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1. Wstep

Technika powierzchniowego rezonansu plazmondéw zwana rowniez SPR
(z ang. Surface Plasmon Resonance) jest procedurg analityczng majgcg zastosowanie w
ilosciowej 1 jakoSciowej analizie czasteczek zwigzkow organicznych jak réwniez
nieorganicznych. Metodyka ta stosowana jest w wielu dziedzinach, m.in. w ochronie
srodowiska, badaniach biologicznych, bezpieczenstwie zywnosci i diagnostyce klinicznej
[1— 3]. Duzg czg$¢ analiz sposrod wyzej wymienionych stanowig oznaczenia substancji
biologicznie czynnych, m.in. biomarkeréw, ktorych stezenie pozwala okres§la¢ rodzaj oraz
stadium wielu chordb, np. nowotworow, chorob ukladu krazenia, zakaznych,
autoimmunologicznych, endokrynologicznych.

Technika SPR jest metoda bezznacznikowa, (z ang. label-free), co oznacza,
iz W oznaczeniach tego typu nie ma potrzeby stosowania odpowiedniego znakowania
badanych substancji, np. uzycia radioizotopow, enzyméw, chromogenow lub innych
markerow specjalnych. Stanowi to jednocze$nie ogromng zalete takiej analizy sprawiajac,
1z jest ona konkurencyjna wzglegdem powszechnie stosowanej chromatografii cieczowe;,
pltytkowej czy tez testbw immunoenzymatycznych (ELISA) stanowigcych rowniez
swoistego rodzaju punkt referencyjny w analizach poréwnawczych.

Podstawg jakosciowego jak i iloSciowego oznaczenia biomarkerow jest odpowiednio
skonstruowany, wysoce selektywny biosensor, specyficzny wzgledem oznaczanego
biomarkera. Jego wielowarstwowa konstrukcja zawiera swoiste aptamery, przeciwciata lub
inhibitory pozwalajace na wychwytywanie oznaczanego zwigzku z ptynu ustrojowego,
np. surowicy, co skutkuje wytworzeniem sygnatlu analitycznego wygenerowanego dzigki
zjawisku powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR). Obecnie prowadzone badania
obejmujg szeroka charakterystyke analityczng opracowanych biosensoréow, ktorych
selektywno$¢ 1 czutos¢ sg najwazniejszymi parametrami analitycznymi, bedacymi podstawa
wlasciwego oznaczenia w technice SPR. Postgp technologiczny jak i wysokie wymogi
jako$ciowe analiz laboratoryjnych wymuszaja rozw6j metod wykorzystujacych zjawisko
powierzchniowego rezonansu plazmondw, a co za tym idzie udoskonalanie sensorow pod
wzgledem parametrow analitycznych, tj. czuto$¢, selektywnos$¢, limit detekcji. Pociaga to
za soba ciaggte dopracowywanie i1 ulepszanie konstrukcji czujnikéw poprzez zastosowanie
nowych materiatow 1 wdrazanie innowacyjnych technologii produkcji, np. nanotechnologii.

Niniejsza praca stanowi podsumowanie badan nad opracowaniem nowej konstrukcji

biosensora, charakteryzujacego si¢ lepszymi parametrami analitycznymi wzgledem



dotychczas uzywanych bioczujnikow w metodach oznaczania markeréw wybranych

chordb.



2. Spis stosowanych skrotow

AFM
ATR
CCD
CEA
CEA 125
Da

DCC
EW

EDC

FDTD
FWHM
HER 2

ITO
Labelfree
LED

LOD

LOQ
L-SPR

MP-SPR

NP
NHS
PCB
PCF
POF
PGMA
PMMA
PPF
PSA
PVD

mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy)

catkowite ttumione odbicie (ang. total attenuated reflection)

sensor optyczny — kamera (ang. charge—coupled device)

antygen rakowo — ptodowy (ang. carcinoembryonic antigen)

antygen nowotworowy 125 (ang. cancer antigen 125)

Dalton, jednostka masy czasteczkowej

dicykloheksylokarbodiimid (ang. N, N—dicyclohexylcarbodiimide)

fala zanikajgca (ang. evanescent wave)
1-etyl-3—(3—dimetylaminopropylo)karbodiimid

(ang. 1-ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl)carbodiimide)

symulacja metodg roznic skonczonych (ang. finite-difference time-domain).
petna szerokos¢ przy potowie maksimum (ang. full width at half maximum)
receptor kinazy tyrozynowej 2 erb—b2 (ang. human epidermal growth factor
receptor 2)

tlenek cyny indu (ang. indium tin oxide)

okreslenie metody bez znacznikowe;j

dioda elektroluminescencyjna (ang. light emitting diode)

limit wykrywalnosci (ang. limit of detection)

limit oznaczalnosci (ang. limit of quantification)

zlokalizowany powierzchniowy rezonans plazmonow (ang. localized surface
plasmon resonance)

wieloparametrowy powierzchniowy rezonans plazmonow (ang. multi —
parametric surface plasmon resonance)

nanoczastka (ang. nanoparticle)

1-hydroksypirolidyno-2,5-dion (ang. N-hydroxysuccinimide)

obwod drukowany (ang. printed circuit board)

$wiatlowod fotoniczny (ang. photonic crystal fiber)

$wiattowod polimerowy (ang. polymer optical fiber)

poli(metakrylanu glicydylu) (ang. poly(glycidyl methacrylate))
polimetakrylan metylu (ang. poly (methyl methacrylate))

folie polimeryzowane plazmowo (ang. plasma polymerized films)
specyficzny antygen gruczotu krokowego (ang. prostate specific antigen)

osadzanie z fazy gazowej (ang. physical vapor deposition)
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P2VP
QD
RIU
RSD
SAM
)
SEM
SM
SP-EIS

SPR

SPRi

SPR-MS

SPW

TIR
VOC

2—-winylopirydyna (ang. poly—(2—vinyl-pyridine))

kropka kwantowa (ang. quantum dot)

jednostka wspotczynnika zalamania $wiatta (ang. refractive index unit)
wzgledne odchylenie standardowe (ang. relative standard deviation)
warstwy samoorganizujace si¢ (ang. self-assembled monolayers)
odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

skaningowy mikroskop elektronowy (ang. scanning electron microscope)
stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis)

powierzchniowy rezonans plazmonow sprzgzony ze spektroskopia
impedancyjng (ang. surface plasmon resonance and electrochemical
impedance spectroscopy)

powierzchniowy rezonans plazmondéw (ang. surface plasmon resonance)
powierzchniowy rezonans plazmondow w wersji obrazowej (ang. surface
plasmon resonance imaging)

powierzchniowy rezonans plazmondw sprzezony ze spektrometrig mas (ang.
surface plasmon resonance and mass spectrometry)

powierzchniowa fala plazmonow (ang. surface plasmon wave)

catkowite wewnetrzne odbicie TIR (ang. total internal reflection)

lotne zwigzki organiczne (ang. volatile organic compounds)



3. Przeglad literaturowy

10



3.1. Podstawy teoretyczne techniki powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR)

Technika SPR jest metoda jakosciowego i ilosciowego oznaczania substancji
zwigzkoéw organicznych, takich jak biomarkery raka, czasteczki DNA czy nawet proste
zwigzki nieorganiczne wystepujace jako zanieczyszczenie wody, wykorzystujaca zjawisko
powierzchniowego rezonansu plazmondéw. Aby zrozumieé caly proces zjawiska SPR
I wszystkie etapy oznaczenia analitycznego, konieczne jest wyjasnienie mechanizmu

powierzchniowego rezonansu plazmonéw oraz podstawowych definicji.

3.1.1. Definicja SPR

Rezonans plazmonéw powierzchniowych (SPR) to zjawisko, ktore wystepuje
na styku dwoéch faz rdéznigcych sie wspdlczynnikiem zatamania $wiatla. Polega ono
na powstaniu na wspomnianej granicy faz fal elektromagnetycznych przebiegajacych
rownolegle do powierzchni, zwanych plazmonami Iub polarytonami. Najbardziej
charakterystyczng cechg tego zjawiska jest fakt, iz granica faz, na ktorej ono zachodzi jest
niezwykle wrazliwa na zmiany wtasciwosci fizykochemicznych powierzchni, zwtaszcza
gdy adsorbowane sg na niej analizowane substancje, co stanowi podstawe do wykorzystania

tego zjawiska w oznaczeniach jakosciowych i ilosciowych.

3.1.2. Czynniki warunkujace powstanie efektu powierzchniowego rezonansu

plazmonéw

Zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmondéw wystepuje na styku o$rodkow
0 skrajnie roznych wspotczynnikach zatamania $wiatta, np. ciecz — powietrze lub cialo stale
— powietrze. Powierzchnia, na ktorej powstaje owe zjawisko, pokryta jest cienkg warstewka
metalu. Czynnikiem  warunkujagcym  wytworzenie  rezonansu  plazmonow
powierzchniowych, jest promieniowanie elektromagnetyczne, padajace na powierzchnig
metalu. Oddziatuje ono z chmurg elektronow walencyjnych warstwy metalicznej 1 przy
okreslonych warunkach tworzy pole nadkrytyczne a tym samym efekt rezonansowy.
Najistotniejszymi czynnikami, ktére warunkuja powstanie efektu SPR s3 wspotczynniki
zatlamania na granicy faz, czgstotliwo$¢ 1 kat padania $wiatta jak 1 przenikalnos¢
magnetyczna oraz elektryczna obu faz. Wszystkie te parametry opisywane s3 wzorami

Fresnella i Maxwella, stanowigce podstawe dalszych obliczen.
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Efekt SPR i technika oparta na tych zjawiskach jest obecnie stosowana
W oznaczeniach analitycznych ze wzgledu na fakt, ze granica faz, na ktérej powstaja
plazmony, jest niezwykle wrazliwa na zmiany na powierzchni, zwlaszcza gdy analizowane

substancje obecne na granicy sg na niej adsorbowane. Przyktad pokazano na rysunku 1.

Odlegtos¢ od
powierzchni [nm]

1000 o

Intensywnos¢ pola
wygaszana jest

(5]
Roztwor
probki

Promien swiatta
odbitego

Pryzmat
szklany

Promien swiatia
padajacego

Rys. 1. Graficzne przedstawienie efektu SPR. Opracowanie wtasne.

Wspomniane pole nadkrytyczne tworzone jest wowczas, gdy $wiatlo
monochromatyczne p spolaryzowane pada pod okreslonym katem na warstwe¢ metalu i ulega
calkowitemu wewnetrznemu odbiciu (rys. 2). Odbicie $wiatta opisywane jest za pomoca
wzoru Fresnella, przy ogolnym zatozeniu, ze kat §wiatta padajacego ¢p 1 $wiatta odbitego

(o 53 sobie rOwne:
Pp = Po (1)

Na skutek tego, wspotczynnik odbicia wedlug Fresnella opisany jest nastepujacym

wyrazeniem:
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R = R(ny,ny,ns,d,w, @) (2)

gdzie:

Ny, N2, N3 - wspdlczynniki zatamania §wiatta w osrodkach 1,2,3,
d — grubos¢ warstwy metalu,

o - czestotliwo$¢ fali Swiatla padajacego,

¢ - kat promienia §wiatta padajacego.

Dielektryk
n;

Metal — zfoto (Au) N3

Promien swiatta Promien swiatta ns
padajqgcego Do odbitego Pryzmat
I o szklany

Rys. 2. Graficzne przedstawienie ukladu optycznego dielektryk — metal — szkto.

Opracowanie wtasne.

Wzoér Fresnella okresla zalezno$¢ zjawiska wewngtrznego odbicia a tym samym efektu SPR
od warto$ci wspotczynnikow zatamania faz graniczacych ze sobg oraz czgstotliwosci i kata

padajacego swiatla.

Dzigki obecnosci elektronow w tzw. gazie elektronowym, czyli swobodnych
elektronéw, ktore znajdujg si¢ pomigdzy ztaczami sieci krystalicznej [4], oscyluja one
i generujag falg elektromagnetyczng blisko granicy dwoch roznych osrodkow np. metalu
i cieczy, ktora jest rownolegta do ich powierzchni. Tworzone w ten sposob pole indukuje
tzw. polarytony powierzchniowe zwane réwniez plazmonami powierzchniowymi, ktore
sa Niczym innym jak swobodnie przemieszczajacymi si¢ falami elektromagnetycznymi,

poruszajacymi si¢ w chmurze elektronow walencyjnych metalu.

13



Dielektryk
22
eSSy 37 000 13/ 000
€
Metal 1u1

Rys. 3. Schemat powierzchniowych fal plazmonowych na granicy migdzy metalem
a dielektrykiem. Plazmon propaguje w kierunku x i wygasa wyktadniczo w kierunku z,

€ - przenikalno$¢ elektryczna, p - przenikalno$¢ dielektryczna [5].

Plazmony powierzchniowe, czyli fala gestosci tadunku, rozchodza si¢ wzdhuz
granicy faz. Ich wektory pola elektrycznego maja swoje maksima na granicy faz i zanikajg
wykladniczo prostopadle do tej granicy na oba osrodki (rys. 3). Warunkiem wytworzenia
tych fal, jest transfer energetyczny odbitych fotonow do warstwy metalu tuz przy granicy
faz, co skutkuje drastycznym zmniejszeniem intensywnosci odbitego promieniowania.
Aby mogto dojs¢ do sprzezenia a tym samym wytworzenia rezonansu, fotony i plazmony
powierzchniowe muszg posiada¢ ten sam wektor falowy k, zaznaczony punktem przecigcia

krzywych dyspersji (rys. 4) opisywanych nastepujacym wzorem Maxwella:
_ 2 &1&2
kSp - (C) »\’ &1t+é&y (3)

ksp — wektor falowy plazmonow powierzchniowych

gdzie:

o - czestotliwo$¢ fali Swiatla padajacego,

¢ — predkos¢ swiatta w prozni,

€1, &2 — wspdlczynnik przenikalnosci elektrycznej dla danego osrodka 11 2.

14



A k = —
Q)] °, ¢ k, = —n,si
' » = —n,sing
! :
/] /
] ,’
! ’
1 ’
1 /
I Rd
Wp 7 p
! /
1
1
! gl
I’ ! Rezonans SPW
! 4 w £1&
VA )
YA c &1t
’
/44
ky

Rys. 4. Krzywa dyspersji dla uktadu metal — powietrze. Opracowanie wiasne.

Z rysunku 4 wynika rowniez, ze rezonans bedzie miatl miejsce, jesli zmniejszy
si¢ nachylenie krzywej dyspersji fotonow (krzywa ko, linia przerywana), ktora jest rowna
predkosci $wiatta. Zmniejszenie predkosci $wiatla jest mozliwe dzigki przepuszczeniu
go przez osrodek o wigkszym wspotczynniku zalamania np np. metalu. Zmniejszajac
predkos¢ swiatta, krzywa kp ulega znacznemu przesunigciu a co za tym idzie przecigciu
Z krzywa dyspersji plazmondéw powierzchniowych, generujac rezonans.

Bardziej ogdlne przedstawienie tego zjawiska na rysunku 5 pokazuje, jak istotny jest

parametr kata SPR, przy ktorym zachodzi to zjawisko, i ktory odgrywa kluczowa role w jego

tworzeniu.

Reflektancja

Chip ztoty Au —> %F
|
I
% ! >
Q:’) ¢ Kat [°]
O

\ Pryzmat
W
& ()
& /
) .

Rys. 5. Ilustracja zjawiska powierzchniowego rezonansu plazmondéw na pryzmacie i jego

zastosowanie w analizie. Opracowanie wlasne.
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Warto wspomnie¢, iz kat SPR 1 jego warto§¢ zaleza w gléwnej mierze
od wspotczynnikéw zatamania $wiatta obu os$rodkéw: przewodnika, np. metalu oraz
otaczajacego go dielektryka, jednakze w odlegtosci nieprzekraczajacej dtugosci wygasania
pola nadkrytycznego. Kat SPR jest wielkoscig charakterystyczng dla danego uktadu
analitycznego, gdyz jego wartos¢ jest bezposrednio zalezna od zmian fizykochemicznych
zachodzacych na granicy faz dwoch osrodkow, a co za tym idzie wprost proporcjonalne
do stezenia oznaczanego zwiazku. Analit zawiera bioczasteczki, ktoére maja by¢ 0znaczane.
Sa one wychwytywane przez odpowiednie ligandy (receptory) przez co wigza
si¢ Z powierzchnia metalu 1 zmieniajg wlasciwosci calego osrodka (roztworu).
Po zaadsorbowaniu analizowanej czgsteczki zmienia si¢ wspotczynnik zalamania Swiatla
roztworu, a takze kat graniczny. Z tego powodu krzywa odbicia jest przesunieta, a co za tym
idzie wartosci wyznaczone dla tego samego kata granicznego ulegaja zmianie. Roznica
we wspotczynniku odbicia odzwierciedla stezenie analitu.

Plazmony powierzchniowe powstajace na granicy faz dwoch réznych osrodkéw posiadaja
dwie sktadowe: fale elektromagnetyczng oraz tadunek powierzchniowy. Kombinacja
obu tych parametréw ma istotny wplyw na wzmocnienie jednej ze skladowych pola
prostopadtych do jego powierzchni, tuz przy jego powierzchni oraz wyktadnicze wygaszenie
w miar¢ oddalania si¢ od powierzchni, co obrazuje zanikajacy charakter pola
nadkrytycznego. Z danych literaturowych [6] wynika, iz droga zaniku pola - d wynosi 50%
warto$ci dtugosci fali §wiatta padajacego na warstwe metalu. Dhugos¢ zaniku pola, jest
rowniez okreslana jako odlegto$¢, przy ktorej intensywnos¢ pola spada do ok. 37% natezenia
wyjéciowego. Z dostepnych danych [7 — 20] wiadomo, iz wiekszo$¢ komercyjnych urzadzen
SPR stosuje promieniowanie o dlugosci fali w zakresie 600 — 800 nm, z czego wynika,
ze dtugos$¢ zaniku pola nadkrytycznego wynosi od 300 — 400nm.

Istotny jest rowniez fakt, iz aby powstal efekt powierzchniowego rezonansu plazmonow,
konieczne jest, aby metal posiadat elektrony z pasma przewodnictwa, ktore w odpowiednich
warunkach mogg rezonowa¢ z promieniowaniem elektromagnetycznym oswietlajacym
granice¢ faz obu os$rodkéw o réznych wspotczynnikach zalamania $wiatta. Wsrdd metali,
ktore wykazuja zdolno$¢ rezonowania wymieniane jest ztoto jako najbardziej odpowiednie
do badan eksperymentalnych w pomiarach SPR. Inne metale sa albo do$¢ drogie (In),
gwaltownie reaguja (Na), sa zbyt podatne na utlenianie (Ag) lub szerokos$¢ krzywej SPR w
potowie maksimum jest zbyt duza (Cu, Al) aby mogly stanowi¢ podstawe sprawnie

dzialajacego sensora.
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3.1.3. Charakterystyka krzywej SPR

Zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmondéw obrazowane jest spadkiem
intensywnosci $wiatta odbitego od powierzchni styku dwoch osrodkéw o skrajnie réznych
wspotczynnikach zatamania tj. metalu i dielektryka. Zmiana intensywnosci promieniowania,
bedaca miarg zjawiska SPR moze by¢ przedstawiona w postaci funkcji zaleznej od dhugosci
fali, jak i kata padania $wiatla. Zmiany te mozna zobrazowac¢ na kilka sposobow. Najbardziej
znanym i najczesciej stosowanych podejsciem jest metoda przesunigcia kata (zwana rowniez
skanowaniem katowym) [21], w ktorej dlugos¢ fali promieniowania utrzymywana jest
na statym poziomie, za$ kat padania jest zroznicowany. Pomiary takie wykonywane
sq poprzez skanowanie wigzki §wiatta pod r6znymi katami padania lub zastosowanie wigzki
rozbieznej zawierajacej okreslony zakres katowy. W przypadku takiej konfiguracji, podczas
skanowania pojedynczy detektor rejestruje intensywno$¢ odbitego swiatta. W przypadku
zastosowania wigzki rozbieznej zmiana intensywnos$ci promieniowania wykrywana jest
przez szereg diod dla roznych katow.

Inng metodg obrazowania zjawiska SPR jest metoda przesunigcia dlugosci fali (lub
skanowania dlugosci fali) wykorzystujaca okreslony zakres dlugosci fal Swiatta padajgcego
na powierzchni¢ metal — dielektryk. W tym przypadku zmiana intensywno$ci odbitego
Swiatla obserwowana jest dla konkretnej dtugosci fali, a nie kata. Taka interpretacja zjawiska
SPR preferowana jest w przypadku sond, w ktorych §wiatto biale jest przesytane przez
swiatlowdd. Jednym z argumentow stosowania takiego obrazowania jest fakt, iz technika
ta charakteryzowana jest lepszymi warto$ciami parametrow refraktometrycznych [22].

Podsumowujac, zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmondéw najczescie]
przedstawiane jest w postaci tzw. krzywej SPR (rys. 6), czyli wykresu obrazujgcego zmiang
reflektancji w funkcji kata zatamania padajgcego swiatta. Graficzne przedstawienie krzywej
SPR obrazuje rysunek 4. Krzywa ta charakteryzowana jest parametrami
refraktometrycznymi, tj. reflektancjg, katem granicznym ¢, petng szerokoscig krzywej
W potowie maksimum (FWHM). Nalezy zaznaczy¢, iz czynniki te opisujg krzywa SPR
i nie s3 w zaden sposéb tozsame z procedurg analityczng, ktoéra wykorzystuje zjawisko
powierzchniowego rezonansu plazmondéw. Sama technika pomiarowa moze by¢
charakteryzowana nastgpujacymi wielko$ciami: czuto$cia, rozdzielczoscia, dokladnos$cia

oraz kryterium jakosci (FOM).
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Reflektancja

(P Kat padania [°]
Rys. 6. Graficzne przedstawienie krzywej SPR. ¢ - kat SPR, FWHM — pelna szerokos¢
krzywej w potowie maksimum, h — wysoko$¢ maksimum krzywej SPR. Opracowanie

wlasne.

Wart podkreslenia jest fakt, iz aby technika powierzchniowego rezonansu
plazmondéw przyniosta miarodajne wyniki analizy, krzywa SPR powinna charakteryzowac
si¢ wysoka czuloscig oraz szerokim zakresem liniowym. Innymi stowy, konfiguracja SPR
powinna generowa¢ miarodajng zmian¢ natezenia Swiatta odbitego, przy zmieniajacej
si¢ wartosci wspotczynnika zatamania w warstwie metalicznej. Aby pomiar mogh zostac
wykorzystany w analizie ilo§ciowej zmiana natezenia odbitego Swiatta powinna by¢ liniowa
w mozliwie najszerszym zakresie, tak, aby przetwarzanie danych byto najbardziej wygodne

[23].

3.1.3.1. Reflektancja

Reflektancja jest jednym z gléwnych parametrow obrazujacych intensywnosé
zjawiska powierzchniowego rezonansu plazmonow. Wielkos¢ ta nazywana jest rowniez jako
wspolczynnik odbicia $wiatta od powierzchni materialu (metalu). Innymi stowy opisuje ona

skutecznos¢ w odbijaniu $wiatla i przedstawiana jest za pomocg ogdlnego rownania 4:

R=2 4)

gdzie,
R — reflektancja,
lo— intensywnos$¢ promieniowania odbitego od powierzchni materiatu,

Ip— intensywnos$¢ promieniowania padajacego na okreslony materiat.
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Powyzszy wzér opisuje reflektancje jako utamek intensywnos$ci §wiatta, ktory jest odbijany
na granicy faz metal-dielektryk. Jest to wielko$¢ bez jednostkowa, jednakze umownie
reflektancji przypisuje jednostk¢ okreslang jako RIU (ang. refractive index unit).
Wspotczynnik odbicia jest sktadnikiem odpowiedzi struktury elektronowej materiatu
na pole elektromagnetyczne $§wiatla i jest ogolnie funkcja czestotliwosci lub dhugosci fali
swiatla, jego polaryzacji i kata padania. Jego warto$¢ zalezna jest rowniez od wtasciwosci
optycznych, materialowych i fizycznych obu stykajacych si¢ ze sobg osrodkow (metal,

dielektryk). Zaleznosci te opisywane sg nastgpujacym wzorem [24]:
R =R(ny,n,,n; d,w, @) (5

gdzie,

R — reflektancja,

N1, N2, N3— wspodtczynniki zatamania §wiatta warstw dielektryka (1), metalu (2), szkta
(pryzmatu) (3),

d — grubo$¢ warstwy metalu,

o - czestotliwos$¢ swiatla padajacego na warstwe metalu,

¢ - kat padajacego Swiatla.

Gdy $wiatto monochromatyczne jest oswietlane pod statym katem na warstwe metalu przez
okreslony pryzmat, wspdlczynnik odbicia R (reflektancja) okreslany jest wylacznie
na podstawie wspotczynnika odbicia osrodka dielektrycznego ng. W przypadku padajacego
Swiatla p-spolaryzowanego, wspotczynnik odbicia R mozna obliczy¢, stosujgc dobrze znang

teori¢ Fresnella w nastepujacy sposob:
2
R =1 6)

- = [131 + r2exp2ik,,d)] )
P 1+ 134 + rppexp ik, d)]

r 223_21 r :Z:L_Zz (8)
Nz o+ 7, 27z, +2,
g.
Zi= k_l-' ki =le(w/c)? — kg%, i=1.23 9)
Zl
w
ks = 831/2 ?sin 7 (10)

n; = \/5_1 (11)
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gdzie,

ro — wspotczynnik odbicia $wiatta p-spolaryzowanego,

Zi — impedancja wolnej przestrzeni (wigzaca przenikalno$¢ elektryczng ze stalg falowa),
&i — przenikalnos¢ elektryczna osrodka,

¢ - kat odbicia $wiatla.

3.1.3.2. Kat graniczny

Kat graniczny kat, przy ktorym $wiatto padajagc na pryzmat a nastgpnie sensor,
generuje efekt powierzchniowego rezonansu plazmonow. Jak juz wczesniej wspomniano kat
SPR 1 jego warto$¢ zalezag w gtownej mierze od wspotczynnikow zatamania Swiatla obu
osrodkow: przewodnika — metalu oraz otaczajacego go dielektryka [6]. Jest on wielko$cig
charakterystyczng dla danego uktadu metal — dielektryk i stanowi punkt odniesienia przy
opracowywaniu techniki pomiarowej oraz doboru materiatéw przy konstrukcji biosensorow.

Do wyznaczenia kata granicznego stosowane s3 powszechnie analogowe lub
cyfrowe refraktometry. Jednakze wielko$¢ ta moze by¢ rowniez odczytana z wykresu SPR
(rys. 4). W tym celu nalezy wykresli¢ styczne do obu ramion krzywej a nastepnie odczytac

jego warto$¢ z punktu ich przecigcia po ekstrapolacji z osig x.

3.1.3.3. Pelna szerokos$¢ krzywej przy potowie maksimum FWHM

Kolejnym rownie istotnym parametrem opisujagcym wykres zaleznosci reflektancji
w funkcji kata padania jest pelna szeroko$¢ krzywej przy polowie maksimum
(FWHM — ang. full width in half maximum). Jest to wielko$¢ okre$lajgca szerokos¢ zapadu
reflektancji w potowie wysokosci krzywej SPR. Oznacza rdéznice miedzy dwiema
warto$ciami kata padania, przy ktérych intensywnos¢ odbicia jest rowna potowie warto$ci
maksymalnej [25]. Charakteryzuje ona konkretny uktad przewodnik — dielektryk, zatem
jej warto$¢ zalezna jest od takich czynnikow jak wspotczynnik zatamania oraz rodzaj
uzytych materiatow (np. metalu — Ag, Au, Cu) lub nawet rodzaj zachodzacej reakcji

na powierzchni biosensora.
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Reflektancja
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Kat padania [°]

Rys. 7. Graficzne przedstawienie parametru FWHM dla dwoch réznych uktadow metal —
dielektryk. FWHM — pelna szeroko$¢ w potowie wysokosci maksimum krzywej SPR.

Opracowanie wlasne.

Petna szerokos¢ krzywej przy polowie maksimum pozwala na posrednie okreslenie czutosci

techniki pomiaru a takze na porownywanie ukladow SPR pomie¢dzy soba.

3.1.3.4. Czulos¢

Kolejng grupe parametrow charakteryzujacych technike SPR stanowi czuto$¢ —
S (ang. sensitivity). Definiowana jest ona jako pochodna monitorowanego parametru SPR
wzgledem wartosci kata padania. Okresla nachylenie liniowej czg$ci krzywej wzgledem osi

kata padania. Mozna jg opisa¢ jako zmian¢ wartosci reflektancji w jednostce kata:

AR [RIU
Ag [°]
gdzie:
AR — réznica wartosci reflektancji [RIU],

A — rdznica wartosci kata padania [°].

Czuto$¢ techniki powierzchniowego rezonansu plazmonéw jest uzalezniona od wielu innych
parametréw, tj. skladu struktury warstwy metalicznej czujnika, rodzaju reakcji
zachodzacych na jego powierzchni [26]. Wielko$¢ ta stosowana jest glownie jako
miarodajne narzedzie do porownywania czujnikow 1 ich konstrukcji np. dwu lub
trzywarstwowych a takze wplywu innych materialow na dziatanie sensoréow [27]. Czuto$¢
wykorzystywana jest rowniez do okre$lania innych, réwnie waznych parametrow

refraktometrycznych np. jakosci pomiaru SPR zwanego FOM (ang. figure of merit) [28].
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3.1.3.5. Rozdzielczo$é

Rozdzielczo$¢ techniki SPR okreslana jest jako najmniejsza wykrywalna zmiana
sygnalu wyjsciowego, np. reflektancji. Rozdzielczo$¢ zalezy w gldwnej mierze
od doktadnosci, z jaka monitorowany parametr SPR moze by¢ wyznaczony przez okreslone
urzadzenie pomiarowe (sensor) i jako taki ograniczony jest przez szum czujnika [29].
Rozdzielczos¢ bezposrednio zwigzana jest rOwniez z czulo$cig sensora i monitorowana jest
w linlowym odcinku krzywej SPR, przy stalej wartosci kata padania. Wyrazana jest
zazwyczaj w postaci odchylenia standardowego szumu wzgledem parametru reflektancji,

odniesionego do czutosci pomiaru:
r=— (13)

gdzie:
G50 — 0dchylenie standardowe szumu,

S — czuto$¢ pomiaru.

Rozdzielczo$¢ zalezy posrednio od innych czynnikdw np. generujacych szum. Zalicza
si¢ do nich jako$¢ zastosowanego uktadu optycznego i elektroniki odczytowej przyrzadu
SPR. Dominujgcymi zrodlami szumu sg wahania natg¢zenia $wiatta emitowanego przez
zrodlo, statystyczne wlasciwosci §wiatta (szum $rutowy) oraz szum w konwersji nat¢zenia

Swiatta na fotoelektrony przez detektor i obwody pomocnicze [30].

3.1.3.6. Jakos$¢ pomiaru FOM

Jako$¢ pomiaru to parametr oceny dziatania sensora SPR. Zdefiniowany jest jako
stosunek czutosci (S) do peinej szeroko$ci w potowie maksimum (FWHM) spadku
reflektancji:

S [°/RIU]

-1 —
FOMIRIU™] = pomoesss

(14)

FOM - jako$¢ pomiaru SPR [RIU™],
S — czutos¢ [*/RIV],

FWHM — pehna szerokos¢ krzywej przy potowie maksimum [°].
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Parametr jakosci pomiaru FOM jest uzalezniony bezposrednio od czutos$ci pomiaru i ksztattu
krzywej SPR (szerokos$¢ krzywej). Jak juz wspomniano w rozdziale 3.1.3.3. 1 3.1.3.3.
parametry te z kolei ksztaltowane sg przez dobor materiatéw przy konstruowaniu struktury
sensora np. metale lub dielektryki wptywajace na zmiang wspotczynnika zatamania [31]
atakze rodzaju zastosowanych substancji biologicznych bioragcych udzial w etapie
immobilizacji. FOM posrednio ksztaltowany jest réwniez przez rodzaj zastosowanej

techniki pomiarowe;j (rozdziat techniki pomiarowe SPR).

3.1.4. Stosowane konfiguracje ukladéw optycznych SPR

W uktadzie optycznym SPR plazmony powierzchniowe sg wzbudzane poprzez
padajacy promien $wietlny, ktory odbijajac si¢ od powierzchni tego osrodka stanowi
podstawe generowanego sygnatu analitycznego. Uklad optyczny mozna zdefiniowa¢ zatem
jako pewnego rodzaju konfiguracj¢ urzadzen, materiatow, zjawisk o okreslonych
parametrach  fizykochemicznych 1 matematycznych (sktad warstw, wartosci
wspotczynnikow odbicia lub zatamania, geometria ukladu). W oparciu o metode
wzbudzania plazmonéw powierzchniowych uktady optyczne mozna sklasyfikowaé jako
uktady oparte na: pryzmatach (wsrod ktorych mozna wyrdzni¢ konfiguracje Kretschmanna

i Otto), siatkach dyfrakcyjnych, i §wiattowodach.
3.1.4.1. Konfiguracje oparte na pryzmacie (konfiguracja Otto
i Kretschmanna)

Najczesciej stosowang konfiguracja w technice SPR jest uktad optyczny oparty

na pryzmacie szklanym. Przyktadowy uktad zaprezentowano ponizej (rys. 8):

promien swietlny

AAN

warstwa metaliczna
analit

Rys. 8. Graficzne przedstawienie przyktadowej konfiguracji SPR opartej na pryzmacie.

