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Streszczenie

Technika SERS zostata wykorzystana w celu wykrycia przeciwciat zaabsorbowa-
nych na czasteczkach biatka A unieruchomionych na powierzchniach polimerowych,
takich jak poliuretan i polietylen. Do wzmocnienia sygnatu zostaly uzyte nanocza-
steczki srebra. Celem pracy byta bezposrednia detekcja i1 szybka identyfikacja pato-
gendw oraz stworzenie uniwersalne] metody wspierajacej wykrywanie patogendw
w uktadach biologicznych.

Wstep

Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia Ramana (SERS) jest technika ba-
dawcza wywodzaca si¢ z klasycznej spektroskopii Ramana. Charakteryzuje si¢ ona
znacznym wzmochnieniem natg¢zenia rozproszonego sygnatu Ramana przez czasteczki
zaabsorbowane na powierzchni metalu. Wzmocnienie sygnalu powodowane jest
gléwnie przez oddziatywanie fal elektromagnetycznych z metalami w zjawisku rezo-
nansu plazmonowego. Natezenie sygnatu wyjsciowego zalezy od rodzaju metalu,
stopnia jego chropowatosci, rozmiaru 1 ksztattu, jak rowniez od natgzenia padajacego
swiatta. W odpowiednich warunkach SERS moze spowodowa¢ wzmocnienie nawet
do 10° razy wicksze w poréwnaniu do klasycznej spektroskopii Ramana. Aby osia-
gna¢ tak duze wzmocnienie, czasteczki powinny by¢ zaabsorbowane na powierzchni
podtoza metalowego lub by¢ bardzo blisko niego (zazwyczaj okoto 10 nm) [2, 5].

Po raz pierwszy zjawisko SRES zostato zaobserwowane w roku 1974 dla pirydy-
ny zaadsorbowanej na powierzchni srebra. Okazato sig, ze wzmocnienie sygnatu jest
zwiazane ze wzbudzeniem powierzchniowych plazmondéw metalu. W kolejnych la-
tach pojawilo si¢ wiele wyjasnien omawianego zjawiska, lecz zadne z nich nie opi-
sywato go szczegdlowo. W ostatnich latach zainteresowanie SERS ponownie wzro-
sto, co jest spowodowane rozwojem aparatury do detekcji widm Ramana. Ponadto,
udoskonalenia wdrazane w dziedzinie nanotechnologii otworzyly nowe mozliwosci,
szczegolnie w zakresie projektowania 1 produkcji podtoza SERS. W rezultacie SERS

&9



Katarzyna Filipecka

radykalnie rozszerzyt swoja widoczno$¢ w wielu dyscyplinach. SERS odgrywa waz-
ng rol¢ w poprawieniu czutosci i1 selektywnosci techniki bio-analiz. Jest to jedna
z najbardziej obiecujacych 1 bezpiecznych technik do bezposredniego wykrywania
patogenow. Dostarcza informacji na temat struktury chemicznej 1 formy fizyczne;,
zard6wno nieorganicznych jak 1 organicznych materialow we wszystkich stanach sku-
pienia dajac widma charakteryzujace si¢ wysoka rozdzielczo$cia. SERS moze by¢
wykorzystana do szybkiej identyfikacji szkodliwych patogenéw zwiazanych z zatru-
ciami pokarmowymi, zanieczyszczeniami wod 1 wojnami biologicznymi. Moze by¢
to obiecujace narzedzie do wczesnego wykrywania raka i kontroli leczenia choréb [6,
71.

Material badawczy

Do badan zostaty wykorzystane nastgpujace materialy:

— Powierzchnie polietylenowe (PE) [-CH,— CH,],

— Powierzchnie poliuretanowe (PU) [-OCONH-R-NHCOO-R'],

— Srebro koloidalne — do otrzymania koloidow zostaly wykorzystane nanoczasteczki
srebra o $rednicy okoto 100 nm (Aldrich, Milwaukee, WI). Nanoczasteczki srebra
o srednicy od okoto 70 do 100 nm zostaty opisane w literaturze, jako dajace naj-
wigksze wzmocnienie elektromagnetyczne [1]. Koloidy srebra zostaty przygoto-
wane w stezeniach 10.8 mg/25 ml oraz 10.8 mg/50ml.

— Biatko A - jest sktadnikiem btony komorkowej produkowanym przez kilka szcze-
pow gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus). Jest to tancuch polipeptydo-
wy o masie czasteczkowej 42 kDa. W swojej strukturze zawiera cztery miejsca
o wysokim powinowactwie do regionu Fc przeciwciat kilku gatunkéw (fragment
Fc — fragment przeciwciala odpowiadajacego za rozne zjawiska, ktére zapoczat-
kowuje zwiazanie antygenu). Roztwory biatka zostaty przygotowane w st¢zeniach
50 mg/l oraz 10 mg/1 [4].

