ktore oddziatuje z fluoroforami, skutkiem czego jest
sprzgzenie plazmonowe pomigdzy metalem a fluoroforem. Odpowiedni dobér materiatow moze
skutkowaé zwigkszong wydajnoscig kwantowa fluorescencji oraz poprawg fotostabilnosci fluoroforu

[127].

Fluorofor (dipol) bez kontaktu z nanoczastka metaliczng mozna opisa¢ nastepujacymi
parametrami, co pokazano na uproszczonym diagramie Jablonskiego z zaznaczonymi poziomami
elektronowymi fluoroforu (rys. 21. (a)) [128, 129]:

o 2. szybkos¢ wzbudzania, czyli efektywnosé przejécia czgsteczki do stanu wzbudzonego
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e ¥ szybkos¢ radiacyjna, czyli prawdopodobiefstwo emisji fotonu podczas relaksacji fluoroforu do
stanu podstawowego

e y2 szybkoéé nieradiacyjna, ktora opisuje przejécie fluoroforu do stanu podstawowego bez emisji
promieniowania

(a) isolated fluorophore (b) with metal nanoparticle

1
1
I .
\ A J

I

I

I
Y

Y

a0 0.0 o . M 0,0 .M, ,\[,\

/mr Yr ynr Ye’.\'c Jlmc "/,- ynr /;- //1/' /(1/»\

Rys. 21. Uproszczony diagram Jablonskiego przedstawiajgcy procesy w a) izolowanym fluoroforze
oraz b) fluoroforze umieszczonym w poblizu nanoczqgstki metalicznej. Zaczerpnigto z [128].

Znajomo$¢ tych szybkosci pozwala obliczy¢ wydajnos¢ kwantowa fluorescencji fluoroforu Q,

ktora wyraza stosunek szybkosci radiacyjnej do sumy szybkosci obu kanatow dyssypacji energii [24]:
Q= L &)
Yrt+¥Ynr
Drugim parametrem, ktéry opisuje fluorofor, jest czas zycia stanu wzbudzonego, wyrazajacy
odwrotno$¢ sumy szybkosci wszystkich kanalow dyssypacji energii [24]:
To= — )

Yr+¥nr

W przypadku umieszczenia fluoroforu w poblizu nanoczastki metalicznej pojawiajg si¢
dodatkowe kanaty. Kanaty oznaczono na rys. 21. (b) kolejno: szybko$¢ wzbudzenia (y21.), szybko$é
radiacyjna (y;M) oraz nieradiacyjna (y) w poblizu metalicznej nanoczastki. Efekt sprzezenia
wzbudzenia plazmonowego w nanoczastce metalicznej ze stanem wzbudzonym fluoroforu nazywamy
efektem Purcella. Ze wzgledu na przekaz energii z fluoroforu do nanoczastki metalicznej pojawia si¢
dodatkowy kanat nieradiacyjny: transfer energii z emitera do nanoczastki metalicznej (y4ps)- Proces ten

prowadzi do wygaszenia fluorescencji i polega gtéwnie na przeksztatceniu energii w ciepto.

Wydajnos¢ kwantowa w poblizu nanoczastki metalicznej przyjmuje postac:

0, = Yty ©)
m Vr"'%law +an+yr¥”+yabs

Czas zycia emitera w poblizu nanoczastki metalicznej mozna obliczy¢ wedlug wzoru:

Vr+y1l”w 4
7 7 4)
Yr+¥r tYnr+¥Ynr+Vabs

Tm =

Oddziatywanie pomigdzy emiterem a metalicznymi nanoczgstkami zalezy gtownie od
wlasciwos$ci optycznych emiterow, przekrycia widma fluorescencji emitera z widmem ekstynkcji
nanoczastki badz absorpcji emitera z pasmem rezonansu plazmonowego nanostruktury metalicznej, oraz

od odleglosci pomigdzy emiterem a nanoczastka metaliczng. Udowodniono to w eksperymencie
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przeprowadzonym przez grupe prof. L. Novotnego [130, 131]. Autorzy publikacji poréwnali
teoretyczne obliczenia z wynikami eksperymentalnymi zmian natgzenia fluorescencji pojedynczej
molekuty btekitu nilu w funkcji odlegtosci od wzbudzonej laserem nanoczastki ztota (d = 80 nm), co
przedstawiono na rys. 22. (a). Byl to pierwszy eksperyment prezentujacy plynne przejécie pomiedzy

wygaszeniem a wzmocnieniem fluorescencji pojedynczej molekuty.
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Rys. 22. a) Schemat uktadu eksperymentalnego z nanoczgstkq zlota przyczepiong do konca ostrza
AFM, b) Wykres przedstawiajqgcy natezenie fluorescencji czgsteczki w funkcji odlegtosci od
powierzchni. Zaczerpnieto Z [130].

Do kontroli odlegtosci nanoczastki metalicznej od molekuty wykorzystano ostrze z mikroskopu
sit atomowych (AFM, z ang. atomic force microscope), ktore zblizano do osadzonej w matrycy
polimerowej molekuty (rys. 22. (a)). Na rys. 22. (b) zaprezentowano zmiang nate¢zenia fluorescencji
w funkcji odlegtosci nanoczastki metalicznej. Maksimum wzmocnienia fluorescencji wystgpuje
w odleglosci 5 nm od nanoczgstki metalicznej, a mniejsze odleglosci powoduja wygaszenie
fluorescencji. Wystapita zgodnos$¢ pomiedzy teorig a wynikami eksperymentu. Oznacza to, ze dopiero
dla odlegtosci ponizej 5 nm dominuje dodatkowy kanal bezpromienistej dyssypacji energii (Vaps)-
Zanim nanoczastka metaliczna zblizyta si¢ do fluoroforu do odlegtosci okoto 40 nm nie wykazywata
wzmocnienia fluorescencji, dopiero przekroczenie tej granicy spowodowalo stopniowe zwigkszanie
natezenia fluorescencji fluoroforu. Doswiadczenie to pokazuje, ze wlasciwosci optyczne fluoroforu w
tym samym uktadzie zmieniaja si¢ wraz z odlegtoscig. Oznacza to, ze odlegtos$¢ jest kluczowa dla

efektywnosci tych oddziatywan.

Wplyw plazmonow na wlasciwo$ci optyczne fluoroforéw moze objawiac si¢: wygaszeniem lub
wzmocnieniem fluorescencji oraz zmiang czasu zycia fluoroforu. Dzigki metodom spektroskopowym
mozliwe jest rozroznienie wystepujacych efektow. Na rys. 23. (po lewej stronie) zaprezentowano
wybrane procesy z uproszczonego diagramu Jabtonskiego z zaznaczeniem wzmocnionego kanatu, a po
prawej narysowano schematyczne wykresy krzywej zaniku fluorescencji fluoroforu przed (czarny) i po

(pomaranczowy) zmianie wlasnos$ci optycznych.
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Rys. 23. Schemat przedstawiajgcy zmiang spektroskopowej odpo‘wiedzi optycznej fluoroforéw
sprzezonych z metalicznymi nanoczgstkami. Zaczerpnigto z [131].

W pierwszym przypadku wzmocnieniu ulega szybko$¢ absorpcji fluoroforu. Natezenie
fluorescencji fluoroforu rosnie, ale czas zycia fluorescencji pozostaje bez zmian. W drugim przypadku
mamy do czynienia ze wzmocnieniem emisji fluoroforu. Czas zaniku fluorescencji w otoczeniu
nanoczastki metalicznej ulega skroceniu przy jednoczesnym silnym wzroscie nat¢zenia fluorescencji.
Ostatniag mozliwoscia jest transfer energii z fluoroforu do nanoczastki metalicznej. W tym przypadku
zaobserwowano silne skrocenie czasu zycia fluorescencji fluoroforu, przy jednoczesnym silnym spadku
natgzenia fluorescencji [131]. Wzrost szybko$ci wzbudzenia oraz szybkosci promieniowania nazywany
jest plazmonowym wzmocnieniem fluorescencji (MEF, z ang. metal enhanced fluorescence lub PEF,

z ang. plasmon-enhanced fluorescence) [24].

W przypadku sensorow, aby wykorzysta¢ efekt zmiany spektroskopowej odpowiedzi optycznej
fluoroforé6w sprzezonych z metalicznymi nanoczastkami, najprosciej jest zastosowac efekt
wzmocnienia emisji fluoroforu. Efekt ten mozna zarejestrowaé podczas pomiaru krzywej zaniku
fluorescencji probki, jest on rowniez widoczny we wzroscie natgzenia fluorescencji probki. Latwo
odréznic¢ ten efekt od wzmocnienia absorpcji fluoroforu. W przypadku efektu wzmocnienia absorpcji
fluoroforu analiza musi by¢ jednak doktadniejsza, poniewaz skrocenie zaniku emisji moze wynikac ze
zbyt duzego stezenia analitu (efekt st¢zenia). Rownie wymagajace sa pomiary biosensorow
wykorzystujace efekt transferu energii z fluoroforu do nanoczastki metalicznej. W tym przypadku

mozliwa jest pomytka z degradacjg czy fotowybielaniem probki.

W eksperymentach opisanych w rozprawie doktorskiej czeSciowo wykorzystano efekt
wzmocnienia fluorescencji fluoroforu. Jak wczesniej opisano, efekt ten nie jest konieczny dla
zastosowan sensorycznych, poniewaz nanodruty srebra sg platformg dla warstwy receptorowej. Jednak,

jesli efekt ten wystepuje, to stanowi on dodatkowg zalete wykorzystania nanoczastek metalicznych.
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3. PRZEGLAD WYBRANYCH
EKSPERYMENTOW

W niniejszym rozdziale przedstawiono wybrane prace badawcze, ktore majg pokazaé trend
badan naukowcow oraz wskazac¢ potencjalne problemy. Czesé publikacji nalezy do wiodgcych grup
naukowcow z prestizowych uniwersytetow na Swiecie. Opisano wybrane eksperymenty zwigzane
Z omawianymi wlasciwoSciami nanoczgstek metalicznych oraz przyklady wykorzystania nanoczgstek

metalicznych jako platformy biosensorowe.

MEF wykorzystywano w dziedzinie biotechnologii juz na poczatku XXI wieku, kiedy
zauwazono pozytywny wplyw nanostruktur plazmonowych na wilasciwosci optyczne fluoroforow
znajdujacych sie w ich poblizu. Wiele interesujacych prac o tej tematyce powstato w grupie badawczej
kierowanej przez Josepha Lakowicza. Zwrdcit on uwage na to, ze wykrywanie fluoroforu czesto jest
ograniczone przez jego wydajno$¢ kwantowa, autofluorescencje probki oraz fotostabilnos¢ fluoroforow.
Dzigki zastosowaniu MEFu mozliwe jest ztagodzenie tych ograniczen fotofizycznych fluoroforow

i umozliwienie detekcji nawet dla niskich stgzen.

Na rys. 24. przedstawiono wyniki uzyskane dla planarnego testu immunologicznego
wzmochionego metalem. Do wykonania testu immunologicznego zastosowano test podwdjnego

wigzania (ELISA, z ang. enzyme-linked immunosorbent assay).
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Rys. 24. a) Schemat testu immunologicznego typu ELISA do wykrywania mioglobiny b) Widma
Natezenia fluorescencji przeciwciat znakowanych rodaming na warstwie srebrnych wysp oraz na szkle
dla stezenia mioglobiny 100 ng/ml c) Wykres przedstawiajgcy korelacje steZzenia mioglobiny
znakowanej przeciwciatami w funkcji natgzenia fluorescencji rodaminy. Do pomiarow wykorzystano
wzbudzenie 532 nm. Zaczerpnieto z [127].

Opracowano test immunologiczny stuzacy do wykrywania mioglobiny, ktora jest markerem
sercowym. Sama mioglobina nie wykazuje fluorescencji. Mioglobina byta wychwytywana przez

przeciwciata przytaczone do powierzchni srebrnych wysp. Nastgpnie wykorzystano przeciwciala

43



znakowane fluoroforem (rodaming) rozpoznajace mioglobine (rys. 24. (a)). Autorzy pracy poréwnali
natgzenie fluorescencji fluoroforu znakowanego przeciwciatami na warstwie srebrnych wysp (SIF,
z ang. silver island film) oraz na samym szkle (rys. 24. (b)). Wzmocnienie plazmonowe natezenia
fluorescencji fluoroforu na SIF wyniosto pomigdzy 10 a 15. Na rys. 24. (c) przedstawiono zakres
detekcji mioglobiny, ktory wynosi od 10 do 1000 ng/mL, badano nat¢zenie fluorescencji w funkcji
stezenia mioglobiny. Wyniki te pozwolity wykry¢ stezenie mioglobiny ponizej 50 ng/ml. Uwage zwraca
btad pomiaru natezenia fluorescencji, ktory w zaleznosci od st¢zenia mioglobiny potrafi si¢ r6zni¢ nawet

czterokrotnie [127].

Kolejny wybrany eksperyment przeprowadzony w tej samej grupie badawczej dotyczy pomiaru
plazmonowo wzmocnionej fluorescencji pojedynczych fluoroforow przylaczonych do koncow
nanopretow zlota. Celem eksperymentu byto poprawienie fotostabilnosci oraz wzmocnienie niskiego
natezenia fluorescencji poprzez zastosowanie nanopretow ztota. Plazmonowe wzmocnienie
fluorescencji fluoroforu jest sterowane przez wykorzystanie nanostruktur o podtuznym ksztalcie oraz

kontroli odlegtosci fluoroforu od konca nanoprgta ztota.
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Rys. 25. Schemat koniugacji jednoniciowego DNA znakowanego barwnikiem do nanopretow ztota.
Zaczerpnigto z [132].

Biotin disulfide

Na rys. 25. zaprezentowano schemat koniugacji cyjaniny 5 (CyS5), peligcej funkcje fluoroforu
do konca nanoprgta ztota. Na poczatku wykorzystano wtasciwos¢ tiolu do trwatego unieruchamiania na
krawegdzi nanopretow ztota, a nie z krawgdziami powierzchni bocznych. Na konicach nanoprgtow zlota
znajduje si¢ mniej polimeru, dlatego pochodna biotyny z grupa tiolowg taczy si¢ do ich koncow.
Nastepnie biotyna taczy si¢ ze streptawidyna. Tak przygotowane nanoprety ztota inkubowano z nisko
stezonym roztworem oligonukleotydow (dlugo$¢ okoto 8 nm) znakowanych z jednej strony biotyna,

a z drugiej Cy5.

Przygotowane nanostruktury hybrydowe osadzono na szkietku nakrywkowym i wykonano
eksperymenty z wykorzystaniem fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego. Na rys. 26. (a) i (b) na
mapach natezenia fluorescencji Cy5 punkty dla nanostruktury hybrydowej charakteryzuja si¢ duzo

wyzszym natezeniem fluorescencji niz dla pojedynczego ssDNA znakowanego Cy5. W nastgpnym
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etapie wykonano pomiar nat¢zenia fluorescencji Cy5 w funkcji czasu dla obu probek (rys. 26. (¢) i (d)).
W przypadku pojedynczego ssDNA znakowanego Cy5 fotowybielanie nastapito po 5 s, a dla Au/Cy5-
ss-DNA, zaobserwowano fotowybielenie po ponad 10 sekundach. W obu przypadkach jest to
jednoetapowy zanik fluorescencji do poziomu tlta. Na koncu zaprezentowano krzywe zaniku
fluorescencji Cy5 dla obu przypadkoéw (rys. 26. (e) i (f)). W pierwszym przypadku wyznaczony czas
zycia wynosit 2,51 ns, a dla drugiej probki 0,33 ns. Obserwuje si¢ znaczace skrocenie czasu zycia
fluoroforu w obecnosci nanopretow ztota [132]. Wyniki te wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania tak
przygotowanych nanostruktur jako sond fluorescencyjnych do bioobrazowania. Minusem
wykorzystania fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej jest brak mozliwosci badan mokrych probek

oraz obrazowania w czasie rzeczywistym.
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Rys. 26. a)- b) Mapy natezenia fluorescencji kolejno Cy5-ss-DNA oraz Au/Cy5-ss-DNA wykonane
z wykorzystaniem fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego c)- d) Zmiany natezenia fluorescencji
kolejno Cy5-ss-DNA oraz Au/ Cy5-ss-DNA wskazanych na mapach a) i b) w funkcji czasu e) i f)
Kolejno krzywe zaniku fluorescencji Cy5-ss-DNA oraz Au/ Cy5-ss-DNA. Moc wzbudzenia: 100 nW,
dtugos¢ fal wzbudzajgcej 633 nm. Filtr wgskopasmowy na torze emisji 685/35 nm. Zaczerpnieto

z [132].

Szybki rozwoj wiedzy o wplywie MEF na fluorofory oraz metod wytwarzania nanostruktur
metalicznych sprawil, Zze pojawialo si¢ wiele nowatorskich podejs¢ do wytworzenia platform
biosensorowych. Na rys. 27. przedstawiono platformy biosensorowe o morfologii nanodrutow zlota,
srebra oraz niklu, wykonanych poprzez elektroosadzanie. Zastosowanie réoznych metali pozwala

kodowa¢ nanodruty, aby pdzniej tatwo je identyfikowac.
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Przyktad pojedynczego nanodrutu przedstawiono na rys. 27. (a), z zaznaczeniem segmentow z
roznych metali. Autorzy porownuja tak przygotowane nanodruty do kodow kreskowych. Partie
nanodrutdw mozna od siebie odr6éznia¢ (mapy odbicia $wiatta), dzieki czemu w jednej probce moga by¢
nanodruty zmodyfikowane i bez modyfikacji. Podobnie jak w przyktadzie z warstwami srebrnych wysp
zastosowano modyfikacje nanostruktur metoda ELISA 2z przeciwcialami i znacznikiem
fluorescencyjnym. Do pomiaréw wykorzystano odwrédcony mikroskop fluorescencyjny z trybem
ciemnego pola. Mapa odbicia stuzy identyfikacji wzoru segmentow metali (rys. 27. (c)). Natomiast
mapa natezenia fluorescencji dostarcza informacji o koniugacji nanodrutu pokrytego przeciwciatami
z antygenem znakowanym fluoroforem (rys. 27. (c)). Narys. 27. (c) tylko jeden nanodrut z kilku posiada
przyltaczone przeciwciata ze znacznikiem fluorescencyjnym. Autorzy podkreslaja zalety wykorzystania
metalicznych nanodrutéw jako platform biosensorowych i wskazuja, ze caty eksperyment moze zostaé

wykonany w czasie 3-4 godzin, co sprawdzi si¢ w przypadku szybkiej diagnostyki medyczne;j.

Fluorescently labeled

f f
a) b) 1 1 A

|||||||||3

R0 ARG 2a Al [ 250 nm Antibody A

6 ym

reflectance fluorescence

0!0100
011110
010000

Rys. 27. a) Schemat przygotowanych nanodrutow metalicznych z segmentami srebra i zlota oraz
niklowymi koncami, z porownaniem do kodu kreskowego b) Schemat struktury hybrydowej
Z znakowanym przeciwciatem (test immunologiczny w typu ELISA) ¢) Mapa odbicia oraz natezenia
Sfluorescencji fluoroforow z nanodrutami o roznych segmentach. Zaczerpnigto z [133].

W kolejnej wybranej pracy roéwniez wykorzystano nanodruty srebra (AgNWs, z ang. silver
nanowires) jako platformy biosensorowe [122]. Nanodruty srebra zmodyfikowano za pomoca
przeciwcial przeciwko wirusowi bakteryjnemu T7 i nastgpnie umieszczono w jednej probowce
Z barwionymi wirusami T7 (rys. 28.). Po wybranym czasie pobierano probke i wykonywano, za pomoca
fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola, mape¢ transmisji §wiatla bialego. Miala ona na celu
lokalizacj¢ pozycji AgNWs. Nastgpnie wykonano mapg natezenia fluorescencji znakowanych AgNWs.
Korelacja tych dwoch map pozwala okresli¢, czy wirusy bakteryjne zostaly wychwycone przez

przeciwciata.
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Rys. 28. Schemat wykrywania wirusow poprzez korelacje mapy transmisji Swiatla biatego z mape
natezenia fluorescencji znakowanych wirusow. Zaczerpnigto z [122].

Na rys. 29. przedstawiono mapy natgzenia fluorescencji znaczonych wiruséw T7 oraz kontur
AgNWs poznany dzigki mapie transmisji $wiatla bialego. Pierwsza mape wykonano zaraz po
zmieszaniu zawiesiny znakowanych przeciwciatami AgNWs z wirusami T7, czas ten oznaczono jako
T0. Na skorelowanej mapie widoczne sg biate punkty oznaczajace znakowane wirusy. Miejsca, gdzie
znajduja sie AgNWSs pozostajg czarne, co oznacza, ze wychwytywanie wirusOw przez przeciwciala nie
jest szybkim procesem. Kolejny pomiar wykonano po 60 min. Po tym czasie, w miejscach gdzie
znajduja si¢ AgNWs, pojawiaja si¢ punkty interpretowane jako wirusy. Ostatni prezentowany pomiar
wykonano po ponad 20 godzinach inkubacji. Wigkszos¢ wirusow bakteryjnych jest w miejscu pozycji

AgNWs,

Jako prob¢ odniesienia wykonano analogiczne pomiary réznigce si¢ jedynie zastosowanymi
AgNWs bez modyfikacji. Zaprezentowane mapy natezenia fluorescencji po 0 s oraz 20 h w miejscach
AgNWs nie wykazaly obecnosci wirusow. Oznacza to, ze AgNWs modyfikowane przeciwciatami
wykrywaja wirusy w specyficzny sposob. Problemem w tym modelu eksperymentu jest koniecznos¢

korelacji mapy transmisji i fluorescencji fluoroforu, aby zlokalizowac losowo utozone AgNWs.