Opracowanie wlasne.
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Konfiguracj¢ oparta na pryzmacie szklanym mozna dalej podzieli¢ na dwie rozne
podkonfiguracje — Otto i Kretschmanna. Pierwsza dotyczy uktadu, w ktorym analit (medium
dielektryczne) znajduje si¢ pomiedzy warstwa metalu a pryzmatem. Niestety, gdy ciekty
analit wypetnia przestrzen migdzy pryzmatem a warstwa metalu, odlegtos¢ miedzy
warstwami odgrywa kluczowa role w generowaniu efektu SPR a tym samym jakos$ci sygnatu
analitycznego. Konfiguracja Otto proponuje uklad zawierajacy dodatkowg przestrzen
pomigdzy metalem i pryzmatem, o szerokosci rzedu dilugosci fali promieniowania
padajacego [32]. Powoduje to, ze pewna czg$¢ fali elektromagnetycznej rozchodzi
si¢ na granicy pryzmat — powietrze jako fala zanikajaca, a tym samym rozpada si¢ na granicy
faz metal - powietrze i pogarsza jako$¢ pomiaru SPR, zmniejsza nate¢zenia sygnatu
analitycznego. Lepsza opcja w tym przypadku wydaje si¢ by¢ konfiguracja Kretschmanna,
gdzie grubos$¢ warstwy metalu miesci si¢ w zakresie kilkudziesi¢ciu nanometrow (zaleznie
od rodzaju materialu warstwy metalicznej, np. Au 50 nm) 1 pozostaje w bezposrednim
kontakcie z jednej strony z pryzmatem z drugiej za$ z roztworem elektrolitu [25, 33]. Dzigki
temu fala zanikajgca moze przej$¢ przez cienka powtoke metaliczng 1 potaczyc¢ si¢ z falg
plazmonéw powierzchniowych, emitujagc okreslony sygnat analityczny. Co wiecej, gdy
indukowana jest fala plazmonow powierzchniowych SPW, powstaje pole nadkrytyczne
i $wiatlo jest catkowicie odbijane pod okre§lonym katem, dzigki sttumionemu catkowitemu
odbiciu bez zadnych dodatkowych strat. Podsumowujac, konfiguracja Kretschmanna
wydaje si¢ by¢ bardziej korzystna z punktu widzenia jakosci i sity sygnatu SPR, niestety
posiada rowniez wade. Konfiguracja Kretschmanna pomimo lepszej jakosci sygnatu narzuca
umiejscowienie warstwy metalu po zewngtrznej stronie pryzmatu, majgcej kontakt
Z powietrzem, ktore moze prowadzi¢ do utleniania metalu, tworzac warstwe tlenku, ktory
wplywa bezposrednio na zmiane wartosci statych optycznych a tym samym na site sygnatu.
W konfiguracji Otto metal naparowany jest od strony wewngtrznej co moze by¢ znacznym
ulepszeniem poprawiajacym stabilno$¢ powtoki ze wzgledu na brak dostgpu powietrza
do warstwy metalicznej.

Przyktadowy schemat obu konfiguracji przedstawiono na rysunku 9.
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Rys. 9. llustracja zjawiska SPR w (a) konfiguracji Otto i (b) konfiguracji Kretschmanna.

Opracowanie wlasne.

3.1.4.2. Konfiguracja oparta na siatce dyfrakcyjnej

Obecnie swiattowodowe sondy SPR prezentuja najwyzszy stopien miniaturyzacji
urzadzen SPR, pozwalajac na chemiczne 1 biologiczne detekcje w trudno dostgpnych
miejscach. Elastyczno$¢ mechaniczna 1 mozliwo$¢ przesylania sygnatow optycznych
na duze odleglosci sprawiaja, ze stosowanie S$wiattowodow jest bardzo popularne
i efektywne. Obecnie stosowana technologia pozwala na budowe zminiaturyzowanych
swiattowodowych sond SPR.

Ponizej (rys. 10) przedstawiono schematyczny szkic ukladu pomiarowego
w konfiguracji opartej na S$wiattowodzie. Glowng czgScig aparatu pomiarowego jest
swiattowod (falowod) SPR zbudowany zazwyczaj z wtokna o duzej Srednicy — zwykle 400
nm, pokrytego dodatkowo powloka wytwarzang w procesie nadruku polimerowego lub przy
uzyciu procesu powlekania wirowego i fotolitografii [34]. Pewna dlugo$¢ widkna jest
catkowicie pozbawiona powtoki, a na jego miejscu osadzana jest warstwa metalu, np. srebra.
Dhugos$c ta zalezy od $rednicy wiokna i1 determinuje liczbe odbi¢ wystepujacych na granicy
powierzchni plazmon-metal. Je$li dtugo$¢ jest zbyt mata, nastgpi niewystarczajgce
sprzezenie. Jesli dtugos¢ jest zbyt duza, sprzezenie bedzie bardzo silne, a minimalna

intensywnos$¢ sprzezenia bedzie trudna do okres$lenia.
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Rys. 10. Graficzne przedstawienie przyktadowej konfiguracji SPR opartej na §wiattowodzie.

Opracowanie wlasne.

Falowody swiattowodowe majg wiele zalet w porownaniu z wigkszymi czujnikami opartymi
na pryzmatach. Przede wszystkim sg niedrogie 1 mozna je tatwo wykorzysta¢ do produkcji
jednorazowych czujnikow do analiz medycznych lub innych aplikacji sterylnych. Widkna
sg rowniez bardzo mate 1 nie majg ruchomych czgsci, co daje im znacznie szerszy zakres niz
czujniki Kretschmanna. Zastosowanie falowodow optycznych w czujnikach SPR zapewnia
wiele waznych funkcji, takich jak prosty sposob sterowania $ciezka optyczng w uktadzie
czujnika (skuteczna kontrola wlasciwosci §wiatta, thumienie efektu §wiatla rozproszonego,
itp.), maly rozmiar i wytrzymatos¢. Proces wzbudzania fali plazmonow powierzchniowych
w strukturach wykrywajgcych SPR opartych na falowodzie optycznym jest w zasadzie
podobny do tego w konfiguracji Kretschmanna. Fala $wietlna jest prowadzona przez
falow6d 1 wchodzac w obszar z cienka warstwg metalowa, zanikajaco przenika przez
warstwe metalu. Jesli SPW i fala elektromagnetyczna sg dopasowane fazowe, fala Swietlna
wzbudza SPW na zewngtrznej powierzchni styku metalu. Teoretycznie czuto$¢ urzadzen
SPR opartych na falowodach jest w przyblizeniu taka sama jak w odpowiednich
konfiguracjach catkowitego ttumionego odbicia ATR (ang. total attenuated reflection),
tj. konfiguracji Otto i Kretschmanna. Pomimo zwigkszonych ograniczen projektowych
W poréwnaniu z masowymi pryzmatowymi urzadzeniami wykrywajacymi SPR, wszystkie
gtéwne podejscia do wykrywania SPR zostaly zaimplementowane w falowodowych

sensorach SPR.

3.1.43. Konfiguracja oparta na Swiatlowodzie

Kolejna konfiguracja to uktad optyczny oparty na siatce dyfrakcyjnej z napylong
prozniowo warstwa metalu, np. zlotem, stosowana jest jako podobne medium, jak pryzmat
w poprzednich konfiguracjach. Przyktadowy schemat uktadu pomiarowego przedstawiono

na rysunku 11.
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Rys. 11. Graficzne przedstawienie przykladowej konfiguracji SPR opartej na siatce
dyfrakcyjnej; m — parametr okreslajacy kierunek odbicia promienia $wietlnego
w odniesieniu do konfiguracji catkowitego petnego odbicia na powierzchni ptaskiej (m=0).

Opracowanie wlasne.

Schemat dziatania uktadow opartych na siatkach dyfrakcyjnych jest nastepujacy.
Powierzchnia siatki na granicy faz metal-dielektryk ulega cyklicznemu znieksztalceniu
(pofalowaniu). Padajgca fala optyczna ulega dyfrakcji, tworzac szereg wigzek skierowanych
od powierzchni pod roznymi katami [35]. Sktadowa pedu tych ugietych wigzek wzdhuz
granicy faz r6zni si¢ od sktadowej fali padajacej o wielokrotnosci wektora falowego siatki.
Jezeli catkowita sktadowa pedu wzdhuz granicy ugietego rzedu jest rowna pedowi fali
plazmonow powierzchniowych, fala optyczna moze sprzac si¢ z SPW. Sprzezenie §wiatta
Z plazmonem powierzchniowym objawia si¢ spadkiem lub pikiem w widmie katowym
(krzywa SPR).

Wada niektorych zastosowan jest to, ze w systemach SPR opartych na siatce,
W przeciwienstwie do systemow opartych na pryzmacie, wigzka §wiatla pada przez roztwor

probki, a zatem analit i kuweta przeptywowa musza by¢ optycznie przezroczyste.

3.1.5. Odmiany technik SPR

Technika powierzchniowego rezonansu plazmondw oparta jest na podstawie
zjawiska rezonansu fali elektromagnetycznej tuz przy powierzchni granicy faz pomig¢dzy
przewodnikiem, ktorym jest okreSlony metal a dielektrykiem, ktory moze stanowi¢
powietrze lub inne media zalezne od obranej konkretnej techniki pomiarowej SPR. Wérod
technik tych mozemy wyrdzni¢ nastgpujace odmiany SPR: klasyczny SPR, zlokalizowany
SPR (LSPR), SPR w wersji imaging (SPRi), wieloparametrowy SPR (MP-SPR), SPR
sprzgzony ze Spektroskopia Impedancyjng (SP-EIS), SPR sprzezony ze Spektrometrig Mas
(SPR-MS).
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3.1.5.1. Klasyczny SPR

Klasyczna technika SPR byta do tej pory najbardziej znang i najczesciej stosowang
procedura pomiarowa wykorzystujaca zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmondw.
W tej wersji pomiar wykonywany przy zastosowaniu biosensora w kontakcie

Z przeptywajacym roztworem. Taki uktad pomiarowy przedstawiono na rysunku 12.

69,44 —
N

Wlot Wylot

Chip

Kat SPR [°]

69,32 ; T T —
g 7000 8000 9000 10000 11000 12000
Zrédio $wiatla Spektrofotometr

(a) (b) Czas [s]

Rys. 12. Przykfad techniki przeptywowego SPR: (a) schemat komorki pomiarowej,
(b) przyktadowy sensogram sensora SPR. Punkt ,,1” obrazuje wstrzyknigcie probki. Punkt

2" oznacza wstrzykniecie buforu myjacego. Opracowanie wlasne.

Biosensor umiejscowiony na pryzmacie w uktadzie zamknietym podczas pomiaru,
znajduje si¢ w cigglym kontakcie z sekwencyjnie wstrzykiwanym roztworem liganda
(receptora) oraz roztworem zawierajgcym okreSlony marker, przesuwany przez
przeplywajacy bufor. Nast¢pnie badana probka kierowana jest do biosensora, w ktorym
nastepuje selektywne wychwytywanie czgsteczek analitu. Reakcje immobilizacji
zachodzace na powierzchni sensora wplywaja na zmiang warto$ci wspotczynnika zatamania
na granicy faz metal — analit, a co za tym idzie zmian¢ warto$ci kata SPR i wytworzenie
sygnalu analitycznego, co ilustruje wykres na rysunku 12b. Na koniec czujnik chipa jest
czyszczony, aby przygotowaé go do nastepnego pomiaru. Kolejne pomiary moga by¢
wykonywane od razu po oczyszczeniu i regeneracji chipa za pomocg wtrysku kolejnego
uktadu analitycznego.

Charakterystyczng cechg klasycznej techniki przeptywowej i za razem pewnym
ograniczeniem jest wielko$¢ czasteczek oraz zakres stezen, ktére mogg zosta¢ poddane
analizie. Roztwory analitow o skrajnie rozcienczonym st¢zeniu generuja zbyt mata zmiane

wspotczynnika zatlamania na powierzchni sensora, aby zostala ona zauwazona
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I wygenerowata miarodajny sygnat analityczny. Alternatywa dla takich oznaczen staje si¢

coraz czgsciej zlokalizowany SPR, wykorzystujacy nanomaterialy.

3.1.5.2. Zlokalizowany rezonans plazmonéw powierzchniowych L-SPR

Kolejnym przyktadem techniki SPR jest wersja zlokalizowanego SPR (LSPR). W tej
odmianie techniki rezonansu plazmonéw, powierzchnia biosensora stanowigcego podstawe
0znaczenia, zmodyfikowana jest dodatkowo nanoczasteczkami. Stanowig one swoistego
rodzaju rozwigzanie polegajagce na wprowadzeniu dodatkowego sprzegacza i za razem
wzmacniacza sygnatu analitycznego. Padajaca fala $wietlna zostaje uwigziona
w przewodzacych nanoczastkach o wymiarach mniejszych niz dtugos¢ fali §wiatta [31]
Podczas gdy SP rozprzestrzeniaja si¢ wzdtluz ciaglych powierzchni metalu, LSP
sg zlokalizowane wok&t powierzchni nanoczgstek. Wprowadzone nanoczgstki metali
(Ag, Au), zakotwiczone na powierzchni biosensora wzmacniajg efekt rezonansu, poprzez
generowanie dodatkowego miejscowego efektu SPR na swojej powierzchni. Wytworzenie
lokalnego rezonansu przyczynia si¢ do wygenerowania tzw. dodatkowego efektu
wzmocnienia co przektada si¢ na polepszenie sygnatu analitycznego. Analit zawierajgcy
bioczasteczke, ktora jest oznaczana i adsorbowana, przez co wigze si¢ z powierzchnig
metalicznej nanoczgstki 1 zmienia wlasciwosci catego ukladu powierzchniowego.
Po zaadsorbowaniu analizowanej czasteczki zmienia si¢ wspotczynnik zatamania $wiatta
przy powierzchni, a takze kat graniczny. Z tego powodu krzywa odbicia ulega przesunigciu,
a co za tym idzie wartosci odbicia wyznaczone dla tego samego kata granicznego ulegaja
zmianie. Roznica we wspotczynniku odbicia odzwierciedla st¢zenie analitu.

L-SPR jest zjawiskiem rezonansu plazmonow zachodzacym na powierzchniach
nanostrukturalnych, a jego rezonans mozna zmodyfikowa¢ za pomoca wielkos$ci, ksztattu
i sktadu nanoczastek [36]. Chociaz L-SPR ma krotkg gleboko$¢ penetracji pola
elektrycznego (okolo 20 nm) w pordwnaniu z modami propagacji, jedng z jego
najciekawszych cech jest mozliwos$¢ dostrajania intensywno$ci SPR poprzez zmiang
ksztattu, wielkosci, skladu 1 otoczenia nanostruktur. Powszechnie stosowanymi
nanomateriatami w modyfikacji biosensoréw sa nanoczasteczki metali (np. NPs Au i Ag),
nanoczastki magnetyczne, nanostruktury weglowe (np. grafen), nanoczastki lateksu

i krzemionki [37].
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Przyktadem, ktory wykorzystuje zjawisko L-SPR jest procedura oznaczenia markera
nowotworowego CEA [38], w ktorym wzmocnienie sygnalu analitycznego osiagnieto

poprzez wprowadzenie funkcjonalizowanych nanoczastek ztota.
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Rys. 13. Przyktad modyfikacji powierzchni sensora poprzez zastosowanie nanoczastek.

Opracowanie wlasne.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢c, ze pomimo licznych zalet techniki
wykorzystujacej nanomateriaty celem poprawienia jakosci sygnatu analitycznego, L-SPR
posiada podstawowg wade polegajaca na podatnosci tej techniki na zaktocenia wynikajace

z powstawania niepozadanych wigzan niespecyficznych [39].

3.1.5.3. Powierzchniowy rezonans Plazmonow w wersji obrazowej SPRi

Kolejng odmiang techniki SPR jest tzw. wersja imaging - obrazowa SPRi
(ang. surface plasmon resonance imaging). W odniesieniu do klasycznej wersji SPR,
ta odmiana stanowi nowatorskie podejscie do techniki pomiaru wykorzystujacej zjawisko
rezonansu. Ot6z gltdowng rdznicg pomiedzy ta technikg a klasycznym SPR, jest sposob
rejestrowania sygnatu wyjsciowego. W klasycznym SPR tworzone sg sensogramy, bazujace
na zmieniajacej si¢ wartosci kata SPR. W odmianie imaging pomiar wykonywany jest
poprzez zapisywanie obrazu biosensora za pomocg cyfrowej kamery CCD. Skan
powierzchni biosensora stanowi podstawe do dalszej analizy, ktéra polega na wyznaczeniu
roznicy w kontrascie obrazu sensora przed i po interakcji z oznaczanym analitem.

Technika obrazowania SPRi laczy czuto§¢ SPR z przestrzennymi mozliwo$ciami
obrazowania. SPRi wykorzystuje zarowno staly kat, jak i stala dtugos¢ fali, aby zmierzy¢
zmiany wspotczynnika odbicia (AR), ktore wystepuja, gdy krzywa SPR przesuwa si¢
po adsorpcji materiatu na powierzchni sensora [40].

Przyktadowe urzadzenie wykorzystywane w technice SPR imaging przedstawiono
na rysunku 14. W celu poprawnego przeprowadzenia pomiaru, dokonuje si¢ seryjnego

skanowania calej powierzchni  biosensora o$wietlanego  monochromatycznym
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promieniowaniem p-spolaryzowanym emitowanym najcze$ciej za pomocg lasera.
Wyemitowany promien pada na uklad réwnoleglych soczewek, ulega rozszerzeniu,
a nastepnie polaryzacji po przejéciu przez polaryzator. Swiatto odbite od powierzchni
biosensora kierowane jest do kamery CCD i konwertowane na obraz. Obrazy chipa
zarejestrowane przed aplikacjg analitu stanowig punkt odniesienia do wtasciwego
oznaczenia ilosciowego. Po natozeniu analitu na powierzchni¢ chipa i jego delikatnym
usunieciu, dokonuje si¢ ponownego skanowania powierzchni chipa, a zapisane obrazy
poddaje sie dalszej analizie. Zarejestrowane zdje¢cia sensora stanowig podstawe do obliczen
reflektancji (roznicy w odbiciu $wiatla przed 1 po podaniu analitu). Roznica ta stanowi

sygnat analityczny.
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Rys. 14. Schemat przedstawiajacy aparat SPRi. Opracowanie wiasne.

Technika SPRi  wykorzystuje ekstremalng czulo$¢ rezonansu plazmonow
powierzchniowych w odniesieniu do malych zmian statej dielektrycznej obszaru
mi¢dzyfazowego. Jednakze zamiast wyznaczania kata rezonansu dla pewnych warunkow
doswiadczalnych, intensywno$¢ jest jednoczesnie mierzona dla danego kata padania
na duzej czgsci sensora, poprzez generowanie poszerzonej réwnoleglej wiazki laserowej,
za pomoca ktorej cata powierzchnia sensora jest naswietlana pod pewnym katem padania,
ktory dla optymalnego kontrastu powinien by¢ zblizony do najbardziej stromej zmiany
krzywej SPR. W ten sposob otrzymywany jest obraz catego sensora, ktoéry odzwierciedla

przestrzenne zmiany statej dielektrycznej na granicy faz metal — analit, pod warunkiem,
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ze granica faz charakteryzuje si¢ jednorodng wartoscig stalej dielektrycznej i nat¢zenie

odbitego swiatla jest rowniez jednorodne.

3.1.5.4. Pozostale techniki SPR

Technika pomiarowa powierzchniowego rezonansu plazmondéw ulega ciaglym
zmianom, dzigki czemu tworzone sg jej nowe odmiany. Ponizej scharakteryzowano
najczesciej stosowane wersje techniki SPR, poza wczesniej wymienionymi odmianami —
klasyczna (SPR), obrazowa (SPRi) oraz zlokalizowang (LSPR):

- MP-SPR - wicloparametrowy powierzchniowy rezonans plazmonéw (ang. multi-
parametric surface plasmon resonance). Technika ta opiera si¢ na powierzchniowym
rezonansie plazmonéw (SPR), jednak wykorzystuje inng konfiguracj¢ optyczna,
konfiguracje goniometryczng SPR. Uklad optyczny MP-SPR wykonuje pomiary
jednoczesnie przy wielu dtugosciach fal, skanujac biosensor w szerokim zakresie katow
¢ (np. 40 stopni). Tworzone sg zatem pelne krzywe SPR przy roznych dlugosciach fali, a co
za tym idzie dostarczane sg dodatkowe informacje o interakcjach powierzchniowych, jak
I wlasciwo$ciach nanowarstwy [41].

- SP-EIS - powierzchniowy rezonans plazmonow sprzgzony ze spektroskopig impedancyjna
(ang. surface plasmon resonance and electrochemical impedance spectroscopy). Technika
ta wykorzystuje czujniki skladajace si¢ z zazebionych ze sobag elektrod metalowych
0 rozmiarach rzedu mikrometrow, ktore wzmacniajg i podtrzymuja zjawisko SPR. Ponadto
elektrody naprzemienne wykazujg wiasciwo$ci optycznej siatki dyspersyjnej odbijajacej
swiatlo. Bezposrednia analiza spektralna plazmonow powierzchniowych jest mozliwa dzieki
zastosowaniu dyfrakcji pierwszego rzedu i zostala wykorzystana jako nowa zasada
uproszczonej konfiguracji optycznej. SP-EIS to obiecujaca technologia dla réznorodnych
zastosowan konduktometrycznych i SPR mono- i wieloczujnikowych na platformach
przeno$nych lub stacjonarnych [42].

- SPR-MS - powierzchniowy rezonans plazmondw sprzgzony ze spektrometrig mas (ang.
surface plasmon resonance and mass spectrometry). Polaczenie powierzchniowego
rezonansu plazmonow (SPR) i spektrometrii mas (MS) wykazato, iz jest idealna technika,
ktéra moze by¢ z powodzeniem stosowana do analizy biatek. Rezonans plazmondéw
powierzchniowych stuzy do iloSciowego okreslania interakcji migdzy biatkami
i unieruchomionymi na powierzchni akceptorami, za$ spektrometria mas pozwala

Z tatwoscig obrazowac cechy strukturalne zwigzanych biatek [43].
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3.1.6. Wady i zalety techniki SPR

Technika powierzchniowego rezonansu plazmonow zaliczana jest do nowatorskich
technik oferujacych duzy wachlarz mozliwosci, poczawszy od miniaturyzacji pomiaru,
przez obnizenie limitu detekcji konczac na bezznacznikowym i szybkim oznaczeniu.
Jednakze nie nalezy zapominac, ze tak jak kazda technika pomiarowa oferujac polepszenie
warunkéw analizy, generuje tez negatywne czynniki, ktore nie s do konca poznane lub tez
czesto przy doborze techniki pomijane. Ponizej przedstawiono krotka analiz¢ i pordwnanie
wad 1 zalet pomiaréw SPR.

Portfolio obecnie dostepnych testow laboratoryjnych (np. ELISA) wykorzystujacych
przeciwciala jako elementy rozpoznawania biomolekularnego stanowia jedna z najszybciej
rozwijajacych si¢ technologii diagnostycznych. Metody te sa dos¢ pracochtonne
i czasochlonne oraz oferujg ograniczong automatyzacj¢ i integracje réznych etapow
operacyjnych. Sposoby wykrywania wymagaja zazwyczaj odpowiedniego znakowania
analitu, co powoduje wydluzenie czasu oznaczenia, zwigksza koszty i moze prowadzi¢
do fatszywych wynikow negatywnych. Ponadto zwiagzki fluorescencyjne stosowane jako
znaczniki w testach sg niezmiennie hydrofobowe, co stanowi istotny problem, potencjalnie
prowadzac do wynikow fatszywie dodatnich. Ponadto obecnie nie ma akceptowanych
testobw immunologicznych dla niektorych powaznych choréb (np. raka), ktore
sg wystarczajaco specyficzne, czute, szybkie. Idealnym panelem do badan przesiewowych
powinien by¢ szybki, czuly, specyficzny, tatwy w uzyciu test i powinien mie¢ wystarczajaca
przepustowo$¢, aby mozna bylo go zastosowa¢ w diagnostyce medycznej. Ponadto
oznaczenie analitu najlepiej jest przeprowadza¢ bezposrednio w prébkach (np., osoczu,
krwi, moczu, ptynic moézgowo-rdzeniowym, S§linie) bez koniecznosci diugotrwatego
i skomplikowanego procesu przygotowania probki. Pozgdane sg rowniez inne metody
diagnostyczne umozliwiajagce monitorowanie st¢zenia analitu, co jest niemozliwe przy
zastosowaniu konwencjonalnych testow immunoenzymatycznych. Technika SPR stanowi
obiecujacg alternatywe dla stosowanych obecnie technologii diagnostycznych i1 moze
potencjalnie petni¢ wiele z tych wymagan. Biosensory powierzchniowego rezonansu
plazmonéw (SPR) oferuja bezznacznikowa platforme¢ do bezposrednich pomiaréw
szybkiego badania przesiewowego analitow istotnych z medycznego punktu widzenia.
Ostatnie postgpy w rozwoju czujnikéw SPR, elementach biorozpoznania i ich immobilizacji
sprawily, ze sensory SPR s3a dobra alternatywa do opracowania nowych systeméw

w diagnostyce medycznej [30].
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Kolejna, wazng zaleta niektorych sensoréw SPR jest wachlarz substancji mozliwych
do oznaczenia iloSciowego. Z uwagi na ograniczenia dotyczace znacznych zmian wartosci
parametrow refraktometrycznych bedacych zrédtem sygnatu analitycznego, wigkszo$¢
oznaczen wykonywana jest dla molekut, ktorych masa czasteczkowa przekracza rzad kilku
kDa. Istnieje jednak pewien wyjatek, ktory pokazuje, ze przy dobraniu odpowiedniego
wysoce selektywnego ligand (receptora), istnieje szansa na ilo$ciowe 0znaczenie bardzo
matych czasteczek lub jonéw z unieruchomionymi biatkami, np. jon wapnia Ca%* za pomoca
specyficznej i selektywnej reakcji z biatkiem C-reaktywnym. Potaczenie tych obu zwigzkow
daje 10 krotnie silniejszy sygnal podczas oznaczenia za pomocg SPR, anizeli samodzielnie
istniejaca czasteczka biatka CRP [44]. Przyklad ten obrazuje jak szerokie spektrum
mozliwosci daje technika powierzchniowego rezonansu plazmonow.

SPR oprocz wykorzystania w typowych analizach medycznych znajduje
zastosowanie w technikach monitorowania kinetyki interakcji molekularnych w czasie
rzeczywistym. Nie ma koniecznosci stosowania bioczasteczek-znacznikow, ktére moga
zaburza¢ interakcje¢ molekularng. Ponadto promieniowanie optyczne nie uszkadza
biomolekut. Cechy te sprawiaja, ze obrazowanie SPR jest obiecujaca technologia dla chemii
bioanalitycznej, takiej jak bezznacznikowe badanie interakcji enzym-substrat, hybrydyzacja
DNA, wigzanie przeciwciato-antygen oraz interakcje biatko-DNA [45].

Niestety pewnym ograniczeniem dla funkcjonowania biosensorow jest dhugos¢
wygasania pola nadkrytycznego wynoszaca 300 — 400nm. Oznacza to, iz biosensor nie
bedzie méogt wykry¢ zmian fizykochemicznych zachodzacych w odleglosci przekraczajace;j
wartos¢ 400nm za$ najwyzsze sygnaly uzyskiwane bedg tuz przy powierzchni biosensora.
Pociaga to za sobg fakt, iz aby skonstruowac¢ wtasciwie dziatajacy biosensor, potrzebne jest
odpowiednie dobranie wszystkich sktadowych: ligand (receptor) — analit, tak aby zjawiska
fizykochemiczne zachodzace pomiedzy tymi sktadowymi zachodzily mozliwie najblizej
powierzchni biosensora. Oznacza to rdwniez, iz czasteczki, ktoérych dlugos¢ przekracza 400
nm, nie spowoduja zmiany wielkosci wspodtczynnika zalamania $wiatla wprost
proporcjonalnej do st¢zenia analitu. Oznaczenie ilosciowe w tym przypadku nie bgdzie
mozliwe.

Kolejng istotng bariera metody SPR jest ograniczona czuto$¢, gdy zmiany
wspotczynnika zatamania $wiatla w wyniku procesOw wigzania sg czgsto niewielkie,
co spowodowane jest najczgsciej wigzaniem materiatdow o matej masie czasteczkowej [45].
Ograniczenie to mozna pokona¢ przez dobor odpowiedniego liganda (receptora), ktory

spowoduje zwigkszenie intensywnos$ci sygnalu. Mozliwym rozwigzaniem w tym przypadku
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moze by¢ modyfikacja powierzchni za pomoca nanoczastek wzmacniajacych sygnat
analityczny, jednakze i to rozwigzanie niesie za sobg dodatkowa przeszkode w postaci

tworzenia niepozadanych wigzan niespecyficznych.
3.1.7. Kierunki rozwoju techniki SPR

Trendy 1 potrzeby rynkowe pokazuja, ze technika rezonansu plazmonow jest
nowoczesng alternatywa dla obecnie stosowanych metod oznaczen analitycznych,
np. ELISA. SPR podlega cigglym zmianom poprzez poszukiwanie nowych struktur
biosensordéw a tym samym poprawe parametrow takich jak czutos$¢, granica wykrywalnosci
czy nawet koszt analizy. Trendy $wiatowych producentow urzadzen SPR pokazuja,
1z gtdéwne kierunki rozwoju tej techniki to miniaturyzacja, szybko$¢ pomiaru, zmniejszenie
kosztow analizy, wigksza elastyczno$¢ oraz w ostatnich latach dbalos¢ o srodowisko
naturalne.

Pierwszym ze wspomnianych nurtow w rozwoju techniki SPR jest miniaturyzacja

czujnikdw. Pozwoli ona na konstruowanie urzadzen jeszcze bardziej funkcjonalnych oraz
przede wszystkim przenosnych i bardziej optacalnych [4, 47]. Producenci urzadzen SPR
np. firma Biacore skupia si¢ na implementacji kapilar do zastosowan w urzadzeniach SPR
wysokiej przepustowosci. Okazuje si¢, ze mozliwe jest wdrozenie kapilar w urzadzeniach
SPR, jednakze pozostaje kilka wyzwan, w tym osadzanie ztota w kapilarach i stosowna
optymalizacja czujnikow.
Wraz z rozwojem technologii, produkujacej urzadzenia typu ,lab-on-a-chip”,
te samodzielne, przenos$ne przyrzady umozliwig pomiary poza laboratorium, np. przy 16zku
pacjenta. Technologie biochipowe pozwolityby oferowa¢ unikalng kombinacje mozliwosci
wydajnosciowych i cech analitycznych, ktore nie sg dostepne w zadnym innym obecnie
wykorzystywanym systemie bioanalitycznym. Wraz z postgpem technologii mozliwa
bylaby produkcja urzadzen mikroprzeptywowych, czyli urzadzen typu lab-on-a-chip, ktore
bylyby niedrogimi, niezaleznymi, przeno$nymi przyrzadami, ktére umozliwiatyby pomiary
poza laboratorium, stanowigc ogromne udogodnienie dla pacjentow [39].

Inne trendy wskazuja na tworzenie sensordw oraz urzadzen SPR, w ktorych czutosé
odgrywa najwieksze znaczenie, dzigki czemu istniataby mozliwo$¢ oznaczenia molekut
0 malej masie czasteczkowej bez konieczno$ci znakowania duzymi czasteczkami biatek
0 masie przekraczajacej rzedy kDa. W literaturze widnieje wiele przyktadéw zastosowanie

nanomateriatow w zakresie regulacji natg¢zenia sygnatu. To ulepszenie moze doprowadzi¢
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technike SPR do wysokiego, ultraczulego poziomu [48]. Innym do$¢ obiecujacym
wymaganiem jest uzyskanie ultraczulych nanoczujnikow plazmonicznych do wykrywania
ekstremalnie niskich stezen bioczasteczek, istotnych dla biomarkeréw we wczesnym
stadium raka [27, 36].

Niezwykle waznym parametrem jest rowniez koszt pojedynczej analizy, tak aby byta
ona osiggalna dla wigkszosci pacjentow [49]. Obnizenie kosztow moze zosta¢ osiggnigte
poprzez zastosowanie tanszych surowcow, takich jak miedz i srebro, ktore okazujg si¢ by¢
tanszg alternatywa dla produkcji czujnikow 1 implementacji chipow jednorazowego uzytku
[50]. Jednakze ich stabilnos¢ i odporno$¢ na utlenianie jest mniejsza stad konieczno$¢
zabezpieczenia ich powierzchni dodatkowymi warstwami ochronnymi np. krzemionka lub

ztotem.

