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Przedmiotem niniejszej pracy jest opracowanie nowych czujnikow optycznych
wykrywajacych jony, ze szczegdlnym uwzglednieniem czujnikéw wykorzystujacych
nanostruktury metaliczne. W kregu zainteresowan znalazly si¢ kationy metali oraz aniony soli
nieorganicznych jako czgsteczki chemiczne powszechnie wystepujace w srodowisku w réoznych
rolach: od podstawowych elektrolitow w organizmach (kationy sodu, potasu, aniony
chlorkowe), przez dodatki do Zywnosci (azotany, weglany), po niepozadane zanieczyszczenia
(kationy metali cigzkich, siarczany, fosforany). Ich detekcja jest istotna z punktu widzenia
m.in. kontroli jakosci produktow spozywczych, badania probek srodowiskowych, monitoringu

odpadow przemystowych, a takze w szybkiej diagnostyce schorzen.

W zwigzku z obecnoscig jondw w tak wielu obszarach, duzy nacisk ktadzie si¢ na rozwgj
roznego typu czujnikow. Obok dobrze znanych czujnikdéw elektrochemicznych, rosngca
popularnoscia ciesza si¢ czujniki optyczne. Informacje o parametrach srodowiska przenoszone
sa w nich przez wigzke¢ §wiatla. Badana substancja powoduje zmiany w oddzialywaniu $wiatta
Z reporterem — czasteczka wrazliwg na obecno$¢ analitu. Spektroskopia fluorescencyjna,
absorpcyjna w zakresie UV-Vis, spektroskopie oscylacyjne — to gtdéwne optyczne techniki
detekcji. W $Swiecie postepujacej miniaturyzacji nie jest niespodzianka, ze coraz czesciej
dochodzi do polaczenia metod analitycznych z nanotechnologia, co owocuje powstaniem
nanoczujnikdw. Tendencja ta stymuluje rozwo6j nanosensordw wykorzystujacych efekt

powierzchniowo wzmocnionego rozproszenia ramanowskiego (ang. surface enhanced Raman



scattering — SERS). W spektroskopii SERS, stabe z natury nieelastyczne rozproszenie $wiatla
— rozproszenie Ramana — ulega wzmocnieniu dzigki lokalnemu wzmocnieniu pola
elektromagnetycznego przy powierzchni nanostruktur metalicznych. Umieszczenie w tym
obszarze czasteczki, np. poprzez adsorpcje¢, skutkuje zwigkszeniem intensywnosci jej widma
ramanowskiego az do poziomu obserwacji pojedynczych molekut (tzw. single molecule
SERS). Nanometryczne rozmiary takich czujnikoéw umozliwiaja bezposrednie dotarcie
do nieosiggalnych do tej pory probek, takich jak wngtrze komorki oraz jej poszczegodlne
kompartmenty. Co wigcej, zasieg wzmocnienia powierzchniowego w zjawisku SERS —
ograniczajacy si¢ do najblizszego otoczenia plazmonowej nanoczastki — daje nadzieje
na przetamanie limitu dyfrakcyjnego i osiagnigcie rozdzielczosci uwarunkowanej jedynie
wielkoscig czujnika. Wszystkie te cechy, jak rowniez fakt, ze detekcja sygnatu analitycznego
odbywa si¢ na sposob optyczny (a zatem wzglednie bezinwazyjny), czynig nanoczujniki SERS
szczegolnie przydatnymi w zastosowaniach biologicznych. O ile jednak znanych jest juz wiele
uktadow opartych na spektroskopii SERS czutych na roznorakie parametry biologiczne (takie
jak pH czy potencjal redoks), efektywne oznaczanie ta metodg jonow w stezeniach
wystepujacych w komorkach weigz stanowi wyzwanie. Mimo ze zagadnienie to jest pozornie
zbadane — znamy wszak rownowagowe stg¢zenia jonow nieorganicznych w komorkach —
rozktad ich stezenia wewnatrz komorki, mechanizmy ich transportu oraz akumulacji
w organellach sg w dalszym ciagu obiektem badan. Opracowanie sensorow tego typu przyczyni
si¢ do rozwoju metod analitycznych i stworzy nowe mozliwosci w zakresie detekcji jonow, a cO

za tym idzie, zaburzen ich gospodarki w organizmie i schorzen nimi wywotanych.