Opm 20 40 60 80 Opm 20 40 60 80 Opm 20 40 60 80

[80kps 0 [ 8.0 keps

t =0min

Opm 20 40 60 80
8.0 keps

Rys. 29 Mapy natezenia fluorescencji znakowanych wirusow T7 oraz nanodrutow srebra
zmodyfikowanych przeciwciatami wykonane za pomocq fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego
pola po czasie inkubacji a) 0 s, b) 60 min, ¢) ponad 20 godzinach oraz d) i ) dla probki
zZ niemodyfikowanymi nanodrutami srebra. Zaczerpnieto z [122].
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Sposobem na rozwigzanie problemu z losowo ulozonymi nanoczgstkami jest kontrola ich
polozen np. poprzez orientacje ich w mikromacierze [134]. W wybranej publikacji naukowcy
opracowali biosensor fluorescencyjny do wykrywania paraoksonu, jednego z najbardziej znanych
neurotoksycznych zwigzkow fosforoorganicznych. Mikromacierz przygotowano z poli(glikolu
etylenowego) (PEG, z ang. poly(ethylene glycol)), w ktorej umieszczono acetylocholinoesteraze (AChE,
z ang. acetylcholinesterase) oraz kropki kwantowe (QDs, z ang. quantum dots) jako znaczniki

fluorescencyjne.

PEG precursor solution with
QD-Ag@Silica and AChE

e
AN - -

L) Paraoxon
Z® g:-; '.\3 solution
&y L% 6 Tgee
Lo Py ™ (eee
@ ... 888
N . fluor A

@ QD-Ag@silica

:;3; Acelylcholine esterase (AChE)

Rys. 30. Schemat wytwarzania mikromacierzy hydrozelowych zawierajgcych QD-Ag@Silica oraz
substancje do detekcji paraoksonu (AchE). Zaczerpnigto z [134].
Plazmonowe wzmocnienie fluorescencji osiggnigto poprzez przyltaczenie kropek kwantowych
do pokrytych krzemionka nanoczastek srebra (Ag@Silica). W zoptymalizowanych warunkach

wykazano 5-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji w poréwnaniu z systemem bez MEF.

Na rys. 31. (a) przedstawiono mape transmisji prezentujacg pozycje mikromacierzy wraz
z korespondujacg mapg nat¢zenia fluorescencji QDs. Po dodaniu do mikromacierzy, paraokson ulegat
hydrolizie pod wptywem AChE, wytwarzajac p-nitrofenol, ktory nastgpnie powodowat wygaszanie
fluorescencji QDs. Wykorzystanie nanoczastek srebra spowodowalo znaczne zwickszenie
wykrywalno$ci paraoksonu, z 2,0x107 M do 1,0x10° M (rys. 31. (b)). Czas reakcji paraoksenu z AChE
to jedna godzina. Detekcje wykonano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego. Wyniki te pokazuja,

ze wykorzystanie zjawiska MEF pozwala zwigkszy¢ limit detekcji oraz skrocic jej czas.
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Rys. 31. Wykrywanie paraoksonu przy uzyciu mikromacierzy hydrozelowych zawierajgcych QD-
Ag@Silica i AchE. a)Mapy swiatla biatego oraz natezenia fluorescencji przed i po reakcji AChE
Z paraoksonem b) Zmiana wartosci (F0 - F)/FO w funkcji stezenia paraoksonu. Zaczerpnieto z [134].
Ostatnia wybrana do przegladu publikacja taczy w sobie MEF oraz geometrycznie
kontrolowane nanostruktury [135]. Dzigki zastosowaniu mikrofluidyki detekcja fluorescencji odbywata
si¢ w czasie rzeczywistym w szerokim polu obrazowania. Na potrzeby eksperymentu do obrazowania
wykorzystano urzadzenie biosensorowe wykonane przez autorow publikacji (rys. 32. (b)),
wykorzystujace dwie diody o dtugosci fali 820 nm oraz 880 nm. Urzadzenie to jest rowniez wyposazone
w uktad do mikrofluidyki, detektor CMOS oraz wbudowany uktad opto-elektroniczny, pozwalajacy
rejestrowaé wzory dyfrakcyjne nanostruktur na plazmonowym czipie podczas przeptywu w czasie

rzeczywistym. Plazmonowy czip jest warstwg ztota wykonang za pomoca napylania oraz litografii UV.

T j (b)

Dual LED illumination > Ny «— Battery

CMOS
Microfluidic chamber

( d) Sensor '

W
N Q’\.@"

whh\"” %

T Ligand Protein
T Target Protein

Plasmonic chip

Rys. 32. a) Zdjecie urzgdzenia stuzgcego do wykrywania probek na plazmonowym czipie z
wykorzystaniem kanafu mikroprzeplywowego b) Schemat urzgdzenia ze zdjecia. c) Zdjecie kanafu
mikroprzeplywowego na plazmonowym czipie. d) Schemat plazmonowych czipOw ze sposobem
dostarczania analitu. Zaczerpnigto z [135].

Warstwa ztota jest modyfikowana za pomocg biatka A i1 G i ma za zadanie wykrywac

przeciwciata IgG (Immunoglobuliny G) (rys. 33. (a)). Plazmonowy czip byl caty czas os$wietlany
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jednoczesnie przez obie diody, ktore byty zlokalizowane po obu stronach rezonansu plazmonowego

ztotych nanosensorow. Gdy przeciwcialo przywiazalo si¢ do nanosensora zmienit si¢ wspdtczynnik

zatamania $wiatta w poblizu nanostruktury. Skutkowato to przesunigciem czgstotliwosci plazmonowych

modoéw. Sygnal wzmacniat si¢ w jednym z wzorcow dyfrakcyjnych i jednoczes$nie zostat sttumiony

w drugim. Nast¢pnie obraz zanalizowano cyfrowo i generowano wynik (rys. 33. (b)). Przedstawione

wyniki maja bardzo duzy potencjat ze wzgledu na pomiar w czasie rzeczywistym

brak mozliwos$ci obserwacji pojedynczych zdarzen w czasie rzeczywistym.

(a)

(b)

Microfluidic Chamber

< &

L AL
X

- AT

Peak Wavelength Shift (nm)

© 24N W & O O

Sensor A

Sensor C

« Experiment

{—Fit

AA = 6.448(1 — exp[—0.0005333t])

0 20 40

Time (min)

60

80

(c)

Outlet

Before Binding (t;)

A-Fit
B-Fit

+ A- Experiment
B - Experiment
+ C-Experiment

—C-Fit -

Shift Amount (nr

A

In.R.= 0.10188(1 — exp[—0.0005685t])

=
==

@
o

0

20

40
Time (min)

60

80

. Minusem pozostaje

Rys. 33. a) Schemat wykrywania przeciwciat przez plazmonowy czip b) Wyktadnicze dopasowanie
wynikow uzyskanych w czasie rzeczywistym c) Wzorce dyfrakcyjne przed i po zwigzaniu przeciwciat d)
Whyniki eksperymentu. Zaczerpnieto z [135].
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4. TECHNIKI EKSPERYMENTALNE

W rozdziale opisano najwazniejsze metody i ukiady pomiarowe wykorzystane do badan
zawartych w rozprawie. Rozdzial rozpoczeto od przedstawienia podstawowej techniki jakq jest
spektrofotometria UV/VIS umozliwiajqca charakteryzacje wlasnosci optycznych wykorzystywanych w
badaniach materiatow, a zakonczono opisem zaawansowanych technik mikroskopii fluorescencyjnej,

w tym mikroskopii fluorescencyjnej szerokiego pola oraz konfokalnej.

4.1 Spektrofotometria UV/VIS

Pomiary widm absorpcji lub ekstynkcji badanych materiatéw wykonano z wykorzystaniem
spektrofotometru UV-VIS firmy Varian Cary 50 (rys. 34. (a)). Urzadzenie to pozwala na prace
w zakresie spektralnym od 200 nm do 1100 nm. Dzieki pomiarowi widma absorpcji biatek
fotoaktywnych otrzymano informacj¢ czy biatko to nie ulegto degradacji. Natomiast w przypadku
nanoczastek metalicznych pomiar ich widma ekstynkcji dostarczyt informacji o polozeniu i ksztalcie

pasma rezonansu plazmonowego.

Siatka dyfrakcyjna

Swiatfo przechodzace

Swiatto padajace I,

Zrédto $wiatta

Rys. 34. a) Zdjecie wykorzystywanego spektrofotometru UV-VIS Varian Cary 50 oraz
b) Schemat i zasada dziatania spektrofotometru.

Schemat spektrofotometru przedstawiono na rys. 34. (b). Swiatlo pochodzace z lampy
ksenonowej skierowane jest do komory, w ktdrej znajduja si¢ dwa zwierciadta i siatka dyfrakcyjna,
tworzgce monochromator umozliwiajacy rozdzielenie §wiatta biatego na $wiatto o réznych barwach
i wybranie z niej pozadanej dtugosci fali. Nastgpnie $wiatto zostaje skupione w miejscu, gdzie

umieszcza si¢ probke. Po przejsciu wiazki przez probke natgzenie Swiatta przechodzacego rejestrowane
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jest przez detektor, w tym przypadku przez fotodiod¢ krzemowa. Jest ona polgczona z komputerem
posiadajacym oprogramowanie pomiarowe, ktéore pozwala na automatyczne odjecie sygnalu

rozpuszczalnika od sygnatu probki.
4.2 Fluorescencyjna mikroskopia szerokiego pola

Wigkszo$¢ pomiarow opisanych w rozprawie doktorskiej wykonano przy pomocy
fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola przedstawionego na rys. 35. (a), nalezacego do Katedry
Nanofotoniki IF UMK. Mikroskop bazuje na korpusie Nikon Eclipse Ti-U z dodatkowymi elementami
umozliwiajacymi wzbudzenie probki oraz detekcje sygnatu. Uktad ten pozwala na rejestracj¢ map oraz

kinetyk natezenia fluorescencji, a takze map transmisji §wiatla biatego.

E =
Kamera

EMCCD
Rys. 35. a) Zdjecie uzytego w eksperymentach fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola w
Katedrze Nanofotoniki IF UMK. b) Schemat fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola.
Podczas eksperymentdéw najpierw korzystano z mozliwosci rejestrowania map transmisyjnych
probek, aby wybra¢ najlepsze miejsce do pomiarow (bez przekrywajacych si¢ nanodrutow srebra).
W takim trybie pracy do o$wietlenia probki stosowana jest lampa halogenowa. Swiatto przechodzace

przez probke zbierane jest przez obiektyw, a nastepnie rejestrowane przez kamer¢ EMCCD.

Zrodtem $wiatta w uzytym fluorescencyjnym mikroskopie szerokiego pola sg o$wietlacze LED
(Prizmatix) o dtugosciach fal 365/405/480/535/630 nm z dodatkowo zamontowanymi filtrami
emisyjnymi. Promieniowanie wzbudzajace jest kierowane do obiektywu przez zwierciadto dichroiczne
(FF665), ktére ma za zadanie odbi¢ promieniowanie o krotszych dlugosciach fal niz 650 nm i przepuscic¢
to o dtuzszych dlugosciach fal. Z obiektywu wychodzi wigzka rownolegla, jednorodnie o$wictlajgca

duzy obszar probki. Zastosowano obiektyw immersyjny (Nikon) o powigkszeniu 100x i aperturze
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numerycznej 1.4, ktéry pozwala obrazowaé obszar o rozmiarach do 90 x 90 um. Ten sam obiektyw
stuzy do zbierania sygnatu pochodzacego z probki ktory po przejsciu przez zwierciadto dichroiczne jest
kierowany za pomocg zwierciadta na tor detekcji. Na poczatku sygnal trafia na zestaw filtrow
optycznych. Zastosowano filtry gérnoprzepustowe (FELH650, FEL650, Thorlabs) oraz filtr pasmowy
(ET675/20, Chroma lub FB670/10, Thorlabs). Odpowiedni dobdr filtrow pozwala kontrolowaé, jaki
zakres spektralny fali trafia na detektor oraz zredukowa¢ sygnat niezwigzany z emisja z probki. Filtry
emisyjne sg umieszczone tuz przed detektorem, ktorym w uzytym uktadzie eksperymentalnym jest
kamera EMCCD model iXon3 firmy Andor. Detektor ten charakteryzuje si¢ matryca o rozmiarze 1024
x 1024 pikseli. Wydajnos¢ kwantowa w zakresie spektralnym wykorzystywanego emitera wynosita
ponad 90 %. Najwicksza zaleta kamery EMCCD jest funkcja wzmocnienia rejestrowanego sygnatu
(EM, z ang. electron multiplying), ktora umozliwia znaczng poprawg stosunku sygnatu do szumu.
Podczas korzystania z tej opcji kamery sterowano napi¢ciami przyktadanymi do elektrod znajdujacych
si¢ w kazdym z uktadow elektronicznych tworzacych piksele kamery. Zastosowanie funkcji EMgain
umozliwia pomiar fluorescencji emiterow o niskiej wydajnosci kwantowej, a co wazniejsze, mozliwe
jest obrazowanie fluorescencji pojedynczych molekut. Funkcja ta wykorzystywana byla réwniez

podczas rejestrowania kinetyk fluorescenciji.

Zaleta korzystania podczas eksperymentow z fluorescencyjnej mikroskopii szerokiego pola jest
szybkos$¢ pomiardéw, tatwos¢ obstugi i mozliwos¢ obserwacji fluorescencji pojedynczych molekut, co
zapewnia zamontowany detektor. Wykonujac calag mape fluorescencji w ciggu 0,1 s, otrzymano
informacje 0 natezeniu fluorescencji na duzym obszarze w krotkim czasie. Natomiast rejestracja kinetyk
fluorescencji daje informacj¢ o dynamice fluorescencji, co jest idealnym rozwigzaniem do badan nad

platformami biosensorowymi.

4.3 Fluorescencyjna mikroskopia konfokalna i spektroskopia czasowo-

rozdzielcza

Trzecig technika stosowang do badan zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej jest
fluorescencyjna mikroskopia konfokalna. Technika ta umozliwia rejestracje map natgzenia
fluorescencji, krzywych zaniku oraz widm fluorescencji probki. W przeciwienstwie do
fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola, przy pomocy ktérego otrzymano mapy natezenia
fluorescencji prébki w jednym pomiarze, dla tej techniki charakterystyczny jest pomiar w wybranym
punkcie, badZ punkt po punkcie, aby otrzymac¢ mape nat¢zenia fluorescencji. Uktad eksperymentalny
réwniez znajduje si¢ na wyposazeniu Katedry Nanofotoniki IF UMK. Do jego budowy zastosowano
korpus Eclipse Ti-S firmy Nikon (rys. 36. (a)). Fluorescencyjny mikroskop konfokalny zbudowany

przez dr. inz. Kamila Wiwatowskiego oraz autorke niniejszej rozprawy doktorskie;j.
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CCD

Rys. 36. a) Zdjecie fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego w Katedrze Nanofotoniki IF UMK,
b) Uproszczony schemat budowy i dziatania fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego.

Fluorescencyjny mikroskop konfokalny zbudowano na stole optycznym. Dodatkowo caty uktad
odizolowano od $wiatla, aby zablokowac¢ §wiatto pochodzace z otoczenia (diody, ekrany komputerow).
Uktad optyczny jest uniwersalny, a ponizej opisane elementy optyczne dedykowane sa pomiarom
przeprowadzonym w niniejszej pracy. Zroédtem promieniowania wzbudzajacego byt laser impulsowy
0 dtugosci fali 485 nm firmy Becker&Hickl. Pierwszym elementem optycznym, na ktory trafia
promieniowanie wzbudzajace, jest filtr przestrzenny, ktéry jest uktadem dwoch soczewek i przestony
konfokalnej o aperturze 25 um umieszczonej pomigedzy nimi. Funkcjg przestony konfokalnej jest
eliminacja z wigzki innych modow niz podstawowy mod gaussowski. Po przejéciu przez filtr
przestrzenny wigzka trafia na uktad dwoch soczewek, ktory poszerza §rednice wiazki tak, aby wypetnita
calg aperture wejSciowg obiektywu. Nastepnie wigzka wprowadzana jest do korpusu firmy Nikon za

pomocg peryskopu, czyli uktadu dwoch zwierciadet.

W korpusie mikroskopu wigzka trafia na ptytke swiattodzielacg 50:50. Potowa promieniowania
kierowana jest na obiektyw immersyjny (Nikon) o powigkszeniu 60x i1 aperturze numerycznej 1.4.
Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu jest definiowana przez $rednice plamki lasera, ktora jest zalezna od
zastosowanego  obiektywu. Srednice plamki lasera wychodzaca z obiektywu policzono
z wykorzystaniem kryterium Rayleigha [136]:

1,221 _ 1,22+485

Tairy = Sna = g~ 21lnm )

gdzie: A - dtugos¢ fali promieniowania lasera, NA - apertura numeryczna obiektywu

Kryterium Rayleigha okre$la najmniejszg odleglos¢ pomiedzy dwoma obrazowanymi

punktami, przy ktorej mozliwe jest jeszcze ich rozrdznienie.
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Skupiona wigzka lasera wychodzaca z obiektywu trafiata na probke, znajdujaca si¢ na stoliku
piezoelektrycznym. W zastosowanym uktadzie wigzka wzbudzajaca byta nieruchoma, a podczas
rejestrowania danych przesuwat si¢ stolik piezoelektryczny, na ktorym umieszczona byta probka.
Sygnal pochodzacy z probki byt rejestrowany przez ten sam obiektyw, nastepnie padat on na plytke
$wiattodzielacg i za pomocg kolejnego zwierciadta byt kierowany do czgsci detekcyjnej mikroskopu.
W tej czegsci ukladu znajduje si¢ przestona konfokalna. Dzigki zastosowaniu przestony konfokalnej
W czegsci detekcyjnej usunigto sygnat pochodzacy z probki poza miejscem skupienia wigzki. Sygnat po
przejsciu przez przestone konfokalng trafial na filtr gornoprzepustowy (HQ655LP, Chroma), aby usungé
promieniowanie o dlugosci fali ponizej 655 nm. Nastgpnie za pomoca zwierciadet sygnal kierowany

jest na jeden z trzech detektoréw.

Pierwszym pomiarem, ktory wykonuje si¢ za pomocag fluorescencyjnego mikroskopu
konfokalnego jest mapa fluorescencji badanej probki. Otrzymana mapa powinna odpowiadac tej
uzyskanej za pomoca fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola. Do rejestracji sygnatu
wykorzystano fotodiode¢ lawinowa (APD) (SPCM-AQRH-16, Perkin Elmer). Przed fotodioda
umieszczono filtr pasmowy odpowiadajacy fluorescencji emitera (ET675/20, Chroma) oraz soczewke
skupiajaca sygnal na obszarze aktywnym detektora. Maksymalny wymiar otrzymanej mapy
fluorescencji moze wynosi¢c 100 x 100 pm i jest ograniczony zakresem przesuwu stolika
piezoelektrycznego. Mapy fluorescencji zapisywano dzigki wykorzystaniu oprogramowania napisanego
w $rodowisku programistycznym LabVIEW. Czas rejestracji mapy fluorescencji zalezny jest od kroku
przesuwu stolika piezoelektrycznego i wymiaru mapy. Sredni czas otrzymywania mapy natezenia
fluorescencji wynosi okoto 15 min. Z tego powodu ta technika nie moze zosta¢ wykorzystana do

obrazowania w czasie rzeczywistym w szerokim polu obrazowania.

Drugim typem pomiaru, ktory wykonuje si¢ za pomocg opisywanej techniki, jest pomiar widm
fluorescencji probki. W tym celu w uktadzie zamontowano kamer¢ CCD firmy Andor, model iDus DV
420A-BU. Przed kamerg sygnal ulegal dyspersji na pryzmacie Amiciego, zbudowanym z trzech
pryzmatow o réznym wspotczynniku zatamania swiatta. Zaletg pryzmatu Amiciego jest rozszczepienie
wigzki i1 jednoczesne symetryczne rozchodzenie si¢ wigzki wychodzacej wzgledem osi optycznej toru
detekcyjnego. Wiagzka wychodzaca skupiana byta przez soczewke na matrycy kamery CCD. Kamera
iDus posiada matryce 1024 x 255 pikseli, o wymiarze piksela 26 x 26 um. Program sumuje sygnat
Z poszczegolnych kolumn i przetwarza go na widmo fluorescencji. Dla zastosowan sensorycznych
pomiar widma fluorescencji moze by¢ jedng z mozliwosci wykazania, ze sygnal pochodzi od badanego

emitera, a nie np. zanieczyszczen.