3.2. Charakterystyka sensoréw stosowanych w pomiarach technika SPR

Sensory, w sensie diagnostycznym, mozna ogdlnie sklasyfikowac jako ,,fatwe w uzyciu”
urzadzenia, ktore opracowano, w celu utatwienia wczesnej diagnozy 1 wspomagania leczenia
wielu chorob. Wczesna diagnostyka jest kluczem do skutecznego leczenia wielu chorob.
Biosensory wykorzystuja szczegdlne wiasciwosci materialdow biologicznych 1 fizycznych,
aby rozpozna¢ bioczasteczke i dokonac przetworzenia sygnatu analitycznego, ktory stanowi
podstawe oznaczenia w analizie 1loSciowej 1 jakosciowej. Gloéwnymi zaletami bioczujnikow
sg szybka reakcja oraz ich wysoka czulo§¢. Parametry te podlegaja cigglym zmianom
poprzez implementacj¢ coraz nowszych rozwigzan z zakresu nanotechnologii, mikro
przeptywu 1 automatyzacji. W niniejszym rozdziale scharakteryzowano czujniki poprzez
opisanie ich budowy, najczesciej stosowanych materiatow oraz ich wptywu

na funkcjonowanie biosensorow.

3.2.1. Definicja sensora

Biosensor mozna zdefiniowa¢ jako urzadzenie analityczne przeksztalcajace
odpowiedZ biologiczng na sygnat np. elektryczny lub inaczej jako urzadzenie, ktore
wykorzystuje  specyficzne reakcje biochemiczne na poziomie komoérkowym
za posrednictwem izolowanych enzymow, systemoé6w immunologicznych, tkanek, organelli
lub catych komoérek do wykrywania zwigzkéw chemicznych, zwykle za pomoca sygnatow

elektrycznych, termicznych lub optycznych [51]. Sygnaty te generowane sg przez zmiany
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wlasciwosci fizycznych powierzchni, do ktorej zakotwiczona jest czasteczka np. biatko
wigzace badany analit.

Kazdy sensor z punktu widzenia analizy musi by¢ specyficzny i wysoce selektywny
dla oznaczanego analitu, stad tez jego konstrukcja powinna by¢ stworzona tak, aby spetniata

wymogi czutosci, selektywnosci oraz specyfiki dziatania.

3.2.2. Konstrukcja sensora — struktura i uklad poszczegélnych warstw

Sensory SPR z uwagi na swoje szerokie zastosowanie w technikach stacjonarnych
badz przeptywowych mogg przybiera¢ rozne konstrukcje. Ich budowa uzalezniona jest nie
tylko od rodzaju wykrywanego zwiazku (analitu) ale tez w duzej mierze od rodzaju
zastosowanej techniki 1 uktadu pomiarowego. Chociaz konfiguracja optyczna przyrzadu
SPR jak i sposéb dawkowania probki sg wazne, czujnik jest postrzegany jako kluczowy
element calej platformy pomiarowej. Dlatego tez waznym jest postrzeganie sensora jako
gléwnego czynnika przy zastosowaniu detekcji SPR, gdyz to on wlasnie determinuje
parametry catej analizy: czulo$¢, precyzje oraz limity detekcji 1 oznaczalnosci.

Aby zrozumie¢, dlaczego sensor jest istotng czescig techniki SPR, nalezatoby
dokona¢ przegladu poszczegdlnych elementow budowy sensora przedstawionych
na rysunku 15. Sensor SPR ztozony jest z nastepujacych elementdw:

» chip (przetwornik) — struktura wielowarstwowa zbudowana na podtozu bazowym
wykonanym najczesciej ze szkla o wysokim wspdtczynniku zatamania $wiatla, oraz
powtok metalicznych i ochronnych dobranych odpowiednio do oznaczanego analitu.
Matryca ta stanowi podstawe kazdego uktadu niezaleznie czy jest to technika stacjonarna
czy przeplywowa, coraz czesciej ulepszona poprzez zastosowanie nanoczastek (LSPR)
poprawiajacych parametry refraktometryczne

> linker — kolejna warstwa majaca bezposredni kontakt z chipem, umozliwiajaca
zakotwiczenie biomolekuty, specyficznej dla danego analitu. Najczgséciej stosowanymi
linkerami sg tiole, tworzace samoorganizujgce si¢ monowarstwy SAM (ang. self-
assembled monolayers).

» ligand (zwany rowniez w terminologii chemicznej receptorem) — czasteczka
specyficzna dla oznaczanego analitu i tworzaca z nim trwate potaczenie, dzigki ktoremu
moze by¢ wylapana z roztworu i zakotwiczona na powierzchni biosensora. Dobdr tej
warstwy uzalezniony jest od oznaczanego zwiazku 1 w przypadku materiatu

biologicznego (np. biomarkera) moze wystgpowacé w postaci przeciwciala, inhibitora,
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enzymu, kwasu nukleinowego. Istotnym parametrem tej warstwy (szczegOlnie

w przypadku techniki przeptywowej) jest kinetyka reakcji wigzania, determinujaca

jako$¢ oznaczenia.

> Analit

sl A

> Ligand (receptor)

T

Linker

SissS 3
D }Chip

Rys. 15. Ogolny schemat struktury sensora SPR. Opracowanie wlasne.

3.2.2.1. Budowa podstawy sensora

Podstawg sensora SPR stanowi chip. W zaleznos$ci od zastosowanej techniki
pomiarowej, konstrukcja chipa moze si¢ nieco roznic, np. w technice przeptywowego SPR
chipy przybieraja posta¢ zamknigtego naczynia ptaskiego (rys. 12) lub wystepuja w formie
przewodu, ktorym przeptywa oznaczony analit. W przypadku statycznej techniki

klasycznego SPR, chip najczgsciej stanowi podtoze szklane o grubosci Imm, pokryte cienka
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warstwg metalu szlachetnego, np. ztota o grubosci 50 nm [27, 52]. Ogélng strukture

klasycznego chipa SPR przedstawiono na rysunku 16.

Grafen, Krzemionka, Folie polimerowe

Metale szlachetne (Au, Ag, Cu, Pt, Ir, Pd),
Glin

Warstwa wierzchnia
L : Metale (Cr, Ti, W) Tlenki metali (np. ZNO)

Warstwa indukujgca SPR

Szkto (BK 7, SF 6, ...)
Krzemionka, Ceramika, Tworzywa
sztuczne

Warstwa adhezyjna

Podtoze

Rys. 16. Schemat struktury chipa SPR. Opracowanie wiasne.

Rysunek 16 przedstawia ogolny zarys przekroju poprzecznego (struktury) chipa.
Wymienione warstwy stanowig tylko 1 wytgcznie punkt wyjscia do poprawnego zbudowania
chipa, co oznacza, ze niektore z nich mozna poming¢ lub uzy¢ wielokrotnie w postaci
dodatkowych warstw ewentualnie ich mieszanki w pojedynczej powloce. Materialy
te podzielono na 4 podstawowe grupy, ze wzgledu na ich wlasciwosci fizykochemiczne oraz
mozliwos¢ generowania powierzchniowego rezonansu plazmonow:
> podloze bazowe — grupe ta stanowig materiaty optyczne charakteryzujace si¢ duza
przezroczystoscia oraz wspolczynnikiem zalamania $wiatla. Najpowszechniej
stosowanymi materiatami sg szkta takiej jak BK7 lub SF6, SF10, jednakze coraz
czgsciej do budowy chipow wykorzystywane sa materialy syntetyczne
np. polimetakrylan metylu (PMMA) [53], gtownie ze wzgledu na ich niski koszt jak
1 duza elastycznos$¢.
» warstwa adhezyjna — jest to dodatkowa powtoka polepszajaca przyczepnos¢ metali,
o grubosci rzedu kilku nanometrow. Do grupy tej zalicza si¢ chrom [54, 55], tytan
[56, 57] oraz tlenki innych metali (np. ZnO) [58, 59].

39



» warstwa metaliczcna SPR - jest to wlasciwa powloka odpowiadajaca
za generowanie efektu SPR, wykonana z metali szlachetnych, gtoéwnie ztota [23, 60,
61], lub srebra [23, 27, 62] (czasami roéwniez miedzi i aluminium).

» warstwa wierzchnia — jest to cienki film uformowany na bazie r6znych materiatow
organicznych (grafen [40, 62], folie polimerowe np. folie polimeryzowane
plazmowo (PPF) [63, 64] czy tez karoboksydekstran [65] lub zwigzkow
nieorganicznych (krzemionka [21] siarczek cynku [66 — 68], azotek tytanu [4],
siarczek molibdenu [28] dostosowanych wiasciwosciami do potrzeb sensora SPR.
Materialy te powlekane sg jako ostatnia powloka w celu ochrony warstwy
metalicznej przed czynnikami zewnetrznymi, zwigkszenia jednorodnosci
w dystrybucji probki analitu na powierzchni sensora czy tez zwigkszenia jego

powierzchni aktywnej.

3.2.2.2. Technika prézniowego osadzania metali z fazy gazowej (PVD)

jako metoda aplikacji warstw chipa SPR

Istotnym elementem przy konstruowaniu sensora a w szczegolnosci chipa jest
aplikacja wczesniej wspomnianych warstw: adhezyjnej, metalicznej i wierzchniej na bazowe
podioze chipa oraz dobor whasciwych parametréw ich aplikacji. Metale jak i inne materiaty
biorgce udzial w budowaniu poszczegolnych warstw ze wzgledu na swojg jednorodng
strukture atomowa (lub czasteczkowg) naktadane sg na bazowe podtoze chipa w formie
naparowywanych folii o grubos$ci rzedu nanometrow, w odpowiednich warunkach ci$nienia
i temperatury. W literaturze [69] widnieje cata gama roznorodnych struktur chipow
wykonanych za pomocg techniki osadzania z fazy gazowej zwanej popularnie PVD
(ang. physical vapor deposition). Proces fizycznego osadzania z fazy gazowej (PVD)
wykorzystuje mechanizm rozpylania i odparowywania w celu ufatwienia transportu
materialu na powierzchni¢ podloza. Rysunek 17 przedstawia schematyczng ilustracje
techniki fizycznego osadzania z fazy gazowej. Energia potrzebna do odparowania/napylania
jest dostarczana za pomocg dziata elektronowego (zapalnika), a caly proces jest
przeprowadzany w prozni, aby uniknaé wszelkich zanieczyszczen [70].

Technika PVD stosowana jest do produkcji chipéw SPR ze wzgledu na swoje zalety:
odporno$¢ mechaniczng napylonych powlok oraz jednorodng struktur¢ krystaliczna
tworzonych w ten sposob cienkich filmow. Proces fizycznego osadzania z fazy gazowej

uzalezniony jest od warunkow temperatury, ci$nienia, wilgotnosci, czysto$ci otoczenia
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I podloza bazowego oraz czystosci chemicznej samych materialdow stosowanych
do napylania. Wielokrotnie wykazano, iz zmiany ktéregokolwiek z wymienionych
parametréw skutkujg zmiang jakos$ci naparowanej powtoki. Parametry takie jak temperatura
i ci$nienie warunkuja w gléwnej mierze szybko$¢ formowania pojedynczych warstewek

ztozonych z atomow lub czasteczek, a nawet determinujg porzadek zbudowanej sieci

r Osadzona czgsteczka
o ﬁ o

”~
Podtoze chipa

Iskra elektryczna \r ) hdparowana czasteczka

Zapalnik N&
Odprowadzenie Materiat powlekajacy
oparéw (préznia) _
ygie

Rys. 17. Schemat urzadzenia stosowanego do prozniowego napylania metali. Opracowanie

krystalicznej.

Komora —N

wlasne.

Kolejnym parametrem wplywajgcym na jako$¢ warstw jest czysto$¢ podloza jak
i otoczenia. Sterylno$¢ materialu bazowego ma ogromne znaczenie szczegodlnie ze wzgledu
na stworzenie odpowiedniej przyczepnosci pierwszej folii metalicznej. Przygotowanie
podioza bazowego wykonuje si¢ poprzez jego oczyszczenie w roztworach czyszczacych.
W przypadku podtoza szklanego istnieje wiele procedur czyszczenia poczawszy od etanolu
czy izopropanolu, po mieszaniny trawigce np. mieszanina wody utlenionej i kwasu
siarkowego (VI) (roztwor pirania). Czynnikiem koncowym poprawnego naparowania
cienkich folii jest kontrolowanie jakosci warstwy, obrazowanej za pomocg mikroskopii sit
atomowych (AFM), skaningowej mikroskopii elektronowej SEM (rys. 18) oraz grubosci

powloki mierzonej np. przy pomocy mikrowagi kwarcowej (QCM).
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(c)

Rys. 18. Obrazy wykonane technika skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM):
(a) warstwa bimetaliczna Ag—-Au w przekroju poprzecznym wykonane na probke lekko
pochylong: 1: przekréj podtoza szklanego, 2: przekr6j warstwy metalicznej Ag-Au, 3: widok
nachylona gorna powierzchnia Ag-Au; (b) morfologia powierzchni warstwy bimetalicznej

Ag-Au; (c) morfologia powierzchni pojedynczej warstwy metalicznej Au [62].

3.2.2.3. Zasady doboru materialéw przy konstruowaniu chipéw

Stan techniki opisany w literaturze [27, 52] przedstawia, iz najczesciej stosowanym
materiatem przy konstrukcji sensoréw SPR jest podtoze szklane o grubosci 1mm, pokryte
cienka warstewka metalu szlachetnego, ktory najczesciej stanowi ztoto o grubosci 50 nm.
Doboér tych wlasnie materiatdéw podyktowany jest wieloma czynnikami, wsrod ktorych
mozna wyr6zni¢: wlasciwosci plazmoniczne warstwy metalu (waska krzywa SPR — mata
warto$¢ FWHM, duza czuto$¢), odpowiedni wspdtczynnik zalamania podtoza szklanego,

a takze stabilno$¢ materiatéw (niezmiennos¢ ich whasciwosci w czasie) oraz koszt produkcji.
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> Material bazowy

Jak juz wcze$niej wspomniano, dobor materialdow przy konstruowaniu sensoréow
ukierunkowany jest glownie w celu uzyskania jak najlepszych wiasciwosci optycznych
uktadu SPR. Dodatkowo na wybor odpowiedniego surowca moze mie¢ wplyw rodzaj
zastosowanego urzadzenia pomiarowego SPR a co za tym idzie innymi wlasciwos$ciami
mechanicznymi, np. jego elastycznos$cia (gictkie kapilary przeptywowe) przezroczystoscia
oraz wysokim wspotczynnikiem zatamania. W przypadku wspomnianych uktadow
kapilarnych, najczesciej wybieranymi tworzywami bazowymi sg $wiattowody polimerowe
(POF) lub fotoniczne (PCF), charakteryzujace si¢ lekkoscia, niskim kosztem oraz przede
wszystkim duzag elastyczno$cia, dzigki ktorej moga by¢ zastosowane w urzadzeniach
przenos$nych, gdzie ich wielko$¢ 1 ci¢zar odgrywajg istotna role.

Najczesciej stosowanym podtozem do opracowania sensora jest szklo o symbolu
BK7, zwane inaczej szklem borokrzemianowym [25] charakteryzujace si¢ dobra
odpornoscig chemiczng, dobrg przejrzystoscia 1 przezroczystoscig. Parametrem
decydujacym o zastosowaniu szkla w technice SPR jest wspotczynnik zatamania $wiatta
przekraczajacy 1,52. Pozostale materialy stosowane w technice SPR scharakteryzowano
w tabeli 1.

Surowiec, z ktérego wykonane jest podtoze bazowe (podstawa chipa) dobierany jest
na podstawie wspotczynnika zatamania analitu, ktory oznaczany jest na sensorze.
Zastosowanie czujnikow SPR do monitorowania parametréw optycznych analitow
0 wysokim wspotczynniku zalamania $wiatta wymaga zastosowania specjalnych
I drozszych szkiet o wysokim wspotczynniku zatamania. Poza materiatem szklanym istnieja
tez tansze syntetyczne substytuty, np. szklo akrylowe, czyli polimetakrylan metylu
(PMMA), charakteryzujace si¢ odpowiednig czystoscig, przezroczystoscig, ktore stosowane

sg do produkcji czujnikow jednorazowego uzytku [53, 70].
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Tabela 1. Charakterystyka najczesciej stosowanych materiatdow optycznych [70].

Rodzaj materialu

Zakres
transmisji
[nm]

Wspélczynnik
zalamania ny
(A= 587,6 nm)

Charakterystyka

BK7, szkto

borokrzemianowe

380-2100

1,51680

Doskonaty material na soczewki
optyczne. Nie zalecane do zastosowan
wrazliwych na temperature

Szkto kwarcowe

175-2000

1,45846

Syntetyczne. Posiada wtasciwosci UV,
przepuszczalnosé i doskonaty niski
termiczny wspotczynnik
rozszerzalnosci cieplnej. Odporny na
zarysowania

SF6

390-2500

1,80518

Charakteryzuje si¢ dobrg transmisjg w
widzialnej i bliskiej podczerwieni.
Wysoki wspotczynnik zatamania czyni
go wyjatkowym w produkcji soczewek
1 pryzmatow.

SF10

390 - 2450

1,72828

Charakteryzuje si¢ dobrg transmisjg w
widzialnej i bliskiej podczerwieni.
Wysoki wspotczynnik zatamania czyni
go wyjatkowym w produkcji soczewek
1 pryzmatow.

SF11, flint

380-2350

1,78472

Charakteryzuje si¢ dobrg transmisjg w
widzialnej i bliskiej podczerwieni
zblizong do BK7. Jednak wyzszy
indeks i dyspersja czynig go
wyjatkowym w produkcji soczewek.

LaSFN9, flint

420-2300

1,85025

Wysoki wspotczynnik zatamania.
Wigksza moc obiektywu dla mniejsze;j

Krzywizny

BaK1, crown

380-2100

1,57250

Doskonaly material na soczewki
optyczne. Nie zalecane do zastosowan
wrazliwych na temperature

Szkto optyczne,
crown

380-2100

1,52288

Jako$¢ mniejsza od BK7

CaF>

170-7000

1,43385

Wrazliwe na skoki temperatur

Mng

150-7000

1,37774

Pozytywny krysztal dwojlomny,
odporny na szok termiczny i
mechaniczny

Szafir
krystaliczny
Al;O3

150-6000

1,7708

Wysoka twardo$¢ powierzchni, odporna
na zarysowania, chemicznie oboj¢tna
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> Warstwa metaliczna

Projektujac chip SPR, nalezy kierowa¢ si¢ odpowiednim doborem warstwy
metalicznej o réznym wspoétczynniku zatamania (RI) i réznej grubosci (najczesciej rzedu
nanometrow). Metale uzyte do konstrukcji sensorow SPR musza spetnia¢ podstawowy
warunek — muszg posiadac elektron z pasma przewodnictwa, ktory jest zdolny do rezonansu
ze S$wiattem o odpowiedniej czgstotliwosci, kacie padania i polaryzacji. Najczgsciej
stosowanymi metalami w sensorach SPR sg pierwiastki metali szlachetnych, takich jak ztoto
(Au), srebro (Ag), aluminium (Al) i miedz (Cu) [6, 23, 52, 66]. Wsrdd tych metali ztoto jest
najpowszechniej stosowane jako warstwa SPR, gdyz posiada zalety duzej stabilno$ci,
trwatos$ci 1 wyjatkowej biokompatybilnosci [55]. Chociaz pojedyncza warstwa Au zapewnia
stabilne dzialanie, chip czujnika oparty na bazie Au ma ograniczong czuto$¢, szczeg6lnie
przy wykrywaniu bioczasteczek o niskiej masie czasteczkowej lub Sladowym stezeniu.
Czutos¢ sensoréw SPR oparta o metale takie jak ztoto czy srebro uzalezniona jest w gtdéwnej
mierze od wlasciwo$ci wzmacniania pola zanikajgcego przez warstwe metaliczng (tabela 2)
lub inaczej mozliwo$ci rozprzestrzeniania fali powierzchniowej SPW na styku faz metal —
dielektryk. W poroéwnaniu ze zlotem, srebro lepiej wzmacnia pole zanikajgce.
Powierzchniowa fala SPW przechodzaca wzdluz w warstwy srebra jest mniej thumiona
I wykazuje lepsza lokalizacj¢ pola elektromagnetycznego niz SPW wykonana dla zlota,
co skutkuje ostrzejszg krzywa SPR (rys. 19). Zalezy ona w duzej mierze od rodzaju
zastosowanego metalu, dlatego tez porownujac wszystkie wymienione metale, srebro
wydaje si¢ by¢ lepszym wyborem do konstrukcji sensora niz ztoto. Oprocz tego srebro
stanowi tanszg alternatywe dla ztota. Niestety metal ten podobnie jak inne metale (miedz
i glin) fatwiej ulega utlenieniu pod wptywem powietrza lub ptynnych reagentow ze wzgledu
na jego wysokie powinowactwo do tlenu, co skutkuje konieczno$cig przykrywania warstwy
metalicznej dodatkowymi powleczeniami zabezpieczajacymi metal przed czynnikami

zewnetrznymi [25, 52].
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Tabela 2. Ogolna charakterystyka najczgéciej wykorzystywanych —pierwiastkow

wchodzacych w sktad warstwy metalicznej SPR [35].

Warstwa metaliczna przenoszaca
SPW Srebro (Ag) Z1oto (Au)
Dtugos¢ fali §wiatla [nm] A=630nm  A=850nm  A=630nm  A=850 nm
Dtugos¢ rozprzestrzeniania SPW [um] 19 57 3 24
Glebokos¢ wnikania w metal (nm) 24 23 29 25
Glebokos¢ wnikania w dielektryk(nm) 219 443 162 400
Natezenie pola w dielektryku (%) 90 95 85 9
1,0
0,9
0,8
0,7
8, Ag
e 0,6
S
Tz 7 Au
— e —
= o FWHM  FWHM i /
x * >

0,3
0,2
0,1

0,0
30,5 31,5 32,5 33,5 34,5 35,5 36,5 37,5 38,5

Kgt [°]

Rys. 19. Poréwnanie krzywych SPR dla zlota i srebra. FWHM — petna szeroko$¢ w potowie

wysokosci maksimum krzywej SPR. Opracowanie wilasne.

> Warstwa adhezyjna

Kolejnym istotnym parametrem w poprawnym konstruowaniu chipow jest dobor
odpowiedniej warstwy adhezyjnej, tak aby zapewni¢ wystarczajacg przyczepnos$¢ warstwy
metalicznej do podtoza bazowego. Staba przyczepnos$¢ jest zwykle powodowana obecnos$cia

dodatkowych atomow, tj. tlenu 1 wodoru ,,uwig¢zionych” podczas procesu osadzania metalu
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z fazy gazowej pomiedzy warstwg metaliczng a szktem. Jednym z niewielu pierwiastkow
nadajacych si¢ do wytworzenia warstwy adhezyjnej jest chrom (Cr) [54]. Pierwiastek ten
jest materiatem aktywnym tlenowo, prowadzacym do bardzo stabilnych centrow
zarodkowania na szkle lub utlenionym krzemie. Posiada rowniez wysoka twardo$é
I odpornos$¢ na korozje. Ta dodatkowa warstwa metalu stanowi nie tylko forme¢ polepszenia
przyczepnosci, ale tez zwicksza jednorodno$¢ warstwy napylanego metalu w tym przypadku
srebra. Prozniowe napylanie tego metalu na podtozu szklanym charakteryzuje si¢ czgsto
duza niejednorodnoscig, aglomeruje si¢ w postaci wysp [55]. Dlatego tez, aby wykorzysta¢
srebro do biodetekcji, wymagana jest warstwa adhezyjna zwigkszajaca przyczepnos$¢ srebra
do podtoza szklanego wraz z dodatkowa powltoka jako warstwa ochronng. Innymi
alternatywnymi substancjami dla chromu sg powszechnie stosowane takie jak tytan Ti oraz
azotek tytanu (TiN).

Pozostalymi parametrami branymi pod uwage przy wyborze surowcOw warstwy
adhezyjnej jest jak najmniejszy wplyw surowca na zmian¢ wtasciwosci filmu metalicznego
SPR (wysoka warto$¢ przenikalnosci elektrycznej lub dielektrycznej oraz niska

rezystywnos¢).

> Warstwa wierzchnia

W literaturze opisywane sg nie tylko zastosowania warstw adhezyjnych,
poprawiajacych przyczepnos¢ oraz jednorodno$¢ metalicznej warstwy SPR, ale
tez przyktady dodatkowych powtok zabezpieczajacych metale przed wptywem czynnikow
zewngetrznych [40, 62 — 65]. Opisywane powyzej srebro zdaje si¢ by¢ idealnym kandydatem
do zastosowania w konstrukcji sensora SPR, jednakze jego predyspozycje do latwego
utleniania sprawiajg, iz musi ono by¢ dodatkowo zabezpieczone takg powloka. Najczesciej
wymienianymi substancjami nadajacymi si¢ do takich zastosowan nalezg: tlenek cyny i indu
ITO (ang. indium tin oxide). Materiat ten nie tylko pomaga chroni¢ warstwe Ag przed
utlenianiem, ale tez zachowuje jej ostry sygnat optyczny. Cienkie warstwy ITO sa szeroko
stosowane jako przezroczyste powtoki elektrod w urzadzeniach elektronicznych ze wzgledu
na ich niskg rezystywnos$¢, silng absorpcje w zakresie nadfioletu, wysoka transmisje
w zakresie widzialnym oraz wysoki wspotczynnik odbicia w zakresie dalekiej podczerwieni
[37, 55]. Dlatego tez ITO cieszy si¢ duzym zainteresowaniem przy produkcji czujnikow
do urzadzen SPR.
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Innym materialem powszechnie stosowanym do powlekania chipéw jest krzemionka SiOo.
Material ten charakteryzuje si¢ przede wszystkim niska ceng, tatwa dostepnoscig oraz
szeroka gamg dobrze opracowanych procedur kotwiczenia biomolekut, opartych na chemii
wigzania siloksanowego. W szczegdlnosci wykazano, ze powlekanie podlozy ze zlota
warstwg krzemianowg o grubosci kilku nanometréow (3-5nm) utrzymuje czuto$¢ techniki
SPR [52]. Niestety chemia wigzan siloksanowych nie jest do konca dobrze kontrolowana.
Ponadto wigzania Si—O-Si sg podatne na hydroliz¢ w trudnych warunkach, a podwyzszone
temperatury sprzyjaja hydrolizie wigzan siloksanowych. Mozliwym rozwigzaniem w tym
przypadku moze by¢ powlekanie warstwy SPR powloka wegla amorficznego, ktora z kolei
wykazuje zwigkszong stabilnos¢ w pordwnaniu ze szklem w warunkach podwyzszonej
temperatury. Powierzchnie oparte na weglu sa kompatybilne z szeroka gama biomolekut
i umozliwiajg ich kowalencyjng immobilizacj¢ przy uzyciu chemii opartej na przytaczaniu
czasteczek zawierajacych alken do substratu weglowego. Co ciekawe, podtoza weglowe
zapewniaja stabilno$¢ chemiczng i zachowanie wilasciwosci optycznych cienkiej warstwy
SPR (np. zlota) 1 jej zdolnosci do podtrzymywania plazmondw powierzchniowych.
W zwiazku z tym wegiel amorficzny jest szczegdlnie atrakcyjny, gdyz moze by¢ osadzany
w temperaturze pokojowej za$ jego cienkie warstwy (0—20 nm) moga by¢ napylane
na warstwie metalicznej bez zmiany jej wlasciwosci optycznych. Dodatkowe modyfikacje
powierzchni wegla amorficznego mozna wykonaé poprzez zakonczenie powierzchni
wodorem za pomocg obrobki plazmowej 1 fotofunkcjonalizacji promieniowaniem UV

za pomoca 9-decen-1-olu, tak aby uzyskac¢ powierzchni¢ zakonczong grupg hydroksylowa.

> Modelowanie struktury chipa za pomoca FDTD

Poza powyzej zebranymi wskazéwkami doboru materiatow przy konstruowaniu
chipow jako sensorow SPR, wykorzystywane moze by¢ rowniez modelowanie
matematyczne, np. metodg roznic skonczonych FDTD (ang. finite-difference time-domain).
Jest to matematyczna symulacja, ktora w przypadku zjawiska SPR wykorzystuje rownania
Maxwella i Fresnella. Wykonywana za pomocg oprogramowania komputerowego opartego
na serii algorytmow (oprogramowanie Lumerical) [25, 55, 71], pozwala na bardzo doktadne
1 precyzyjne wyliczenie sktadu poszczegélnych warstw chipa, tj. grubosci podioza
bazowego 1 warstw metalicznych oraz dodatkowych powlok zabezpieczajacych.
Modelowanie FDTD symuluje rownanie Maxwella dla danego uktadu pomiarowego SPR.

Przyktady modelowania FDTD wymienione w literaturze [25, 54, 55] wykazuja, iZ réznica
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w warto$ciach parametrow konstrukcyjnych chipa, tj. grubosci warstw, wspotczynnikow
odbicia lub kata SPR wynosi od 0 do 5% wzgledem tych samych wielkosci otrzymanych
eksperymentalnie.

3.2.2.4. Wplyw konstrukeji chipa na funkcjonowanie sensorow

Wszystkie sktadowe chipa maja istotny wptyw na funkcjonowanie calego sensora.
Kazda z warstw, poczawszy od rodzaju zastosowanego podtoza bazowego, przez warstwy
adhezyjna, metaliczng 1 wierzchnig oraz ewentualne warstwy posrednie ma istotny wplyw
na ksztalt krzywej SPR sensora a co za tym idzie definiuje jego parametry refraktometryczne
takie jak czuto$¢ okreslana poprzez nachylenie spadku krzywej SPR, szeroko$¢ w potowie
wysokosci maksimum (FWHM) czy tez rozdzielczos¢ lub parametr jakosci pomiaru (FOM).
Ponizej przedstawiono krotka analize wpltywu skladowych najbardziej powszechnie
stosowanych 1 opisywanych w literaturze konstrukcji sensoréw SPR.

Stan techniki opisywany w literaturze przedstawia kilka typowych konstrukcji
sensorow SPR. Najbardziej popularng konstrukcja czujnikow jest chip wykonany ze szkta
BK7 o wspotczynniku zatamania $wiatta n=1,54 z odpowiednio napylonymi warstewkami
tytanu lub chromu: Ti (Inm) lub Cr (1nm) stanowigcymi warstwe adhezyjng oraz cienkim
metalicznym filmem zlota Au (50nm). Konstrukcja moze stanowi¢ pewnego rodzaju
standard 1 jest punktem wyjscia do opracowania 1 ulepszania struktur nowo
opracowywanych biosensorow, w celu polepszenia ich wspomnianych parametréw
refraktometrycznych.

Jedng z warstw, ktéra moze mie¢ istotny wpltyw na funkcjonowanie sensora jest powtoka
adhezyjna. W literaturze [25, 37, 58, 69, 73] opisywanych jest wiele przyktadow
ilustrujagcych badania prowadzone w kierunku ewaluacji wptywu sktadu tej powtloki
na dzialanie sensoréw. Jednym z przyktadow moze by¢ tlenek cynku stosowany jako
podktad dla warstwy generujacej efekt SPR. Zwigzek ten ze wzgledu na dobre
przewodnictwo elektryczne oraz silng adhezj¢ do zlota i srebra stanowi lepsza alternatywe
dla powszechnie aplikowanych pierwiastkéw chromu i tytanu. Te dwa metale posiadaja duza
warto$¢ czesci urojonej wspoOtczynnika zatamania przez co znaczaco wplywaja
na wlasciwosci rezonansowe calego sensora, poprzez znaczne zwigkszenie szerokosci
w potowie wysokosci maksimum (FWHM) i tym samym zmniejszenie amplitudy. Takie

zmiany widmowe wykresu SPR zmniejszajg czuto$¢ sensora oraz zawezaja zakres liniowy

krzywej.
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Kolejnym przyktadem opisywanym w literaturze [58] jest chip wykonany ze szkta
SF11 i pokryty cienka powltoka tlenku indu i cyny (ITO) (warstwa adhezyjna) oraz pokryty
dodatkowo srebrem o grubosci filmu 45 nm (warstwa metaliczna SPR). W badaniu tej
struktury skupiono si¢ na dobraniu odpowiedniej grubosci powloki ITO, tak aby czujnik
reprezentowatl najlepsze parametry czutosci (nachylenia) oraz szerokos$ci krzywej (FWHM).
W tym celu wykonano chipy réznigce si¢ gruboscig powtoki adhezyjnej od 35 do 60 nm.
Pomiary reflektancji chipéw przedstawione na rysunku 20 pokazuja, iz grubo$¢ warstwy
tlenku znacznie wptywa na parametry czujnika. Wraz ze wzrostem grubosci filmu ITO,
czulo$¢ sensora zmienia si¢ nieznacznie, podczas gdy krzywa SPR ulega poszerzeniu

(wigksza wartos¢) co skutkuje zmniejszeniem jakosci pomiaru (FOM).

