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АНОТАЦІЯ 

Гнатюк Олена Петрівна «Спектроскопічні маркери взаємодії 

біологічних макромолекул, клітин та тканин з протипухлинними 

препаратами та наноструктурами» - кваліфікаційна наукова праця на правах 

рукопису 

 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора фізико-математичних 

наук за спеціальністю 03.00.02 – біофізика (фізико – математичні науки), 

Інститут фізики Національної академії наук України; Харківський 

національний університет імені В.Н. Каразіна Міністерства освіти і науки 

України, Харків, 2021.  

 

Дисертацією є сукупність наукових статей за науковою тематикою із детальним 

аналізом сучасного стану наукової проблеми та запропонованих рішень щодо їх 

вирішення сукупністю експериментальних та розрахункових методик, в тому 

числі на спеціально розробленому обладнанні, що детально представлено в 

опублікованих працях. 

 

Дисертаційна робота присвячена дослідженню спектроскопічних маркерів 

взаємодії біологічних макромолекул, таких як білки (лізоцим, колаген), 

фосфоліпіди, нуклеїнові кислоти, а також культур клітин та тканин з 

протипухлинними препаратами (доксорубіцин, похідні цисплатину) та 

наноструктурами різної природи (2D наночастинками BN та WS2, вуглецевими 

нанотрубками та графеновими наночастинками). В роботі зібрано і узагальнено 

унікальну експериментальну спектроскопічну базу даних, що дозволяє 

проводити аналіз конформаційного стану біомакромолекул як окремих сполук, 

так і у складі тканин та клітин, та є основою для подальшого застосування методу 

інфрачервоної спектроскопії для прикладних задач біології, біохімії, 

діагностичних задач медицини.  

Одним з основних напрямків в дисертаційні роботі є дослідження впливу 

2D матеріалів з графеноподібною структурою (2D BN та 2D WS2) на культури 

клітин. 2D-наноматеріали – це наночастинки, утворені з шаруватих 
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кристалічних структур, унікальні властивості яких зумовлені переходим від 

макроскопішного стану до наноструктурованого. Саме такого типу 

наночастинки через їх низьку цитотоксичність, порівняно з вуглецевими, 

металевими, оксидними та ін., розглядають як перспективні для створення 

систем доставки ліків, які могли би підвищити ефективність та специфічність 

терапевтичних методів лікування важких захворювань. Також, з огляду на 

люмінесцентні властивості деяких 2D матеріалів, вони можуть розглядатись як 

нетоксичні маркери для візуалізації біологічних об’єктів та для підсилення 

оптичних процесів в спектроскопії. 

Так, нітрид бору є ізоелектронним до вуглецю і може утворювати ряд 

алотропних модифікацій відповідно до двох типів гібридизації – sp2, що 

відповідає гексагональній і ромбоедричній гратці, та sp3 – що відповідає 

кубічній та гратці в’юрцитового типу. Гексагональний і кубічний тип гратки 

BN є аналогами графіту і алмазу відповідно. Унікальність шару нітриду бору 

полягає в тому, що він може мати кристалічну структуру, аналогічну шару 

графену, а також подібні фізичні властивості, за виключенням ширини 

забороненої зони – нітрид бору є типовим діелектриком із шириною 

забороненої зони 5 еВ. В той же час його фізичні властивості мають подібні 

характеристики до наночастинок алмазу. Дисульфід вольфраму WS2 як 

об’ємний матеріал є непрямозонним напівпровідником з шириною забороненої 

зони 1,4 еВ, а при переході до 2D наноструктур він стає прямозонним з 

шириною забороненої зони 2 еВ.  

Широке впровадження штучно отриманих наноструктур різного роду 

вимагає глибокого розуміння всіх аспектів їх впливу на живу і неживу природу, 

і зокрема на біологічні молекули, що забезпечують нормальне функціонування 

клітини. В дисертаційній роботі приділено увагу дослідженню впливу 2D-

наноматеріалів на конформаційні переходи в білках, що за певних умов (рН 

середовища, концентрація вихідного розчину білка, температура інкубації) 

можуть мати незворотній характер та призводити до утворення амілоїдних 

фібрил. Більше як 20 хвороб людини пов'язані з аномаліями в формуванні 
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просторової структури білків, що призводить до утворення амілоїдів – це 

хвороба Альцгеймера, Паркінсона, цукровий діабет ІІ типу, онкологія, амілоїдоз, 

та ін. Вивчення амілоїдних агрегацій не тільки допоможе зрозуміти механізм 

амілоїдного фібрилогенезу, але також розширити знання про базове 

співвідношення між послідовністю амінокислот білка та його структурою. 

Не зважаючи на те, що основною мішенню для дії багатьох лікарських 

засобів та наночастинок вважають нуклеїнові кислоти, а отже клітинне ядро, на 

шляху до нього препарати повинні пройти (чи не пройти) через клітинну 

мембрану, що являє собою багатокомпонентну структуру. Згідно з сучасними 

уявленнями, клітинна мембрана, це не фосфоліпідний матрикс та мембранні 

білки, що розподілені випадковим чином, а це повністю динамічна, жива 

система, на поверхні якої утворюються збагачені холестеролом і сфінголіпідами 

ліпідні мікродомени (lipid rafts). Такі утворення характеризуються більш 

високою густиною та впорядкованістю структури (квазі-  кристалічні 

утворення). Відповідно до цієї теорії, існує зовсім інший механізм зниження 

сприйнятливості до антибіотиків та препаратів, відомих як «ліпідна 

кластаризація» (a lipid clustering), коли полікатіонні антибіотики будуть 

кластеризуватися разом з аніонними ліпідами та відокремлювати аніонні 

фосфоліпіди (фосфатидилгліцерол (PG) та кардіоліпін (CL)) від цвіттерионного 

фосфатидилетаноламіну (PE). Такий латеральний поділ фази ставить під загрозу 

проникнення препаратів в клітину. Це розкриває новий погляд і на процес 

набування резистентності пухлинними клітинами. В дисертаційній роботі 

детально досліджено спектральні маркери фосфоліпідів з чутливих і 

резистентних пухлинних тканин, а також досліджені модельні системи різного 

фосфоліпідного складу при їх взаємодії з протипухлинними препаратами.  

Важливою частиною дисертаційної роботи є результати, що мають пряме 

практичне застосування в медицині для оцінки ефективності лікування на 

молекулярному рівні. Зокрема було показано можливості інфрачервоної 

спектроскопії для оцінки конформаційного стану колагену в складі тканини 

Ахіллового сухожилля при його дегенеративному ушкодженні та після 
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застосованої клітинної терапії. Розглянуто різні типи клітинної терапії та 

відповідно до просторової структури колагену проведено оцінку ефективності 

лікування. Досліджено також конформаційний стан колагену в складі тканини 

твердої мозкової оболонки (ТМО) після проведеної терапії черепно-мозкової 

травми з застосуванням різних полімерних плівок. За відповідними 

спектральними маркерами, було відслідковано процес біодеградації 

імплантованих плівок та проведено оцінку структури колагену в складі 

відновленої ТМО. 

Метою Метою роботи було визначення спектроскопічних маркерів та 

молекулярних механізмів впливу вуглецевих 1D наноструктур (одностінні та 

багатостінні вуглецеві нанотрубки), вуглецевих 2D наноструктур (графен, 

графенові наночастинки), молекули фулерену, 2D напівпровідникових 

(дисульфід вольфраму) та діелектричних (нітрид бору) наночастинок на 

конформаційні властивості біологічних молекул (ДНК, тимін, білки, ліпіди), а 

також на морфологічні та функціональні властивості культур клітин 

(фібробласти, пухлинні клітини аденокарциноми простати людини LNCaP, 

карциноми легені Льюіс LLC/R9). Оцінка ефективності проведеної терапії 

пошкоджених тканин Ахіллового сухожилля та твердої мозкової оболонки 

(ТМО) після черепно-мозкової травми та визначення спектроскопічних маркерів 

вторинної структури колагену на різних етапах регенерації тканин.  

Для розв’язання поставлених задач у роботі використано низку 

експериментальних та розрахункових методик, а саме: Інфрачервона 

спектроскопія з перетворенням Фур’є в геометрії на пропускання (FTIR) та 

відбивання (FTIR-ATR), спектроскопія комбінаційного розсіяння (Раман 

спектроскопія), когерентна антистоксова Раман спектроскопія CARS (Coherent 

anti-Stokes Raman Spectroscopy), конфокальна мікроскопія для візуалізації 

досліджуваних зразків культур клітин та зрізів тканин, МТТ – колориметричний 

тест для оцінки метаболічної активності клітин та для визначення 

цитотоксичності/цитостатичності досліджуваних наночастинок та лікарських 

засобів, флуоресцентна спектроскопія для дослідження комплексів 
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доксорубіцину з нітридом бору, ультрафіолетова (УФ) спектроскопія для 

перевірки чистоти препаратів нуклеїнових кислот, білків та для розрахунку 

концентрацій розчинів біологічних молекул, аналіз спектрів за допомогою 

розкладу контуру на компоненти за алгоритмом Левенберга-Марквардта. 

В дисертації були вперше сформульована і вирішена низка оригінальних 

наукових проблем, описаних нижче. 

- Вперше показана можливість використання CARS спектроскопії для 

візуалізації біомолекул та вуглецевих наноструктур. Визначено CARS 

спектральні маркери ДНК та проведено їх порівняльний аналіз з даними КР 

спектроскопії. Показано, що метод нанесення ДНК на підложку з 

одношарового графену, дозволяє отримати контрастне CARS зображення 

ДНК на частотах валентних СН коливань 2760, 2900 см-1, а у випадку 

використання скляної підложки – на частотах ОН валентних коливань 3400 см-

1 та С=О 1625 см-1 

- Показано, що багатошаровий графен можна використовувати як підложку для 

інфрачервоної спектроскопії з метою підсилення оптичних сигналів від 

біомолекул та клітин. За допомогою графенової підложки вдалося зафіксувати 

присутність наночастинок WS2 в культурі клітин, а також на моделі тиміну 

визначити спектральні маркери взаємодії тиміну з одностінними вуглецевими 

нанотрубками, графеном та оксидом графену.  

- Вперше показана можливість використання 2D наночастинок нітриду бору для 

підсилення оптичних сигналів в Раман спектрах. Місця локалізації 

наночастинок в клітині можуть слугувати підсилюючими поверхнями для 

незначного (3-5 разів) підсилення оптичних сигналів та дозволяють 

зареєструвати Раман спектри різних компонент клітин (мембрани, 

цитоплазми, ядра). Ці дані в подальшому можуть бути використані для 

цитологічного аналізу клітини. 

- Вперше визначено спектральні маркери комплексів 2D-BN наночастинок, 

отриманих модифікованим механохімічним методом, з доксорубіцином. 

Вперше встановлено протекторну дію 2D-BN наночастинок в складі таких 
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комплексів, а саме 10% зменшення цитотоксичного впливу комплексу на 

нормальні клітини, порівняно з чистим доксорубіцином, при незмінній 

ефективності доксорубіцину в комплексі з нітридом бору на пухлинні клітини.  

- Зафіксовано впорядковану гель-фазу в загальній фракції фосфоліпідів з 

резистентного штаму пухлинних клітини при кімнатній температурі та 

визначено спектроскопічні маркери цієї фази. Для фосфоліпідів з чутливого 

штаму пухлинних клітин визначено невпорядковану рідкокристалічну фазу з 

відповідними спектроскопічними маркерами.   

- Запропоновано два адаптовані протоколи для отримання модельних везикул 

(ліпосом) різного фосфоліпідного складу з метою дослідження взаємодії 

клітинної мембрани з лікарськими засобами. Як результат, було отримано два 

типи структур - із вбудованим у мембрану лікарським засобом (препарат був 

доданий у процесі приготування ліпосом) та адсорбованим на мембрані 

(препарат додавали після утворення ліпосом). Визначено набір інфрачервоних 

спектроскопічних маркерів модельних ліпосом із вбудованим у мембрану та 

та адсорбованим на мембрані оксаліплатином та карбоплатином, 

охарактеризовано вторинну структуру отриманих систем. 

- Вперше визначено набір спектроскопічних маркерів для конформаційного 

аналізу вторинної структури колагену у складі тканин Ахіллового сухожилля 

після застосування клітинної терапії, та у складі тканин твердої мозкової 

оболонки (ТМО) після застосування терапії полімерними плівками. Проведена 

оцінка ефективності терапії та аналіз структури відновлених тканин на 

молекулярному рівні.   

 

Ключові слова: спектральні маркери, ІЧ спектроскопія, Раман спектроскопія, 

CARS спектроскопія, конфокальна мікроскопія, культури клітин, ліпідні 

везикули, зрізи тканин, 2D WS2 наночастинки, 2D-BN наночастинки.  
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ABSTRACT 

O.P. Gnatyuk. «Spectroscopic markers of biological macromolecules, cells and 

tissues interactions with antitumor drugs and nanostructures »– Manuscript. 

Thesis for the scientific degree of doctor of science in physics and mathematics, 

specialty 03.00.02 – Biophysics. – Institute of physics of National Academy of Sciences 

of Ukraine; V. N. Karazin Kharkiv National University of Ministry of Education and 

Science of Ukraine, Kharkiv, 2021. 

 

The dissertation is a set of scientific articles on scientific topics with a detailed 

analysis of the current state of the scientific problems and proposed solutions for their 

solving by a set of experimental and calculation methods, including specially designed 

equipment, which is presented in detail in published works.  

In this paper the study of spectroscopic markers of the interaction of different 

biological macromolecules, such as proteins (lysozyme, collagen), phospholipids, 

nucleic acids, as well as cell cultures and tissue with antitumor drugs (doxorubicin, 

cisplatin derivatives) and different types of nanostructures (as 2D-BN and 2D-WS2 

nanoparticles, carbon nanotubes and graphene nanoparticles) A unique experimental 

spectroscopic data that allows us to analyse the conformational state of 

biomacromolecules as single compounds, as well as in tissues and cells are collected 

and summarized. This data are the bases for the future infrared spectroscopy 

applications for different tasks of biology, biochemistry, and diagnostic medicine.  

One of the main goals in in this work is the study of the interactions 2D graphene-

like materials (2D BN and 2D WS2) with cell cultures. 2D nanomaterials are 

nanoparticles that are taken from layered crystalline structures, the unique properties 

of which are due to the transition from the macroscopic state to the nanostructured. 

This type of nanoparticles due to their low cytotoxicity in contrast on carbon, metal, 

oxide, etc., is considered promising for the creation of drug delivery systems that could 

increase the effectiveness and specificity of treatments for serious diseases. Also, due 

to the luminescent properties of some 2D materials, they can be used as non-toxic 
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markers for the visualization of biological objects and for enhancing optical processes 

in spectroscopy.  

Thus, boron nitride is isoelectronic to carbon and can form a number of allotropic 

modifications according to two types of hybridization - sp2, which corresponds to the 

hexagonal and rhombohedral form, and sp3 - which corresponds to the cubic and 

wurtzite form. Hexagonal and cubic types form of BN are analogue of graphite and 

diamond, respectively. The boron nitride layer can have a crystalline structure similar 

to the graphene layer, except for the bandgap - boron nitride is a typical dielectric with 

a bandgap of 5 eV. At the same time, its physical properties have similar characteristics 

to diamond nanoparticles. Tungsten disulfide WS2 as a bulk material is a indirect band 

gap semiconductor with a bandgap of 1.4 eV, and in 2D nanostructures it becomes a 

direct band gap semiconductor with a bandgap of 2 eV.  

The extensive implementation of artificially obtained different types of 

nanostructures requires a deep understanding of all aspects of their impact on animate 

and inanimate nature, and in particular on biological molecules that ensure the normal 

functioning of the cell. This work is focused on the study of the 2D nanomaterials effect 

on conformational transitions in proteins, which under certain conditions (pH, 

concentration of the initial protein solution, incubation temperature) can be irreversible 

and lead to the formation of amyloid fibrils. More than 20 human diseases are 

associated with abnormalities in the formation of the proteins second structure, which 

leads to the formation of amyloids - Alzheimer's disease, Parkinson's disease, type II 

diabetes, oncology, amyloidosis, and others. The study of amyloid aggregations will 

help us to understand the mechanism of amyloid fibrillogenesis and also could expand 

knowledge about the basic relationship between the amino acid sequence of a protein 

and its structure.  

Despite the fact that the main target for the action of many drugs and nanoparticles 

is the cell nucleus and nucleic acids, on the way to it drugs must pass (or not pass) 

through the cell membrane, which is a multi-component structure. According to current 

understanding, the cell membrane is not just a phospholipid matrix with membrane 

proteins dispersed randomly, but a completely dynamic, living system with lipid 
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microdomains from cholesterol and sphingolipids microdomains on its surface (lipid 

rafts). Rafts are characterized by a higher density and orderliness of the structure 

(quasi-crystalline formations). According to this hypothesis, a completely new 

mechanism known as "lipid clustering" reduces resistance to antibiotics and medicines, 

when polycationic antibiotics are clustered with anionic lipids and separate anionic 

phospholipids (phosphatidylglycerol (PG) and cardiolipin (CL)) from zwitterionic 

phosphatidylethanolamine (PE). This lateral phase separation threatens the penetration 

of drugs into the cell. This reveals a new perspective on the process of acquiring 

resistance by tumour cells. In the dissertation, spectral markers of phospholipids from 

sensitive and resistant tumour tissues are investigated in detail, and also model systems 

with different phospholipid combinations and their interaction with antitumor drugs 

are investigated.  

An important part of this work is the results that have direct application in medicine 

to assess the effectiveness of treatment at the molecular level. In particular, the 

possibilities of infrared spectroscopy for assessing the conformational state of collagen 

in the Achilles tendon tissue during its degenerative damage and after applied cell 

therapy were shown. Different methods of cell therapy are investigated, and the 

efficiency of treatment is assessed based on the second structure of collagen. The 

conformational state of collagen in the dura mater tissue (TMO) after the therapy of 

traumatic brain injury by using of various polymer films was also studied. According 

to the corresponding spectral markers, the process of biodegradation of implanted films 

was monitored and the structure of collagen in the composition of reduced TMO was 

evaluated.  

The goal of the dissertation is to determine spectroscopic markers and molecular 

mechanisms of influence of carbon 1D nanostructures (single-walled and multiwalled 

carbon nanotubes), carbon 2D nanostructures (graphene, graphene nanoparticles), 

fullerene, 2D semiconductor (tungsten disulfide) and dielectric (boron nitride) nanoparticles to 

the conformational states biological molecules (DNA, thymine, proteins, lipids), as 

well as on the morphological and functional properties of cell cultures (fibroblasts, 

tumor cells human prostate adenocarcinoma LNCaP, Lewis lung carcinoma LLC/R9). 
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Evaluation of the effectiveness of the therapy of damaged tissues of the Achilles tendon 

and dura mater after traumatic brain injury and determination of spectroscopic markers 

of the secondary structure of collagen at different stages of tissue regeneration. 

To solve the tasks, a number of experimental and calculations methods were used, 

namely: Fourier Transform Infrared Spectroscopy in transmittance geometry (FTIR) 

and reflectance geometry (FTIR-ATR), Raman spectroscopy, Coherent anti-Stokes 

Raman Spectroscopy, confocal microscopy for visualization of the investigated 

samples of cell cultures and tissue, MTT - colorimetric test to assess the metabolic 

activity of cells and to determine the cytotoxicity/cytostaticity of the studied drugs, 

nanoparticles and nanoparticles complexes of doxorubicin with boron nitride, 

ultraviolet (UV) spectroscopy to verify the purity of nucleic acid preparations, proteins 

and to calculate the concentrations of solutions of biological molecules, spectrum 

analysis by deconvolutions of the spectral bands according to the Levenberg-

Marquardt algorithm.  

In the dissertation, several original scientific problems described below were 

formulated and solved for the first time.  

− For the first time, the possibility of using CARS spectroscopy to visualize 

biomolecules and carbon nanostructures was shown. CARS spectral markers of 

DNA and their overtones in the region of stretching CH vibrations, which are a 

characteristic of CARS spectra, were determined. It is shown that the method of 

applying DNA to the single-layer graphene substrate allows to obtain a contrasting 

CARS image of DNA at the frequencies of stretching CH vibrations 2760 cm-1, 2900 

cm-1 and in the case of using a glass substrate - at the frequencies of stretching 

vibrations OH 3400 cm-1 and C = O 1625 cm-1. 

− It is shown that multilayer graphene can be used as a substrate for infrared 

spectroscopy in order to slightly enhancement of optical signals from biomolecules 

and cells. It was feasible to determine spectrum markers of thymine interaction with 

single-walled carbon nanotubes, graphene, and graphene oxide in a thymine model 

using such a substrate.  
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− The ability to 2D boron nitride nanoparticles to enhance optical signals in 

Raman spectra was shown for the first time. The places of localizations of 

nanoparticles in the cell can serve as enhancing surfaces for a small (3-5 times) 

enhancement of optical signals and allow to register Raman spectra of different 

components of cells (membranes, cytoplasm, nucleus). These data can then be used 

for cytological analysis of the cell. 

− It was determined for the first time the spectral markers of the complexes 

of the 2D-BN nanoparticles obtained by a modified mechanochemical method with 

doxorubicin. The protective effect of 2D-BN nanoparticles in such complexes was 

established, namely a 10% reduction in the cytotoxic effect of the complex on 

normal cells compared to pure doxorubicin, with constant efficacy of doxorubicin in 

combination with boron nitride on tumor cells. 

− The presence of an ordered gel phase in the total fraction of phospholipids 

from a resistant strain of tumor cells was recorded for the first time at room 

temperature, and spectroscopic markers of this phase were determined. A disordered 

liquid crystal phase with relevant spectroscopic indicators was discovered for 

phospholipids from a sensitive strain of tumor cells.  

− Two adapted protocols for obtaining model vesicles (liposomes) with 

different phospholipid composition have been proposed in order to study the 

interaction of the cell membrane with drugs. As a result, two types of structures were 

obtained - with a drug embedded in the membrane (the drug was added during the 

preparation of liposomes) and adsorbed on the membrane (the drug was added after 

the formation of liposomes). A set of infrared spectroscopic markers of model 

liposomes with oxaliplatin and carboplatin embedded in the membrane and adsorbed 

on the membrane was determined, and the secondary structure of the obtained 

systems was determined. 

− For the first time, spectral differences between newly formed TMO tissues 

and scar tissue were shown, as well as differences in the structure of collagen fibbers 

of regenerated TMO tissues after traumatic brain injury with biopolymer films based 

on chitosan and collagen. Three and six weeks after treatment, spectral markers of 
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utilized film fragments in tissue slices were recorded. It was first shown that the use 

of gelatin film in parallel with collagen promotes complete recovery of TMO without 

signs of scarring, as well as accelerates the degradation of chitosan film and 

promotes the normal healing of an injury.  

 

Keywords: spectral markers, FTIR spectroscopy, Raman spectroscopy, CARS 

spectroscopy, confocal microscopy, cell cultures, lipids vesicles, tissue sections, 2D 

WS2 nanoparticles, 2D-BN nanoparticles.  
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21. Panteleichuk A., Kadzhaya M., Biloschytsky V., Shmeleva A., Petriv T., 

Gnatyuk O., Dovbeshko G., Kozakevych R., Tyortyh V. Composite 

chitosan/polyethylene oxide film for duraplasty in traumatic brain injury model in 

rats. Cell and Organ Transplantology. 2020. Vol. 8(1). P.20-25. 

https://doi.org/10.22494/cot.v8i1.105 

(Особисто дисертантом була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

досліджуваних зрізів тканин, визначено спектральні маркери колагену 

регенеруючих тканин, проведено аналіз даних конфокальної мікроскопії, надано 

рекомендації щодо проведеної терапії, підготовка матеріалів до публікації) 

 

Публікації, що додатково засвідчують апробацію матеріалів дисертації 

22. Dovbeshko G., Fesenko O., Gnatyuk O. Comparative study of interaction of poly-

A, poly (dA-dT) and DNA with single wall carbon nanotubes. Ukrainian-German 

symposium on physics and chemistry of nanostructures and on nanobiotechnology: 

Book of Abstract, Beregove, The Crimea, Ukraine, 6-10 September, 2010, P. 205.  

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

https://doi.org/10.25305/unj.184031
https://doi.org/10.22494/cot.v8i1.105
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зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 

23. Gnatyuk O., Dovbeshko G., Fesenko F., Goncharuk O., Pavlovich O., Gorchev 

V., Karachim S. SEIRA and enhanced imaging of living cells on the gold 

nanostructured surface. XX International School-Seminar of Galyna Puchkovska 

“Spectroscopy of Molecules and Crystals”, Book of Abstract, Beregove, Crimea, 

Ukraine, 20-27 September, 2011, P. 196. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 

24. Dovbeshko G., Fesenko O., Gnatyuk O., Rynder A. Enhancement of IR signals of 

bioorganic molecules adsorbed at the surface of carbon nanostructures. XX 

International School-Seminar of Galyna Puchkovska “Spectroscopy of Molecules 

and Crystals”: Book of Abstract, Beregove, Crimea, Ukraine, 20-27 September, 

2011, P. 165. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 

25. Ksenevich V., Shuba M., Paddudskaya A., Kuzhir P., Maksimenko S., Buka P., 

Veselova T., Dovbeshko G., Fesenko O., Gnatyuk O., Yakovkin K. Electrical 

conductivity and optical transmittance of single-wall carbon nanotubes films. 

Electronic and related properties of organic systems ERPOS-12: Book of Abstract, 

Vilnius, Lithuania, 11-13 July, 2011, P. 123. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 
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26. Gnatyuk O., Dovbeshko G., Fesenko O., KosrtrubA., Blonskyi R., Goncharuk R. 

Vibrational spectroscopy as a new tool for study of cell therapy efficiency. 

International Conference “Physical Research Methods in Medicine”: Proceedings 

of the International Conference, Tbilisi, Georgia, 2011, P. 87-91. 

(Особисто дисертантом була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

досліджуваних зрізів тканин, визначено спектральні маркери колагену 

регенеруючих тканин, проведено аналіз даних конфокальної мікроскопії, надано 

рекомендації щодо проведеної терапії, підготовка матеріалів до публікації) 

27. Rynder A., Dovbeshko G., Fesenko O., Gnatyuk O., Ivanchenko P., Posudievsky 

O. Enhancement of IR Signals of Biomolecules Absorbed on the Single Wall 

Carbon Nanotubes and Graphene Nanoparticles. NANOTECHNOLOGY: from 

fundamental research to innovations: Book of Abstract, Bukovel, Ukraine, 26 

August – 2 September, 2012, P. 45. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 

28. Rynder A., Dovbeshko G., Gnatyuk O., Fesenko O., Fedorov V., Grayfer E. 

Enhancement of infrared signal of biomolecules adsorbed on graphene nanosheets. 

13-th International Young Sciences Conference Optics and High Technology 

Material Science SPO 2012: Book of Abstract, Kyiv, Ukraine, 25-28 October, 

2012, P.48. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 

29. Dovbeshko G., Fesenko O., Gnatyuk O., Posudievsky O., Ivanchenko P., Rynder 

A. Comparative analysis of the effect of enhancement of IR signals of biomolecules 

absorbed on single wall carbon nanotubes and graphene nano plates. Fundamental 
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and Applied NanoElectroMagnetics FANEM-12: Book of Abstract, Minsk, 

Belarus, May 22-25, 2012. P. 34. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 

30. Gnatyuk O., Dovbeshko g., Fesenko O. SEIRA and SERS spectroscopy: 

advantages and disadvantages. XXI International School-Seminar of Galyna 

Puchkovska “Spectroscopy of Molecules and Crystals”: Book of Abstract, 

Beregove, Crimea, Ukraine, 22-29 September 2013, P. 19. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 

31. Gnatyuk O., Dovbeshko G., Posudievsky O., Yershov A. FTIR spectroscopy study 

of BN nanoparticles interaction with cancer cells. IV International Conference 

NANOBIOPHYSICS 2015: Fundamental and Applied Aspects: Book of Abstract, 

Kyiv, Ukraine, 1-4 October, 2015, p.86. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, реєстрація 

та аналіз FTIR спектрів досліджуваних культур клітин до та після обробки 

наночастинками, аналіз зображень конфокальної мікроскопії, узагальнення 

отриманих результатів та підготовка матеріалів до публікації). 

32. Dovbeshko G., Gnatyuk O. Surface enhanced spectroscopy for application in 

nanotechnology. XV international conference Physics and technology of thin films 

and nanosystems; Book of Abstract, Ivano-Frankivsk, Ukraine, 11-16 May, 2015, 

P. 1219. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

досліджуваних комплексів, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, обговорення та аналіз отриманих результатів, підготовка матеріалів 

до друку). 



22 

 

33. Dovbeshko G., Gnatyuk O., Posudievsky O., Ershov A. Interaction of BN and 

graphene nanoparticles with biological molecules and cells. The Jubilee 10-th 

International Conference «Electronic processes in organic and inorganic 

materials»: Book of Abstract, Ternopil, Ukraine, 23–27 May, 2016, P.50. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, реєстрація 

та аналіз FTIR спектрів досліджуваних культур клітин до та після обробки 

наночастинками, аналіз зображень конфокальної мікроскопії, узагальнення 

отриманих результатів та підготовка матеріалів до публікації). 

34. Gnatyuk O., Dovbeshko G., Neimash V., Posudievsky O., Pavlyshyn V., Kuziura 

O. BN nanoparticles interaction with DNA molecules during ionizing radiation. 5th 

International Conference NANOBIOPHYSICS: Fundamental and Applied Aspects: 

Book of Abstract, Kharkiv, Ukraine, 2-5 October, 2017, P-37, p.116. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, реєстрація 

та аналіз FTIR спектрів досліджуваних культур клітин до та після обробки 

наночастинками, аналіз зображень конфокальної мікроскопії, узагальнення 

отриманих результатів та підготовка матеріалів до публікації). 

35. Dovbeshko G., Gnatyuk O., Boiko V., Ivancheko P. Martra G., Foley S., 

Bogdanov M. Vibrational “Signatures” of lipid cellular membrane mimetics. 5th 

International Conference NANOBIOPHYSICS: Fundamental and Applied Aspects: 

Book of Abstract, Kharkiv, Ukraine, 2-5 October. 2017. O-24, p.62. 