Ostatnim wykonywanym pomiarem byla rejestracja krzywych zaniku natezenia fluorescencji
dzigki wbudowaniu do uktadu systemu czasowo skorelowanego zliczania pojedynczych fotonow

(TCSPC z ang. time correlated single photon counting). W tym przypadku detektorem jest szybka
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fotodioda lawinowa idQuantique id100-50, przed ktérg umieszczono filtr pasmowy (ET675/20,
Chroma) oraz soczewkg skupiajaca sygnat na obszarze aktywnym detektora. W sktad systemu zliczania
pojedynczych fotonéw wchodzi laser impulsowy, fotodioda lawinowa oraz karta pomiarowa (SPC-150,
Becker&Hickl), ktore sg za sobg potaczone. Laser generuje impuls $wiatta (z czgstotliwoscia 20 MHz)
jednoczes$nie z sygnalem elektrycznym doprowadzanym do karty pomiarowej. Gdy do fotodiody
lawinowej dotrze foton ze wzbudzonej impulsem $wiatta probki jest on korelowany z impulsem
referencyjnym. Karta analizuje czas jaki uptynal pomigdzy wyslaniem impulsu $wiatta
a zarejestrowaniem fotonu i w wyniku tego tworzony jest histogram nat¢zenia fluorescencji w funkcji
czasu. Podczas pomiaru nalezy zarejestrowac taka ilos¢ zdarzen, aby z otrzymanego histogramu okresli¢
czas zaniku fluorescencji. Dla biatek fotoaktywnych metoda ta moze zosta¢ uznana za destrukcyjna,
poniewaz pomiar zwykle trwat kilkadziesiat sekund i biatka po pewnym czasie ulegaja fotowybielaniu.
Na opisywanym fluorescencyjnym mikroskopie konfokalnym mozliwa jest obserwacja krzywych

zaniku fluorescencji pojedynczych biatek.
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5. CELE PROJEKTU DOKTORSKIEGO

Autorka doktoratu na studiach magisterskich czynnie uczestniczyla w badaniach naukowych,
ktorych wyniki opublikowano w artykutach naukowych. Staly sie¢ one motywacja do kontynuowania
pracy na studiach doktoranckich. Pierwszy z nich dotyczyl wykrywania bakteriofagéw przez nanodruty
srebra, co doktadnie opisano w rozdziale Przeglqd Wybranych Eksperymentow [122]. Drugi z nich
opisuje obserwacje za pomocg fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola koniugacji in-situ biatka
PCP ze zmodyfikowanymi nanodrutami srebra [137]. Ta dwa artykuty naukowe staty si¢ preludium do

eksperymentow dotyczacych wykorzystania nanodrutow srebra jako platform sensorowych.

Glownym celem projektu doktorskiego bylo zwigkszenie potencjatu nanodrutéw srebra jako
platform dla plazmonowo wzmocnionej fluorescencyjnej biosensoryki. Cel ten planowano osiagngé
poprzez zaprojektowanie, a nastgpnie przetestowanie roznych metod wykorzystania nanodrutdw srebra

jako platform biosensorowych.
Etapy realizacji projektu doktorskiego:

1. Synteza i modyfikacja powierzchni nanodrutow srebra
Pierwszy etap pracy zwiazany byl z synteza nanodrutoéw srebra, aby otrzymacé probki o mozliwie
jak najbardziej monodyspersyjne. Nast¢pnie opracowano metod¢ modyfikacji powierzchni
nanodrutow srebra, ktorg wykorzystano w dwojaki sposob. Po pierwsze modyfikacja powierzchni
nanodrutéw srebra umozliwiata selektywna koniugacje biatka do powierzchni nanodrutéw. Po
drugie, nanodruty srebra mogty zosta¢ trwale zwigzane z podtozem szklanym, co jest istotne przy

potencjalnym wykorzystaniu nanodrutéw srebra jako platform biosensorowych.
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2. Wykrywanie biatka fotoaktywnego przez nanodruty srebra w roztworze
W pierwszym eksperymencie wykrywanie biatka odbywato si¢ w zawiesinie, w ktorej
umieszczono sfunkcjonalizowane nanodruty srebra oraz bialko fotoaktywne. Celem bylo
wykrycie wszystkich biatek w roztworze poprzez dhugi czas inkubacji, co powinno umozliwic¢

wykrycie biatka o niskim stezeniu.
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3. Zastosowanie nanodrutow srebra na podlozu szklanym do wykrywania bialka
Drugim podejsciem do wykrywania biatka bylo wykorzystanie sfunkcjonalizowanych
nanodrutéw srebra osadzonych na podlozu szklanym. Nanodruty srebra osadzono w losowy
sposob na podlozu szklanym. Celem byta detekcja pojedynczych biatek w czasie rzeczywistym.
W tak zaprojektowanym eksperymencie spodziewano si¢ obserwacji koniugacji pojedynczych

biatek do AgNWSs.
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4. Wplyw orientacji nanodrutéw srebra na detekcje biatka
Wyniki uzyskane w poprzednim etapie wskazaly na potrzebe orientacji nanodrutow srebra.
W tym celu zaprojektowano i wykonano uktad mikrofluidyczny, dzieki ktoremu mozliwa byta
trwata orientacja nanodrutéw srebra na zmodyfikowanym podtozu szklanym. Wykrywanie biatka
rejestrowano w czasie rzeczywistym w roztworze wprowadzonym do kanatu, co zapobiegato

parowaniu rozpuszczalnika.

5. Badanie wla$ciwoSci czipu ze zorientowanymi nanodrutami srebra
Ostatnim etapem projektu doktorskiego byto wykonanie plazmonowego czipu zawierajgcego
ukierunkowane nanodruty srebra. Celem bylo otrzymanie czipu umozliwiajacego wykrywanie

biatka w niskich st¢zeniach z zachowaniem aktywnosci plazmonowej nanodrutéw srebra.

-‘{;" : { i,. |
w2 2an e
te g K

58



6. SYNTEZA I FUNKCJONALIZACJA
POWIERZCHNI NANODRUTOW SREBRA

W niniejszym rozdziale przedstawiono materialy wykorzystane w eksperymentach zawartych w
rozprawie doktorskiej. Na poczgtku przedstawiono metode syntezy nanodrutow srebra oraz ich
wlasnosci optyczne. Nastepnie opisano schemat funkcjonalizacji powierzchni nanodrutow srebra. Na
koncu przedstawiono najistotniejsze dla rozprawy doktorskiej informacje o wykorzystywanym do badan

emiterze - kompleksie fotoaktywnym perydinina-chlorofil-biatko.

6.1 Synteza i wlasciwosci optyczne nanodrutdw srebra

Nanodruty srebra wykorzystane w badaniach zsyntezowano z uzyciem metody poliol [122].
Metoda ta polega na redukcji azotanu srebra (AgNOs) i chlorku miedzi (1) (CuCl») za pomoca glikolu
etylenowego (GE). Atomy miedzi oraz zredukowane jony srebra tworza klastry, ktore nastepnie formuja
zarodki. Na zarodkach na wybranych ptaszczyznach krystalograficznych adsorbuje si¢ polimer PVP.
Nastegpnie rozpoczyna si¢ rozrost w jednym wymiarze, poniewaz polimer PVP blokuje wzrost

W pozostatych wymiarach.

Syntezg przeprowadzono w nastgpujacy sposob: we fiolkach ze szkta oranzowego o objetosci
30 ml umieszczono owalny element mieszajacy oraz 5 ml EG. Fiolki umocowano pionowo w fazni
olejowej i podgrzano do temperatury 155 °C. Po osiagnig¢ciu zadanej temperatury odczekano 60 min.
Po tym czasie dodano 40 pl roztworu 4 mM CuCl; x 2 H,O w GE i odczekano 10 min. Wykorzystujac
pompg¢ infuzyjna, dodawano jednocze$nie roztwory o stezeniu molowym 94 mM AgNOsoraz 114 mM
PVP po 3 ml z predkoscia 27 ml/h. Po zakonczeniu dodawania roztwordw, fiolki szczelnie zamknigto
i nadal mieszajac pozostawiono na 60 min w temperaturze 155 °C. Syntez¢ zakonczono poprzez

gwaltowne schtodzenie mieszaniny.

GE + CuCl,
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2 HOCH, — CH,0H — 2 CH3CHO + H,0
2CH;CHO + CuCl 5 —» CH3CO — COCH; + Cu + ZHCI

Rys. 37. Schemat syntezy nanodrutow srebra za pomocq metody poliol z zarodkami Cu. Na podstawie

[138].
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Proces oczyszczania AGNWSs z GE przeprowadzono w nastgpujacy sposob: mieszaning z kazdej
fiolki podzielono na 4 cze¢sci, do kazdej z nich dodano 8 ml acetonu HPLC. Kazda fiolke odwirowano
z predkoscia 2000 rps przez 20 min. W tym czasie AgNWs osadzity si¢ na dnie fiolek. Usunigto aceton
z fiolek i do kazdej fiolki dodano 2 ml wody destylowanej. Proces wirowania powtdrzono. Oczyszczanie
w wodzie destylowanej wykonano dwukrotnie, aby usuna¢ resztki acetonu i nanoczastek srebra, ktore
powstaja w procesie syntezy. Na koncu AgNWs zawieszono w 2 ml wody Milli-Q i umieszczono
w ciemnej fiolce w lodowce. Tak przygotowane AgNWs w dalszej czgsci pracy beda oznaczane
AgNWs@PVP, poniewaz na powierzchni pozostaje cienka otoczka PVP, ktora je stabilizuje. Nanodruty

srebra moga by¢ latami przechowywane w tych warunkach bez utraty ich wtasciwosci.

Wiasciwosci optyczne nanodrutow srebra przedstawiono ponizej. Otrzymano zawiesing
0 opalizujgcym szarosrebrnym odcieniu (rys. 38. (a)). Za pomocg spektrofotometru UV-VIS wykonano
pomiar ekstynkcji zawiesiny AgNWs (rys. 38. (b)). Otrzymane widmo ekstynkcji jest podobne do tych
zaprezentowanych w literaturze, dlatego mozna stwierdzi¢, ze sg to AgNWSs [138]. Pasmo rezonansu
plazmonowego AgNWs przypada dla dtugosci fali okoto 400 nm i rozcigga si¢ az do podczerwieni.
Dzigki temu AgNWs mogag wplynag¢ na wlasnos$ci optyczne fluoroforow w szerokim zakresie
spektralnym, czego nie sg w stanie osiagna¢ inne nanoczastki metaliczne. W kolejnym kroku probka z
AgNWs byla obrazowana za pomoca mikroskopu optycznego, aby okresli¢ ilos¢ nanoczastek srebra.
Ilo$¢ nanodrutéw srebra i nanoczastek srebra jest inna dla kazdej syntezy, pomimo wykonywania
zawsze takiej samej procedury. Ze wzgledu na ztozono$¢ eksperymentow dotyczacych wykorzystania
AgNWs jako platform biosensorowych nie skupiano si¢ na optymalizacji syntezy i wykorzystywano

zawiesimy AgNWs, ktore byly pozbawione duzej ilo$ci nanoczastek srebra.
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Rys. 38. a) Zdjecie zawiesiny AgNWs b) Przyktadowe widmo ekstynkcji zawiesiny nanodrutow srebra.

Rozktady $rednic i dtugosci AgNWs wyznaczono ze zdje¢ uzyskanych za pomocg SEM (rys.
39.). Na podioze ITO nakropiono 15 ul AgNWs w stosunku 1:10 z woda destylowana i nastgpnie
rozwirowano za pomocg powlekacza obrotowego z predkoscia 20 rps. Na rys. 39. (a) zaprezentowano

zdjecie SEM pojedynczego nanodrutu srebra, ktorego powierzchnia wydaje si¢ jednorodna, a konce
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zaokraglone. Na zdjeciu wykonanym pod katem 45° i z wigkszym powickszeniem zaobserwowano, ze

powierzchnia AGNWSs pokryta jest polimerem PVP (rys. 39. (a)).

Rys. 39. Zdjecia nanodrutow srebra wykonane za pomocq skaningowego mikroskopu elektronowego
a) pojedynczy AGNW w podstawowym trybie SEM b) AgNWs w trybie ustawienia probki pod kqgtem

45°,

Na podstawie uzyskanych zdje¢ SEM wykonano analizg $rednic i dlugosci AgNWs. Narys. 40.

zaprezentowano histogramy prezentujace rozktad srednic i dlugosci AgNWs. Srednia warto$¢ érednic

Z 58 nanodrutéw wynosi 123 nm. Odchylenie standardowe wynosi 20 nm. Pomiar dlugosci wyznaczono

z 165 nanodrutéw. Srednia warto$é dugoéci wynosi 8,6 um, a odchylenie standardowe wynosi 2,2 pm.
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Rys. 40. Histogram ilustrujgcy dyspersje a) Srednic oraz b) diugosci nanodrutow srebra.

W konteks$cie zastosowania AgNWs w masowej produkcji wybrana metoda syntezy ma duzy

potencjat. Bazujac na doswiadczeniu prof. Grzegorza Celichowskiego z grupy prof. Jarostawa

Grobelnego, wiadomo jest, ze niewielkim naktadem pracy mozna przeskalowac synteze¢ AgNWs metoda

poliol. MozZliwe jest zwiekszenie objetosci wykorzystywanych roztwordow, co przetozy si¢ na ilo§¢

zsyntezowanych AgNWs, a dodatkowo uzyskana zawiesina zawiera¢ bedzie liczne AgNWs. Po

optymalizacji warunkow syntezy powinno by¢ mozliwe zmniejszenie ilosci nanoczastek w zawiesinie

AgNWs. Planujac masowa produkcje¢, nalezy uwzgledni¢ wybor metody poliol jako stuszny z powodu
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pozostajgcej niewielkiej ilosci odpadow po syntezie. Do syntezy potrzeba niewiele odczynnikow oraz
nie jest wymagana droga aparatura. Pozostaje jedynie aceton oraz woda. Opisane cechy syntezy AgNWs

pokazuja, ze jest ona dobrym wyborem w kontekscie potencjalnych zastosowan komercyjnych.

6.2 Funkcjonalizacja powierzchni nanodrutow srebra

Do eksperymentdw w tej rozprawie wykorzystano dwuetapowy proces funkcjonalizacji
powierzchni AgNWs. Funkcjonalizacja powierzchni ma za zadanie umiejscowi¢ receptor do
specyficznego rozpoznawania biatka. Powierzchnia nanodrutéw zostanie wykorzystana jako platforma
dla grup funkcyjnych, ktére mozna okresli¢ jako warstwe receptorowa. W pierwszym etapie do
powierzchni AgNWs dofaczana jest cysteamina, a nastepnie do niej biotyna-NHS (rys. 41.). Przepis
zaczerpni¢to z publikacji [137].
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Rys. 41. Schemat funkcjonalizacji powierzchni nanodrutow srebra za pomocqg cysteaminy i biotyny.

W pierwszym kroku 100 ul AgNWs@PVP odwirowano z predkoscia 2000 rpm przez 20 min.
Roztwér znad osadu wymieniono na 100 ul alkoholu etylenowego (EtOH), w ktérym rozdyspergowano
AgNWs i dodano 100 pl roztworu 0,5 mM cysteaminy (Sigma-Aldrich, 30070). Cysteamina potaczyta
si¢ z powierzchnia AgNW poprzez siarkg, natomiast wolna pozostala grupa aminowa. Tak
przygotowang zawiesing pozostawiono na 2 godziny w temperaturze 4 °C, a po tym czasie odwirowano
z predkoscia 2000 rpm przez 20 min, po czym usuni¢to nadmiar EtOH. Nie doprowadzajac do
wyschnigcia pokrytych cysteaming nanodrutow (AgNW@cys), dodano 100 pl dimetylosulfotlenku
HPLC (DMSO0), a po zdyspergowaniu AgNWs wkroplono 1 pg/ml biotyny-NHS (Sigma-Aldrich,

B4531). Zawiesing pozostawiono na noc w ciemnym miejscu W temperaturze pokojowe;j.

Po 16 h funkcjonalizacji zawiesing AgNW@cys@biotyna odwirowano z predkoscig 6000 rpm
przez 20 min. Nastepnie po usunig¢ciu nadmiaru DMSO, AgNWs rozdyspergowano w 200 ul wody
Milli-Q. Jednym z problemow funkcjonalizacji jest whasciwa ilos¢ grup funkcyjnych na modyfikowane;
powierzchni, gdy bedzie ich za mato emiter nie pokryje jednorodnie powierzchni AgNWs.
Zmodyfikowane AgNWs posiadajg aktywna powierzchnie przez kilka miesiecy, jednak, aby wykluczy¢
degradacj¢ zmodyfikowanej powierzchni AgNWs i jej negatywny wplyw na uzyskane wyniki, przed

kazdym eksperymentem wykonywano nowg funkcjonalizacje.
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6.3 Kompleks fotoaktywny perydynina-chlorofil-biatko

Emiterem uzytym w badaniach opisanych w rozprawie doktorskiej jest kompleks barwnikowo-
biatkowy perydynina-chlorofil-biatko (PCP, z ang. peridinin-chlorophyll-protein) z dotaczona
streptawidyna. Jest to rozpuszczalne w wodzie biatko wystepujace naturalnie w algach Amphidinium
carterae z rodziny Dinoflagellates, w ktorych pelni funkcj¢ antenowsg. Naturalnie PCP wystepuje
w formie trymerow. PCP wykorzystywane do eksperymentow zakupiono w firmie BD-Pharmingen (nr
554064), w ktorej jest sprzedawane jako monomer PCP z dotaczong streptawidyng [139]. W skiad
monomeru wchodzi osiem perydynin, dwa chlorofile a oraz matryca biatkowa (rys. 42. (a)). Wielko$¢
catej molekuty wynosi okoto 4 nm, a same chlorofile sa w odleglosci okoto 1,7 nm od siebie [140].
Strukture PCP okre$lono z rozdzielczoécia 2.0 A [140], dzigki zastosowaniu krystalografii
rentgenowskiej. Streptawidyna jest biatkiem tetramerycznym, prawie dwukrotnie wickszym od PCP,

a jej strukture zaprezentowano na rys. 42. (b).

Rys. 42. a) Struktura monomeru kompleksu perydynina-chlorofil-biatko z oznaczonymi chlorofilami a
(zielony), perydyninami (pomararnczowy) oraz matrycq biatkowq (szary) b) Struktura monomeru
streptawidyny z E. Coli. Zaczerpnigto z [141].

Widmo absorpcji oraz emisji PCP przedstawiono na rys. 43. Widmo absorpcji PCP
charakteryzuje si¢ intensywnym i szerokim pasem w zakresie spektralnym od 350 nm do 550 nm, za
ktore odpowiadajg perydyniny, natomiast absorpcji chlorofilu przypisane sg dwa pasma 440 nm (pasmo
Soreta) oraz 660 nm (pasmo Qy). Stosunek perydynin do chlorofili wynosi 4:1, co sprawia, ze sg one
gléwnym pigmentem odpowiedzialnym za absorpcje Swiatla. Emisja oznaczona na rys. 43. pochodzi
z chlorofili i ma maksimum dla dtugos$ci fali 673 nm [131,140,142]. Na rys. 43. umieszczono widmo

ekstynkcji zawiesiny AgNWs, ktore przekrywa si¢ z widmem absorpcji PCP.
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Rys. 43. Znormalizowane widmo absorpcji (czarny) emisji kompleksu fotoaktywnego PCP (czerwony)
oraz ekstynkcji AgQNWs (niebieski).

Kompleks fotoaktywny PCP byl juz szeroko stosowany w kontekScie badan optycznych
nanostruktur hybrydowych, wiaczajac w to oddziatywanie ze wzbudzeniem plazmowym obecnym
w nanodrutach srebra [131, 143, 144], jak i w kontekscie przekazu energii do warstwy grafenu [145,
146]. Tak szerokie wykorzystywanie PCP zawdzigcza cechom, takim jak: stabilno$¢, dostgpnosc,
rozpuszczalno$¢ W wodzie, szerokie widmo absorpcji oraz prosta struktura. W badaniach wykonanych

w ramach rozprawy doktorskiej biatko PCP uzyto jako uktad modelowy.
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7. WYKRYWANIE BIALKA W
ROZTWORZE

W niniejszym rozdziale przedstawiono podejscie, w ktorym nanodruty srebra inkubowano
Z biatkiem PCP w roztworze i nastegpnie osadzono w matrycy polimerowej. Spodziewano sig, ze biatko
fotoaktywne PCP wydajnie skoniuguje ze zmodyfikowanymi nanodrutami srebra. Zatozono, ze biatko
fotoaktywne PCP skoniuguje réwnomiernie z wszystkim AgNWS i zobrazowanie kilku drutéw da poglgd
na catq probke. Podejscie to miato pozwoli¢ na wykrywanie biatka fotoaktywnego w niskim stezeniu.
Na poczqgtku rozdziatu opisano szczegoly eksperymentu umozliwiajgce jego powtorzenie. Nastegpnie

zaprezentowano Wyniki wykrywania biatka z diugim (16 h) oraz krotkim (5 min) czasem inkubacji.

7.1 Opis wykonania eksperymentu

Eksperymenty przeprowadzono w plastikowej probowce, w ktorej do statej objetosci zawiesiny
AgNWs dodawano biatko fotoaktywne PCP o zmniejszajacym si¢ stezeniu (rys. 44.). Nastepnie po
okreslonym czasie koniugacji do mieszaniny dodano roztwor poli(alkoholu winylowego) (PVP). PVP
jest to polimer, dzigki ktéremu mozliwe jest zatrzymanie koniugacji i utworzenie jednorodnej warstwy

po rozwirowaniu roztworu. Polimer PVA zakupiono w Sigma Aldrich (11773, My = 125 000).