1 q

S
= —— 35nmITO
= ——— 40 nm ITO
% 04 - ——— 45nmITO
= ——— 50 nm ITO
& ——— 55nmITO

0.2 - 60 nm ITO

0 T T T T 1
45 50 55 60 65 70

Kat padania [°]

Rys 20. Wykres przedstawiajacy krzywa SPR sensora SF11/ITO/Ag 45 dla réznych
grubos$ci powtoki adhezyjnej ITO. Wartosci grubosci potoki ITO przedstawiono na wykresie
[58].

Kolejnym przyktadem obrazujacym oddziatywnie sktadu warstwy adhezyjnej
na funkcjonalno$¢ sensora jest chip, ktorego konstrukcja oparta jest na szkle powleczonym
cienkim filem tytanu oraz srebra [72]. Badania prowadzono w kierunku sprawdzenia
wptywu chropowatosci powierzchni na dziatanie sensora a takze, aby potwierdzic,
czy posrednia warstwa tytanu moze wplywac¢ lub nawet polepsza¢ dziatanie czujnika jako
warstwa adhezyjna w bimetalicznym chipie. Wyniki pomiaréw refraktometrycznych oraz
zdjecia AFM wykazaty, iz warstwa tytanu pomaga generowac rezonans powierzchniowy,
jednakze powtoki tego pierwiastka o duzej grubosci a mianowicie 10-30 nm skutkuja
tworzeniem ziarnistych struktur, zwigkszaniem chropowatos$ci powierzchni chipa.

Nieréwnos$¢ powierzchni SPR ma duzy wptyw na dziatanie czujnika, zmieniajac rdzne jego
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wlasciwosci, takie jak impedancja, wspolczynnik odbicia a co za tym idzie zmiana kata

rezonansu (Bres), czulo$¢ oraz petna szerokos¢ przy potowie maksimum (FWHM).

Rys. 21. Obraz AFM chipéw powleczonych tytanem (a, b, c, d) i srebrem (e, f, g, h, 1).
Grubo$¢ warstwy tytanu wynosi odpowiednio: (a) 2 nm, (b) 5 nm (c) 10 nm (d) 30 nm,
grubos¢ warstwy srebra odpowiednio: (e) 20 nm (f) 30 nm (g) 40 nm (h) 50 nm (1) 60 nm
[72].

Ustalono réwniez, iz zoptymalizowana grubos$¢ warstwy srebra (wynoszaca 60nm)
wystarczajaco obniza chropowato$¢ powierzchni, tak aby finalnie wpltyw nieréwnosci
powtoki tytanu mogt by¢ pominigty. Identyczne wnioski wysunigto analizujgc inng strukture
chipa szklanego powleczonego warstwami chromu (powloka adhezyjna) i ztota [25].
Autorzy badan wysuneli wniosek potwierdzajacy fakt, iz grubos$¢, chropowato$¢ oraz
warto$¢ statej dielektrycznej (rodzaj materiatu) warstwy adhezyjnej determinuje parametry
sensoréw SPR. Oprocz powszechnie stosowanego tytanu jako podktadu wigzacego metale
szlachetne ze szktem, aplikowany jest takze chrom. Rowniez w tym przypadku, obecnos¢
tego pierwiastka w powtoce adhezyjnej sensora determinuje zmiany w ksztalcie krzywej
SPR oraz wplywa na warto$ci parametréOw refraktometrycznych. Najmiah i Gan [25]
wykazali, 1z wzbogacenie struktury chipa dodatkowa warstwa Cr polepsza przyczepnosc,
jednakze silnie modyfikuje ksztalt krzywej SPR. Z wykresu przedstawionego
na rysunku 22 wynika, iz chromowy podktad poszerza krzywa SPR (wigksza wartos¢
FWHM) przy jednoczesnym zwigkszeniu grubosci warstwy metalicznej, ktora stanowi ztoto
lub srebro. Wnioski te potwierdzono réwniez za pomoca matematycznego wyliczenia
parametrow refraktometrycznych przy zastosowaniu symulacji metoda réznic skonczonych
(FDTD), ktéorego wyniki przedstawiono w tabeli 3 i 4. Zmiany te podyktowane
sg prawdopodobnie stata dielektryczng chromu, ktéra wplywa na zmiang warto$ci

wspotczynnika odbicia, a tym samym ostabia rezonans plazmondéw powierzchniowych.
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Rys. 22. Wykresy przedstawiajace krzywe SPR dla chipéw zawierajacych czyste metale
(linia ciggta) oraz podktad chromu (linia przerywana): (a) chip ztoty, (b) chip srebrny [25].

Tabela 3. Parametry refraktometryczne chipa srebrnego oraz zawierajacego podktad
chromu. Grubos¢ warstwy chromu ustalono na 0,5nm. ARmin — rézZnica wartos$ci reflektancji
chipow Ag 1 Cr/Ag, ABres - roznica wartosci katow SPR chipéw Ag 1 Cr/Ag, FWHM

szerokos¢ w potowie maksimum [25].

Grubosé

o o
warstwy Ag ARnmin [a.U.] AORes [°] FWHM [] FWHM [°]
Ag Cr/Ag
[nm]
20 0,10721 0,00000 3,61660 4,21910
30 0,05063 0,00000 1,14330 1,04420
40 0,04869 0,01680 1,04080 0,87840
50 -0,14133 0,46130 0,70040 0,69390
60 -0,12231 0,46130 0,57450 0,97020

Tabela 4. Parametry refraktometryczne chipa zlotego oraz zawierajacego podktad chromu.
Grubos$¢ warstwy chromu ustalono na 0,5nm. ARmin — réznica wartosci reflektancji chipow
Au 1 Cr/Au, ABRes - r6znica wartosci katow SPR chipéw Au i Cr/Au, FWHM szerokos¢

W potowie maksimum [25].

Grubosé

War[sm Au ARnin [a.U.] AORes [°] FWXEA ] FVé/:I;;’IZ\/IuP]
20 0,1307 0,1351 16,8544 20,1057
30 0,0761 0,0000 4,5342 5,7944
40 0,0280 0,0000 1,8679 2,0980
50 0,0424 0,0000 1,3015 1,3446
60 -0,0571 0,0000 0,8967 1,1354
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Oprocz opisanych powyzej modyfikacji warstw adhezyjnych, réwnie istotny jest sktad

wlasciwej powtoki metalicznej generujacej rezonans

plazmonéw powierzchniowych. Uktad /:u .
poszczego6lnych warstw jak i ich grubos$¢ oraz sktad Ai tréjwarstwowy
chemiczny istotnie wplywa na funkcjonalnos¢

sensoréw. Wang i in. [27] zbadali konstrukcje 2; gwgwarstwowy
sensoréw, w sktad ktorych wchodzity naprzemiennie |T| -

zalozone warstwy metaliczne zlota i srebra (rys. 23) I jednowarstwowy

w celu znalezienia nowej struktury sensora Rys. 23. Schemat przedstawiajacy

charakteryzujgcego si¢ lepsza czuloscia oraz analizowane konstrukcje chipoéw

mniejszg  szerokoscia  FWHM,  wzgledem zawierajgce warstwy zlota i srebra

powszechnie stosowanego zlotego chipa szklanego. Oznaczenia koloréw: zielony —

Do badan zastosowano srebro glownie ze wzgledu warstwa chromu, niebieski —
szkto. [27].

na jego lepsze parametry refraktometryczne (nizsza
wartos¢ FWHM, wigksza czulo$¢ 1 strome
nachylenie krzywej SPR). W jednej z analizowanych konstrukcji wykorzystano dodatkowy
film ztoty jako podktad petiacy rolg bufora w celu polepszenia adhezji do chromu. Kazda
analizowang struktur¢ zabezpieczono dodatkowo od zewnatrz zlotem przez wzglad
na podatnos¢ srebra na utlenianie. Przy analizowaniu tak skonstruowanych chipow skupiono
si¢ nie tylko na parametrach refraktometrycznych, ale rowniez na ich stabilnosci,
szczegblnie w kwasnych roztworach wodnych analizujac powierzchni¢ chipéw za pomoca
mikroskopii sit atomowych (AFM). Z przeprowadzonych pomiaréw (rys. 24) jednoznacznie
wykazano, iz:

» krzywe SPR wykonane dla nowych struktur zawierajgcych srebro posiadaja mniejszg
szeroko$¢ FWHM oraz bardziej strome nachylenie w odniesieniu do ztota (rys 24 a).

» chip o strukturze szklo/Cr(5Snm) /Ag(42nm) /Au(13nm) wykazuje pojedyncze
uszkodzenia powierzchniowe — uwypuklenia, ktore tatwo odklejajg si¢ od powierzchni.
Gléwna przyczyna powstawania wybrzuszen w bimetalicznym chipie jest
niewystarczajaca przyczepnos¢ srebra do chromu. Czutos$¢ takiego ukladu (rys. 24b)
jest wigksza niz w przypadku klasycznego ztota, jednakze nie utrzymuje ona stalej
warto$ci w czasie, w kwasnym roztworze wodnym, gtoéwnie przez drobne uszkodzenia
powierzchni.

» chip o strukturze szklo/Cr(5nm) /Au(2nm) /Ag(42nm) /Au(13nm) nie zawiera

uszkodzen ani uwypuklen powierzchni. Charakteryzuje si¢ rowniez wicksza czutoscia
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(rys. 24b) wzgledem chipa bimetalicznego — szkto/Cr(5nm) /Ag(42nm) /Au(13nm)

a takze poréwnywalng stabilnoscig do czystego ztota.
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Rys. 24. Wykresy przedstawiajgce charakterystyke chipow jedno-, dwu- oraz
trojwarstwowych. (a) krzywa SPR wykonana dla wszystkich trzech uktadow, (b) wykres
przedstawiajacy czutos¢ w funkcji czasu (stabilnos¢) [27].

Do podobnych wnioskow doszedt Cheng i in. [49] oraz Xia [23], stwierdzajac,
1z ekonomiczna przewaga srebra nad ztotem w potaczeniu ze zwigkszong czutoscig oraz
stabilno$cig sprawia, ze nowa struktura jest dobrg alternatywa dla jednowarstwowych,
klasycznych czujnikow SPR.

Oprécz Wanga 1 Changa, badania nad wplywem warstwy metalicznej srebra
na funkcjonowanie sensoréw prowadzili rowniez Gan 1 in [55]. Ich celem bylo
przeanalizowanie wplywu struktury chipéw o nastepujgcych konstrukcjach: Cr(0,5nm)
/Ag(30nm) i Cr(0,5nm) /Ag(30nm) /ITO (10nm) w detekcji zmian wspotczynnika zatamania
etanolu. Dzialanie obu sensoréw zostato doktadnie przebadane pod katem wptywu réznych
grubo$ci  warstwy srebra oraz obecnosci dodatkowej warstwy zewngetrznej
na funkcjonowanie sensora. Z wykresu przedstawionego na rysunku 25 a wynika,
1z najbardziej optymalna grubo$¢ warstwy srebra, przy ktorej czujnik posiada najmniejsza

szeroko$¢ FWHM oraz najwigksza czuto$¢, wynosi 30 nm.
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Rys 25. Wykresy krzywych SPR dla sensoréw: (a) Cr/Ag o zmiennej grubo$ci warstwy
srebra w zakresie od 20 — 60 nm, (b) Cr/Ag/ITO o zmiennej grubosci warstwy ITO
w zakresie od 0 do 15 nm [55].

Kolejnym krokiem byto wykreslenie krzywej SPR dla sensora zawierajacego
optymalng ilo$¢ srebra (30 nm) oraz zmienng grubos$¢ tlenku cyny i indu (ITO),
spetniajgcego funkcje ochronna, zapobiegajaca utlenianiu srebra. Analiza wynikow (rys.
25b) wykazala nieznaczne poszerzenie krzywej SPR (wigksza wartos¢ FWHM) oraz
przesuniecie kata SPR, co ma szczegdlne znaczenie przy badaniach prowadzonych za
pomoca techniki SPRi. Zmiana ta podyktowana jest gtownie wysokim wspotczynnikiem
odbicia ITO.

Tlenek cyny i indu jest jednym z wielu zwigzkow stosowanych w zewngtrznych
powtokach chipéw wykorzystywanych w technice pomiarowej SPR, gtownie ze wzgledu
na dobre przewodnictwo 1 duzg przezroczystos¢. W literaturze rownie czegsto opisywany jest
siarczek molibdenu [28] lub grafen [47]. MoS; analizowano pod katem mozliwosci ochrony
warstwy srebra, ktora tatwo ulega utlenieniu tworzac na powierzchni nieprzezroczysty
tlenek Ag20, ktory blokuje generowanie efektu rezonansowego. Dodatkowym atutem
siarczku molibdenu miato by¢ polepszenie trwalo$ci powtoki metalicznej, co ma szczegdlne

znaczenie w kontakcie z kwasnymi roztworami wodnymi.
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Rys 26. Wykresy krzywych SPR dla chipow: (a) srebrnego w funkcji czasu, (b) Ag/MoS>
w funkcji czasu [25].

Analizy krzywych SPR (rys. 26) wykazaly, iz siarczek molibdenu mocno stabilizuje
warstwe srebra 1 krzywa SPR takiego uktadu (rys. 26 b) po uptywie 72 godzin nie ulega
zmianom (chip jest stabilny). Niestety wprowadzenie warstwy MoS, w takim ukladzie
prowadzi do pogorszenia wilasciwosci plazmonicznych sensora. Ksztalt krzywej SPR
obrazujacy zalezno$¢ pomiedzy katem padania $wiatla a reflektancja jest delikatnie
zmieniony, dajac szerszy i1 mniej ostry pik, tym samym zmniejszajac czuto$¢ techniki
pomiarowe;j.

Srebro pomimo bardzo dobrych witasciwosci plazmonicznych, pozostaje jednak
nadal metalem, ktéry wymaga specjalnego odizolowania od czynnikow zewnetrznych,
powodujacych jego utlenianie. Ochrone¢ warstwy Ag zapewni¢ moze roéwniez cienka
warstwa grafenu, ktérego tancuchy zdolne sg do blokowania wszelkich mozliwych
czasteczek 1 przede wszystkim tlenu. Grafen wybrany jest przede wszystkim ze wzgledu na
wlasciwosci rozpoznawania biomolekularnego ze wzgledu na tworzenie wigzan
7 Z bioczasteczkami opartymi na weglu. Znane sg przyklady z literatury [47], ktore obrazuja
zastosowanie grafenu w celu zwigkszenia tzw. biozgodnosci sensoroOw, poprzez stosowanie
powleczen np. w postaci cienkich warstw grafenu. Z opracowanych badan (rys. 27) wynika,
iz chipy powlekane cienkim filmem grafenu nabywaja cech biozgodnosci, przy
jednoczesnym pogorszeniu parametrow refraktometrycznych (szersza krzywa SPR,

mniejsza czulo$é).
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Rys. 27. Krzywe SPR chipa powleczonego grafenem. Ilo§¢ warstw przedstawiono
na wykresie [47].

Z przedstawionych krzywych SPR wynika, iz kazda dodatkowa warstwa grafenu
zmniejsza intensywno$¢ z jednoczesnym poszerzeniem krzywe;.

Przytoczone powyzej przyktady ilustrujg mozliwo$¢ sterowania parametrami
refraktometrycznymi sensoré6w SPR poprzez zmiang ich konstrukcji, dobér odpowiednich
materiatlow warstw adhezyjnej, metalicznej lub wierzchniej. Kazdy sensor stosowany
W technice SPR nie moze by¢ konstruowany tylko 1 wylacznie w oparciu o wlasciwosci
fizyczne danego materiatu. Istotng role w kazdym przypadku odgrywa tez caly uktad

analityczny — sensor wraz z oznaczanym analitem.

3.2.2.5. Zastosowanie samoorganizujacych monowarstw

w konstruowaniu sensorow

Technika powierzchniowego rezonansu plazmonow stosowana jest czesto jako
metoda diagnostyczna do badania substancji pochodzenia biologicznego (markery chordb,
kwasy nukleinowe, biatka). Badanie takich ukladéw biologicznych wymaga
unieruchomienia biomolekul na powierzchni metalowej lub potprzewodnikowej warstwy,
na ktorej generowane jest zjawisko SPR. Aby osiggna¢ zakotwiczenie analizowanej
czasteczki stosowane s3 rozne formy modyfikacji powierzchni metalu, np. zastosowanie
odpowiedniego linkera. To wtasnie on stanowi pierwsza warstwg, do ktorej przytwierdzony
zostaje ligand (receptor) wytapujacy analit z roztworu. Zwigzanie analizowanej molekuty

zapobiega przede wszystkim zmianom strukturalnym czasteczek zaadsorbowanych
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na powierzchni statej, ktoére moga skutkowaé utratag aktywnosci biologicznej lub
modyfikacjg wlasciwosci termodynamicznych catego uktadu pomiarowego [21].

Do najczgéciej stosowanych linkerow w technice SPR, wykorzystywanej
w diagnostyce substancji pochodzenia biologicznego zalicza si¢ alkanotiole (R—SH)
np. 1-merkaptododekan (SH(CH.)1sCH3) [73] lub oktandekanotiol SH (CH.)17CHs [74],
aminotiole (NH>—R-SH) np. cysteamina SH(CH2)>NH> [62, 75 — 78] oraz inne pochodne
zawierajace siarke. Zwiazki te zaadsorbowane na powierzchni metalu (najczesciej ztota,
srebra lub miedzi) posiadaja tendencje¢ do specyficznej adsorpcji w  postaci
samoporzadkujacych si¢ monowarstw, zwanych popularnic SAM (ang. self-assembled
monolayers). Obliczono, iz w tak upakowanej monowarstwie znajduja sie 4 x 101

czasteczek alkanotiolu/cm?

. Liczba ta odpowiada wigzaniu alkanotiolu z praktycznie
kazdym atomem zlota na powierzchni [40]. SAM posiadaja tzw. grupy koncowe, ktore
mozna wykorzysta¢ do dalszych modyfikacji powierzchni sensora, za pomoca
zakotwiczenia liganda (przeciwciata, inhibitora lub enzymu).

Rozwazajac tworzenie 1 organizacje SAM opartych na tiolach, konieczne jest
podzielenie struktury czasteczki adsorbatu na trzy czesci (rys. 28). Pierwsza czg$¢ sktada si¢
z ugrupowania tiolowego (—SH) i jest okreslana mianem grupy funkcyjnej. Chemisorpcja tej
grupy do podloza jest najwazniejszym procesem w tworzeniu monowarstwy. Kolejng
czescig czasteczki tworzace] SAM jest fancuch alkilowy. Oddziatywania Van der Waalsa
miedzy tancuchami, cho¢ energetycznie stabsze niz chemisorpcja, stanowig istotng site
napedowa dla samoorganizacji warstwy. Trzecig cze$¢ molekuty stanowig grupy wigzace
kolejne warstwy (np. ligand) zwane rowniez grupg koncowg. W SAM opartych
na alkanotiolu grupy te s3a ugrupowaniami metylowymi. Zdarza si¢ jednak, iz grupe
koncowa moga stanowi¢ inne podstawniki np. grupa aminowa, ktora funkcjonuje jako
miejsce zakotwiczenia kolejnej warstwy biosensora, np. liganda (receptora) potaczonego

Z tiolem za pomoca wigzania kowalencyjnego.
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Rys. 28. Graficzne przedstawienie czasteczki aminotiolu na powierzchni zlota, zawierajaca

grupe funkcyjna, tancuch alkilowy i grupe wiazaca ligand (receptor). Opracowanie wlasne.

Mocowanie samoorganizujgcej si¢ monowarstwy w sensorach z warstwa metaliczng
SPR (ztota, srebra, miedzi) opiera si¢ na silnej adsorpcji zwigzkoéw zawierajacych siarke.
Poczatkowa sita napedowa budowania monowarstwy jest powinowactwo chemiczne
pomi¢dzy adsorbatami a podlozem. Przyklady par adsorbat—substrat powszechnie
stosowanych do generowania SAM obejmuja:
» kwasy karboksylowe na aluminium lub srebrze,
alkohole, aminy i izonitryle na platynie,
pochodne alkilosilanowe na hydroksylowanej powierzchni,

sulfidy dialkilowe i disulfidy dialkilowe na ztocie,

YV V V V

alkanotiole na metalach takich jak ztoto, srebro i miedz oraz zwigzkach niemetali

tj. fosforek indu (InP), tlenek indu i cyny (ITO).

Alkanotiole posiadajace atom siarki tworza wysoce uporzadkowane monowarstwy,
w ktorych atomy donora — siarki silnie uporzadkowuja si¢ na metalicznym podtozu ztotym,
za$ sity Van der Waalsa wystepujace pomiedzy grupami metylenowymi orientuja
i stabilizuja monowarstwe. Liczba grup metylenowych reguluje uporzadkowanie
czasteczek, dzigki czemu tancuchy o dtugosci powyzej 10 grup metylenowych lacza si¢
W sposob krystaliczny 1 $cisle upakowany, za$ tancuchy krotsze uktadajg si¢ w mniej
uporzadkowana strukture [30, 73, 80]. Srednia grubo$¢ utworzonych w ten sposob warstw

nie przekracza 2 nm, co odpowiada warunkom powstawania zjawiska SPR [30].
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Ogromne znaczenie ma proces budowania monowarstwy. Uzalezniony jest on nie
tylko od rodzaju molekut tworzacych SAM ale tez od rodzaju podtoza (zloto, srebro, miedz).
We wspomnianych uktadach metalicznych budowanie warstwy SAM konkuruje
Z tworzeniem warstwy tlenkowej lub adsorpcja drobnych zanieczyszczen. W zwiazku z tym,
iz zloto jest wzglgdnie obojetne i nie tworzy stabilnego tlenku w warunkach otoczenia
W latwy sposob wigze si¢ z tiolem prawdopodobnie poprzez utleniajagce dziatanie tiolu na
ztoto, a nastgpnie utrate wodoru w postaci wodoru Hz lub wody H>O. W przeciwienstwie do
ztota inne metale tj. srebro Ag ulegaja fatwemu utlenieniu. Oznacza to iz cienkie folie
srebrowe zawierajg cienka warstwe tlenku przed wystawieniem na dziatanie roztworu
alkanotioli i1 to wtasnie ta utleniona powierzchnia reaguje z tiolami. Powstala w ten sposob
monowarstwa SAM na srebrze nie zawiera (lub zawieraja bardzo matle ilosci) tlenku srebra.
Tlenek ten usuwany jest podczas wtasciwego procesu tworzenia SAM na przyktad poprzez
redukcje albo wypieranie przez tiole. Prawdopodobnie to roézne sktady chemiczne
wystepujace na powierzchniach metal/tlenek metalu, odpowiedzialne s3 za koncowa
strukture SAM.

Opisujac laboratoryjng procedurg¢ tworzenia monowarstw nalezy wspomniec,
1Z najczegscie] stosowanym rozpuszczalnikiem przy tworzeniu SAM jest etanol, ze wzgledu
na dobrg rozpuszczalno$¢ wigkszosci tioli. Standardowa procedura budowania
samoorganizujgcej monowarstwy tego zwigzku obejmuje zanurzenie chipa powleczonego
cienkg warstwg metalu do alkoholowego roztworu tiolu na czas 24 godzin, tak aby
umozliwi¢ utworzenie stabilnej monowarstwy. Kolejnym krokiem jest wyjecie chipa
Z roztworu, wielokrotne optlukanie rozpuszczalnikiem (w tym przypadku etanolem) celem
usuni¢cia mozliwych zanieczyszczen lub zaadsorbowanych dodatkowych czasteczek tiolu
a nastgpnie osuszenie w strumieniu ultra czystego gazu oboje¢tnego (zwykle azotu lub
argonu). Tak przygotowane podtoze moze by¢ przechowywane do czasu ponownego uzycia,

w niektorych przypadkach nawet do 3 miesiecy [49].
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Rys. 29. Wizualizacja rozmieszczenia czasteczek samoorganizujacej si¢ warstwy aminotiolu
SAM: (a) w roztworze, (b) na powierzchni metalu. a — kat nachylenia monowarstwy

wzgledem osi prostopadiej do powierzchni metalu. Opracowanie wilasne.

Podsumowujac, samoorganizujace monowarstwy SAM wytwarzane sg w dos¢ latwy
sposoOb (najczesciej z roztworu). Monowarstwy charakteryzujg si¢ gestym upakowaniem i sg
precyzyjnie zorientowane. Ich grubos¢ 1 wlasciwosci powierzchni mozna tatwo dostosowac
przy uzyciu standardowych organicznych metod syntetycznych. Chociaz do wytwarzania
SAM na bazie alkanotiolu stosowano roézne substraty (ztoto, srebro, miedz, platyne),
to witasnie ztoto przykuwa szczegdlng uwage ze wzgledu na jego oboj¢tno$¢ chemiczna,
ktora pozwala na powtarzalne, dobrze uformowane SAM. W rezultacie SAM alkanotioli
na ztocie sg najdoktadniej przebadanym uktadem monowarstwowym i staty si¢ standardem,

wedhug ktorego porownywane sg inne monowarstwy organiczne.

3.2.2.6. Proces immobilizacji biomolekul w sensorach SPR

Kolejnym réwnie istotnym etapem konstruowania poprawnie funkcjonujacego
sensora SPR, poza zastosowaniem linkera w postaci samoorganizujacych si¢ monowarstw,
jest wlasciwy dobor sposobu zakotwiczenia — unieruchomienia oznaczanej bioczasteczki.
Unieruchomienie zwane rowniez immobilizacja, stanowi kluczowy parametr poprawnie
przeprowadzonego oznaczenia zwigzku, gdyz to wlasnie on wplywa na kinetyke reakcji
wigzania bioczasteczki a co za tym idzie przebiegu calego oznaczenia.

Wsrod najbardziej znanych metod immobilizacji (rys. 30) wyrdznia si¢ procedure
wigzania kowalencyjnego (a), unieruchomienia za pomoca putapkowania na porowatej
matrycy, polegajacej na enkapsulacji wychwytywanej bioczasteczki (b) oraz uwigzienia

biomolekuty w potprzepuszczalnej membranie (c).
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Rys. 30. Schematyczne przedstawienie metod immobilizacji liganda (biomolekuty):
(a) wigzanie kowalencyjne, (b) wychwytywania, (c) uwigzienia w polprzepuszczalnej

membranie [39].

Aby ustali¢ jaki spos6b immobilizacji bedzie najbardziej odpowiedni, nalezy okresli¢
jaki rodzaj liganda (receptora) powinien zwigza¢ si¢ z powierzchnig sensora (biatko, cukier,
DNA) oraz co bedzie stanowito analit, ktoéry zostanie finalnie oznaczany. Istotne jest
rowniez cel badania, czy bedzie to oznaczenie ilosciowe, jakosciowe lub werytikowana
bedzie kinetyka rekcji. Powyzsze dane sg istotne, gtownie pod katem odpowiedniego doboru
sktadnikow uktadu: linker — ligand — analit. Wszystkie wymienione sktadniki powinny by¢
dopasowane do siebie nie tylko pod katem mozliwosci potaczenia odpowiednich grup
funkcyjnych, ale przede wszystkim ze wzgledu na geometri¢ przestrzenng catego uktadu,
glownie ze wzgledu na wielko$¢ czastek stosowanych ligandow (receptorow) (od kilku do
kilkudziesi¢ciu kDa). Istotne jest rowniez zachowanie aktywnosci biologicznej liganda
(receptora) po jego unieruchomieniu a takze branie pod uwage informacji o jego pH i
mozliwych grupach uczestniczgcych W wigzaniu czgsteczek analitu.

Najczesciej spotykang w literaturze [81-84] procedurg immobilizacji jest metoda
wigzania kowalencyjnego. W przypadku zastosowania tej metody powierzchnia sensora
pokryta wstepnie linkerem, zawierajaca grupe koncowa (np. grupa aminowa —NH:
w aminotiolu), traktowana jest jako grupa reaktywna, z ktorag moze wigza¢ si¢ ligand
(receptor). Stosowany zazwyczaj ligand (receptor) to duza czgsteczka biatka (enzym,
przeciwcialo, inhibitor), ktoéra funkcjonuje jak katalizator w reakcjach chemicznych,
jednakze na koniec reakcji pozostaje niezmieniona. Ligand (receptor) w reakcji z linkerem
tworzy zlozony uktad czasteczek, ktory finalnie wylapuje molekuty analitu, tworzac tym
samym zmiany na powierzchni biosensora i generujac sygnat analityczny.

Niezbednym warunkiem utworzenia wigzania kowalencyjnego pomi¢dzy linkerem

a ligandem (receptorem) jest odpowiednie ukierunkowanie reakcji taczenia grup
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karboksylowej (—COOH) oraz aminowej (—NH2) tak aby powstalo wigzanie peptydowe.
Najczesciej stosowanym sposobem aktywacji wigzan jest procedura EDC/NHS,

przedstawiona na rysunku 31.

- o o
cH$' /7 EDC Q |N 0
Ayt NHS
HiC” o] NH /@
k NH
CH, zwiqzek zaw.
Ny o-karboimid amino- aktywna gr. aminowgq* potgczenie
Can (nietrwata forma estrowa NHS NH2 linker — ligand (receptor)
i forma przejsciowa) (trwata forma (trwata forma z
3 przejsciowa) wigzaniem peptydowym)

Rys. 31. Schemat obrazujacy reakcje aktywacji grup funkcyjnych uczestniczacych
W tworzeniu wigzania peptydowego. 1, 2 — reszta peptydowa lub * aminotiol obecny na
powierzchni sensora, w postaci linkera zawierajacy grupe aminowg —NH». Opracowanie

wlasne.

Reakcja ta moze zachodzi¢ na kilka réznych sposobow, wieloetapowo [30]. Punktem
wyijscia jest modyfikacja grupy karboksylowej potencjalnego liganda (receptora) za pomoca
reagentu karbodimidowego. Niektore karbodiimidy, np. DCC (dicykloheksylokarbodiimid),
sq zazwyczaj stosowane w syntezie organicznej, jednak w przypadku reakcji w roztworach
wodnych  pierwszenstwo maja takie alternatywy, jak EDC  (1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropylo)karbodiimid) [85]. Gléwng funkcja odczynnika karbodiimidowego
jest stworzenie reaktywnego zwigzku przejsciowego z grupa karboksylowa, ktory poddaje
si¢ syntezie z odpowiednim nukleofilem. Reakcje tworzenia wigzania kowalencyjnego
przeprowadza si¢ zwykle w dwoch etapach: wstepna aktywacja, po ktorej nastepuje kolejna
reakcja, w celu uniknigcia spontanicznego wigzania pomi¢dzy unieruchomiong czasteczkg
i karbodiimidem. W roztworach wodnych aktywnos$¢ zwigzku przejsciowego jest na tyle
wysoka, ze hydroliza natychmiast moze przeksztatca¢ go ponownie w kwas karboksylowy,
jezeli nie zostanie wychwycony przez inny rywalizujacy nukleofil. Potencjalny efekt
uboczny mozna catkowicie przezwycigzy¢ stosujac mieszaning EDC i reaktywnego zwigzku
zawierajgcego grupe hydroksylowa, tworzac tym samym trwata, aktywna pochodng estrowa.
Taka forma przejsciowa jest stabilna nawet przez kilka godzin. Najbardziej odpowiednim
odczynnikiem w celu stworzenia trwalej formy estrowej jest 1-hydroksypirolidyno-2,5-dion

(NHS), ktoéry jest zazwyczaj preferowany, glownie ze wzglegdu na swoja dobra
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rozpuszczalno$s¢ w wodzie i stosunkowo niska toksyczno$¢. Jest on mieszany jest z EDC
przy odpowiednim pH, tak aby zablokowaé¢ poboczne grupy funkcyjne, ktore potencjalnie
moga stwarza¢ ryzyko tworzenia niepotrzebnych wigzan peptydowych. Opisywana
procedura aktywacji wykonywana jest zazwyczaj w warunkach o lekko zasadowym pH,
np. w buforze weglanowym o pH okoto 8,5, w ktorym tworzone jest stabilne i trwate
wigzanie peptydowe.

Poza metoda tworzenia wigzan kowalencyjnych istnieje jeszcze kilka innych
sposobow unieruchomienia biomolekut na powierzchni sensora, wsrdéd ktérych mozna
wyrozni¢ umieszczenie czasteczki w polprzepuszczalnej btonie lipidowej [86]. Procedura
ta przeprowadzana jest przy pomocy zawiesiny komorek lub roztworu enzymu
ograniczonych membrang przepuszczajaca (btong lipidowg). W literaturze opisywane
sg przyktadowo tworzone dwuwarstwy lipidowe [30]. Fosfolipidy zmodyfikowane w grupie
czotowej hydrofilowym linkerem na bazie tiolu, zostaly zastosowane do zakotwiczenia
lipidowych dwuwarstw na powierzchni ztota (rys. 30 ¢). Ztota powierzchnia z hydrofilowym
polimerem zostata rowniez zmodyfikowana grupami hydrofobowymi, z ktérymi wigzg si¢
struktury liposomoéw. Czgsto spotykang matrycg immobilizujgcg biomolekuly jest metoda
oparta na bazie karboksydekstranu modyfikowanego tancuchami alkilowymi, ktora jest
wygodnym wsparciem dla immobilizacji lipidow [26].