— Przeciwciata, immunoglobuliny - sa to biatkowe czasteczki o ksztalcie zblizonym
do litery "Y", o masach czasteczkowych od 150 do 970 kDa, ztozone z czterech
glikozylowanych tancuchéw peptydowych. Dwa z tych tancuchéw, okreslane mia-
nem tancuchow ciezkich (H, od ang. Heavy) sa dluzsze 1 zwiazane ze so-
ba wiazaniami dwusiarczkowymi. Pozostate dwa tancuchy, nazywane lekkimi
(L, od ang. Light) sa zwiazane z tancuchami ci¢zkimi réwniez za pomoca mostkoéw
dwusiarczkowych. Obydwa tancuchy ci¢zkie w danej czasteczce sa identyczne,
podobnie jest z fancuchami lekkimi. W badaniach zostaty uzyte immunoglobuliny
G (IgG) [4].

Aparatura

Eksperyment zostat przeprowadzony za pomoca tréjsiatkowego spektroskopu
ramanowskiego firmy Jobin-Yvon (model T64000) znajdujacego si¢ w Laboratorium
Fizyki w Uniwersytecie du Maine w Le Mans (Francja). Spektrometr zostal wyposa-
zony w spojna argonowo-kryptonowa wiazke $wiatta laserowego oraz sprzg¢zony

90



Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia Ramana biomolekut usytuowanych na...

z mikroskopem konfokalnym Olympus BX40, wyposazonym w kilka standardowych
obiektywow (x10, x100, w tym dalekozasiggowym x50).

W celu analizy otrzymanych widm zostaly uzyte programy takie jak OPUS
IDENT (Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Niemcy) oraz Labspec (Version 5.25.15,
HORIBA Jobin-Yvon, Wielka Brytania). Sa to wyspecjalizowane oprogramowania
przeznaczone do identyfikacji substancji, obrobki danych spektroskopowych i obra-
zO6w. Ponadto programy te oferuja szeroki zestaw procedur przetwarzania widm, ta-
kich jak na przyktad korekcja linii bazowej widma i normalizacja sygnatu.

Procedura analizy

Procedura analizy, schematycznie przedstawiona na rysunku 1, zostata prowa-
dzona w nastgpujacych etapach:

1) "czyste" powierzchnie polimerowe jako widma odniesienia,

2) powierzchnie polimerowe z nanoczasteczkami srebra,

3) powierzchnie polimerowe z biatkami A,

4) powierzchnie polimerowe z nanoczasteczkami srebra 1 biatkami A,

5) powierzchnie polimerowe 1 immuno-reakcje pomig¢dzy przeciwcialem 1 bial-

kiem A oraz nanoczasteczki srebra.

Bacteria

antibody
reacting with

NPs protein-A

protein A

chemical linker

polymeric surface

Rys. 1. Schematyczny diagram procedury analizy.
Zagregowane nanoczgsteczki

Nanoczasteczki srebra byly jasniejsze 1 mozna byto tatwo je zidentyfikowaé za
pomoca mikroskopu konfokalnego skupiajacego wiazke Swiatta podczas procesu ana-
lizy (Rys. 2).

Czg$¢ nanoczasteczek formowata skupiska o rdznej wielkosci 1 ksztattach.
W przypadku roztworow zawierajacych dodatkowo biatko i1 przeciwciata skupiska te
byty znacznie wigksze. Agregacja koloidow zwigzana byta prawdopodobnie z che-
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micznymi wlasciwosciami 1 r6znicami w wielkosci molekul (biatko sktada si¢ z poli-
peptydowego tancucha o masie czasteczkowej 42 kDa, podczas gdy rozmiar przeciw-
cial jest okolo cztery razy wigkszy niz biatka).

W zaleznosci od stezenia bialka 1 nanoczasteczek srebra mozna bylo dostrzec
niewielkie r6znice w ilosci czasteczek izolowanych 1 agregacji zlokalizowanych na
powierzchni, ich wielko$ci oraz ksztatcie. Najwigcej molekut 1 agregacji zawieraty
probki, gdzie roztwory zostaty najpierw odwirowane, a nast¢pnie unieruchomione na
powierzchni.

Rys. 2. Obraz powierzchni polimerowych z mikroskopu konfokalnego: a) PE, b) PE + nanocza-
steczki srebra, c) PE + biatko A i nanoczasteczki srebra; d) PU, ) PU + nanoczasteczki srebra,
f) PU + bialko A i nanoczasteczki srebra (obiektyw x100).

Spektra SERS

Widma SERS zostaly wykonane na kazdym etapie procedury analizy. Analiza
widm oparta byta na interpretacji podobnych widm opisanych w literaturze [3, 6].