Do 10 pul AgNWs dodano 5 pl biatka fotoaktywnego PCP o stezeniu 0,2 pg/ml. Po 16 h
koniugacji dodano do probki 15 ul polimeru PVA, aby otrzyma¢ koncowe st¢zenie polimeru 0,2 %.
Szkietka umyto w roztworze Hellmanexu, ktory jest alkaicznym roztworem stosowanym do czyszczenia
elementow optycznych, opracowanym przez firm¢ Hellma. Szkietka nakrywkowe w teflonowym
statywie umieszczono w 2% wodnym roztworze Hellmanexu i calo$¢ wstawiono do phuczki
ultradzwigkowej w 35°C na 30 min. Nastgpnie wymieniono roztwor Hellmanexu na wode destylowang
i kontynuowano mycie szkietek jeszcze przez 15 min. Opisang procedur¢ mycia szkietek stosowano do
wszystkich podlozy szklanych wykorzystywanych do badan zamieszczonych w rozprawie doktorskie;j.
Otrzymang zawiesing AgNWs, PCP i PVA nawirowano na czyste szkietko nakrywkowe za pomoca
powlekacza obrotowego, aby utworzy¢ jednorodng warstwe. Predkos¢ wirowania dla wszystkich probek

wynosita 20 rps. Otrzymana warstwa miata grubos¢ okoto 50 nm.

Przygotowane probki zostaty zbadane za pomoca fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego
pola opisanego w rozdziale Techniki Eksperymentalne. Mikroskop fluorescencyjny szerokiego pola
pozwala na wykonanie map natezenia fluorescencji o rozmiarze 90 x 90 um w czasie 0,1 s. Do

wzbudzenia fluorescencji PCP wykorzystano o$wietlacz LED o dlugosci fali 480 nm o mocy 100 uW.
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Wykorzystano filtr FELH650 i 675/25. Wzmocnienie sygnalu wynosito 100, a czas akwizycji 0,1 s.

Opisane parametry sa identyczne w eksperymencie z dtugim i krotkim czasem inkubacji.
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Rys. 44. Schemat eksperymentu wykrywania biatka fotoaktywnego poprzez koniugacje ze
sfunkcjonalizowanymi AgNWs w roztworze.

7.2 Eksperyment z dlugim czasem (16 h) inkubacji

Pierwszy eksperyment przedstawia wykrywanie biatka PCP o st¢zeniu 0,2 pg/ml po 16 h
inkubacji. Tak zaprojektowany eksperyment mial umozliwi¢ przylaczenie si¢ wszystkich bialek
fotoaktywnych PCP do AgNWs. Stezenia biatka dobrano na podstawie wczesniejszych testow. Mapy
transmisji oraz odpowiadajace im mapy natgzenia fluorescencji PCP otrzymane za pomoca
fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola przedstawiono na rys. 45. Zaleta fluorescencyjnego
mikroskopu szerokiego pola jest otrzymanie mapy transmisji i fluorescencji w doktadnie tym samym
miejscu, co pozwala na okreslenie, czy na powierzchni AgNWs znajduje si¢ skoniugowane biatko PCP.
Na rys. 45. (a-c) przedstawiono zestaw map transmisji AgNWs. Na mapach transmisji s3 widoczne jako
ciemne linie. Odpowiadajace im mapy natezenia fluorescencji PCP przedstawiono na rys. 45. (d-f). Na
mapach fluorescencji PCP zaobserwowano nieliczne jasne punkty, ktore po poréwnaniu z mapg
transmisji odpowiadajg pozycji AgNWs. Zdecydowana wigkszos¢ powierzchni AgNWs pozostaje
ciemna, co oznacza ze biatko PCP nie przytaczylo si¢ do AgNWs lub ulegto degradacji. Eksperyment

z dlugim czasem inkubacji nie pozwolil na wykrycie biatka PCP przez nanodruty srebra.
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Rys. 45. Mapy transmisji (a-c¢) oraz odpowiadajgce im mapy natezenia fluorescencji PCP (d-f) na
AgNWSs w matrycy PVA po 16 h koniugacji.

7.3 Eksperyment z krotkim czasem (5 min.) inkubacji

Po 16 h koniugacji biatka z nanodrutami srebra zdecydowano si¢ na inne podejscie do
eksperymentu. Czas koniugacji skrocono do 5 min. Jest to przyblizony czas odpowiadajacy wykonaniu
domowych testow diagnostycznych. Na podstawie wczesniejszych eksperymentéw wiadomo, ze
koniugacja jest szybka, okoto 2 sekund [137]. Jednak przy niskim stezeniu biatka, musi ono znalez¢ si¢
w poblizu powierzchni AgNWs i dlatego konieczny jest dtuzszy czas inkubacji. Uznano, ze objgtos¢
zawiesiny AgNWs bedzie taka sama dla catej serii pomiarowej, natomiast zwigkszana bedzie objetosé
roztworu biatka PCP o tym samym st¢zeniu (0,2 pg/ml). Zastosowane proporcje AgNWs oraz PCP
wymieniono w tab. 1. Na podstawie wspotczynnika ekstynkcji roztworu PCP zmierzonego przed
eksperymentem, oszacowano, ile molekut PCP znajduje si¢ w wykorzystywanych roztworach (tab. 1.).
Oszacowano rowniez ilos¢ AgNWs znajdujacych sie w 10 ul zawiesiny. Wartosci te sg warto$ciami

przyblizonymi, zaprezentowanie ich ma na celu zobrazowanie stosunku AgNWs do PCP.
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_ Ilos¢ PCP w Stezenie PCP Tlos¢ PQP/AgNWs, przy
Proporcje (PCP 0,2 ug/ml) | dodawanej zatozeniu, ze mamy 1,5
objetosci ug/ml miliona AgNWs

1. | 10 ul AgNWs + 1 ul PCP 1,3E+08 0,0182 ~100
2. | 10 ul AgNWs + 5 ul PCP 6,6E+08 0,0667 ~ 440
3. | 10 ul AgNWs + 15 ul PCP 2,0E+09 0,12 ~ 1300
4. | 10 ul AgNWs + 30 ul PCP 3,9E+09 0,15 ~2600
5. | 10 ul AgNWs + 60 ul PCP 7,9E+09 0,17 ~ 5200

Tab. 1. Przyblizone proporcje AgNWs oraz PCP wraz z wyliczeniem stezenia PCP w danej objetosci.

Pierwsza probke przygotowano poprzez zmieszanie 10 pl AgNWs i 60 pl PCP. Po 5. min.
dodano 70 ul polimeru PVA. Nastepnie 40 pl tak otrzymanej zawiesiny rozwirowano na szkietku
nakrywkowym. Stezenie PCP dla tej probki wynosito 0,17 pg/ml. Na mapach transmisji $wiatta biatego
przedstawionych na rys. 46. (a-c), znajduja si¢ nanodruty srebra. Zlokalizowanie AgNWs w trybie
transmisyjnym nie bylo proste, poniewaz byto ich mato na podtozu szklanym. Na mapach nate¢zenia
fluorescencji PCP na AgNWs wykonanych dla tych samych obszaréw, zaobserwowano jasne punkty,
ktore pokrywaja powierzchnie AgNWs w sposob ziarnisty (rys. 46. (d-f)). Jasne punkty odpowiadajg
emisji PCP. Emisja ta jest silnie skorelowana z potozeniem AgNWs, ktore sa pokryte biatkiem
fotoaktywnym w sposob niejednorodny. Te obserwacj¢ potwierdzaja wykresy, na ktorych
przedstawiono przekroj wzdtuz wybranych AgNWs (rys. 46. (g-i)). Piki, widoczne na wykresie maja
natezenie od 800 do 2500 zliczen. Swiadczy to o silnej tendencji biatka do tworzenia aglomeratow. Jest

to wynik jakosciowo rozny od wyniku eksperymentu, w ktorym koniugacja prowadzona byta przez 16 h.
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Rys. 46. Przykiadowe mapy transmts]l AgNW (a-c) oraz natgzema fluorescencji PCP skoniugowanego
z AgNWs (d-f) i osadzonych w matrycy PVA dla proporcji 10 pl AGNW i 60 pl PCP wraz z
przekrojami wzdluz wybranych AgNWs (g-i).
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Drugg zbadang probke wykonano z proporcji: 10 pl AgNWs i 30 pl PCP koniugowanych przez
5 min. Nastgpnie dodano 40 pl polimeru PVA 140 pl rozwirowano na szkietku nakrywkowym. Stezenie
PCP dla tej probki wynosito 0,15 pg/ml. Wybrane do obrazowania AgNWs przedstawiono na mapie
transmisji $wiatla biatego (rys. 47. (a-c)). Na mapach natezenia fluorescencji PCP na AgNWs
wykonanych dla tych samych obszaréw, zaobserwowano jasne punkty (rys. 47. (d-f)). Na prébce
zauwazono mniej punktéw wykazujacych silng fluorescencje. Srednia warto$é natezenia fluorescencji
PCP jest zblizona do probki o proporcjach 10 ul AgNW i 60 ul bialka. Potwierdzaja to wykonane
przekroje wzdhuz badanych AgNWs (rys. 47. (g-i)). Na wykresach odnotowano piki, ktore majg od 1000
zliczen do prawie 8000 zliczen, co $wiadczy o obecnosci aglomeratéw PCP na powierzchni AgNWs.
Zmnigjszenie objetosci PCP o potowe nie wptyneto na jednorodnos¢ pokrycia AgNWs. W publikacjach,
w ktorych koniugowano biatka do nanodrutow srebra nie zaobserwowano wczesniej efektu
niejednorodnego pokrycia powierzchni  AgNWs [147-149]. Jednak w tych publikacjach
wykorzystywano nadmiar biatka, dtuzszy czas koniugacji oraz niezwigzane biatka usuwano poprzez
trzykrotne odwirowanie koniugatu. By¢ moze odwirowanie niezwigzanych kompleksow fotoaktywnych

pomogtoby usung¢ nadmiar zaglomerowanych biatek, jednak skupiono si¢ na celu eksperymentu.
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Rys. 47. Przykladowe mapy transmisji AGNW (a-c) oraz natezenia fluorescencji PCP skoniugowanego
z AgNWs (d-f) i osadzonych w matrycy PVA dla proporcji 10 pl AQNW i 30 pl PCP wraz z
przekrojami wzdluz wybranych AgNWs (g-i).
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Trzecig probke przygotowano z nastgpujacych proporcji: 10 ul AgNWs i1 15 pl PCP

koniugowanych przez 5 min. Do probki dodano 25 pl polimeru PVA i cato$¢ identycznie, jak

w poprzednim przypadku, rozwirowano. Stezenie PCP dla tej probki wynosito 0,12 pg/ml. Na rys. 48.

(a-c) zaprezentowano mapy transmisji §wiatta biatego z odnalezionymi AgNWs. Znalezione AgNWs

czesto pokrywaja sie i leza jeden na drugim, jesli bylo to mozliwe unikano takich miejsc. Mapy

natgzenia fluorescencji przedstawiaja jasne punkty (rys. 48. (d-f)). Jasne punkty zinterpretowano

W poprzednich probkach jako aglomeraty biatka PCP. Aglomeratow PCP na powierzchni AgNWs jest

zauwazalnie mniej niz w drugiej probee. Przekroje wzdtuz wybranych AgNWs zaprezentowano na rys.

48. (g-i). Widoczne piki majg od 200 do prawie 8000 zliczen, jednak zdecydowana wigkszo$¢ ma

ponizej 1000 zliczen.
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Rys. 48. Przykiadowe mapy transmisji AGNW (a-c) oraz natezenia fluorescencji PCP skoniugowanego
z AgNWs (d-f) i osadzonych w matrycy PVA dla proporcji 10 pl AgNW i 15 pl PCP wraz

z przekrojami wzdtuz wybranych AgNWs (g-i).

Czwartg probke wykonano dla proporcji 10 pl AgNWs i 5 ul PCP koniugowanych przez 5 min.

Nastepnie dodano 15 pl polimeru PVA i cato$¢ rozwirowano. Stezenie PCP dla tej probki wynosito

0,0667 pg/ml. Mapy transmisji $wiatla biatego (rys. 49. (a-c)) przedstawiaja znalezione AgNWs. Ich

ilo§¢ zauwazalnie wzrosta. Na rys. 49. (d-f) przedstawiono mapy natezenia fluorescencji PCP
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skoniugowanego z AgNWSs. Zaobserwowano ha niej odseparowane pojedyncze punkty, ktorych
natgzenie fluorescencji jest mniejsze i bardziej homogeniczne niz na rys. 48. Nie wszystkie punkty
odpowiadaja potozeniu AgNWs. Punkty sg interpretowane jako biatko PCP. Rys. 49. (g-i) prezentuje
przekroje wzdtuz wybranych AgNWs. Na umieszczonych przekrojach AgNWs rozrzut natezen
fluorescencji PCP wynosi od 100 do 600 zliczen. Piki o natgzeniu 300 zliczen moga pochodzi¢ od
pojedynczego PCP, te o wigkszym natezeniu pochodza prawdopodobnie od aglomeratow ztozonych
z dwoch biatek fotoaktywnych PCP. Warto réwniez zwroci¢ uwage, na to, ze s$rednica plamki
promieniowania wychodzacego z obiektywu jest znacznie wigksza od rozmiaru biatka PCP, wigc

mozliwe jest rejestrowanie sygnatu z wielu molekul w tym samym czasie.

Podsumowujac wynik przeprowadzonego eksperymentu, probka jest jednorodna. Biatko PCP
pozostato aktywne po 5 min koniugacji, co oznacza, ze po dlugotrwatej, trwajgcej 16 h koniugacji ulegto

ono degradacji. Mozliwe jest tez wykrywanie fluorescencji pojedynczych biatek.
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Rys. 49. Przyktadowe mapy transmisji AGNW (a-c) oraz natezenia fluorescencji PCP skoniugowanego
z AgNWs (d-f) i osadzonych w matrycy PVA dla proporcji 5 pl AgNW i 30 pl PCP wraz z przekrojami
wzdtuz wybranych AgNWs (g-1).
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Pigta probke uzyskano dla proporcji 10 ul AgNWs + 1 pyl PCP + 11 ul PVA, dane
zaprezentowano na rys. 50. Stezenie PCP dla tej probki wynosito 0,0182 pg/ml. Na zaprezentowanych
mapach transmisji §wiatta biatego widoczne sg AgNWs, ktorych jest znacznie wigcej na obrazowanym
obszarze, niz w przypadku poprzednich préobek (rys. 50. (a-c)). Na mapach nat¢zenia fluorescencji PCP
widoczne sg pojedyncze punkty na catej mapie (rys. 50. (d-f)). Nie zaobserwowano korelacji pozycji
punktéw z pozycja AgNWs. Pojedyncze PCP nie przytaczyto sie do AgNWs, ale jednocze$nie nie ulegto
degradacji. Przekroje wzdtuz wybranych AgNWs zaprezentowano na rys. 50. (g-i). Piki na przekrojach
sa slabo widoczne i ich nat¢zenia nie przekraczaja 120 zliczen. Widoczny jest szum pochodzacy od
kamery EMCCD. Potwierdza to obserwacj¢, ze PCP nie przylaczylo si¢ do powierzchni AgNWs.
Istnieje mozliwos¢, ze biatka fotoaktywnego PCP jest stosunkowo malo w zawiesinie i nie zdazyto
przytaczy¢ si¢ do AgNWs w ciggu 5 min. Wykonano obrazowanie dla 5-ciu miejsc, w ktorych zebrano
okoto 40 nanodrutéw srebra, co przy zalozeniu, ze w probéwce umieszczono 1,5 miliona AgNWs daje
0,003 %. Eksperyment ten wskazuje, ze istnieje limit detekcji ilosci biatka przez AgNWs w zawiesinie.
Limit ten nie wynika z braku mozliwo$ci rejestrowania natezenia fluorescencji PCP. Wynika on
prawdopodobnie z przebadania zbyt matej iloSci nanodrutow srebra. Dla stezenia 0,0182 ug/ml PCP
czas inkubacji 5 min okazal si¢ za krotki. Z drugiej strony wydtuzenie czasu inkubacji prowadzi do

degradacji biatka.
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Rys. 50. Przyktadowe mapy transmisji AQNW (a-c) oraz natezenia fluorescencji PCP skoniugowanego

z AgNWs (d-f) i osadzonych w matrycy PVA dla proporcji 1 pul AGQNW i 30 pl PCP wraz z przekrojami
wzdtuz wybranych AgNWs (g-i) .
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Poza pomiarami map nat¢zenia fluorescencji PCP za pomoca fluorescencyjnego mikroskopu
szerokiego pola, wykonano pomiary z wykorzystaniem fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego.
Mikroskopia konfokalna pozwala na pomiar widm oraz krzywych zaniku fluorescencji. Mapa nate¢zenia
fluorescencji PCP skoniugowanego z AgNWs (rys. 51. (a)), jakosciowo przypomina mapg¢ uzyskang za
pomoca fluorescencyjnej mikroskopii szerokiego pola. Biatko fotoaktywne PCP pokrywa powierzchnig
AgNWs w sposob niejednorodny.

Na wybranej mapie nat¢zenia fluorescencji PCP wskazano punkt na powierzchni AgNWs,
w ktorym wykonano pomiar widma fluorescencji PCP. Przyktadowe widmo fluorescencji zmierzone
W pkt 1 zaprezentowano na rys. 51. (b). Zmierzone widmo fluorescencji PCP ksztaltem i potozeniem

spektralnym potwierdza, ze obserwowany sygnal pochodzi od biatek fotoaktywnych PCP.

Na rys. 51. (c) przedstawiono zestaw krzywych zaniku fluorescencji PCP skoniugowanego z
AgNWs zmierzonych dla badanej probki wzbudzonej laserem impulsowym o dtugosci fali 485 nm.
Miejsca wykonania pomiar6w krzywej zaniku fluorescencji oznaczono na mapie nat¢zenia fluorescencji
PCP (rys. 51. (a)). Zaobserwowano korelacje pomi¢dzy nat¢zeniem fluorescencji PCP na mapie
natezenia fluorescencji, a nat¢zeniem krzywej zaniku fluorescencji PCP. Zmiany w dynamice
fluorescencji PCP sa widoczne, zwlaszcza dla dtuzszego AgNWs. Objawia si¢ to zmiang nachylenia
krzywej zaniku fluorescencji PCP pomigdzy punktami o réznym natezeniu fluorescencji PCP.
Dynamika zmiany krzywej zaniku fluorescencji PCP wskazuje na duza niejednorodnos¢ probki. Gdy
zbadano obszar o nizszym nat¢zeniu fluorescencji biatka fotoaktywnego PCP, czas zaniku jest bardzo
krotki (0,1 ns), co oznacza silne wzmocnienie plazmonowe fluorescencji biatka fotoaktywnego PCP.
W przypadku miejsc o duzym natg¢zeniu fluorescencji PCP czas jest coraz dluzszy (1 ns), a sama krzywa
zaniku fluorescencji przybiera jednowykladniczy charakter. Wydtuzenie czaséw zaniku fluorescencji
PCP zwigzane jest z tworzeniem aglomeratow PCP i w konsekwencji coraz stabszym oddziatywaniem

plazmonowym z AgNWs.
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Rys. 51. a) Mapa natezenia fluorescencji PCP skoniugowanego do AgNWs z zaznaczonymi punktami
pomiarowymi, b) Widmo fluorescencji PCP zarejestrowane w pkt 1, ¢) Krzywe zaniku fluorescenciji
PCP zarejestrowane w miejscach zaznaczonych na mapie natezenia fluorescencji PCP
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7.4 Podsumowanie rozdzialu

Badania przedstawione w tym rozdziale mialy na celu sprawdzenie wydajnosci wykrywania
biatka fotoaktywnego przez AgNWs podczas inkubacji w zawiesinie. Wyniki wskazuja, ze proces
koniugacji biatka PCP z nanodrutami srebra w zawiesinie jest efektywny. Zaobserwowano zaleznos$¢
ilosci biatka na nanodrutach srebra od jego stezenia. Wyznaczono limit wykrywania biatka PCP przez
AgNWs w zawiesinie wynoszacy 0,0667 pg/ml. Wykazano efekt wzmocnienia plazmonowego PCP

przez nanodruty srebra poprzez pomiar czasow zaniku fluorescencji biatka.

Zalozenie, ze obserwacja kilkunastu AgNWs daje poglad na zachowanie catej probki okazato
si¢ btedne. W ramach jednej probki czes¢ AgNWs byta bardziej pokryta biatkiem niz pozostate AgNWs.
Co wiecej, w tak przyjetej metodologii eksperymentu trudno wyznaczy¢ czas inkubacji. Udowodniono,
ze wydhuzenie czasu inkubacji nie wptywa na zwigkszenie limitu wykrywania biatka (16 h), a powoduje
degradacj¢ biatka. Nieprzewidzianym skutkiem inkubacji AgNWs z biatkiem bylo tworzenie
aglomeratow PCP na powierzchni AgNWs. Moze to by¢ zwiazane z wykorzystaniem wody do
rozcienczania AgNWs i biatka PCP, przez co warto$¢ pH powodowata wzajemne oddziatywania biatek
PCP. Punkt izoelektryczny PCP wynosi 7.4, dlatego w kolejnych eksperymentach wykrywania biatka
w zawiesinie nalezaloby wykorzystac bufor PBS. Z drugiej strony, wysychajacy bufor PBS krystalizuje,

co znaczaco utrudnia pomiary za pomocg fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola.

