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Uvod

Krevni plazma je tekuta slozka krve, ktera je
z nejvetsi Casti tvorena vodou (91 %), dale pak organicky-
mi latkami (8 %) a anorganickymi solemi (1 %). Slozeni
krevni plazmy mutze byt ovlivnéno patobiochemickymi
procesy probihajicimi v organismu pfi rozvoji onemocnéni
asledovani téchto zmén mulze byt vyuzito ke stanoveni
klinické diagnézy. Na vyvoj novych postupti analyzy krev-
ni plazmy vyuzitelnych v diagnostice zavaznych onemocnéni
se v soudasnosti zamé&fuje fada vyzkumnych skupin'™. Jed-
nou z metod Casto uplatiovanych v téchto studiich je Ra-
manova spektroskopie*®, a to predeviim diky nizké inten-
zit¢ Ramanova rozptylu vody ¢i moznosti rychlé a nede-
struktivni analyzy vzorku bez jeho pfedchozi slozité pii-
pravy. Jeji nevyhodou je ale obtiznd detekce analytl
o nizkych koncentracich’.

Pfinosem by tak mohla byt spektroskopie povrchem
zesileného Ramanova rozptylu (SERS), ktera vyuziva ko-
vovych substrati vykazujicich lokdlni povrchovou
plazmonovou rezonanci”® za ti¢elem né&kolikanisobného
zesileni Ramanova rozptylu analytu navazaného na vhod-
ny substrat. Diky tomu mohou byt detegovany i latky
o velice nizkych koncentracich. V této praci byly optimali-
zovany experimentalni parametry pro spektroskopii SERS
krevni plazmy vyuzivajici koloidnich roztokli zlatych
(AuNP) a sttibrnych nanocastic (AgNP). Ziskané poznatky
rozviji soucasnou metodiku analyzy krevni plazmy vyuZzi-
vanou v Laboratofi medicinalni diagnostiky na Ustavu
analytické chemie VSCHT Praha a mohly by posunout
hranice moznosti klinické diagnostiky obecné.
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Experimentalni ¢ast

Koloidni roztoky nanocastic byly pfipraveny citrato-
vou redukci K[AuCly], resp. AgNO; (cit.”). Roztoky mo-
delového analytu riboflavinu o koncentraci 1-10° mol 17!,
pouzité pro ovéfeni zesilujicich schopnosti pfipravenych
nanocastic, byly ziskany nafedénim zasobniho roztoku
riboflavinu o koncentraci 1-10° mol 1" odpovidajicim
objemem demineralizované vody, resp. suspenze AuNP ¢i
AgNP. Analyzované vzorky krevni plazmy byly ziskany
v souladu s etickymi pravidly v ramci spoluprace s Odde¢-
lenim gastrointestinalni endoskopie 1. 1ékaiské fakulty
Univerzity Karlovy a Ustfedni vojenské nemocnice v Pra-
ze. Vzorky byly skladovany pfi teploté —80 °C. Pied ana-
Iyzou byly rozmrazeny pii laboratorni teplot¢ a 10 min
odstted’ovany pfi pretizeni 13 000 x g za pouziti filtru
s polyvinylidendifluoridovou membranou s pory o velikos-
ti 0,45 pm. Poméry miseni krevni plazmy s nanocésticemi
byly 1:1, 1:5, resp. 1:9 (v:v). V piipadé vSech experimentl
s AuNP byl jako agregacni ¢inidlo dale pfidan roztok NaCl
o koncentraci 1,0 mol 1" v poméru 15-150 pl NaCl na
1 ml suspenze nanocastic.

Akvizice spekter SERS prob¢hla na pfistroji
i-Raman® Plus (B&W Tek, USA) s excitatni vinovou dél-
kou 785 nm. Optimalni podminky pro méfeni byly zvoleny
na zaklad¢ jejich testovani takto: 5 akumulaci po 60 s,
50% vykon laseru (max. vykon 340 mW). Byla zazname-
navana spektra vrozsahu 200-2000 c¢m ' s rozlisenim
lepsim nez 4,5 cm™'. Pro analyzu krevni plazmy bylo vyu-
zito spojeni Ramanova spektrometru s mikroskopem BA-
C151 (B&W Tek, USA) s objektivem se 100x zvétSenim
a numerickou aperturou 0,80. Krevni plazma byla analyzo-
vana ve formé zaschlé kapky (20 pl; na vzduchu za labora-
torni teploty). Roztoky riboflavinu byly méfeny ve sklené-
nych vialkdch za vyuziti sondy s vlaknovou optikou
BAC102 (B&W Tek, USA). Zpracovani spekter probihalo
v programu OMNIC (verze 9.2.98, Thermo Scientific,
USA). Byla provedena manualni korekce zakladni linie
spekter a vyhlazeni pomoci Savitzkého Golayova algorit-
mu s oknem 15 bodd.