Na rysunku 3 zostaty przedstawione widma biatka A 1 przeciwciata. Obok pasm
charakterystycznych dla aminokwaséw wystepuja pasma amidowe I 1 III. W widmie
biatka A obserwujemy I drganie amidowe okoto 1657 cm™ i III drganie amidowe
okoto 1327 cm™ zwiazane z jego strukturg II-rzedowa heliksalna. Widmo biatka A
wykazuje rowniez pasmo wibracyjne okoto 937 cm” zwiazane z drganiami waha-
dtowymi (pcus) grupy CHj struktury heliksalnej. Dominujaca struktura II-rzedowa
(harmonijka beta) immunoglobuliny zostata zidentyfikowana przez I drganie amido-
we okoto 1671 cm™ i 1242 cm™ dla III drgania amidowego. Pasmo drgan rozciagaja-
cych (vep) alifatycznych tancuchdéw bocznych jest obserwowane okoto 2860 do 2940
cm’'. Pasmo drgan zginajacych (8cip) jest obserwowane okoto 1445 cm™. Pasma po-
chodzace od tyrozyny sa obserwowane okoto 644, 760, 830 i 853 cm™', fenyloalaniny
okoto 10021 1610 cm™, natomiast pasma tryptofanu w 1421 i 1553 cm™ [3, 4].
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Rys. 3. Widma Ramana biatka A (ponizej) 1 przeciwciat IgG (powyzej)
(300 s, 785 nm, 10 mW, obiektyw x100) [3].

Widmo ramanowskie nanoczasteczek srebra zostato przedstawione na rysunku 4.
Widmo przejawia grupe stabych pasm w regionie od 700-1600 cm™, natomiast gtow-
ne pasma wystepuja okoto 1621, 1394, 1018, 950, 836, 801 cm’™.
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Rys. 4. Widma Ramana nanoczasteczek srebra w regionie 400-3200 cm™
(100 s, 647.1 nm, 100 mW, obiektyw x100).

Wzbudzajac niektére probki §wiattem zielonym, niebieskim badz fioletowym
mozemy indukowa¢ przejscia elektronowe, ktore z kolei moga wywotaé $wiecenie

93



Katarzyna Filipecka

fluorescencyjne. Powstajace w ten sposob tto fluorescencyjne przystania linie rama-
nowskie. Rysunek 5 1 6 przedstawia widma powierzchni polimerowych. Ze wzgledu

na duza fluorescencj¢ powierzchni PU zostala dokonana korekcja linii bazowe;j
widm.
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. 5. Widma Ramana z korekta linii bazowej powierzchni poliuretanowych w regionie
400-3200 cm’™ (50 s, 514.53 nm, 20 mW, obiektyw x100).
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Rys. 6. Widmo Ramana powierzchni polietylenowej w regionie 400-3200 cm’™'
(50's, 514.53 nm, 50 mW, obiektyw x100).

Widma powierzchni polimerowych z nanoczasteczkami srebra lub tylko z cza-
steczkami biatka A byty bardzo podobne do widm odniesienia. ROwniez w tym przy-
padku powierzchnia poliuretanowa wykazywata wysoka fluorescencje.

W przypadku unieruchomienia czasteczek biatek A i nanoczasteczek srebra uzy-
skane widma byty zdecydowanie inne i wykazywaty charakterystyczne drgania ami-
dowe. Dla powierzchni PU pasmo obserwowane okoto 1597 cm™ odpowiada I drga-
niom amidowym, natomiast pik okoto 1370 cm™ przypisany jest do III drgafh amido-
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wych (Rys. 7). Dla powierzchni polietylenowej pasma amidowe miaty podobna po-
zycje.
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Rys. 7. Widma Ramana powierzchni PU z odwirowana mieszaning biatka A i1 nanoczasteczkami
srebra w regionie 400-3200 cm™ (50's, 514.53 nm, 10 mW, obiektyw x100).

Podobne widma SERS zostaly uzyskane dla powierzchni, gdzie zostat dodatkowo
dodany roztwor przeciwciat (Rys. 8).

Analizujac rézne stezenia roztwordw biatek A 1 nanoczasteczek srebra, mozna
doj$¢ do wniosku, ze najczesciej 1 najlatwiej uzyskiwano widma SERS, gdy roztwor
byl najpierw odwirowany. Wzmocnienie sygnatu zgadzato si¢ z obrazem powierzch-

ni z mikroskopu konfokalnego 1 potwierdzito powstanie wigkszych agregacji czaste-
czek.
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Rys. 8. Widmo Raman PU z nanoczasteczkami srebra, biatkiem A i przeciwciatami w obszarze
400-3200 cm™ (50 s, 514.53 nm, 20 mW i obiektyw x100).
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Whioski

Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia Raman zostala wykorzystana w celu
wykrycia biomolekut unieruchomionych na powierzchniach polimerowych.

Optyczne 1 spektroskopowe dane wykazaly, ze SERS jest zjawiskiem lokalnym,
tylko czg$¢ czastek jest SERS-aktywnych. W przypadku agregacji nanoczasteczek
uzyskano najsilniejsze wzmocnienie sygnatu. Wzmocnienie sygnatu zgadzato si¢
z obrazem powierzchni z mikroskopu konfokalnego i potwierdzito powstanie wigk-
szych agregacji.

Wyniki potwierdzity, ze technika SERS jest dobrym narzedziem do identyfikacji
czasteczek biologicznych oraz ze jest jedna z najbardziej obiecujacych i1 bezpiecz-
nych metod do bezposredniego wykrywania takiego rodzaju materiatow.
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