Ze wzgledu na wszystkie opisane ograniczenia nie przeprowadzano optymalizacji procesu
wykrywania biatka w zawiesinie. Skupiono si¢ na wykrywaniu biatka przez AgNWs osadzone na
podtozu. Obserwacja ich powierzchni w czasie rzeczywistym powinna umozliwi¢ rejestracje tych

procesow.
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8. WYKRYWANIE BIALKA NA PODLOZU
W CZASIE RZECZYWISTYM

W niniejszym rozdziale opisano podejscie, w ktorym nanodruty srebra osadzono na podiozu
szklanym, a wykrywanie biatka odbywalo si¢ podczas rejestracji kinetyki map natezenia fluorescencji.
Sprawdzono wplyw modyfikacji powierzchni nanodrutow srebra na wykrywanie biatka. Sprawdzono
limit detekcji bialek fotoaktywnych przez nanodruty srebra, w dgzeniu do wykrywania pojedynczych
molekut przez nanodruty srebra. Wyznaczono wzmocnienie plazmonowe biatka na nanodrutach srebra
przy koniugacji w czasie rzeczywistym. Na poczqtku rozdziatu przedstawiono procedure wykonania
eksperymentu. W pierwszej czesci zaprezentowano wyniki dotyczgce wplywu funkcjonalizacji
powierzchni nanodrutow srebra na koniugacje. W drugiej czesci opisano eksperymenty wykazujgce
wplyw funkcjonalizacji powierzchni AgNWs na detekcje biatka. W trzeciej czesci zaprezentowano wyniki

detekcji pojedynczych biatek skoniugowanych z nanodrutami srebra.

8.1 Opis wykonania eksperymentu

Eksperyment w czasie rzeczywistym wykazujacy wplyw funkcjonalizacji powierzchni
nanodrutdéw srebra na koniugacje¢ biatka fotoaktywnego PCP przygotowano w nastgpujacy sposob (rys.
52.):

1. Zsyntezowano AgNWs zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Synteza i funkcjonalizacja
powierzchni nanodrutéw srebra.

2. Sfunkcjonalizowano powierzchni¢ AgNWs zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Synteza
i funkcjonalizacja powierzchni nanodrutéw srebra.

3. Przygotowano AgNWs na powierzchni szkietka nakrywkowego poprzez nakroplenie 15 pl
rozcienczonych (1:100) AgNW@cys@biotyna (badz AgNW@PVP) i nawirowano je za pomoca
powlekacza obrotowego (20 rps).

4. Umieszczono szkietko nakrywkowe z AgNWs na stoliku fluorescencyjnego mikroskopu
szerokiego pola.

5. Zlokalizowano pojedyncze, odseparowane AgNWs w trybie transmisyjnym $wiatla biatego oraz
zapisano mape transmisji $wiatta biatego.

6. Przetaczono uklad w tryb fluorescencyjny z ustawionym oswietlaczem i zestawem filtrow
odpowiednich do wybranego emitera, ktore opisano w czesci rozprawy doktorskiej Techniki
Eksperymentalne.

7. Ograniczano rejestrowany obszar do 600 x 600 pixeli.
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8. Wybrano czas ekspozycji pojedynczej mapy na 0,1 s, ustawiano kinetyke fluorescencji na 1000
klatek, co przetozylo si¢ na ponad 3 min. rejestracji mapy natezenia fluorescencji probki.

9. Wzmocnienie sygnatu (EMgain) dobrano do stezenia PCP, aby nie przeswietli¢ kamery EMCCD.

10. Ustawiano o$wietlacz LED w trybie cigglym z moca 100 mW.

11. Rozpoczeto rejestrowanie kinetyki map natezenia fluorescencji probki.

12. Wykonano pomiary probek referencyjnych - same AgNWs po funkcjonalizacji nie wykazuja
fluorescenciji.

13. Nakroplono 2 pl roztworu PCP o0 wybranym stezeniu.

14. Zapisano kinetyke¢ po zakonczeniu pomiaru.
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Nakroplenie PCP Rejestracja mapy transmisji
Rozpoczecie rejestracji kinetyki
Rys. 52. Schemat eksperymentu detekcji biatka fotoaktywnego PCP w czasie rzeczywistym.

8.2 Wplyw funkcjonalizacji nanodrutow srebra na detekcje bialka

Wyniki uzyskane dla 0,2 pg/ml roztworu PCP nakroplonego na sfunkcjonalizowane AgNWs
umieszczono na rys. 53. Do wzbudzenia fluorescencji PCP wykorzystano o$wietlacz LED o dtugo$ci
fali 480 nm o mocy 100 uW. Do zebrania sygnatu wykorzystano obiektyw immersyjny 100x. Na $ciezce
detekcji wykorzystano filtry FELH650 i 670/10. Wzmocnienie sygnatu wynosito 100, a czas akwizycji
0,1 s. Wybrane miejsce z AgNWs przedstawiono na mapie transmisji §wiatta biatego (rys. 53. (a)).

Nanodruty srebra widoczne sg jako ciemne kreski. Z zarejestrowanej kinetyki map natezenia
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fluorescencji PCP przedstawiono jedynie wybrane mapy. Na rys. 53. (b) zaprezentowano mape¢
wykonang dla t = 0 s. Mapa fluorescencji jest jednorodna. AGNW@cys@biotyna na powierzchni szkta
nie wykazuja fluorescencji w obrazowanym zakresie spektralnym, a srednia warto§¢ szumu wynosi 118
zliczen. Druga mapa natezenia fluorescencji PCP to moment po 1 s od nakroplenia roztworu PCP (rys.
53. (¢)). Zaobserwowano, ze warto$¢ poziomu sygnatu na catej mapie zauwazalnie wzrosta (§rednia
197) oraz pojawity si¢ ciemne obszary w miejscach, gdzie s3 AgNWs. Na mapie natezenia fluorescencji
PCP wykonanej po 110 s widoczne sg jasne kreski w miejscach, odpowiadajacych potozeniu AgNWs
(rys. 53. (d)). AgNWs sg pokryte w przewazajacej wigkszo$ci biatkiem fotoaktywnym. Zaobserwowano
wyzsze natezenie fluorescencji PCP na AgNWs niz na szkle. Na powierzchni szkta zaobserwowano
aglomeraty biatka PCP, ktore nie sa dostrzegalne na AgNWs w takim stopniu, jak podczas wykrywania
biatka w roztworze. Na mapie nat¢zenia fluorescencji PCP uzyskanej dla t = 180 s AgNWs sg pokryte
PCP w wigkszym stopniu niz po 110 s (rys. 53. (f)). Biatko fotoaktywne PCP przylacza si¢ do AgNWs
sekwencyjnie. Swiadczy to o duzej gestosci biotyny na powierzchni nanodrutéw srebra. Kontrast
pomiedzy PCP skoniugowanym z AgNWs, a bialkiem fotoaktywnym PCP na szkle jest duzy, co
wskazuje na wzmocnienie plazmonowe fluorescencji PCP przez AgNW. Koniugacja biatka PCP do
AgNWs jest szybka i wydajna. Biatko PCP w ciagu kilku sekund przylacza si¢ do AgNWs. Cata
kinetyke nat¢zenia fluorescencji PCP skoniugowanego z AgNWs zamieszczono pod linkiem. Na
kinetyce nat¢zenia fluorescencji PCP koniugacja biatka PCP do AgNWs nastgpita juz po 8 s od
momentu nakroplenia roztworu PCP. W tle na kinetyce widoczny jest aglomerat o silnym natgzeniu

fluorescencji w obrazowanym obszarze, ktory przeptywa co jaki§ czas.

Transmisja

150
i : 5 ! 04m 100
Rys. 53. Detekcja biatka o stezeniu 0,2 ug/ml w czasie rzeczywistym (AgNW@cys@biotyna) a) Obraz
transmisji Swiatta biatego AgNWs osadzonych na szkietku nakrywkowym. b) i ¢) Mapa fluorescencji
PCP w tym samym obszarze sekunde przed i po umieszczeniu roztworu na szkietku nakrywkowym. d)
i €) Mapy fluorescencji PCP odpowiadajqce czasom 110 s oraz 180 s po nakropleniu PCP na szkietko
nakrywkowe [150].
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Interesujgcym aspektem jest rejestracja kinetyki map nate¢zenia fluorescencji PCP az do
momentu wyschniecia kropli PCP w obrazowanym obszarze. Wybrane mapy natezenia fluorescencji
PCP przedstawiono na rys. 54. (a). Na pierwszej mapie natezenia fluorescencji PCP widocznych jest
duzo aglomeratéw bialek PCP na powierzchni szkla. Na drugiej mapie natgzenia fluorescencji PCP
zaobserwowano spadek natezenia fluorescencji PCP na AgNWs (rys. 54. (b)). Fluorescencja
pochodzaca od aglomeratéw pozostaje na podobnym poziomie natezenia. Na trzeciej mapie natezenia
fluorescencji PCP zauwazono znaczacy spadek natezenia PCP na AgNWs oraz duzg ilo$¢ aglomeratow
na szkle (rys. 54. (c)). Na czwartej mapie natezenia fluorescencji PCP zaobserwowano nieliczne punkty
wykazujace fluorescencje (rys. 54. (d)). Wynik ten wskazuje na degradacje biatka w czasie odparowania

rozpuszczalnika (po 5. min). Opisana kinetyka jest zamieszczona pod linkiem.

“toum Hopm

Rys. 54. Mapy natezenia fluorescencji PCP podczas wysychania roztworu biatka PCP (a-d) [150].

Dodatkowo przy tym eksperymencie wykonano probg odniesienia. Dokladnie dla takich
samych parametréw ustawionych na fluorescencyjnym mikroskopie szerokiego pola nakroplono jedynie
wode Milli-Q wykorzystang do rozcienczania PCP. Mapy nat¢zenia fluorescencji probki po 4 réznych
czasach zaprezentowano na rys. 55. Uzyskane mapy nat¢zenia fluorescencji sa jednorodne. Widoczne
sa tylko dwa punkty przez cala kinetyke natgzenia fluorescencji, ktore pokrywaja si¢ z pozycja
krzyzujacych si¢ AgNWs. Kinetyke nat¢zenia fluorescencji probki umieszczono pod linkiem.

400
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100
Rys. 55. Mapy natezenia fluorescencji PCP z nakroplong wodg (a-d).
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Drugim interesujacym zagadnieniem jest mozliwo$¢ obserwacji koniugacji w czasie
rzeczywistym bez uzycia obiektywu immersyjnego. W tym celu wykorzystano obiektywy powietrzne
50x oraz 10x, ktore majg mniejszg apertur¢ numeryczng (NA) (odpowiednio 0,80 i 0,30). Parametry
eksperymentu przeprowadzonego z wykorzystaniem fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola
wybrano tak, aby rejestrowac sygnat z jak najwigkszego obszaru probki. Mape transmisji wraz
z odpowiadajaca jej mapa natezenia fluorescencji PCP zarejestrowang z uzyciem obiektywu 50x
zaprezentowano na rys. 56. (a) i (b). Potozenie AgNWSs jest jednoznacznie widoczne, ze wzgledu na
kontrast natezenia fluorescencji PCP na AgNWs i szkle. Kinetyka map natezenia fluorescencji PCP
nakroplonego na AgNWs jest dostepna pod linkiem. Drugi zaprezentowany zestaw (rys. 56. (c) i (d))
uzyskano przy pomocy obiektywu 10x (wzmocnienie sygnatu wynosito 300). W tym przypadku trudniej
okresli¢ pozycje AgNWs na pojedynczej mapie natezenia fluorescencji PCP. Pozycja AgNWSs jest
widoczna na Kinetyce map natezenia fluorescencji PCP, ktdra jest dostepna pod linkiem. Wyniki te
pokazuja, ze do pomiaréw nat¢zenia fluorescencji PCP skoniugowanego z AgNWs, dzigki wzmocnieniu

plazmonowemu PCP mozliwe jest wykorzystanie obiektywoéw powietrznych o malej aperturze
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Rys. 56. Mapy natezenia fluorescencji PCP na AgN Ws wraz ze korelowang mapq transmisji wykonane
dla obiektywdw 50x (a — b) po 37 s od nakroplenia PCP oraz 10x (c — d) po 82 s od nakroplenia PCP.

numerycznej.

Wptyw funkcjonalizacji na koniugacje biatka fotoaktywnego PCP sprawdzono poprzez
wykonanie eksperymentu, w ktorym AgNW@cys@biotyna zostaty zamienione na AgNW@PVP.
Wszystkie inne parametry pozostaty takie same. Celem doswiadczenia bylo sprawdzenie, czy
modyfikacja powierzchni AgNWs w przypadku tak zaprojektowanego wykrywania biatka PCP jest
konieczna. Narys. 57. przedstawiono zestaw danych uzyskanych dla niesfunkcjonalizowanych AgNWs.
Stezenie bialka PCP wynosito 0,2 pg/ml. Mapa transmisji $wiatla bialego przedstawia wybrane
niesfunkcjonalizowane AgNWs (rys. 57. (a)). Na mapie natezenia fluorescencji PCP widaé, ze
niesfunkcjonalizowane AgNWs nie wykazuja fluorescencji w wybranym zakresie spektralnym (rys. 57.

(b). Na mapie natezenia fluorescencji PCP wykonanej po nakropleniu biatka obserwuje si¢ wzrost
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sygnatu na szkle, co jest zwigzane z obecno$cig duzej ilosci PCP w roztworze. Miejsca, w ktorych
znajduja si¢ AgNWs sa widoczne jako ciemne kreski, poniewaz sygnal w tych pozycjach jest nizszy.
Biatko fotoaktywne PCP nie przylaczylo sie do AgNWs. Analogiczny wynik zaobserwowano
w przypadku sfunkcjonalizowanych AgNWs w ciggu pierwszej sekundy (rys. 53. (c)). Na mapie
natezenia fluorescencji PCP po 110 s PCP mimo uptywu czasu nie przylaczyto si¢ do powierzchni
AgNWs (rys. 57. (d)). Dodatkowo na rejestrowanym obszarze znalazty si¢ duze aglomeraty wykazujace
silng fluorescencje¢. Kolejna mapa natgzenia fluorescencji po 180 s jest identyczna, jak ta po 110 s (rys.
57. (e)). Cala kinetyke¢ natezenia fluorescencji PCP umieszczono pod linkiem. Eksperyment ten
pokazuje, ze funkcjonalizacja powierzchni AgNWs jest kluczowa dla wykrywania fotoaktywnych
biatek.

400

Transmisja

Rys. 57. Detekcja biatka o stezeniu 0,2 ug/ml w czasie rzeczywistym (AgNW@PVP). a) Obraz
transmisji Swiatta biatego AgNWs osadzonych na szkietku nakrywkowym. b) i ¢c) Mapa fluorescencji
PCP sekunde przed i po umieszczeniu roztworu na szkietku nakrywkowym. d) i €) Mapy fluorescencji
PCP w tym samym obszarze odpowiadajgce czasom 110 s oraz 180 s po nakropleniu PCP na szkietko
nakrywkowe [150].

Na rys. 58. przedstawiono przekroje natezenia fluorescencji PCP wzdtuz AQNW@cys@biotyna
oraz AQNW@PVP. Przekroje uzyskano przed nakropleniem PCP oraz 1 s, 110 si 180 s po nakropleniu
PCP. W tym celu wybrano reprezentatywne AgNWs oznaczone na zielono na rys. 53. (a) oraz rys. 57.
(a). Przekroje wykonano w programie Gwyddion. Na rys. 58. zaprezentowano tto (t = 0 s) przed
nakropleniem roztworu PCP, ktore wynosi okoto 150 zliczen (zliczenia ciemne). Po nakropleniu

podnosi si¢ ono o okoto 30 zliczen. Pozycja AgNW nie jest wyraznie oznaczona, uwidacznia si¢ ona

dla przekroju uzyskanego z mapy nat¢zenia fluorescencji wykonanej po czasie 110 s. Warto$¢ natezenia
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fluorescencji PCP waha si¢ od 180 do 700. WartosSci nat¢zenia fluorescencji PCP r6znig sie od tych
uzyskanych w rozdziale Wykrywanie biatka w roztworze, ze wzgledu na inny typ probki. Pokrycie
AgNW nie jest idealnie jednorodne, natomiast nie obserwuje si¢ aglomeratéw bialek fotoaktywnych
PCP jak w przypadku koniugacji biatka PCP z AgNWs w roztworze. Na koncu AgNW sygnat jest
znacznie wyzszy, co jest spowodowane koniugacja wigkszej ilo$¢ biatek fotoaktywnych PCP.
W przypadku niemodyfikowanego nanodrutu srebra (rys. 58.) sygnat po dodaniu biatka jest o okoto 10
zliczen wyzszy w tle, niz na AgNW. Natezenie fluorescencji na AgNW przez calg kinetyke pozostaje

bez zmian. Oznacza to, ze fotoaktywne biatko PCP nie koniuguje do AGNW@PVP.
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Rys. 58. Przekroje natezenia fluorescencji PCP wzdtuz nanodrutu srebra zmodyfikowanego a) oraz

niemodyfikowanego b) uzyskane przed nakropleniem PCP, 1's, 110 s oraz 180 s po nakropleniu PCP.

Dla sfunkcjonalizowanego AgNW skoniugowanego z PCP w celu potwierdzenia obserwacji
wzmocnienia fluorescencji biatka PCP wykonano pomiar krzywych zaniku fluorescencji PCP
z wykorzystaniem fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego. Uzyskang mape¢ nat¢zenia
fluorescencji PCP przedstawiono na rys. 59. Jest ona podobna do mapy natgzenia fluorescencji PCP
skoniugowanego z AgNW uzyskanej za pomoca fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola.
Nastepnie wykonano pomiar krzywych zaniku fluorescencji dla stezonego biatka PCP skoniugowanego
z AgNWs 1 poréwnano go z krzywa zaniku fluorescencji uzyskang dla PCP w warstwie polimeru PVA
na szkielku nakrywkowym. Caty AgNW wydaje si¢ by¢ pokryty biatkiem PCP, jednak widoczne sa
miejsca, ktore charakteryzuja si¢ wyzszym natezeniem fluorescencji PCP. Do pomiaru krzywej zaniku
fluorescencji wybrano miejsca, ktére wykazywatly rézne poziomy natezenia fluorescencji PCP,
0znaczono je na zielono na rys. 59. (a). W przypadku koniugatu PCP z AgNWs zaobserwowano silne
skrocenie zaniku fluorescencji PCP wzgledem PCP na szkle. Czas zaniku fluorescencji PCP
skoniugowanego do AgNWs wynosi okoto 0,25 ns dla pkt. 2,3,4, za§ dla pkt. 1 wynosi 0,71 ns.
W przypadku probki, na ktérej PCP znajdowato si¢ na szkle otrzymano czas zaniku rowny 4 ns.
Otrzymane czasy zaniku pozwolily oszacowaé warto§¢ wzmocnienia plazmonowego, ktére wyniosto
16. Tak silne skrocenie krzywych zaniku fluorescencji $wiadczy o wydajnym wzbudzeniu

plazmonowym w nanodrutach srebra i jego silnym oddzialywaniu z biatkiem PCP [131].
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Rys. 59. a-b) Mapa natezenia fluorescencji PCP (0,2 ug/ml) zmierzona za pomocq fluorescencyjnego
mikroskopu konfokalnego, oryginalna mapa orvaz mapa z zaznaczonymi punktami oznaczajgcymi
miejsca, gdzie zmierzono krzywe zaniku fluorescencji PCP ¢) Krzywe zaniku fluorescencji PCP
zmierzone dla komplekséw PCP skoniugowanych z nanodrutami srebra (0,2 ug/ml) [150].

8.3 Detekcja pojedynczych bialek

Celem eksperymentu bylo wykazanie, ze mozliwa jest detekcja pojedynczych biatek PCP
koniugujacych z AgNWs w czasie rzeczywistym. Bylo to testowane poprzez zmniejszanie st¢zenia PCP

w nakraplanym roztworze, az do otrzymania pojedynczych biatek PCP.

Eksperyment wykonano zgodnie z Opisem wykonania eksperymentu. Wzmocnienie sygnatu
wynosito 800, a interwaly czasowe pozostaly bez zmian. Na rys. 60. przedstawiono wynik
eksperymentu, w ktorym stezenie roztworu PCP nakroplonego na podloze ze sfunkcjonalizowanymi
AgNWs wynosito 8 ng/ml. Przedstawiono mape transmisji $wiatla bialego pozwalajacg okresli¢
potozenie nanodrutéw srebra (rys. 60.). Wybrano miejsce, gdzie znajduja si¢ liczne AgNWs z niewielka
ilo$cig nanoczgstek srebra. Na rys. 60. (b-e) przedstawiono mapy natezenia fluorescencji przed
nakropleniem PCP oraz po 1's, 110 s1 180 s od momentu nakroplenia PCP. Mapa nat¢zenia fluorescencji
tuz przed nakropleniem PCP jest jednorodna, pozycja AgNWs nie jest na niej widoczna (rys. 60. (b)).
Sekundg po nakropleniu roztworu PCP natezenie fluorescencji na mapie nieznacznie ro$nie, pozostajac

jednorodne (rys. 60. (c)). Nastepnie po 100 s obserwuje sie intensywng fluorescencje PCP w miejscach
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odpowiadajacych potozeniom AgNWs (rys. 60. (d)). Dla mapy uzyskanej po t = 180 s zaobserwowano
intensywny sygnat fluorescencji PCP w miejscach odpowiadajacych potozeniu AgNWs na podtozu (rys.
60. (e). Oznacza to, ze bialko PCP przytaczyto si¢ do AgNWs.