(Особисто дисертантом була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

досліджуваних зразків, визначено спектральні маркери ліпідів з чутливих і 

резистентних штамів пухлинних тканин, вірусів, штучних мембран, проведено 

огляд літератури за темою роботи, підготовка матеріалів до публікації) 

36. Cherpak O., Gnatyuk O., Dovbeshko G., Meyer S., Bogdanov M. The interaction 

of cell components with cisplatin derivatives. International Young Scientists 

Conference Optics and High Technology Material Science - SPO 2017: Book of 

Abstract, Kyiv, Ukraine, October 26-29, 2017, P. 229. 

(Особисто дисертантом була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

досліджуваних зразків, визначено спектральні маркери ліпідів з чутливих і 
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резистентних штамів пухлинних тканин, вірусів, штучних мембран, проведено 

огляд літератури за темою роботи, підготовка матеріалів до публікації) 

37. Gnatyuk, O., Dovbeshko G, Tymchyshyn O., Nikolenko A., Cherpak O., 

Bogdanov M. The interaction of cell membrane with oxaliplatin. Ukrianian-Polish 

Scientific Conference «Membrane and sorption processes and technologies»: Book 

of Abstract, Kyiv, Ukraine, December 12-14, 2017.  

(Особисто дисертантом була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

досліджуваних зразків, визначено спектральні маркери ліпідів з чутливих і 

резистентних штамів пухлинних тканин, вірусів, штучних мембран, проведено 

огляд літератури за темою роботи, підготовка матеріалів до публікації) 

38. Dovbeshko G., Gnatyuk O., Nischuk A., Bogdanov M. FTIR spectroscopy study 

of closely modeled bacterial сell membranes with different phospholipid 

composition. Ukrianian-Polish Scientific Conference «Membrane and sorption 

processes and technologies»: Book of Abstract, Kyiv, Ukraine, December 12-14, 

2017.  

(Особисто дисертантом була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

досліджуваних зразків, визначено спектральні маркери ліпідів з чутливих і 

резистентних штамів пухлинних тканин, вірусів, штучних мембран, проведено 

огляд літератури за темою роботи, підготовка матеріалів до публікації) 

39. Dovbeshko G., Gnatyuk O., Posidievsky O., Karpicz R., Dementjev A. 2D-BN 

nanoparticles as spectroscopic markers and drug delivery system for living cells: 

Raman, CARS, FTIR and luminescence signature. The 19th International Young 

Scientists Conference Optics and High Technology Material Science SPO 2018: 

Book of Abstract, Kyiv, Ukraine, October 25-28, 2018, Р. 22-23. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, підхід до 

приготування експериментальних зразків, обробка та аналіз даних CARS 

спектроскопії та CARS зображень, визначено CARS маркери досліджуваних 

зразків, підготовка матеріалів до публікації) 

40. Dovbeshko G., Gnatyuk O., Posidievsky O., Kupchak I., Karpicz R., 

Dementjev A. BN nanoparticles as spectroscopic marker and drug delivery system. 
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Advanced properties and Processes in optoelectronic materials and systems – 

apropos 16: Book of Abstract, Vilnius, Lithuania. October 10-12, 2018, P. 34. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, підхід до 

приготування експериментальних зразків, обробка та аналіз даних CARS 

спектроскопії та CARS зображень, визначено CARS маркери досліджуваних 

зразків, підготовка матеріалів до публікації) 

41. Dovbeshko G., Gnatyuk O., Polovyi I., Ivanchenko P., Bogdanov M., 

Posudievsky O. WS2 nanoparticles inhibit the formation of β-sheet amyloid fibrils. 

Nanomaterials: Application & Properties: Book of Abstract, Zatoka, Odesa region, 

Ukraine, 9-14 September, 2018, P. 04NNLS35-1. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

експериментальних зразків, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, аналіз зображень конфокальної мікроскопії, узагальнення всіх 

експериментальних даних, підготовка матеріалів до публікації) 

42. Olenchuk M., Gnatyuk O., Dovbeshko G., Polovyi I., Karakhim S. Carbone 

nanotubes cause amyloid fibrils formation. Nanomaterials: Application & 

Properties: Book of Abstract, Zatoka, Odesa region, Ukraine, 9-14 September, 

2018, P. 04NNLS34-1. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

експериментальних зразків, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, аналіз зображень конфокальної мікроскопії, узагальнення всіх 

експериментальних даних, підготовка матеріалів до публікації) 

43. Gnatyuk O., Dovbeshko G., Polovyi I., Kolesnik D., Pyaskovskaya O., Solyanik 

G., Dementjev A., Karpicz R., Posudievsky O. 2D-Boron Nitride Naoparticles and 

Doxorubicin Interaction with Cancer Cells: CARS Imaging and FTIR 

Spectroscopy. XXIV Galyna Puchkovska International School-Seminar 

“Spectroscopy of molecules and crystals”: Book of Abstract, Odesa, Ukraine, 

August 25-30, 2019, P.108. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, підхід до 

приготування експериментальних зразків, обробка та аналіз даних CARS 
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спектроскопії та CARS зображень, визначено CARS маркери досліджуваних 

зразків, підготовка матеріалів до публікації) 

44. Polovyi I., Dovbeshko G., Gnatyuk O., Hanulia T. The Effect of 2D WS2 

Nanoparticles on Protein Secondary Structure and Amyloid Formation. XXIV 

Galyna Puchkovska International School-Seminar”Spectroscopy of molecules and 

crystals”: Book of Abstract, Odesa, Ukraine, August 25-30, 2019, Р. 119. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

експериментальних зразків, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, аналіз зображень конфокальної мікроскопії, узагальнення всіх 

експериментальних даних, підготовка матеріалів до публікації) 

45. Dovbeshko G., Polovyi I., Gnatyuk O. Do the 2D Graphene Type Nanoparticles 

Destroy Amyloid Fibrils Formation in Living Systems? XXIV Galyna Puchkovska 

International School-Seminar”Spectroscopy of molecules and crystals”: Book of 

Abstract, Odesa, Ukraine, August 25-30, 2019. P. 14. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, приготування 

експериментальних зразків, реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних 

зразків, аналіз зображень конфокальної мікроскопії, узагальнення всіх 

експериментальних даних, підготовка матеріалів до публікації) 

46. Nikolenko A., Strelchuk V., Gnatyuk O., Kraszkiewicz P., Kovalska E., Mista W., 

Dovbeshko G. Mikro-Raman Spectroscopy of Laser-assisted Transformation of 

Cerium Oxide Nanoparticles on Graphene and Carbon Nanotubes Supports. 1st 

International Conference on Innovative materials and nanoengineering (IMNE-

2019): Book of Abstract, Brenna, Poland. 27-29 August, 2019. P.2-10. 

(Дисертант приймав участь в аналіз, обробці та представленні  

експериментальних даних, підготовці матеріалів до публікації) 

47. Dovbeshko G., Gnatyuk O., Polovyi I., Dementjev A., Kupchak I., Posudievsky 

O. Optical Signal Enhacement of Biological Molecules with 2D Graphene-like 

Nanoparticles: Is it Possible., XVth International Conference on Molecular 

Spectroscopy: Book of Abstract, Wojanow, Wroclaw, Poland, September 15-19, 

2019. P.24. 
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(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, підхід до 

приготування експериментальних зразків, обробка та аналіз даних CARS 

спектроскопії та CARS зображень, визначено CARS маркери досліджуваних 

зразків, підготовка матеріалів до публікації) 

48. Polovyi I., Pyrshev I., Cėpla V., Eimont R., Valiokas R., Dementjev A., Hnatiuk 

O., Dovbeshko G. Spectroscopic markers for resolving collagen hydrogel 

structures. International conference Nanobiophysics: fundamental and applied 

aspects: Book of Abstract, Kyiv, Ukraine, October 1-4, 2019, P.73. 

(Особисто дисертантом була розроблена концепція дослідження, підхід до 

приготування експериментальних зразків, обробка та аналіз даних CARS 

спектроскопії та CARS зображень, визначено CARS маркери досліджуваних 

зразків, підготовка матеріалів до публікації) 

49. Hnatiuk O., Panteleichuk A., Shmeleva A., Kadzhaya M., Kozakevych R., 

Dovbeshko G. Chitosan and collagen as scaffold mathriх for dura mater healing 

studied by vibrational spectroscopy. International conference Nanobiophysics: 

fundamental and applied aspects: Book of Abstract, Kyiv, Ukraine, October 1-4, 

2019, Р.47. 

(Особисто дисертантом була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

досліджуваних зрізів тканин, визначено спектральні маркери колагену 

регенеруючих тканин, проведено аналіз даних конфокальної мікроскопії, надано 

рекомендації щодо проведеної терапії, підготовка матеріалів до публікації). 

50. Dovbeshko G., Gnatyuk O., Dementjev A. Coherent anti-stokes raman scattering 

spectroscopy and imaging of DNA on graphene layers XII International 

Conference "Electronic Processes in Organic and Inorganic Materials” 

(ICEPOM-12): Book of Abstract, Kamianets-Podilskyi, Ukraine, June 1-5, 2020, 
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ВСТУП  

Дисертаційна робота присвячена дослідженню спектроскопічних маркерів 

взаємодії біологічних молекул, клітин та тканин з протипухлинними 

препаратами та наночастинками, використовуючи сучасні спектроскопічні 

методики FTIR та CARS, встановленню відповідності цих маркерів змінам у 

вторинній структурі біомолекул, а також у морфологічних та функціональних 

властивостях клітин та тканин.  

Дисертацією є сукупність наукових статей за науковою тематикою із 

детальним аналізом сучасного стану наукової проблеми та запропонованих 

рішень щодо її вирішення теоретичними підходами, моделюванням і 

експериментальними дослідженнями, що детально представлено в 

опублікованих працях. 

Обґрунтування вибору теми дослідження 

Значний прогрес у синтезі/виготовленні та характеризації наночастинок 

вимагає ґрунтовних досліджень молекулярних механізмів їх взаємодії з 

біологічними молекулами, клітинами та тканинами. Застосування наночастинок 

для прикладних задач біології та медицини має кілька важливих 

фундаментальних напрямків – (і) люмінесцентні маркери для візуалізації 

досліджуваних об’єктів, (іі) платформи для підсилення оптичних сигналів від 

об’єктів, нанесених на ці структури, а також (ііі) системи для створення нових 

гібридних матеріалів з заданими властивостями. В межах цих задач необхідним 

є визначення конформаційних перебудов в біомолекулах, структурних 

перебудов на рівні клітинної мембрани та інших органел під дією наночастинок, 

та визначення маркерів цих змін на молекулярному рівні.  

Не менш важливим залишається питання можливостей клінічних 

застосувань наночастинок та створення систем доставки ліків на їх основі. 

Незважаючи на те, що шляхом модифікації наноструктур за допомогою 

біомолекул (біопокриття, ліпосомальні форми) вдалося зменшити небезпечні 

побічні ефекти для систем in vivo, дотепер клінічне використання нанопрепаратів 

є обмеженим через ряд причин: (i) біобар'єри на шляху до місця призначення, (ii) 
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їх дія безпосередньо в місці захворювання та (iii) питання біобезпеки. Тому 

пошук нових перспективних структур з більш високими показниками 

ефективності та меншими негативними наслідками є важливим завданням. І тут 

основними питаннями є токсичність матеріалів, можливість їх біодеградації та 

виведення з клітини, а також можливість зв’язати більшу кількість корисного 

препарату. 

З іншого боку, залишається багато прикладних проблем біофізики, біохімії, 

біології і медицини, де фізичні методи дослідження є незамінними. Це зокрема і 

питання діагностики та визначення причин таких тяжких захворювань як 

онкологія, хвороби Паркінсона та Альцгеймера, оцінки ефективності методів 

лікування та механізми впливу лікарських засобів. Відповіді на ці питання 

намагаються шукати на молекулярному рівні, зокрема досліджуючи 

конформаційний склад нуклеїнових кислот, білків, структурні перебудови у 

клітинній мембрані, а також морфологічні особливості клітин, клітинних 

органел та тканин. 

Коливальна спектроскопія (ІЧ та Раман) завдяки своїй високій чутливості та 

специфічності, є одним з небагатьох неінвазивних фізичних методів 

дослідження, що здатний на молекулярному рівні виявити відмінності у 

вторинній структурі біомолекул, визначити конформаційні стани біомолекул, 

структурні перебудови у клітинній мембрані, зміни молекулярного складу 

тканин, тощо. В останні десятиліття значно зросла кількість досліджень, що 

пропонують використовувати спектроскопічні методи для вирішення не тільки 

фундаментальних задач, але і прикладних біологічних і навіть клінічних задач. 

Однак, з огляду на складність біологічних об’єктів, інтерпретація отриманих 

результатів потребує обробки і узагальнення великої кількості саме 

експериментальних даних, оскільки розрахункові методи в даному випадку 

мають цілий ряд наближень та обмежень.  

Не зважаючи на те, що досягнуто значного прогресу в інтерпретації ІЧ 

спектрів тканин, цей напрямок потребує більш ґрунтовних досліджень, зокрема 

що стосується спектроскопічних маркерів клітинних органел, конформаційного 
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стану ліпідів клітинної мембрани, специфічних маркерів різних типів тканин, 

різних штамів клітин, тощо.  

Наприклад, одним з білків, який грає важливу роль в структурі та 

функціонуванні різних тканин, є колаген, він становить близько 90% 

позаклітинного матриксу та близько 30% від загальної маси білка. Тривимірна 

структура колагенової сітки істотно відрізняється залежно від локалізації і 

біологічного призначення тканин, до складу яких входить колаген. Колагенові 

волокна в твердої мозкової оболонки (ТМО) утворюють шарувату структуру з 

різним напрямком волокон, і таких шарів виділяють до п'яти. Колагенові волокна 

шкіри не мають переважного напрямку. Тому дослідження вторинної структури 

та визначення спектроскопічних маркерів колагену на різних стадіях 

формування тканини та після впливу лікування, має пряме клінічне і 

фундаментальне значення.  

Актуальним також є і пошук специфічних підходів для реєстрації спектрів, 

зокрема пошук підсилюючих поверхонь та структур, що дозволить 

використовувати меншу кількість речовини, отримати підсилені оптичні 

сигнали, а також візуалізувати досліджувані об’єкти. З цією метою успішно 

використовується класична мікроРаман спектроскопія, що завдяки локалізації 

лазерного променя збудження на площі порядку 1 мкм дає можливість отримати 

сигнал від окремих компонент клітини. Також успішно використовуються 

методи сучасної нелінійної спектроскопі, зокрема CARS – когерентна 

антистоксова Раман спектроскопія, що дозволяє одночасно і зареєструвати 

власне коливальний спектр, і провести візуалізацію на коливальних частотах. 

CARS – це процес вимушеного Раманівського розсіяння, коли молекулярні 

коливання фазуються зовнішнім випромінюванням і розсіюються в антистоксову 

область. Коли на нелінійне середовище з відмінною від нуля нелінійною 

сприйнятливістю χ падають дві когерентні в часі і просторі світлові хвилі (Е(р) 

– більшої частоти, накачка та Е(s) – меншої частоти, стокс) то виникає «биття», 

стояча хвиля, на частоті р-s. А коли ця різниця відповідає коливальній частоті 

vib, то відбувається розсіяння другого фотона накачки, але вже зі збудженого 
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коливального рівня Е(vib) з генерацією хвилі з частотою cars. =р -s). Таким 

чином, CARS спектроскопія дозволяє заходити на «поле діяльності» класичної 

лінійної спектроскопії і дає можливість отримати інформацію про структуру 

спектральних ліній ,молекулярні рівні енергії, та ін.  

Цілий ряд переваг цього методу (неінвазивний як і Раман, при чому рівень 

сигналу в CARS може бути в 104-105 разів вищий ніж в Рамані, частота νcars 

набагато більші ніж νp і νs, що дозволяє використовувати фільтри і відсікати 

падаюче лазерне випромінювання і можливу флуоресценцію, мала розбіжність 

пучка дозволяє отримати гарне просторове розділення, можна просканувавши 

поверхню на певній частоті та отримати візуальне зображення) зумовлює його 

дуже стрімкий розвиток у напрямку дослідження біомолекул, клітин та тканин, 

однак тут все ще залишається широке поле для досліджень. Зокрема в області 

аналізу CARS спектрів ДНК та клітин.  

Таким чином, актуальність запропонованого дослідження спектроскопічних 

маркерів взаємодії біологічних молекул, клітин та тканин з протипухлинними 

препаратами та наночастинкам визначається необхідністю мати більш широку 

базу даних щодо взаємозв’язку між спектральним маркерами та 

конформаційними властивостями досліджуваних об’єктів з метою їх прямого 

практичного застосування для задач діагностики, клінічних, а також для 

фундаментальних досліджень.  

Метою роботи Метою роботи було визначення спектроскопічних маркерів та 

молекулярних механізмів впливу вуглецевих 1D наноструктур (одностінні та 

багатостінні вуглецеві нанотрубки), вуглецевих 2D наноструктур (графен, 

графенові наночастинки), молекули фулерену, 2D напівпровідникових 

(дисульфід вольфраму) та діелектричних (нітрид бору) наночастинок на 

конформаційні властивості біологічних молекул (ДНК, тимін, білки, ліпіди), а 

також на морфологічні та функціональні властивості культур клітин 

(фібробласти, пухлинні клітини аденокарциноми простати людини LNCaP, 

карциноми легені Льюіс LLC/R9). Оцінка ефективності проведеної терапії 

пошкоджених тканин Ахіллового сухожилля та твердої мозкової оболонки 
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(ТМО) після черепно-мозкової травми та визначення спектроскопічних 

маркерів вторинної структури колагену на різних етапах регенерації тканин.  

Для досягнення даної мети розв’язувались наступні завдання: 

1) Аналіз спектральних характеристик синтезованих модифікованим 

механохімічним методом 2D наночастинок нітриду бору, а також дослідження 

їх цитотоксичних властивостей на культури нормальних і пухлинних тканин. 

Вивчення молекулярних механізмів взаємодії 2D BN наночастинок з 

клітинною мембраною та процесів їх проходження через мембрану. Аналіз 

морфологічних особливостей пухлинних клітин методом конфокальної 

мікроскопії до та після обробки наночастинками 2D BN. Дослідження 

можливості утворення комплексів 2D BN наночастинок з доксорубіцином. 

CARS мікроскопічні дослідження сквалену та нітриду бору як ймовірних 

прекурсорів для систем доставки ліків.  

2) Аналіз спектральних характеристик синтезованих модифікованим 

механохімічним методом 2D наночастинок дисульфіду вольфраму, а також 

дослідження їх цитотоксичних властивостей на культури пухлинних тканин 

при інкубації впродовж однієї доби і двох діб. Вивчення молекулярних 

механізмів впливу 2D наночастинок WS2 на культури клітин карциноми легені 

Льюіс in vitro. Аналіз морфологічних особливостей пухлинних клітин методом 

конфокальної мікроскопії до та після обробки наночастинками WS2. 

Конформаційний аналіз білка лізоциму при взаємодії з 2D-WS2 

наночастинками. Чи індукують наночастинки 2D-WS2 формування амілоїдних 

фібрилярних структур? 

3) Дослідження конформаційного складу фосфоліпідів з пухлинних тканин 

чутливих та резистентних штамів та визначення їх спектральних маркерів. 

Розробка модельних структур різного фосфоліпідного складу для дослідження 

взаємодії протипухлинних препаратів з ліпідною мембраною. Отримання 

ліпосом різного типу – з вбудованим в мембрану препаратом, та з препаратом 

на поверхні мембрани. Визначення спектральних маркерів та 

конформаційного складу таких структур.  
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4) Визначення унікального набору ІЧ спектральних маркерів з метою аналізу та 

характеристики якісного складу вуглецевих наноструктур різного типу – 

фулерени, квантові точки, одностінні та багатостінні нанотрубки. Контроль 

технологічного процесу синтезу та контроль якості отриманих вуглецевих 

наноструктур, кореляція з даними Раман спектроскопії.   

5) Дослідження можливості використання графенової підложки для CARS 

спектроскопії ДНК, визначення CARS маркерів ДНК та порівняльний аналіз 

їх з даними Раман спектроскопії. Вивчення молекулярних механізмів взаємодії 

біомолекул з одностінними вуглецевими нанотрубками та графеном, 

визначення спектроскопічних маркерів та конформаційний аналіз біомолекул.  

6) Визначення спектральних маркерів вторинної структури колагену у складі 

регенеруючої тканини твердої мозкової оболонки (ТМО) та тканин Ахіллового 

сухожилля, а також колагену у складі рубцевої тканини. Аналіз на 

молекулярному рівні ефективності проведеної терапії. 

Об’єктом дослідження були біологічні макромолекули ДНК, тимін, лізоцим, 

колаген (першого і другого типу), DOPC (диолеїлфосфатидилхолін)  загальна 

фракція ліпідів, виділена з пухлинних тканин, культури клітин (фібробласти, 

пухлинні клітини аденокарциноми простати людини LNCaP, карциноми легені 

Льюіс LLC/R9) до та після дії наноструктур різної природи та протипухлинних 

препаратів, зрізи тканин твердої мозкової оболонки до та після застосування 

терапії. 

Предметом дослідження спектральні маркери, що визначають особливості 

молекулярної структури біологічних молекул під впливом наноструктур різної 

природи та протипухлинних препаратів, а також характер їх впливу на 

морфологічні та функціональні властивості клітин та тканин.  

Методи дослідження: 

Інфрачервона спектроскопія з перетворенням Фур’є в геометрії на пропускання 

(FTIR) та відбивання (FTIR-ATR), спектроскопія комбінаційного розсіяння 

(Раман спектроскопія), когерентна антистоксова Раман спектроскопія CARS 

(Coherent anti-Stokes Raman Spectroscopy), конфокальна мікроскопія для 
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візуалізації досліджуваних зразків культур клітин та зрізів тканин, МТТ – 

колориметричний тест для оцінки метаболічної активності клітин та для для 

визначення цитотоксичності/цитостатичності досліджуваних наночастинок та 

лікарських засобів, флуоресцентна спектроскопія для дослідження комплексів 

доксорубіцину з нітридом бору, ультрафіолетова (УФ) спектроскопія для 

перевірки чистоти препаратів нуклеїнових кислот, білків та для розрахунку 

концентрацій розчинів біологічних молекул аналіз спектрів за допомогою 

розкладу контуру на компоненти за алгоритмом Левенберга-Марквардта.  

Наукова новизна отриманих результатів: 

- Вперше показана можливість використання CARS спектроскопії для 

візуалізації біомолекул та вуглецевих наноструктур. Визначено CARS 

спектральні маркери ДНК та проведено їх порівняльний аналіз з даними КР 

спектроскопії. Показано, що метод нанесення ДНК на підложку з 

одношарового графену, дозволяє отримати контрастне CARS зображення 

ДНК на частотах валентних СН коливань 2760, 2900 см-1, а у випадку 

використання скляної підложки – на частотах ОН валентних коливань 3400 см-

1 та С=О 1625 см-1 

- Показано, що багатошаровий графен можна використовувати як підложку для 

інфрачервоної спектроскопії з метою підсилення оптичних сигналів від 

біомолекул та клітин. За допомогою графенової підложки вдалося зафіксувати 

присутність наночастинок WS2 в культурі клітин, а також на моделі тиміну 

визначити спектральні маркери взаємодії тиміну з одностінними вуглецевими 

нанотрубками, графеном та оксидом графену.  

- Вперше показана можливість використання 2D наночастинок нітриду бору для 

підсилення оптичних сигналів (в 3-5 разів) в Раман спектрах з метою аналізу 

стану клітинних органел (мембрани, цитоплазми, ядра), шляхом різного часу 

інкубації наночастинок з клітинами, що призводить до різних місць локалізації 

2D-BN. Показник заломлення быльший ныж в клытины  

- Вперше показано можливість утворення нековалентних комплексів 2D-BN 

наночастинок, отриманих модифікованим механохімічним методом, з 
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доксорубіцином. Вперше встановлено протекторну дію 2D-BN наночастинок 

в складі таких комплексів, а саме 10% зменшення цитотоксичного впливу 

комплексу на нормальні клітини, порівняно з чистим доксорубіцином, при 

незмінній ефективності доксорубіцину в комплексі з нітридом бору на 

пухлинні клітини.  

- Зафіксовано впорядковану гель-фазу в загальній фракції фосфоліпідів з 

резистентного штаму пухлинних клітини при кімнатній температурі та 

визначено спектроскопічні маркери цієї фази. Для фосфоліпідів з чутливого 

штаму пухлинних клітин визначено невпорядковану рідкокристалічну фазу з 

відповідними спектроскопічними маркерами.   

- Запропоновано два адаптовані протоколи для отримання модельних везикул 

(ліпосом) різного фосфоліпідного складу з метою дослідження взаємодії 

клітинної мембрани з протипухлинними препаратами оксаліплатин та 

карбоплатин. Як результат, було отримано два типи структур - із вбудованим 

у мембрану лікарським засобом (препарат був доданий у процесі приготування 

ліпосом) та препаратом, адсорбованим на мембрані (препарат додавали після 

утворення ліпосом). Визначено набір інфрачервоних спектроскопічних 

маркерів модельних ліпосом та охарактеризовано вторинну структуру 

отриманих систем. 

- Вперше методом ІЧ спектроскопії досліджено вторинну структуру колагену у 

складі тканин Ахіллового сухожилля після застосування клітинної терапії, та 

у складі тканин твердої мозкової оболонки (ТМО) після застосування терапії 

полімерними плівками. Проведена оцінка ефективності терапії та структури 

відновлених тканин.  

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами 

Дисертаційна робота виконана у відповідності з планами наукової діяльності 

відділу фізики біологічних систем Інституту фізики НАН України в рамках 

наступних тем:  
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− “Дослідження фізичних властивостей і структурної динаміки біологічних 

макромолекул та нанокомплексів на їх основі” (2008-2012 рр., 1.4.B/150, № 

держреєстрації 0108U000253).  

− “Дослідження структурних та динамічних властивостей природних та 

штучних наносистем, що містять біологічні макромолекули та їх комплекси” 

(2013-2017 рр., 1.4.В/173, № держреєстрації 0113U000838).  

− “Фізичні ефекти та механізми взаємодії біологічних молекул та 

надмолекулярних біологічних систем з наночастинками та 

наноструктурованими середовищами” (2018-2022 рр., 1.4.В/196, № 

держреєстрації 0118U003377).  

− “Розробка дешевих та підсилюючих наноструктурованих поверхонь для 

прикладних задач біохімії” 5525 УНТЦ – НАНУ, 2012-2013.  

− “Дослідження динаміки репараційно-регенеративних процесів в 

дегенеративно-дистрофічно ушкоджених сухожиллях за умов введення 

мезенхімальних стромальних клітин кісткового мозку” № 84/11-44 НАНУ, 

2011-2012.  

− “Дослідження особливостей взаємодії та біосумісності нанорозмірних часток 

з культивованими клітинами” № 83/11-44 НАНУ, 2011-2012.  

− “Графеноподібні матеріали та нанокомпозити на їх основі: механохімічне 

одержання, будова, властивості, функціональне використання” 6175 УНТЦ-

НАНУ, 2016-2018. 

− “Вплив асиметрії та кривизни клітинної мембрани на функціонування 

мембранних білків та транспорт терапевтичних препаратів”, H2020-MSCA-

RISE-2015, 690853 — assymcurv H2020-MSCA-RISE-2015 2016-2019.  

− “Взаємодія наночастинок нітриду бору і скваленів з біологічними 

мембранами: спектроскопічні дослідження і комп'ютерне моделювання” 

Українсько – Литовський науково-дослідний проєкт 2018 – 2019.  

− “Оптичні властивості вуглецевих наноструктур в обмеженому об’ємі 

фотонних кристалів” Українсько – Польський науково-дослідний проєкт, 2018 

– 2019.  
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− “Новий метод детектування біозабруднень” NATO SPS G5291 2017-2019. 

− Цільова програма наукових досліджень НАН України “Розробка 2D-

матеріалів та “розумних” сенсорів медико-біологічного призначення на їх 

основі” 2018-2022 рр.  

− “Вплив противірусних та тромболітичних препаратів на модельні мембрани 

вірусних частинок та клітин еукаріот” 2020.01/0043, НФДУ 2020-2021. 

 

Практичне значення отриманих результатів полягає в тому, що в 

дисертаційній роботі встановлено ряд характерних спектральних маркерів 

біомолекул, клітин та тканин при їх взаємодії з наночастинками, 

протипухлинними препаратами та проведено кореляцію цих маркерів з 

конформаційним складом біомолекул і морфологічними особливостями клітин 

та тканин. Зокрема встановлено спектроскопічні маркери клітин при взаємодії з 

2D наночастинками BN та WS2, показано можливості їх застосування для 

практичних задач, пов’язаних з візуалізацією досліджуваних об’єктів. Показано 

можливість використання 2D BN наночастинок як платформи для створення 

системи доставки ліків. Визначено спектроскопічні маркери та проведено 

конформаційний аналіз лізоциму при взаємодії з 2D WS2 наночастинками та 

вуглецевими нанотрубками, показано різний характер їх впливу на процеси 

формування амілоїдних фібрил. Визначено спектральні маркери модельних 

ліпідних везикул при їх взаємодії з протипухлинними препаратами, що має 

безпосереднє прикладне значення для створення систем доставки ліків та 

генетичного матеріалу. Показано можливість використання графену та оксиду 

графену для дослідження біомолекул та клітин в CARS та Раман спектроскопії з 

підсиленням оптичних сигналів. Проаналізовано конформаційний склад 

колагену з регенеруючих тканин ТМО після черепно-мозкової травми та 

пошкоджених тканин Ахіллового сухожилля, проведено оцінку ефективності 

терапії. Визначено спектроскопічні маркери нормальної ТМО та рубцевої 

тканини та показано можливості ІЧ спектроскопії для прикладних медичних 

задач. 
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Особистий внесок здобувача. В опублікованих зі співавторами наукових 

працях особистий внесок здобувача полягає: 

− у роботах [7, 8, 39, 40, 43, 47, 48, 50] здобувачем була розроблена концепція 

дослідження, підхід до приготування експериментальних зразків, обробка та 

аналіз даних CARS спектроскопії та CARS зображень, визначено CARS 

маркери досліджуваних зразків, підготовка матеріалів до публікації; 

− у роботах [5, 9, 31, 33, 34] здобувачем була розроблена концепція дослідження, 

реєстрація та аналіз FTIR спектрів досліджуваних культур клітин до та після 

обробки наночастинками, аналіз зображень конфокальної мікроскопії, 

узагальнення отриманих результатів та підготовка матеріалів до публікації; 

− у роботах [10, 18, 19, 41, 42, 44, 45] здобувачем була розроблена концепція 

дослідження, приготування експериментальних зразків, реєстрація та аналіз 

FTIR спектрів досліджуваних зразків, аналіз зображень конфокальної 

мікроскопії, узагальнення всіх експериментальних даних, підготовка 

матеріалів до публікації; 

− у роботах [1, 4, 12, 13, 16, 22-25, 27-30, 32] здобувачем була розроблена 

концепція дослідження, приготування досліджуваних комплексів, реєстрація 

та аналіз FTIR спектрів досліджуваних зразків, обговорення та аналіз 

отриманих результатів, підготовка матеріалів до друку; 

− у роботах [6, 11, 46, 51] здобувач приймав участь в аналіз, обробці та 

представленні  експериментальних даних, підготовці матеріалів до публікації. 