Absorpéni UV-Vis spektra pfipravenych nanocastic
byla ziskéna na pfistroji Cary 60 (Agilent, USA) v rozsahu
400-800 nm pii rychlosti skenovani 600 nm min™'. Analy-
za probihala v kyvetach z optického polystyrenu s délkou
optické drdhy 1 cm. Pfi méfeni AgNP byl roztok natfedén
demineralizovanou vodou v poméru 1:3 (v/v), aby absor-
bance nedosahovala hodnot vy$sich nez 2. Byl provadén
odecet pozadi, které bylo ziskano zméfenim absorpéniho
spektra demineralizované vody.
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Vysledky a diskuse

Ptipravené roztoky nanocastic byly nejprve charakte-
rizovany pomoci absorpéni UV-Vis spektroskopie (obr. 1)
za UCelem nalezeni maxima plazmonové rezonance. Ma-
ximum plazmonové rezonance pro AuNP se nachazelo pfi
518 nm, zatimco pro AgNP nastalo jiz pti 449 nm. Naleze-
nd maxima jsou ve shod¢ s literaturou’, coz potvrzuje
uspésnost piipravy substratd.
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Zesilujici schopnosti pripravenych substratt byly
nasledné ovéfeny analyzou roztoku riboflavinu, jako mo-
delového analytu (obr. 2). Zatimco AgNP spektra SERS
riboflavinu efektivné zesilovaly, AuNP nevykazovaly zesi-
leni témér zadné. Ztoho divodu bylo pfistoupeno
k experimentiim, kdy byl do roztoku AuNP ptiddvan rizny
objem roztoku NaCl (¢ = 1 mol I™"), ktery zptisobuje ag-
regaci nanocastic a napomaha tak tvorbé tzv. hot-spotl
a zesileni signalu. Ptidavek roztoku NaCl zptsobil zesileni
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Obr. 1. Absorpéni UV-Vis spektra koloidnich roztoki nanocastic; A) AgNP; B) AuNP; C) AuNP s pridavky roztoku NaCl. Kon-
centrace roztoku NaCl je 1 mol I™" a jeho piidavek je vyjadien v ul na 1 ml nanoéastic
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Obr. 2. Srovnani Ramanovych spekter roztoku riboflavinu a smési riboflavinu s AgNP, AuNP, resp. AuNP s pridavkem NaCl.
Koncentrace riboflavinu je ve viech vzorcich 1-107° mol I"'. Koncentrace ptidavaného roztoku NaCl je 1 mol I a jeho piidavek je vyjad-
fen v ul na 1 ml nanocastic. Spektra jsou pro lepsi nazornost posunuta
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Ramanova intenzita

krevni plazma + AgNP 1:5
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Obr. 3. Srovnani Ramanovych spekter krevni plazmy, krevni plazmy s AgNP, AuNP, resp. AuNP s piidavkem NaCl. Koncentrace
roztoku NaCl je 1 mol ! a jeho piidavek je vyjadien v pl na 1 ml nanog&astic. Spektra jsou pro lepsi nazornost posunuta

signalu riboflavinu, nicméné pfi srovnani obou typti nano-
Castic je patrné, ze k vyrazné vysSimu zesileni dochazi
v piipadé pouziti AgNP. Intenzita pozorovanych past se
pro jednotlivé vyse pfidavku NaCl nijak vyrazné nelisila.

Efekt pridavku roztoku NaCl k AuNP byl sledovan
také pomoci absorpéni UV-Vis spektroskopie. S rostoucim
objemem pfidaného agregacniho cinidla byl pozorovan
posun maxima plazmonové rezonance k vy$§im vlnovym
délkam (obr. 1C), pficemz nejvetsi skokovy posun zpiiso-
bil ptidavek 75 ul NaCl na 1 ml nanodastic, kdy doslo
k vytvofeni vyraznéjsiho maxima u 640 nm.