Na mapie nat¢zenia fluorescencji PCP tuz po nakropleniu nie zaobserwowano znacznego
podniesienia sygnatu, tak jak miato to miejsce dla roztworu PCP o stezeniu 0,2 pg/ml (rys. 60. (b)). Nie
pojawia si¢ réwniez ciemniejszy obszar odpowiadajacy potozeniu AgNWs. Na mapie nate¢zenia
fluorescencji PCP zaobserwowano kilka jasniejszych punktow, ktore moga odpowiada¢ aglomeratom
PCP (rys. 60. (c)). Na mapie natezenia fluorescencji PCP (rys. 60. (d)) wszystkie AgNWs pokryte sa
w caloéci PCP. Poziom zliczen na szkle pozostaje bez zmian od momentu nakroplenia roztworu PCP.
Po nakropleniu obraz ulega nieznacznemu rozjasnieniu, co $wiadczy o obecnosci biatka w roztworze,
ale nie na powierzchni szkla. Brak zauwazalnego podniesienia si¢ sygnatu w tle oznacza, ze
fotoaktywnych bialek PCP jest znacznie mniej niz dla stezenia 0,2 pg/ml i wickszos¢ biatek PCP
koniuguje si¢ do powierzchni AgNWs. Calg kinetyke fluorescencji otrzymang dla stezenia PCP 8 ng/ml

umieszczono pod linkiem.

Waznym wynikiem uzyskanym w detekcji bialka o stezeniu 8 ng/ml jest obserwacja
jednorodnie roz$wietlonych AgNWs. Wskazuje to, ze liczba grup funkcyjnych na powierzchni AgNWs
jest odpowiednio duza, a sama koniugacja biatka z AGQNWs jest wydajna. Geste pokrycie powierzchni
AgNWs grupami funkcyjnymi jest niezwykle istotne, gdyz celem jest detekcja pojedynczych bialek
i w zwigzku z tym doktadne pokrycie powierzchni AgNWs przez biotyng jest kluczowe.

10 pty
ot

Rys. 60. Detekcja biatka o stezeniu 8 ng/ml w czasie rzeczywistym (AgNW@cys@biotyna). a) Obraz
transmisji swiatta biatego AgNWs osadzonych na szkietku nakrywkowym z oznaczonym AgNW
wybranym do analizy. b) - ¢) Mapa fluorescencji PCP sekunde przed i po umieszczeniu roztworu na
szkietku nakrywkowym w tym samym obszarze. d) - e) Mapy fluorescencji PCP odpowiadajqce czasom
110 s oraz 180 s po nakropleniu PCP na szkietko nakrywkowe.
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Na rys. 61. przedstawiono wybrane mapy z kinetyki nat¢zenia fluorescencji zmierzonej dla
biatka PCP o stgzeniu 0,3 ng/ml nakroplonego na sfunkcjonalizowane AgNWSs. Sposob wykonania
eksperymentu oraz wszystkie parametry sg takie same jak w eksperymencie detekcji biatka o stezeniu 8
ng/ml. Na mapie transmisji $wiatta biatego przedstawiono potozenie sfunkcjonalizowanych AgNWs
(rys. 61. (a)). Na rys. 61. (b-e) przedstawiono mapy natezenia fluorescencji przed nakropleniem PCP
oraz po 1 s, 110 s i 180 s od momentu nakropleniu PCP. Mapa fluorescencji uzyskana przed
nakropleniem roztworu PCP jest jednorodna, a pozycja AgNWSs nie jest na niej widoczna (rys. 61. (b)).
Na mapie otrzymanej dla t = 0 s pokazano, ze AgNWs nie wykazuja fluorescencji w wybranym zakresie
spektralnym. Sekundg po nakropleniu roztworu PCP sygnat na mapie natezenia fluorescencji pozostaje
na tym samym poziomie (rys. 61. (c)). Zaobserwowano pojawienie si¢ kilku punktéw o silnej
fluorescencji. Dla mapy uzyskanej po t = 100 s zaobserwowano pojedyncze punkty o zblizonym
natezeniu fluorescencji (rys. 61. (d)). Punkty te sg skorelowane z pozycja AgNWs, ktora jest znana po
pomiarze mapy transmisji, nie zauwazono jasnych punktéw na powierzchni szkta. Punkty przypisano
pojedynczym biatkom fotoaktywnym skoniugowanym z nanodrutami srebra. Nastgpnie po 180 s
obserwuje sie wzrost liczby pojedynczych punktow na powierzchni AgNWs (rys. 61. (d)). Oznacza to,
ze biatka PCP przez caly czas rejestracji kinetyki fluorescencji sa wychwytywane przez AgNWs i nie

opadaja na podloze szklane.

Moment nakroplenia PCP cig¢zko jednoznacznie okresli¢, poniewaz nie obserwuje si¢ zmiany
poziomu tfa. Oszacowano, ze w 2 pl roztworu PCP o stezeniu 8 ng/ml znajduje si¢ okoto 400 000 szt.
biatka PCP. Po nakropleniu tak silnie rozcienczonego roztworu biatka fotoaktywnego PCP przypadki
przyltaczenia si¢ biatka do nanodrutéw srebra sg sporadyczne, wiec okreslenie pozycji AGNWs bez mapy
transmisji $wiatta biatego jest niemozliwe. Wraz z uptywem czasu liczba pojedynczych zdarzen wzrasta
i mozliwe jest odtworzenie ksztatltu AgNWs umieszczonego na podtozu (rys. 61. (d)). Widoczna jest
korelacja punktéw na mapie nat¢zenia fluorescencji dla t = 180 s z pozycja AgNWs na uzyskanej mapie
transmisji (rys. 61. (a)). Cata kinetyka fluorescencji otrzymana dla stezenia PCP 0,3 ng/ml znajduje si¢
pod linkiem.
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Transmisja

Rys. 61. Detekcja pojedynczego biatka o stezeniu 0,3 ng/ml w czasie rzeczywistym
(AgNW@cys@biotyna). a) Obraz transmisji Swiatta biatego AgNWs osadzonych na szkietku
nakrywkowym. b) - ¢) Mapa fluorescencji PCP sekundg przed i po umieszczeniu roztworu na szkietku
nakrywkowym. d) - e) Mapy fluorescencji PCP w tym samym obszarze odpowiadajgce czasom 110 s
oraz 180 s po nakropleniu PCP na szkietko nakrywkowe [150].

Na rys. 62. przedstawiono przekroje nat¢zenia fluorescencji PCP o stgzeniu 8 ng/ml oraz 0,3
ng/ml wzdhuz sfunkcjonalizowanych AgNWs. Przekroje uzyskanodlat=0sorazdlals, 110si180s
po nakropleniu PCP. Na rys. 62. (a) poczatkowo tto jest na tym samym poziomie (0 si 1 s), a poczatek
i koniec AgNW jest niewidoczny. Po 110 s zaobserwowano poczatek i koniec AgNWs, dzigki wzrostowi
nat¢zenia fluorescencji PCP przylaczajacego sie¢ do AgNWs. Mozliwe jest jednoznaczne okreslenie
poczatku i konca AgNW. Sygnat na jednym z koncow AgNW jest ponad 2 razy wyzszy niz na drugim.
Sam $rodek AgNW charakteryzuje si¢ nizszym natgzeniem sygnatu, co $wiadczy o mniejszej iloSci
przytaczajacych si¢ biatek PCP. Po 180 s natezenie fluorescencji PCP na AgNWs jest podobne do tego
po 110 s. Oznacza to, ze PCP przylaczylo si¢ efektywnie do powierzchni AgNWs i nie ma wolnych
grup funkcyjnych. W przypadku roztworu PCP o stezeniu 0,3 ng/ml tto dla przekrojéw uzyskanych po
czasie 0s, 1 s, 110 s 1 180 s pozostaje na stalym poziomie, co uniemozliwia doktadne okreslenie pozycji
AgNW (rys. 62. (b)). Dlat=0s1t=I1 s sygnal pozostaje na tym samym poziomie, bez wyraznych pikow
swiadczacych o przylaczonym biatku PCP. Na przekroju uzyskanym po 110 s widoczne sg dwa
intensywne piki pochodzace od PCP. Sygnat ten mozna interpretowaé jako pochodzacy od
pojedynczych bialek, jest on na poziomie okoto 300 zliczen. Obserwowano 3 takie sygnaty po 110 s,

a po 180 s zauwazono kolejne 2.
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Rys. 62. Przekroje natezenia fluorescencji PCP o stezeniu 8 ng/ml oraz 0,3 ng/ml wzdtuz
zmodyfikowanego nanodrutu srebra uzyskane przez nakropleniem PCP, przed nakropleniem PCP, 1 s,
110 s oraz 180 s po nakropleniu PCP.

Dane otrzymane dla roztworu PCP o stezeniu 0,3 ng/ml poddano dalszej analizie. Na rys. 63.
zaprezentowano pojedynczy nanodrut srebra oznaczony na rys. 61. (a) jako nr 1. Przedstawiono map¢
transmisji $wiatta biatego wraz z korelujacymi mapami nat¢zenia fluorescencji PCP, ktore

zarejestrowano po 60 s i 180 s. Wynika z nich, ze po 60 s 1 biatko PCP przytaczyto si¢ do AgNW (rys.
61. (b)), natomiast po 180 s widoczny jest sygnat pochodzacy od 3 biatek (rys. 61. (¢)).

ﬁ 3 / ; . 1.5 Mcps

_= 3

Rys. 63. @) Mapa transmisji swiatla biatego wybranego nanodrutu srebra, b-¢) Mapy natezenia
fluorescencji biatka fotoaktywnego PCP skoniugowanego z nanodrutem srebra wykonane po czasie 60
s oraz 180 s od nakroplenia PCP, skala dla obu map natezenia fluorescencji PCP jest taka sama (PCP

o stezeniu 0,3 ng/ml).

Dla AgNW oznaczonego na rys. 61. (a) jako nr 2 wykreslono nat¢zenie fluorescencji PCP
wzdluz AgNW w funkcji czasu (rys. 64.). Przytaczenie fotoaktywnego biatka PCP do nanodrutu srebra
zaobserwowano po okolo 10 sekundach, co wskazuje, ze koniugacja biatka PCP, nawet w tak niskim
stezeniu, jest mozliwa do zarejestrowania. Wyniki eksperymentow wskazuja, ze AgNWs osadzone na

podtozu szklanym moga by¢ z powodzeniem wykorzystane do szybkiego wykrywania analitu.
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Rys. 64. Zachowanie natezenia fluorescencji PCP w funkcji czasu dla wybranego AgNW z
zarejestrowanej kinetyki map natezenia fluorescencji PCP o stezeniu 0,3 ng/ml [150].
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Z zaprezentowanego nate¢zenia fluorescencji PCP wzdluz AgNW w funkcji czasu otrzymano
przekroje nat¢zenia fluorescencji wzdtuz nanodrutu srebra uzyskane po 60 s i 180 s oraz przebiegi
czasowe natezenia fluorescencji PCP przedstawione dla wybranych pozycji PCP na AgNW (rys. 65.).
Na przekrojach wygenerowanych po czasie 60 i 180 s wida¢ piki pochodzace od pojedynczego biatka
PCP przytaczajacego si¢ do AgNW (rys. 65. () i (b)). W pierwszym przypadku zaobserwowano tylko
jeden dobrze rozdzielony pik, natomiast po 180 s mozna wyrdézni¢ co najmniej cztery.
Z wygenerowanych przekrojow wybrano dwa punkty, ktére pojawiaja si¢ na pozycji 12 i 20 um
i wykreslono dla nich przebiegi czasowe fluorescencji PCP skoniugowanych z nanodrutem srebra (rys.
65. (c) i (d)). Wygenerowanie przebiegu czasowego emitera pozwolito okreslic moment przylaczenia
PCP do nanodrutu srebra oraz zaobserwowa¢ zmiany jego natezenia fluorescencji. W przypadku
przebiegu czasowego przedstawionego na rys. 65. (¢) prawdopodobnie obserwowano skoniugowany
aglomerat PCP. W drugim przypadku zachowanie natg¢zenia fluorescencji PCP pozwala z wickszym
prawdopodobienstwem przypuszczaé, ze zaobserwowano pojedyncze PCP, ze wzgledu na dwuetapowe

fotowybielanie obserwowane wczesniej dla pojedynczych kompleksow PCP [151].
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Rys. 65. Analiza danych uzyskanych dla biatka fotoaktywnego PCP o stezeniu 0,3 ng/ml dla probki ze
sfunkcjonalizowanymi nanodrutami srebra. a-b) Przekroje natezenia fluorescencji wzdtuz nanodrutu
srebra uzyskane po 60 s i 180 s. c-d) Przebiegi czasowe natezenia fluorescencji PCP przedstawione
dla wybranych pozycji PCP na AgNW (z rys. 64. [150]).
Dla eksperymentu przeprowadzonego dla roztworu PCP o st¢zeniu 0,3 ng/ml oszacowano

wzmocnienie plazmonowe fluorescencji pojedynczego biatka PCP skoniugowanego ze srebrnymi
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nanodrutami. Na rys. 66. przedstawiono histogram natezenia fluorescencji pojedynczego PCP
skoniugowanego z AgNWs oraz znajdujacego si¢ na szkle. Do tej analizy wybrano biatka z kinetyki
map nat¢zenia fluorescencji pojedynczego PCP. Wyselekcjonowano punkty, ktdre interpretowano jako
fluorescencj¢ pojedynczych kompleksow PCP. Podczas selekcji punktow wybierano takie, ktore
wykazywaty zachowanie podobne do tego widocznego na rys. 65. (d). Punkty uzyskano z sumowania
natgzenia fluorescencji PCP z obszaru 9 x 9 pikseli. W poblizu wybranego punktu wykonywano
analogiczny pomiar na podtozu szklanym, aby odja¢ tlo. Z analizy odrzucono punkty o sumie nat¢zenia

fluorescencji wyzszej niz 20 000 zliczen.

Ze zmierzonych kinetyk nat¢zenia fluorescencji PCP wybrano 120 punktéw na AGNWSs oraz 50
na podtozu szklanym. W przypadku pojedynczego PCP na podtozu szklanym zaobserwowano znaczng
liczbe punktéw o sumie natezenia fluorescencji powyzej 8 000 zliczen. Srednie wartosci natezenia
fluorescencji wynosily odpowiednio 5 700 zliczen, a na podtozu szklanym 2 300 zliczen, co daje
wspotczynnik wzmocnienia réwny 2,5. Wyznaczone eksperymentalnie wartosci i rozktady natezenia
fluorescencji pojedynczych biatek PCP skoniugowanych z nanodrutami srebra zalezg od potozenia PCP
na AgNW. Natezenie fluorescencji PCP zmierzone dla biatka przylaczonego do AgNWs na
plaszczyznie powyzej szkla jest nizsze niz dla tego przylaczonego do powierzchni AgNW blizej
podtoza. Jednak nawet taki wspotczynnik wzmocnienia jest wystarczajacy do uzyskania bardzo
wysokiego kontrastu dla eksperymentéw obrazowania fluorescencyjnego przeprowadzonego dla

pojedynczych biatek fotoaktywnych.
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Rys. 66. Histogram przedstawiajgcy natezenie fluorescencji pojedynczych kompleksow PCP
skoniugowanych z nanodrutami srebra (czerwony) oraz osadzonych na podtozu szklanym (czarny)
(PCP o ste¢zeniu 0,3 ng/ml) [150].

Aby potwierdzi¢ wzmocnienie plazmonowe wykonano pomiary czasowo-rozdzielcze dla
prébki z pojedynczym PCP skoniugowanym do AgNW. Uzyskane mapy przedstawiono na rys. 67.

AgNW jest widoczny na mapie natezenia fluorescencji PCP ze wzgledu na nieznaczng rdznice

W natezeniu sygnatu. Pomiar krzywej zaniku wykonano w punktach oznaczonych na zielono na rys. 67.
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Krzywe zaniku fluorescencji PCP przedstawione na wykresie (rys. 67. (d)) sa znacznie skrdcone. Pomiar
krzywej zaniku fluorescencji daje bezposredniag miar¢ wzmocnienia radiacyjnego. Pomiar krzywych
zanikow fluorescencji byt trudny, poniewaz jak wczesniej pokazano, gdy kropla odparuje wysycha PCP
wydaje si¢ ulega¢ degradacji. Trudno$¢ pomiaru wynika z braku polimeru PVA, w przeciwienstwie do
pomiardw zaprezentowanych na rys. 51.
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Rys. 67. a-b) Mapa natezenia fluorescencji PCP zmierzona za pomocq fluorescencyjnego mikroskopu
konfokalnego, oryginalna mapa oraz mapa z zaznaczonymi punktami oznaczajgcymi miejsca, gdzie
zmierzono krzywe zaniku fluorescencji PCP c) krzywe zaniku fluorescencji mierzone dla komplekséw
PCP skoniugowanych z nanodrutami srebra (PCP o stezeniu 0,3 ng/ml).

8.4 Podsumowanie rozdzialu

Wyniki opisane w niniejszym rozdziale mialy na celu sprawdzenie wydajnosci wykrywania
biatka in-situ przez nanodruty srebra osadzone na podtozu. Zaletg tak wykonywanego eksperymentu
jest wykorzystywanie matych objetosci roztworu (2 ul). Wyniki wskazujg, ze mozliwa jest obserwacja
przyltaczania pojedynczych biatek PCP skoniugowanych z nanodrutami srebra. Powierzchnia
nanodrutéw srebra musi by¢ wlasciwie zmodyfikowana, aby biatko fotoaktywne przytaczylo si¢ do
AgNWs. Biatko PCP nie wykazuje tendencji do tworzenia aglomeratéw na AgNWs, co zaobserwowano

przy koniugacji w probowce. Czas koniugacji biatka z AgNWs jest krotki, wyniost kilka sekund.

Ograniczeniem tej metody jest losowa orientacja AgNWs na podtozu. Podczas eksperymentow
nalezy uwaznie dokona¢ wyboru miejsca, w ktorym bedzie odbywata si¢ detekcja, co wymaga

dodatkowych kilku minut poszukiwania AgNWs.
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Aby poprawi¢ efektywno$¢ detekcji bialka fotosyntetycznego przez AgNWs, nalezy
kontrolowa¢ polozenie AgNWs. W przypadku tych struktur kontrola polozenia odbywa si¢ przez
orientacje AgNWs. Jednocze$nie powierzchnia podtoza powinna by¢ hydrofobowa, aby roztwor biatka

nie rozptywat sie.
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9. WYKRYWANIE BIALKA W
MIKROKANALACH

W niniejszym rozdziale rozprawy doktorskiej przedstawiono wyniki eksperymentow, ktérych
celem bylo zorientowanie AgGNWs na powierzchni szkietka nakrywkowego. Sprawdzono, czy mozliwa
jest orientacja nanodrutow srebra w kanale mikrofluidycznym. Nastepnie przetestowano trwatosé
unieruchamiania AgNWs do podtoza oraz sprawdzono, czy nanodruty srebra zachowaly zdolnosé
wykrywania biatka. Jednym z celow orientacji AgNWs byto pominigcie etapu wykonywania mapy
transmisji podczas pomiarow za pomocq fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola. Na poczgtku
rozdziatu przedstawiono procedure modyfikacji powierzchni podiozy szklanych. Nastepnie opisano
sposob orientacji nanodrutow srebra. W kolejnej czesci przedstawiono wyniki eksperymentow

dotyczgcych wykrywania biatka przez zorientowane nanodruty srebra.

9.1 Modyfikacja powierzchni podlozy szklanych

Do trwatego zorientowania AgNWSs koniecznie jest ich unieruchomienie na powierzchni
podtoza. Aby unieruchomi¢ AgNWs na szkle wykorzystano silan (3-aminopropylo)trietoksysilanem
(APTES), nastepnie do niego przylgczono streptawidyne, ktora miata za zadanie unieruchomi¢ AgNWs
modyfikowane biotyna [152].

Czyste 1 wysuszone szkietka nakrywkowe przyklejono do polistyrenowej szalki Petriego.
Szalke Petrieg0 umieszczono w eksykatorze nad dwoma naczyniami z prekursorem APTESu
i katalizatorem trietyloaminy w proporcji 3 : 1. Reakcja przebiegala w temperaturze pokojowej
w atmosferze gazu obojetnego (azotu) przez 2 godziny. Po tym czasie usuni¢to odczynniki z eksykatora
i po ponownym napetnieniu eksykatora azotem szkietka nakrywkowe pozostawiono na 2 dni, az do

zakonczenia procesu sieciowania i starzenia probek.

Wiasciwosci  hydrofobowo-hydrofilowe modyfikowanego szkta zbadano za pomoca
goniometru Attension® bedacego na wyposazeniu Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk
(IChF PAN). Dla poréwnania zmierzono katy zwilzania dla niezmodyfikowanego szkietka. Na kazde
szkietko nakrywkowe nakroplono po 1 ul wody destylowanej w trzech miejscach i wykonano po 60
pomiardéw katow zwilzania dla kazdej kropli (rys. 68.). Dla podtoza zmodyfikowanego APTES $rednia
warto$¢ kata zwilzania wynosi 60 + 3°, zgodnie z informacjg dostgpng w literaturze warto$¢ ta powinna

wynosi¢ 64,8 + 2,2° [153]. Pomiar katow zwilzania wykazat, ze modyfikacja podloza silnie wplywa na
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zmian¢ kata zwilzania w poréwnaniu z niemodyfikowanym szkielkiem, dla ktoérego kat zwilzania

wynosi 9 + 2°.

9.2

Rys. 68. Przyktadowe zdjecia kropli wody destylowanej na powierzchni zmodyfikowanej
a) APTES oraz streptawidyng oraz b) szkietku nakrywkowym wykonane goniometrem.