− у роботах [2, 3] здобувачем була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

зразків досліджуваних вуглецевих матеріалів, визначення спектральних 

маркерів для аналізу зразків, підготовка матеріалів для друку; 

− у роботах [14, 15, 35-38] здобувачем була проведена реєстрація та аналіз FTIR 

спектрів досліджуваних зразків, визначено спектральні маркери ліпідів з 

чутливих і резистентних штамів пухлинних тканин, вірусів, штучних мембран, 

проведено огляд літератури за темою роботи, підготовка матеріалів до 

публікації; 
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− у роботах [20, 21, 26, 49, 52] здобувачем була проведена реєстрація та аналіз 

FTIR спектрів досліджуваних зрізів тканин, визначено спектральні маркери 

колагену регенеруючих тканин, проведено аналіз даних конфокальної 

мікроскопії, надано рекомендації щодо проведеної терапії, підготовка 

матеріалів до публікації; 

− у роботах [17] здобувачем була проведена реєстрація та аналіз FTIR спектрів 

досліджуваних зразків, дослідження можливостей використання 

наноструктурованої позолоченої підложки в конфокальної мікроскопії. 

Апробація результатів дисертації. Результати дисертації було представлено 

на міжнародних конференціях: Ukrainian-German symposium on physics and 

chemistry of nanostructures and on nanobiotechnology, The Crimea, Ukraine, 6-10 

September, 2010. XX International School-Seminar of Galyna Puchkovska 

“Spectroscopy of Molecules and Crystals”, Beregove, Crimea, Ukraine, 20-27 

September, 2011. Electronic and related properties of organic systems ERPOS-12, 

Vilnius, Lithuania, 11-13 July, 2011. International Conference “Physical Research 

Methods in Medicine”, Tbilisi, Georgia, 2011. NANOTECHNOLOGY: from 

fundamental research to innovations, Bukovel, Ukraine, 26 August – 2 September, 

2012. 13-th International Young Sciences Conference Optics and High Technology 

Material Science SPO 2012, Kyiv, Ukraine, 25-28 October, 2012. Fundamental and 

Applied NanoElectroMagnetics FANEM-12, Minsk, Belarus, May 22-25, 2012. XXI 

International School-Seminar of Galyna Puchkovska “Spectroscopy of Molecules and 

Crystals”, Beregove, Crimea, Ukraine, 22-29 September 2013. IV International 

Conference NANOBIOPHYSICS 2015: Fundamental and Applied Aspects, Kyiv, 

Ukraine, 1-4 October, 2015. XV international conference Physics and technology of 

thin films and nanosystems, Ivano-Frankivsk, Ukraine, 11-16 May, 2015. The Jubilee 

10-th International Conference «Electronic processes in organic and inorganic 

materials», Ternopil, Ukraine, 23–27 May, 2016. 5th International Conference 

NANOBIOPHYSICS: Fundamental and Applied Aspects, Kharkiv, Ukraine, 2-5 

October, 2017. International Young Scientists Conference Optics and High 

Technology Material Science - SPO 2017, Kyiv, Ukraine, October 26-29, 2017. 
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Ukrianian-Polish Scientific Conference «Membrane and sorption processes and 

technologies», Kyiv, Ukraine, December 12-14, 2017. The 19th International Young 

Scientists Conference Optics and High Technology Material Science SPO 2018, Kyiv, 

Ukraine, October 25-28, 2018. Advanced properties and Processes in optoelectronic 

materials and systems – apropos 16, Vilnius, Lithuania. October 10-12, 2018. 

Nanomaterials: Application & Properties, Zatoka, Odesa region, Ukraine, 9-14 

September, 2018. XXIV Galyna Puchkovska International School-Seminar 

“Spectroscopy of molecules and crystals”, Odesa, Ukraine, August 25-30, 2019. 1st 

International Conference on Innovative materials and nanoengineering (IMNE-2019), 

Brenna, Poland. 27-29 August, 2019. XVth International Conference on Molecular 

Spectroscopy, Wojanow, Wroclaw, Poland, September 15-19, 2019. International 

conference Nanobiophysics: fundamental and applied aspects, Kyiv, Ukraine, October 

1-4, 2019. XII International Conference "Electronic Processes in Organic and 

Inorganic Materials” (ICEPOM-12), Kamianets-Podilskyi, Ukraine, June 1-5, 2020. 

VII З'їзд нейрохірургів України з міжнародною участю, Сіде, Туреччина, 11 - 18 

травня, 2021. 

Публікації. Основні результати дисертації опубліковано у 52 роботах, в тому 

числі 19 статей у наукових виданнях, включених до Переліку наукових фахових 

видань України та у наукових періодичних закордонних виданнях, 

проіндексованих у базах даних Web of Science Core Collection та Scopus (з них 11 

робіт у виданнях, що входять до перших двох квартилів (Q1/Q2) за 

класифікацією SCImago Journal and Country Rank), 2 розділи у колективних 

монографіях та в 31 роботі, що видані за матеріалами конференцій. 
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У першому розділі «2D наночастинки нітриду (BN) бору та дисульфіду 

вольфраму (WS2) як платформа для дослідження культур клітин та 

біомолекул» представлено дослідження впливу 2D наночастинок BN та WS2 на 

культури клітин (NIH3T3 – фібробласти миші, модель нормальних клітин, 

LNCaP –аденокарциноми простати та LLC/R9 – карциноми легені Льюіс як 

моделі пухлинних клітин) та конформаційні властивості лізоциму.  

Характеризація наночастинок. Водні суспензії досліджуваних 

наночастинок були отримані модифікованим механохімічним методом (Інститут 

фізичної хімії ім. Л.В. Писаржевського) без додаткового застосування 

поверхнево-активних речовин, а як розшаровуючий агент використано NaCl. Це 

дозволяє отримати чисті водні суспензії наночастинок, які можна додавати до 

поживного середовища при культивуванні клітин. Розміри наночастинок, 

отриманих таки чином, варіюють в межах від 0,1-0,2 нм до 250 нм, а 

концентрація суспензій порядку 0,1-0,3 мг/мл (рис.1). 

 

Рис. 1. ТЕМ зображення частинок WS2 до та після проведення процедури 

механохімічної обробки. [S1] 

На тем зораженнях частинок WS2 до проведення процедури механохімічної 

обробки видно об’кти розміром порядку 1-2 μм. Тоді як після обробки розміри 

частинок є порядку 200 нм і менше.  

ІЧ маркер наночастинок BN це смуга B-N в області 1368 см-1, в Раман спектрі 

це Е2g мода на 1362 см-1 для нітриду бору (аналогічно в CARS спектрі 

спостерігаємо моду 1360 см-1) та дві моди для WS2 355 см-1 (E1
2g) та 419 см-1 (A1g). 

(рис.2). 
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Рис. 2 Раман спектри водної суспензії наночастинок 2D-BN (а) та 2D-WS2 (б), 

отриманих механохімічним способом.  

2D-BN наночастинки мають інтенсивний CARS резонансний сигнал на частоті 

1364 см-1, що узгоджується з даними ІЧ та Раман спектроскопії (рис. 3) [7, 39]. 
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Рис.3. CARS зображення та спектри порошку BN, записані на 1360 см-1. Розмір 

зображень 20х20 µм. Профіль інтенсивності КАРС, наведено білою суцільною 

лінією на зображенні. Спектр записаний на ділянці, що позначена стрілкою на 

зображенні [7]. 

Для аналізу цитотоксичності наночастинок 2D-BN використовувались 

культури клітин фібробластів NIH3T3 миші (як моделі нормальних непухлинних 

клітин). Показано, що нітрид бору не впливає на життєздатність клітин аж до 

концентрації 100 мг/мл та не призводить до зростання фракції мертвих клітин 

порівняно з живими (рис. 4 а). Окрім того, на культурах пухлинних клітин 

LLC/R9 теж було показано відсутність цитотоксичного впливу водної суспензії 

наночастинок 2D-BN за умови одно та дводобової інкубації. Такий результат є 
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сам по собі дуже цікавим, оскільки, більшість наночастинок є токсичними і тому 

виникають складнощі у використанні їх для створення систем доставки ліків [5]. 

Для наночастинок 2D-WS2 в першу добу інкубації не було виявлено 

цитотоксичного впливу, однак на другу добу кількість живих клітин знизилась 

на 30 відсотків. Максимальний ефект - зменшення кількості життєздатних клітин 

на 47% - був зафіксований при концентраціях 2D-WS2 близьких до 2 мкг/мл, при 

чому при подальшому збільшенні концентрації наночастинок цитотоксичний 

ефект не посилюється, кількість життєздатних клітин залишається на рівні 55% 

-65% від такої в контролі (рис. 4 б). Такий ефект може бути пов'язаний з 

гетерогенністю розмірів наночастинок в суспензії, коли частинки меншого 

розміру можуть вплинути на життєздатність пухлинних клітин шляхом 

нейтралізації активних форм кисню, [S2]. Більш великі за розміром 

наночастинки WS2 можуть взаємодіяти з макромолекулами пухлинних клітин, 

такими як ДНК та білки (особливо мембранотропні), викликаючи або загибель 

клітин, або пригнічуючи їх проліферативну активність. З іншого боку, це може 

бути пов’язано з процесами окислення WS2 у водному середовищі та зниженням 

рН середовища [9]. 
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Рис. 4. Залежність життєздатності клітин NIH3T3 від концентрації 2D-BN та 

LLC/R9 від концентрації 2D-WS2.  

 

Взаємодія 2D нітриду бору з культурами клітин. За даними ІЧ спектроскопії 

було показано, що в залежності від тривалості інкубації 2D-BN наночастинки 

можуть проникати в цитоплазму та в область ядра клітини пухлини шляхом 
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ендоцитозу та/або локалізуватись в області мембрани під час інкубації in vitro, 

при чому вже через 1 годину (бордова крива) спостерігаємо зміни області 

валентних СН коливань в бік зростання вкладу СН3, а також бачимо появу плеча 

Р-О-С на 1122 см-1, що свідчить про вплив на клітинну мембрану (рис. 5). Однак 

через 10 годин інкубації ці зміни вже не спостерігаються і спектр стає 

максимально подібним на контрольний. Через одну добу інкубації максимальні 

зміни спостерігаються в області асиметричних (1242 см-1) та симетричних (1085 

см-1) коливань РО2- молекулярних груп, що відносимо до нуклеїнових кислот, а 

саме спостерігаємо уширення та високочастотний зсув смуги 1242 см-1, та появу 

додаткових плеч на 1310, 1286 та 1267 см-1. Це може свідчити про дію 

наночастинок на клітинне ядро [5].  
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Рис. 5. ІЧ-спектри поглинання культур пухлинних клітин, оброблених 

наночастинками BN з різним часом культивування. 1 -контроль, культивування 

1 доба без використання наночастинок, 2 – 1 година культивування, 2- 2 години 

культивування, 3- 10 годин культивування. 

Проаналізувавши Раман спектри пухлинних клітин LNCaP до та після 

обробки 2D-BN наночастинками, вдалося зафіксувати присутність наночастинок 

нітриду бору в клітині за маркерною модою Е2g 1364 см-1 (відсутня в контролі), 

що слугує додатковим підтвердженням проникнення наночастинок в клітину. 

Смуга на 1001 см-1 відноситься до поглинання фенілаланіну і є характерною для 

спектру будь-яких клітин. 1657 см-1 це теж характеристична смуга Амід І, однак 

сюди може давати вклад і ДНК. Поява смуги на 1338 см-1 та інших смуг поблизу, 

віднесених до аденіну, а також смуги на 780 см-1 дозволяє припустити, що місцем 
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у клітині, з якого зареєстрований спектр, є ядро клітини або область поблизу. 

1606 см-1 віднесемо до поглинання С=С молекулярних груп амінокислот, 

зокрема фенілаланіну, разом з поглинанням NH2 основ амінокислот. 1447 см-1 – 

CH2 деформаційні коливання фосфоліпідів [S3, 14, 18]. Окрім того, через 

присутність в клітині наночастинок 2D-BN, які в даному випадку виступали як 

локальні підсилюючі поверхні, вдалося зафіксувати Раман спектри різних 

компонент клітин (мембрани, цитоплазми, ядра), що свідчить про різні місця 

локалізації 2D-BN наночастинок в клітині в залежності від часу інкубації [5, 34].  
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Рис. 6. Раман спектри культур пухлинних клітин LNCaP до та після обробки 2D-

BN наночастинками. 

Дослідження впливу комплексу комплексу 2D-BN наночастинок з 

доксорубіцином на культури клітин. Комплекс 2D-BN наночастинок з 

протипухлинним препаратом доксорубіцином готували шляхом змішування 12,5 

мкл дисперсії 2D-BN (0,3 мг/мл) з 5 мкл розчину DOX та 82,5 мкл фосфатного 

буфера з подальшою інкубацією протягом 24 годин, центрифугуванням при 5500 

об/хв протягом 90 хвилин і 10000 об/хв впродовж 1 хв. Об'єм розчину відновили 

додаванням 100 мкл фосфатного буфера. Були проаналізовані FTIR спектри 

отриманих комплексів. Смуга на частоті 1375 см-1 відноситься до валентних 

коливань BN, тому при зростанні концентрації BN в комплексі спостерігається 

значний вклад поглинання на цій частоті, однак із явним високочастотним 

зсувом до 1379 см-1. У випадку комплексу з максимальною концентрацією BN 

високочастотний зсув спостерігається для смуги валентних коливань С=О з 1709 
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см-1 до 1726 см-1, що може свідчити про перебудову водневих зв’язків С=О…Н-

О. Спостерігається зміщення смуги поглинання валентного C-O 1113 см-1 до 1119 

см-1, а деформацiйні С-С, С-О зміщені в другу сторону – у низькочастотний бік 

– з 1082 см-1 до 1073. Зміщені деформаційні N-H  з 1286 см-1 до 1284 см-1. Однак 

смуги 1614 та 1580, які можна віднести до дихальних кільцевих мод чи 

деформаційних NH та С=С, залишаються без змін. Можна припустити 

можливість взаємодії через молекулярні групи позначені на рис. червоним 

квадратом [40, 43].  
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Рис.7. FTIR спектри доксорубіцину (концентрація 1 мг/мл) в комплексі з 

наночастинками 2D-BN різної концентрації. 

Таблиця 1. 

Положення смуг поглинання доксорубіцину та комплексу доксорубуцину з 

нітридом бору. 

Dox DOX+BN 0,03 DOX+BN 0,2 Assignment 

1722 1719 1725 C=O carboxylic 

1615 1614 1614 C=O quinine, С=С, С=N 

1580 1580 1580 С=С, С=N 

1444 1444 1446 C-H def 

1412 1416 - C-H def 

1406 1406 1408 C-H def 

- - 1378 B-N str 

1283 1286 1284 N-H   def 

1209 1209 1209 C-O-C 

1119 1113 1119 С-О str 

1078 1082 1074 N-H  def 

1012 1014 1013 C-O  

986 985 985 C-O 
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Рис.8. Вплив BN на цитотоксичність Dox для клітин NIH3T3 (а) та LNCaP (б). 

Життєздатність виражена як процентне співвідношення живих клітин, 

оброблених комплексом BN:Dox, і необроблених контрольних клітин. 

Стандартні відхилення наведені для трьох повторів. 

Для аналізу впливу даних наночастинок на культури пухлинних клітин, 

відповідні суспензії додавали до поживного середовища. За даним МТТ тесту 

було показано, що для пухлинних клітин цитотоксичність доксорубіцину в 

чистому вигляді та в комплексі з наночастинками нітриду бору практично не 

змінилась. Доксорубіцин характеризується достатньо високою токсичністю для 

даної клітинної лінії навіть при малих концентраціях порядку 0,2 мкг/мл, і 

присутність наночастинок ніяк на це не впливає. Інша картина спостерігається у 

випадку нормальних клітин фібробластів. Незначна на перший погляд (порядку 

10%) відмінність у показниках життєздатності клітин, оброблених чистим 

доксорубіцином і комплексом з наночастинками може мати важливе практичне 

значення, оскільки практично за присутності наночастинок ми знизили 

токсичність доксорубіцину для нормальних клітин (рис 8. а) не зменшуючи при 

цьому токсичності для пухлинних клітин (рис.8 б) [5, 31, 33].  

За даними квантово-механічного моделювання методом теорії функціоналу 

густини показано, що після процесу релаксації положення рівноваги молекули 

DOX отримують на відстані h = 2,44 Å між поверхнею BN та найближчими 

атомами водню, при чому бензольні кільця стають паралельні поверхні, а зв'язок 

C-N, орієнтований від поверхні. Розрахований електронний розподіл густини 

заряду не вказує на наявність будь-яких ковалентних зв'язків між атомами DOX 
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та поверхнею BN, окрім сил ван-дер-Ваальса, що мають ключову роль у 

досліджуваному процесі адсорбції, та не залежить від початкової планарної 

орієнтації молекули DOX [40, 47]. Визначено також спектроскопічні маркери 

утворених комплексів та показано, що основні зміни зафіксовано в області C=O, 

С-О та С-С коливань.  

Показано можливості CARS мікроскопії для реєстрації зображення клітин без 

додаткового використання барвників. Показано, що пухлинні клітини LLC/R9 до 

(контроль) та після обробки комплексом доксорубіцину з нітридом бору мають 

різну морфологію. В контролі особливо чітко виділяється клітинна мембрана та 

ядро, при чому видно неоднорідності в структурі мембрани, які можуть бути 

зумовлені різним фосфоліпідним складом (рис. 9 а). Клітин після обробки 

виглядають як однорідні структури (рис. 9 б), однак після повторного сканування 

тої самої клітини спостерігається поява яскравих об’єктів люмінесцентної 

природи (рис. 9 в). Можна припустити, що при цьому вивільнились молекули з 

флуоресцентними властивостями, наприклад цитохром С [39, 47, 50]. 

Epi CARS (E-CARS)   

1600cm-1, 

940uW_1H_5400uW 

1360cm -1,  260uW_1H_2300uW 

Forward CARS (F-CARS)    Epi CARS (E-CARS) 

   
А б в 

Рис.9. CARS зображення клітин LLC/R9 контроль (а), та оброблених Дох 5 

мг/мл +BN 0.1 (б, в) 

 

Дослідження впливу наночастинок 2D-WS2 на культури пухлинних клітин. 

Основною відмінність наночастинок 2D-WS2 від 2D-BN є те, що нітрид бору і 

масивний і у вигляді наночастинок – класичний діелектрик з шириною 

забороненої зони порядку 5 еВ. Тоді як сульфід вольфраму – напівпровідник, при 
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чому ширина забороненої зони змінюється від 1,4 еВ в масивному WS2 

(непрямозонний напівпровідник) до 2 еВ (прямозонний напівпровідник) в 

наноструктурованому. У моношаровій формі WS2 під дією видимого світла 

протягом доби окислюється, при цьому продукти реакції включають оксид 

вольфраму та сірчану кислоту. Саме ці процеси окислення і зумовлюють його 

токсичний вплив на клітини на другу добу інкубації. 

За даними Раман та ІЧ спектроскопії, наночастинки 2D-WS2 теж можуть 

проникати в цитоплазму клітин LLC/R9 або локалізуватись на мембрані, та 

спричиняти зміни на молекулярному рівні. Про це свідчать смуги в області 354 

см-1 та 419 см-1, які є характеристичними Е1
2g та A1g модами WS2 (рис. 10). Для 

реєстрації Раман спектрів клітини були нанесені на підложку з багатошарового 

графену (MLG) і саме завдяки процесам підсилення вдалося зафіксувати і моди 

наночастинок і клітин. Аналіз ІЧ спектрів поглинання клітин LLC/R9 до та після 

обробки 2D-WS2 показав вплив наночастинок на конформаційний стан білкової 

фракції та нуклеїнових кислот [9]. 
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Рис.10. Раман спектри пухлинних клітин LLC/R9 після обробки наночастинками 

2D-WS2 (чорні криві, два спектри) та без обробки (контроль, червоні криві, два 

спектри). Синя крива – спектр підложки з багатошарового графену (MLG).  

Звуження смуги Амід І через зменшення вкладу плеча на 1635 см-1 (β-

структури) свідчить про конформаційні зміни в білках, а також зменшення 

інтенсивності та звуження смуг в області 1239 см-1 та 1084 см-1, що відносяться 

відповідно до асиметричних та симетричних коливань молекулярних груп РО2
- в 
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мембранних фосфоліпідах та цукрофосфатному остові і нуклеїнових кислотах. 

Це може бути пов’язано з впорядкуванням ліпідів та білків поблизу поверхні 

наночастинок.  

Аналіз зображень, отриманих за допомогою конфокальної мікроскопії, 

показав, що пухлинні клітини, оброблені 2D- WS2 наночастинками (рис. 11, а), 

за морфологією істотно не відрізняються від контрольних клітин (рис. 11, б). В 

обох випадках переважна більшість клітин була візуально життєздатною, 

видовженої форми, прикріплені до пластику. Однак у випадку клітин, 

оброблених 2D-WS2, кількість округлих клітин стає більшою, ніж у контролі. 

Крім того, збільшення інтенсивності люмінесценції клітин, інкубованих з 

наночастинками в синій області, свідчить про те, що частинки або впливають на 

біохімічні процеси в клітині, або проявляють люмінесцентні в діапазоні 380-480 

нм. Останнє твердження справедливо для дуже дрібних частинок (наноточки) 

розміром порядку 1-2 нм [S4]. Враховуючи їх легше проникнення в клітину через 

їх невеликий розмір, можна припустити, що такі маленькі наночастинки можуть 

проникати в цитоплазму клітини і локалізуватися навколо клітинного ядра, про 

що свідчить детальний аналіз зображення. В роботі [S5] показало можливість 

люмінесценції 2D-WS2 у червоній області, однак це може залежати від розміру 

та структури наночастинок, а також від довжини хвилі збудження [S6].  

      
а                                                         б    

Рис.11. Конфокальні зображення клітин LLC/R9 після обробки наночастинками 

2D-WS2 (а) та без обробки (б). Об’єктив LD Plan-Neofluar 40x/0.6 Korr, збудження 

лазери 488нм T1 50,0%, 405 нм T2 30,0%. 
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Дослідження впливу 2D-WS2 наночастинок на конформаційний стан 

білка лізоциму. Показано, що при  взаємодії лізоциму з 2D-WS2 наночастинками 

за умови низьких рН спостерігали утворення амілоїдних фібрил. Амiлоїднi 

фібрили являють собою структури, утворені у результаті незворотніх 

конформаційних переходів у молекулі білка, що можуть мати місце за певних 

зовнішніх умов. Амілоїдні фібрили не кристалічні та нерозчинні, і, отже, вони не 

піддається аналізу за допомогою звичайної рентгенівської кристалографії та 

ЯМР розчину. Тому докладний опис утворення амілоїду на молекулярному рівні 

залишається складним. Як показали дослідження [S7- S9], такі структури 

характеризуються підвищеним вмістом антипаралельних β-шарів, розміщених 

перпендикулярно осі фібрили.  

В даній роботі при рН 2,0 та різних концентраціях розчину лізоциму (1 

мг/мл, 20 мг/мл) ми спостерігали зростання вкладу смуги в області 1625 см-1 та 

1680 см-1, що відповідають антипаралельним β-шарам. Однак при рН 11,5 

спостерігаються протилежні ефекти, а саме при концентрації розчину 1 мг/мл 

присутність наночастинок навпаки перешкоджає утворенню фібрил, про що 

свідчить зменшення вкладу антипараленльних β-шарів. Таким чином 2D-WS2 

має різний вплив на вторинну структуру лізоциму в залежності від рН та 

концентрації вихідного розчину білка.  
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Рис.12. Розклад на компоненти смуги Амід І лізоциму та лізоциму в комплексі з 

2D-WS2 при pH=11.5. 

Розклад смуги Аміду I у FTIR спектрах зразків лізоциму та лізоциму в комплексі 

з 2D-WS2 на компоненти дозволив оцінити внесок кожної конформації у 
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вторинну структуру лізоциму. Цю процедуру проводили згідно з [S10-S12], 

використовуючи наступну модель та розподіл компонентів: 1649 см-1 -α−спіраль, 

1659 см-1 - невпорядкована форма, 1632 см-1 - β−шари, 1695 та1620 см см-1 - 

антипаралельні β – шари, 1615 см-1 - бічні групи (рис.12) [10, 41, 44]. 

Застосування тіофлавіну Т (ThT) вважається класичним підходом для 

дослідження амілоїдних фібрил. При утворенні амілоїдних фібрил тіофлавін Т 

звязується з відповідними структурами, що супроводжується процесом гасіння 

флуоресценції. Оскільки ThT - це флуоресцентний барвник, ми застосували 

відповідний флуоресцентний аналіз, щоб визначити наявність амілоїдних 

структур. Дійсно, збільшення концентрації ThT призводить до збільшення його 

флуоресцентного сигналу, тоді як 2D-WS2 наночастинки зменшують 

випромінювання ThT залежно від концентрації. Однак в даному випадку 

можливою причиною гасіння флуоресценції може бути безпосереднє 

зв’язування 2D-WS2 наночастинок з тіофлавіном Т, що може призводити до  

хибнопозитивного результату [S13]. Тому в даному випадку для аналізу впливу 

2D-WS2 на процеси утворення амілоїдних структур варто використовувати інші 

підходи, наприклад ІЧ спктральний аналіз.  

 

У розділі 2 «Вуглецеві наноструктури як платформа для дослідження 

біомолекул та культур клітин» представлені результати дослідження взаємодії 

біологічних молекул з вуглецевими наноструктурами (графен, наночастинки 

графену та оксиду графену, вуглецеві нанотрубки та фулерени), а також 

можливості використання таких наноструктур як підложок для спектроскопії та 

мікроскопії з метою підсилення оптичних процесів.  

На рис 13 продемонстровано CARS зображення моношару графену, 

зареєстроване на частотах валентних коливань СН молекулярних груп, а саме на 

2850 та 2900 см-1 при відносно низькій потужності збудження (до 150  Вт). 

CARS сигнал дозволяє візуалізувати лист графену, Характер цього сигналу на 

частоті ωAS = 2ωp-ωS нерезонансний, він складається з нерезонансних CARS та 

сигналів люмінесценції. При потужності імпульсу накачування 370 Вт і більше 
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до CARS сигналу графену додається люмінесценція від скляної підложки На рис. 

13 б яскраві плями, рівномірно розподілені по зображенню, належать графену[8]. 

    
a                                                                           b 

Рис. 13. а) CARS зображення моношару графену на скляній підложці, 

зареєстроване на частоті 2850 см-1, потужність збудження 50 W (Стокс) та 

100W (накачка), краї графенового шару більш яскраві; б) CARS зображення 

двошарового графену на скляній підложці зареєстроване на частоті 2900 см-1, 

потужність збудження 70 W (Стокс) та 370 W (накачка). Більш яскравий 

відтінок пікселя відповідає більшій амплітуді вимірюваного сигналу.  

Підложка з одношарового графену була використана для отримання CARS 

зображення та спектрів ДНК і завдяки нелінійним властивостям графену вдалося 

отримати контрастне зображення ДНК на частотах валентних СН коливань в 

області 2900 см-1 (рис 14, б). Також було визначено CARS спектральні маркери 

ДНК та показана подібність характеристичних смуг ДНК в спектрах Раман та 

CARS, однак положення смуг в CARS зсунуте у низькочастотну область 

порівняно зі спектрами Раман, при чому в області NH-CH валентних 

водневопов’язаних коливань на 10-15 см-1, а в області 1800-1200 см-1 (область 

подвійних зав’язків С=О, С=N, C=C валентних, СН-деформаційних коливань) – 

зсунуті на 10-20 см-1, що узгоджується з теоретичними розрахунками (рис 14, а). 

Смуги в CARS спектрі, які відсутні в Рамані, можуть бути віднесені до обертонів. 

CARS сигнал ДНК на графеновій підложці за умови низької концентрації ДНК 

(1 мг/мл) частотах валентних коливань СН 2760 см-1 а на 2900 см-1 

перекривається з люмінесцентними та нерезонансними сигналами CARS від 

графену. Однак яскраві об’єкти на зображенні можна віднести до молекул ДНК.  
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а                                                                        б 

Рис.14. а- порівняльний аналіз спектрів CARS та Раман ДНК. б – CARS 

зображення ДНК (1 мг/мл), нанесеної на підложку з одношарового графену на 

склі. ДНК відображається у вигляді яскравих видовжених об’єктів. Графен – 

темно-синій фон. Stokes power was 300 W and Pump power was 170 W 

Дослідження взаємодії вуглецевих наночастинок з тиміном та аденіном. 

