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Projektowanie nanoczujnikéw SERS do detekeji markeréw chorobowych
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Selektywna detekcja biomarkerow w zlozonych prdobkach biologicznych ma
zasadnicze znaczenie w wykrywaniu chorob, wdrazaniu skutecznego leczenia oraz
monitorowania skutecznoéci wprowadzanych terapii. Rozw(j narzedzi diagnostycznych, ktore
umozliwiajg ich rozpoznanie, a takze ilosciows ocene z wysokg czuloécig i niezawodno$cia,
przyczyniaja si¢ do lepszej i szybszej diagnostyki, co ma ogromny wplyw na rokowania
pacjenta i jego szanse przezycia. W ostatnich latach nastgpil gwaltowny rozwdj sensordw
shuzgeych do wykrywania markeréw chorobowych, szczegblnie duzym zainteresowaniem
ciesza si¢ metody oparte na reakcjach immunologicznych, ktére obecnie stosowane sa
wlasciwie w kazdym laboratorium badawczym. JednakZze obecnie dostepne testy
diagnostyczne czesto nadal nie sa wystarczajace w wykrywaniu szukanych targetow, stad
poszukiwanie nowych rozwigzah. W ostatnim czasie wiele uwagi skupia si¢ wokét
powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii ramanowskiej (SERS). Silne wzmocnienie
sygnatu wynikajace z wykorzystania nanostruktur metalicznych sprawia, ze jest to niezwykle
czufa technika, umozliwiajagca wykrywanie biomarkerdw nawet na niskim poziomie stezen.
W potlaczeniu z reakcjami immunologicznymi mozliwe jest zatem skonstruowanie czujnikow

do selektywnego wykrywania interesujacych badacza sktadnikéw probki.



Glownym zalozeniem pracy doktorskiej byto prowadzenie badan w kierunku
konstrukeji czujnikow do detekeji stanu zapalnego w tkance oraz plynach biologicznych. Cel
ten realizowany byl poprzez dwie gléwne $ciezki badawcze. Pierwsza z nich po§wigcona byla
rozwojowi immunosond SERS pod katem selektywnego wykrywania markeréw obecnych w
tkance aorty z rozwinicta miazdzycy. Podstawy dzialania tej techniki sg zblizone do
klasycznie stosowanej immunofluorescencji. Przeciwciata nakierowane na szukany antygen
sa skoniugowane ze znacznikiem, ktdrego detekcja mozliwa jest za pomoca odpowiedniej
aparatury pomiarowej. W przypadku immunoSERS lokalizacja antygenu moZliwa jest za
pomoca charakterystycznych pasm na widmie reportera ramanowskiego, ktory jest
sktadnikiem immunosondy. Znaczniki SERS posiadaja szereg zalet w stosunku do
fluoroforéw, dla ktérych z kolei wyrézni¢ mozna kilka istotnych ograniczef. W badaniach
zwigzanych z rozwojem immunoSERS przeprowadzono serie eksperymentow w celu
opracowania i zoptymalizowania protokotu barwienia prowadzonych w kierunku lokalizacji
jednego z waznigjszych markeréw wystgpujgcych w blaszce miazdzycowej — komorek
migsniowki gladkiej. Aby zrealizowad to zadanie wykonano szereg barwnien {Nykorzystaniem ‘
roznych nanoczastek metalicznych opartyc.h na zlocie (nanosfer, nanogwiazdek oraz
supernanostruktur). Jako§é otrzymanych wynikéw zawsze poréwnywana byla z obrazami
immunofluorescencyjnymi, aby potwierdzi¢ poprawng lokalizacj¢ szukanego markera.
Badano rowniez wplyw rodzaju nanoczastek oraz sposobu barwienia poprzez metode
bezposrednia ze znakowanym przeciwcialem pierwotnym oraz posrednig, gdzie znacznik
polaczony byt z przeciwcialem wtédrmnym. Udowodniono, Zze oba podejscia prawidlowo
ilustrujg dystrybucje antygenu, a sygnatl pochodzacy od znacznika SERS polozony jest
dokladnie w tych samych miejscach, co dla sgsiedniego skrawka aorty barwionej przy uzyciu
immunoﬂuoresceﬁcji. Co wigcej potwierdzona zostata réwniez wysoka fotostabilno§é
immunosensorow SERS jak i mozliwo$é prowadzenia ilo$ciowej analizy okre$lajace) udziat
komorek migénidwki gladkiej w blaszce miazdzycowej. Nalezy dodatkowo zaznaczy¢, ze
taka analiza ilosciowa wykonana zostala po raz pierwszy w literaturze, a jej wyniki bardzo
dobrze koreluja z rezultatami otrzymanymi na podstawie obrazéw immunofluorescencyjnych.
Waznym aspektem badafi zwigzanych z technikg barwienia immunoSERS bylo opracowanie
protokotu detekcji dwadch biomarkeréw w tkance, jako pierwszy krok do rozwoju detekcji
multipleksowej. Prace te zostaly podjete ze wzgledy na fakt, e jednoczesna lokalizacja
réznych sktadnikébw w prébkach biologicznych stanowi jedno z gléwnych ograniczen
powszechnie stosowanej immunofluorescencji. W przeciwienstwie do znacznikéw