W literaturze mozna znalez¢ wiele innych metod immobilizacji takich jak uwiezienie
ligandow (receptorow) biologicznych w matrycy polimerowej, np. poliakrylonitrylu, zel
agarowy lub alkohol poliwinylowy [87]. Znane sg rowniez zastosowania zmodyfikowanej
enzymatycznie pasty weglowej lub grafitowej zywicy epoksydowej [88], gdzie ligandy
(receptory) sg unieruchamiane samodzielnie lub zmieszane z innymi biatkami, takimi jak
albumina surowicy bydlecej (BSA), bezposrednio na powierzchni przetwornika lub na
pokrywajacej ja membranie polimerowej. Poza tym unieruchomienie biomolekulty moze
mie¢ miejsce na foliach polimeryzowanych plazmowo (PPF), ktore sa z powodzeniem

stosowane do immobilizacji biomolekut i funkcjonalizacji wielu rodzajow czujnikdéw

[63, 64].
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3.2.2.7. Wykorzystanie nanotechnologii do poprawy charakterystyki

SEensorow

Nanotechnologia to nauka, inzynieria 1 technologia majaca zastosowanie
W nanoskali, czyli zakresie rzedu nanometrow. Zwana jest rdwniez czesto nanonauka
badajaca bardzo mate czastki 1 wykorzystywane we wszystkich innych dziedzinach nauki,
takich jak chemia, biologia, fizyka, materiatloznawstwo i inzynieria. W przypadku SPR
mamy do czynienia z wieloma roznymi typami materialow lub technologii ich aplikacji,
ktore ze wzgledu na skale wielkosci zaliczane sg do grupy nanomateriatéw lub ogolniej
do nanotechnologii. Sg to mi.in. nanoczastki, kropki kwantowe czy tez sensory drukowane
w nanoskali.

Jak juz wspomniano w poprzednich rozdziatach, technika SPR a w szczego6lnosci jej
zlokalizowana odmiana LSPR bazuje gléwnie na zastosowaniu nanoczastek metali
szlachetnych takich jak =zloto czy srebro w celu poprawienia parametrow
refraktometrycznych sensorow jak i zwigkszenia sity sygnalu SPR a co za tym idzie
polepszenia czuto$ci techniki pomiarowej, co stanowi ich gltoéwng zalete. Nanoczastki
stosowane w technice LSPR s3 swoistego rodzaju rozwigzaniem polegajacym na
wprowadzeniu dodatkowego wzmacniacza sygnatu analitycznego. Padajaca fala Swietlna
zostaje uwieziona w przewodzacych nanoczastkach o wymiarach mniejszych niz dlugos¢
fali $wiatla [31, 46]. Podczas gdy SP rozprzestrzeniajg si¢ wzdluz ciagglych powierzchni
metalu, LSP sg zlokalizowane wokot powierzchni nanoczastek. Wprowadzone nanoczastki
metali (Ag, Au), zakotwiczone na powierzchni biosensora wzmacniajg efekt rezonansu,
poprzez generowanie dodatkowego miejscowego efektu SPR na swojej powierzchni.
Wytworzenie lokalnego rezonansu przyczynia si¢ do wygenerowania tzw. dodatkowego
efektu wzmocnienia co przektada sie na polepszenie sygnatu analitycznego [36].

Znane sg rowniez inne nanoczastki plazmonowe Fe3O4 o wlasciwosciach magnetycznych,
ktére w trakcie preparacji powlekane sg atomami zlota i stanowig tansza alternatywe dla
klasycznych nanoczastek ztotych [36].

Ogodlnie rzecz biorgc nanoczastki stanowig duza grupg materialéw o roznym sktadzie
chemicznym, zréznicowanym ksztatcie i strukturze. Na rysunku 32 zestawiono najbardziej
znane 1 dotychczas stosowane formy nanomaterialdow w konstrukcji sensorow
wykorzystywanych w technice opartej na powierzchniowym rezonansie plazmonow.

Z przedstawionego schematu (rys. 32) wynika, iz nanomaterialy mozna podzieli¢ na

dwie grupy. Pierwsza z nich stanowig nanoczastki wbudowane w powierzchni¢ sensora,
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najczesciej zintegrowane z cienkimi foliami metalicznymi. Druga grupa reprezentowana jest
przez szerokie grono materialow, ktore wystepuja w postaci agregatdw, nanopretow,
nanokostek lub sferycznych kulek. Gléwne zadanie tej grupy materialéw to przede
wszystkim wzmocnienie sygnalu SPR poprzez ich immobilizacj¢ i wbudowanie w czgs§¢

biologiczng wielowarstwowej struktury typu sandwich (rys.33).

Nanomateriaty
wspomagajace
technike SPR

[ |

Podtoza SPR na bazie Nanomateriaty stosowane jako
nanomateriatow znacznlkl wzmachiajgce efekt SPR

metaliczne Dalsze wzmocnienie efektu
SPR - kombinacja obu typow Nanoczastki plazmoniczne (sferyczne czastki ]

Grafen lub tlenki grafenu - powlekane {Nanoczastkl magnetyczne)
cienkie folie metaliczne
h[Nanoczastki lateksu i [iposomc‘)w)
Nanoczastki ztota lub srebra, kropki
kwantowe, nanosiatki, cienkie folie Nanorurki weglowe

materiatow ztota i srebra, nanopreciki Au, nanokostki Au,
i mieszane kompozyty)

Rys. 32. Schemat przedstawiajgcy grupy nanomateriatow wzmacniajgcych efekt SPR [36].

Warto wspomnie¢ rowniez o sposobie wytwarzania wymienionych nanomaterialow,
ktory uzalezniony jest glownie od ich sktadu chemicznego. Do najczgsciej stosowanych
procesoOw produkcji nanomateriatdbw mozna zaliczy¢ reakcje redukcji prowadzong
W obecno$ci  stabilizatorow [87], synteze elektrochemiczng [89], napromienianie

ultradzwiekami [90], rozktad termiczny [91] lub niekiedy litografi¢ nanostemplowg [39].

W literaturze opisywanych jest wiele przykladow zastosowania nanoczastek
w technice LSPR poprawiajacych czulo§¢ pomiaru, np. oznaczenie antygenu PSA
(specyficzny antygen gruczotu krokowego) [85], CEA (antygen rakowo — ptodowy)
w osoczu krwi [92]. W przypadku oznaczenia antygenu CEA (rys. 33) zastosowano
nanoczasteczki ztota o wielkosci 20 nm, ktorych powierzchni¢ zmodyfikowano
streptawidyng, aby zapewni¢ wysokie powinowactwo do biotynylowanego drugorzedowego
przeciwciala stosowanego w drugim etapie oznaczenia CEA, jak i1 albuming surowicy
bydlecej BSA, aby zminimalizowa¢ niespecyficzne oddzialywanie z nanoczasteczkami ze

wzgledu na ztozony sktad probek (osocze krwi). Takie podej$cie umozliwia biosensorowi

66



SPR wykrywanie CEA w osoczu krwi w bardzo niskich stezeniach, jak 0,1 ng/ml, znacznie
ponizej normalnych pozioméw fizjologicznych (okoto nanogramoéw na mililitr). Co wigcej,
granica wykrywalno$ci osiagnigta przy uzyciu takich rozwigzan jest ponad 1000 nizsza niz
granice wykrywalno$ci osiggane do tej pory przy tego typu oznaczeniach dla CEA w osoczu

krwi przy uzyciu biosensorow SPR [68].

S - NPs
/
/

. przeciwciato drugorzedowe
0 [ ] CEA

! ! ! ! przeciwciato pierwszorzedowe

Rys. 33. Graficzne przedstawienie procedury oznaczenia CEA za pomoca

Ab> - NPs linker

streptawidyna

biotyna

funkcjonalizowanych nanoczasteczek ztota. S—NPS — nanoczasteczka traktowana
streptawidyna, Ab>—NPS — nanoczasteczka zawierajaca przeciwciato drugiego rzedu,

specyficzne dla CEA [92].

Sygnat SPR moze by¢ wzmocniony nie tylko przy uzyciu dobrze znanych
nanoczgstek metali szlachetnych np. NP-Au czy tez NP-Ag [93]. Innym sposobem
zwigkszenia sity sygnatu techniki SPR jak i polepszenia czulosci jest zastosowanie kropek
kwantowych QD (ang. quantum dots). Kropki kwantowe przy zastosowaniu
w wielowarstwowej strukturze typu sandwich, dzialaja podobnie jak nanoczastki, z tym,
ze ich gltowng zaleta jest szerokie widmo absorpcyjne, umozliwiajace jednoczesne
wzbudzenie wszystkich kropek kwantowych jednym zZrodlem $wiatla niezaleznie
od dhugosci fali.

Wykazano rowniez, iz kropki kwantowe (QD) moga by¢ zaimplementowane
w strukturach typu sandwich (wielowarstwowych) co skutkuje wzrostem czutoéci pomiaru
SPR przy wykrywaniu 1 oznaczaniu biomolekut w S$ladowych ilosciach np. DNA
(w zakresie femtomoli) lub specyficznego antygenu gruczotu krokowego PSA (ang. prostate

specific antigen) w stezeniach pikomoli [94]. Zastosowanie kropek kwantowych
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W oznaczeniach SPR jest nowatorskim rozwigzaniem. Jednakze najnowsze badania
pokazuja, iz implementacja QD w analizach SPR przynosi wymierne korzysci zwigkszajac
intensywno$¢ odpowiedzi ukladu pomiarowego oraz czulo$¢ analizy. Jednym
Z najnowszych osiggni¢¢ nanotechnologii jest zastosowanie kropki kwantowej przy
oznaczeniu genu N wirusa SARS-CoV-2 [95]. Otdz skonstruowany aptasensor SPR zawierat
zmodyfikowane tiolami kropki kwantowe weglika niobu (Nb.C-SH) jako platformy
do zakotwiczenia aptameru. W obecno$ci genu N wirusa unieruchomione nici aptameru
zmienily swoje potozenie, aby specyficznie wigza¢ si¢ z genem N. Nowa konfiguracja
zwigkszyta w ten sposob powierzchni¢ styku lub zwigkszyta odlegltos¢ miedzy aptamerem
a chipem SPR, powodujac zwigkszenie sygnatu SPR. Kropki kwantowe w tym oznaczeniu
uzyskano metodg solwotermalng z nanoarkuszy weglika niobu Nb2C, a nastgpnie poddano
funkcjonalizacji oktadekanotiolem. Chip SPR zastosowany do pomiaréw zostal
zmodyfikowany za pomocg kropek kwantowych Nb>C-SH poprzez kowalencyjne wigzanie
ztota 1 siarki Au-S, réwniez przez oddzialywanie warstwy samoorganizujacej (SAM).
Zaaplikowane QD skutkowaly nie tylko wysokim biopowinowactwem do aptameru, ale
takze wzmocnily odpowiedz SPR. Zaproponowane rozwigzanie obnizylo dolng granice
wykrywalnosci  (LOD). Tak skonstruowany sensor wykazal réwniez doskonalg
selektywno$¢ w obecnosci innych wiruséw uktadu oddechowego. Co wigcej, aptasensor
SPR ktorego konstrukcja oparta byla na bazie kropek kwantowych Nb>C-SH wykazat
szerokie praktyczne zastosowanie do jakosciowej analizy genu N z roznych probek, w tym

wody morskiej, owocoOw morza i surowicy ludzkiej.

O
54‘;“-". (1) HF55°C48h n-oktadekantiol

\ v a¥ | OC 0
| ) ¢ P — €
4 ') ) (3) pH=6100°C6h

SR (2) pH=6 100°C 6h

AuemoyjiyApow diyd

o

? & f : Detekcja Zuzgz % u::uu
(&)

SARS-CoV-2 aptameru ()

Rys. 34. Schemat obrazujacy procedure oznaczenia wirusa SARS-CoV-2 technika SPR

z zastosowaniem kropek kwantowych Nb,C [96].
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Poza typowymi nanoczasteczkami metali, stosowanymi w celu polepszenia
parametréw analiz wykorzystujacych technike SPR (LSPR), coraz czgsciej opisywane sg
biosensory modyfikowane grafenem [36]. Wykazano jednoznacznie, iz powlekanie cienkich
folii metalicznych srebrnych lub zlotych warstwami grafenu moze wplywac na zwigkszenie
sity sygnalu SPR w poréwnaniu z tymi samymi sensorami metalicznymi (Au i Ag) nie
posiadajacymi warstwy grafenu. Roznica ta wynika gtownie z transferu tadunku z grafenu
na cienkg warstwe metalu i przez to wzmocnienie wzbudzonego pola elektrycznego na
powierzchni sensora a tym samym generowanego efektu SPR. Poza tym dodatkowa zaleta
zastosowania grafenu, mogg by¢ silne niekowalencyjne wigzania m-stackingu powstajace
pomiedzy analizowanymi zwigzkami zawierajagcymi pierscienie aromatyczne 1 warstwa
grafenu. Ta specyficzna interakcja z pewnoscig tworzy nowe mozliwosci ultraczutego
wykrywania peptydow, DNA 1 czasteczek RNA.

Ogromng zaletg stosowania nanoczgsteczek w budowie biosensorow SPR oprocz
wzmocnienia sity sygnatu SPR, a tym samym zwigkszenia czuto$ci metody jest oznaczanie
zwigzkoOw o malej masie czasteczkowej w porownaniu do duzych molekut bialek (masa
rzgdu kilku kDa) lub zwigzkow wystepujacych w ilosciach §ladowych (zanieczyszczenia),
ktorych klasyczna technika SPR nie byla by w stanie wykry¢, gléwnie ze wzgledu na malg
intensywno$¢ generowanego rezonansu plazmonow [44]. Przyktadami takich oznaczen
mogg by¢ analizy zanieczyszczen wody metalami ciezkimi, np. rtecig Hg [97], analiza
jednoniciowego DNA [98] lub mniejszych czgsteczek biatek [99]. Ciekawy i zarazem
nietypowy przyktad ilustruje procedura oznaczania stezenia lotnych zwigzkdéw organicznych
VOC (ang. volatile organic compounds), ktorych masa czasteczkowa daleko odbiega od
zwigzkoéw analizowanych przy pomocy klasycznej techniki SPR [100]. Rozwigzanie
zastosowane w prezentowanej analizie stanowig nanoczastki srebra osadzone
w poliglicydylowym metakrylanie PGMA. Ot6z ksztatty widm SPR zalezne sg od struktury
nanoczastek osadzonych w podtozu PGMA, ktore jest wrazliwe na lotne zwiazki organiczne.
Podloze peczniejac, zwigksza odleglosci miedzy sasiadujacymi czastkami NP-Ag, co
powoduje zmiany wartosci wspolczynnika zalamania §wiatla, a takze ksztalt widm SPR.
Rozwigzanie to mozna potraktowac jako szanse¢ na opracowanie tatwego, powtarzalnego
i taniego czujnika SPR do oznaczania VOC. Oznaczany rozpuszczalnik musi posiadac¢
podobne powinowactwo do matrycy syntetycznej (musi by¢ liofilowy). Rozpuszczalnik
i syntetyczna matryca PGMA dobierane sg tak, aby stworzy¢ okreslong czutg parg. Materiat
syntetyczny jest wrazliwy na rozpuszczalnik i pecznieje odwracalnie w obecnosci

rozpuszczalnika, zwigkszajac odstepy migdzy czastkami i zmieniajac swoja strukture.
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Jednocze$nie zmienia si¢ wspotczynnik zatamania $wiatta w obrebie miejsca specznienia.
Powoduje to, ze efekt sprzezenia z lokalnymi plazmonami LSPR jest stabszy i zmienia sil¢
sygnatu, a tym samym wplywa na zmiany spektralne. Opracowane w ten sposob
nanokompozytowe czujniki czule na VOC sg tanim i powtarzalnym rozwigzaniem

wzgledem klasycznych sensoréw opracowanych na bazie zlota.

(a) (b)

P2VP~ 10 nm

Podtoze szklane

Rys. 35. Schemat przedstawiajacy sensor wykonany z nanokompozytowej folii polimerowej
zawierajace] nanoczagstki srebra (a); Obraz SEM macierzy 2D nanoczgstek srebra
(b) NP — Ag — nanoczastki srebra, PGMA - poli(metakrylanu glicydylu), P2VP-2-
winylopirydyna [100].

3.3. Przeglad obecnie stosowanych urzadzen SPR

Obecny postep technologiczny sprawil, iz urzadzenia pomiarowe wykorzystujace
technik¢ powierzchniowego rezonansu plazmonéw, stosowane powszechnie w laboratoriach
badawczych oraz diagnostycznych stanowig swoistego rodzaju wyzwanie dla popularnie
stosowanych technik diagnostycznych, np. ELISA. Wspominany rozwo¢j technologii
widoczny jest gtownie w zastosowaniu nanomateriatow, odpowiedzialnych m.in. za
zwigkszenie czuto$ci sensorow lub obnizenie limitu detekcji bioczastek, czasami nawet do
poziomu rzedu femtomoli, co sprawia iz technika ta moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywana w kierunku diagnostyki wielu choréb oraz zastosowanie tworzyw
sztucznych pozwalajacych na wdrozenie kanatéw przepltywowych o znacznie mniejszych
$rednicach niz standardowo stosowane szkto, a tym samym obnizenie ilo$ci kosztownych

odczynnikow.
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Ponizej przedstawiono przeglad najczesciej stosowanych aparatow SPR
w laboratoriach badawczych i diagnostycznych (tabela 5). Z zaprezentowanej analizy
wynika, iz aparatura ta coraz cz¢s$ciej modyfikowana jest pod katem automatyzacji procesu
proébkowania (autosampler) oraz miniaturyzacji zmniejszajacej rozmiary komponentéw
urzadzen umozliwiajacych ich tatwe przenoszenie. Charakterystyka ta obejmuje aparaty
takich producentow jak: Horiba, Cytiva, Sartorius, BioNavis, Bruker i FOx Biosystems.
Poza ogo6lnym opisem urzadzen przedstawiono rowniez dodatkowe parametry systemow

pomiarowych obrazujace ich specyfike dzialania.
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Tabela 5. Charakterystyka aparatow SPR najczgséciej wykorzystywanych w analizach laboratoryjnych.

Nazwa o Te{chnika _
Lp. Producent et Charakterystyka urzadzenia Rodzaj chipa stacjonarna/  Literatura
przeplywowa
OpenPleX to urzadzenie, w ktdérym zastosowano technike SPR w
wersji obrazowej. Dzigki otwartej konstrukcji, aparat moze by¢
wszechstronnie wykorzystywany do rdéznego typu doswiadczen
biochemicznych, fizykochemicznych oraz badania kinetyki reakcji w
czasie rzeczywistym. Stosowany jest glownie w instytutach
badawczych, laboratoriach akademickich. Oznaczanie analitow
odbywa  si¢ pI’Z}’f ZaSFOSOWElI’liI:I zamkni’qtego .systerr.lu Zioty chip szklany
1 Horiba OpenPlex przeptywowego, w ktérym chip zamknig¢to w komorce pomiarowe;. (warstwa Zlota Przeplywowa [13, 16]
Pozostale parametry OpenPlex: 50nm)
= ilo§¢ punktow pomiarowych w pojedynczym pomiarze: 400
punktow.
= termostatowanie probek: 15 - 40°C,
=  objetos¢ probki: 200 pL,
= stezenie probki: 300 ng/mL - 10 pg/mL,
=  masa czasteczkowa probki: > 240 Da,
= limit detekcji: 5 pg/mm?.
Ztoty chip szklany.
Biacore X100 to nowa wersja najczesciej stosowanego aparatu Producent oferuje
_ Biacore 3000 lub Biacore 4000. W pehni zautomatyzowany system chipy z
Biacore 3000 przeptywowy pozwala mierzy¢ kinetyke reakcji w  czasie odpowiednia
2 Cytiva Biacore 4000 rzeczywistym  (kinetyka wielocyklowa lub  jednocyklowa). warstwa linkera Przeptywowa [7-9]
Biacore X100 Urzadzenie to oferuje szeroki wachlarz zastosowan, od badan matych (SAM
molekul, przez wustalanie procedur oznaczen po analize karoboksyde,kstran,

wielkoczasteczkowych zwiazkow biologicznych (identyfikacja

etc).
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Lp.

Producent

Nazwa
urzadzenia

Charakterystyka urzadzenia

Rodzaj chipa

Technika
stacjonarna/
przeplywowa

Literatura

biomarkerow). Zaletg tego urzadzenia jest tatwa i szybka analiza
stezen bez

koniecznos$ci stosowania standardu biatek. Dodatkowym atutem jest
petna automatyzacja pozwalajgca na bezobstugowa analiz¢ wielu
probek jednoczesnie.

Pozostate parametry Biacore X100:

= zakres stezen 10 pM do 2 mM,

= termostatowanie probek 4°C do 40°C,

=  pojemnos$¢ autosamplera: max. 15 probek,

= szybko$¢ przeptywu 1 do 100 pl/min,

= objetos¢ wtrysku 5 do 90 pl,

=  limit masy czasteczkowej M>100 Da,

= liczba komor przeptywowych: 2,

= objetos¢ probki min. 32pul,

= czas pracy bez nadzoru 24 h.

3

Sartorius

Pioneer /
Pioneer FE

Urzadzenie SPR wykorzystujace technike przeptywowa. Umozliwia
badanie kinetyki reakcji w czasie rzeczywistym w dwoch modutach:
OneStep (wstrzykniecie jednego stezenia analitu bez koniecznosci
wielokrotnego rozcienczania 1 popelnienia bledéw) NextStep
(uproszczona procedura scharakteryzowania substancji
konkurujacych wiazacych wzgledem w celu ustalenia mechanizmu
dzialania). Systemy Pioneer FE zapewniaja czuto$¢ niezbedna do
charakteryzowania szerokiego zakresu interakcji biomolekularnych,
od fragmentéw matych czasteczek po substancje biologiczne.
Trojkanatowy w petni zautomatyzowany system przeplywu pozwala
na jednoczesne oznaczanie dwoch analitoéw wzgledem tego samego

Ztoty chip szklany.
Producent oferuje
pakiet chipow
powleczonych
wstepnie linkerem.

Przeptywowa

[12, 14]




Nazwa Technika
Lp. Producent urzadzenia Charakterystyka urzadzenia Rodzaj chipa stacjonarna/  Literatura
A przeplywowa

kanatu odniesienia. Dodatkowym atutem jest maksymalny czas pracy
(w trybie bezobstugowym) wynoszacy do 72 godzin. Pozostate
parametry:

= Zakres wspolczynnikow zatamania: 1,33-1,40,

= Dolna granica masy czasteczkowej oznaczanych substancji:
70Da,

=  Najmniejsza objetos¢ probki: 2ul,

= Mozliwo$¢ termostatowania probek,

= Odgazowywanie buforu w linii.

172

MP-SPR Navi 200 to seria modulowych urzadzen
potautomatycznych  wykorzystywanych gléwnie w  celach
dydaktycznych i edukacyjnych. Otwarta konstrukcja aparatu pozwala
na dolgczenie instrumentow peryferyjnych zwigkszajgc mozliwosSci
techniki pomiarowej. Aparat stosowany jest przede wszystkim do
pomiaru Kinetyki reakcji w czasie rzeczywistym, natomiast sam
pomiar wykonywany jest w zamknietym uktadzie przeptywowym (4
MP-SPR Navi  pomiary w dwoch kanatach). Szeroki zakres katowy wynoszacy 40° [10, 11
4 BioNavis 200 (200L, - 78° umozliwia pomiar czasteczek organicznych o malej masie ~ Ztoty chipszklany — Przeptywowa 1;5] '
200A, 210) czasteczkowej oraz duzych bialek. Dodatkowa zaleta aparatu jest
zastosowany elastomer, dzigki ktéremu wymiana sensora jest
wyjatkowo tatwa i szybka.
Pozostate parametry MP-SPR Navi 200:
=  kontrolowane warunki przeplywu cieczy za pomoca pompy
perystaltycznej,
= dwa kanaly przeplywu analitu, wstrzykiwanego za pomoca
autosamplera (na mikroptytki 96 lub 384 probki),
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Lp.

Producent

Nazwa
urzadzenia

Charakterystyka urzadzenia

Technika
Rodzaj chipa stacjonarna/
przeplywowa

Literatura

*  mozliwo$¢ analizy gazow i rozpuszczalnikow organicznych,
=  minimalna ilo$¢ probki 50uL.

Bruker

Sierra SPR 32
Pro

Sierra  SPR 32 Pro to nowej generacji aparat w pehni

zautomatyzowany pozwalajacy na przeanalizowanie ponad 4400

probek dziennie (analiza label free w czasie rzeczywistym).

Stosowany jest do analizowania probek pochodzenia biologicznego

(biatka, przeciwciatla) oraz fragmentow matych czasteczek.

Kontrolowany przeptyw probek w kanale zmniejsza o potowe liczbe

wymaganych cykli testowych i1 poprawia jako$¢ danych, eliminujac

potencjalne  roéznice miedzy preparatami  wielu  probek.

Hydrodynamiczna izolacja mikroprzeptywowa pozwala na szybkie

przejScia migdzy roztworami i uzyskanie wlasciwej kinetyki

W roéznych matrycach probek. Potgczenie duzej intensywnosci lasera

z mozliwoscig szybkiego skanowania pozwala na uzyskanie duzej

czutosci analizy.

Pozostate parametry Sierra SPR 32 Pro:

= 32 pojedyncze punkty probkowania zlozone z 8 komor
przeptywowych z 4 punktami do analizy (31 prébek analitu
+ 1 prébka kontrolna),

= 8 probek przy 1 wstrzyknieciu,

= autosampler na mikroptytki (96 lub 384 prébek),

= jednoczesna analiza w 8 r6znych buforach, przy réznym stgzeniu
pH, soli, detergentu lub rozpuszczalnika,

= szybkos¢ przeptywu 5 — 100 uL/min,

= objetosci wtrysku 2-200 pL,

*  termostatowanie probek w temp. 4° — 30°C,

Ztoty chip szklany.
Producent oferuje
pakiet chipow Przeptywowa
powleczonych
wstepnie linkerem.

[17, 18]
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Technika

Lp. Producent ur’:jjﬁ?ﬁa Charakterystyka urzadzenia Rodzaj chipa stacjonarna/  Literatura
przeplywowa
= zakres wspotczynnika zatamania 1,33 — 1,40,
= stezenie probki > 10 pM.
Urzadzenie oparte na §wiattowodowym SPR, posiada zanurzeniowy
sensor przeptywowy. W pelni zautomatyzowane, z mozliwoscia
przetaczania chipéw pomigdzy badaniami (4 jednocze$nie) co
zwigksza elastyczno$cC 1 czas analizy. Nie ma konieczno$ci Zanurzeniowy chip
_ FOx White Fox1 Storsowani("al dodatkowych odczypnikéw w celu przygotowania zioty w Postaci Przeplywowa [19, 20]

Biosystems probek. Nie wymaga czyszczenia. ptytki lub

Pozostate parametry White Fox1: probowki

= Zakres stezen: uM — nM (label-free) i pM — fM (przy uzyciu
sensora pokrytego nanoczastkami ztota),
»  Termostatowanie probki w zakresie do 40°C.




3.4. Przyklady zastosowan techniki SPR w diagnostyce do oznaczen

substancji biologicznie czynnych

Omowione w poprzednim rozdziale przyktady aparatéw SPR obrazuja jak szerokie
spektrum mozliwos$ci diagnostycznych prezentuje technika powierzchniowego rezonansu
plazmonow. Odpowiednio dobrany sprzet jak i poprawnie skonstruowany biosensor sg
w stanie wykry¢ sladowe ilo$ci substancji biologicznych (biomarkeréw). Oznacza to, ze ta
procedura oznaczenia moze by¢ z powodzeniem stosowana w identyfikacji oraz analizie
ilosciowej markeréw wielu chorob, m.in. chorob uktadu krazenia, chorob
nowotworowych, choréb neurodegeneracyjnych jak i1 chordb zakaznych, gltownie ze
wzgledu na wysoka czutos¢ techniki, jak 1 niski limit detekcji, co pozwala na wczesng
diagnostyke ww. chordb lub nadzorowanie tempa progresji i odpowiedniego reagowania
na leczenie.

Ponizej zaprezentowano przyklady oznaczen biomarkeréw charakterystycznych
dla ww. chorob z doktadnym opisem konstrukcji biosensora, obejmujacym strukture
warstw chipa, rodzaj zastosowanego linkera, ligand (receptor) specyficzny dla badanego
markera oraz sposob jego immobilizacji. Charakterystyke oznaczen wykonano na
podstawie analizy dostepnych pozycji literaturowych nastgpujacych chorob:
> choroby ukladu krazenia — grupa chorob, do ktorej zalicza si¢ m.in. zawal oraz

zapalenie mig$nia sercowego, miazdzyce, nadcisnienie te¢tnicze, etc. Z analizy

dostepnej literatury (tabela 6) wynika, iz najczesciej oznaczanymi markerami sg te
charakteryzujace ostry zawal serca. W przedstawionej charakterystyce opisano
oznaczenia nastepujacych markeréw: troponing I (Tnl), troponing T (TnT),
mioglobing, kinaze kreatynowg (CK-MB) i peptyd natriuretyczny typu B (BNP).
> choroby nowotworowe — zbiér chordb szeroko i bardzo czesto opisywanych

w literaturze. Oznaczenie biomarkerow tych chordb za pomocg techniki SPR

stanowi istotny krok w kierunku bardzo wczesnej diagnostyki, co w przypadku

nowotworow stanowi podstawe do postawienia celnej diagnozy oraz rozpoczgcie
leczenia we wczesnych stadiach choroby. Na postawie zebranej literatury (tabela

7) przedstawiono przyktady najczesciej opisywanych oznaczen nastgpujacych

schorzen: raka okreznicy, raka prostaty, raka jajnika, raka phuc,

niedrobnokomoérkowego raka ptuc (NSCLC), raka pgcherza oraz raka piersi.
> choroby neurodegeneracyjne — schorzenia neurodegeneracyjne zaliczane sg do

coraz czeiciej diagnozowanych choréb cywilizacyjnych. Swiatowe statystyki
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wykazuja, iz na przestrzeni ostatnich 20 lat widoczna jest szybka tendencja
wzrostowa umieralnosci spowodowanej chorobami takimi jak: choroba
Alzheimera, Parkinsona czy stwardnienia rozsianego (SM). Obecnym problemem
pacjentow zapadajacych na ww. jednostki chorobowe, jest brak mozliwos$ci
catkowitego wyleczenia. Technika diagnostyki SPR pozwala nie tylko na wczesne
rozpoznanie schorzenia, ale réwniez wspiera proces leczenia jak i badania
potencjalnych lekow hamujacych objawy tych choréb. Zestawienie opisanych
biomarkerow 1 sensorow przedstawiono w tabeli 8.

choroby zakazne — ostatnia grupa schorzen zawiera wiele jednostek chorobowych,
z ktorych wybrano pozycje najczesciej opisane w literaturze (tabela 9). Ostatnie lata
pandemii wywotanej koronawirusem ciezkiego ostrego zespolu oddechowego
SARS-CoV-2 pokazaty, iz pomimo dynamicznego postepu technologicznego
jestesmy wcigz bezbronni wobec $wiata wirusow 1 bakterii. Ilo$¢ pozycji
literaturowych poswigconych diagnostyce tej jednostki chorobowej przy pomocy
techniki SPR zaskakuje swoja iloScia 1 zarazem podkresla jej waznos¢
w diagnostyce innych chordb takich jak: zatrucie pokarmowe, ptasia grypa,

salmonelloza, HIV, zapalenie watroby typu B, malaria i cholera.
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6.

Tabela 6. Zestawienie najczgéciej oznaczanych biomarkerow w chorobach serca wraz z opisem procedury immobilizacji.