Pro experimenty s krevni plazmou byl s ohledem na
vysledky UV-Vis spektroskopie a spekter SERS riboflavi-
nu zvolen piidavek roztoku NaCl v poméru 75 pl NaCl na
1 ml AuNP. Z porovnéni ziskanych spekter krevni plazmy
a spekter SERS krevni plazmy s AgNP, resp. AuNP
v ruznych pomérech, vcetné piidavku roztoku NaCl
v piipadé AuNP, vyplyvaji nasledujici skute¢nosti (obr. 3):
(a) k zesileni intenzity signalu pfi pouziti AuNP musi byt
v roztoku piitomno agregacni Cinidlo; (b) AgNP dosahuji
vys§iho zesileni signalu nez AuNP; (c) AgNP poskytuji
zesileni signalu pfi vSech pomérech, zatimco v piipadeé
AuNP bylo Gspésné naméieno pouze jedno dobfie rozlisené
spektrum SERS krevni plazmy; (d) pfi vyuziti AgNP
jsou spektra vice zesilena v oblasti nizSich vlnoctl
(400-1000 cm™"), AuNP dosahuji lepsiho zesileni pfi
vyssich vinoétech (1100-1800 cm ).

Zavér

V této praci byla Gispésné testovana schopnost zlatych
a stiibrnych koloidnich substratd zesilovat Ramaniv signal
krevni plazmy. Vyuzitelnost obou typl nanocastic pro
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spektroskopii SERS krevni plazmy byla zkoumdna pro
rizné pomeéry miseni krevni plazmy s nanocasticemi a pro
rizny piidavek agrega¢niho c¢inidla (NaCl). Prvotni vy-
sledky ukazuji, Ze pfi vyuzivané excitacni vinové délce
(785 nm) je vyrazné vétsich zesilujicich ucinkt dosazeno
pii pouziti AgNP, které zvySovaly intenzitu signalu pro
vSechny testované pomeéry, a to i bez piidavku NaCl.
V ptipad¢ AuNP bylo zesileni pozorovano pouze v jednom
konkrétnim piipad¢ a pro jejich nasledné pouZiti pfi analy-
ze krevni plazmy bude potieba dalsi optimalizace méticiho
procesu. Vysledky ziskané v této praci naznacuji, Ze ko-
loidni roztoky plazmonickych nanocastic poskytuji u€¢inné
zesileni signali v Ramanovych spektrech krevni plazmy
a ziskané poznatky tak budou déle rozvijeny a v rdmci
dalsiho vyzkumu potencialn¢ vyuzity pro analyzu krevni
plazmy za Gi¢elem diagnostiky riznych onemocnéni.
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J. Harvalik, K. HrubeSova, O. Vrtélka, and
V. Setni¢ka (Department of Analytical Chemistry, Univer-
sity of Chemistry and Technology in Prague, Prague):
Study of the Applicability of Colloidal Solutions of
Gold and Silver Nanoparticles for Surface-enhanced
Raman Spectroscopy of Blood Plasma

This work focuses on the preparation of colloidal
solutions of Au and Ag nanoparticles and verification of
their applicability for surface-enhanced Raman scattering
spectroscopy of blood plasma. The composition of blood
plasma may change due to pathobiochemical processes
associated with disease development. Analysis of blood
plasma might reveal these changes and thus help in the
diagnostics process of various diseases. Raman spectrosco-
py appears to be an ideal method for rapid and non-
destructive analysis of blood plasma. Moreover, surface-
enhanced Raman scattering spectroscopy might allow the
detection of very low levels of potential disease-specific
markers. In this work, the prepared colloidal solutions of
Au and Ag nanoparticles were first characterized by
UV-VIS absorption spectroscopy and their enhancing ca-
pabilities were verified using riboflavin as a model ana-
lyte. Subsequently, optimization of the measurement con-
ditions for surface-enhanced Raman spectroscopy of blood
plasma was performed. The results show that at the excita-
tion wavelength of 785 nm, significantly higher enhance-
ment is achieved when using Ag nanoparticles. In the case
of Au nanoparticles, the enhanced blood plasma spectrum
was successfully detected only once, and the addition of an
aggregating agent (NaCl) was required.

Keywords: surface-enhanced Raman scattering, blood
plasma, medical diagnosis, colloid substrate, riboflavin
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