fluorescencyjnych, znaczniki SESR oparte na reporterach ramanowskich posiadaja waskie i



latwo rozr6znialne pasma. W ramach niniejszej pracy doktorskiej wykonano z powodzeniem
podwdjne barwienie, w ktérym obok komoérek mieénidwki gladkiej zlokalizowano czasteczki
adhezji plytkowo-§rédblonkowej w obrebie tej samej tkanki. Wyniki skorelowane z obrazami
immunofluorescencyjnymi potwierdzity prawidlowa identyfikacje obu badanych markerow.

iloSciowej oceny mediatoréw Zapalnych w osoczu, ktérych poziom zmienia si¢ na dhugo
przed wystapieniem objawdw choroby. Jako modelowy marker wybrano interleuking 6, ktora
odgrywa znaczaca role zardwno w procesach prozapalnych jak 1 przeciwzapalnych.
Projektowany sensor zakladat zasade dziatania jak w popularnie stosowanych testach typu
ELISA, w jej odmianie ,kanapkowej”. Podobnie jak w tedcie immunoenzymatycznym,
projektowany sensor kanapkowy skladat si¢ z dwoch czesci. Pierwsza z nich obejmowata
metaliczne podtoze zmodyfikowane w taki sposéb, aby wychwyci¢ badany analit z roztworu,
z kolei drugg z nich stanowila immunosonda SERS, rozpoznajaca analit unieruchomiony na
podioZu i generujacy sygnat SERS. Szczegélnym podejéciem jest wykarzystanie dwéch
podtozy metalicznych, co zapewnia podwdjny potencjal wzmocnienia. Diiqki temu mozna
uzyskaé sensor o bardzo wysokiej czulodci, jednakze jego zaprojektowanie nie jest zadaniem
prostym i wymaga wielu eksperymentoéw optymalizacyjnych. W ramach tej $ciezki, pierwsze
eksperymenty opieraly si¢ na ocenie nanostrukturalnych podtozy metalicznych (zaréwno Au
jak i Ag) pod katem wzmocnienia, jednorodno$ci sygnahu, powtarzalnos$ci oraz stabilnoéci.
Na tej podstawie wybrane zostaly nanoplatformy, ktére wykazywaly najlepszy potencjat pod
wzgledem mozliwosci wykorzystania w celach analitycznych. Kolejnym etapem bylo
opracowanie i zoptymalizowanie protokotu funkcjonalizacji powierzchni zaréwno statego
podioza jak i nanoczastek majacych tworzyé imniunosonde;. Istotnym zagadnienie byt
wykorzystanie dwéch systeméw w tworzonych czujnikach — z uzyciem jednego reportera
ramanowskiego umiejscowionege w immunosondzie oraz z zastosowaniem dwdch
reporterow — jednego zwigzanego z immunosodna, a drugiego z podiozem stalym. Z
prowadzonych analiz wynika, Zze w przypadku drugiego podejécia skonstruowano czujnik o
wigkszej czutosci. W ramach poszukiwania najlepszych rozwigzan w konstrukeji czujnika
typu kanapkowego, procz dwdch sposobdéw funkcjonalizacji stalych podiozy, przetestowano
réwnieZ rézne kombinacje potaczenia podioze (Ag lub Au) — immunosonda (Ag lub Au) za
pomocg antygenu. Zaréwno dla przypadku, gdy podloze sfunkcjonalizowano za pomoca
diugiego linkera z grupami karboksylowymi jak i w przypadku takiej modyfikacji przy uzyciu

reportera ramanowskiego, funkcjonalne czujniki utworzone zostaly dla ukiadow, w ktérych



immunosonda zbudowana byta z nanoczgstek zlota, bez wzgledu na to jaki metal uzyty zostat
w podtozu statym.

Ostatnim etapem prowadzonych badan bylo wyznaczenie parametrow analitycznych
skonstruowanych sensoréw kanapkowych dla oznaczenia ilosciowego IL-6 w zakresie stezen
od 0 do 1000 pg/ml. Stwierdzono, ze uklad z dwoma reporterami ramanowskimi, ktérych
sygnal jest wzmocniony przez sprz¢zenie plazmonowe dwdch substratow SERS
charakteryzuje si¢ wicksza czutodcig w detekeji badanej interleukiny w stosunku do sensora
opartego na jednym reporterze ramanowskim.

Podsumowujac, prowadzone w ramach pracy doktorskiej badania umozliwity
wybranie najlepszych warunkéw modyfikacji znacznika SERS w celu stworzenia
immunosondy do detekji interesujacych struktur w tkankach. Réwnoczesnie zaprojektowano
czuly sensor kanapkowy do ilo§ciowego oznaczania interleukiny w plynach z limitem detékcji

ok. 20 pg/ml.