Orientacja nanodrutdw srebra

Do zorientowania AgNWs na powierzchni szkietka nakrywkowego wykorzystano mikrokanaty

wytworzone przy pomocy standardowe;j litografii. Kanaty mikrofluidyczne powstalty dzigki wspotpracy

z dr. hab. Martinem J6nsson-Niedziotka oraz dr Ewa Rozniecka w IChF PAN.

Proces przygotowania mikrokanatow na waflu krzemowym sktada si¢ z nastepujacych etapow

(rys. 69.):

1.

W pierwszym etapie natozono warstwe fotorezystu SU-8 2100 na wafel krzemowy za pomoca
powlekacza obrotowego. Nastepnie warstwe fotorezystu naswietlono §wiattem ultrafioletowym
przez maske, co powoduje usieciowanie tylko tych miejsc, ktore nie sg zastonigte przez maske.
Nieusieciowany fotorezyst usunieto poprzez zanurzenie w roztworze AZ 400 K, a powstale
struktury w warstwie fotorezystu utworzyly wzoér mikrokanatu. Otrzymano w ten sposob
mikrokanatly o szeroko$ci 1 mm, wysokosci 100 um oraz dtugoscil,3 cm.

Nastepnie w jednorazowym naczyniu wymieszano bazg elastomeru silikonowego (typ
SYLGARD 184, DOW) ze $rodkiem sieciujacym w proporcji 10 : 1. Otrzymano kompozyt
polidimetylosiloksan (PDMS).

Naczynie z kompozytem umieszczono w eksykatorze z podtagczong pompg prézniowg w celu
usunigcia pecherzykow gazu.

Nastepnie kompozyt PDMS wylano na mikrokanaty na waflu krzemowym i cato§¢ umieszczono
w piecu w temperaturze 65 °C na 90 min, aby PDMS si¢ usieciowat.

Po usieciowaniu przycigto PDMS do wymiaru szkietka nakrywkowego.
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Rys. 69. Schemat przygotowania mikrokanatow PDMS na szkietku nakrywkowym.

Przygotowanie mikrokanaldw wymaga wielu etapow 1 specjalistycznego sprzgtu
laboratoryjnego, a takze odpowiedniej wiedzy i do§wiadczenia w dziedzinie mikrofabrykacji. Na rys.
70. przedstawiono zdje¢cie wafla krzemowego z mikrokanatami i usieciowanym PDMS przed jego

wycigciem.

L
Rys. 70. Zdjecie wafla krzemowego przyklejonego do szalki Petriego z 6. mikrokanatami.

Proces przygotowywania podtozy do uktadania nanodrutéw srebra konczy ztaczenie wybranego
szkietka nakrywkowego z PDMS. W tym celu aktywuje si¢ je w urzadzeniu czyszczacym plazma
tlenowa (PDC-001, Harrick-Plasma) przez 60 s. Pod wptywem aktywacji plazma usunigte zostaja
organiczne zanieczyszczenia weglowe, a powstaja grupy hydroksylowe (-OH). Po wyjeciu szkietko
nakrywkowe jest sklejane z PDMS i kompozyt jest trwale zwiazany z podtozem. Gotowe podtoze szkto-
PDMS przedstawiono na rys. 71., umieszczono w nim $cigte igly, do ktorych podtaczony jest wezyk

silikonowy. Otwory w PDMS najlepiej wykonac¢ $cigta iglg biopsyjna.
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Rys. 71. Zdjecie szkietka nakrywkowego z kanatem mikrofluidycznym PDMS.

Nanodruty srebra orientowano na powierzchni szkia podczas wymuszonego przeptywu
zawiesiny przez mikrokanat przy pomocy pompy infuzyjnej w trybie zasysania 200 pl/min (rys. 72.).
Umozliwia to zastosowanie niewielkiej objetosci zawiesiny AgNWs. w proporcji 1 cz. AgNWs i 20 cz.

H>0, aby uzyska¢ odseparowane do sicbie AgNWs na powierzchni zmodyfikowanego szkta.

Rys. 72. Schemat wprowadzania AgNWs oraz biatka fotoaktywnego PCP do mikrokanatu.

Na rys. 73. zaprezentowano zdjecia AgNWs nakroplonych za pomoca pipety na szkietko (rys.
73. (a)) oraz zorientowanych w kanale mikrofluidycznym AgNWs (rys. 73. (b)). Zdjecia wykonano
w IChF PAN za pomocg mikroskopu optycznego w trybie ciemnego pola. AgNWs w przypadku
nakroplenia na szkietko za pomoca pipety sa roztozone w losowy sposob, co potwierdzajg histogramy
rozkladu katow ulozenia AgNWs (rys. 73. (c)). W przypadku orientacji AgNWs, wykorzystujac
przeplyw w kanale mikrofluidycznym, zauwazono, ze przewazajaca wickszos¢ AgNWs ulozona jest
w tym samym kierunku. Potwierdza to histogram przedstawiony na rys. 73. (d). Oznacza to, ze
opracowana technika orientacji AgNWs pozwala uzyska¢ wysokiej jakosci probki w powtarzalny

sposob.
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Rys. 73. Zajecia wykonane za pomocg mikroskopii optycznej w trybie ciemnego pola przedstawiajgce
porownanie AgNWs a) nakroplonych za pomocq pipety z b) utozonych w kanale mikrofluidycznym.
Histogramy c) i d) odpowiednio przedstawiajq analize rozkladu kqtéw orientacji AgNWs, oszacowanej
na podstawie uzyskanych zdje¢ dla badanych podtozy [154].

W celu wykazania stabilno$ci umocowania AgNWs na podlozu szklanym wykonano pomiar,
w ktorym wodng zawiesing AgNWs wprowadzono do kanatu mikrofluidycznego umieszczonego na
szkietku nakrywkowym. Wybrane klatki z zarejestrowanego filmu uzyskane za pomoca mikroskopu
szerokiego pola dla prébki zorientowanych AgNWs na niemodyfikowanym szkle przedstawiono na rys.
74.. Zaobserwowano za pomocg kamery Andor iXon x3, ze w przypadku niesfunkcjonalizowanego
podtoza, AgNWs zaczynajg si¢ poruszaé. Cala kinetyka otrzymana dla zorientowanych AgNWs na

niemodyfikowanym szkle znajduje sie pod linkiem.

Rys. 74. Klatki z filmu uzyskanego pomocé mikroskopu szerokiego pola w trybie transmisyjnym dla
czasu akwizycji 0,1 s, dla AgNWs w kanale mikrofluidycznym na szkietku podstawowym bez
modyfikacji [154].

Z tego powodu zdecydowano si¢ na modyfikacje szkietka nakrywkowego za pomocg silanu

APTES, do ktdrego istnieje mozliwos¢ chemicznego zwigzania streptawidyny. Wykorzystano w ten
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sposOb oddzialywanie streptawidyna-biotyna, aby trwale unieruchomi¢ zmodyfikowane biotyna
AgNWs do powierzchni. Na rys. 75. przedstawiono klatki z filmu wykonanego przy pomocy
mikroskopu szerokiego pola dla szkietka zmodyfikowanego APTES z przylaczong streptawidyna. Po
wykonaniu takiej samej operacji jak dla niemodyfikowanego szkta, zaobserwowano, ze AgNWs nie

fluktuujg. Cata kinetyka otrzymana dla zorientowanych AgNWs na modyfikowanym szkle znajduje si¢

pod linkiem.

Rys. 75. Klatki z filmu uzyskanego w trybie transmisyjnym za pomocq fluorescencyjnego mikroskopu
szerokiego pola dla czasu akwizycji 0,1 s, dla AGNWs w kanale mikrofluidycznym na ktérych AgNWs
na szkietku podstawowym modyfikowanym streptawidyng [154].

W celu poréwnania wptywu funkcjonalizacji podtoza na stabilno§¢ AgNWs na powierzchni
wykonano wykres przedstawiajacy odchylenie katowe trzech wybranych nanodrutéw srebra w funkcji
czasu (rys. 76.). W przypadku probki ze szklem niemodyfikowanym widoczne sa wyrazne zmiany
potozenia AgNWs w czasie, siggajace 20°. Jest to spowodowane obecnosciag wody i ruchami Browna.
Obserwacja ta $wiadczy o braku zwigzania AgNWs do podloza, poniewaz wystepuja pomiedzy nimi
jedynie oddziatywania niespecyficzne. W przypadku probki ze szktem zmodyfikowanym, AgNWs sa
trwale unieruchomione na powierzchni szkta pokrytego streptawidyna, co wskazuje na istnienie silnych
oddzialywan miedzy AgNWs a streptawidyng, a sama streptawidyna jest trwale zwigzana
z powierzchnig szkta. Modyfikacja szkietka nakrywkowego jest waznym krokiem, ktéry pozwala na
uzyskanie trwalego unieruchomienia AgNWs na powierzchni.
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Rys. 76. Zmiana kqta potozenia AgGNWs w funkcji czasu w ciggu 300 s wybranego pojedynczego
AgNWs z badanego podtoza [154].
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9.3 Wykrywanie bialka przez zorientowane nanodruty srebra

Eksperymenty koniugacji biatka fotoaktywnego PCP ze zmodyfikowanymi nanodrutami srebra

w kanale mikrofluidycznym wykonano przy pomocy fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola.

Na rys. 77. przedstawiono uktad do pomiaru in-situ w przeptywie sktadajacy si¢ z: pompy infuzyjne;j,

kanatu mikrofluidycznego umieszczonego na stoliku fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola.

Uktad przeplywowy dziatat w trybie zasysania.

Rys. 77. Zdjecie zamocowanego uktadu mikrofluidycznego na fluorescencyjnym mikroskopie

szerokiego pola.

Opis pomiarow wykrywania biatka w kanatach mikrofluidycznych przy pomocy

fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola:

1.
2.

Przeptukano kanal mikrofluidyczny 1 ml buforu PBS.

Wybrano miejsce w kanale mikrofluidycznym, dla ktérego rejestrowano moment
przylaczania si¢ AgNWs do podtoza.

Rozpoczeto rejestracje kinetyki podczas orientacji AgNWs (predkos¢ zasysania 200
pl/min).

Przeptukano kanat mikrofluidyczny 1 ml buforu PBS, aby usung¢ niezwigzane AgNWs.
Przetaczono mikroskop w tryb fluorescencyjny.

Rozpoczeto rejestracje kinetyki fluorescencji PCP wprowadzonego do mikrokanatu z
wykorzystaniem o$wietlacza LED w trybie pracy ciaglej.

Przeptukano kanat mikrofluidyczny 1 ml buforu PBS, aby usuna¢ niezwigzane PCP.

Rozpoczgto rejestracje kinetyki fluorescencji biatka PCP wyptukiwanego z mikrokanatu.

Miejsce ze zorientowanymi AgN'Ws wybrano po przepuszczeniu buforu PBS przez mikrokanat.

Mape transmisji $wiatta bialego przedstawiono na rys. 78. (a), zaprezentowano na niej wybrane

zorientowane nanodruty srebra.
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Rys. 78. a) Mapa transmisji Swiatta biatego b) mapa fluorescencji zorientowanych AgNWs na podtozu
zmodyfikowanym silanem APTES i streptawidyng.

Po wybraniu miejsca ze zorientowanymi AgNWs przystgpiono do rejestracji kinetyki map
natgzenia fluorescencji PCP, ktore po chwili wttoczono do mikrokanatu (100 ul). Na rys. 78. (b)
zaprezentowano, ze AgNWs po zorientowaniu w kanale mikrofluidycznym na zmodyfikowanym
podtozu nie wykazuja fluorescencji. Na rys. 79. (a) przedstawiono mape natezenia fluorescencji PCP
skoniugowanego z AgNWs w kanale mikrofluidycznym po 35 sekundach od dodania roztworu PCP.
AgNWs sa poziomymi liniami wyraznie widocznymi na tle fluorescencji biatka PCP w roztworze.
Konce AgNWs sa bardziej rozswietlone niz $rodki. Wigksze natezenie fluorescencji biatka
fotoaktywnego PCP na AgNWs wskazuje na wzmocnienie plazmonowe w nanodrutach srebra, co
potwierdzono w rozdziale Wykrywanie biatka na podiozu w czasie rzeczywistym. Kontrast pomiedzy
fluorescencjg PCP na AgNWs i szkle jest mniejszy niz w eksperymencie z wykorzystaniem obiektywu
immersyjnego o powigckszeniu 100x (rys. 53.). W kanale znajduje si¢ wiele bialek PCP, ktorych
fluorescencja moze by¢ rejestrowana przez obiektyw powietrzny 50x. Postanowiono zwigkszy¢ kontrast
pomiedzy AgNWs a tlem poprzez wyplukanie niezwigzanego PCP z mikrokanalu. Na rys. 79. (b)
zaprezentowano to samo miejsce co narys. 78., ale po wyptukaniu PCP. Pozycja AgNWs jest wyrazniej
widoczna, poniewaz tlo jest nizsze. Kinetyki zmierzone dla AgNWs zorientowanych na szkle przed

dodaniem PCP oraz po wyptukaniu PCP znajduja si¢ odpowiednio pod linkiem oraz linkiem.
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Rys. 79. Mapy natezenia fluorescencji PCP skoniugowanego ze zorientowanymi zmodyfikowanymi
AgNWs w kanale mikrofluidycznym: porownuje sie klatki tego samego obszaru probki po
wstrzyknigciu roztworu PCP a) i po usunigciu roztworu PCP b) [154].

Na wykresach (rys. 80.) zaprezentowano przekroje nat¢zenia fluorescencji PCP wzdtuz
4 drutow AgNWs po wstrzyknigciu roztworu PCP (czarny) i usunigciu (czerwony) roztworu PCP
oznaczone nr. od 1 do 4. Dane uzyskano z sumowania 4 pixeli. Pozycja AQNWSs w przypadku wykresow
nr 112 jest wyraznie widoczna. Nat¢zenie fluorescencji PCP na pierwszym AgNW jest wyzsze niz w
przypadku drugiego. Sredni sygnat na AgNWs wynosi 15 000, a szum mozna przyjaé na poziomie 13
500, daje to stosunek sygnatu do szumu 1,11. W przypadku zestawu nr 2, sygnat wynosi okoto 14 200,
a szum okoto 11 500. Daje to stosunek sygnatu do szumu 1,29. Analogiczna sytuacja jest dla pary nr 3
14, jednak w tym przypadku zaobserwowano jedynie cz¢S¢ AgNWs.
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Rys. 80. Przekroje natezenia fluorescencji PCP wzdluz AgNWs po wstrzyknieciu roztworu PCP
(czarny) i usunieciu (czerwony) roztworu PCP.
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Na wykresie (rys. 81.) zaprezentowano przekroje przez catg mape natezenia fluorescencji PCP,
oznaczone na rys. 79. nr. 5. Zaobserwowano piki, ktorych sygnat pochodzi od czterech AgNWs, dla
ktorych stosunek sygnatu do szumu jest podobny i wynosi 0,5. Na czerwono narys. 79. zaprezentowano

przekrdj po usunieciu niezwigzanego PCP, stosunek sygnalu do szumu poprawia si¢ i wynosi 1.
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Rys. 81. Przekroje natezenia fluorescencji PCP przez calqg wykonang mape natezenia fluorescencji po
wstrzyknigciu roztworu PCP (czarny) i usunigciu (czerwony) roztworu PCP [154].

Do pomiarow fluorescencji PCP w ukladzie mikrofluidycznym wykorzystano obiektyw
powietrzny 50x, poniewaz jest on mniej czuly na poruszanie si¢ probki. Wybranie miejsca, w ktorym
bedzie rejestrowana kinetyka zorientowania AgNWs na powierzchni szkla wymaga uwagi, aby
obrazowany obszar byt z plaszczyzny szkta, a nie PDMS. Podtoze szklane jest czyste, wigc wybranie
odpowiedniej ptaszczyzny nie jest proste. Dodatkowo moze zdarzy¢ si¢, ze AgNWs w wybranym
obszarze nie osadzg si¢ i nie uda si¢ zarejestrowa¢ momentu unieruchomienia zorientowanych AgNWs
na podlozu. Podczas eksperymentu nie mozna dopusci¢ do sytuacji, aby w uktadzie pojawit sig

pecherzyk powietrza.

9.4 Podsumowanie rozdzialu

Badania przedstawione w tym rozdziale miaty na celu sprawdzenie wydajno$ci orientowania
AgNWs w kanale mikrofluidycznym. Wyniki jasno wskazujg, ze AgNWs orientuja si¢ na powierzchni
szkla, jednak aby orientacja byla trwata konieczne jest unieruchomienie AgNWs za pomocg grup
funkcyjnych na zmodyfikowanej powierzchni szkta. Udowodniono, ze biatko fotoaktywne koniuguje
si¢ do zorientowanych AgNWs, wigc modyfikacja nie wptywa na biologiczng aktywno$¢ biatka. Caty
proces wykrywania biatka przez AgNWs w kanale mikrofluidycznym odbywa si¢ w roztworze bez

zagrozenia odparowania rozpuszczalnika. Pomiary w przeptywie umozliwiaja $ledzenie reakcji, ktore
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wymagajg dtuzszego czasu [117] 1 [148]. Planowane sg dalsze eksperymenty z mniejszym stgzeniem

biatka fotoaktywnego PCP, aby okresli¢ limit detekcji dla obiektywu powietrznego.

Wada zastosowania kanalu mikrofluidycznego jest konieczno$¢ uzycia wickszej objetosci
AgNWs oraz analitu — biatka fotoaktywnego PCP (100 ul). Co wigcej, podczas rejestracji kinetyki map
natgzenia fluorescencji czasami tracono sygnal przez poruszenie podlozem podczas wtlaczania
roztworu. Modyfikacja podtoza zachowuje aktywno§¢ APTES przez okoto 14 dni oraz wymaga wielu

etapow przygotowania, co uznano za wade.

W  kolejnym etapie zaproponowano wykorzystanie kanatow mikrofluidycznych do
przygotowania plazmonowych czipow. Do ich wytworzenia uzyto trwalszej i uniwersalnej metody

modyfikacji podioza.
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10. WYKRYWANIE BIALKA NA
PLAZMONOWYM CZIPIE

W niniejszym rozdziale rozprawy doktorskiej opisano wykorzystanie nanodrutéw srebra jako
plazmonowych czipow. Skupiono si¢ na uproszczeniu metody modyfikacji powierzchni podioza.
Sprawdzono, czy zmiana modyfikacji podtoza umozliwia orientacje nanodrutow srebra. Przetestowano,
czy grupy funkcyjne na nanodrutach srebra przetrwaly po zdjeciu mikrokanatu, a takze, czy AgNWs
wykrywajq biatko. Na poczqtku rozdziatu przedstawiono opracowanqg procedure modyfikacji
powierzchni podiozy szklanych. Nastepnie opisano proces przygotowania czipow. Kolejng czescig sq

pomiary wykrywania biatka za pomocg plazmonowych chipow.

10.1 Modyfikacja powierzchni podlozy szklanych

W celu osadzenia AgNWSs na powierzchni podtoza w jednoetapowej modyfikacji przetestowano
wybrane metody modyfikacji powierzchni z wykorzystaniem samoorganizujacych si¢ warstw (SAMs)
[155, 156]. Z przetestowanych metod najlepsze rezultaty otrzymano dla podlozy szklanych
zmodyfikowanych za pomocg silanu octadecylotrimetoksysilnu (OTMS). OTMS zastosowano, aby
otrzyma¢ hydrofobowa powierzchni¢ szkla, na ktorej beda osadzane nanodruty srebra. Natomiast nie
powinny osadza¢ si¢ na nim emitery. Zmiana wlasciwosci hydrofilowych szkla powinna réwniez
spowodowac, ze kropla wody nie bedzie rozlewac si¢ na powierzchni, co spowoduje, ze bedzie wolniej

odparowywac.

Modyfikacj¢ podtoza za pomoca OTMS wykonano w nastepujacy sposob: szkietka
nakrywkowe w stojaku teflonowym umyto w pluczce ultradzwigkowej przez 10 min w acetonie,
a nastepnie w dichloroetanie. Na koncu przeptukano je kilkukrotnie woda destylowana. Nastepnie
szkietka zanurzono w roztworze: nadtlenku wodoru (H20, 30%): amoniaku (NHs) w proporcjach 5:1:1,
a cato$¢ umieszczono w tazni wodnej na mieszadle magnetycznym z funkcjg grzania w temperaturze
70°C przez 60 min. Po 1 h szkietka doktadnie przeptukano woda destylowana i umieszczono w piecu
laboratoryjnym w temperaturze 100 °C na 4 godziny. W kolejnym kroku suche szkietka w stojaku
teflonowym wtozono do zlewki z 4 % roztworem OTMS w toluenie. Zlewke zamknigto szczelnie w
eksykatorze na 7 dni. Po wyjeciu szkietek nakrywkowych z roztworu OTMS przeptukano je toluenem,
a nastepnie kilka razy EtOH. Szkietka wysuszono sprezonym azotem, umieszczono w stojaku
i zamknieto w eksykatorze. Zmodyfikowane OTMS szkietka nakrywkowe zachowujg swoje

wlasciwosci przez kilka miesigcy.
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Modyfikacje szkta OTMS sprawdzono poprzez pomiar kata zwilzania za pomocg goniometru
Attension®. Wykonano pomiar odniesienia dla czystego niemodyfikowanego szkietka nakrywkowego,
przyktadowe zdjecia kropel znajduja sie na rys. 82. Na oba szkietka nakroplono po 1 pl wody
destylowanej w trzech miejscach i wykonano po 60 pomiarow katow zwilzania dla kazdej strony kropli.
W przypadku podtoza modyfikowanego OTMS S$rednia dla wszystkich pomiaréw wynosi 96 + 2°.
Wedhug autoréw przepisu na modyfikacje kat zwilzania powinien wynosi¢ 107 £+ 4°, jednak
eksperymenty wykonano na podtozu tlenku cyny indu (ITO). Réznica moze rowniez wynikaé z ilosci
wody w toluenie. Dla szkietka niemodyfikowanego srednia wyniosta 9 + 2°. Otrzymane wyniki,

$wiadczg o tym, ze powierzchnig szkta nakrywkowego pokryto OTMS i jest ona hydrofobowa.