Окрім графенових шарів, як підложки були досліджені також наночастинки 

графену та оксиду графену як потенційні поверхні для підсилення оптичних 

сигналів, а також з метою дослідження спектральних маркерів їх взаємодії з 

біологічними молекулами. Як досліджувані молекули були вибрані основи 

Тимін та Аденін, що мають в своїй структурі π-системи. Було показано частотну 

залежність коефіцієнту підсилення для різних наночастинок.  

Ефект SERS (підсилене поверхнею раманівське розсіювання), як і SEIRA 

(підсилена поверхнею інфрачервона спектроскопія) пояснюються 

електромагнітним механізмом та хімічним механізмом [S14, S15]. 

Електромагнітний механізм пов'язаний зі значним збільшенням локального 

електричного поля поблизу молекули і викликаний, як правило плазмонним 

резонансом в нанорозмірних частинках. Хімічний механізм базується на 

зростанні поляризованості молекули, адсорбованої на наноструктурованій 

поверхні та переносі заряду між досліджуваною молекулою та підсилюючою 

поверхнею. Здатність графена та деяких інших матеріалів збільшувати 

інтенсивність сигналів молекул адсорбованих на ці поверхні відома.  
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Для матеріалів на основі графену, внаслідок того, що поверхневий плазмон у 

графені знаходиться в діапазоні терагерц, а не в області видимого світла [S16], 

імовірно ефект підсилення більше пов'язаний з хімічним механізмом. Однак у 

випадку кластерів графену або оксиду графену, кисневовмісні групи можуть 

створювати сильне локальне електричне [S17] поле при лазерному збудженні, 

тому велика поляризованість графенових доменів викликає появу додаткового 

локального електричного поля і збільшує інтенсивність сигналів адсорбованих 

молекул.  

Експериментально було вивчено підсилення оптичних сигналів аденіну, 

адсорбованого на частинки оксиду графену різного ступеня окислення та 

графенові флейки. Було показано, що максимальне збільшення сигналів в 

спектрах комбінаційного розсіяння є порядку 80 для молекули аденіну 

адсорбованого на оксиді графену, та 5-9 для графену, у випадку інфрачервоного 

поглинання це 10 раз на оксиді графену для валентних коливань С=О та 2-3 рази 

на графені (рис. 15 б). [4] 

 

а                                                                        б 

Рис.15. а - FTIR спектри тиміну та комплексу тиміну з наночастинками графену 

та оксиду графену. б - FTIR спектри аденіну та комплексу аденіну з 

наночастинками оксиду графену в різній концентрації. 

У випадку комплексу Тиміну з графеном максимальний коефіцієнт підсилення 

зафіксовано порядку 3-4 рази в області 980-474 см-1, де знаходяться 

деформаційні коливання C-N, C-O, N-H молекулярних груп (рис 15 а). Загалом, 
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коефіцієнти підсилення для одностінних нанотрубок та графенових 

наночастинок мають однаковий характер, що може бути пов’язано з подібним 

механізмом підсилення [12].  

Згідно розрахункових даних взаємодія між нуклеїновими основами та 

вуглецевими нанотрубками відбувається саме за рахунок π- π стекінгу, при чому 

кільця основи розміщуються паралельно чи під невеликим кутом до поверхні 

нанотрубки [1]. Щодо можливих механізмів підсилення, то це локальне 

підсилення поля на кінцях нанотрубок, де збільшена густина поверхневого 

заряду індукує сильне електричне поле [27-29]. Коефіцієнти підсилення в ІЧ 

спектрах системи Тимін-SWNT реєструються в межах 3-5 разів (для смуг С-Н, 

С-ОН, С-N) без суттєвих частотних зсувів основних смуг поглинання, окрім 

області 1770 см-1, де низькочастотний зсув смуги С2=О імовірно може бути 

зумовлений утворенням водневих зав’язків. [22, 24, 25] 

Саме процеси переносу заряду відіграють основну роль в такій системі як 

наночастинки СеО2-х/графен. Ця нанокомпозитна система цікава тим, що може 

стати основою для розробки газових датчиків чи каталізаторів. Для отримання 

нанокомпозиту СеО2-х/графен спочатку проводили синтез водної суспензії 

графенових наночастинок методом електрохімічної ексфоліації 

терморозширеного графіту, яку потім навантажували оксидом церію. За даними 

Раман спектроскопії з розрахунку співвідношення між інтенсивностями смуг 

I2D/IG , утворені таким чином графенові наночастинки мають кількість шарів 2-3 

та відстань між  ефектами 3-10 нм. Особливістю оксиду церію є те, що при 

переході до наноструктурованого стану з розміром частинок менше 5 нм 

відбувається видалення частини кисню з гратки через зміну ступеня окислення 

церію з Се+4 до Се+3 та зростання кількості кисневих вакансій, а також 

збільшення сталої гратки, порівняно з масивним СеО2 [6, 46].  

При реєстрації Раман спектрів нанокомпозитів СеО2-х/графен за умови 

потужності збудження більше 5 мВт реєструється F2g мода СеО2 в області 460 см-

1, яка була відсутня за умови нижчих потужностей збудження. Під дією 

лазерного випромінювання за умови присутності графену (на поверхні графену) 
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відбувається заповнення кисневих вакансій та окислення Се до +4. При більшій 

потужності збудження відбувається зменшення напівширини смуги F2g та її 

високочастотний зсув. Суттєві зміни при цьому відбуваються і в спектрах самого 

графену. По-перше це положення G-смуги графену в області 1585 см-1 та її 

напівширина, а також відношення ID/IG. що підтверджує процеси переносу 

заряду.  

Вплив вуглецевих нанотрубок на конформаційний стан білка лізоциму. 

Показана можливість формування амілоїдних фібрилярних структур без 

застосування високих температур при різних значеннях рН. При цьому, окрім 

зовнішніх чинників, (концентрація білка, рН розчину та температура інкубації) 

важливу роль відіграє діаметр та структура нанотрубок (одностінні чи 

багатостінні). Для експериментального дослідження процесу формування 

амілоїдних фібрил як правило використовують низькі (сильно кислотні) 

значення рН та високі температури (порядку 60-70ºС), що дуже далеко від 

нормальних фізіологічних умов. Однак можливість утворення таких структур в 

живому організмі свідчить про те, що цей процес можливий і при дії інших 

факторів. Присутність вуглецевих нанотрубок може бути одним з таких 

факторів. 

За даними ІЧ спектроскопії, маркерами амілоїдних фібрил є наявність 

характерних смуг, що відносяться до β-антипаралельної конформації лізоциму в 

області Аміду І 1687-1695 cm-1 та 1615-1625 cm-1 (рис.7 а). Ці плечі відсутні в 

вихідному зразку лізоциму. Для розкладу смуги Амід І за літературними даними 

була вибрана наступна модель: бічні групи – 1614 см-1, β -структура паралельна 

– 1628-1635, 1680-1690 см-1, β -структура антипаралельна – 1615-1625 см-1, 1687-

1695 см-1, α-спіраль – 1649-1655 см-1, невпорядкована структура – 1660 см-1 

(рис.16). Слід зазначити, що для кожного білка такий компонентний склад 

потрібно підбирати окремо. Таким чином було показано, що при взаємодії 

лізоциму з нанотрубками відбувається зростання вкладу β-антипаралельної 

конформації та зменшення вкладу α-спіралі [42, 45]. 
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а                                                                        б 

Рис.16. а – Розклад смуги Амід І лізоциму (а) та лізоциму+MWCNT, рН 5,5.  

В даному випадку нанотрубки завдяки великій поверхневій енергії, 

виступають каталізаторами (центрами кристалізації) утворення структур, що 

мають характерні риси амілоїдних фібрил. Ці результати з одного боку 

розкривають один з механізмів цитотоксичності вуглецевих нанотрубок. З 

іншого, це дозволяє розробити методику моделювання структури з заданими 

властивостями [19].  

На конфокальному зображенні зразка лізоциму з багатостінними вуглецевими 

нанотрубками (рис 17 б) видно характерні видовжені структури довжиною 

порядку 1-100 мкм.  

    

a                                                    б 

Рис.17. Конфокальні зображення лізоциму при рН=11,5 (а) та структур 

утворених при взаємодії лізоциму з MWCNT при рН 11,5 (б). Мітка 5 мкм. 
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Спектральні маркери комплексу коніуму з фулеренами С60. Коніум - це 

препарат на рослинній основі (екстракт з Болиголову), який досліджується як 

моживий протипухлинний лікарський засіб. У своєму складі містить ряд 

алкалоїдів, основними з яких є коніїн (C8H17N), N-метилконіїн (C9H19N), γ-

коніциїн (C8H15N), конгідрин (C8H17NО) і псевдоконгідрин (C8H17NО). Лише γ-

коніциїн має подвійний зв'язок C=N та розглядається перспективним для 

утворення комплексів. З метою модифікації його терапевтичних властивостей, 

підвищення ефективності та зниження токсичності, запропоновало використати 

фулерени С60, який за попередніми даними може суттєво підвищити 

протипухлинний потенціал коніуму [S18]. Суміш фулерену з коніумом 

готувалася шляхом змішування вихідних речовин в наступних співвідношеннях 

С60 до Кониуму: 0,2мл/0,05мл, 0,2мл/0,1мл, 0,2мл/0,2мл з подальшим їх 

перемішуванням в ультразвуковій мішалці впродовж 30 хв при кімнатній 

температурі. Зразки для реєстрації ІЧ-спектрів поглинання готувалися у вигляді 

таблеток на основі КBr. 

При утворенні комплексу коніуму з фулеренами замість двох смуг в області 

1600-1700 см-1 з'являється одна смуга на 1633 см-1. Це може свідчити про 

взаємодію між С60 і препаратом з утворенням нового зв'язку найімовірніше в γ-

коніцеїні. В області 3500-3400 см-1 так само залишається один максимум 3435 см-

1 (в зразках з меншою кількістю фулерену всі ці смуги дещо ослаблені, але 

присутні, зі збільшенням вмісту фулерену в досліджуваному зразку (0,05 мл 

коніуму + 0,2 мл С60) вони зникають зовсім. Смуги фулерену (це чотири маркерні 

смуги в області 1429 см-1, 1182 см-1, 576 см-1, 527 см-1 [S19]) майже не 

змінюються, хоча в комплексі спостерігається деяке високочастотне зміщення 

смуг фулерену порядку 1-2 см-1 (рис.18) [16].   
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Рис. 18. ІЧ-Фур'є спектри препарату Коніум, фулерену і комплексу коніуму 

з фулеренами. 

 

Наноструктуровані позолочені поверхні як платформи для підсилення 

оптичних сигналів в спектроскопії та мікроскопії. Окрім вуглецевих 

наноструктур, з метою підсилення оптичних сигналів в конфокальній 

мікроскопії та спектроскопії, були досліджені наноструктуровані позолочені 

поверхні. Була проведена послідовна методична робота для того, щоб визначити 

умови використання таких поверхонь для реєстрації FTIR спектрів клітин та для 

мікроскопічних досліджень. Для  цього був проведений аналіз FTIR спектрів 

культури клітин СПЕВ вирощених безпосередньо на наноструктурованій 

позолоченій поверхні, та вирощених у скляній чашці Петрі, а потім перенесених 

на золоту підложку у вигляді суспензії. Основна відмінність між спектрами 

зразків клітин, приготованих таким способом, спостерігалася в області 

валентних коливань CH2-CH3 2950-2850 см-1, в області амідних смуг Amid I, 

Amid II та в області 500-1300 см-1. Для клітин СПЕВ, вирощених на золотій 

підложці зафіксовано зсув різних смуг на 4-7 см-1 у низькочастотну область, 

порівняно зі зразками клітин, нанесених із суспензії (рис. 19). Смуги валентних 

коливань СН були зміщені на 4 см-1, Амід І - на 6 см-1 (1648, 1654 см-1) Амід II-

на 4 см-1 (1540, 1544 см-1), а інтенсивності смуг Amid I та Amid II порівняно з 

Амідом А (3295 см-1) вищі для зразків нанесених із суспензії. У клітинах СПЕВ 

із суспензії, аналіз конформації білкових смуг показав переважний вклад α-
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спіралі (1653-1654 см-1), а положення смуги асиметричних коливань РО2
- 

свідчить про ДНК в А-формі (1237-1241 см-1). Таким чином, було показано 

можливість використання наноструктурованої позолоченої підложки для аналізу 

ІЧ спектрів культур клітин з врахуванням можливих частотних зсувів в 

залежності від способу нанесення (вирощені чи нанесені). 
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a                                                    б 

Рис. 19. FTIR спектри культури клітин СПЕВ на позолоченій наноструктурованій 

підложці, вирощених та нанесених із суспензії. a) спектральний діапазон 3850 – 

2350 м-1, б) спектральний діапазон 1800-900 см-1. 

       

a                                                    б 

Рис. 20. а) Конфокальне зображення (мікроскоп Carl Zeiss LSM-510 META з 

об’єктивом Plan-Neofluar 40x/0.6 Korr, та кольоровою відеокамерою Zeiss 

AxioCam) культур клітин СПЕВ на позолоченій наноструктурованій підложці, 

зареєстровані при збудженні лазерами з довжинами хвиль 405, 488 та 543 нм з 

використанням емісійних світлофільтрів BP 420-480, BP 505-570, б) 
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Люмінесцентне зображення культур клітин фібробластів отримані при 

збудженні УФ лампою UV HBO 100 з синім фільтром FSet01 [17, 23] 

Було показано підвищена контрастність зображень клітин, вирощених на 

наноструктурованих позолочених поверхнях, що може бути зумовлена власною 

флуоресценцією шорсткої золотої плівки разом з підсиленням 

електромагнітного поля плазмонів, збуджених в шорсткій поверхні. Таким 

чином наноструктурована підложка, виготовлена у вигляді напиленого шару 

золота на скляну основу є зручною платформою для дослідження біологічних 

об’єктив, в якій поєднується власна флуоресценція з підсиленням оптичних 

процесів за рахунок підсилення поля плазмонними коливаннями [30, 32]. 

   

У розділі 3 «Коливальні маркери вуглецевих наноструктур» детально 

проаналізовано спектральні маркери (ІЧ та Раман) різних типів вуглецевих 

структур з метою їх подальшого використання для аналітичних задач та для 

контролю технологічних процесів синтезу наноструктур [11, 51]. Завдяки 

використанню підложок з наноструктурованого золота вдалося зареєструвати та 

розділити ряд характеристичних смуг. Відомо, що гексагональний графіт має 

D4
6h групу симетрії, незвідні представлення центру зони Бріллюена мають 

наступний вигляд: Г=2E2g+E1u+2B2g+2A2u. Згідно з правилами відбору, лише 

асиметричні коливання активні в ІЧ спектрах (E1u та A2u), однак ці моди активні 

у випадку тримірної структури і не активні для шарів графіту. При цьому мода 

A2u поляризована в площині шару графіту та локалізована в області 1587 см-1, а 

мода E1u поляризована в площині паралельній до шару графену та локалізована 

в області 868 см-1 [3]. Що стосується багатошарових нанотрубок, то вони мають 

подібні спектральні характеристики. Так, ми зареєстрували наступні моди O-H 

(3460 cm-1), C=O (1740–1670 cm-1); C=C (1650–1480cm-1); C-H (2900–3700,1490–

1420 cm-1), а також широку смугу в області 1300-1000 см-1, що відноситься до 

поглинання С-О, С-С молекулярних груп (рис. 19). Більшість смуг поглинання 

нанотрубок, які ми реєструємо, пов’язана з наявними дефектами в структурі, а 

також фіксуємо присутність кисневмісних молекулярних груп на поверхні 
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нанотрубок, що свідчить про процеси окислення [11]. Характеристичні смуги 

хлорвмісних вуглецевих нанотрубок з різних буферів (спирт і водна суспензія), 

подібні, однак відрізняються за інтенсивностями та мають деякі частотні зсуви 

893 (912),748 (747), 637( 642), 568 (556) cm-1 (в дужках – з водної суспензії). 

Раман спектроскопія дозволяє за співвідношенням між інтенсивностями смуг 

визначати кількість шарів в графені та нанотрубках, а також дефектність 

структур. Багатошарові нанотрубки містять дві широкі смуги в області 1599 та 

1300 см-1. [2] 

  

Рис.21. FTIR спектри сажі (крива 1) та хлорвмісних вуглецевих нанотрубок 

нанесених на наноструктуровану позолочену підложку зі спирту (крива 2) та з 

водної суспензії (крива 3). Спектри зареєстровані в геометрії на відбивання 

 

У розділі 4 «Спектральні маркери ліпідів з пухлинних тканин та модельних 

ліпосом різного складу при взаємодії з протипухлинними препаратами» 

опрацьовано два протоколи отримання фосфоліпідних модельних систем 

ліпосомального типу в комплексі з протипухлинним препаратами оксаліплатин 

та карбоплатин. В результаті виконання зазначених протоколів були отримані 

структури двох типів – з препаратом вбудованим в мембрану (препарат додавали 

в процесі приготування ліпосом) та з препаратом адсорбованим на мембрану 

(препарат додавали після формування ліпосоми). Показано, що протокол 
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приготування зразків з додаванням препарату в процесі формування ліпосом є 

більш ефективним для дослідження процесу взаємодії мембрани з препаратами. 

Визначено набір ІЧ-спектроскопічних маркерів модельних іммобілізованих 

ліпосом, за допомогою яких можна охарактеризувати дію препарату на їх 

структуру. До цих маркерів можна віднести наступні смуги: валентні коливання 

СН2-молекулярних груп в області 2925 см-1, валентні коливання С=О 

молекулярних груп в області 1735 см-1, а також смуги валентних асиметричних 

коливань РО2
- молекулярних груп. Показано, що протипухлинні препарати 

взаємодіють з фосфоліпідами через утворення водневих зв’язків між С=О та N-

H групами фосфоліпідів та препаратів, про що свідчать зміни в області 

поглинання С=О та РО2
- молекулярних груп фосфоліпідів. За рахунок такої 

взаємодії відбувається структурування мембрани та упаковка ліпідів стає більш 

впорядкованою. 

Для реєстрації FTIR спектрів розчини були висаджені на підложки у вигляді 

капель і висушені ліофільно при кімнатній температурі. Не зважаючи на те, що 

досліджувані протипухлинні препарати мають різну структуру, при взаємодії їх 

з модельними мембранами виявилися подібні тенденції.  

При аналізі спектрів поглинання бачимо суттєві зміни в області поглинання 

валентних коливань молекулярних груп СН, що характеризують конформацію 

фосфоліпідних хвостів. У вихідній ліпосомі без препарату можемо відмітити 

наявність явно виражених двох плеч у смуги СН2 на 2929 та 2924 см-1, що може 

свідчити про деяку конформаційну неоднорідність та певну розупорядкованість. 

Асиметрія смуги зберігається і у зразках з препаратом, адсорбованим на 

мембрану. (зелені криві). У випадку вбудовування препарату в мембрану (сині 

криві) асиметрія смуги СН2 зникає, тобто конформація хвостів стає визначеною 

і однаковою, мембрана відповідно більш щільною і впорядкованою. Крім того 

спостерігаємо зростання інтенсивності смуг СН. Такі зміни характерні для обох 

препаратів. При адсорбуванні препарату на поверхню міцели ефекти зовсім інші. 

Маємо зменшення інтенсивності СН – валентних коливань, та залишається 

асиметрія смуги (рис. 22).  
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Таким чином показано, що при вбудовування препарату в модельну мембрану 

смуга валентних симетричних коливань СН2-молекулярних груп зростає в 

інтенсивності та її контур стає більш симетричним. Це може свідчити про 

впорядкування фосфоліпідних алкільних ланцюгів та більш щільну їх упаковку 

в мембрані. Протипухлинні препарати взаємодіють з фосфоліпідами через 

утворення водневих зв’язків між С=О та N-H групами фосфоліпідів та 

препаратів, про що свідчать зміни в області поглинання С=О та РО2
- 

молекулярних груп фосфоліпідів. За рахунок такої взаємодії відбувається 

структурування мембрани та упаковка ліпідів стає більш впорядкованою [35-38]. 
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Рис.22. а - FT-IR спектри ліпосом з DOPG у комплексі з препаратом оксаліплатин 

в області 2800-3050 cм-1: зелена крива (1) - DOPG з оксаліплатином при 

абсорбуванні препарату на поверхню міцели; синя крива (2) - DOPG з 

оксаліплатином при вбудовуванні препарату в міцелу; червона крива – контроль 

DOPG. б - FT-IR спектри ліпосом з DOPC у комплексі з препаратом карбоплатин 

в області 2800-3050 cм-1: зелена крива (1) - DOPC з карбоплатином при 

абсорбуванні препарату на поверхню міцели; синя крива (2) - DOPC з 

карбоплатином при вбудовуванні препарату в міцелу; червона крива (3) – 

контроль DOPC. 

В області валентних коливань С=О молекулярних груп (рис. 23) 

спостерігається подібна тенденція – у випадку додавання препарату в процесі 

утворення ліпосом інтенсивність смуги 1638 cm-1 зростає, в іншому випадку – 
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зменшується. Спостерігається також низькочастотний зсув цієї смуги. Це 

свідчить про те, що взаємодія між препаратами і ліпідами проходить в тому числі 

і через С=О групи. Крім того, у випадку додавання препарату після утворення 

ліпосом бачимо зростання смуги в області 1648-1646 см-1, яку можемо віднести 

до деформаційних коливань ОН, однак в цю область може давати вклад і С=О 

ліпідів та препаратів [36,37]. 
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Рис. 23.  FTIR спектри ліпосом з DOPC та DOPG фосфоліпідів та їх комплексів 

з препаратами в області1800-900 см-1  

Таблиця 2 

Положення смуг поглинання ліпосом з DOPC та DOPG фосфоліпідів та їх 

комплексів з препаратами 

DOPC з 
карбоплатином 
при вбудов. 

DOPC з 
карбоплатино
м при абсорб. 

DOPG з 
оксаліплатино
м при 
вбудовув. 

DOPG з 
оксаліплатином 
при абсорб. 

Віднесення 

3005 3005 3006 3006 CH-кільцеві 
2954 2954 2952 2956 СН3 
2924 2925 2925 2925 СН2 
2871 2870   СН3 
2853 2857 2853 2853 СН2 
1736 1735 1739 1739 C=O валентне 
1649 1649 1646 1646 C=O валентне 
1640 1640   деф. О-Н води 
1482 1486   деформаційне CH 
1463 1464 1464 1457 деформаційне CH2 
1378 1378 1376 1376 деформаційне CH2 
1247 1247 1236 1222 вал. асим. PO2

- 
1164    деформаційне C-H 
1090 1092 1096 1096 C-O-C 
1067 1067 1067 1067 C-O 
982 984   C-O 
964 967   C-O 
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В області деформаційних коливань СН також спостерігається зміна 

інтенсивності без зсувів по частотах. В області симетричного коливання 

молекулярної групи PO2
- спостерігається плече на 1120 см-1, що може бути 

віднесене до карбоплатину. 

Всі особливості упаковки фосфоліпідів в клітинній мембрані, фазові стани та 

фазові переходи мають свої характерні особливості в спектрах ІЧ поглинання. 

Зміни параметрів основних смуг ІЧ поглинання (положення смуги, відносна 

інтенсивність, зміна напівширини) свідчать про утворення тої чи іншої 

просторової упаковки. Положення валентних коливань СН2 - 2920, 2850 см-1 та 

СН3 - 2950, 2880, см-1 молекулярних груп свідчить про впорядкування у 

вуглеводневому ланцюгу (хвостах фосфоліпідів) - високочастотний зсув – 

зростання вкладу гош-, низькочастотний зсув – зростання вкладу транс-. 

Деформаційні СН2 коливання 1468 см-1 – гексагональна фаза, а у випадку коли 

ми спостерігаємо розщеплення 1475, 1465 см-1, можна стверджувати про появу 

впорядкованої кристалічної фази.  

Дослідження загальної фракції фосфоліпідів, виділених з резистентних штамів 

пухлинних клітин показало специфічні спектральні особливості, які раніше не 

вдавалося зафіксувати у інших зразках фосфоліпідів. А саме – розщеплення 

смуги валентних коливань C=O 1738 cм-1 та 1733 cм-1, деформаційних коливань 

молекулярних груп СН2 - 1473 cм-1 та 1463 cм-1 та в області 719 cм-1 та 730 cм-1 

(рис 24). Таке розщеплення свідчить про утворення впорядкованої 

рідкокристалічної фази. Як правило, така фаза для чистих фосфоліпідів є 

низькотемпературною, однак у випадку резистентного штаму, ми зафіксували її 

при кімнатній температурі. Тому це може свідчити про зміни фосфоліпідного 

складу плазматичної мембрани резистентних пухлинних клітин в сторону 

зростання вкладу холестеролу, що призводить до зростання мікров’язкості. Цей 

факт був підтверджений у нашій роботі [21], в якій окрім цього було показано 

зменшення вкладу ліпідів з ненасиченими зв’язками в резистентному штамі, що 

також спричиняє зростання мікров’язкості. Іншою особливістю ІЧ спектрів 

фосфоліпідів з резистентних штамів є високочастотний зсув положення 
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основних смуг поглинання порівняно з даними для чутливого штаму, а саме 

1652-1645 cм-1, 1549-1541 cм-1, 1228-1223 cм-1, 927-923 cм-1, що свідчить про 

зростання вкладу гош-конформації [13, 15]. 
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Рис.24. - FT-IR спектри поглинання загальної фракції фосфоліпідів, виділеної з 

резистентного(верхня крива) та чутливого (нижня крива) штаму пухлинних 

клітин.  

 

У розділі 5 «Спектральні маркери вторинної структури колагену 

регенерованих тканин» було досліджено конформаційний склад колагену з 

регенеруючих тканин твердої мозкової оболонки після змодельованої черепно-

мозкової травми та проведено оцінку ефективності терапії in vivo. Для терапії 

були використані полімерні плівки кількох різних типів – на основі колагену, на 

основі хітозану, окремо та разом з плівкою желатину. Для реєстрації спектрів 

поглинання були зроблені тонкі зрізи тканин з області проведення імплантації 

через 3 і 6 тижнів після проведення операції. 

Спочатку був проведений спектральний аналіз та віднесення коливань 

плівок хітозану, колагену та желатину, що використовували як імпланти в 

даному експерименті (Рис. 25.). Хітозан відноситься до класу полісахаридів з 

мономерною ланкою N-ацетил-1,4-b-D-глюкопіранозамин. ІЧ спектр чистого 

(нативного) хітозану має характерні смуги поглинання в області 3400 см-1, що 

відносяться до ОН водневопов’язаних молекулярних груп, валентні коливання 
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СН в області 2900-2800 см-1. Поглинання в області 1658 см-1 відноситься до С=О 

валентних коливань разом з незначним вкладом деформаційних коливань NH2, а 

смугу в області 1584 см-1 відносимо до NH2 см-1 деформаційних коливань. 

Область 1400-1300 см-1 є характерною для деформаційних коливань 

молекулярних груп СН. Область 1200-800 см-1 відноситься до поглинання 

молекулярних груп С-О, С-С. У плівці з ПЕО спостерігаємо зростання вклад 

валентних коливань СН в області 2800-2900 см-1 та деформаційних СН в області 

1400-1300 см-1, а також зменшення вкладу в області 1093 та 1036 см-1. Тому 

можна припустити, що взаємодія між компонентами відбувається по цих 

молекулярних групах [20, 21]. 
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Рис. 25. FTIR спектри ПЕО, хітозану та хітозану з ПЕО. 

Були визначені також спектральні маркери тканини ТМО без оперативного 

втручання (контроль) (Рис.26). Для цієї групи зразків зрізи тканин були відібрані 

з протилежної від травми півкулі головного мозку. Віднесення коливань 

зроблено за роботами [S20-S26]. Cмуги амід А і амід В та їх зміни при утворенні 

водневого зв’язку є важливими для дослідження, вони відповідають валентним 

коливанням груп NH (зв’язаних водневим зв’язком) і проявляються в області 

3300 і 3100 см-1 відповідно. Плече в області 3400 см-1 відповідає валентним 

водневопов’язаним коливанням молекулярних груп ОН. Ці смуги є 

конформаційно чутливими та чутливими до зміни вологості досліджуваних 

зразків, зокрема при переході нативний колаген – денатурований колаген 

відбувається низькочастотний зсув максимуму. Положення смуг валентних 
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коливань СН2 (2921 та 2851 см-1) та СН3 (2956 та 2873 см-1) є дуже стабільними, 

однак може різко змінюватись їх відносна інтенсивності, що може свідчити про 

перебудови у вторинній структурі досліджуваних зразків. 
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Рис.26. FTIR спектри тканини твердої мозкової оболонки (ТМО) (контроль). 

Смуга Амід І теж є конформаційно чутливою. В цю область вносять вклад 

коливання валентні С=О (80%), валентні С-N (10%), деформаційні N-H (10)% 

При утворенні водневого зв’язку положення смуги Амід І зміщується у 

низькочастотну область, а саме з 1670-1700 см-1, що відповідають коливанням 

вільних груп С=О, до 1630-1680 см-1. Внаслідок специфічної взаємодії між 

сусідніми пептидними групами Амід І розщеплюється на кілька складових з 

різними частотами та інтенсивностями. Методом розкладу цієї смуги на 

компоненти можна розрахувати вклад різних конформацій білка. 

Конформаційний склад смуги Амід І можна визначити як [S21]: α-спіраль (1650 

cm−1), β-шари (1679, 1626 cm−1), β-повороти (1,691 1669 cm−1), потрійна спіраль 

(1637 cm−1), бокові ланцюги (1608 cm−1), невпорядкована структура (1647 cm−1). 