Nalezy podkresli¢, ze detekcja kationdw metali przy pomocy spektroskopii oscylacyjnej
musi odbywac si¢ w sposob posredni. Jony te, jako jednoatomowe indywidua chemiczne,
nie posiadaja zadnych modoéw drgan, sa wiec niewidoczne dla spektroskopii Ramana
lub spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni. Obserwuje si¢ natomiast wptyw jonu na widmo
czasteczki reportera. Zmiany te dotycza calkowitej intensywnosci widma, wzglednej
intensywnosci pasm badz potozenia wybranych pasm. Opisany w pracy nanoczujnik na kationy
dziata w oparciu o widmo SERS anionu 2-merkaptoetanosulfonowego (MES)
zaadsorbowanego na nanoczgstkach srebra (Ag-MES). Pasmami markerowymi, czyli tymi,
ktore stluza do oznaczenia analitu, s3 dwie skladowe przypisane drganiom symetrycznym
rozciggajacym grup sulfonowych. Pasmo o nizszej energii odpowiada drganiom grup SOz
otoczonych czasteczkami rozpuszczalnika (pasmo 1), za§ druga sktadowa pochodzi od pasma

drgan grup sulfonowych tworzacych kontaktowg pare jonowa z kationem (pasmo 2). Potozenie



pasma 2 zalezy od rodzaju oddziatywujgcego jonu — pozwala zatem rozpoznaé kation — a jego
intensywno$¢ wzgledem pasma 1 wyznacza stezenie jonu. Potozenie pasma 2 dla kationow bez
silnej otoczki hydratacyjnej zalezy od energii ich wigzania elektrostatycznego z grupa
sulfonowa, zatem od powierzchniowej gestosci tadunku jonu. Opracowany nanosensor jest
czuly na zmiany stezen wszystkich badanych kationow (Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Fe?*, Mn?*, Co?"),
a dodatkowo rozroznia cztery pierwsze z wymienionych kationow metali alkalicznych oraz
metali ziem alkalicznych. Najnizszy limit detekcji nanoczujnik wykazuje dla jonéw wapnia:

10® M. Ponadto mozliwe jest przy jego uzyciu wspétoznaczanie jondéw magnezu i wapnia.

Test cytotoksycznosci czujnika Ag-MES przeprowadzony na dwu liniach komérkowych:
HelLa oraz CHO.K1 dowodzi, ze w stezeniach ponizej 10 pg/ml jest on nietoksyczny
dla komorek inkubowanych w medium komérkowym z nanosensorem przez 24 i 48 godzin.
Na komorkach, ktére wchionglty nanoczastki Ag-MES, mozna przeprowadzi¢ mapowanie
SERS, tj. rejestrowanie widm SERS z ustalonej siatki punktow na probce. Na podstawie
zebranych widm wyznacza si¢ rozklad wewnatrzkomoérkowego stezenie jondéw, w tym
przypadku potasu. Stezenia K™ wystepujace w $rodku komorki przewyzszajg te w rejonach
bliskich btonie komoérkowej. Taki rozktad wynika z rownowagi jonowej miedzy wnetrzem
I otoczeniem komorki oraz dynamiki zmian st¢zenia jondw wewnatrz komoérek. Czujniki
s3 wchianiane przez komoérke na drodze endocytozy: umieszczane sa wraz z medium
W pecherzykach zawieszonych w cytoplazmie — endosomach. Poczatkowo s3a zatem
wystawione na kationy potasu w stezeniu charakterystycznym dla medium ([K*]medium =5 mM).
Endosomy te przebywaja w poblizu blony komoérkowej. W miare uptywu czasu dochodzi
do dyfuzji endosoméw we wnetrzu komorki, w trakcie ktorej na drodze wymiany jonowe;j
stezenie joné6w w endosomach sigga wartosci identycznych z tymi w cytoplazmie
([K*)intracetutlar = 150 mM). Ten prosty eksperyment wykazuje, ze opracowany nanoczujnik

Ag-MES znajduje zastosowanie jako wewnatrzkomorkowy czujnik na kationy.

W pracy ujete sa takze badania nad nanoczujnikami Ag-MES pokrytymi otoczka
z krzemionki (Ag-MES@SIiO2). Taka warstwa stanowi barier¢ ochronng tak dla
komorki — chroni biomolekuly przed dezaktywacja na powierzchni srebra oraz ogranicza
dyfuzje jonow srebra do cytoplazmy — jak i dla czujnika: ogranicza adsorpcj¢ czgsteczek
na nanoczastkach metalu, co mogtoby zaburzy¢ sygnal rejestrowany od czujnika. Nanoczastki
Ag-MES skutecznie pokryte 30-nanometrowa otoczka SiO> wykazujg aktywnos¢
w spektroskopii SERS. Zachowuja takze czulos¢ na kationy. Gorszy limit detekcji jest