Rys. 82. Przyktadowe zdjecia kropli wody destylowanej na powierzchni zmodyfikowanej
a) OTMS oraz b) szkietku nakrywkowym wykonane goniometrem.

10.2 Przygotowanie czipow

Metoda przygotowania plazmonowych czipéow ze zorientowanymi AgNWs pokrywa si¢
w wickszosci krokow z metodg przygotowywania kanatow mikrofluidycznych opisang w rozdziale
Wykrywanie biatka w mikrokanatach. Rboznica jest brak aktywacji powierzchni PDMS za pomoca
urzadzenia czyszczacego plazmg tlenowa. Na zmodyfikowanym szkietku nakrywkowym umieszczono
mikrokanal PDMS. Calo$¢ ztaczono w plastikowym uchwycie z otworami na igty skrecanym na 4 Sruby.
Uchwyt wydrukowano za pomoca drukarki 3D (rys. 83. (a)). Nastgpnie wykorzystujac pompe infuzyjng
w trybie zasysania, wtloczono do mikrokanatu zmodyfikowane AgNWs. Gdy zawiesina AgNWs
zblizata si¢ do konca, dokroplono do plastikowej probowki wode Milli-Q, aby usunaé niezwigzane
AgNWs. Nastepnie usunigto Scigte igly z PDMS, rozkrecono uchwyt i delikatnie oddzielono szklo
z AgNWs od PDMS (rys. 83. (b)).
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Rys. 83. @) Zdjecie uktadu do przygotowania plazmonowego czipu ze zorientowanymi AgNWs b)
Zdjecie plazmonowego czipu.

10.3 Wykrywanie bialka za pomocg plazmonowych czipow

W pierwszej kolejnosci sprawdzono, czy proces modyfikacji powierzchni AgNWs byt
efektywny i jest w nich wystarczajaca ilo$¢ grup funkcyjnych. W tym celu wykonano eksperyment z
wykorzystaniem biatka fotoaktywnego PCP o stezeniu 0,2 pg/ml na losowo osadzonych AgNWs na

niemodyfikowanym szkietku.

Po wykonaniu testu sprawdzajacego modyfikacje AgNWs wykonano docelowe eksperymenty.
Na rys. 84. (a) przedstawiono map¢ transmisji $wiatta biatego na plazmonowym czipie AgNWs.
Pomiary wykonano na fluorescencyjnym mikroskopie szerokiego pola z plazmonowym czipem
umieszczonym na standardowym stoliku. Nanodruty srebra zorientowano w jednym Kierunku.
Modyfikacja za pomoca OTMS prowadzi do efektywnego unieruchamiania AgNWs. W tym przypadku
jestich o wiele wigcej w wybranym obszarze w pordwnaniu z eksperymentami, gdzie byty one osadzane
na niemodyfikowanym szkietku nakrywkowym. Zaobserwowano znaczny wzrost ilo$ci osadzonych
nanodrutéw srebra w na podtozu modyfikowanym OTMS rowniez w poréwnaniu do podioza

modyfikowanego APTES-streptawidyna (rys. 78. (a)).

Na mapie natezenia fluorescencji probki przed nakropleniem PCP zaobserwowano jednorodne
tlo. Sekunde po nakropleniu roztworu zawierajgcego PCP na powierzchni podloza OTMS
zaobserwowano aglomeraty biatka (rys. 78. (b)). Miejsca, gdzie znajduja si¢ AgNWs sa ciemne, ale
mozna na nich zaobserwowac kilka aglomeratdéw PCP. Na mapie nat¢zenia fluorescencji PCP, ktora
wykonano po 20 s, zaobserwowano AgNWs pokryte biatkiem PCP (rys. 78. (c)). Stopien pokrycia
AgNWs jest wystarczajacy, aby zaobserwowac silny kontrast pomiedzy AgNWs a podtozem szklanym.
Oznacza to, ze natezenie fluorescencji PCP skoniugowanego z AgNWs jest znacznie wyzsze niz tych
na szkle. W tle zaobserwowano znacznie mniej aglomeratoéw PCP niz na pierwszej mapie natezenia

fluorescencji tuz po nakropleniu PCP. AgNWs nie utracity wlasciwosci wykrywajacych biatko
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fotoaktywne PCP wskutek orientacji na powierzchni podtoza zmodyfikowanego OTMS i usunigciu
kanatu PDMS. Na ostatniej mapie natezenia fluorescencji PCP, ktéra wykonano po 90 s kontrast
pomigdzy AgNWs, a biatkiem PCP jest znacznie wyzszy, niz po czasie 20 s od nakroplenia roztworu
PCP (rys. 78. (d)). Biatko PCP jednorodnie pokrylo powierzchni¢ AgNWs. Kinetyke nat¢zenia
fluorescencji PCP (0,2 pg/ml) nakroplonego na plazmonowy czip umieszczono pod linkiem.
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—2.80
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240
220
200

Rys. 84. a) Mapa transmisji Swiatta bialego zorientowanych nanodrutow srebra wraz z mapami
natezenia fluorescencji PCP (0,2 ug/ml) na plazmonowym czipie ze zorientowanymi AgNWs w
wybranych odstepach czasu 1 s b), 20 s ¢) i 90 s d) od nakroplenia roztworu biatka fotoaktywnego
PCP [154].

Na rys. 85 zaprezentowano przekroje nat¢zenia fluorescencji PCP wzdhuz trzech AgNWs po 20
s od nakroplenia biatka fotoaktywnego PCP. Wybrane AgNWs oznaczono na rys. 84 (a). Na wykresie
zaprezentowano przekrodj przez tto, koncowke AgNW oraz ponad 40 pm jego dlugosci. Wartosci dla tta
pokrywaja si¢ dla wszystkich trzech AgNWs. Sygnatl na koncach jest rowniez zblizony dla kazdego
z AgNWs. W przypadku sygnatu uzyskanego wzdtuz powierzchni AgNWs sygnat w kazdym przypadku

jest niejednorodny, oscylacje £ 500 zliczen. Pojawia si¢ rowniez kilka miejsc o wyzszym natezeniu
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fluorescencji PCP, ktére przypisano aglomeratom. Sygnaly na AgNWs majg zblizong wartos¢, co

przypisano podobnej ilosci biatka koniugujacego do AgNWs.
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Rys. 85. Przekroje natezenia fluorescencji PCP wzdtuz trzech AgNWs po 20 s od nakroplenia biatka
fotoaktywnego PCP.

Kinetyke natezenia fluorescencji PCP zanalizowano w analogiczny sposob jak w rozdziale
Wykrywanie biatka na podtozu w czasie rzeczywistym. Na rys. 86. przedstawiono zachowanie natezenia
fluorescencji PCP w funkcji czasu dla AgNW oznaczonego nr 4 (rys. 84. (a)) oraz na czgsci podtoza.
Jasne pionowe paski odpowiadajg fluorescencji biatka PCP, ktore skoniugowalo z AgNW. Proces
koniugacji poszczegdlnych bialek jest widoczny przez caty czas rejestracji kinetyki. Kofice AgNW
wykazuja wyzsze natezenie fluorescencji PCP praktycznie przez caly czas obserwacji. Przekroje
nate¢zenia fluorescencji PCP przedstawiono na rys. 86. (b). Zaobserwowano nasycenie natgzenia
fluorescencji PCP po 70 s, co moze wskazywac, ze prawie cata powierzchnia nanodrutu srebra badanego
w eksperymencie jest pokryta specyficznie przylaczonym biatkiem. Przebiegi czasowe natgzenia
fluorescencji PCP jednoznacznie wskazaly moment dodania biatka PCP (rys. 86. (c)). Nate¢zenie
fluorescencji PCP na szkle nieznacznie zmniejszylo si¢ od momentu nakroplenia roztworu na
powierzchni¢ czipu AgNWs. Natezenie fluorescencji PCP na AgNWs jest wielokrotnie wyzsze niz na
szkle, od 2 do nawet 7 razy. Jest jednak nizsze niz na koncach AgNW, na ktorych wartosci sg nawet 7-
krotnie wyzsze. Swiadczy to o silnym lokalnym wzmocnieniu fluorescencji PCP, badZ o gromadzeniu
si¢ duzej ilosci biatek w poblizu koncow AgNWs. Na koncu AgNW zaobserwowano narastanie
nat¢zenia fluorescencji przez dtugi czas (do okoto 50 s). W zwigzku z tak silnymi wzmocnieniami

fluorescencji PCP przetestowano AgNWs w kierunku wykrywania pojedynczych biatek fotoaktywnych.
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Rys. 86. @) Zachowanie natezenia fluorescencji PCP w funkcji czasu dla wybranego AgNW

oznaczonego na czerwono na rys z zarejestrowanej kinetyki map natezenia fluorescencji PCP
b) Przekroje natezenia fluorescencji PCP wzdluz nanodrutu srebra uzyskane przez nakropleniem PCP,
w chwili nakraplania PCP oraz po 20s, 70 s i 182 s. ¢) Przebiegi czasowe natezenia fluorescencji
PCP przedstawione dla wybranych pozycji PCP na AgNW (Srodek i koniec) oraz na szkle [154].
Wyniki detekcji pojedynczych biatek fotoaktywnych PCP na zorientowanych AgNWSs
przedstawiono na rys. 87. Wyniki uzyskano za pomoca fluorescencyjnego mikroskopu szerokiego pola
z obiektywem immersyjnym o powigkszeniu 100x. W tym przypadku pojedyncze biatko
zaobserwowano juz przy stezeniu o dwa rzedy wielkosci mniejszym w poréwnaniu z poprzednim
pomiarem wykrywania pojedynczych biatek przez losowo ulozone AgNWs (2 ng/ml). Podczas
powtarzania eksperymentow zauwazono, ze warunki atmosferyczne wptywaja na zachowanie biatka
PCP w eksperymentach w czasie rzeczywistym. Zdarzaty si¢ dni, kiedy pojedyncze PCP bylo
obserwowane juz dla stezenia (2 ng/ml), ale zwykle pojedyncze biatko PCP obserwowano dla stezenia
0,3 ng/ml. Procedure¢ rozcienczania biatka starano si¢ wykonywaé w identyczny sposob. Do

p6zniejszych eksperymentéw wykorzystywano rowniez specjalne plastikowe proboéwki Protein LoBind

firmy Eppendorf ograniczajace wigzanie si¢ biatka PCP do powierzchni probowki.
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Mape transmisji $§wiatla biatego zapisano w innym kontrascie, jednak nie przeszkadza to
w okresleniu pozycji zorientowanych AgNWs (rys. 87. (a)). Przed nakropleniem PCP zaobserwowano
dwa punkty odpowiadajace pozycji AgNWs wykazujace fluorescencje w takim samym zakresie
spektralnym, co biatko PCP (rys. 87. (b)). Jednak po nakropleniu roztworu PCP punkty te przestaty
wykazywa¢ fluorescencje (rys. 87. (c)), a w innym miejscu pojawia si¢ pojedynczy punkt wykazujacy
fluorescencj¢. Pojedynczy punkt zinterpretowano jako pojedyncze biatko przylaczone do
zmodyfikowanego AgNWSs, co potwierdzono poprzez wykonanie przekrojow natezenia fluorescencji
PCP. Z czasem na mapie nate¢zenia fluorescencji zaobserwowano wigcej biatek PCP przylaczonych do
powierzchni AgNWs. Kinetyke natgzenia fluorescencji PCP dla zorientowanych AgNWs umieszczono
pod linkiem.

Transmisja a)

r

1000

Rys. 87. a) Mapa transmisji swiatlta bialego przedstawiajqca zorientowane AgNWs. Mapy natezenia
fluorescencji PCP przed nakropleniem kropli PCP na plazmonowym czipie ze zorientowanymi AgNWs
b), w czasie nakraplania roztworu PCP c) oraz po 20 e) i 70 e) sekundach od nakroplenia kropli
[154].

Ponownie dokonano analizy otrzymanych wynikow z wykorzystaniem programu napisanego
w $srodowisku programistycznym LabVIEW. Na rys. 88. (a) przedstawiono mape¢ natezenia
fluorescencji pojedynczych PCP z zaznaczonym na czerwono przekrojem, z ktérego wykonano wykres

przedstawiajacy zachowanie natgzenia fluorescencji PCP w funkcji czasu (rys. 88 (b)). Biate paski na

mapie oznaczajg biatko PCP, ktoére przytaczyto sie do powierzchni AgNW. Biatko PCP przytacza si¢
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przez caly czas rejestracji kinetyki. Wartosci natezenia fluorescencji PCP mozna podzieli¢ na dwie
grupy, mniej intensywne zinterpretowano jako pojedyncze PCP, natomiast miejsca o wyzszym
natezeniu jako aglomeraty. Na przekroju wykreslonym dla r6znych czasow natezenia fluorescencji PCP,
zaobserwowano 3 wartosci zliczen (rys. 88. (c)). Pojedyncze biatko PCP odpowiada warto$ciom ponizej
1 000 zliczen. Aglomeraty, na ktérych znajduja si¢ dwa biatka PCP, ktére majg okoto 1 500 zliczen oraz
jeden pik ma ponad 3 000 zliczen. Na ostatnim wykresie (rys. 88. (d)) przedstawiono przebiegi czasowe
natezenia fluorescencji PCP dla trzech wybranych biatek fotoaktywnych PCP. Biatko zachowywato si¢
stabilnie w czasie rejestrowania kinetyki map natg¢zenia fluorescencji PCP i nie ulega szybkiemu

fotowybielaniu.
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Rys. 88. @) Mapa natezenia fluorescencji pojedynczego PCP, na ktorej zaznaczono analizowany
obszar. b) Zachowanie natezenia fluorescencji PCP w funkcji czasu dla wybranego AgNW d)
Przekroje natezenia fluorescencji PCP wzdluz nanodrutu srebra uzyskane przez nakropleniem
roztworu PCP, w chwili nakraplania PCP oraz po 20s, 70 s i 182 5. d) Przebiegi czasowe natezenia
fluorescencji PCP przedstawione dla wybranych pozycji PCP na AgNW.

110



10.4 Podsumowanie rozdzialu

W tym rozdziale sprawdzano, czy nanodruty srebra w formie plazmonowych czipéw pozostaty
zdolne do wykrywania biatka fotoaktywnego na podtozu. Zastosowana modyfikacja podtoza umozliwita
orientacj¢ AgNWs, co przetozylo si¢ na wzrost ilosci AgNWs na powierzchni. Wykazano, ze AgNWs
nie utracity wlasciwosci wykrywania biatka. Nawet bez wiedzy na temat potozenia nanodrutow srebra
na podtozu, informacja o ich utozeniu w kierunku poziomym jest wystarczajaca do jednoznacznej
interpretacji obserwowanych jasnych punktow jako zwigzanych z biatkami skoniugowanymi
z nanodrutami srebra. Wykorzystanie plazmonowego czipu pozwolito na detekcje pojedynczych biatek

dzieki zastosowaniu obiektywu immersyjnego.
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PODSUMOWANIE ROZPRAWY

W niniejszej rozprawie zaprezentowana zostata nowatorska metoda orientacji nanodrutéw
srebra w kanale mikrofluidycznym. Celem przeprowadzonych badan bylo wykazanie potencjatu
nanodrutéw srebra jako platform biosensorowych umozliwiajacych wykrywanie pojedynczych biatek
dla plazmonowo wzmocnionej fluorescencyjnej biosensoryki. Potencjat udalo si¢ wykaza¢ w ramach

trzech eksperymentow. Rozwazono rézne konfiguracje wykrywania biatka przez nanodruty srebra.

W pierwszej konfiguracji przetestowano uktad, gdzie wykrywano biatko przez AgNWs
w zawiesinie. Probki wykonano tak, aby powierzchnia wykrywajaca biatko pozostala taka sama, dlatego
w kazdej probce umieszczono stalg objetosc zawiesiny AgNWs. Na poczatku zdecydowano sig na 16 h
czas inkubacji, ktory okazal si¢ za dlugi, poniewaz powodowat degradacj¢ biatka. Nastgpnie czas
skrocono do 5 min, co umozliwito wykrycie biatka przez nanodruty srebra i nie spowodowato degradacji
biatka. Do probek po inkubacji dodano polimer PVA i z wykorzystaniem powlekacza obrotowego
tworzono warstwe. Na probce wykonywano obrazowanie okoto 40 AgNWs, Tak zaproponowana
metoda wykrywania AgNWs wykazata, ze PCP przylacza si¢ do powierzchni nanodrutéw srebra.
Wykazano, ze PCP zostalo plazmonowo wzmocnione, poniewaz czas zaniku fluorescencji ulega
skroceniu. Ograniczeniem tej metody czas inkubacji, ktoéry nie moze by¢ za dlugi (degradacja biatka)

oraz za krotki (brak wykrycia bialka przez AgNWs).

W drugiej konfiguracji AgNWs osadzono na podtozu, a detekcje biatka wykonywano in-situ.
AgNWs osadzono w sposob losowy, co spowodowalo, ze czas na wybranie miejsca obrazowania byt
dtugi. Wykazano, ze dla tak przygotowanej probki mozliwa byla obserwacja pojedynczych bialek.
Ponadto zaprezentowano, ze kropla roztworu biatka rozlewata si¢ po powierzchni szkta i pod wplywem
oswietlania rozpuszczalnik odparowywat. Konsekwencja odparowania jest degradacja biatka. Innym
waznym wynikiem jest wykazanie, ze powierzchnia AgNWs modyfikowanego biotyng wykrywa biatko.

W przypadku AgNWs bez modyfikacji nie zaobserwowano efektu wzmocnienia fluorescencji biatka.

W trzeciej konfiguracji nanodruty srebra trwale zorientowano w kanale mikrofluidycznym, co
jest nowatorskim sposobem kontroli geometrii tych nanostruktur. Wykazano, ze modyfikacja podtoza
jest konieczna do unieruchomienia AgNWs. Udowodniono, ze AgNWs po zorientowaniu nadal
posiadaja zdolnos¢ wykrywania bialek. Wykorzystanie kanatu mikrofluidycznego podczas detekcji
biatka zapobiega wysychaniu rozpuszczalnika. Dodatkowo istnieje mozliwo$¢ usunigcia

nieskoniugowanego biatka, co zwigksza kontrast.

W czwartej konfiguracji wykonano plazmonowe czipy. Dzigki zastosowaniu modyfikacji

podtoza OTMSem zwigkszono ilo§¢ AgNWs na podtozu oraz jego trwatos¢. Wykazano, ze AgNWs nie
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tracg zdolno$ci wykrywania biatka, dodatkowo dla tak przygotowanego podtoza wykryto pojedyncze
biatka.

Przeprowadzone badania dowodza, ze srebrne nanodruty moga zosta¢ wykorzystane jako
platformy biosensorowe dla plazmonowo wzmocnionej fluorescencyjnej biosensoryki, w szczego6lnosci
moga by¢ wykorzystywane do wykrywania pojedynczych biatek. Powierzchni¢ AgNWs mozna
sfunkcjonalizowa¢ wieloma bioreceptorami, co sprawia, ze wykorzystanie AgNWs jest jako platform

jest uniwersalne.
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STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Silver nanowires as platforms for plasmonically enhanced fluorescence biosensing

Silver nanowires can be considered as a bridge between the micro world and the nano world.
On the one hand, thanks to their average length of about 10 pum, they are visible with an optical
microscope. On the other hand, they exhibit plasmon resonance, thanks to diameters of about 100 nm.
The additional advantage of silver nanowires concerns flexibility with their surface modifications with
on-demand functional groups. The synthesis of silver nanowires is simple, fast, and the obtained
nanostructures remain stable over months.

The scientific focus of this dissertation was to experimentally demonstrate the potential of silver
nanowires as a plasmonically enhanced fluorescence sensoric platform for the detection of single
proteins. In this study, functionalized silver nanowires were tested for the detection of the photoactive
protein peridinin-chlorophyll-protein, used as a model complex. Through the series of well-designed
experiments, the optimized configuration of silver nanowires in the context of applications in
biosensorics has been elucidated. For measurements, a fluorescence wide-field microscope was used to
record kinetics of fluorescence intensity maps. In the initial experiment, incubation of proteins with
silver nanowires in solution was tested. Subsequent stages focused on experiments where silver
nanowires were deposited on a substrate. These included a novel method for orienting and attaching
silver nanowires to the surface in a microfluidic channel. Protein detection by silver nanowires both
embedded in the channel and in a plasmonic chip configuration was tested. Importantly, the orientation
of silver nanowires and their surface functionalization have been shown to facilitate measurements and
enable efficient protein detection using a wide-field fluorescence microscope. In addition, plasmonic
enhancement of protein fluorescence was demonstrated and detection limits were determined. The
conducted studies have shown that silver nanowires can be successfully used as plasmonically active

biosensor platforms.
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