Були визначені спектроскопічні маркери нормальної тканини ТМО та 

рубцевої тканини. Було встановлено, що для рубцевої тканини характерне більш 

низькочастотне положення смуги Амід А, порівняно з контролем, (3289 та 3300 

см-1 відповідно). Інтенсивність смуг СН валентних коливань вища або порівняна 

з Амідом А, при цьому положення смуг валентних коливань СН2 та СН3 

залишаються незмінними (±1 см-1), порівняно з контролем. В області 
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деформаційних коливань СН2 та СН3 присутні додаткові моди на 1465 та 1378 

см-1, які не спостерігаються в контролі. Також характерною особливістю 

рубцевої тканини є інтенсивна смуга С=О на 1742 см-1. Окрім того, можна 

відмітити меншу напівширину смуги Амід І в рубцевій тканині за рахунок 

зменшення вкладу плеча в області 1632 см-1, що відповідає за потрійну спіраль. 

Відносна інтенсивність Аміду І до Аміду ІІ в контролі складає 1,25- 1,31, а в 

рубцевій тканині 1,54-1,72. Смуга Амід ІІІ в області 1237 см-1 є не до кінця 

структурованою, а саме слабо виражені плечі на 1281 та 1204 см-1. Всі ці ознаки 

можуть бути основою для ідентифікації рубцевої тканини, або для виявлення 

характерних тенденцій до рубцювання після проведеної терапії (рис.27) [48,49]. 
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Рис.27. а – FTIR спектри рубцевої тканини, б - FTIR спектри тканини 

регенеруючої ТМО та інтактної ТМО (контроль), 6 тижнів після лікування з 

застосуванням плівки хітозан +ПЕО 70/30. 

Найбільш показові спектральні ефекти були отримані в групах з хітозаном, 

оскільки хітозан має спектр поглинання, радикально відмінний від спектрів 

желатину, колагену та ТМО в цілому, тому присутність плівок на основі хітозану 

в зразках тканин можна безпомилково ідентифікувати. Хітозанова плівка з ПЕО 

за 6 тижнів не деградує, її залишки чітко ідентифікуються в ІЧ спектрах, а 

додаткове використання желатину прискорює процес деградації плівки хітозану 

і сприяє нормальному загоєнню травми. Застосування колагенових плівок дає 

позитивний ефект на ранніх стадіях загоєння, однак в подальшому 

спостерігається тенденція до утворення рубцевої тканини. Використання 
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желатинової плівки паралельно з колагеновою сприяє повному відновленню 

ТМО без ознак утворення рубця. Аутопластика на пізніших етапах загоєння має 

незначні ознаки рубцювання. 

Висновки, зроблені за даними ІЧ спектроскопії корелюють з зображеннями, 

отриманими методом конфокальної мікроскопії (рис 28). Для реєстрації 

конфокальних зображень були використані зрізи тканин ТМО попередньо 

забарвлені за стандартною методикою еозином та гематоксиліном. На ранніх 

стадіях загоєння видно присутність тонких колагенових волокон, не зібраних в 

пучки, а також значку кількість клітин фібробластів в зоні загоєння. Натомість 

після 6 тижнів колаген формує товсті пучки, структура тканин стає більш 

впорядкованою, клітини в полі зору відсутні. Завдяки люмінесцентним 

властивостям колагену відновлена тканини ТМО має характерне свічення в 

зеленій і червоній області. Результати роботи дозволили зробити діагностику 

тканин після проведено терапії та запропонувати найбільш оптимальні 

протоколи лікування [52]. 

      

Рис.28. Конфокальні зображення зрізів тканин регенеруючої ТМО через 3 тижні 

після лікування з застосуванням плівки на основі колагену.  

Проведено аналіз вторинної структури колагену у складі тканини Ахіллового 

сухожилля в процесі її регенерації з застосування клітинної терапії для лікування 

дегенеративного пошкодження сухожиль. Конформаційний аналаз проводився 

за смугою поглинання Амід І. Для розкладу смуги на компоненти була 

використана наступна модель: 1695 см-1 віднесли до антипаралельних β-шарів, 

1680 см-1 до β-поворотів та  невпорядкованої форми, 1660 см-1 до потрійної 
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спіралі колагену, 1649 см-1 до β-поворотів та невпорядкованої форми, 1630 до β-

шарів. Віднесення коливань проводили за роботами [SS]. Аналіз усіх отриманих 

спектроскопічних даних доводить, що застосування культур АМСК та АФ значно 

покращує процеси реабілітації в тканині сухожилля, ураженого дегенеративним 

ушкодженням. Практично повне відновлення вторинної структури колагену, 

зменшення внеску ліпідних фракцій та збільшення води в міжклітинному 

матриксі відбуваються на 45 -й день після його введення. Введення АЗТП дає 

порівняно хороший результат на 7 -й день спостереження, але через обмежений 

час активності виявляється недостатнім для повного відновлення тканини 

сухожилля, ураженої дегенеративними змінами. Тому результати проведеного 

дослідження довели, що інфрачервона спектроскопія є високоінформативним 

методом для аналізу специфіки молекулярної структури тканини ахіллового 

сухожилля та міжклітинного матриксу, а також конформаційного аналізу 

колагену. Аутологічні мезенхімальні стовбурові клітини та аутологічні 

фібробласти для терапії дегенеративного пошкодження Ахіллового сухожилля 

найефективніше сприяє регенерації структурної організації тканини сухожилля 

вже 7 та 21 днів, та з практично повною регенерацією структури тканини 

сухожилля на 45-й день спостереження. Застосування плазми, багатої 

тромбоцитами, характеризується менш вираженим регенеративним ефектом. У 

контрольній групі тварин (без лікування) патологічний процес мав тенденцію до 

прогресування [26]. 
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Розділ 1 

2D наночастинки нітриду (BN) бору та дисульфіду вольфраму (WS2) як 

платформа для дослідження культур клітин та біомолекул 
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A B S T R A C T

Recently organic squalene and inorganic boron nitride have been considered as precursor materials for drug
delivery systems. Drug carriers introduced in the organism need to be monitored to control the drug release
within the body. Squalene or boron nitride-based prodrugs usually form nanoparticles or micelles which can be
monitored by optical microscopy utilizing fluorescence light originating from drug molecules or dye molecules
intentionally introduced for imaging purposes. Coherent anti-stokes Raman scattering (CARS) microscopy is an
alternative approach to visualize such particles without labeling. This label-free imaging, based on molecular
vibrations is a promising technique in cases where the dye staining cannot be used because of its toxicity or bio-
incompatibility. In this paper, we present the CARS microspectroscopy study of squalene and boron nitride
materials providing their spectra and images within the fingerprint region.

1. Introduction

The delivery of bio-active compounds or pharmaceuticals to the site
of disease in the body is determined by the chemistry, morphology, and
mobility of the drug delivery systems (DDS). In this regard, consider-
able attention is paid to the means to track the drug carriers. To per-
form tracking, among the various imaging methods, a number of optical
microscopy techniques have been developed and successfully em-
ployed. The most popular technique is fluorescence microscopy [3,4]
used to visualize DDSs labelled with fluorescent markers [1,2]. Fluor-
escent labels such as dyes [5], gold nanoparticles [6], and quantum dots
[7] enabled monitoring the trajectory and final localization of the drug
carriers in the target tissue. However, labelling of DDS with fluorescent
labels can be cumbersome. Furthermore, it is known that photo-
bleaching, phototoxicity limit the use of some of the fluorescent labels
as a contrast agent in bio-imaging. It is therefore highly desirable to
have other means of DDSs imaging without the use of extraneous labels.

Raman scattering - inelastic scattering of light on molecular vibra-
tions, is an alternative physical phenomenon that can be employed to
image the biological samples. The main advantage of Raman imaging is
that it does not require labeling of the sample because the intrinsic
molecular vibrations of a sample are exploited as a contrast mechanism.
It should be mentioned that two types of Raman microscopy are used –

spontaneous and stimulated Raman scattering. Both of these techniques
have been successfully applied in the field of drug delivery [8–10]. For
imaging of bio-samples the stimulated Raman scattering is preferable
because it provides fast imaging thanks to the much stronger response
compared to spontaneous Raman scattering [11,12]. In this work, we
tested a coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) microscope as
an imaging tool to visualize squalene and boron nitride materials as
precursors for DDS.

Recently organic squalene [13] and inorganic boron nitride (BN)
[14] were introduced as materials for DDS due to their high bio-
compatibility. Squalene, covalently bonded to therapeutic agent forms
a pro-drug and functions as a ready-to-use drug carrier without the need
of other materials [15]. Moreover, these squalene-drug bio-conjugates
tend to form self-assembled nanoparticles [16,17] that can be visua-
lized after administration. In vivo, nanoparticles made of the squalene-
gemcitabine bioconjugate have been monitored utilizing fluorescence-
based Förster resonance energy transfer (FRET) [18]. Despite its ef-
fectiveness, FRET involves the use of dyes and therefore suffers from
disadvantages inherent to fluorescence markers. Label-free identifica-
tion of intracellular squalene using CARS microscopy was recently
published [19] illustrating effectiveness of the CARS method in de-
tecting small amounts of squalene.

Application of BN for DDS has been recently studied theoretically
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[20] and experimentally [21] and was summarized by Gianni Ciofani
[22]. BN as a material for nanomedicine is usually used in the form of
nanotubes [23,24]. In the cellular tissue, such nanoparticles of BN were
monitored utilizing fluorescent labeling with quantum dots [25]. To our
knowledge, the imaging of boron nitride nanoparticles using Raman
scattering as a contrast mechanism has not yet been realized. In the
current work, we present CARS micro-spectroscopic study of boron
nitride providing CARS-spectra and images.

2. Materials and methods

We have prepared the squalene-water emulsion containing squalene
vesicles according to the previously published protocol [26]. Briefly,
during this procedure we have prepared 500 μL of 1 mg/mL squalene
solution in the buffer (33 mM Trizma-base (Sigma-Aldrich), 66 mM K-
Acetate (Carl-Roth, Germany), pH = 7.8, at 25 °C). Next, we have
vortexed this solution for 5 min at a moderate speed (˜1500 rpm). This
results in the formation of polydispersed squalene vesicle solution.
Before the imaging, this solution of vesicles was diluted 100 times in the
same buffer and incubated on aglass coverslip (170 μm thickness, # 1.5,
Menzel-Glasser, Germany) coated with poly-L-lysine (P4707-50ML,
Sigma-Aldrich).

Sample of BN particles was prepared by depositing a powder
(255475-50 G, Sigma-Aldrich) on coverslip surface. A sample of water
solution of BN was prepared in 0.1 mg/mL concentration and dropped
on the coverslip glass.

For imaging experiment a home-built CARS microscope [27] with a
simple and compact laser source (EKSPLA Ltd.) was used. Briefly, the
laser is a picosecond frequency doubled Nd:YVO4 pump laser with the
pulse repetition rate of 1 MHz equipped with a traveling wave optical
parametric generator (OPG) which enables probing the 700–4500 cm-1
range of the vibration frequencies. For CARS implementation a signal
radiation from the OPG (6 ps) and fundamental wavelength (1064 nm)
were used as Pump (ωp) and Stokes (ωS) excitation beams, respectively.
The spectroscopy study in the fingerprint region was carried out within
the range from 1200 to 1700 cm-1. For this, the OPG was tuned from
942 to 900 nm and the resulting CARS signal from 845 to 782 nm was
detected. A typical spectral recording rate of 5 cm-1 per second enabled
data acquisition time of approximately two minutes. The exciting light
was focused on the sample with an oil-immersion objective (Olympus,

Plan Apochrom., 60X, NA 1.42). In the forward detection scheme (F-
CARS), the light was collected by another objective with NA 0.4. For
polarization sensitive detection (P-CARS) the linear polarization of
Stokes beam was turned 72 degrees with respect to Pump beam uti-
lizing half-wave and quarter-wave plates. An analyzer in the detection
branch was inserted to suppress the non-resonant contribution in P-
CARS. Long-pass (cut-off 860 nm) and short-pass (cut-off 780 nm) filters
were used to spectrally separate the CARS signal. The CARS signal was
detected with the avalanche photodiode (SPCM-AQRH-14, Perkin
Elmer), connected to a multifunctional PCI board (7833R, National
Instruments). A piezo scanning system (P-517.3CL, Physik Instrumente
GmbH & Co) was used for raster-scanning of the sample. Excitation
powers of 0.5 mW and 2.5 mW were used for pump and Stokes beams,
respectively. The scanning, data processing and laser wavelength de-
tuning were controlled from a computer.

3. Results and discussion

3.1. Squalene

According to the published results [28], squalene has several Raman
bands within fingerprint region exhibiting relatively high intensity
(Table 1).

The most pronounced 1668 cm-1 band associated with double
carbon-carbon bond is a tentative candidate for a detectable CARS
signal from a relatively low quantity of squalene. Previously, it was
shown [19] that squalene is reliably detected by hyperspectral CARS
microscopy at a concentration existing in the unicellular microalgae. In
the current study, we prepared samples from liquid squalene (S3625-
10ML, Sigma-Aldrich) and measured their F-CARS response (Fig. 1a).

The spectrum contains one distinct peak at 1660 cm-1 and several
strongly distorted bands near 1375 and 1425 cm-1. The corresponding
P-CARS spectrum (Fig. 1b) exhibits four resonant bands at 1276, 1320,
1379, 1428, 1666 cm-1 corresponding reasonably well to the fre-
quencies presented in Table 1, indicating therefore that these bands
originate from the squalene vibrations.

The intensity of the strongest 1660 cm-1 band was expected to ex-
ceed the non-resonant background sufficiently and thus enable high-
quality imaging. Images of squalene vesicles obtained in F-CARS and P-
CARS modes are presented in Fig. 2. The F-CARS amplitude of the
signal at frequencies of on/off-resonance (at 1660 cm-1/1695 cm-1)
was 2250 and 600 counts, respectively, while the water-associated
background intensity was 250 counts. These signal levels correspond to
the spectral contrast of 3.8:1 and to the image contrast of 9:1. In P-
CARS both spectral and image contrast are much higher: 1:10 and 1:30,
respectively. However, although the F-CARS yields lower contrast, its
absolute signal is 30 times higher than in P-CARS. Therefore, the F-
CARS is preferable for the detection of small particles. On the other
hand, despite weaker (30 times) signal the P-CARS detection may be
instrumental in cases where other constituents containing C═C bond

Table 1
Raman bands of squalene.

ν, cm−1 Vibrational mode

1281 m δ(CH3), t(CH2)
1330 ms δ(CH3), ω(CH2), ωi(CH)
1382 s δ(CH3), ωi(CH), ν(C-C)
1451 ms δ(CH3), δ(CH2)
1668 vvs ν(C = C)

Fig. 1. CARS spectra of liquid squalene. F-CARS (a), P-CARS (b).
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contribute to the 1660 cm-1 band [19].
At present we have shown, that individual squalene vesicles of

several microns in size can be reliably visualized using F-CARS.
However, it should be noted that coexistence of other components
containing C═C with the same resonance frequency may significantly
limit the ability to separate squalene from the surroundings.

3.2. Boron nitride

Boron nitride has a single Raman-active vibrational mode in the
fingerprint region [29]. Denoted as E2g, this phonon mode is caused by
BeN bond vibration with an energy of 1364 cm−1. In this work, we
probed two types of samples: a powder and a water solution of boron
nitride. F-CARS image of powder deposited on a glass coverslip surface
is presented in Fig. 3a.

The acquired image exhibits several bright spots of about 0.4 μm in
diameter, which is close to the size of the point spread function (mea-
sured FWHM ˜0.4 μm) of the optical system in use. It can therefore be
concluded that individual BN particles are of sub-diffractional size, and

Fig. 2. F-CARS (top) and P-CARS (bottom) images of squalene
vesicle at 1665 cm−1(left)/1695 cm−1(right). The vesicle is about
9 μm in diameter and contains several cavities. At the resonance
wavenumber of 1665 cm−1 the contrasts of the images are 1:9 for
F-CARS (top left) and 1:10 for P-CARS (bottom left), respectively.
With respect to non-resonance image (bottom right) the P-CARS
(bottom left) has a high spectral selectivity, but low absolute
amplitude. While the F-CARS being high in amplitude has a low
spectral selectivity (top left vs top right).

Fig. 3. F-CARS image of boron nitride powder deposited on cover glass (a), image size 15 x 15 μm, acquisition time 20 s. F-CARS spectra measured at spots of
moderate and minor brightness (b).

Fig. 4. Normalized spectra of boron nitride particle measured under F-CARS
and P-CARS schemes.
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their actual size is associated with the observed particles’ brightness. To
identify BN, the F-CARS spectra at the spots of moderate and minor
brightness were measured (Fig. 3b). The obtained spectra contain a
single resonance peak with the maximum at 1365 cm−1, indicative of
BN. Thus, it can be concluded that nano-sized BN particles are reliably
detected by CARS microscopy. It has to be noted that smaller particles
exhibit approximately equal amplitudes of resonance and non-re-
sonance contributions in the fingerprint region. The latter originates
from the coverslip glass substrate, on which BN particles are attached. It
should be noted that F-CARS and P-CARS spectra are very similar,
containing the same contribution of non-resonant background (Fig. 4).
Therefore the P-CARS does not yield considerable advantages in this
context.

А sample of a water solution of boron nitride excludes the

contribution to CARS from the coverslip glass and emulates the en-
vironment which is closer to the conditions of biological tissue. Fig. 5a
shows the scanned image of the edge of a drop of BN solution. The drop
contains a large number of cavities which are visible in the image and
are attributed to impurities. Nevertheless, a solution of BN gives ex-
cellent contrast with other substances. Spectroscopy measurements
show that for this sample, F-CARS and P-CARS spectra differ radically
(Fig. 5b). In the F-CARS the non-resonance contribution of the water
solution is comparable with the resonance contribution at 1365 cm−1.
In turn, the P-CARS, possessing 7 times weaker signal, completely
suppresses non-resonant background revealing Raman-like peak at
1365 cm−1. Therefore in P-CARS the losses in intensity are not so sig-
nificant and allow using it for visualization purposes.

For both, powder and solution of boron nitride the F-CARS, dispite

Fig. 5. F-, P-CARS spectra of water solution of boron nitride (a). Image of the drop of a water solution of boron nitride (b). Image size 20 x 20 μm, acquisition time
20 s.

Fig. 6. Squalene-Boron nitride suspension drop deposited between
cover slips. Images recorded at 1365 cm−1 (a) and 1660 cm−1 (b)
wavenumber. Image size is 20 x 20 μm, acquisition time 20 s. CARS
spectra measured at a bright spot in (a) belongs to BN (black) and
measured in the right-bottom corner belongs to squalene (red).
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its non-resonant background, being more intense in amplitude than the
P-CARS, gives acceptable spectral selectivity and image contrast. Thus
it is ideal for visualization of small particles.

3.3. Mixed squalene-boron nitride sample

Finally, to test whether CARS microscopy is suitable for visualiza-
tion of small quantities of the materials of interest, we mixed boron
nitride powder with squalene (1 mg BN in 1 mL squalene). This mixture
was deposited in approximately 3 μm thick layer between two cover-
slips and visualized using our CARS setup.

Fig. 6 shows F-CARS images of the suspension in which a cluster of
BN particles surrounded by squalene is distinguishable. In the image
recorded at boron nitride resonance (1365 cm−1) bright spots be-
longing to BN particles have a larger amplitude than the amplitude of
the surrounding squalene. At the squalene resonance frequency of
1660 cm-1 the image is inverted, showing bright areas filled by squalene
and the dark area of BN particles. This example demonstrates the high
chemical selectivity of CARS imaging enabling discrimination of dif-
ferent chemicals. Fig. 6c presents F-CARS spectra of a BN particle and
squalene filling obtained in the image (Fig. 6a, b) thus confirming the
earlier assignments. In sum, these observations demonstrate the ability
of the CARS microscopy to visualize the structure of the multi-
component object.

Organic squalene and inorganic boron nitride are well studied as
promising materials for drug delivery. Typically, drug carriers based on
these materials are stained with fluorescent dyes and visualized using a
fluorescence microscope. However, not always such materials can be
loaded with fluorescent contrast agent due to bio-incompatibility is-
sues. Here, we demonstrated that CARS microscopy works well as a
label-free imaging technique enabling visualization of such particles
without staining. Both F-CARS and P-CARS schemes of the signal ac-
quisition allowed high contrast imaging of squalene and boron nitride.
Spectroscopic measurements have confirmed the assignment of the
obtained images to squalene and boron nitride structures. Sub-micron
particles of boron nitride could be detected with satisfactory contrast.
This result demonstrates that CARS technology can be used to visualize
nano-sized structures. In the future, we plan to apply CARS to track
squalene or boron nitride-based drug carriers within a living cell. We
also believe that this technique can be extended for other materials that
are utilized for drug delivery systems.
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2D-BN nanoparticles as a spectroscopic marker and
drug delivery system with protection properties†

O. P. Gnatyuk, *a G. I. Dovbeshko, *a A. Yershov, b S. O. Karakhim,c

O. Ilchenko d and O. Yu. Posudievsky e

An application of 2D-BN nanoparticles as a spectroscopicmarker, weak luminescent marker and anticancer

drug (doxorubicin, DOX) delivery system with protection properties was studied for the LNCaP strains of

cancer cells using FTIR and Raman spectroscopy for analysing the cancer cells, cells with BN, the cancer

cells with DOX, and the cancer cells with BN nanoparticles loaded by DOX. Study of IR absorption and

Raman spectra of the LNCaP strains of cancer cells incubated with 2D-BN nanoparticles for 1 hour

showed that the 2D-BN nanoparticles could pass through the cell membrane and localize inside the

membrane or close to the membrane in the cytoplasm of the cells. We registered the spectra of the

disturbed lipids during the DOX-2D-BN passing through the membrane. After incubation for 2 hours and

more, spectral changes in other structural components of the cell (nuclei, cytoplasm, mitochondria) can

be registered. Confocal microscopy showed that a gold nanostructured support enhances the

fluorescence of the cancer cells with 2D-BN as well as that with DOX, however the double action of 2D-

BN and DOX on the cancer cells aggravates the emission property of the studied system. An MTT test

showed that the toxicity of DOX on the 2D-BN nanoparticles is less than that on the reference cells, and

at the same time the efficiency of the DOX action on the cancer cells does not change.

Introduction

Despite the signicant progress achieved in the treatment of
various forms of cancer, the problem of acquired resistance of
tumor cells due to the use of chemotherapeutic agents is still
relevant, as is the issue of developing drug delivery systems that
could improve the efficiency and specicity of therapeutic
cancer treatment methods.

The possibility of using nanoparticles to solve these prob-
lems has been studied for many years, and the spectrum of the
nanoparticles is the most extensive – from metal (Au, Cd, Fe) to
nonmetallic (Fe2O3, SiO2, TiO2, Al2O3) and carbon (fullerenes,
graphene, nanotubes).1–3 However, these numerous studies did
not lead to signicant progress; many developments still
remain at the stage of laboratory research and are not being

introduced into clinical practice. The main obstacle is the high
cytotoxicity of nanoparticles, both in relation to tumour cells
and normal healthy cells. When penetrating through cell
membranes, nanoparticles can form complexes with biological
molecules (proteins and DNA, as well as with the cell membrane
itself), thus impeding normal functioning of the biomolecules.

Biological nanoparticles (DNA and RNA molecules, viruses,
enzymes, ribosomes, vesicles etc.) as well as complexes of
organic polymers with medicinal preparations have proven to
be better. But there are limitations associated with the possible
change in the structure of the medication, and therefore the
change in its properties and efficacy in this case.

An active study of graphene has stimulated interest in
research of other kinds of 2D nanomaterials, a unique place
among which is possessed by boron nitride (BN). The unique-
ness of BN monolayer is that it may have a crystal structure
similar to that of graphene, as well as similar physical proper-
ties, with the exception of the band gap width – BN is a typical
dielectric with a band gap of �5 eV. This is due to the ionic
nature of this material. At the same time, its physical properties
and intrinsic luminescence have characteristics similar (close)
to those of diamond nanoparticles.4 The absence of absorption
in the visible range could be one of the advantages of this
material for biological applications.

For example, hexagonal BN, h-BN, in contrast to the above-
mentioned nanoparticles, did not exhibit cytotoxicity to
a number of cell cultures, as shown in several studies. In
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particular, BN nanoparticles of 100–200 nm size are not cyto-
toxic to the cell line of osteoblasts,5 while BN nanotubes do not
exhibit cytotoxicity to the neuroblastoma and are able to pene-
trate into the cell via phagocytosis.6,7 Also, attempts to use BN
nanoparticles for the development of drug delivery systems8 and
antitumour therapy9,10 are described literature.11,12

BN is isoelectronic to carbon and can form a number of
allotropic modications – hexagonal graphite-like and cubic
diamond-shaped – according to two types of hybridization – sp2

corresponding to hexagonal and rhombohedral crystal lattices,
and sp3 corresponding to cubic and wurtzite-like ones. The
hexagonal and cubic type of BN lattice are analogues of graphite
and diamond, respectively. During synthesis of 2D-BN nano-
particles by chemical vapor deposition, different allotropic
modications can be formed such as amorphous and cubic BN,
additional impurities could be included too. This synthesis
procedure itself requires the use of high temperatures, pres-
sures and signicant energy costs.13–15

In the present paper we propose the use of 2D-BN nano-
particles prepared by liquid exfoliation of the preliminary
solvent-free mechanochemically delaminated bulk h-BN. Our
objective was to study the biophysical properties of the prepared
nanoparticles, to test their cytotoxicity and to analyze their
effect on the cell components, as well as to dene the possibility
of their use as uorescent markers for insertion of non-
luminescent antitumour drugs into the cell that would point
on the location of 2D-BN as well indicate a place of location of
the cell component near the 2D-BN. The aim of the work was
also the visualization of the presence of antitumour drug (e.g.
doxorubicin) in the cells without additional use of dyes and
other uorescent labels. We used infrared spectroscopy to
evaluate molecular interaction of 2D-BN nanoparticles with the
cell components (lipids, proteins, DNA etc.) and Raman spec-
troscopy for visualization of BN nanoparticles inside the cell
indicated on the component cell.

Preparation of 2D-BN nanoparticles

A dry mixture of 50 mg of h-BN (#10043-11-5, Alfa Aesar) and 2 g
of NaCl (#S7653, Aldrich) used as the delamination agent was
mechanochemically treated in an argon atmosphere using an
agate grinding bowl of a planetary ball mill Pulverisette 6
(Fritsch) at a rotation rate of 500 rpm for 1 h. The weight ratio of
reactants to milling media was about 1 : 20. The delamination
agent was removed by washing with water, and the obtained
product – nanostructured h-BN (nh-BN) – was dried in vacuum
at 60 �C. The yield of nh-BN was 40 mg.16 The preparation of 2D-
BN was carried out in water by ultrasonic disintegration
(Sonopuls 2070) of nh-BN for 1 h. The resulting dispersions
were puried by centrifugation (5430, Eppendorf) at 2000 rpm
during 1.5 h. 2D-BN nanoparticles were characterized by a series
of mutually complimentary experimental methods and the ob-
tained data are summarized in ESI (Fig. S1–S6†).

Preparation of 2D-BN:DOX

2D-BN:DOX was prepared by mixing 12.5 mL of 2D-BN disper-
sion (0.3 mg mL�1) with 5 mL of DOX solution, and 82.5 mL of

phosphate buffer, subsequent incubation during for 24 hours,
centrifugation at 5500 rpm for 90min and 10 000 rpm for 1min.
The volume of solution was restored by adding 100 mL of
phosphate buffer. We tested optical absorbance at l ¼ 496 nm
with Nanodrop 2000 (ThermoScientic, USA). The DOX optical
absorbance was equal to 0.052 and that of 2D-BN:DOX to 0.019.
For the estimation of cytotoxicity of 2D-BN:DOX (for reference
and cancer cells). Comparative spectral characterization of 2D-
BN and 2D-BN:DOX is shown in Fig. S7 and S8.†

Cell treatment with 2D-BN nanoparticles and sample
preparation for vibrational spectroscopy

To study the effect of 2D-BN nanoparticles on living cells, the
model line of LNCaP tumour cells was used. They were adherent
epithelial cells of adenocarcinoma of human prostate gland,
which are sensitive to androgen. It was believed that LNCaP
reproduce the early stages of prostate cancer development.17

Their approximate size was 10–12 mm in an unattached state,
and it could be larger when attached to the culture surface. The
human prostate adenocarcinoma LNCaP cell line was kindly
provided by Dr V. Kashuba, (Karolinska Institute, Stockholm,
Sweden).

Two sets of experiments were carried out to analyze the effect
of 2D-BN nanoparticles on the LNCaP cells. Within the rst one,
different times of the cells incubation with the nanoparticles
(from one to ten hours) were used to detect time dependency,
and the second one was based on one-day incubation. LNCaP
cells were grown in a 6-cup plate in amount of 3 � 105 cells per
cup (designated as “treated” and “reference” ones), and
cultured under standard conditions (DMEM, 10% FBS, in 5%
CO2 atmosphere). The following day, 2D-BN aqueous dispersion
was added to the cups (the nal concentration in the nutrient
medium was 0.3 mg mL�1), and aer the appropriate incuba-
tion time (the nal cell number in the cell was 1 � 106) the
nutrient medium was removed, washed twice with 1� PBS, and
then the cells were disconnected from the culture plastics
during 5 min by a trypsin–EDTA mixture.

The cells were harvested by centrifugation in 1.5 mL test
tubes at 13 000 rpm for 1 min followed by removal of super-
natant, subsequent double washing with PBS (Sigma-Aldrich)
and drying of the precipitate in vacuum. At the end of the cell
treatment with 2D-BN, each cup of the tablet contained
approximately 1 � 106 cells (3–4 mg).

2D-BN cytotoxicity assay and visualization of their in-cell
location using dyes

For the cytotoxicity assay of 2D-BN nanoparticles, NIH3T3
mouse culture broblasts (as a model of normal non-tumour
cells) were used. The mouse embryonic broblast NIH3T3 cell
line was kindly provided also by Dr V. Kashuba, (Karolinska
Institute, Stockholm, Sweden).

The cells were scattered in a 96-well plate the day before their
treatment in the amount of 2000 cells per well. An aqueous
solution of 2D-BN was added to achieve a nal concentration of
1, 2, 5, 10, 20, 50 and 100 mg mL�1. The cell viability was
measured using the MTT test (Fig. 1) as the percentage of 2D-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018 RSC Adv., 2018, 8, 30404–30411 | 30405

Paper RSC Advances

O
pe

n 
A

cc
es

s 
A

rt
ic

le
. P

ub
lis

he
d 

on
 2

8 
A

ug
us

t 2
01

8.
 D

ow
nl

oa
de

d 
on

 8
/2

9/
20

18
 8

:2
6:

42
 A

M
. 

