Spektroskopia i mikroskopia fluorescencyjna tworzg dzis$ zbior waznych metod i technik badawczych wykorzystywanych w
réznych dziedzinach nauki i technologii. Wynika to m.in. z ich wysokiej czutosci zwigzanej zwykle ze znacznym dtugofalowym
przesunieciem widma emisji w stosunku do dtugosci fali swiatta wzbudzajacego, co umozliwia tatwe odfiltrowanie sygnatu
fluorescencyjnego. Zjawisko fluorescencji zostato z powodzeniem wykorzystane w programie genomicznym i stanowi
podstawowe narzedzie w obrazowaniu tkanek i komérek.

Jakie ograniczenia niesie ze soba zastosowanie technik fluorescencyjnych?

Po pierwsze, wiekszos¢ uzytecznych aplikacyjnie fluoroforéw posiada umiarkowana, niezbyt wysoka wydajnos¢ kwantowa
emisji. Do$¢ czesto napotykamy w uktadach naturalnych takze ktopoty z sygnatem tta natury fluorescencyjnej.

Po drugie fluorofory wystawione na dziatanie $wiatta wzbudzajacego podlegaja fotodegradacji. Fluorofory w przebywajace stanie
wzbudzenia elektronowego podlegaja silnie dziataniu tlenu molekularnego oraz reakcjom chemicznym. Okazuje sie, ze
fotodegradacja zachodzi gtéwnie w stanach wzbudzonych molekut. Najbardziej pozadane w biosensingu ale tez najtrudniejsze w
realizacji sg pomiary fluorescencyjne z bardzo cienkich warstw na powierzchniach. Z jednej strony pomiary powierzchniowe
wymagaja bardzo matej objetosci badanej prébki, z drugiej jednak strony rejestrowane sygnaty fluorescencyjne maja niskie
natezenie.

Te ograniczenia i trudnosci w badaniach fluorescencyjnych mozna wedtug nas pokona¢ wykorzystujac zalety ktore wnosi
plazmonika. Podobnie do wzmocnionej na powierzchniach metalicznych spektroskopii Ramana (SERS) fluorescencja takze
wykazuje wzmocnienie w obecnosci srebrnych nanoczastek zdeponowanych odpowiednio na powierzchni substratu. Dzieje sie
tak z uwagi na dwa rownolegle wystepujace efekty: wzmocnienie lokalnego pola elektrycznego oraz oddziatywanie wzbudzonych
fluoroforéw z matymi czastkami metalicznymi. W pierwszym przypadku oddziatywanie padajacego $wiatta z matymi czastkami
metali szlachetnych prowadzi do powstania zlokalizowanych plazmondw (kolektywne oscylacje elektronéw) zwiekszajac lokalne
pola elektryczne. Prowadzi to do zwiekszenia statej szybkosci wzbudzenia. Drugi efekt objawia sie w przyspieszonej emisji
fluorescencji z krétszym czasem zycia fluorescencji, co moze mie¢ miejsce tylko wtedy gdy zwieksza sie stata szybkosci na
dezaktywacje promienistg molekut (w literaturze jest to efekt RDE - radiative decay engineering). Wykorzystanie efektu RDE
zapewnia takze wiekszg fotostabilnos$¢ prébek, poniewaz fluorofory przebywaja krécej w stanach wzbudzonych. Efekty
lokalnego wzmocnienia pol elektrycznych oraz RDE wmosza znaczny wktad do wzmocnienia natezenia obserwowanej
fluorescencji. Ostatnio zarowno my jak i kilka innych grup badawczych zorientowato sie, ze jeszcze wieksze wzmocnienia
natezenia fluorescencji mozna uzyskac dzieki przemieszczajagcym sie plazmonom (travelling plasmons). Moéwimy wtedy zwykle
o platformach plazmonicznych. Zaprojektowanie i przygotowanie takich odpowiednich powierzchni dla rejestracji i analizy
wzmaocnionej fluorescencji jest obecnie niezwykle wazne. Korzysci, ktore niesie to ze soba to wielokrotnie wieksze natezenia
sygnatu fluorescencyjnego oraz wigksza fotostabilno$¢ probek.

Chcieliby$my zastosowac i sprawdzi¢ uzyteczno$¢ trzech réznych podejsé do przygotowania odpowiednich substratow (platform
plazmonicznych):

1. Elektrochemiczna depozycja fraktali srebrnych na szkle

2. Samozagregowane koloidy srebrne na szkle (SACS) i powierzchniach metalicznych

3. Depozycja periodycznych nanostruktur srebrnych

Kazda z wymienionych metod zostanie zbadana pod katem uzyskanych wzmocnien fluorescencji przy pomocy wybranych
fluoroforéw, przy uwzglednieniu odpowiednio zoptymalizowanej preparatyki. Nasze proby przeprowadzimy wykorzystujac takze
modelowe testy immunologiczne, co pozwoli na pdzniejsze lepsze przygotowanie bardziej zaawansowanych aplikacji. W ostatniej
fazie projektu zastosujemy wzmocniong plazmonowo fluorescencje do ultraczutej detekcji metaloproteinazy MMP-9, enzymu
pojawiajacego sie w nadmiernych ilosciach w przebiegu réznych choréb o podtozu onkologicznym.

Uwazamy, ze nasz projekt zawiera zardwno wazne elementy o charakterze poznawczym jak i potencjalnie aplikacyjnym.
Stowarzyszanie oddziatywan plazmonowych i fluorescencji dynamicznie sie rozwija, czego wyrazem sa ciagte prace nad nowymi
substratami majacymi zdolno$¢ do wzmacniania fluorescencji. Nasze badania maja zapewni¢ lepsze zrozumienie odziatywarn
fluorofor — plazmon i umozliwié¢ lepsza kontrole nad wytwarzaniem platform plazmonicznych o zaplanowanych wasnosciach.
Praktycznym efektem naszego projektu ma by¢ opracowanie i wykonanie konkretnych platform plazmonicznych, ktére pozwola
na uzyskiwanie wiarygodnych i powtarzalnych wynikdw, w szczeg6lnosci pozwolg wzmocni¢ fluorescencje o co najmniej 2
rzedy wielkosci w poréwnaniu do standardowego substratu ze szkta. Zaprezentujemy tak wzmocniong fluorescencje na
modelowych testach wykonanych na naszych platformach plazmonicznych. W ostatniej fazie tego projektu zastosujemy nasze
platformy do czutej detekcji metaloproteinazy MMP-9 i badania jej aktywnosci biologiczne;.