Nazwa markera Nazwa choroby Chip Linker Ligand (receptor) Rodzaj immobilizacji Literatura
troponina T (TnT) ostrysgie’lg)::flérgl’:)esnla Szkto/Au (NP) kwas 11_m8’;'; ap[t)(zj)ndekanowy przeciwcialo antytroponina T EDI(C({VNVSSn\Z;I?ﬁgme [101]
o przeciwcialo antytroponina T . .
troponina T (TnT) ostryszfx?lzrlém;;sma szkto/Au karboksydekstran zZwigzane parg EDI((:cngngn‘();waﬁ:me [102]
Y biotyna-streptawidyna Y]

troponina I (Tnl) OStrﬁzfxagfsma Szkto/Au (NP) polidopamina (PDA) przeciwciato antytroponina I fizyczna adsorpcja [103]

troponina | (Tnl) ostrysgragx(;z\i/iég?sma przewod/Au kwas 11_m(e|(: ?Jpéc')al\J)ndekanowy przeciwciato antytroponina I EDEQ@;{IS”?;%ZHW [104]
tetrahydrofosforan sodowy

kinaza keratynowa ostry zawal mig$nia szkto/A kwas 11-merkaptoundekanowy kreatyny na matrycy EDC/NHS wigzanie [76]

(CK-MB) sercowego z u (MUDA) nanoczastek ztota, kowalencyjne
stabilizowanych cysteaming
. . ostry zawal mig$nia kwas 16- . . . EDC/NHS wigzanie

mioglobina Sercowego szkto/Au merkaptoheksadodekanowy przeciwciato antymioglobina kowalencyjne [104]

mioglobina ostr);:?;;e\llienglfsma przewod/Au kwas ll_m(e:\'l/i ap[t)c:\])ndekanowy przeciwciato antymioglobina EDIS (fd?ls n\:;?rzlgme [104]

peptyd natriuretyczny ostry zawal mig$nia przewdd/Au cysteamina przeciwciato anty-BNP EDC/NHS wigzanie [105]

typu B (BNP)

sercowego

kowalencyjne
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Tabela 7. Zestawienie najczgsciej oznaczanych biomarkeréw w chorobach nowotworowych wraz z opisem procedury immobilizacji.

Nazwa markera Nazwa Choroby Chip Linker Ligand (receptor) Rodzaj immobilizacji Literatura
antygen rakowo- L. . .o EDC/NHS
plodowy (CEA) rak okreznicy szkto/Au cysteamina przeciwciato CEA wigzanie kowalencyjne [68]
swoisty antygen ) - — EDC/NHS
sterczowy (PSA) rak prostaty szkto/Au kwas 3-merkaptopropionowy przeciwciato PSA wiazanic kowalencyjne [106]
antygen rakowy 125 s - . EDC/NHS
(CA125) rak jajnika szkto/Au cysteamina przeciwciato CA125 wiazanic kowalencyjne [107]
cytokeratyna 17 . ditioloalkanoaromatyczny . EDC/NHS
(CK 17) rak ptuc wtokno optyczne/Au PEG6-COOH przeciwciato CK 17 wiazanie kowalencyjne [108]
. . cysteamina + powloka
cytokeratyna 19 niedrobnokomérkowy szkto/Au funkcjonalizowanego przeciwciato CK19 . E.DC/NHS . [109]
(CK 19) rak ptuc (NSCLC) tlenku grafenu wigzanie kowalencyjne
niedrobnokomorkowy o 2,20 -ditiobis [1-(2-bromo-2-
CYFRA 21-1 rak phuc (NSCLC) pryzmat/Au heksanoditiol przeciwciato metylopropionyloksy)] etan [110]
P (DTBE)
- . przeciwciato EDC/NHS
laminina-5 rak pecherza szkto/Au cysteamina lamininy-5 wiazanie kowalencyjne [58]
A . przeciwciato EDC/NHS
kolagen IV rak piersi szkto/Au cysteamina kolagenu IV wiazanie kowalencyjne [111]
tyrogi/%eo?/tv%; l;' ?IizgR 2) rak piersi szkto/Au/polimer cysteamina 2 przeciwciata Biotyna/Streptawidyna [75]
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Tabela 8. Zestawienie najczgéciej oznaczanych biomarkerow w chorobach neurodegeneracyjnych wraz z opisem procedury immobilizacji.

Ligand

CSF114(Glc)

(MS)

wigzanie kowalencyjne

Nazwa markera Nazwa Choroby Chip Linker (receptor) Rodzaj immobilizacji Literatura
beta-amyloid choroba Alzheimera szkto/Ag/ZnS-SiO2/Au SAM przeciwciato . E.DC/NHS . [112]
wigzanie kowalencyjne
biatko tau choroba Alzheimera szklo/Cr/Ag/SiO N, N -dimetyloaminododekan przeciwciato . EDCINHS [113]
(nanoczasteczki) wigzanie kowalencyjne
. . Kwas 11-merkaptoundekanowy (MUA) EDC/NHS
biatko tau choroba Alzheimera szkto/Au 11-merkaptoundekanol (MUD) aptamer wiazanic kowalencyjne [114]
17 bgg;{héﬁ)r O:rfgzs;eryd 11-merkapto-1-etylenoglikoloundekanol EDC/NHS
yarog choroba Alzheimera szkto/Au kwas 16-merkapto-tri (glikol AP40 . - . [115]
sterydowa 10 etylenowy)heksadekano wigzanie kowalencyjne
17-HSD10 ylenowy Wy
- ) - Kwas 11-merkaptoundekanowy (MUA) . EDC/NHS
Nitrotyrozyna (3-NT) choroba Alzheimera szkto/Au 11-merkaptoundekanol (MUD) przeciwciato wigzanic kowalencyjne [116]
a-synukleina choroba Parkinsona szkto/Au karboksydekstran przeciwciato . E.DC/NHS . [117]
wiazanie kowalencyjne
dopamina choroba Parkinsona szkto/Au/(AuNPs) polidopamina cDNA Wigzanic kowalencyj.ne [118]
regulowane etyloaming
Przeciwciato Ab- Stwardnienie rozsiane s7kto/Au Karboksydekstran Antygen EDC/NHS 2]
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Tabela 9. Zestawienie najczgséciej oznaczanych biomarkerow w chorobach zakaznych wraz z opisem procedury immobilizacji.

Nazwa

Nazwa markera Choroby Chip Linker Ligand (receptor) Rodzaj immobilizacji Literatura
EDC/NHS
SARS-CoV-2 COVID-19 szkto/ Au/QD N-oktadekanomerkaptan SARS-CoV-2-N58 aptamer . - . [96]
wigzanie kowalencyjne
L L . SARS-CoV-2
ggg’_‘gf}g COVID-19 szkto/Au S'mercapt"p;"i’g_'g;'c_'c'-g‘gn'S'ASp'Le“' rekombinowane biatko wi ZanEiEEé \’/\Ivla_:Snc o [119]
P nukleokapsydu (rN) 4 Yl
enterotoksyna - Lo Immobilizacja bezposrednio na
zatrucie . 2-iminotiolan L . .
gronkowcowa A pokarmowe Au (nanoczastki) (odczynnik Trauta) przeciwciato nanoczastkach (quzanle [120]
(SEA) kowalencyjne
. . kwas 11-merkaptoundekanowy (MUA) . EDC/NHS
Wirus H7N9 ptasia grypa Szkto/Ag/Au + 6 merkapto—1_heksanol (MCH) przeciwciato wigzanic kowalencyjne [121]
L EDC/NHS
Salmonella salmonelloza szkto/Au kwas 11-merkaptoundekanowy (MUA) przeciwciato . - . [122]
wigzanie kowalencyjne
: i . - Wiazanie kowalencyjne
HIV-1 antygen HIV szkto/ITO/Au NP 2-merkaptoetyloamina przeciwciato (defragmentacja receptora) [123]
o . Zapalenie
HbsAD przeciwciato wirusa . EDC/NHS
zapalenia watroby typu B V{;glj)gy Szklo/Au Poli (HPMA-Co-CBMAA) antygen wigzanie kowalencyjne [124]
. . hemoglobina (Hb) + kwas EDC/NHS
hem malaria szkto/Au B-merkaptoetyloamina poliakrylowy (PAA) wiazanie kowalencyjne [125]
toksyna B cholera szkto/Au kwas 3-merkaptopropanowy Przeciwciato EDC/NHS [126]

(MPA)

wigzanie kowalencyjne




4. Badania wilasne




4.1. Cel pracy

Celem pracy byto zbadanie mozliwosci wprowadzenia do techniki SPRi nowych
rozwigzan materiatowych i architektury chipa. W zakresie rozwigzan materiatowych byto
to skonstruowanie nowego chipa srebrno—ztotego jako podstawy biosensora stosowanego
do ilosciowego oznaczenia wybranych biomarkerow nowotworowych, charakteryzujacego
si¢ lepszymi witasciwosciami plazmonicznymi (silniejszy efekt SPR). Rownie istotng
motywacja prac nad srebrno-ztotym chipem byt potencjalnie nizszy koszt jego produkcji
w odniesieniu do obecnie stosowanego, komercyjnego chipa ztotego. W zakresie
poszukiwan nowych rozwigzan architektury chipa zaproponowano trzy rézne rozktady
warstw na powierzchni biosensora: chip z dwuwarstwowg maskg polimerowg obejmujaca
maske blokujacag oraz maske rozdzielajaca, chip z jednowarstwowa maska polimerows
zawierajacy rozdzielajacg hydrofobowa maska rozdzielajaca oraz chip z maska foliowa
rozdzielajaca.

Nowe podejscie w zakresie rozwigzan materialowych 1 architektury chipa
sprawdzono na przyktadzie trzech biosensorow do oznaczania katepsyn B, D i S. Jako
uktady odniesienia zastosowano analogiczne biosensory uformowane na klasycznym
ztotym komercyjnym chipie.

Badano wplyw struktury nowego chipa (uktadu poszczegdlnych warstw
metalicznych) oraz jego architektury (rozktadu pol pomiarowych) na wybrane parametry
analityczne oznaczania biomarkeréw, przez poréwnanie krzywych kalibracyjnych
poszczegbdlnych uktadéw analitycznych, a takze wyznaczenie pozostalych parametrow
analitycznych: zakresu liniowego krzywych, czutosci, precyzji, doktadnosci, zakresu
odpowiedzi liniowej, limitow detekcji i oznaczalnosci. Jako odnosnik referencyjny badan
nowo skonstruowanego chipa zastosowano znane i opisywane w literaturze uktady
analityczne oznaczania katepsyn B, D i S na chipie ztotym.

Celem sprawdzenia poprawno$ci oznaczen analitycznych wykonanych przy
pomocy biosensordéw, ktorych konstrukcja oparta byta o nowo zdefiniowany chip srebrno
— zloty Ag/Au, dokonano walidacji technik poprzez oznaczenie katepsyn B, D i1 S
W probkach biologicznych pobranych od pacjentow chorych na: endometrioze (katepsyna
B), glejaka (katepsyna D) i raka jajnika (katepsyna S).
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4.2.

Spis odczynnikow i materialow zastosowanych w pracy

Spis odczynnikow oraz materialow wykorzystywanych w badaniach przedstawiono

w tabelach: tabela 10 (odczynniki) oraz tabela 11 (pozostate materiaty).

Tabela 10. Spis odczynnikow zastosowanych w badaniach

Masa

Nazwa odczynnika s [T Czystos¢ Producent
aceton 58 99,5% POCh Gliwice, Polska
alkohol izopropylowy 60 >99% POCh Gliwice, Polska
argon 40 99.99% Air Liquide, Putawy,
Polska
biatko katepsyny B 38 000 > 95% SIGMA.’ Steinheim,
Niemcy
biafko katepsyny D 45 000 > 9506 SIGMA, Steinheim,
Niemcy
. R&D Systems
0 1
biatko katepsyny S 23700 >95% Minneapolis, USA
btéfgr:gtg\évy (mies;anina) - POCh Gliwice, Polska
b“f‘;rHngég)wy (mieszaning) - BIOMED, Lublin, Poland
buforowana fosforanem - L
56l fizjologiczna (PBS) (mieszanina) - POCh Gliwice, Polska
chlorowodorek cysteaminy 0 SIGMA, Steinheim,
(2-aminoetanotiol) " = 98% Niemcy
chlorowodorek 1-etylo-3- S
(3-dimetyloaminopropylo) 155 > 98% SIGMlﬁ‘i,ei:imhelm,
karbodimid (EDC) y
cystatyna C z biatka 13 350 > 950 SIGMA, Steinheim,
kurzego Niemcy
etanol E’:‘;Z""Od”y 46 99,8% POCh Gliwice, Polska
1-hydroksy-2,5- 0 Merck KGaA, Monachium,
pirydynodion (NHS) 115 = 98% Niemcy
SIGMA, Steinheim
0 ) 1
pepstatyna A 686 > 95% Niemcy
szczurze przeciwciato
monoklonalne specyficzne 37 000 > 95% R&D Systems,

dla katepsyny S

Minneapolis, USA
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Masa

Nazwa odczynnika st o L0

Czystosé Producent

Carl Roth GmbH + Co KG,

0,
tlenek ceru (V) 172 99,99% Karlsruhe, Niemcy

weglan sodu 105 100% POCh Gliwice, Polska

Tabela 11. Spis pozostatych materialow zastosowanych w badaniach

Nazwa materialu Producent

farba sitodrukowa ELPEMER SD 2054 Lackwerke Peters GmbH & Co. KG, Kempen,

Niemcy
farba sitodrukowa ELPEMER SD 2457 Lackwerke Peters Grr_1bH & Co. KG, Kempen,
Niemcy
szkto Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

folia polipropylenowa samoprzylepna

PP Clear TC30 RP37 HD70 UPM Raflatac

metaliczne ztoto (granulat, 99,99%) Mennica Polska
metaliczne srebro (granulat, 99,99%) Mennica Polska
metaliczny chrom (granulat, 99,99%) POCh Gliwice, Polska

plytki szklane napylone ztotem

nr 1-07-04-000 Ssens B.V.

Material biologiczny

Probki materialdéw biologicznych wykorzystanych do oznaczen wyzej
wymienionych biomarkeréw (katepsyny B, D, S) =zostaly pobrane od dawcow
Z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa w Biatymstoku oraz od
pacjentéw chorych na endometrioze, rak jajnika oraz glejaka z Biatostockiego Centrum
Onkologii im. Marii Curie-Sktodowskiej oraz Biobanku Uniwersytetu Medycznego

w Biatymstoku. Probki do badan przekazano za zgoda Komisji Bioetyczne;.
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4.3. Charakterystyka zastosowanego ukladu badawczego

Do badan zastosowano uktad badawczy obejmujacy nastepujace sktadowe:

» Komora préozniowa NA501 stosowana do napylania warstw metalicznych na
podtoze szklane,

» Drukarka sitodrukowa F-C200ZD wykorzystywana do nadruku warstw
polimerowych masek rozdzielajacych na metalizowanym podtozu szklanym,

» Reczny aplikator stuzacy do naklejania foliowych masek rozdzielajacych na
metalizowane podtoze szklane,

» Aparatura pomiarowa SPRi stuzgca do wykonywania pomiarow reflektancji.

4.4.  Opis chipow wykorzystanych do pomiaréow

Badania charakterystyki biosensoréw oraz oznaczen biomarkerow przeprowadzono

przy zastosowaniu nastepujacych chipow:

» chip zloty (zwany dalej jako ,,chip Au”),

» chip srebrno — zloty (zwany dalej jako ,,chip Ag/Au”).
Powierzchnia chipéw zostata dodatkowo zmodyfikowana, w celu zbudowania stosownych
biosensordéw, poprzez natozenie odpowiednich masek rozdzielajacych:

» dwuwarstwowej maski polimerowej,

» jednowarstwowej maski polimerowej,

» maski foliowej.
W dalszej czesci pracy scharakteryzowano oba podloza bazowe, jak 1 rodzaje masek

rozdzielajacych.

4.4.1. Chip zloty Au

Chip ztoty (chip Au) wykonany zostal z gotowego materiatu, tj. metalizowanej
ptytki szklanej o numerze katalogowym 1-07-04-000, zakupionej w firmie Ssens B.V.
Doktadng struktur¢ materiatu zobrazowano na rysunku 36a. Wedlug informacji
uzyskanych od producenta, wynika, ze podstawe plytki stanowi szklo D263 (BK7)
0 grubosci 1 mm, na ktore napylono odpowiednio warstwy metaliczne — 3 nm tytanu

(stanowigce warstwe adhezyjng) oraz 47 nm ztota (wtasciwa warstwa metaliczna). Podtoze
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to przycigte jest doktadnie na wymiar 16mm (szeroko$¢) x 16mm (dtugos¢). Material ten

stanowi punkt odniesienia dla nowej konstrukcji chipa srebrno — ztotego Ag/Au.

(a) (b)

Aud47 nm_—— Au4 nm Q"
Ag43nm _____— —20
Ti3 nm__/\:_/( Cr1nm _ - -
szkto BK7 1 mm _— szkloBK71mm ____—

Rys. 36. Schemat struktury chipéw: (a) chip Au, (b) chip Ag/Au. Opracowanie wlasne.

4.4.2.Chip srebrno — zlety Ag/Au

Chip srebrno — ztoty (chip Ag/Au) to nowy materiat, ktory stworzono na podstawie
matematycznej symulacji krzywych SPR struktury przedstawionej na rysunku 36 b. W tym
celu wyznaczono teoretyczne wartosci parametrow opisujacych metaliczne warstwy
optyczne, na podstawie dopasowania modelowych krzywych rezonansowych
(wykonanych przy uzyciu oprogramowania Winspall) do wynikow wyznaczonych
doswiadczalnie uktadem pomiarowym. W tym celu zastosowano uktad pomiarowy
ztozony z obrotowego stolika, na ktérym znajdowat si¢ pryzmat a na nim umieszczona
ptytka szklana z napylonymi warstwami metali: srebra 1 ztota. Uktad ten zbudowano
W oparciu o konfiguracje Kretschmanna, z mozliwoscig obrotu probki o 0,01°.
Wzbudzenie plazmondéw powierzchniowych uzyskano kierujac na granice faz
pryzmat/ptytka wigzke $wiatla p spolaryzowanego, rownoleglego o mocy 5 mW, ktérego
zrodlem byta dioda laserowa (dtugo$¢ fali A = 650 nm). Pomiary wykonywano poprzez
mierzenie zmienno$Ci nat¢zenia odbitego Swiatta w funkcji kata padania ¢ (rys. 37).

Pomiary wykonano zaréwno dla nowej konstrukcji ptytki jak i chipa ztotego Au.
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Rys. 37. Wykres przedstawiajgcy porownanie efektu SPR chipéw Au oraz Ag/Au [62].

Z wykres$lonych powyzej krzywych SPR obu struktur metalicznych (Au i Ag/Au)
wynika, iz lepszymi parametrami refraktometrycznymi charakteryzuje si¢ nowa struktura
metaliczna Ag/Au. Chip ten posiada przede wszystkim wigkszg czutos¢ (wigksza zmiana
wartosci reflektancji przy zmianie kata padania) oraz mniejszg szerokos$¢ krzywej
W potowie wysokosci maksimum FWHM. Dodatkowa zaletg konstrukcji jest jej koszt
wykonania. 90% grubosci warstwy metalicznej stanowi srebro, ktore jest metalem tanszym
od ztota. Jednakze, jak juz wczesniej wspomniano (rozdz.3.2.2.3.) warstwa srebra podatna
jest na utlenianie w kontakcie z roztworami wodnymi oraz tlenem z powietrza, dlatego tez
zaproponowano dodatkowo cienkg warstw¢ zlota, ktora bedzie stanowita barier¢ ochronng
zapobiegajaca oksydacji srebra. Dodatkowo jako podktad poprawiajacy przyczepnosé

srebra do szkta zastosowano warstewke chromu o grubo$ci 1nm.
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4.5. Procedura wykonania chipa

Procedura przygotowania chipéw do badan w niniejszej pracy obejmowala
nastgpujace etapy:
» prozniowe napylanie chromu, srebra i ztota (PVD) na ptytki szklane,
» zadrukowanie masek polimerowych na metalizowanych plytkach szklanych lub

naklejenie maski foliowej na metalizowane ptytki szklane.

4.5.1. Technika prozniowego napylenia metalami srebra i zlota (PVD)

Chipy srebrno—ztote wykonano za pomocg proézniowego napylania metali: chromu,
srebra oraz ztota. W tym celu wycigto ze szkietek mikroskopowych podtoza szklane
0 wymiarach 20 mm X 20 mm x 1 mm. Nast¢pnie wypolerowano je przy uzyciu wodnej
zawiesiny tlenku ceru oraz oczyszczono przy uzyciu srodkOw myjacych tj. detergentu,
acetonu 1 alkoholu izopropylowego. Po kazdym uzyciu $rodka czyszczacego szkietka byty
ptukane 1 myte ultradzwigekowo w wodzie dejonizowanej. Cienkie warstwy metaliczne
naniesiono na powierzchni¢ szkla metodg naparowywania prézniowego w ukladzie
prozniowym NAS01 w prézni wysokiej (HV) o cisnieniu 8-107%— 1:107° hPa. Pierwsza
warstwg, ktora zostala bezposrednio naniesiona na szkto byta powtoka chromu (grubos¢
1 nm), ktérg osadzono z szybkoscig okoto 0,1nm/s. Nastepnymi warstwami byly cienki
film srebra o grubosci 43 nm napylany z predkoscig 0,08 nm/s oraz ztoto o grubosci 4 nm
osadzane z predkoscig 0,01 nm/s. Grubo$¢ warstwy 1 szybko$¢ osadzania monitorowano
za pomoca mikrowagi kwarcowej.

Topografi¢ powierzchni warstw osadzonych na szklanym podiozu mierzono za
pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM) przy uzyciu systemu Nanosurf Nanite B
w trybie kontaktowym (rys. 38). Fotografie powierzchni i powierzchni przekroju
poprzecznego warstw metalicznych wykonano za pomocg systemu FIB-SEM Scios

2 DualBeam (rys. 39).
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(@) (b)

1.8nm

0.0 nm

Rys. 38. Obrazy topografii powierzchni AFM warstw metalicznych napylonych na
podiozu szklanym: (a) warstwa bimetaliczna Ag/Au; (b) pojedyncza warstwa

metaliczna Au [62].

Rys. 39 . Obrazy wykonane technika skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM):
(a) warstwa bimetaliczna Ag/Au w przekroju poprzecznym wykonane na probke lekko
pochylong: 1: przekrdj podioza szklanego, 2: przekrdj warstwy metalicznej Ag/Au,
3: widok nachylona gorna powierzchnia Ag/Au; (b) morfologia powierzchni warstwy
bimetalicznej Ag/Au; (c) morfologia powierzchni pojedynczej warstwy metalicznej
Au [62].
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4.5.2. Technika drukowania masek polimerowych

Kolejnym etapem przygotowania chipa jest dodatkowa modyfikacja warstwy
metalicznej w celu wygenerowania powierzchni reakcyjnej, tj. miejsca, w ktorym zachodzi
reakcja wigzania analitu i liganda (receptora) oraz ktora staje si¢ réwnoczesnie polem
pomiarowym. Pole to mozna utworzy¢ korzystajac z faktu, iz zasieg generowanego
zjawiska rezonansu plazmondéw od powierzchni metalu wynosi okoto 400 nm. W zwiazku
z tym powierzchnia metaliczna chipa pokryta warstwg dielektryka (np. polimeru)
0 grubosci znacznie przekraczajacej zasieg zjawiska SPR, bedzie blokowata efekt tego
zjawiska, za$ miejsca wolne od powtoki polimeru beda stanowity pole reakcji
wychwytywania czastek analitu oraz punkt pomiarowy. Opisywany w ten sposob rozktad
pol reakcyjnych, ich wielkos¢ 1 ksztatt bedg nazywane w dalszej czesci pracy architekturg
chipa.

Jednym z gtéownym celéw pracy byto stworzenie optymalnej architektury chipéw
Au1 Ag/Au, pozwalajacej na oznaczenie biomarkerow katepsyn B, D 1 S, charakteryzujace
si¢ jak najlepszymi parametrami analitycznymi. W tym celu zaproponowano kilka r6znych
rozktadoéw architektonicznych powierzchni biosensora (rys. 40):

» chip z dwuwarstwowa maska polimerowa — powierzchnia metaliczna pokryta
dwiema powlokami polimerowymi: 1. maska blokujaca efekt SPR 1 tworzaca
9 skupisk zwierajacych 12 pojedynczych punktow pomiarowych (powierzchnia
pojedynczego punktu 0,159 mm?); 2. maska rozdzielajaca, ktéra tworzy
hydrofobowg barier¢ przy aplikowaniu roztwordéw analitu o réznych stezeniach,
zapobiegajgcg mieszaniu si¢ roztworow na powierzchni chipa.

» chip z jednowarstwowga maska polimerowg — powierzchnia chipa podzielona na
9 réwnych pol, rozdzielonych hydrofobowa maska rozdzielajaca — barierg
zapobiegajaca mieszaniu si¢ roztworow na powierzchni chipa. Niezadrukowana
powierzchnia metaliczna daje swobod¢ przy wyborze wielkosci i ksztaltu pol
pomiarowych, ktére wyznaczane sg na etapie analizy wynikow w oprogramowaniu
ImageJ.

» Chip z maska foliowa — powierzchnia chipa podobnie jak jednowarstwowa maska
polimerowa tworzy 9 rownych pol rozdzielonych hydrofobowa maska
rozdzielajaca (folig). Niezadrukowana powierzchnia metaliczna daje swobode
przy wyborze wielkosci 1 ksztattu pdl pomiarowych wyznaczanych za pomoca

oprogramowania analizujgcego wyniki pomiarow.
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punkt
pomiarowy
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Rys. 40. Schemat przyktadowych rozktadow architektury sensora na przyktadzie chipa Au.

Opracowanie wtasne.

Jednym ze sposobow wybiorczego maskowania powierzchni chipow jest technika
sitodruku, w ktorej forme¢ drukowa stanowi sito poliestrowe przenoszace farbe, ktorej
powtoka po zadruku osigga grubo$¢ od 1 do 200 um (rys. 41).

rakla
farba sitodrukowa forma drukowa

\ (sito)

1.
B
warstwg metalu
2.
3. /

zadrukowany
chip

Rys. 41. Schematyczne przedstawienie procesu druku warstwowych masek polimerowych
na ptytkach szklanych z naniesiong warstwa metaliczng. Etap 1 — naniesienie farby
sitodrukowej, etap 2 — druk (przeniesienie farby z formy drukowej na podtoze szklane),

etap 3 — chip zadrukowany maska polimerowa. Opracowanie wiasne.
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Przebieg procesu druku masek polimerowych uzalezniony jest od ilosci powtok
farby. Chipy z maska dwuwarstwowg drukowane sg dwuetapowo (etap I i I1), podczas gdy
ptytki z maska jednowarstwowa powlekane sag w jednoetapowym procesie zadruku (tylko
etap I1).

Etap |

W pierwszym etapie czyste, niezadrukowane podtoze (chip Au lub Ag/Au) zostalo
poddane doktadnemu procesowi czyszczenia poprzez wielokrotne ptukanie
dichloroetanem i wodg redestylowang oraz suszenie argonem pomig¢dzy plukaniami.
Na oczyszczong powierzchni¢ nadrukowano $wiattoczuta powloke Elpemer SD 2047,
ktorej gtownym sktadnikiem byta nowolakowa zywica epoksydowa, tworzac blokujaca
warstwe polimeru. Do tego celu zastosowano sito ptaskie o gestosci oczek 90 linii/cm.
Zadrukowang ptytke szklang suszono nastgpnie w piecu konwekcyjnym w temperaturze
70°C przez 60 min.

W celu uzyskania odstonigtych miejsc na metalizowanym szkle (pdl pomiarowych,
nie zawierajacych farby $wiatloczutej) na zadrukowang 1 wysuszong ptytke natozono
przezroczysty filtr foliowy posiadajacy czarne, nieprzezroczyste punkty w ksztatcie kota
0 srednicy 0,45 mm. Przygotowang w ten sposob plytke naswietlano promieniowaniem
UV-A o mocy 48 W przez 90 sekund. W kolejnym etapie calg powierzchni¢ fotopolimeru
spryskano intensywnie 1% roztworem weglanu sodu a nastepnie wodg redestylowang, po
czym osuszono w strumieniu argonu. W miejscach, w ktorych fotopolimer byt pokryty
czarng maskg 1 nie zostal naswietlony promieniowaniem UV, po sptukaniu, odstoni¢ta
zostala czysta warstwa metalu. Pola te byly wykorzystywane jako punkty pomiarowe.

Etap 11

Kolejnym krokiem w przygotowaniu chipa bylo wydrukowanie niebieskiej,
hydrofobowej warstwy polimerowej, ktéra stanowita granice oddzielajaca poszczegdlne
grupy punktow pomiarowych i1 uniemozliwiajagcg mieszanie si¢ roztwordw analitu.
Warstwe hydrofobowa natozono roéwniez technika sitodruku, stosujac sito o oczkach 120
linii/cm. Niebieska warstwa farby fotopolimerowej, Elpemer SD 2457, zostata
wydrukowana na wcze$niej zadrukowanej ptytce, a nastgpnie ponownie wysuszona
w piecu konwekcyjnym w temperaturze 65°C przez 60 min. Nastepnie, cata powierzchnia
chipa zostata naswietlona $wiattem UV—A przez 5 min. Tak przetworzony chip suszony
jest ponownie w piecu konwekcyjnym w temperaturze 150°C, przez 60 min (proces

wypalania). Wydrukowany i wysuszony w ten sposob staje si¢ chemicznie odporny na
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dziatanie rozpuszczalnika organicznego, etanolu, stosowanego w kolejnych etapach

przygotowania biosensora.

4.5.3.Dobor i aplikacja maski foliowej

Polimerowe maski warstwowe sg obecnie najczgsciej stosowanym rozwigzaniem,
jezeli chodzi o powloki nanoszone na podloze szklane lub metaliczne, gltownie
w drukowanych materiatach elektronicznych, np. drukowanych obwodach (ang. printed
circuit board) [127]. Istota3 samego procesu nakladania masek polimerowych jest
ztozono$¢ oraz dlugi czas procesu druku, dlatego tez oprdocz wspomnianych masek
drukowanych zastosowano w badaniach folie samoprzylepne. Parametrami, ktére istotnie
wplynety na wybor tego rodzaju materiatu byly: tatwos$¢ aplikacji (naklejenia na
powierzchni¢ metalizowanej ptytki szklanej), elastycznosci w wycigciu pol pomiarowych
oraz grubo$ci materialu (przekraczajacej zakres dziatania SPR). Ponizej przedstawiono

sposob w jaki aplikowane sg maski foliowe na powierzchni¢ chipa (rys. 42).

ttok dociskajacy
maske foliowg

miejsce zaczepienia
maski foliowej

miejsce
zamocowania
chipa (stolik)

Rys 42. Urzadzenie do naklejania maski foliowej na powierzchni¢ plytki szklanej.

Opracowanie wlasne.
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Maska foliowa naktadana jest w bardzo prosty sposob, zwyczajnego naklejenia
przezroczystej folii bezposrednio na metaliczng ptytke szklang, za pomoca prostego
aplikatora (rys. 42). Miejsca pomiarowe wyznaczone sg przez otwory wyciete w folii przy
zastosowaniu  elektronicznie  sterowanego urzadzenia wykrawajacego. Maske
rozdzielajaca stanowi samoprzylepna folia polipropylenowa o grubosci 30 um powleczona
od spodu permanentnym, akrylowym klejem $wiattoutwardzalnym. Dodatkowo materiat
ten, jak z resztag i poprzednio opisywane maski drukowane, charakteryzuje si¢ silnie
hydrofobowa powierzchnia, dzigki czemu stanowi bariere separujaca poszczegdlne krople
analitu nanoszone na sgsiednie pola pomiarowe, i zapobiegajace ich mieszaniu si¢. Ponizej
przestawiono zbior wszystkich rodzajéw masek rozdzielajacych zastosowanych do badan

w niniejszej pracy (rys. 43).

chip Au chip Au z chip Ag/Au chip Ag/Au z
czysty analitem czysty analitem

chip
z 2-warstwowg
maska polimerowq

chip
z 1-warstwowg
maska polimerowg

‘u. ’\--.) vi

chip fo bor &

z maska foliowq to) &) &)
N

[

Rys. 43. Zestawienie wszystkich rodzajow chipow Au oraz Ag/Au z trzema rodzajami
masek rozdzielajacych. Chipy przedstawiono w wersji czystej oraz z roztworem analitu

naniesionym na miejsca pomiarowe. Opracowanie wiasne.
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4.5.4.0pis procedury aplikacji pozostalych warstw linkera i liganda
(receptora) w zaleznosci od zastosowanego analitu

Poprawnie przeprowadzone oznaczenia ilo$ci biomarkeréw uzaleznione jest od

wilasciwego doboru bioczutych sktadnikow biosensora (rys. 15), tj. linkera i liganda

(receptora). Oznaczenia katepsyn B, D i S przeprowadzono korzystajagc ze struktur

ustalonych wczesniej osobno dla kazdej z katepsyn. Dane dotyczace sktadu warstw

bioczutych zaczerpnig¢to z podanych ponizej prac (tabela 12):

Tabela 12. Spis proponowanych ukladéw analitycznych zastosowanych do badania

charakterystyki chipow Au1 Ag/Au

Ligand (receptor)

Ot Analit (stezenie Linker . SPOSOb ) o atura
pomiarowy . - immobilizacji
wyj$ciowe)
cystatyna C .
1 katepsyna B (50 ngmL) cysteamina EDC/NHS [82]
pepstatyna A . [81,82,
2 katepsyna D (400 ng-mL") cysteamina EDC/NHS 128]
przeciwciato
specyficzne dla . [62, 74,
3 katepsyna S Katepsyny S cysteamina EDC/NHS 129]
(20 ng'mL™)
(a) (©) (e) (9) 0}
% o s ﬁ S o
D © (=gl &R D8
cysteamina chip z warstwa \{vygrze_zwanie chip z chip z
(r-r alkoholowy) cysteaminy chipa z ligandem zakotwiczonym zakotwiczonym
czas: 24h (linkera) (receptorem) ligandem ligandem

60 min. 37°C (receptorem) (receptorem) i
analitem

Rys. 44. Schemat przygotowania biosensora i aplikacji analitu podzielony na poszczegodlne
etapy (a) utworzenie samoorganizujgcej monowarstwy linkera (cysteaminy), (b) mycie
i suszenie chipa, (c¢) przechowywanie chipa, (d) aktywacja liganda (receptora),
(e) inkubacja, (f) mycie biosensora, (g) gotowy biosensor, (h) aplikacja analitu, (i) gotowy

uktad pomiarowy. Opracowanie wiasne.
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Procedura przygotowania sensora obejmuje nastepujace etapy (rys. 44):

(a) utworzenie samoorganizujacej monowarstwy linkera (cysteaminy) — na tym
etapie plytka szklana pokryta warstwg metalu przemywana byla pieciokrotnie woda
MilliQ i alkoholem etylowym. Nastgpnie chip suszono w strumieniu gazu
obojetnego (argonu). Czystg | wysuszong plytke szklang zanurzono do 20 mM
alkoholowego roztworu chlorowodorku cysteaminy na czas 12 — 24 godzin
w szklanym, zamknigtym naczyniu, w temperaturze pokojoweyj.