 T
hi

s 
ar

tic
le

 is
 li

ce
ns

ed
 u

nd
er

 a
 C

re
at

iv
e 

C
om

m
on

s 
A

ttr
ib

ut
io

n-
N

on
C

om
m

er
ci

al
 3

.0
 U

np
or

te
d 

L
ic

en
ce

.
View Article Online

84

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/
http://dx.doi.org/10.1039/c8ra05085f


BN-treated live cells against reference cells. Standard deviations
were measured for each three repetitions.

To evaluate the effect of 2D-BN nanoparticles on cytotoxicity
of the anticancer drug doxorubicin (Dox), the NIH3T3 (normal)
or the LNCaP (tumour) cells were dispersed in a 96-well plates
the day before their 2D-BN treatment in amount of 2000 cells
per well. The 2D-BN:Dox complex (with optical absorption of
0.019–0.021) and Dox solution (12.5 mg mL�1, optical absorp-
tion 0.020) of equivalent optical absorption were added per
200 mL of cell medium (DMEM) in the following amounts: 3.2,
8, 16 and 32 mL for achieving the nal Dox concentration of 0.2,
0.5, 1 and 2 mg mL�1. Cell viability was measured by MTT-test
(Fig. 2) as a percentage of live cells treated with complex 2D-
BN:Dox or pure Dox against reference cells. Standard devia-
tions were measured for each three repetitions.

As could be seen in Fig. 2, 2D-BN does not inhibit the vitality
of NIH3T3 cells, and an increase in its concentration in the
nutrient medium up to 100 mgmL�1 did not lead to an increase
in the proportion of dead cells compared to the untreated ones.
Similar studies carried out on the cell treated with 2D-BN:Dox
complex allowed us to found out that addition of 2D-BN:Dox
did not change the viability of the NIH3T3 and the LNCaP
cells compared to the addition of the similar amounts of pure
Dox. This allowed us to conclude that 2D-BN is non-toxic to cells
and does not affect the toxicity of Dox within the prepared 2D-
BN:Dox complexes in accord with Fig. S9.†

Vibrational spectroscopy investigation of 2D-BN nanoparticles
interaction with LNCaP tumour cells

Raman and FTIR measurements. The FTIR spectra were
collected in the 380–5300 cm�1 region with an IFS-66 Bruker
instrument. Deconvolution and decomposition of the bands
was performed using Opus-4.0 program.

The Raman spectra of cell were obtained by home-made
Raman instrument with verication of its ability for RS regis-
tration.18 In this study was used two lasers (532 and 785 nm)
with power on sample about 10 mW mm�2 at 532 nm and 20
mW mm�2 at 785 nm. Dry objective Olympus Plan-Apochromat
40�/0.95 in inverted microscope conguration was used. Laser
was focused on the cells placed directly on the CaF2 surface.

Astigmatism-free Princeton Instruments Schmidt-Czerny-
Turner spectrograph IsoPlane SCT-320 was used in our
Raman system. Spectrograph has focal length 320 mm with
aperture ratio f/4.6. Measurements were carried out on grating
with 600 g mm�1 (blaze angle at 860 nm), which provide spec-
tral resolution about 5 cm�1 in the ranges 100–3800 cm�1 from
laser wavelength 532 nm and 2.5 cm�1 in the range 200–
1900 cm�1 from laser wavelength 785 nm. Spectra were
collected with nitrogen cooled CCD PyLoN 400BR eXcelon
(Princeton Instruments). Wavelength and spectral sensitivity
calibration of the Raman system was done with neon lamp and
calibrated 45 W quartz tungsten halogen lamp (model 63358
from Newport Corp.), respectively. Detailed description of the
Raman system setup was described in (ref. 18). Wavelength
calibration was done automatically during start of the system
soware and aer every switch of gratings in the spectrograph.
Spectral sensitivity calibration was done periodically every
month. For the data analysis we used WiRE3.4 soware.18

Time dependence of 2D-BN nanoparticles interaction with
LNCaP tumour cells. To study the time dependence of 2D-BN
nanoparticles interaction with tumour cells, we have carried
out a set of experiments with different times of the cultivation of
the tumour cells treated with nanoparticles. The cells were
cultivated for 1, 2 and 10 h; the reference sample without
nanoparticles was cultivated for 2 h and the corresponding FTIR
data are presented in Fig. 3. The most interesting results were
obtained for the sample aer 1 h cultivation. As one could see
from Fig. 3, upon the 2D-BN treatment, a signicant

Fig. 1 The vitality of 2D-BN treated NIH3T3 cells.

Fig. 2 The vitality of 2D-BN:Dox treated NIH3T3 (a) and LNCaP (b) cells.
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redistribution in the intensity of phospholipid CH3 (the
absorption bands at 2959 and 2871 cm�1) and CH2 (the
absorption bands at 2927 and 2853 cm�1) groups in favour of
the rst is observed. In the control sample and in the samples
aer 2 and 10 hours of cultivation the absorbance of CH2 groups
was predominating.19–25

Such intensity redistribution suggests an effective interac-
tion of 2D-BN nanoparticles with cell membranes, whereby the
spectral changes take place at the rst hour aer the cell
treatment. In the FTIR spectrum of 2D-BN:LNCaP cells aer 1 h
of cultivation (Fig. 4) some changes in the amide vibration
region are observed consisting in the low-frequency shi of
Amide I maximum from 1654 cm�1 in the reference (a-spiral
with signs of disordered form) to 1650 cm�1 (a-spiral proteins),
and the shoulder emergence at 1639 cm�1 (b-conformation of
proteins).19,20 The shoulder emergence at about 1120 cm�1,
which could be attributed to C–O and P–O–C phospholipid
vibration, indicates the interaction of the nanoparticles with the
cell membrane.21–25

Thus, it could be concluded that the 2D-BN nanoparticles
penetrate through the membranes into the cells very fast
(within 1 hour), thereby altering signicantly the cell membrane
structure.

Study of 2D-BN nanoparticles interaction with LNCaP
tumour cells using Raman spectroscopy. Aer analyzing
a number of micro-Raman spectra of the studied cells, we came
to the conclusion that the position and intensity of the observed
Raman bands essentially depends on the spectrum registration
spot, which could be the cell nucleus, cytoplasm, cellular
organelles (in particular, mitochondria), cell membranes, etc.
When the 2D-BN nanoparticle occurs at the registration spot,
the intensity of the Raman bands increased in 2–5 times, and
the spectrum as a whole was recorded better. This could be due
to reection of the exciting radiation from the nanoparticle and
its subsequent passage through the corresponding cellular
organelle. In other words, the 2D-BN nanoparticles served as
a reecting mirror that multiply directs the excitatory light onto
the cell components. Thus, when the 2D-BN nanoparticle aer
cell treatment is located on the cell membrane, then the regis-
tered Raman spectrumwill be a characteristic of themembrane.
Therefore it is difficult to reproduce these spectra, since it is
difficult to direct the exciting light onto a certain cell organelle.

However, if one choose the right incubation time, it could be
possible to estimate where the nanoparticles would be located.
For example, the Raman spectrum of the LNCaP cell cultures
enhanced by the 2D-BN nanoparticles located near or at the cell
membrane is presented in Fig. 5. The sample was a thick drop
of 2D-BN-treated LNCaP cells suspension at the time of scan-
ning the cells deep into Z axis. It is seen from the gure that the
main contribution to the spectrum is given by lipids and
membrane proteins, with large advantage of the bands from the
lipid fractions, cholesterol in particular. The Raman bands at
616, 1306, 1437, 1605 and 1656 cm�1 could be attributed to
lipids, and the band at 1001 cm�1 probably refers to free phenyl
alanine.26

Other Raman spectra, which were reproduced with lesser
changes when taken at different points of the sample, looked
signicantly different as compared to the above mentioned
spectrum (Fig. 6). The band at 1657 cm�1 has a complex
structure, since besides lipids and proteins, the DNA of the cell
nucleus could also contribute to this band. This is evidenced by
the appearance of the band at 1338 cm�1 and other bands in its
vicinity, assigned to adenine, as well as new band at 780 cm�1.

Fig. 3 FTIR absorption spectra of LNCaP cell cultures without (refer-
ence) and after treatment with 2D-BN nanoparticles using 1, 2 and 10 h
incubation time in the region of 2400–3600 cm�1.

Fig. 4 FTIR absorption spectra of LNCaP cell cultures without
(reference) and after treatment with 2D-BN nanoparticles for 1, 2 and
10 h incubation time in the region of 1000–1800 cm�1.

Fig. 5 Raman spectra of LNCaP cell cultures after treatment with 2D-
BN nanoparticles (1 day incubation time).

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018 RSC Adv., 2018, 8, 30404–30411 | 30407
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Thus, we could assume that the place in the cell, from which we
registered this spectrum, is the cell nucleus or the region
nearby.

The Raman band at 1001 cm�1 is connected with phenylal-
anine and it is characteristic of the cell protein observed in the
spectrum of any cell. The band at 1657 cm�1 is assigned to
Amide I, the band at 1606 cm�1 could be attributed to C]C
bonds of amino acids, in particular phenylalanine, as well as
NH2 groups; the band at 1447 cm�1 is probably due to CH2

deformation vibrations of phospholipids.26 With the use of
Raman spectroscopy, it was possible to detect the presence of
2D-BN nanoparticles in the cell, as evidenced by characteristic
1364 cm�1 band. In the reference sample (tumour cells without
2D-BN nanoparticles treatment) this band was absent (Fig. 6).

The spectrum of reference cells (without treatment with 2D-
BN nanoparticles) differs from the spectra of the 2D-BN treated
cells by the intensity ratio between the Raman bands (Fig. 7).

Here, the band at 1447 cm�1 (CH deformation vibrations) is
the most intense, and the bands at about 1500–1800 cm�1

(characteristic bands of proteins and nucleic acid bases) are
weaker, which suggests that the spectrum refers to the cyto-
plasm. In addition, the spectrum of the reference cells is char-
acterized by a higher level of noise and a poorer separation of
the ne structure of the bands.

Thus, using Raman spectroscopy, the spectra from different
components of the cell and cellular organelles can be

registered. The 2D-BN nanoparticles can enhance the scattering
intensity without distorting the shape and frequency of the
Raman bands. This could be due to dielectric property of 2D-BN
nanoparticles which does not change the dielectric environ-
ment of the cell in contrast to metallic ones.

Visualization of FITC-modied 2D-BN nanoparticles in cells

LNCaP cells were grown on 1 cm2 coated glass beads in a 24-cup
plate in an amount of 5 � 104 cells per cup. The following day,
FITC-modied 2D-BN dispersion (nal concentration in the
nutrient medium was 100 mg mL�1) was added to the cups, and
the medium was removed aer 24 h incubation, washed with
PBS, xed with 4% paraformaldehyde, washed 3 times for 5 min
using PBS-T (PBS with 0.2% Triton X-100), stained with a 3258
(Sigma) dye for 5 min, washed with PBS-T, and visualized using
a LSM 510 META (Zeiss) confocal microscope (Fig. 8).

Visualization of cells by confocal microscopy without dyes.
Confocal images27–31 of LNCaP cells grown on different
substrates (glass and gold) as well as those treated with the 2D-
BN nanoparticles and Dox are shown in Fig. 9–12. Lumines-
cence confocal images were obtained by a confocal laser scan-
ning microscope Carl Zeiss LSM-510 META with Plan-Neouar
63�/0.75 Korr and 40�/0.6 Korr objectives. The uorescence
images were registered by using Zeiss AxioCam digital camera.
The PL excitation was carried out using an ultra-violet lamp
HBO 100 and blue (FSet01 wf), green (Fset10 wf), or red (Fset20
wf) lters. It is seen that the cells possess non-specic lumi-
nescence, which is enhanced when the cells are grown on the
gold substrates.

Dox itself demonstrates strong luminescent properties, and
therefore cells treated with Dox are well visualized. In particular,
condensed chromatin of various densities in the form of light
spots is clearly visible in the image of LNCaP cells treated with
Dox. The chromatin condensation process could indicate
necrosis of LNCaP cells provoked by Dox.

Discussion

The vibrational spectra of the studied samples showed that 2D-
BN nanoparticles strongly affect the structure of the cell

Fig. 6 Raman spectra of LNCaP cell cultures without (reference) and
after processing with 2D-BN nanoparticles (1 day incubation time).

Fig. 7 Schematic representation of the cell cytological analysis using
Raman spectroscopy.

Fig. 8 Visualization of LNCaP cells by confocal microscopy: (a) cells
treated with modified 2D-BN nanoparticles and (b) reference cells
(green fluorescence – FITC, blue fluorescence – Hoechst 33258).

30408 | RSC Adv., 2018, 8, 30404–30411 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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membranes incubated for 1 hour. Strong variation in CH
stretching vibrations of the cell membrane in the FTIR spectra,
a signicant reorganization of the Raman spectra of the cells
aer treatment, the confocal microscopy images showing the
presence of the nanoparticles not only on the cell membrane,
but also inside the cells, all conrm the interaction of the
nanoparticles with the cell membrane.

Incubation of the 2D-BN-treated cells during longer periods
of time did not lead to alike changes neither in FTIR or Raman
spectra. That allowed one to suggest that the nanoparticles
penetrate through the cell membrane and localize in the cell
cytoplasm or even near the cell nucleus. The nanoparticles
which do not pass through the membrane may be deposited on
its surface; however this disturbs the cell membrane only
slightly.

Of course, the mechanism of the nanoparticles penetration
through the cell membrane remains unclear yet. We could
assume the phagocytosis mechanism, because we managed to

Fig. 9 Confocal microscopy images of LNCap cell treated with 2D-BN, on glass substrate.

Fig. 10 Confocal microscopy images of LNCap cell treated with 2D-BN, on gold substrate.

Fig. 11 Confocal microscopy images of LNCap cell treated with Dox on gold substrate.

Fig. 12 Confocal microscopy images of LNCap cell treated with Dox
on gold substrate.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018 RSC Adv., 2018, 8, 30404–30411 | 30409
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register using Raman spectroscopy a strong perturbation of the
cell membrane aer the 2D-BN cell treatment which we believe
could be recorded for strong membrane distortion state and
even at the initial state of the nanoparticle-bearing ball sepa-
ration from the membrane. At this very moment, the lipids in
the examined site of the membrane are strongly disordered,
some of the chemical bonds are broken and new hydrogen
bonds are formed, which was indicated by the increase in the
intensity of the symmetric phosphate absorption bands and the
redistribution of the intensity ratio between the absorption
bands assigned to different phosphate groups, as well as
signicant enhancement of intensity of the CH stretching
vibrations (Fig. 3).

According to FTIR spectroscopy, strong membrane pertur-
bation occurred during 1 h incubation. Further cells incubation
did not cause such spectral changes.

Confocal microscopy data showed that the tumour cells
exhibit insignicant level of uorescence without dyes, but
luminescence and contrast of the images increase for cells
being adsorbed on the nanostructured gold surfaces. Labelling
of the cells with 2D-BN nanoparticles enhanced the contrast
under UV excitation and using blue and green lters. When the
red lter was used, the image was barely visible. The uores-
cence of 2D-BN was in the range of 350 nm and absorption of
Dox approximately coincides with the uorescence of gold (540
nm) that could cause an increase in the image contrast. The
incubation of the cells resulted in a much more contrasting
luminescence images in the red lter. More striking lines on the
cell's image most likely referred to places of Dox localization in
the cell. The image became less pronounced upon insertion of
DOX and 2D-BN in the cells. We concluded that DOX and 2D-BN
mutually quench uorescence of each other in the presence of
the gold nanostructured surface, and act collectively to quench
the luminescent cell channels.

Based on the analysis of confocal images, we concluded that
the cell uorescence can be enhanced by using the gold surface.
When the cell was incubated with DOX on the gold surface, the
image obtained with the red lter was amplied. When the cell
was incubated with 2D-BN, the image obtained using blue or
green lter was amplied. When the cells are incubated with
DOX and 2D-BN, the cell uorescence is quenched. These
evidences could indicate the DOX and 2D-BN entering into the

cell. Thus, both 2D-BN interaction with the cell and 2D-BN
insertion into the cell could be used for more efficient cell
labelling. The most interesting result here was that 2D-BN
nanoparticles exhibit protective properties against Dox action
on the normal cells when administered together with the
nanoparticles. Meanwhile, the Dox drug effect on the malignant
cells did not change.

Conclusions

It was shown that 2D-BN nanoparticles prepared by us do not
exhibit cytotoxicity in relation to normal cells. In a complex with
Dox, the nanoparticles did not change the effectiveness of the
drug effect on the tumour cells.

We were able to register the moment of the tumour cell
membrane perturbation by the 2D-BN nanoparticles using FTIR
and Raman spectroscopy. The analysis of the spectra and
confocal images showed that the nanoparticles pass into the
cells, localize in the cytoplasm and come near the nucleus
(Fig. 13). The details of the interaction of 2D-BN nanoparticles
with the tumour cell components were analysed.

2D-BN nanoparticles, along with the nanostructured golden
surface, can be used to enhance the contrast of the cell images
in confocal microscopy, and can serve as markers to control the
penetration of drugs into the cell, both normal and tumour.
Cells labelled with Dox on the gold nanostructured surface
produce enhanced uorescence images when excited by ultra-
violet light with the red lter.

The cells incubated with DOX and adsorbed on the gold
surface can provide information in confocal microscopy on
whether the DOX interacts with the cell and what changes in the
structure occur there. The features of the luminescent cell
images could be used for analytical purposes.

DOX modied with 2D-BN nanoparticles has the same effi-
ciency on malignant cells as without nanoparticles, but its
protective effect on normal cells increases.

The 2D-BN nanoparticles can be used to enhance the Raman
scattering intensity from the cell components.
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The effect of 2D tungsten disulfide nanoparticles
on Lewis lung carcinoma cells in vitro†

D. L. Kolesnik,a O. N. Pyaskovskaya, a O. P. Gnatyuk, *b V. V. Cherepanov,b

S. O. Karakhim,c I. O. Polovii,b O. Yu. Posudievsky, d N. V. Konoshchuk,d

V. V. Strelchuk,e A. S. Nikolenko,e G. I. Dovbeshko b and G. I. Solyanika

The unique physicochemical properties of modern two-dimensional (2D) nanomaterials with graphene-like

structures make them promising candidates for biology and medicine purposes. In this article, we

investigate the influence of the two-dimensional tungsten disulfide (2D WS2) water suspension

nanoparticles obtained by an improved mechanochemical method from powdered WS2 on

morphological and structural characteristics of Lewis lung carcinoma cells using FT-IR, Raman

spectroscopy, and confocal microscopy. The characterization of the 2D WS2 nanoparticles by different

physical methods is given also. We have highlighted that 2D WS2 does not exert cytotoxic activity in the

case of 1 day incubation with tumor cells. Prolongation of the incubation period up to 2 days has caused

a statistically significant (p < 0.05) concentration-dependent decrease of the number of viable cells by

more than 30% with the maximum cytotoxic effect at concentrations of 2D WS2 close to 2 mg ml�1. In

the Raman spectra of 2D WS2 treated cells the bands centered at 354 cm�1 and 419 cm�1, which are

assigned to characteristics and modes of WS2 nanoparticles were observed. The obtained data indicate,

that the cytotoxic effect of 2D WS2 on tumor cells in the case of long-term incubation is realized

particularly through the ability of 2D WS2 to enter tumor cells and/or accumulate on their surface, which

gives a rationale to conduct further studies of their antitumor efficacy in vitro and in vivo when

combined with chemotherapeutic drugs.

Introduction

Modern graphene-like nanomaterials have many extraordinary
physical and chemical properties, which makes them prom-
ising for solving various tasks in the elds of materials science,
electronics, biology, medicine, etc.1–6 2D materials can be
produced as dispersions, which expands their potential appli-
cations to obtain coatings, nanocomposites, heterostructures,
and for biomedical application also.

2D nanomaterials are two-dimensional crystals with a very
small thickness, which can be several atom layers. Transition
metal dichalcogenides such as (MoS2, WS2, MoSe2, MoTe2, etc.)

can form 2D materials due to their layered structure. Covalent
bonds within a layer are much stronger than van der Waals's
interaction between layers. Bulk materials WS2 are semi-
conductors with an indirect band gap of approximately 1 eV,
which becomes a direct bandgap of 1.8–2 eV upon the forma-
tion of nanosheets.7,8 It is accompanied by the appearance of
luminescence, which is absent in the bulk material. The
maximum luminescence signicantly depends on the size
distribution of the layers.

In biomedical practice, such 2D nanomaterials could be
useful for the diagnosis and treatment of various pathological
conditions, including cancer. The use of 2D nanomaterials for
diagnosis may include uorescence, MRT, CT, and photo-
acoustic imaging of the pathological process. Therapeutic
applications of those nanoparticles can be focused on photo-
thermal and photodynamic therapy, chemotherapy as well as
synergistic therapy.

Nowadays there are data on high prospects for the use of 2D
MoS2 and WS2 nanomaterials as a drug delivery carrier. Despite
the success in the development of a drug delivery system using
graphene-like nanomaterials, the big challenge is their toxicity
to normal organs and tissues.9,10 Therefore, transition metal
dichalcogenides (TMD) including molybdenum disulde
(MoS2) and tungsten disulde (WS2) nanoparticles due to their
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layered structure and capability to be successfully loaded with
anticancer drugs, have attracted considerable attention in
recent years.11–13 An additional advantage of inorganic
graphene-like 2D nanomaterials is their low toxicity to normal
organs and tissues.14,15 In particular, an extremely high loading
capacity of PEGylated 2D MoS2 has been shown for the anti-
cancer drug doxorubicin.16 2DWS2 nanoparticles have been also
reported to possess a high loading capacity for chemothera-
peutic drugs, as conrmed by Yong et al.with methylene blue as
a photosensitizer.17 It has been shown that improvement in the
therapeutic properties of WS2 nanomaterials can be achieved by
the fabrication of nanosheet-based nanocapsules with the
inclusion of polyvinylpyrrolidone and iron(III).18 The whole new
level for delivery of chemotherapeutic drugs to the tumor was
opened with the development of hybrid nanomaterials based on
WS2 nanosheets and liposomes, which signicantly increases
their adsorption and drug delivery capacities.19

For oncological applications, such properties as a large
surface area of 2D WS2 nanoparticles enable for creation of
a directed drug delivery system. Nanoparticle-based drug
delivery systems are aimed at improving in delivering the
chemotherapeutic drugs into the tumor, impaired due to
aberrant tumor angiogenesis20,21 and, as a consequence,
increasing the effectiveness of anticancer therapy.

It has been shown also that WS2 in the form of quantum dots
1–1.5 nm in size can cause dissociation of hydrogen peroxide
and exhibit catalytic properties in substrate oxidation through
interaction with hydrogen peroxide (similar to natural peroxi-
dases). Such peroxidase-like properties make WS2 a promising
material for biotechnology. The WS2 nanoparticles themselves
exhibit characteristic photoluminescence (PL) in the blue
spectral region. The position of the luminescence maximum
depends on the excitation wavelength and can appear in the
range of 400–440 nm (e.g. at 420 nm under the excitation
wavelength of 330 nm).22 In the same work,22 it was proposed to
create a WS2-based system for the determination of glucose
levels by a proportional increase of the luminescence intensity.

The work23 has shown the ability of WS2 nanoparticles
smaller than 5 nm in size to neutralize reactive oxygen species
and signicantly increase the survival rate of cells aer their
treatment with ionizing radiation. The protective effect of WS2
nanoparticles against the action of gamma radiation has been
conrmed in experiments performed on mice. It is noted that
the WS2 nanoparticles are easily excreted by the kidneys within
1 day and do not cause any toxic effect within 30 days aer
treatment.

It is known that for the successful use of potential medicinal
products in oncology, including the nanomaterials for drug
delivery applications they should not stimulate the growth and
metastasis of malignant tumors and should not reduce the
activity of the chemotherapeutics. One of the rst and obliga-
tory stages in the study of such agents is the analysis of their
action on the viability and proliferative potential of tumor cells.

Therefore, the main objective of the present study was to
investigate the effect of 2D tungsten disulde nanoparticles on
the viability and molecular-structural characteristics of Lewis
lung carcinoma cells in vitro. We used 2D WS2, obtained by the

improved mechanochemical method, having sizes as 10–
200 nm with a particle's thickness of one or several atomic
layers. Murine Lewis lung carcinoma cells were used as a tumor
model, which makes it possible to further study in vitro and in
vivo the antitumor efficacy of 2D WS2 nanoparticles loaded with
anticancer drugs.

Materials and methods
Experimental tumor models

A variant of Lewis lung carcinoma cells, LLC/R9, obtained via
the multistage experimental progression of the parental strain
(LLC) in vivo towards the development of cisplatin resistance,
was used as a tumor cell model.24 The cells were maintained in
vitro in RPMI 1640 medium (Sigma, USA) with the addition of
10% fetal bovine serum (Sigma, USA) and 40 mg ml�1 genta-
micin at 37 �C in humidied conditions with 5% CO2.

Test agent 2D WS2

Graphene-like 2D WS2 materials obtained by an improved
mechanochemical method from powdered WS2 (99%, particle
size < 2 mm, # 243639, Sigma-Aldrich) were used as the test
agent.25,26 Physicochemical properties of WS2 nanoparticles and
the method of their production were described in detail in.25

TEM images were obtained using a PEM125K (Selmi) micro-
scope operating at 100 kV, using dispersions deposited on
a copper mesh coated with a carbon lm (Fig. 1).

AFM characterization of WS2 nanoparticles was performed
on the “Solver Pro M” system (NT-MDT, Russia). Particles from
methanol solution were deposited as a drop onto an atomically
smooth mica surface (SPI supplies, V-1 grade). The measure-
ments were carried out aer complete evaporation of the
solvent in the semicontact (tapping) mode using probes of the
type CSG30 (NT-MDT, 0.6 N m�1, 48 kHz). AFM data showed
that the particles were located on the substrate isolated from
each other. The height of most of the particles was 1–10 nm,
which corresponds to the thickness of 1–10 atomic layers of
WS2. Based on the analysis of the Z-proles of particles, we
estimated their lateral sizes as # 200 nm aer lter application
(Fig. 2).27

These data are well agreed with the result from zeta potential
and particle size distribution measurement. We use the

Fig. 1 TEM of WS2 nanoparticles; SAED pattern (right lower corner).
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ZETASIZER Nano Series (Malvern, UK). The value of zeta
potential is about �34.0 mV which means that our aqueous 2D
WS2 suspension is stable and not prone to aggregation (Fig. 3).

Raman spectra of 2D WS2 show two characteristic bands in
the region of 355 cm�1 and 418 cm�1, related to E1

2g and A1g WS2
vibrational modes respectively. In this study, an aqueous solu-
tion of nanostructured WS2 at a concentration of 0.1 mg ml�1

(the maximum concentration at which the solution remained
stable for a long time) was used. The differences between these
two mode E1

2g and A1g corresponds to few layers 2D WS2 nano-
particles (Fig. 4).

According to our previous studies, the pH of just obtained 2D
WS2 aqueous suspensionmay decreases about one point for one
day, from 3.7 to 3.0. The nanoparticles oxidation processes in
the aqueous mediummay be a consequence of it. The oxidation
occurs quickly for the rst few days, and then the suspension
remains stable up to 6–9 months. This should be taken into
account when 2D WS2 nanoparticles will be used as drug
delivery systems in complexes with anticancer drugs.

Assessment of cytotoxicity of 2D WS2 against LLC/R9

LLC/R9 cells were seeded in the wells of a 96-well plate at
a density of 1.0 � 104 cells per well. Aer preincubation of the
cells for 16–18 hours, the medium was replaced with a fresh
one, which contained the test agent at the concentration of 0–25
mg ml�1, and incubation continued for 1 or 2 days. Before
adding into the medium 2D WS2 nanoparticles was ltered

through polyethersulfone lter 0.2 micron (Sarstedt). Each
concentration of the test agent was examined in triplicate. The
cells incubated under the same conditions without treatment
with the test agent were used as controls.

At the end of the incubation period, the cells were xed in
a cold 20% solution of trichloroacetic acid and stained with
sulforhodamine B (Sigma, USA). The optical density of the test
samples was evaluated using a plate reader Synergy HT (BioTek,
USA) at a wavelength of 490 nm and used as an indicator of the
number of viable LLC/R9 cells.

Investigation of vibrational spectra of tumor cells

For spectroscopic studies (FT-IR absorption and Raman scat-
tering), the samples of tumor cells were incubated for 2 days
with WS2 nanoparticles. LLC/R9 cells were seeded in 35 mm
Petri dishes in the quantity of 0.2 million cells per dish. At the
end of the pre-incubation period, the medium was replaced
with the fresh one with the addition of WS2 at a nal concen-
tration of 6 mg ml�1, and the cells were incubated for 2 days. The
cells incubated under the same conditions without the addition
of WS2 nanoparticles were used as control. Aer 2 days, the cells
were mechanically removed from the plates, washed twice with
PBS, pH 7.4, and resuspended in a small volume of H2O. The
resulting cell suspension was placed on a CaF2 substrate
transparent in the IR range and dried under a laminar air
stream. The FT-IR spectra were registered with a Fourier IR
spectrometer Bruker IFS-66 (Germany) in a wide spectral range
from 3800 to 900 cm�1. Assignment of the IR absorption bands
to characteristic vibrations of the cells functional groups was
done according to.28–33 For all IR absorption spectra, the base-
line correction and band intensity normalization by the Amide I
band centered at 1651 cm�1 has been carried out.

Analysis of Raman spectra of tumor cells

Raman spectra were registered with a Raman spectrometer
Horiba Jobin-Yvon T64000 (Germany) under a laser excitation
wavelength of 488 nm and an excitation power of 100 mW. The
samples of tumor cells treated and not treated with WS2
nanoparticles were deposited on multilayer graphene

Fig. 2 AFM image of WS2 particles deposited on mica substrate.
Numbers with arrows show the height of objects.