rekompensowany podwyzszeniem czuto$ci: zmiana st¢zenia jonu o jeden rzad wielkosci wigze
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si¢ z wigksza zmiang sygnalu czujnika. Réznice migdzy odpowiedziami analitycznymi
czujnikow Ag-MES i Ag-MES@SIiO; wywotane sg roznym stopniem penetracji jondow przez
warstwe krzemionki. Stezenie jonow docierajagcych do metalowego rdzenia, gdzie nastepuje ich
detekcja, jest mniejsze niz stezenie na zewnatrz otoczki w roztworze i jest tym wigksze, im
tatwiej danym jonom pokonac bariere¢ SiO.. Zdolnos¢ penetracji SiO2 zalezy wiec od wielkosci

jonu, jego energii solwatacji oraz czasu.

Przedstawiam takze badania nad wytworzeniem wysokowydajnych biokompatybilnych
nanopodtozy SERS — nanogwiazdek zlota pokrytych srebrem w otoczce z mezoporowate]
krzemionki oraz magnetycznych nanoczastek janusowych: ztota nanogwiazdka-nanoczastka
Fe3Os pokrytych srebrem. Ztoto w pordownaniu do srebra charakteryzuje si¢ mniejsza
toksyczno$cig dla ukladow biologicznych. Niestety, nanostruktury ztota wzmacniaja
rozproszenie ramanowskie w mniejszym stopniu niz nanoczastki srebra. Stad tez stosuje
rozwigzanie polegajace na pokryciu zlotych nanogwiazdek cienka warstwa srebra, ktora
nie zmienia znaczgco toksyczno$ci syntezowanych nanoczastek, a wplywa pozytywnie

na wzmocnienie widma SERS.

Kolejnym problemem podjetym w pracy jest opracowanie sensora anionow
wykorzystujagcego widma oscylacyjne SERS i IR. Jako receptor aniondw stosuj¢ pochodne
1,8-diamido-3,6-dichlorokarbazolu — zwiazku, ktory od lat z powodzeniem jest przedmiotem
badan grupy dr. Michala Chmielewskiego. Trzy atomy azotu we wnece czasteczki karbazolu
sg zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych z anionami. Uprzednio wykazane zdolnos$ci
kompleksowania anion6w siarczanowych (VI) w roztworze sg zestawione z przeprowadzonymi
przeze mnie badaniami nad receptorami karbazolowymi osadzonymi na metalicznym podtozu.
Adsorpcja na powierzchni srebra i zlota odbywa si¢ dzigki funkcjonalizacji czasteczki
1,8-diamido-3,6-dichlorokarbazolu poprzez wigzanie amidowe resztami kwasu liponowego
zawierajacego mostek disiarczkowy. Obecno$¢ atomoéw siarki pozwala na wytworzenie
wigzania kowalencyjnego siarka-metal (Ag lub Au). Pochodne ujete w projekcie roznia sig
modyfikacja przez drugie wigzanie amidowe: grupa t-butylowa, fenylowa lub ponownie
— resztg kwasu liponowego. Badania z wykorzystaniem spektroskopii SERS oraz absorpcyjnej
spektroskopii zewnetrznego odbicia w podczerwieni z modulacja polaryzacji (ang. polarization
modulation infrared reflection absorption spectroscopy, PM-IRRAS) dowodzg, ze receptory
karbazolowe po adsorpcji na powierzchni zachowuja zdolnoéé wigzania jonéow SO

Z roztworow acetonitrylowych. Ponadto, obserwuje si¢ réznice w powinowactwie badanych



pochodnych wzgledem anionoéw, ktore ro$nie w kolejnosci: pochodna fenylowa < pochodna

z resztg kwasu liponowego < pochodna t-butylowa.

Przedstawione badania prezentuja mozliwosci zastosowania technik opartych
na spektroskopii oscylacyjnej w zakresie detekcji jonéw nieorganicznych. Optyczna droga
przekazywania informacji decyduje o ich znikomej inwazyjnosci, a sprzezenie
z nanostrukturami otwiera perspektywy dotarcia do wnetrza komorek i przyjrzenia sie

procesom tam zachodzacym z czutos$cig si¢gajacg pojedynczych molekut.

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim. Wyniki zostaly opublikowane w dwoch
czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym: Sensors and Actuators B: Chemical oraz Journal
of Physical Chemistry C, a takze w rozdziale w ksigzce Optical Spectroscopy and
Computational Methods In Biology and Medicine, wyd. Springer Netherlands. Kolejna

oryginalna publikacja jest w zaawansowanej fazie przygotowan.