(b) mycie i suszenie — po uptywie 24 godzin chip ptukano 10 krotnie, naprzemiennie
woda MiliQ i etanolem, a nast¢pnie plytki suszono pod strumieniem gazu
obojetnego (argonu).

(c) (opcjonalnie) etap przechowywania chipa — wysuszony chip posiadajacy
warstwe linkera (cysteaminy) gotowy jest do natozenia kolejnej warstwy — liganda
(receptora). Moze by¢ on rowniez przechowywany w zamknieciu do 7 dni.

(d) aktywacja liganda (receptora) — przebieg tego etapu uzalezniony jest od rodzaju
zastosowanego analitu (tabela 12 powyzej). Aktywacja liganda (receptora) polega
na zmieszaniu roztworu wyjsciowego z N-hydroksysukcynimidem (NHS) (250
nM) i N-etylo-N'-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidem (EDC) (250 nM)
W obecnosci buforu weglanowego (pH = 8,5). Tak przygotowany roztwor
wytrzasano przez 10 min a nastgpnie Umieszczono na powierzchni chipa,

(e) inkubacja — chip zawierajgcy roztwor aktywowanego liganda (receptora)
zamkni¢to w szczelnym naczyniu szklanym 1 umieszczono w cieplarce,
inkubowano w 37°C przez 1 godzing,

() mycie — po uptywie 1 godziny usuni¢to nadmiar pozostatego roztworu liganda
(receptora) za pomocg pompki prozniowej i ptukano 10 krotnie, woda MiliQ,

(9) gotowy biosensor — tak przygotowany biosensor umieszczony jest w urzadzeniu
pomiarowym SPR,

(h) aplikacja analitu — natozenie odpowiedniego przygotowanego roztworu analitu
celem przeprowadzenia pomiarow,

(i) gotowy uklad pomiarowy — biosensor zawierajacy czasteczki analitu zwigzane
z ligandem (receptorem).

Etapy (h) oraz (i) omowione zostang w dalszej czesci tej pracy.
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4.5.5. Krotka charakterystyka oznaczanych biomarkerow

Katepsyny s3 enzymami zaliczanymi do proteaz lizosomalnych. Oznacza to,
ze odpowiedzialne sg za hydrolize wigzan peptydowych. Biora udzial w procesach
degradacji tancuchow biatkowych, procesach hormonalnych oraz rozpadzie komorek.
Katepsyny wykorzystywane sg przez niektore patogeny do niszczenia tkanek, w zwigzku
z czym ich podwyzszone stg¢zenie moze informowaé o mozliwym stanie chorobowym
organizmu. Ponizej (tabela 13) przedstawiono charakterystyke oznaczanych w tej pracy

biomarkerow — katepsyn B, D i S.
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Tabela 13. Charakterystyka katepsyn B, D i S.

Nazwa Obraz czasteczki 3D Klasa

Masa

czasteczkowa
[Da]

Charakterystyka zwiazku

Literatura

katepsyna

B cysteinowa

38 000

= zlozona z 339 aminokwasdw, sktada si¢ z tancucha
ciezkiego o masie 25-26 kDa i lekkiego 0 masie 5
kDa, potaczonych dimerem dwusiarczku,
= funkcja hydrolityczna modulowana jest wartoscig
pH roztworu
= biomarker stanu zapalnego oraz innych chordb, np.
nowotworow piersi, jelita grubego, prostaty

[81,130]

katepsyna

D asparaginowa

45 000

= gotowng funkcja katepsyny D jest degradacja biatek
1 aktywacja prekursorow biatek bioaktywnych w
przedziatach prelizosomalnych
= miejsca katalityczne katepsyny D obejmujg dwie
krytyczne reszty asparaginowe (aminokwas 33 i
231) zlokalizowane na tancuchach 14 kDa i 34
kDa,
= zwana jest biomarker zlego rokowania, np.
nowotwor piersi

[81, 128,
131]

katepsyna

S cysteinowa

23 700

= zlozona z 331 aminokwasow
= optymalna aktywnos$¢ przy pH~6,0 — 7,5
= silna ekspresja w tkankach nowotwordéw ztosliwych
= biomarker chorob zapalnych lub
autoimmunologicznych, np. reumatoidalne
zapalenie stawow, stwardnienie rozsiane,

[131, 132]




4.6. Opis procedury pomiar6w wykonywanych przy zastosowaniu aparatu SPRi

Pomiary reflektancji opisanych wczes$niej biomarkerow jak i odpowiednich
biosensoré6w przeprowadzono za pomocag prototypowej aparatury dedykowanej do
pomiaréw macierzowych SPRi opracowanej w Laboratorium Bioanalizy Uniwersytetu

w Biatymstoku (rys. 45).

jednostka sterujgca stacja pomiarowa jednostka sterujgca komputer i oprogramowanie

Rys. 45. Aparatura pomiarowa SPRi (stacja pomiarowa wraz z urzgdzeniami

peryferyjnymi). Opracowanie wiasne.

stolik
(@ pomiarowy ®)

chip uchwyt
mocujacy

pryzmat
szklany

Rys. 46. Graficzne przedstawienie komponentow stacji pomiarowej SPRi: (a) stacja

pomiarowa, (b) stolik pomiarowy. Opracowanie wihasne.
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Uktad pomiarowy SPRi zlozony jest potaczonych ze soba kompatybilnych urzadzen
(rys. 45):
» dwoch jednostek sterujacych (sterowanie laserem He—Ne, kalibracja i ustawienie
kata soczewek i kamery),
» komputera z oprogramowaniem stuzacym do zbierania i analizowania danych,
» stacji pomiarowej SPRI (rys. 46 a), ktora stanowi glowng czg$¢ zestawu urzadzen.
W jej gornej czgéci znajduje si¢ Stolik pomiarowy (rys. 46 b), w ktorym
umieszczony jest szklany pryzmat, za$ bezposrednio na nim badany biosensor

docis$niety za pomoca uchwytu mocujgcego.

biosensor —

soczewka z powtoka
antyrefleksyjna

pryzmat kamera

CCD

polaryzatory %
ekspander oy
WiQZki g i l | | |
kolimator o :

Swiatlowodo
bl komputer
obraz
laser He-Ne

Rys. 47. Schemat konfiguracji stacji pomiarowej SPRi. Opracowanie wlasne.

Powyzej przedstawiono rowniez szkic konfiguracji geometrycznej (rys. 47)
obrazujacy rozktad poszczegdélnych elementow stacji pomiarowej SPRi. Pierwszym
| zarazem podstawowym elementem aparatury jest zrodlo $wiatha, ktore stanowi laser
diodowy helowo — neonowy (He—Ne) emitujacy wigzke promieniowania o dtugosci fali
réwnej 635nm. Wiazka jest nastgpnie wyrOwnywana i zwezana poprzez transmisj¢ przez
kolimator $wiattowodowy. W Kkolejnym etapie jest ona poszerzana przez ekspander
I odbijana na polaryzatorze liniowym, ktory stuzy do polaryzacji wiazki $wiatta na dwa

typy polaryzacji: p i s. Podstawowe pomiary wykonywane sa przy polaryzacji p, natomiast

102



polaryzacja s stuzy do pomiaréw tla. W gornej czesci uktadu pomiarowego znajduje si¢
szklany pryzmat, na ktérym umieszczono szklany chip zgodnie z konfiguracja
Kretschmanna. Swiatto odbija si¢ od metalicznej warstwy chipa i jest wykrywane przez
kamerg cyfrowa CCD. Sygnat jest nastgpnie przesytany do komputera z oprogramowaniem
graficznym, ktére umozliwia ocen¢ obrazéw SPRi w postaci obrazéw 2D. Przyrzad

zawiera jednostke sterujaca, ktora umozliwia automatyczne zestawianie pomiarow.

tto pole pomiarowe

Rys. 48. Obraz zarejestrowany podczas pomiaru: (a) surowy obraz rejestrowany przez
kamere CCD przy polaryzacji p (jasna) i s (ciemna), (b) analiza obrazu przeprowadzana za
pomoca oprogramowania Imagel, odczyt roznicy kontrastu pomigdzy zakreslonymi

polami pomiarowymi dla polaryzacji p i s. Opracowanie wlasne.

Wiasciwy pomiar SPRi (rys. 48) polega na zarejestrowaniu serii obrazow
biosensora o$wietlanego promieniowaniem lasera He — Ne w obu polaryzacjach

p i s w okreslonym zakresie katowym, dla ktorego réznica kontrastu pomiedzy probka
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(pole pomiarowe) a tlem (maska blokujaca lub rozdzielajaca) osigga najwicksza wartosc.
Nastepnie identyczna seria pomiardw przeprowadzana jest dla biosensora zawierajagcego
oznaczany biomarker (katepsyne). Wszystkie zapisane obrazy analizowane sg za pomocg
oprogramowania ImageJ, tak aby uzyskac¢ okreslone wartosci matematyczne. Ostateczny
sygnal oznaczanego biomarkera obliczany jest na podstawie roznicy pomig¢dzy sygnatami

przed i po interakcji biologicznie aktywnego zwigzku z biosensorem.

4.7.  Opracowanie parametrow analitycznych biosensorow

Charakterystyka opracowanych biosensoréw polegata na wyznaczeniu krzywych
kalibracyjnych oraz pozostalych parametréw analitycznych oznaczenia katepsyn,
tj. czutosci, zakresu liniowego krzywych kalibracyjnych, precyzji, doktadnosci, zakresu
odpowiedzi liniowej oraz limitow detekcji i oznaczalnosci dla wszystkich uktadow
analitycznych przedstawionych w tabeli 12. Pomiary przeprowadzono na nowo
skonstruowanych chipach srebrno — ztotych Ag/Au jak i obecnie stosowanym chipie

ztotym Au. Pelne zestawienie wykorzystanych chipow przestawiono na rysunku 43.

4.7.1. Krzywa kalibracyjna i zakres prostoliniowy

Pierwszym etapem badan byto wykreslenie krzywych kalibracyjnych dla
wspomnianych uktadéw analitycznych (tabela 12) na nowym chipie Ag/Au jak i obecnym
chipie Au z r6znymi konfiguracjami masek rozdzielajacych (rys. 43). Zakresy analitycznie
uzyteczne wyznaczono poprzez wykre$lenie zaleznosci sygnalu SPRIl od stezenia

oznaczanej katepsyny. Do pomiarow zastosowano nastepujace zakresy stezen analitow:

> katepsyna B: 0,25 - 2,50 ng'mL?,
> katepsyna D: 0,05 - 2,50 ng'mL?,
> katepsyna S: 0,01 - 3,50 ng'mL™.

Krzywe kalibracyjne w postaci zaleznosci sygnatu SPRi od stezenia oznaczanych

biomarkerow dla poszczeg6lnych chipow przedstawiono ponize;j:

» katepsyna B: chip Au (rys. 49); chip Ag/Au (rys. 50),
» katepsyna D: chip Au (rys. 51); chip Ag/Au (rys. 52),
» katepsyna S: chip Au (rys. 53); chip Ag/Au (rys. 54).
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» Katepsyna B

Sygnat SPRI = f (Cxats) | Au
maska
jednowarstwowa
4000
N Au
3500 maska foliowa
S 3000
(4 = Au
% 2500 maska
—~ dwuwarstwowa
((v)
c 2000 i
g y = 1933x - 131
¢y 1590 4000 R2=0,9995

& y = 1796x + 70

1000 » 3000 R?=0,9867
g ¥

500 2 2000
[0

0 1000 y =979 x + 780
0 0,5 1 1,5 2 2,5 R2 = 0,9915
0
o 05 1 1,5 2 25
i -1
CKatB[ng mL ] Cyats [Ng-mL1]

Rys. 49. Krzywa kalibracyjna wyznaczona dla katepsyny B na chipie Au zawierajagcym

3 rodzaje masek. Opracowanie wiasne.
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mAg/Au

Sygnat SPRI = f (Cyatp) maska
jednowarstwowa
6000
mAg/Au
maska foliowa
5000
g Ag/Au
4000 k
B maska
e dwuwarstwowa
(48]
c 3000 6000
(@) y = 2633 x + 215
U?)‘ 5000 Rz = 0,9941
2000 [
& 00 Y =2490x-5
o R2 = 0,9896
1000 g 3000
>
v 2000
&
0 1000 4
0 0,5 1 1,5 2 2,5
0]
1 0 0,5 1 1,5 2 2,5
CKatB[ ng -mL ] Crae[ng-mL1]

Rys. 50. Krzywa kalibracyjna wyznaczona dla katepsyny B na chipie Ag/Au zawierajagcym

3 rodzaje masek. Opracowanie wiasne.
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» Katepsyna D

Sygnat SPRI = f (Cyaip) mAu
maska
jednowarstwowa
8000 = AL
maska foliowa
7000
— |
&F 6000 Au
o maska
wn dwuwarstwowa
5000
g
[{v}
S, 4000 7000
> 6000 y =3742x + 713
()] R2 = 00,9953
3000 & 5000
&
2000 — 4000
T
S, 3000
1000 > y = 3507 x + 804
¥ 2000 R2 = 0,9907
0 1000 y = 3153 x + 792
0 0,5 1 1,5 2 2,5 0 R2 = 0,9925
0 0,5 1 1,5 2
CKatD [ng' mL_l] CKatD [ng-mL‘l]

Rys. 51. Krzywa kalibracyjna wyznaczona dla katepsyny D na chipie Au zawierajgcym

3 rodzaje masek. Opracowanie wiasne.
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m Ag/Au
Sygnat SPRI = f (Cxap) maska
jednowarstwowa
12000 H Ag/Au
maska foliowa
10000
— mAg/Au
g 8000 maska
) dwuwarstwowa
——
T 6000 12000
g y = 6201 x + 687
> 10000 R?=0,9971
) - y = 5840 x + 53
4000 & 8000 R? = 0,9915
0
@ 6000
2000 c
2
G 4000
0 2000 = 8 x + 828
0 0,5 1 1,5 2 2,5 R 0.9978
0 ,
0 0,5 1 1,5 2
Cyatp [Ng-mL1] ' '
KatD Ciato [Ng-mL1]

Rys. 52. Krzywa kalibracyjna wyznaczona dla katepsyny D na chipie Ag/Au zawierajgcym

3 rodzaje masek. Opracowanie wiasne.
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» Katepsyna S

6000
5500
5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

Sygnat SPRi [A.U.]

Sygnat SPRI = f (Cyats)

1,5 2 2,5 3

Ciats [Ng-mL-1]

m Au
maska
jednowarstwowa

mAu
maska foliowa

mAu
maska
dwuwarstwowa

6000
y = 3009x + 434

5000 R2 = 0,9951
y = 2654x + 414
R2 = 0,9978 4

Sygnat SPRi

y = 1666x + 571
R2 = 0,9930

0 0,5 1 1,5
Ciats [Ng-mL1]

Rys. 53. Krzywa kalibracyjna wyznaczona dla katepsyny S na chipie Au zawierajagcym

3 rodzaje masek. Opracowanie wiasne.
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Sygnat SPRI = f (Cyqars) ® Ag/Au

maska
jednowarstwowa
9000
mAg/Au
8000 maska foliowa
7000
Ag/Au
6000 maska
dwuwarstwowa

5000

4000

Sygnat SPRi

9000 'y = 3796x + 1189
8000 R = 0,9987

3000 T 7000 'y = 2975x + 1747
& 6000 RZ=0,9970

2000 ~ 5000
€ 4000 L]

1000 5) ‘
5. 3000

0 n 2000
o o5 1 15 2 25 3 tooo 7

0 0,5 1 1,5 2

Ciats [Ng-mL1] Cnee [NG-ML]

Rys. 54. Krzywa kalibracyjna wyznaczona dla katepsyny S na chipie Ag/Au zawierajgcym

3 rodzaje masek. Opracowanie wiasne.

Z analizy wykreslonych krzywych kalibracyjnych (rys. 49 — 54) wynika, iz przy
wyzszych stezeniach oznaczanych biomarkeréw tworzy sie plateau Langmuira,
swiadczace o wysyceniu aktywnych miejsc biosensora czasteczkami biomarkera.
W zwigzku z tym uzyteczny analitycznie zakres stezen dla oznaczenia biomarkerow

stanowig cze¢sci liniowe tych krzywych — tabela 14.
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Tabela 14. Zakresy prostoliniowe krzywych kalibracyjnych oznaczen katepsyn B, D i S.

Zakres stezen

Zakres stezen

Zakres stezen

Rodzaj chipa Rodzaj maski katepsyny B katepsyny D katepsyny S
[ng'mL] [ng'mL] [ng'mL"]

Maska foliowa 0,750 — 2,000 0,300 - 1,500 0,050 — 1,500

Chip Au Jednowarstwowa 0,750 — 2,000 0,300 - 1,500 0,050 — 1,500
maska polimerowa

Dwuwarstwowa 0,750 — 2,000 0,100 — 1,500 0,100 — 1,500
maska polimerowa

Maska foliowa 0,500 — 2,000 0,100 — 1,500 0,025 - 1,500

Chip AgiAau  Jednowarstwowa 0,500 — 2,000 0,050 — 1,500 0,050 — 1,500
maska polimerowa

Dwuwarstwowa 0,500 — 1,750 0,100 — 1,500 0,100 — 1,500

maska polimerowa

4.7.2. Czulosé

Czutos$¢ jako parametr charakteryzujacy uktad analityczny, okresla w jaki sposob
niewielka zmiana st¢zenia 0znaczanego biomarkera wplywa na sygnat SPRi urzadzenia
pomiarowego. Jej warto$¢ okreslana jest przez nachylenie krzywej Kkalibracyjnej
(wspotczynnik a). Ponizej zestawiono wszystkie parametry krzywych kalibracyjnych
wykreslonych dla katepsyn oznaczonych na poszczego6lnych chipach:

» katepsyna B (tabela 15),
» katepsyna D (tabela 16),
» katepsyna S (tabela 17).
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Tabela 15. Zestawienie parametréw krzywych kalibracyjnych wyznaczonych dla katepsyny B na obu chipach Au oraz Ag/Au zawierajacych

3 rodzaje masek rozdzielajacych.

Chip Au Chip Ag/Au

Parametr
Maska foliowa

Jednowarstwowa Dwuwarstwowa
maska polimerowa  maska polimerowa

Jednowarstwowa Dwuwarstwowa

. - Maska foliowa
maska polimerowa  maska polimerowa

Nachylenie (czulo$¢)

‘ 1796 1033 979 2490 2633 1582
Wyrazb""o'”y 70 -131 780 5 215 456
Wspolezynnik korelacji
liniowej 0,9867 0,9995 0,9915 0,9896 0,9941 0,9879
RZ

Tabela 16. Zestawienie parametrow krzywych kalibracyjnych wyznaczonych dla katepsyny D na obu chipach Au oraz Ag/Au zawierajacych

3 rodzaje masek rozdzielajacych.

Chip Au Chip Ag/Au

Parametr
Maska foliowa

Jednowarstwowa Dwuwarstwowa
maska polimerowa maska polimerowa

Jednowarstwowa Dwuwarstwowa

. - Maska foliowa
maska polimerowa maska polimerowa

Nachylenie (czulo$¢)
a

3507

3742 3153 5840 6201 4618

Wyraz wolny

b 804

713 792 53 687 828




eTT

Wspélezynnik Kkorelacji
liniowej 0,9907 0,9953 0,9925 0,9915 0,9971 0,9978
RZ

Tabela 17. Zestawienie parametréw krzywych kalibracyjnych wyznaczonych dla katepsyny S na obu chipach Au oraz Ag/Au zawierajacych

3 rodzaje masek rozdzielajacych.

Chip Au Chip Ag/Au
Parametr
Maska foliowa Jednowar.stwowa Dwuwar§twowa Maska foliowa Jednowar'stwowa Dwuwar§twowa
maska polimerowa  maska polimerowa maska polimerowa  maska polimerowa
Nac"y'e“g" (czulos¢) 2654 3009 1666 2975 3796 2041
Wyrazb""o'”y 414 434 571 1747 1189 1030
Wspolczynnik korelacji
liniowej 0,9978 0,9951 0,9930 0,9970 0,9987 0,9957

RZ




4.7.3.Precyzja i dokladnos$¢

Precyzja to Kkolejny parametr analityczny charakteryzujacy powtarzalno$é
pomiaréw lub inaczej rozrzut wynikow uzyskanych oznaczen wokot wartosei sredniej dla
danej techniki pomiarowej, w tym przypadku techniki SPRi. Jest okreslana na podstawie
wartos$ci obliczonego odchylenia standardowego, dla probek na danym poziomie stezen.
W niniejszej pracy wyznaczono ja na podstawie pomiaru sygnatu SPRi dla trzech réznych
stezen okreslonego biomarkera, zawierajagcych si¢ w prostoliniowym zakresie stezen
krzywej kalibracyjnej. Wielkosci, ktorymi okreslono precyzje techniki SPRi sg odchylenie
standardowe (SD) oraz wzgledne odchylenie standardowe (RSD).

Poza precyzjg techniki SPRi okreslono rowniez jej doktadnos¢, czyli wyznaczenie
jak blisko wartosci prawdziwej (oczekiwanej) lub wzorcowej znajduje si¢ uzyskany wynik
pomiaru (st¢zenie oznaczanego biomarkera) lub inaczej stopien zgodno$ci mig¢dzy
uzyskanymi wynikami pomiaru (pojedynczego) a wartoscig rzeczywistg. W przypadku

pomiarow SPRi okreslono jg za pomocg obliczenia odzysku za pomocg wzoru (15):

» Odzysk

Csr

Odzysk =

-100% (15)
Cnom

gdzie:

Cnom — Stezenie nominalne probki analitu [ng-mL™],

Cs — Srednia arytmetyczna obliczona na podstawie wyznaczonych powyzej stezen

pojedynczych pomiaréw [ng-mL™?],

N — ilos¢ pomiarow.

Wyniki obliczen parametréw okreslajacych precyzje 1 doktadno$¢ oznaczen
katepsyn przedstawiono ponizej:
» katepsyna B (tabela 18),
» katepsyna D (tabela 19),
> katepsyna S (tabela 20).
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Tabela 18. Parametry okreslajace precyzje i doktadnos¢ w oznaczaniu katepsyny B za pomoca biosensora utworzonego na chipie Au i Ag/Au

(n=24).
© - Maska jednowarstwowa Maska dwuwarstwowa
o Maska foliowa - .
= polimerowa polimerowa
o
g
3 Ckats Cer ) RSD Odzysk  Ckats Cer ) RSD Odzysk  Ckats Cer sD RSD  Odzysk
®  [ngmL?] [ngmL7] [%] [%] [ngmL”] [ng'mL7] [%] [%]  [ngmL”] [ng'mL7] [%] [%]
1,000 1,109 0,180 16,234 110,875 1,000 1,047 0,092 8,791 104,654 1,000 0,974 0,070 7,190 97,356
g
=3 1,250 1,217 0,210 17,253 97,374 1,250 1,328 0,100 7,530 106,236 1,250 1,226 0,090 7,343 98,057
e
O
1,750 1,729 0,260 15,033 98,828 1,500 1,517 0,123 8,109 101,118 1,500 1,443 0,110 7,625 96,169
1,000 1,074 0,151 14,064 107,437 1,000 0,976 0,050 5,121 97,646 1,000 1,041 0,080 7,684 104,119
<
(e
g_ 1,250 1,358 0,175 12,884 108,664 1,250 1,267 0,070 5,526 101,347 1,250 1,303 0,110 8,443 104,231
2
)
1,750 1,746 0,186 10,651 99,786 1,500 1,463 0,100 6,835 97,537 1,500 1,553 0,120 7,729 103,505
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Tabela 19. Parametry okreslajace precyzje i doktadnos¢ w oznaczaniu katepsyny D za pomoca biosensora utworzonego na chipie Au i Ag/Au

(n=24).
© - Maska jednowarstwowa Maska dwuwarstwowa
o Maska foliowa - .
= polimerowa polimerowa
o
g
3 CkatD Cer ) RSD Odzysk  Ckatp Cer ) RSD Odzysk  Ckatp Cer sD RSD  Odzysk
®  [ngmL?] [ngmL7] [%] [%] [ngmL”] [ng'mL7] [%] [%]  [ngmL”] [ng'mL7] [%] [%]
0,500 0,520 0,090 17,308 104,000 0,300 0,290 0,030 10,331 96,791 0,500 0,475 0,050 10,527 94,995
g
=3 0,800 0,770 0,110 14,286 96,250 0,500 0,526 0,045 8,562 105,121 0,800 0,786 0,060 7,636 98,213
e
O
1,000 0,950 0,120 12,632 95,000 0,800 0,787 0,090 11,439 98,346 1,000 0,969 0,120 12,388 96,868
0,300 0,337 0,150 44,456 112,472 0,300 0,311 0,020 6,440 103,522 0,500 0,523 0,040 7,647 104,614
<
(e
g_ 0,500 0,545 0,080 14,689 108,929 0,500 0,518 0,020 3,859 103,648 0,800 0,764 0,030 3,928 95,456
2
)
0,800 0,798 0,090 11,281 99,721 0,800 0,813 0,020 2,460 101,634 1,000 1,055 0,050 4,740 105,490
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Tabela 20. Parametry okre$lajace precyzje i doktadno$¢é w oznaczaniu katepsyny S za pomocg biosensora utworzonego na chipie Au i Ag/Au
(n=24).

© Maska foliowa Maska jednowarstwowa Maska dwuwarstwowa

E‘ polimerowa polimerowa

o

&

3 Ckats Cer sD RSD Odzysk Ckats Cer sD RSD Odzysk Ckats Cer sD RSD Odzysk

®  [ngmL'] [ngmL7] [%]  [%] [ngmL?] [ngmL?] [%]  [%] [mgmL?*] [ngmL?] [%]  [%]
0,100 0,094 0,033 34,762 94,002 0,100 0,097 0,008 8,215 97,234 0,500 0,511 0,010 1,976 102,233

g

=1 0,500 0,479 0,099 20,635 95,897 0,500 0,524 0,042 8,078 104,810 1,000 1,050 0,020 1,934 104,990

5
1,000 0,981 0,121 12,286 98,100 1,000 1,005 0,080 7,964 100,456 1,500 1,445 0,120 8,304 96,333
0,100 0,107 0,028 25,950 107,092 0,500 0,509 0,030 5,894 101,805 0,500 0,519 0,020 3,853 103,824

<

(@]

g 0,500 0,527 0,079 15,009 105,496 1,000 1,032 0,023 2,228 103,248 1,000 1,015 0,240 13,797 101,471

2

)

1,000 1,030 0,120 11,650 103,000 1,500 1,505 0,090 5,980 100,333 1,500 1,560 0,112 7,179 104,000




4.7.4. Limity detekcji i 0znaczalnoSci, zakres odpowiedzi liniowej

Limity detekcji i oznaczalno$ci to pozostale parametry pozwalajace na porownanie
przydatnosci nowo skonstruowanego chipa Ag/Au w oznaczeniu biomarkeréw za pomoca
techniki SPRi. W tym celu wykonano pomiar sygnatu SPRIi dla $lepej proby, ktorg stanowit
buforowy roztwor PBS (ilo$¢ punktow pomiarowych n=24).

Limit detekcji oraz oznaczalnosci wyliczono postugujac si¢ nastgpujacymi

wzorami (16 i 17):

» Limit detekcji (granica wykrywalnosci, LOD)

LOD =3,3-5SD (16)
gdzie:
SD — odchylenie standardowe $lepej proby [ng'mL™].

» Limit oznaczalno$ci (granica oznaczalnosci, LOQ)

LOQ =10-SD (17)
gdzie:
SD — odchylenie standardowe $lepej proby [ng-mL™].

Istotne znaczenie w przypadku oznaczenia biomarkeréw za pomocg techniki SPRi
stanowi tzw. zakres odpowiedzi liniowej, ktory okresla przedzial stezen analitycznie
uzyteczny, znajdujacy si¢ na prostoliniowym odcinku krzywej kalibracyjnej, ktorego
faktyczny (rzeczywisty) zakres zdefiniowany jest warto$cig limitu oznaczalno$ci, czyli
mozliwie najmniejszego st¢zenia oznaczanego sktadnika. Wielko$¢ zakresu odpowiedzi

liniowej jak i limitow detekcji i oznaczalnosci przedstawiono ponize;:

» katepsyna B (tabela 21),
> katepsyna D (tabela 22),
> katepsyna S (tabela 23).
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Tabela 21. Limity detekcji i oznaczalnosci oraz zakres odpowiedzi liniowej dla oznaczenia

katepsyny B

Maska polimerowa

Maska polimerowa

Rodzaj chipa Parametr Maska foliowa -
jednowarstwowa dwuwarstwowa
LOD 0,297 0,228 0,228
E
o LOQ 0,990 0,760 0,800
e
© zakres odpowiedzi
lini pov 0,990 -2,000 0,760 - 2,000 0,800 - 2,000
iniowej
<:E> LOD 0,195 0,159 0,168
>
f__’i LOQ 0,650 0,530 0,560
5 zakres odpowiedzi
O P 0,650 - 2,000 0,530 - 2,000 0,560 - 1,750

liniowej

Tabela 22. Limity detekcji i oznaczalno$ci oraz zakres odpowiedzi liniowej dla oznaczenia

katepsyny D

Maska polimerowa

Maska polimerowa

Rodzaj chipa Parametr Maska foliowa -
jednowarstwowa dwuwarstwowa
LOD 0,059 0,075 0,123

E

o LOQ 0,198 0,250 0,400

e

© zakres odpowiedzi
lini pov 0,200 - 1,500 0,250-1,500 0,410 -1,500
iniowej

é’ LOD 0,051 0,030 0,093

>

i LOQ 0,170 0,110 0,301

5 zakres odpowiedzi

O P 0,170 - 1,500 0,110-1,500 0,310 - 1,500

liniowej
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Tabela 23. Limity detekcji i oznaczalnosci oraz zakres odpowiedzi liniowej dla oznaczenia

katepsyny B
Rodzaj chipa Parametr Maska foliowa I\/_Iaska OO bl [FD I e
jednowarstwowa dwuwarstwowa
LOD 0,034 0,041 0,196
E
o LOQ 0,113 0,136 0,653
e
© zakres odpowiedzi
lini pov 0,113-1,500 0,136-1,500 0,653-1,500
iniowej
2 LOD 0,031 0,045 0,150
>
f,_ LOQ 0,093 0,150 0,501
5 zakres odpowiedzi
© lini pov 0,093 - 1,500 0,150 - 1,500 0,501-1,500
iniowej

4.7.5.Walidacja metody przy uzyciu probek biologicznych

Po wyznaczeniu podstawowych parametréw analitycznych oznaczenia katepsyn na
obu chipach Au i Ag/Au wykonano walidacj¢ techniki za pomocg oznaczenia tych samych
biomarkerow w prébkach naturalnych. Procedura przygotowania probek biologicznych do

analiz réznita si¢ w zaleznos$ci od oznaczanego biomarkera, 1 wygladata nastepujaco:

» katepsyna B — oznaczenia wykonano w nast¢pujgcych probkach: (a) osocze oraz
ptyn otrzewnowy, pobrane od pacjentek z torbielg endometrialng oraz (b) osocze
pobrane od oso6b zdrowych (grupa kontrolna). Aby moc oznaczy¢ st¢zenia na
podstawie krzywych kalibracyjnych, wszystkie probki odpowiednio rozcienczono
roztworem PBS: probki chorych pacjentow rozcienczono 10—krotnie, za$ osob
zdrowych 2-krotnie. Pomiary przeprowadzono na chipach Au i Ag/Au
z jednowarstwowa maska polimerows. [10$¢ punktoéw pomiarowych dla kazdego ze
stezen n=12.