Fig. 3 Size distribution of 2D WS2 nanoparticles.

Fig. 4 Raman spectrum of the 2D WS2 nanoparticles.
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substrates. Baseline correction was performed for all spectra.
No normalization of the spectra intensity was carried out.

Confocal images of tumor cell cultures

To obtained confocal images, LLC/R9 cells were seeded in
35 mm Petri dishes on rounded coverslips at a density of 0.2
million cells per dish and incubated overnight under standard
conditions. At the end of the preincubation period, the medium
was replaced with a fresh one with the addition of 2D WS2
nanoparticles at a nal concentration of 6 mg ml�1 and the
incubation continued for 2 days. The cells incubated on cover-
slips under the same conditions without the addition of test
nanoparticles were used as controls. Luminescence confocal
images were obtained using a confocal laser scanning micro-
scope Carl Zeiss LSM-510 META (Germany) with Plan-Neouar
63x/0.75 Korr and 40x/0.6 Korr objectives. The uorescence
images were registered using Zeiss AxioCam digital camera. The
PL excitation was carried out using a UV HBO 100 lamp with
blue (FSet01 wf), green (Fset10 wf), or red (Fset20 wf) lters, or
lasers with excitation wavelengths of 405 and 488 nm. For the
uorescence imaging, the tumor cells were le in the medium
in the same Petri dishes, where they were cultured to maximize
the preservation of viable cells. Parameters of confocal image
registration were identical both for the control cells and those
treated with WS2 nanoparticles (Table 1).

Statistical analysis

Statistical processing of the obtained data was performed using
descriptive statistics and non-parametric Mann–Whitney test
using Microcal Origin and Statistica Soware.

Results and discussion
Inuence of WS2 nanoparticles on the viability of LLC/R9 cells

Our study has shown that the effect of 2D WS2 nanoparticles on
the viability of Lewis lung cancer cells depends signicantly on
the concentration of this agent and the duration of its action. As
can be seen in Fig. 5, under conditions of 1 day incubation, the
test agent used in a wide range of concentrations has not caused
a statistically signicant decrease of the number of viable cells
(compared to the corresponding control indices). This means
that WS2 nanoparticles incubated for 24 hours with tumor cells
do not exert cytotoxic activity (i.e. do not cause tumor cell death
during the incubation period) or cytostatic activity (do not
inhibit the proliferation of these cells).

Prolongation of the incubation period of tumor cells with
WS2 nanoparticles up to 2 days has signicantly changed their

impact on the viability of tumor cells and has caused a statisti-
cally signicant (p < 0.05) concentration-dependent decrease in
the number of viable cells by more than 30% (Fig. 5).

The maximum cytotoxic/cytostatic effect of the WS2 nano-
particles (the reduction of the number of viable cells by 47%)
was recorded at concentrations close to 2 mg ml�1. At the
nanoparticle concentration higher than 2 mg ml�1, their
cytotoxic/cytostatic effect has not been enhanced: the number
of viable cells remained at the level of 55–65% of that in the
control. This pattern of the test agent's effect on the tumor cell
viability may be related either to the heterogeneity of the tumor
cell population (the presence of LLC/R9 cells sensitive and
resistant to cytotoxic/cytostatic action of the nanoparticles) and/
or to different mechanisms of nanoparticles effect on tumor cell
viability (cytotoxic/cytostatic mechanisms along with mecha-
nisms of stimulating effect on cell proliferation). A prolonged
incubation period contributes to the cytotoxic/cytostatic impact
more than the increase of the agent concentration. It is possible
that the existence of two antagonistic mechanisms of the effect
of nanoparticles on the viability of tumor cells is related to not
only the tumor cell heterogeneity but the heterogeneous size
distribution of the nanoparticles.

According to literature data, the authors underline low
toxicity of the WS2 and MoS2 nanoparticles.34 However different
particles could inuence by different manner as well a protocol
of toxicity studying is different. In our case smaller in size
nanoparticles can more easily be internalized by tumor cells
and affect their viability, in particular, by reactive oxygen
species neutralizing, as has been shown for WS2 nanodots.25

Table 1 Parameters of confocal image registration

Scan Zoom 1.0
Objective LD Plan-Neouar 40x/0.6 Korr
Average Line 8
Pinhole Ch2: 808 mkm
Filters Ch2-1: BP 505–570 IR; Ch 2-2: BP 420–480
Beam splitters MBS: HFT 405/488/543/633; DBS1: mirror; DBS2: mirror; FW1: none
Wavelength 488 nm T1 50.0%, 405 nm T2 30.0%

Fig. 5 Dependence of LLC/R9 cell viability on the concentration of 2D
WS2 nanomaterials in the culture medium under 1- and 2 days
incubation.
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Larger in size WS2 nanoparticles can interact with macro-
molecules of tumor cells, such as DNA and proteins (especially
membranotropic ones), causing either cell death or inhibiting
their proliferative activity. Such an interaction can signicantly
affect the structure and/or concentration of themacromolecules
in the cell, the change of which could be the most sensitively
assessed by spectroscopic methods.

Therefore, to investigate the possible mechanisms of
cytotoxic/cytostatic action of 2D WS2 nanoparticles, the analysis
of vibrational spectra (Raman scattering and IR absorption) of
LLC/R9 cells aer their 2 day incubation with nanoparticles at
a concentration of 6 mg ml�1 (which reduces the number of
viable cells approximately by 40%) has been performed.

Analysis of Raman spectra of tumor cells treated with WS2
nanoparticles

The analysis of the Raman spectra of LLC/R9 cells has been
performed aer their 2 day incubation with WS2 nanoparticles.
A multilayer graphene substrate has been used for the spectra
registration. Our previous studies35–37 have shown good pros-
pects of graphene as substrates for SERS Raman spectroscopy,
as they are characterized by minimum luminescence and, in
contrast to usual glass coverslip substrates, provide enhance-
ment of vibrational bands intensity of the studied biological
objects without changing their line shapes and frequency
positions. The Raman spectra of LLC/R9 cells aer their incu-
bation with the investigated nanoparticles are presented in
Fig. 6 a–c.

A detailed analysis of the Raman spectra has revealed the
presence of characteristic Raman bands of the cells; the data
with their assignments are presented in Table 2.38

In the Raman spectra of the cells treated with WS2 nano-
particles, the bands centered at 354 cm�1 and 419 cm�1, which
are assigned to characteristic and modes of WS2 nano-
particles,39,40 are observed, that indicates the presence of test
nanoparticles on the surface and/or inside the cells (Fig. 6 b and
c). No other signicant differences are observed between the
spectra of cells treated and not treated with WS2 nanoparticles,
such as frequency shis or band contour changes (Table 2).

Analysis of FT-IR spectroscopy data on the LLC/R9 cells aer
WS2 treatment

In contrast to the Raman spectra, the analysis of the IR
absorption spectra showed a pronounced effect of the WS2
nanoparticles on the conformational state of the protein and
nucleic acid fractions of the tumor cells.

In the region 1800–1500 cm�1, the main contribution to the
absorption is made by the total protein fraction (membrane
proteins and proteins present in the cell). There are two clear
absorption bands that refer to amide I (centered at 1650 cm�1,
stretching vibration C]O together with the deformation
vibrations CN, NH) and amide II (centered at 1540 cm�1,
stretching vibrations CN, CHN, and deformation NH vibra-
tions). The amide I band in our case has two shoulders
1651 cm�1 and 1630 cm�1, which can be assigned to the a-
helical structures and the b-sheet structures of the protein

fraction, respectively. Aer treatment of the cells with WS2
nanoparticles, we registered the narrowing of the amide I band
due to the reduction of contribution of the shoulder 1630 cm�1

(b-structures), which indicates conformational changes of
proteins (Fig. 7).

The bands at 1454 cm�1 and 1395 cm�1 can be assigned to
asymmetric and symmetric deformation vibrations of CH
groups of proteins. Frequency shis in this area were not
observed, but one could note the decrease of the intensity of
these bands in the cell samples aer treatment with WS2
nanoparticles.

Fig. 6 Raman spectra of the LLC/R9 tumor cells in the different
spectral regions, after (black curves, two spectra) and without treat-
ment with 2D WS2 nanoparticles (reference, red curves, two spectra).
The blue curve is the Raman spectrum of the multilayer graphene
(MLG) substrate. a– 4000–2000 cm�1, b– 1800–200 cm�1, c– 600–
200 cm�1.
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In the range of 1350–1000 cm�1, we also observed a decrease
in the intensity and the half-width of the bands in the IR
absorption spectra of the samples aer WS2 treatment. In this
region, the main contribution to the absorption is made by
PO2

� groups of membrane phospholipids and the sugar phos-
phate backbone of nucleic acids (asymmetric 1239 cm�1 and
symmetric 1084 cm�1 stretching vibrations).

Narrowing of the phosphate and amide bands aer incuba-
tion with 2D WS2 nanoparticles could be associated with the
ordering of lipids and proteins near the particle surface. We
observed the same effect by studying the formation of amyloid
brils during the interaction of the nanoparticles with lysozyme
at low pH.41 No frequency shi of the main absorption bands
was observed.41

Analysis of confocal images of tumor cells

Analysis of images obtained by confocal microscopy has shown
that tumor cells treated with 2D WS2 nanoparticles (Fig. 8a), do

not differ signicantly by their morphology from the control
cells (Fig. 8b). In both cases, the vast majority of the cells were
visually viable and remained spread on the glass; the cell pop-
ulation consisted of heterogeneous subpopulations of
broblast-like and rounded cells, which is characteristic of this
culture.

However, in the case of cells treated with 2D WS2, the
number of rounded cells was slightly more than in the control.
Besides, the increase of the luminescence intensity from the
cells incubated with nanoparticles in the blue region indicates
that the particles either affect the biochemical processes in the
cell or exert self-luminescence in the range of 380–480 nm. The
latter statement is valid for very small particles (nanodots) 1–
2 nm in size 15, the presence of which cannot be excluded in
a heterogeneous mixture of particles with a size of tens of nm.
Given their easier penetration into the cell due to their small
size, it can be assumed that such small nanoparticles can
penetrate into the cytoplasm of the cell and be localized around
the cell nucleus, as evidenced by detailed image analysis. The
luminescence of 2D WS2 nanoparticles in the blue region has
been observed by us earlier, but the study42 showed the possi-
bility of 2D WS2 luminescence in the red region. The position of
the luminescence bandmay depend on the size and structure of
nanoparticles, as well as on the excitation wavelength.23

According to the study,23 the WS2 nanodots can catalyze
some transformations involving charges, promoting electron
transfer, eliminating oxidation products, and performing
protective functions toward the DNA and cell nucleus; indeed,
they are mainly located around the cell nuclei in our confocal
images. However, based on our data, the opposite scenario
could not be excluded, and then it may indicate the initial
stages of 2D WS2 induced cell death by apoptosis and/or
necrosis, which may be one of the mechanisms of cytotoxic
action of the studied nanoparticles and requires further
research.

Table 2 Major Raman bands of the LLC/R9 cells and their assignment to functional groups vibrations

Peak position, cm�1 Assignment

3307 OH stretching vibrations
3063 CH ring of lipids
2934 CH3 symmetric band of lipids and proteins
2877 CH2 asymmetric stretch of lipids and proteins
2732 2D-mode, multilayer graphene
2448
1657 Amide I (a-helix)
1580 G- mode, multilayer graphene
1447 CH2 deformation
1331 CH3 DNA & phospholipids
1242 Asymmetric phosphate [PO2

� (asym.)] stretching modes
1098 C–C vibration mode
1002 Phenylalanine
853 (C–O–C) skeletal mode
782 Thymine, cytosine, uracil
537 Cholesterol ester
419 A1g of WS2
354 E12g of WS2

Fig. 7 FT-IR spectra of the LLC/R9 cells after 2D WS2 treatment (two
black lines) and without treatment (reference, two green lines).
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Therefore, our study has shown that 2DWS2 nanoparticles in
the conditions of short-term incubation did not signicantly
affect the viability of tumor cells, but showed a cytotoxic/
cytostatic effect aer the prolonged incubation period. The
cytotoxic effect of the studied 2D nanomaterials was at least in
part, due to their ability to enter tumor cells (and/or adsorb on
their surface), which was conrmed by the presence of charac-
teristic bands in the Raman spectra of the tumor cell samples.
The ability of WS2-based 2D nanomaterials not only to accu-
mulate in tumor cells but also to show cytotoxic activity against
tumor cells gives a rationale to conduct further research of their
antitumor efficacy in vitro and in vivo when combined with
chemotherapeutic drugs.

Conclusions

(1) 2D WS2 nanoparticles aqueous suspension were obtained by
an improved mechanochemical method from powdered WS2.
The height of particles was 1–10 nm, which corresponds to the
thickness of 1–10 atomic layers of WS2, and their lateral sizes
was up to 200 nm. The suspension remains stable up to 6–9
months without any changes of properties or aggregation. But
for the rst few days the oxidation processes may occurs. This
fact should be taken into account when 2D WS2 nanoparticles
will be used as drug delivery systems in complexes with anti-
cancer drugs.

(2) It is established that WS2-based 2D nanomaterials don't
show cytotoxic and/or cytostatic effects on Lewis lung carci-
noma cells under 1 day incubation and show concentration-
dependent more than 30% decrease of the number of viable
cells during a long-term incubation period up to 2 days. The last
data indicate the process of oxidation in the cites of WS2
particle's location and cell degradation.

(3) The analysis of Raman spectra of tumor cells treated with
2D WS2 nanoparticles showed the presence of E1

2g and A1g
modes of WS2 indicating the ability of the nanoparticles to enter
tumor cells and/or accumulate on their surface under their joint
incubation in vitro.

(4) Multilayer graphene support was applied by us in Raman
spectroscopy could be used as internal standard with good
optical (strong reectance, no uorescence) and spectroscopic
(accuracy of determination of wavenumber – 1580 cm�1 for
ideal graphene layer) properties.

(5) The increased luminescence intensity of tumor cells
incubated with 2DWS2 nanoparticles in the blue spectral region
makes it possible to further assert their passage into the cells,
which can be used as a luminescence marker of 2DWS2 activity.

(6) This study gives a possibility to develop a strategy for
further loading the WS2 nanoparticles with a drug in the tumor
theranostics as well in other disease treatment (e.g. amiloid-like
diseases).
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A B S T R A C T   

In the present work we studied the effect of 2D WS2 nanoparticles on the conformational changes in lysozyme 
protein at different pH values (2.0–11.5). The contributions of various structural conformations (α-helix, β-sheets 
parallel and antiparallel, unordered structure and side groups) were determined by decomposition of Amid I 
absorbance bands. The 2D WS2 were shown to have different impact on secondary structure depending on pH of 
the solution and protein concentration. 

The amyloid fibril presence was confirmed with confocal microscopy enhanced by gold support, and fluo-
rescent spectroscopy with amyloid-sensitive dye Thioflavin T. Our data show that WS2 can both inhibit and 
stimulate amyloid formation. Additionally, we have also reported an unusual spectroscopic behavior displayed 
by lysozyme, indicated by narrowing of Amide I and Amide II bands at pH 2.5 and 3.5 when incubated with 2D 
WS2 nanoparticles.   

1. Introduction 

Amyloid fibrils are highly ordered non-covalent protein aggregates 
that are formed in tissues of living organisms due to various pathologies: 
oncology, Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, other neurodegenera-
tive disorders, neuropathic amyloidosis, etc. [1]. Clinical symptoms do 
not usually appear until the last stages of these diseases, which most 
often occur in middle or old age. More than 20 types of proteins can form 
amyloids in vivo, which are localized in the extracellular as well as 
intracellular space [2]. The mechanism of fibrils formation and clarifi-
cation of the interplay between the fibrils appearance and the disease 
occurrence, as well as the development of pathologies prevention 
methods are an important task. Amyloid fibrils are structures formed as 
a result of irreversible conformational transitions within a protein 
molecule under the influence of certain external conditions — temper-
ature, pH, etc. [3]. The studies performed using various physicochemical 
methods [3–7] showed that such structures are characterized by an 
increased amount of antiparallel β-sheets oriented perpendicularly to 
the axis of the fibrils [8]. Experimental studies of the amyloid fibrils 
formation are usually carried out under conditions that significantly 

differ from normal physiological conditions — low pH values [9], high 
temperatures (60–90 ◦C), etc. [10,11]. 

However, the formation of these structures in a living organism 
suggests that this process is also possible under other factors, and the 
presence of various nanoparticles could significantly effect on them. 

In recent years, one could see an increased interest to the use of 
nanoparticles in various fields of biotechnology. Therefore, it became 
necessary to study their effects on staff, biological structures of various 
levels and their components, especially when they do not have a direct 
toxic effect on cell cultures. The nanoparticles are known to be able to 
change the conformation of biological molecules — proteins [12], DNA 
[13–15], affect the vital activity of the cells [16]. The data on the carbon 
nanotubes influence on the amyloid fibrils formation appeared to be 
controversial, since the results of calculations in [17] indicate the sup-
pression of the fibrils formation, while the experimental data state the 
opposite [18–20]. 

Protein conformational changes induced by 2D MoS2 nanoparticles 
were described [21] and are believed to be due to strong non-covalent 
interactions. Due to similar layered structure and properties of MoS2 
and WS2, we could suppose that both might be able to interact with 
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lysozyme molecules S–S bonds causing amyloid formation. In contrast 
to [22] it was shown that 2D WS2 obtained with liquid exfoliation, can 
prevent the polymerization of the Aβ peptide molecules and destroy 
previously formed amyloid fibrils. 

In this regard, the aim of the present work was to study the effect of 
WS2 nanoparticles on the formation of lysozyme amyloids. Unlike most 
of previous studies, we used relatively low concentration of protein for 
incubation based on supposition that for initiation of amyloid aggrega-
tion small amount of proteins are required. We used hen egg white 
lysozyme that was preciously shown to be suitable for similar tasks 
[23,24]. For this purpose, we studied the effect of the mechanochemi-
cally prepared 2D WS2 nanoparticles on lysozyme protein as a model for 
fibrillation in vitro. 

In order to detect amyloid structures, confocal microscopy and 
fluorescent analysis, as well as Fourier transform infrared spectroscopy 
(FTIR) with decomposition of the characteristic bands into components 
were used to characterize their structure. We used confocal microscopy 
[25] and gold nanostructured support due to a possibility to obtain a 
more contrast image in comparison to conventional optical microscopy 
that was previously confirmed [20,26]. Earlier, in [26] authors obtained 
a good correspondence between the confocal images of fibrils and the 
data of atomic force and scanning tunneling microscopy even in the 
absence of fluorescent amino acids (Trp, Phe, Tyr) in the studied peptide 
(ValGlyGlyLeuGly), being able to distinguish the finest fibrils with a 
diameter of tens of nm (despite the fact that the resolution of a confocal 
microscope for a laser with a wavelength of 405 nm is about 214 nm 
[25]). 

2. Materials and methods 

2.1. Sample preparation 

Aqueous dispersions of 2D WS2 particles were obtained by the 
mechanochemical method according to [27]. The 2D WS2 nanoparticles 
produced in L.V. Pisarzhevsky Institute of Physical Chemistry of NAS of 
Ukraine were characterized with AFM microscopy [28]. The thickness of 
the nanoparticles was 0.6–2.5 nm, and the lateral size was up to 50 nm. 
As we can see on the confocal image under UV excitation, 2D WS2 
nanoparticles have luminescence in a blue region (Fig. 1 b). The Raman 
spectrum of 2D WS2 nanoparticles has two characteristic bands at the 
354.7 (A1g mode) and 418.6 418.6 (E1

2g mode) cm− 1 region (Fig. 1, c). 
Hen egg white lysozyme (HEWL) was obtained from Fluka and used 

without further purification. HEWL was dissolved in distilled water. The 
pH of the distilled water used for dissolving HEWL was 5.5. The change 
of the pH was not observed upon dissolving the protein in the water. 
Distilled water was purchased from “Darnitsa”. 

Usually, high concentration of protein (20 mg/mLL) is used for 
studying of the fibril formation process as described in [29]. It leads to 
prominent fibril manifestation. However, in real situation both small 
and big protein concentration could be realized in living organism 
leading to fibril formation under external or internal stimuli. According 
to our data at low pH a big protein concentration is preferable for 
modelling of fibril formation and for observing of 2D WS2 nanoparticles 
influence on the process. In the study we compared the effect of the 
protein and WS2 concentration on the fibril formation. In addition, 
samples with intermediate acidity, pH 2.5 and pH 3.5, were prepared 
(protein concentration 1 mg/mL). 

Then aqueous HCl or KOH solution was added in order to change the 
pH to a certain value (2.0–11.5). For experiment, we used HCl with 
concentration of 0.1 M, and KOH with the concentration of 1 M. After 
setting the pH, a dispersion of 2D WS2 particles (6 μg/mL) was added to 
the HEWL solution, and then the solution was incubated at room tem-
perature for 5 days at pH 11.5, 2.5 and 3.5. Next set of samples with pH 
2.0 was incubated at 90 ◦C for 24 h according to [30]. 

Fig. 1. Confocal microscopy images of WS2 nanoparticles on a gold substrate; 
(a) transmission (excitation was provided by 405 nm diode lazer) and (b) 
fluorescent (excitation 365 nm, Hg lamp HBO-100) images of 2D WS2 nano-
particles; (c) Raman spectrum of 2D WS2 nanoparticles, λexc = 488 nm. 
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2.2. Infrared spectroscopy 

For spectral and microscopic studies, pure HEWL and HEWL@2D 
WS2 samples were deposited on CaF2 substrates (for FTIR spectroscopy) 
and then dried. FTIR spectra were registered at the 800–4000 cm− 1 

region by IFS-66 Bruker spectrometer with resolution of 0.5 cm− 1. 
Reproducibility of the frequency and absorbance of the IR spectra was 
0.5 cm− 1 and 0.05 respectively. Decomposition of the spectral bands 
was performed with PeakFit v4 software. We used the same model for 
fitting Amide bands for both proteins: with and without nanoparticles. 
The peak position of the absorption bands was estimated with the second 
derivative method and/or the standard method. All spectra were 
baseline-corrected and normalised by intensity of Amide I band about 
1650 cm− 1. 

2.3. Infrared spectra decomposition 

Since band position of biological molecules for different conforma-
tions varies in range of 1–3 cm− 1, the redistribution of these molecular 
vibrations is of the most interest. The vibrational bands of biological 
molecules can be overlapped; therefore, the calculation of intensity and 
FWHM decomposition method was used. The calculation was performed 
with Levenberg–Marquardt algorithm. 

The position of components was determined with second derivative 
method according to the features of the experimental curve. Assignment 
of protein secondary structure bands was performed according to 
[31–34]. For spectra fitting, the same decomposition model was used; 
however, the number of bands within the spectra was taken into 
account. 

2.4. Confocal microscopy 

Confocal laser scanning microscope Carl Zeiss LSM-510 META with 
LD Plan-Neofluor 40×/0.6 Korr air or 63×/0.75 Korr air objectives were 
used to obtain confocal images. For excitation ultraviolet mercury lamp 
HBO-103 W/2 or diode lasers (λ = 405 nm, 30 mW), Ar laser (λ = 488 
nm, 30 mW) and HeNe lasers (λ = 543 nm, 1.2 mW and λ = 633 nm, 5 
mW) were used. Emission signal was collected by band-pass filters of 
420–480 nm, 505–570 nm, 561–615 nm, 657–754 nm. 

For confocal microscopy, gold substrate is used for visualization of 
macromolecules (and for amyloid structures in particular [26,35]). 
Samples were deposited on rough gold subtract (glass scales covered 
with thin (20–30 nm) gold film) and dried. This layer is made by vacuum 
thermal deposition of pure gold (0.99999) on glass previously covered 
with 5 nm adhesive Chromium. 

2.5. Fluorescence analysis 

Thioflavin T (ThT) as a specific dye for amyloid fibrils was used. It 
provides an amyloid detection mechanism that differs from other fluo-
rescent dyes. Unlike Congo red or methyl violet (so-called direct dyes), 
ThT has not only high affinity to amyloid structures, but also it changes 
its fluorescent properties upon binding with amyloid structures [36]. 
According to [37], at the excitation maximum of 350 nm and emission 
maximum of 438 nm ThT has faint fluorescence while in the absence of 
amyloids. However, when amyloid structures are present, excitation and 
emission maxima shift to 450 and 482 nm, respectively [38]. 

Thioflavin T (Sigma-Aldrich T3516) was kindly provided by Dr. 
Kanyuk M. I. (Palladin Institute of Biochemistry, NAS of Ukraine, Kyiv, 
Ukraine). After the incubation, samples were diluted to concentration of 
protein 7.5 mg/mL and ThT was added to the sample. The concentration 
of ThT in the sample was 4 μM. 

Then these samples were analyzed with PTI QuantaMaster 40 UV VIS 
spectrofluorometer. High power Xenon arc lamp served as a source of 
light with Czerny-Turner design monochromators. Emission range from 
185 nm to 680 nm with wavelength accuracy of ±0.5 nm was used. PTI 

FelixGX software provided processing of acquired data. 
To quantify the response of ThT in response to amyloid structures or 

2D WS2, the maximum of its fluorescence intensity was used. 
Ezodo PP-203 with a flat electrode for analysis of low sample vol-

umes was used for pH measurements with the precision of 0.01. 

3. Results and discussion 

3.1. Infrared spectroscopy 

The FTIR spectroscopy data were analyzed in detail in the region of 
Amide І and Amide II bands accordingly to [31–34]. The amide group 
bonds contribute to these bands: Amide I band is mainly due to C––O 
stretching vibrations (up to 85%) and C–N (10–20%) bonds; for Amide 
II, the maximum contribution is made by the deformation vibrations of 
N–H (40–60%) and stretching vibrations of C–N (18–40%) bonds. 
These bands are conformational sensitive and are used to analyze three- 
dimensional structure of the protein. However, the Amide II band, due to 
its less intensity, is used rarely in conformational analysis [32]; more-
over, Amide II band may even be absent in some cases [39]; however, it 
is still a point for discussion. 

HEWL is a single-chained protein that has 129 amino acids. Sec-
ondary structure of native HEWL includes four alpha-helixes (plus one 
310 helix) and five antiparallel β-sheets [40]. In the Fig. 2, Anime I, II 
bands the FTIR spectra of native HEWL protein is presented. Alpha helix 
contributing is the most significant (1655 cm− 1), whereas β-sheet 
contribution is (1688 cm− 1, 1620 cm− 1). 

For amyloid fibrils acquisition two different pH were used: highly 
acidic medium (pH = 2), and alkaline medium (pH 11.5). pH 2 is a 
common condition for numerous amyloid fibrils acquisition techniques. 
pH = 11.5 was selected due to its proximity to HEWL isoelectric point 
(pH = 11.3). Amyloid fibrils are mostly antiparallel β-structures; 
therefore, signal from this particular conformation is the most important 
for amyloid fibrils presence monitoring. Protein antiparallel β-sheets has 
two characteristic regions within Amide I: 1619–1627 cm− 1 and 
1692–1698 cm− 1 [31–34]. According to the FTIR data (Fig. 3) for both 
samples obtained at either pH = 2 or 11.5 the most predominant 
conformation is α-helix. However, in sample obtained at pH = 2, anti-
parallel β-structure has maximum at 1626 cm− 1 (Fig. 3 a and c), whereas 
at pH = 11.5, its maximum is at 1695 cm− 1 (Fig. 3b). 

At pH = 2, protein samples incubated with WS2 show significant 
difference between HEWL and HEWL@WS2 (Fig. 3): the intensity of 
antiparallel β-sheet band was higher when WS2 was present while in-
cubation. It evidences that due to WS2 nanoparticles, the amount of 

Fig. 2. Amide I and Amide II bands of native protein FTIR spectrum. Secondary 
structure of the protein. 
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antiparallel β-sheets was increased in the sample. At pH = 11.5 however, 
the reverse effect was observed: the characteristic band at 1695 cm− 1 is 
almost absent when WS2 nanoparticles was present while incubation. 

3.2. FTIR spectra decomposition 

The decomposition of Amide I band in the FTIR spectra of HEWL and 
HEWL@2D WS2 samples into components allowed us to estimate the 
contribution of each conformation in the structure of HEWL. This pro-
cedure was carried out according to [31–34] as noted in Table 1. The 
results of this decomposition for the spectra are shown in Figs. 4 and 5. 
As it was stated above, the high amount of anti-parallel β-sheets is a 
distinctive feature of amyloid fibrils. Thus, the spectral bands related to 
this structure, are considered as the markers of amyloid fibrils. 

The Amide I of the spectra was decomposed onto seven or six 
approximation curves according to model described in the previous 
Section 3.1. Each curve corresponds to certain conformational state of 
the polypeptide chain. Maximum position, FWHM, and relative height of 
each approximation curve were set in accordance to [31]. 

The contribution of antiparallel β-conformation was decreased at pH 
11.5 at low and high concentration (for 3.3% and 2.18%, respectively); 
at pH 2.0 the contribution of antiparallel β-sheets was slightly decreased 
at low concentration (for 0.98%) and increased at high protein 

concentration for 2.85% (Table 4). 
Results obtained with decomposition show difference in contribution 

of characteristic antiparallel β-structure while in the presence of WS2. 
(Table 4). Inhibition of amyloid fibril formation with WS2 was described 
in [41] and with similar 2D graphene-like material MoS2 [24]. However, 
in mentioned works pH is not taken into an account. 

Amyloid structure is considered to be the most energetically favor-
able conformation for a number of proteins at relatively high protein 
concentration [42,43] (See Fig. 6). According to nucleation theory [42], 
the initial stages of monomer association into small oligomers are 
energetically unfavorable, but only upon reaching sufficient size, the 
addition of following monomer becomes favorable. WS2 nanoparticles 
can absorb proteins on its surface bringing together number of mono-
mers, thus initial energetically unfavorable polymerization. We suppose 
that 2D WS2 nanoparticles, similarly to graphene oxide [44], can form 
protein corona with high surface area. 