> katepsyna D — oznaczenia wykonano w dwodch rodzajach probek: (a) osocze
pobrane od pacjentdéw chorych na glejaka oraz (b) osocze pobrane od o0sob
zdrowych (grupa kontrolna). Aby mdc oznaczy¢ st¢Zenia na podstawie krzywych
kalibracyjnych, wszystkie probki odpowiednio rozcienczono buforem octanowym
(pH=3,5): probki chorych pacjentoéw rozcienczono 10—krotnie, za§ os6b zdrowych

5-krotnie. Pomiary przeprowadzono na chipach Au i Ag/Au z dwuwarstwowa
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maska polimerowa oraz maskg foliowa. [1o$¢ punktow pomiarowych dla kazdego
ze stezeh n=12.

> katepsyna S — oznaczenia wykonano w dwoéch rodzajach probek: (a) osocze
pobrane od pacjentek z rakiem jajnika oraz (b) osocze pobrane od 0sdb zdrowych
(grupa kontrolna palaczy). Aby méc oznaczy¢ stezenia na podstawie krzywych
kalibracyjnych, wszystkie probki odpowiednio rozcienczono roztworem PBS:
probki chorych pacjentow rozcienczono 10—krotnie, za§ oséb zdrowych 2—Krotnie.
Pomiary przeprowadzono na chipach Au i Ag/Au z dwuwarstwowa maska

polimerowa. [1o$¢ punktéw pomiarowych dla kazdego ze stgzen n=12.

Wyniki walidacji analizy probek biologicznych zestawiono w tabelach ponize;j:
> katepsyna B (tabela 24),
» katepsyna D (tabela 25),
> katepsyna S (tabela 26).

121



44

Tabela 24. Wyniki oznaczen katepsyny B w probkach biologicznych osob chorych i zdrowych, na chipach Au i Ag/Au, z jednowarstwowa maska

rozdzielajaca.
Chip Au Chip Ag/Au
Rodzaj . ] . . . .
gl.’upy, pr(’)ll;ki Analiza w osoczu Analiza w plynie otrzewnowym Analiza w osoczu Analiza w plynie otrzewnowym
e L L
1 14,401 0,923 16,977 0,492 14,977 0,701 17,316 0,692
g 2 11,170 0,534 12,616 0,227 10,834 0,320 13,298 0,644
*g‘s 3 10,911 0,289 13,347 0,454 11,347 0,197 13,868 0,534
12 4 12,692 0,818 11,200 0,627 12,946 0,451 11,872 0,183
ﬁ’ 5 8,390 0,367 10,725 0,418 8,280 0,282 11,476 0,183
;é‘ 6 5,406 0,262 8,622 0,138 5,838 0,172 8,391 0,098
é 7 13,994 0,291 15,553 0,346 14,553 0,503 16,331 0,454
§ 8 6,121 0,176 8,366 0,286 5,852 0,183 8,952 0,174
9 8,186 0,343 10,513 0,589 8,483 0,256 11,144 0,342
1 2,029 0,111 2,357 0,131
2 0,982 0,091 1,001 0,107
< 3 1,982 0,128 2,254 0,151
é 4 1,112 0,218 1,232 0,128
IS 5 1,524 0,078 1,570 0,090
% 6 2,616 0,201 2,939 0,105
© 7 2,542 0,102 2,453 0,107
8 3,124 0,287 3,329 0,280
9 1,487 0,117 1,653 0,135




€ctT

Tabela 25. Wyniki oznaczen katepsyny D w probkach biologicznych 0sob chorych i zdrowych, na chipach Au i Ag/Au, z dwuwarstwowa maska

polimerowa.
Chip Au Chip Ag/Au
e I s Maska foliowa o 2K Maska foliowa
pacjentow
Hipi °P Hi >0 gL >0 gL °P
1 3,951 0,321 4,189 0,289 4,021 0,111 4,231 0,130
< 2 4,490 0,277 4,951 0,319 4,223 0,172 4,810 0,286
% 3 3,068 0,101 3,343 0,210 3,113 0,193 3,441 0,235
;3 4 6,333 0,409 6,865 0,450 6,220 0,604 6,786 0,431
% 5 7,491 0,144 7,961 0,310 7,363 0,431 7,885 0,612
csots 6 3,454 0,123 3,973 0,292 3,233 0,192 3,780 0,213
g' 7 3,563 0,271 3,940 0,172 3,300 0,229 3,511 0,310
© 8 6,559 0,335 6,994 0,310 6,301 0,341 6,785 0,412
9 3,450 0,114 3,822 0,217 3,334 0,170 3,976 0,211
1 2,932 0,091 2,671 0,187 2,790 0,123 3,031 0,210
2 3,858 0,119 3,252 0,290 3,594 0,231 4,013 0,237
s 3 2,047 0,242 1,801 0,090 2,011 0,285 2,240 0,356
e 4 2,241 0,151 2,024 0,189 2,052 0,170 2,442 0,250
é 5 2,399 0,310 2,208 0,092 2,110 0,122 2,601 0,171
§ 6 3,131 0,177 3,009 0,330 3,311 0,191 3,460 0,252
g 7 2,938 0,221 3,211 0,321 3,031 0,213 3,157 0,280
8 2,902 0,193 2,674 0,233 3,182 0,120 3,103 0,171
9 3,371 0,174 3,691 0,268 3,491 0,251 3,742 0,312
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Tabela 26. Wyniki oznaczen katepsyny S w probkach biologicznych osob chorych i zdrowych, na chipach Au i Ag/Au, z 2—warstwowa maska

rozdzielajaca.
Chip Au Chip Ag/Au
Grupa - Dwuwarstwowa maska polimerowa Dwuwarstwowa maska polimerowa
pacjentow NTPTDRED
Ckats [ng'rmL™] SD Ckats [ng'mL™] SD
1 16,23 0,676 15,84 0,324
§ 2 18,94 0,797 17,22 0,236
j% 3 12,63 0,488 11,96 0,654
¢ 4 11,09 0,275 11,94 0,237
§ 5 16,77 0,673 15,26 0,216
s 6 10,29 0,173 9,836 0,410
G
g 7 8,238 0,126 10,09 0,121
g 8 12,99 0,541 13,35 0,298
9 6,986 0,113 7,544 0,127
1 0,392 0,030 0,477 0,046
2 0,931 0,010 0,980 0,042
< 3 2,579 0,112 2,881 0,075
i 4 1,047 0,030 1,923 0,045
S 5 0,479 0,011 0,766 0,040
g8 6 1,163 0,031 1,366 0,140
G 7 2,439 0,040 2,828 0,109
8 2,382 0,020 2,129 0,030
9 0,399 0,020 0,719 0,088




Opracowane powyzej wyniki oznaczen biomarkeréw nie wskazuja bezposrednio
czy nowo opracowany chip srebrno — ztoty Ag/Au dziata poprawnie — lepiej, wzglgdem
obecnie stosowanego chipa zlotego Au. Dlatego tez, aby poréwnaé ze sobg obie
konstrukcje chipow 1 ich dzialanie przy oznaczaniu biomarkerow w probkach
biologicznych, postuzono si¢ dobrze znanag metoda Bland — Altamana [32, 134]. Metoda
ta bazuje na sporzadzeniu wykresu punktowego, w ktorym:

> oS$ odcietych (0§ X) — stanowi $rednig pomiaréw dla poréwnywanych metod —
, C . ., ACkata-B) ) )
w tym przypadku $rednia roznicy stezen (T) wyznaczonych dla tej samej

probki analitu za pomoca pomiaru tej probki przy uzyciu chipa Au (A) 1 Ag/Au (B),
» oS rzednych (0§ y) — jest r6znicg pomiedzy pomiarami dla porownywanych metod
—w tym przypadku roznica stezen (ACkam(a-s)) Wyznaczonych dla tej samej probki
analitu za pomocg pomiaru tej probki przy uzyciu chipa Au (A) 1 Ag/Au (B).
Do obliczen i wykreslenia krzywych Bland — Altman postuzono si¢ danymi z tabel
24, 25, 26. Krzywe Bland — Altman dla analizowanych uktadow analitycznych probek
biologicznych przedstawiono na ponizszych rysunkach:
» probki biologiczne — 0znaczenie katepsyny B (rys. 55, 56),
» probki biologiczne — 0znaczenie katepsyny D (rys. 57, 58),
» probki biologiczne — 0znaczenie katepsyny S (rys. 59).

Poprawno$¢ (przydatnos¢) dziatania danej techniki (w tym przypadku techniki
oznaczenia na bazie nowo skonstruowanego chipa) ocenia si¢ na podstawie
tzw. 95% przedzialu zgodnosci, ktérego szeroko$¢ na wykresie okresla si¢ na podstawie
ponizszego wzoru (18):

PZ = C4p +£196-SD (18)
gdzie:
Cia — warto$¢ Srednia roznic stezen wyznaczonych dla chipéw Au i Ag/Au wszystkich
probek biologicznych [ng-mL™],
SD — odchylenie standardowe dla Cga [ng-mL™].
Przedziat zgodnosci zaznaczono na wykresach (rys. 55, 56, 57, 58, 59) przerywana

pomaranczowy linig.
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Rys. 55. Wykres Bland—Altman dla katepsyny B oznaczenia przeprowadzone na chipach
Ag oraz Ag/Au zawierajacych jednowarstwowa maske polimerowa. Oznaczenia
przeprowadzono w: (a) grupie pacjentdéw chorych — oznaczenie katepsyny B w osoczu,
(b) grupie pacjentow chorych — oznaczenie katepsyny B w ptynie otrzewnowym,
ACkae(a-B) — roznica stgzen katepsyny B wyznaczona odpowiednio dla chipow
Au (A) i Ag/Au (B), Cia — wartos¢ $rednia roznic stgzen wyznaczonych dla chipow

Au i Ag/Au wszystkich probek biologicznych. Opracowanie wiasne.
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Rys. 56. Wykres Bland—-Altman dla katepsyny B oznaczenia przeprowadzone na chipach
Ag oraz Ag/Au zawierajacych jednowarstwowa maske polimerowa. Oznaczenia
przeprowadzono w grupie pacjentow zdrowych (grupa kontrolna) — o0znaczenie katepsyny
B w osoczu; ACkam(a-B) — roznica stezen katepsyny B wyznaczona odpowiednio dla
chipéw Au (A) i Ag/Au (B), Csa— warto$¢ srednia roznic stgzen wyznaczonych dla chipow

Au i Ag/Au wszystkich probek biologicznych. Opracowanie wiasne.
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Rys. 57. Wykres Bland—-Altman oznaczenia katepsyny D przeprowadzonego na chipach
Au 1 Ag/Au, w nastepujacych konfiguracjach: (a) grupa chorych, chip powleczony
dwuwarstwowa maska polimerowa, (b) grupa chorych, chip powleczony maska foliowa,
ACkapa-B) — roéznica stgzen katepsyny D wyznaczona odpowiednio dla chipoéw
Au (A) i Ag/Au (B), Cia — wartos¢ $rednia roznic stgzen wyznaczonych dla chipow

Au i Ag/Au wszystkich probek biologicznych. Opracowanie wiasne.
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Rys. 58. Wykres Bland—Altman oznaczenia katepsyny D przeprowadzonego na chipach
Au i Ag/Au, w nastepujacych konfiguracjach: (a) grupa zdrowych (kontrolna), chip
powleczony dwuwarstwowg maska polimerowa, (b) grupa zdrowych (kontrolna), chip
powleczony maska foliowa, ACkapa-B) — roznica stgzen katepsyny D wyznaczona
odpowiednio dla chipow Au (A) i Ag/Au (B), Ciua — warto$¢ $rednia rdznic stezen
wyznaczonych dla chipéw Au i Ag/Au wszystkich probek biologicznych. Opracowanie

wlasne.
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Rys. 59. Wykres Bland—-Altman oznaczenia katepsyny S przeprowadzonego na chipach
Aui Ag/Au, zawierajacych dwuwarstwowa maske¢ polimerowa (a) grupa chorych,
(b) grupa zdrowych (kontrolna). ACkats(a-s) — réznica stezen Katepsyny S wyznaczona
odpowiednio dla chipow Au (A) i Ag/Au (B), Ciua — warto$¢ $rednia rdznic stezen
wyznaczonych dla chipow Au i Ag/Au wszystkich probek biologicznych. Opracowanie

wlasne.
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o. Dyskusja wynikow

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie wplywu struktury (uktadu
poszczegdlnych warstw  metalicznych) jak 1 architektury (rozmieszczenia pol
pomiarowych i rodzaju zastosowanych masek rozdzielajagcych) chipa na parametry
analityczne metod wykorzystujacych biosensory SPRi w oznaczaniu biomarkerow.
Punktem wyjscia do analizy charakterystyki nowo skonstruowanego chipa srebrno
— ztotego Ag/Au byt komercyjny standard — chip ztoty Au. Dla obu chipow zawierajacych
3 rodzaje masek rozdzielajagcych wyznaczono szereg parametrow analitycznych na
podstawie oznaczen biomarkerow — katepsyny B, D i S. Charakterystyke poréwnawcza
metod opartych na obu chipach oparto na analizie nast¢pujacych parametrow:

» przebiegu i zakresie liniowosci krzywych kalibracyjnych,
czutosci,
precyzji i doktadnosci,
limitow detekcji 1 oznaczalnosci,

zakresu odpowiedzi liniowej,

YV V. V VYV V

walidacji oznaczen w probkach biologicznych.

Ponizej przedstawiono dyskusje ww. parametrow analitycznych na zasadzie

poréwnania metod opartych na chipach Au i Ag/Au w badanych uktadach analitycznych.

Krzywa kalibracyjna

Dla wybranych uktadéw analitycznych (tabela 12) zbadano zalezno$¢ sygnatu SPRi
od stezenia analitow dla obu metod opartych na chipach Au i Ag/Au zawierajacych trzy
rodzaje masek rozdzielajagcych. Wszystkie wykreslone krzywe kalibracyjne posiadaty
ceche wspolng a mianowicie — wykazaty zalezno$¢ typu Langmuira, ktora przejawiala sie
zarysowanym, tagodnym plateau w gornej granicy stezen analitow. Spowodowana byta
ona najprawdopodobniej stopniowym wysycaniem aktywnych ligandow (receptoréw) na
powierzchni chipa czasteczkami oznaczanego analitu. Kolejng istotng cechg krzywych
kalibracyjnych byto ich nachylenie, ktore z reguly byto wicksze dla chipéw Ag/Au
(niezaleznie od rodzaju analitu). Jednakze warto podkresli¢, iz wykresy zaleznos$ci sygnatlu
analitycznego od stezenia biomarkera posiadaty pewna powtarzalnos¢. W obrebie jednej
metody dla tego samego chipa, nachylenie uzaleznione byto od rodzaju zastosowanej

maski rozdzielajacej. Z reguly, najwigksze nachylenie krzywej posiadaty metody
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z sensorami z jednowarstwowa maska polimerowa, nastgpnie z chipami z maska foliowa

I najnizsze — z dwuwarstwowa maska polimerow3.

Zakres liniowy krzywych kalibracyjnych

Z uwagi na wystepowanie charakterystycznego plateau W zakresie wyzszych stezen
analitu, dla obu metod z udzialem réznych chipéw wykre$lono analitycznie uzyteczne
zakresy liniowe krzywych kalibracyjnych, dla ktorych z kolei wyznaczono réwnania
doktadnie informujgce o ich nachyleniu oraz przecigciu z osiami wykresu. Poréwnujac
dane w obrebie jednego typu sensora, zaobserwowano, iz szeroko$¢ zakresu liniowego
ksztattowata si¢ zaleznie od rodzaju zastosowanego analitu, i malata w nastepujacym
porzadku: katepsyna S (najwicksza wartoéé zakresu: 0,050 — 1,500 ng'mL-1),
katepsyna D (0,100 — 1,500 ng'mL™) i katepsyna B (0,750 — 2,000 ng-mL™). W grupie
danych dla chipa Au nie zauwazono zaleznoSci wplywu zastosowanego typu maski
rozdzielajgcej na szerokos$¢ zakresu liniowego krzywych kalibracyjnych.

Przebieg zakresow liniowych w przypadku metody z chipem Ag/Au ksztattowata
si¢ podobnie. Jednakze dla tego chipa nie znaleziono wyraznej tendencji uzaleznienia
usrednionej warto$ci szerokosci zakresu liniowego od rodzaju oznaczanego analitu.
Widoczna byta natomiast zalezno$¢ pomiedzy szeroko$cig zakresu a rodzajem
zastosowanej maski. Najszerszy zakres liniowy reprezentowaty metody wykorzystujace
chipy Ag/Au zawierajace jednowarstwowa maske polimerowag oraz w niektorych

przypadkach maske foliows.

Czulos¢
Czutos$¢ to parametr analityczny procedury oznaczenia, bezposrednio zwigzany z krzywa
kalibracyjng. Jej wielkos¢ okreslona byla wartoscig wspotczynnika kierunkowego
rownania zakresu liniowego krzywej (nachylenie krzywej). Nachylenie krzywych byto
zroznicowane przede wszystkim ze wzgledu na rodzaj oznaczanego biomarkera i osiggng¢to
najwyzsze wartosci przy oznaczeniu katepsyny D i dwukrotnie nizsze przy oznaczeniu
katepsyny B i S. Widoczna byta ponadto pewna systematyczno$¢ w zmianie wartoSci
wspotczynnika kierunkowego krzywych kalibracyjnych. Jego wartos¢ byta zdecydowanie
wyzsza (zaleznie od rodzaju biomarkera) dla metod wykorzystujacych chipy Ag/Au niz
Au. Ponadto rodzaj zastosowanej maski istotnie wptynat na ksztattowanie nachylenia
krzywej, ktorej najbardziej strome nachylenie reprezentowane byto przez sensory, ktorych

powierzchnia pokryta byta jednowarstwowa maska polimerows.
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Prawdopodobng przyczyna takiego zachowania nowego sensora byta odpowiednio
dobrana struktura warstw metalicznych a co za tym idzie, zestaw parametréw
refraktometrycznych tj. ksztalt krzywej SPR struktury Ag/Au, glebokos¢ spadku
reflektancji, mata warto$¢ szerokosci krzywej w potowie maksimum FWHM oraz przede
wszystkim czuto$¢ okreslana przez zmiang wartosci reflektancji przy zmianie kata padania.

Zauwazono ponadto, iz funkcjonowanie nowego chipa, jak réwniez chipa Au,
ksztaltowane byto doborem odpowiedniej maski rozdzielajacej. Najlepsze wartoSci
parametréw analitycznych wuzyskano przy zastosowaniu jednowarstwowej maski
polimerowej. Najbardziej prawdopodobng przyczyng takiego zjawiska mogt by¢ sposob
aplikacji masek na podtozu metalicznym. Proces druku maski dwuwarstwowej zmuszat do
wstepnego pokrycia catej powierzchni metalicznej farbg drukows, ktora wymywana byta
w docelowych miejscach pomiarowych (punktach pomiarowych) w kolejnych etapach
przygotowania chipa. Mozna zatem wnioskowaé, iz wstepny zadruk powtoki farbowe;j
w miejscach pomiarowych mogt posrednio wpltywa¢ na zmiany wlasciwosci
fizykochemicznych powierzchni metalu (ztota). Etap ten zostal z kolei catkowicie

wyeliminowany w przypadku jednowarstwowej maski polimerowej i foliowej.

Precyzja i dokladnos$¢

Przy opisywaniu ww. parametréw postuzono si¢ dwiema wielko$ciami
a mianowicie odchyleniem standardowym lub bardziej miarodajnym wzglednym
odchyleniem standardowym (miara precyzji) oraz odzyskiem (miara doktadnosci).
Z danych zebranych w tabelach 18, 19 i 20 wynikato, iz najlepsza precyzja oraz
doktadnoscig charakteryzowane byly metody oparte na chipach srebrno — ztotych
zawierajacych jednowarstwowg maske polimerowg, dla ktorych wartosci wzglednego
odchylenia standardowego osiggaty wartos¢ 2 — 6% podczas gdy chipy zlote
Au powleczone tym samym rodzajem maski osiggaty wartosci RSD dwukrotnie wyzsze.

Doktadno$¢ wszystkich metod ksztattowata si¢ na tym samym poziomie, jednakze
najwickszag doktadnos¢ osiagnicto dla metod z chipami srebrno — ztotymi
z jednowarstwowa maska polimerowa. Dla tych metod wartos$¢ roznicy odzysku wzgledem
warto$ci pozadanej (100%) byta najnizsza i1 wyniosta okoto 0,5 —1,5%. Dla poréwnania,
warto$¢ roznicy odzysku dla chipéw ztotych Au w tej samej konfiguracji pomiaru (ten sam

analit i architektura chipa) wynosita od 1,1 — 6,3%.
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Maska foliowa stanowi réwnie dobrg alternatywe wzgledem jednowarstwowe;j
maski drukowanej, jednakze w przypadku samoprzylepnego materialu foliowego
uzyskiwane sg zdecydowanie wicksze warto$ci odchylen standardowych, a co za tym idzie
gorsze parametry dokltadnosci i precyzji. dwuwarstwowa maska polimerowa wptywa
negatywnie na wartosci parametréw analitycznych oznaczen biomarkerow, szczeg6lnie na

pogorszenie czutosci sensorow.

Limity detekcji i oznaczalnoSci

Limit detekcji (LOD — wykrycia analitu w probce) oraz oznaczalnosci (LOQ —
ilosSciowego oznaczenia biomarkera) obliczono na podstawie wielkosci odchylenia
standardowego dla $lepej proby, ktorg stanowit buforowany roztwor PBS. Na podstawie
uzyskanych wynikoéw, stwierdzono, iz wartos¢ limitow LOD i LOQ ksztalttowaty si¢ w
rézny sposob uzalezniony od rodzaju oznaczanego markera. NajnizSzg granice
oznaczalnosci oraz detekcji uzyskano dla metod wykorzystujgcych chipy srebrno — ztote
Ag/Au, ktorych warto$é wynosita odpowiednio dla katepsyny D — 0,030 0,110 ng'mL?,
katepsyny S — 0,031 i 0,093 ng'mL™* oraz katepsyny B 0,159 i 0,530 ng'mL™. Zauwazono
réwniez, iz w wigkszosci przypadkow, najlepsze wartosci limitow osiggnig¢to dla metod
z chipami pokrytymi jednowarstwowg maska polimerowg (katepsyna B i D) lub maska
foliowg (katepsyna S).

Zakres odpowiedzi liniowej

Kolejnym istotnym parametrem byt zakres odpowiedzi liniowej metody oznaczenia
biomarkerow. Wyznaczono go dla wszystkich metod wykorzystujagcych chipy pokryte
trzema rodzajami masek przy oznaczeniu trzech analitow za pomocg ograniczenia
liniowego odcinka krzywej kalibracyjnej wartoscig limitu oznaczalnosci (LOQ),
wyznaczajac tym samym rzeczywisty analitycznie uzyteczny zakres krzywej kalibracyjne;.
Po glebszej analizie warto$ci zakresow dla wszystkich uktadéow pomiarowych
stwierdzono, iz najwickszy zakres odpowiedzi liniowej posiadata metoda oparta na chipie
srebrno — ztotym Ag/Au z zadrukowana jednowarstwowa maska polimerowa (katepsyna

B i D) lub maska foliowa (katepsyna S).

Walidacja oznaczen w probkach biologicznych

Najistotniejsze poroéwnanie metod opartych na biosensorach utworzonych

na chipach Ag/Au i Au dotyczyto walidacji ilosciowego oznaczenia katepsyn B, D i S
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w prébkach naturalnych pobranych od pacjentéw chorych na endometrioze (katepsyna B),
glejaka (katepsyna D), raka jajnika (katepsyna S). Dziewie¢¢ probek osocza lub ptynu
otrzewnowego (zaleznie od jednostki chorobowej) od zdrowych dawcow i dziewig¢ probek
od pacjentéw z okreslonym schorzeniem poddano analizie za pomoca metod opartych na
chipach Ag/Au i Au z wybranymi architekturami powierzchni (masek rozdzielajacych).
Z przedstawionych danych liczbowych stezen oraz odpowiadajgcym im odchyleniom
standardowym nie wynikato jednoznacznie czy metoda oparta na chipie srebrno — ztotym
Ag/Au posiadata podobng (lub lepszg) charakterystyke wzgledem obecnie stosowanego,
komercyjnego chipa ztotego Au. Aby w miarodajny i przejrzysty sposob sprawdzié¢ i za
razem poroéwnac dzialanie nowego sensora wykre§lono krzywe Bland — Altmana, bedace
powszechnie stosowanym narz¢dziem do poréwnywania ze sobg metod oznaczania.
Z wykreslonych krzywych wynikalo, 1z wszystkie wykonane pomiary miescily si¢
w przedziale zgodnosci (Cga £1,96:SD), jednakze w przypadku niektorych chipow
pokrytych jednowarstwowg maskg polimerowa (rys. 55a, 56, 57a, 58a) lub dwuwarstwowa
maska polimerowg (rys. 59a) rozktad punktoéw wzgledem $redniej roznicy stgzen byt dosé
duzy, pojedyncze punkty pomiarowe znajdowaly si¢ w poblizu granicy przedziatu
zgodnosci (£1,96-SD). Jedynie dane dotyczace sensorow zawierajgcych maske foliowa

skupione byty wokot wartosci sredniej Cya.
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. Whnioski

Opracowano nowy rodzaj podstawy biosensora stosowanego w metodach z detekcja
SPRi zawierajacy srebro pokryte ztotem. Wykazano jego uzyteczno$¢ analityczng
W odniesieniu do trzech biosensorow SPRi oraz pewng przewage nad klasycznym

ztotym chipem pod wzgledem parametrow analitycznych.

Opracowano dwa nowe rozwigzania architektury chipa polegajace na natozeniu na
podstawe chipa polimerowej maski jednowarstwowej lub maski z folii. Por6wnano
efektywnos¢ tych nowych rozwigzan z wczesniej stosowang polimerowg maska

dwuwarstwowa.

Dla kazdego z trzech biomarkeréw: katepsyn B, D i S opracowano 9 nowych wersji
biosensoréw oraz poroOwnano je z wczesniej stosowanym wariantem maski

dwuwarstwowej naniesionej na klasyczng ztota podstawe chipa.

Sprawdzono wptyw struktury (uktadu warstw metalicznych) oraz architektury
(rozktadu pol pomiarowych) chipa na parametry analityczne metod oznaczenia
potencjalnych biomarkerow — katepsyn B, D i S =za pomocg techniki

powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji imaging (SPRIi).

Na podstawie wykonanych pomiaréw parametrow analitycznych jak i pelnej walidacji
techniki oznaczenia katepsyn B, D i S, stwierdzono, iz nowy chip Ag/Au jest
alternatywnym materiatem wzgledem obecnie stosowanego, komercyjnego chipa

ztotego.

Rodzaj zastosowanej maski rozdzielajacej miat ogromny wptyw na charakterystyke
chipa i jego przetwarzanie (np. regeneracj¢). Najlepsze parametry analityczne dla
metod z uzyciem badanych chipow oraz tatwiejsze dalsze przetwarzanie chipa
uzyskano dla drukowanej jednowarstwowej maski polimerowej. Inne rodzaje masek,
np. maska foliowa uniemozliwiajg regeneracj¢ chipa CO sprawia, iz chip staje si¢

materialem jednorazowego uzytku.
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7.

Najlepsze parametry krzywych kalibracyjnych uzyskano sa dla metod
z zastosowaniem nowo zdefiniowanego chipa srebrno — ztotego Ag/Au powleczonego
jednowarstwowa maska polimerowg. Zakresy liniowe w zaleznosci od rodzaju
oznaczanego analitu wyniosty odpowiednio dla katepsyny B: 0,500 — 2,000 ng-mL™,
katepsyny D: 0,050 — 1,500 ng-mL?, katepsyny S: 0,025 — 1,500 ng-mL,

Okreslono charakterystyki analityczne uktadow pomiarowych dla obu chipéw (Ag/Au
I Au) poprzez wyznaczenie parametréw czuloéci, precyzji, doktadnosci, zakresu
odpowiedzi liniowej, jak i limitow detekcji i oznaczalnosci. Uzyskane wartoSci
pomiaréw ponownie potwierdzily, iz najlepsze uzytecznie parametry analityczne
posiadata metoda oparta na chipie Ag/Au zadrukowanym jednowarstwowa maska

polimerowa.

W celu koncowego potwierdzenia i udowodnienia mozliwosci wykorzystania nowej
struktury i architektury chipa Ag/Au jako materiatu alternatywnego wzgledem obecnie
stosowanego chipa ztotego Au, wykonano walidacje metod oznaczenia na wybranych
architekturach powierzchni obu chipow. Wyniki koncowe przedstawiono W postaci
krzywych Bland — Altmana, obrazujacych poréwnanie technik pomiarowych,
Z ktérych jednoznacznie wynikato, iz nowy material chipa Ag/Au moze by¢

z powodzeniem zastosowany w metodach oznaczen potencjalnych biomarkerow.
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7. Streszczenie

Celem badan w niniejszej rozprawie doktorskiej byto zbadanie wplywu struktury
(uktadu poszczegdlnych warstw metalicznych) jak 1 architektury (rozktadu pol
pomiarowych) chipa na wybrane parametry analityczne metod oznaczania biomarkeréw za
pomocg techniki SPRi. W trakcie pracy wprowadzono nowe rozwigzanie materialowe
w postaci chipa Ag/Au, glownie ze wzglgdu na zdecydowanie lepsze wiasciwosci
plazmoniczne warstwy metalicznej jak i nizszy koszt produkcji chipa w odniesieniu do
obecnie stosowanego, komercyjnego chipa ztotego Au. W zakresie poszukiwan nowych
rozwigzan architektury chipa zaproponowano trzy rozne rozktady warstw na powierzchni
biosensora: chip z dwuwarstwowa maska polimerowa obejmujaca maske blokujaca oraz
maske rozdzielajaca, chip z jednowarstwowa maska polimerowa zawierajacy rozdzielajaca
hydrofobowg maska oraz chip z maska foliowa rozdzielajaca.

Celem sprawdzenia charakterystyki nowego materiatu, jego struktury jak
i architektury wykonano szereg oznaczen biomarkeré6w na przykladzie trzech metod
opartych na biosensorach do oznaczania katepsyn B, D i S. Jako uktady odniesienia
zastosowano analogiczne biosensory uformowane na klasycznym komercyjnym chipie
ztotym Au.

Pelna charakterystyka obu chipéw polegata na wyznaczeniu parametrow
analitycznych metod oznaczania biomarkeréw, przez poréwnanie krzywych
kalibracyjnych poszczeg6élnych uktadow analitycznych, a takze wyznaczenie pozostatych
parametrow analitycznych: zakresu liniowego i odpowiedzi liniowej krzywych, czutosci,
precyzji, doktadnosci, limitow detekcji 1 oznaczalnosci. Jako odnos$nik referencyjny badan
nowo skonstruowanego chipa zastosowano znane i1 opisywane w literaturze uktady
analityczne oznaczania katepsyn B, D 1 S na chipie ztotym.

Celem sprawdzenia poprawnosci oznaczen analitycznych wykonanych przy
pomocy biosensordéw, ktorych konstrukcja oparta byta o nowo zdefiniowany chip srebrno
— zloty Ag/Au, dokonano walidacji technik poprzez oznaczenie katepsyn B, D i S
w préobkach biologicznych pobranych od pacjentéw chorych na: endometrioze (katepsyna
B), glejaka (katepsyna D) i raka jajnika (katepsyna S).
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8. Summary in English

The aim of the research in this doctoral dissertation was to investigate the influence
of the structure (arrangement of individual metallic layers) and the architecture
(distribution of measurement fields) of the chip on selected analytical parameters of the
biomarker determination methods using the SPRIi technique. In this work, a new material
— Ag/Au chip was introduced, mainly due to the significantly better plasmonic properties
of the metallic layer and the lower production cost of the chip compared to the currently
used, commercial gold Au chip. In the search for new solutions for chip architecture, three
different layer layouts on the biosensor surface were proposed: a chip with a two-layer
polymer mask including a blocking mask and a separating mask, a chip with a single-layer
polymer mask containing a hydrophobic separating mask, and a chip with a separating foil
mask.

In order to check the characteristics of new material, its structure and architecture,
a number of biomarker determinations were made on the example of three methods based
on biosensors for the determination of cathepsins B, D and S. As reference systems,
analogous biosensors formed on a classic commercial gold Au chip were used.

The full characterization of both chips consisted in determining the analytical
parameters of the biomarker determination methods by comparing the calibration curves
of individual analytical systems, as well as determining the remaining analytical
parameters: linear and linear response range of the curves, sensitivity, precision, accuracy,
detection and determination limits. The analytical systems for determining cathepsins B, D
and S on the gold chip, known and described in the literature, were used as a reference for
the research on the newly constructed chip.

In order to verify the correctness of analytical determinations made with the use of
biosensors, the design of which was based on the newly defined silver-gold Ag/Au chip,
the techniques were validated by determining cathepsins B, D and S in biological samples
collected from patients suffering from: endometriosis (cathepsin B), glioblastoma

(cathepsin D) and ovarian cancer (cathepsin S).
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