3.3. FWHM narrowing 

Intriguingly, full width at half maximum (FWHM) of the Amide I 
band for HEWL@2D WS2 in separate cases is lower than those without 
WS2 (Fig.7). The narrowing of the band (up to 25%) was observed in the 

Fig. 3. FTIR spectra of HEWL and HEWL@WS2 samples at pH = 2 and pH = 11.5, at different initial protein concentrations (1 mg/ml and 20 mg/ml).  

Table 1 
Assignment of absorbance bands to protein secondary structure a region of 
Amide I According to [31–34].  

Secondary structure assigned Frequency 

α-Helix 1645–1655 
Parallel β-sheet 1669–1678 
Antiparallel β-sheet 1615–1626; 1687–1699 
Unordered 1655–1665 
Side groups <1610; >1699 

Bolded values indicates Antiparallel β-sheet 

Table 2a 
Secondary structure contribution of HEWL and HEWL@WS2 at pH 2.0(concen-
tration 1 mg/mL).  

Structure HEWL HEWL@WS2 Difference 

α-Helix 20.26% 20.78% 0.52% 
Antiparallel β-sheet 27.22% 26.24% ¡0.98% 
Parallel β-sheet 24.81% 25.47% 0.66% 
Unordered 22.20% 23.08% 0.88% 
Side groups 5.51% 4.60% − 0.91% 

Bolded values indicates Antiparallel β-sheet 
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sample with 3.5 pH and WS2 present while incubation. We suppose that 
this effect was induced by surface of 2D nanoparticles similar to dis-
cussed in [45] and such behavior of proteins is connected with its 
ordering on the WS2 support. The surface strain of WS2 nanoparticles in 
acidic medium can modify the surface dipole resulting in a polarization, 
so protein molecules are oriented on the WS2 surface. Different pH or 
higher temperature disturb the orientation of the molecules or even 
cause the protein denaturation . 

3.4. Fluorescent analysis 

Application of Thioflavin T (ThT) is considered as the classic 
approach for amyloid fibrils investigation [46]. Since ThT is fluorescent 
dye, we used respective fluorescence analysis to determine the presence 
of amyloid structures (Fig. 8). 

Indeed, the increase of ThT concentration results in increase of its 
fluorescent signal, while the 2D WS2 nanoparticles decrease the emis-
sion of ThT in concentration-dependent manner (Fig. 9). This effect is 
based on WS2 ability to promote both static and dynamic quenching 
[47] and in this way influence the signal of fluorescent probes. 

Thus, even if 2D WS2 nanoparticles influence amyloid formation 
from HEWL decreasing the fluorescence intensity of ThT, the quenching 
does not allow to monitor this effect in correct manner. Therefore, the 
implementation of this technique might cause false positive results. The 
similar effect was observed in [41] with MoS2, another 2D nanomaterial 
similar to WS2. So, only the fluorescent probe-independent approaches 
may be used for analysis of the influence of 2D WS2 on β-amyloid 
structures. 

3.5. Confocal microscopy 

The use of confocal microscopy allows obtaining more contrast 
image compared to conventional optical microscopy. According to 
Rayleigh’s criterion [48], the resolution limit (20% intensity decrease of 
its maximum value) in the case of a conventional optical microscope is: 

rconvent = 0.61
λ

n⋅sinθ
= 1.22

λ
′

D
F (1) 

At the same time, the resolution limit of the confocal microscope is 
26% [25]: 

r confocal = 0.44
λ

n⋅sinθ
= 0.88

λ
′

D
F,where λ

′

=
λ
n
.

On the other hand, according to Nyquist criteria [49] for digital 
resolution, the smallest resolved objects should have approximately 2.3 
pixels. The confocal images of HEWL samples are presented in Fig. 10. In 
the 2D WS2 nanoparticles-free sample characteristic elongated struc-
tures at high (11.5) pH were present. We suppose that these structures 
correspond to amyloid aggregates. According to confocal microscopy 
resolution (Eq. 1), for wavelength of 405 nm, optical resolution of ob-
tained images is 

r confocal = 0.44
λ

NA
= 237.6 nm, for 40×

/

0.6  

r confocal = 0.44
λ

NA
= 190.8 nm, for 63×

/

0.75 

Fig. 4. Decomposition of Amide I band of FTIR spectra of HEWL and HEWL@2D WS2 samples at pH 2.0.  

I.O. Polovyi et al.                                                                                                                                                                                                                               

104



BBA - Proteins and Proteomics 1869 (2021) 140556

6

where NA is numerical aperture of the objective, λ is wavelength. Image 
of the object can be used to estimate it location in nanometers, although 
the actual size of the object might be far beyond the resolution limit 
[50]. The smallest visible aggregates on Fig. 10 are approximately 0.58 
μm in diameter. The aggregates visible on images seem to be composed 
of small, 

Confocal microscopy, although does not possess resolution necessary 
to distinguish individual fibrils, allows to assess aggregated amyloid 
structures (Fig. 10). In all samples at pH 11.5 we see characteristic 
elongated structures regardless of 2D WS2 nanoparticles in the sample. 
At low pH, however, different type of aggregations was registered 
(Fig. S4). 

Fig. 5. Decomposition of Amide I band of FTIR spectra of HEWL and HEWL@2D WS2 samples at pH 11.5.  

Table 2b 
Secondary structure contribution of HEWL and HEWL@WS2 at pH 2.0 (con-
centration 20 mg/mL).  

Structure HEWL HEWL@WS2 Difference 

α-Helix 48.82% 45.30% − 3.52% 
Antiparallel β-sheet 18.64% 21.49% 2.85% 
Parallel β-sheet 5.40% 3.89% − 1.51% 
Unordered 25.84% 26.32% 0.48% 
Side groups 1.30% 3.00% 1.70% 

Bolded values indicates Antiparallel β-sheet 

Table 3a 
Secondary structure contribution difference between HEWL and HEWL@WS2 at 
pH 11.5 (concentration 1 mg/mL).  

Structure HEWL HEWL@WS2 Difference 

α-Helix 17.68% 20.41% 2.73% 
Antiparallel β-sheet 21.07% 17.77% ¡3.30% 
Parallel β-sheet 15.82% 14.33% − 1.49% 
Unordered 31.88% 34.49% 2.61% 
Side groups 13.55% 13.00% − 0.55% 

Bolded values indicates Antiparallel β-sheet 

Table 3b 
Secondary structure contribution difference between HEWL and HEWL@WS2 at 
pH 11.5 (concentration 20 mg/mL).  

Structure HEWL HEWL@WS2 Difference 

α-Helix 15.03% 14.71% − 0.32% 
Antiparallel β-sheet 29.22% 27.04% ¡2.18% 
Parallel β-sheet 25.05% 24.75% − 0.30% 
Unordered 26.20% 29.35% 3.15% 
Side groups 4.50% 4.15% − 0.36% 

Bolded values indicates Antiparallel β-sheet 

Table 4 
Generalization of Tables 2a, 2b, 3a and 3b. Change of antiparallel β-structure 
contribution according to FTIR spectroscopy.   

Low pH (2.0) High pH (11.5) 

Low protein concentration (1 mg/ 
mL) 

Inhibited (− 0.98%) Inhibited 
(¡3.30%) 

High protein concentration (20 mg/ 
mL 

Promoted 
(þ2.85%) 

Inhibited 
(¡2.18%) 

Bolded values indicates Antiparallel β-sheet 
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4. Conclusion 

In this work, the 2D WS2 nanoparticles interaction with HEWL and 
their effect on amyloid fibrils formation was studied. Nanoparticles were 
shown to have double effect on amyloid fibril formation. According to 
FTIR data and spectra decomposition, at pH = 2.0 and protein concen-
tration 20 mg/ml, the amount of antiparallel β-sheet was increased 
when WS2 nanoparticles were present while incubation. We suggest that 
when protein molecules are adsorbed 2D material with high surface 
area, the formation of amyloid oligomers are more favorable. At pH =
11.5, however, antiparallel β-sheet contribution was decreased both at 
high and low concentration of protein. In this case, the proximity of 
HEWL isoelectric point (pH = 11.3) seems to have the most significant 
impact on the phenomenon. The mechanism of the effect, however, have 
not been studied yet. It is also worth noting that we obtained amyloid 
fibrils at high (pH = 11.5) at extremely low concentration of protein 1 
mg/ml, whereas usually 20 mg/ml concentration is used for incubation. 
In addition, with confocal microscopy we obtained images of elongated 
structures which supposedly are of amyloid nature. Overall results 
indicate that the effect of 2D WS2 nanoparticles depends on pH and 
protein concentration, and might be used further on for modulation of 
amyloid fibril formation. 
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Fig. 6. Protein molecules adsorbed on the surface of WS2 nanosheets may form 
protein corona, thus bringing sufficient amount of monomers for amyloid fibril 
formation initialization (a); protein energetic states and its conformations. WS2 
can either keep the protein in transition state, or facilitate its transition by 
changing activation barrier (b). 

Fig. 7. FTIR spectra of HEWL and HEWL@2D WS2 samples at pH = 2.5 and =
3.5 (proteinconcentration 1 mg/mL). 

Fig. 8. Fluorescence analysis of 4 μM ThT signal in presence and absense of 7.5 
mg/mL HEWL. Excitation wavelength was 340 nm. 
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Fig. 9. Fluorescence spectra of pure ThT and ThT with 2D WS2. (a) Influence of ThT concentration on its fluorescence intensity and (b) its quantitative analysis.. (c) 
Influence of 2D WS2 concentration on the fluorescence intensity of ThT and (d) its quantitative analysis. Excitation wavelength was 340 nm. 

Fig. 10. Confocal image of HEWL (a) and HEWL@2D WS2 (b) obtained at pH = 11.5, initial protein concentration 1 mg/ml, and room temperature during in-
cubation. Confocal image of HEWL (c) and HEWL@2D WS2 (d) obtained at pH =2, initial protein concentration 1 mg/ml, and room temperature during incubation. 
Scale bar 50 μm. 
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Висновки до розділу 1 

1. Визначено ІЧ, Раман та CARS спектроскопічні маркери 2D наночастинок 

нітриду бору, отриманих вдосконаленим механохімічним методом з 

масивного BN та показано стабільність водної суспензії таких 

наночастинок впродовж тривалого часу до пів року. Показано, що 2D-BN 

наночастинки мають інтенсивний CARS резонансний сигнал на частоті 

1364 см-1, що узгоджується з даними ІЧ та Раман спектроскопії.  

2. Визначено спектроскопічні маркери нековалентних комплексів 

доксорубіцину з 2D-BN наночастинками по зміщенню смуги поглинання 

валентного коливання C-O з 1113 см-1 до 1119 см-1, смуг поглинання С-С, 

С-О з 1082 см-1 до 1073 см-1 та деформаційних коливань N-H з 1286 см-1 до 

1284 см-1 , смуги валентних коливань С=О з 1709 см-1 до 1726 см-1у 

комплексі доксорубіцину з нітридом бору, порівняно з доксорубіцином. 

При цьому згідно з розрахунками енергія зв’язування 2D-BN наночастинок 

з доксорубіцином  становить -1,8 еВ, що свідчить про стійкість таких 

комплексів і причиною зміщень в спектрах є перебудова водневих зв’язків 

С=О…Н-О при утворенні комплексу. 

3. Встановлено протекторну дію частинок нітриду бору на нормальні 

клітини, а саме 10 % зменшення цитотоксичного впливу доксорубіцину в 

комплексі з 2D-BN наночастинками на нормальні клітини. Показано що 

водні суспензії 2D-BN наночастинок не виявляють цитотоксичного впливу 

на культури нормальних клітин в широкому діапазоні концентрацій, а у 

комплексі з доксорубіцином не змінюють ефективність впливу 

доксрубіцину на пухлинні клітини.  

4. Вперше показано що місця локалізації наночастинок в клітині можуть 

слугувати підсилюючими поверхнями для незначного (3-5 разів) 

підсилення сигналів в Раман спектрах та дозволяють зареєструвати Раман 

спектри різних компонент клітин (мембрани, цитоплазми, ядра). 

Керуючим параметром знаходження частинок нітриду бору в клітині є час 

інкубації. 2D-BN наночастинки можуть проникати в цитоплазму та в 

область ядра пухлинно\ клітини шляхом ендоцитозу та/або локалізуватись 
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в області мембрани під час інкубації in vitro. Показано, що через 1 годину 

інкубації 2D-BN наночастинки локалізуються на мембрані та визначено 

спектроскопічні маркери проходження наночастинок через мембрану, а 

саме перерозподіл вкладів СН валентних коливань в сторону зростання 

СН3, поява плеча Р-О-С на 1122 см-1.. Ці дані в подальшому можуть бути 

використані ля цитологічного аналізу клітини.  

5. Показано, що водна суспензія 2D-WS2 наночастинок не виявляє 

цитотоксичного впливу на клітини карциноми легені Льюїса під час 

інкубації протягом 1 доби в широкому діапазоні концентрацій, однак за 

умови інкубації 2 доби демонструє залежне від концентрації зменшення 

кількості життєздатних клітин більш ніж на 30%. За даними КР 

спектроскопії в спектрах пухлинних клітин, оброблених 2D-WS2 присутні 

смуги E1
2g та A1g WS2, що вказує на здатність наночастинок проникати в 

клітини пухлини та/або накопичуватися на їх поверхні під час інкубації in 

vitro. Показано підвищену люмінесценцію пухлинних клітин, інкубованих 

з 2D-WS2 наночастинками у синій спектральній області, що дозволяє 

використовувати 2D-WS2 як маркери для візуалізації клітин та клітинних 

органел. 

6. Виявлені під дією наночастинок 2D-WS2 незворотні конформаційні 

переходи білка лізоциму в залежності від концентрації вихідного розчину 

білка та від рН середовища свідчать про утворення амілоїдних фібрил. 

Так,  при концентрації білка 20 мг/мл і при рН = 2,0 та при концентрації 

білка 1 мг/мл і рН = 11,5 за даними розкладу на компоненти смуги 

поглинання Амід І, зростає вклад антипаралельних β-шарів з маркерами на 

1624 см-1 та 1680 см-1, що свідчить про утворення амілоїдних фібрилярних 

структур. Дані корелюють з результатами, отриманими за допомогою 

конфокальної мікроскопії. Наночастинки 2D-WS2 можуть бути 

використані для отримання гібридних структур з заданими властивостями 

в матеріалознавстві, а спектроскопічні наробки – для діагностики хвороб, 

що корелюють з утворенням амілоїдних фібрил. 
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РОЗДІЛ 2. 

 

Вуглецеві наноструктури як платформа для дослідження біомолекул та 

культур клітин 
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A B S T R A C T   

We report a comparative study of the Raman and Coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) patterns of DNA 
molecules deposited on graphene or glass substrates. In the DNA CARS spectra, the positions of vibrational 
resonances are red-shifted by 10–20 cm− 1 and have new features in high-frequency region in comparison with 
spontaneous Raman data. We demonstrate that CARS imaging can be employed for the visualization and 
characterization of DNA molecules deposited on graphene.   

Introduction 

Vibrational spectroscopy of DNA molecules is of great interest for 
biochemical and medical applications [1,2]. Both, infrared (IR) and 
Raman spectroscopy [3] are widely used for a detection of DNA mo-
lecular conformation and their interaction with ligands and nano-
particles as well as for DNA sequencing [2]. Recent advances in the laser 
technology have made it possible to employ nonlinear spectroscopy 
techniques including Sum Frequency Generation (SFG) [4] and CARS 
[5] for characterization of biological molecules at interfaces [4]. How-
ever, a complexity of the CARS spectra of DNA and other macromole-
cules often makes difficult their interpretation and bands assignment. As 
a result, so far the usage of CARS spectroscopy on macromolecules is 
rather scarce. The reason of it is connected with a nature of physical 
effects of CARS and Raman processes. 

It is known [6,7] that the intensity of the Raman process can be 
expressed as: 

IRS(ω) (χ(1)(ω)E)2 P2(ω) (1) 

Here 

P(ω) = χ(1)(ω)E+ χ(2)(ω)E+ χ(3)(ω)E+ ...+P1 +P2 +P3 

The intensity of CARS process is presented as: 

ICARS(ω) (χ(3)(ω))
2E6 (2) 

if EStokes ≈ Epump = Eprobe = E 

χ(3)(ω) = χnr + χp(ω),

(χ(3))
2
= χ(2)

nr + 2χnrχr + χ(2)
p (ω) (3) 

The Raman and CARS spectra do not coincide because (χ(3))2 de-
pends on resonant and non-resonant contributions [6,7]. In general, the 
χnr is not constant either. However the knowledge of the CARS spectra is 
important for image interpretation. 

In this paper we employ the CARS technique for visualization of DNA 
molecules. We demonstrate in particular that the CARS sensitivity and 
image contrast can be considerably improved by placing the DNA mol-
ecules on a substrate with predeposited graphene layer. 

Methods of non-linear spectroscopy such as Coherent anti-Stokes 
Raman scattering (CARS) and Sum Frequency Generation (SFG) 
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spectroscopy have emerged in recent years for characterization of bio-
logical molecules at interfaces [4,5,8,9]. The advantages of these 
methods for imaging of biological molecules and cells are well known 
[5,8–14]. Here we apply CARS for imaging the DNA molecules. In this 
work we wished to enhance the CARS imaging contrast and sensitivity 
using graphene layers as a substrate. However, registration of CARS 
spectra of biological molecules is quite sophisticated and was not 
accomplished for the DNA until now. CARS spectroscopy, in contrast to 
CARS microscopy, has several disadvantages: complex band shapes in 
the CARS spectra and difficulties with their assignment, large number of 
available substrates. That is why CARS spectroscopy is rarely used as a 
conventional spectroscopic method and CARS spectra of DNA molecules 
should be registered before their imaging. 

Materials and methods 

Materials 

DNA 
The aqueous solution of DNA was prepared by dissolving chicken 

DNA fibers (Sigma) in MilliQ water. The stock concentration was 42 mg/ 
ml (1,3 mkM/l). DNA purity was evaluated by UV absorption in quartz 
cuvette with optical path length of 10 mm using Varioskan Flash 
multimode reader (Thermo corp.). In order to measure Raman, CARS 
and UV transmission spectra we used the DNA solutions with concen-
trations of 2.1 mg/ml (0.16 mkM/l), 1 mg/ml (0.07 mkM/l) and 42 mg/ 
ml, respectively. It is worth noting that since the CARS signal is pro-
portional to the square of the concentration, CARS spectroscopy requires 
more substance in the probe than Raman spectroscopy. To prepare 
samples for CARS and Raman measurements, the DNA solution was 
dropped on a bare glass slice or on a glass surface covered with pre-
deposited graphene layer. The DNA molecules formed a thin solid film 
on the substrate upon drying. 

Graphene 
We synthesized a monolayer graphene by chemical vapor deposition 

(CVD) using as a catalyst 25 μm thick copper foil (Alfa Aesar item 
#13382) [15]. The copper pieces were loaded into a quartz chamber 
with a diameter of 8 cm. The growth temperature was in the range of 

1000–1035 ◦C and the run duration was 30 min. The samples were 
heated under H2 flow to reduce the oxidation of the copper foil. During 
the growth process, a partial pressure of CH4 and H2 gases was 1.5 and 3 
Torr, and corresponding flow rates were 40 and 80 sccm, respectively. 
Subsequently, a 30 min graphene growth was completed by cooling 
down the chamber with H2 flow until achieving the temperature below 
100 ◦C. The copper foil with deposited graphene layer was removed 
from the CVD-reactor when the temperature reached 50–60 ◦C. 

Transfer of the CVD-grown monolayer graphene onto the substrates 
was performed by a photoresist S1813 (Shipley Company) or AR P 
661–3.5%. The photoresist was used as a support to transfer the gra-
phene (with the area of about 1–2 cm2) onto the polished quartz wafers 
for a super-capacitor fabrication. The etching of Cu-foil was performed 
with FeCl3, and the photoresist was removed with acetone. 

Experimental methods 

Raman measurements 
The Raman spectra of DNA were obtained using a home-made 

Raman instrument with verification of its ability at the excitation 
wavelength of 785 nm and laser power of 1.5 mW. The Raman line of Si 
at 520 cm− 1 was used as the reference for the wavenumber calibration. 
We have carried out the Raman measurement with DNA deposited on 
the graphene/quartz wafers or the glass slice substrates. For the data 
analysis we used the WiRE 3.4 software. The DNA conformation on 
different substrates has been determined using the positions of the 
characteristic Raman bands and was found to be in satisfactory agree-
ment with literature data [3]. 

CARS measurements 
The CARS process involves two incoming light waves with ωp (pump) 

and ωS (Stokes) frequencies, that produce a signal anti-Stokes wave with 
frequency of ωAS = 2ωp–ωS. 

In CARS spectroscopy, the molecular vibration with frequency Ω =
ωp–ωS is detected by measuring the intensity and/or polarization of the 
anti-Stokes wave as a function of Ω. 

Therefore, this technique allows one to visualize, e.g., the spatial 
distribution of molecules with the vibrational mode Ω by mapping the 
CARS signal at ωAS = ωp + Ω (Fig. 1). 

Fig. 1. Schematic energy diagram showing transitions in spontaneous Raman scattering and CARS processes. Right diagram demonstrates undesirable non-resonant 
CARS contribution and emission processes occurring simultaneously and concomitantly with resonance CARS. 
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This yields the imaging of a spatial distribution of molecules 
deposited on the substrate surface with high spatial resolution. 

The experimental setup was described elsewhere [5,7,16]. Briefly, it 
is based on a home-built CARS microscope with a compact laser source 
(EKSPLA Ltd.). The pump and Stokes pulses of 6 ps at 1 MHz repetition 
frequency were provided by 1064 nm Nd:YVO4 laser and a travelling 
wave optical parametric oscillator (OPO) operating in the wavelength 
range from 690 to 2300 nm, respectively. The energies of the pump and 
Stokes pulses varied in the range from 1 to 10 nJ. The OPO was pumped 
by the second harmonic of the Nd:YVO4 laser. Tuning the OPO wave-
length allowed us to probe the vibrational modes in the 700–4500 cm− 1 

range. After passing the spatial filter, collinear Stokes and pump beams 
were directed to an inverted microscope (Olympus IX71) and focused 
onto the sample by an oil-immersion objective (Olympus, Plan Apo-
chrom., 60X, NA 1.42). The co-propagating CARS beam was spectrally 
separated from the pump and Stokes beams by long- and short-pass 
filters and collected by objective with NA 0.4 to the avalanche photo-
diode (SPCM-AQRH-14, Perkin Elmer), which was connected to a 
multifunctional board PCI 7833R (National Instruments Ltd). The 
avalanche photodiode was operated in the photon counting mode. In the 
paper all images are presented with colored scale. Numbers near scale 
means an amplitude of signal measured in counts per second. 

Measurements of the CARS spectra were performed by tuning the 
OPO wavelength. In order to account for the spectral dependence of the 
OPO efficiency, the CARS signal intensity was normalized to the square 
of the OPO pulse intensity. The spectral resolution of the CARS setup 
was ~ 8 cm− 1. The spectra were recorded with the detection rate of 5 
cm− 1/s. 

CARS images of 250 × 250 pixel with 2 ms pixel dwell time were 
acquired by scanning the substrate with the piezo-scanning system 
(Physic Instrument GmbH & Co). The sample scanning, data processing 
and the laser wavelength tuning were controlled from a computer. 

Results and discussion 

Features of CARS and Raman spectra 

Fig. 2 shows that CARS spectra of DNA aqueous solution at a con-
centration of 42 mg/ml and Raman spectra at the DNA concentration of 
2.1 mg/ml have the same spectral features either on metal, graphene/ 
metal or glass substrates. 

The DNA characteristic frequencies and their assignment are 
compiled in Table 1. In the CARS spectra of the DNA molecules regis-
tered in 1200–1700 cm− 1 and 2800–3000 cm− 1 spectral range, we 
observed a number of strong bands of complicated structure which we 
compared with the DNA Raman bands assigned to specific molecular 
groups according to [16–24]. 

In the wavenumber range of 2400–3400 cm− 1, the CARS spectrum of 
the DNA is similar to the that of its components Thy12, Ade and/or poly 
A, which are dominated by CH, NH and OH stretching vibrations [13]. 

In the 1200–1700 cm− 1 range, the characteristic feature of CARS 
spectra is a 3–20 cm− 1 red-shift of the resonances against the corre-
sponding Raman data [16–20]. The low-frequency shift could be 
explained by a difference in the nature of Raman and CARS effects, and 
corresponding discussion is presented in this paper above. Also, CARS 
spectroscopy requires more amount of substance in the probe compared 
to Raman, and therefore the overtones and composition tones could be 
registered and disturb the spectra. In the high-frequency region of 
2500–3500 cm− 1, Raman spectrum of the DNA consists of non-resolved 
peaks located at 2954, 2893 and 2750 cm− 1, which are assigned to CH 
and NH stretching vibrations. One can observe, however that the CARS 
spectrum of the DNA in this range looks very similar but with a better 
resolved component at 2984 cm− 1. 

Imaging of DNA molecules on graphene layer 

Imaging of graphene 
By performing CARS measurements of the graphene layer we have 

discovered that at relatively low excitation power (up to 150 μW) the 
signal from graphene at 2900 cm− 1 exceeds the signal from the glass 
substrate. That is, mapping of the CARS signal allows us to visualize the 
graphene sheet deposited on the substrate (see Fig. 3). It is worth noting, 
that the detected signal at frequency ωAS = 2ωp–ωS is composed of the 
non-resonance CARS and luminescence signals. 

At the pump pulse power of 370 μW and more we observed CARS 
signal from the glass substrates with or without predeposited graphene. 
Bright spots evenly distributed through the image belongs to the 

Fig. 2. The comparison of CARS and Raman spectra of the DNA. In the 
1200–1700 cm− 1 range, the characteristic bands of the CARS spectrum are red- 
shifted by 3–20 cm− 1 against the Raman one due to different physical natural of 
the effects. At 5 mg/ml DNA concentration, the CARS spectrum involves the 
multi-phonon resonances being partially changed in comparison Raman 
experiment. In the high-frequency region of 2500–3500 cm− 1 the CARS and 
Raman spectrum of the DNA looks very similar. (For interpretation of the ref-
erences to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version 
of this article.) 

Table 1 
The DNA characteristic frequencies and their assignment. *data in the brackets 
are taken from [3].  

Raman* Assignment CARS 

1248 (1243) Thy 1251 
1308 (1304) Ade 1290 
1335 (1336) Ade, Gua 1317 
1373 (1373) Thy, Ade, Gua 1361 
1418 (1418) Thy; δ(CH2) 1415 
1485 (1483) Gua, Ade 1475 
1530 (1537) Cyt – 
1576 (1574) Gua, Ade 1560 
1608 (1603) Cyt – 
1659 (1651) ν(C = O), δ(NH2) of Thy, Gua, Cyt 1640 
2750 (2753) Thy (overtone 2 × 1373) – 
2893 (2894) ν(CH2) 2880 
2954 (2950) ν(CH2) 2940  

ν(CH2) 2984  
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graphene (Fig. 3) similar to [25]. 
To clarify the obtained results at the frequency ωAS, we compared the 

graphene spectra obtained at the single beam (either Pump or Stokes) 
and the double beam (Pump and Stokes) excitations. The spectra in 
Fig. 4 show that irradiation with the Stokes beam (Pump beam blocked) 
produces the luminescence signal of about 5000 counts per second, 
while irradiation with the Pump beam (Stokes beam blocked) yields 
luminescence signal of about 2000 counts per second. Irradiation with 
both Pump and Stokes beams produces CARS signal at about 15,000 
counts per second. Thus, one can conclude that luminescence signal 
produced by Pump and Stokes beams alone is of similar intensity as the 
CARS signal. 

DNA of low concentration 
Earlier we studied the thymine molecules, one of the bases of DNA, in 

microcrystalline sample by Second harmonic (SHG) and coherent anti- 
Stokes Raman scattering (CARS) technique [26]. In this article we 
visualized the DNA on the graphene surfaces with and without 
measuring the CARS spectra. In the latter case we used the CARS bands 
for the DNA molecules deposited from the aqueous solution of high 
concentration. 

At low DNA concentration, CARS mapping at 2760 cm− 1 (Thy 
overtone in DNA) and at 2900 cm− 1 (C–H vibration band) produced the 
same results (Fig. 5), indicating no imaging contrast. The CARS response 
both from the graphene layer and the DNA molecules overlaps with the 
luminescence and non-resonant CARS signals. However, the bright fil-
aments in the image can be attributed to the DNA molecules because one 
can observe from Fig. 3 that non-resonant CARS signal form the un-
derlying graphene has no bright features providing suitable background 
for the DNA response. 

The identity of the spectral imaging acquired at different frequencies 
certifies that the luminescence emission from the DNA gives essential 
contribution to the CARS imaging. The dark region on the bottom of 
Fig. 5 originates from the glass support. 

DNA deposited from aqueous solution with higher concentration 
Fig. 6 shows the CARS image acquired at 1625 cm− 1 for λpump = 910 

nm and the emission map at λexc = 910 nm of DNA deposited from 
aqueous with high concentration (42 mg/ml) on the glass substrate. The 
comparison of the two images shows that the graphene emission con-
stitutes a significant part of the total signal, while the CARS signal 
predominantly originates from the non-resonant susceptibility. The 
CARS spectrum shown in Fig. 6 confirms that any resonant band is ab-
sent in this spectral region. 

The CARS spectrum was acquired in bright spots shown in the 
respective images. The graphene emission constitutes 1/8 of the CARS 
signal. In contrast to the graphene images, that appears to be homoge-
neous over 1–2 µm regions (Fig. 3) beside the edges of the layer, the 
images of the DNA molecules on graphene have a feature of irregular 
bright sports of high intensity up to 10 μm in size (Fig. 6). In Figs. 5 and 6 
the graphene substrate appears as black spots. 

The CARS spectrum acquired in a bright spot in the image shown in 

Fig. 3. a) left: CARS image of the graphene monolayer on the glass substrate at 2850 cm− 1, 50 μW-Stokes (probe) and 100 μW- pump, the edges of the graphene layer 
glow brighter; b) right: CARS image of the two-layer graphene on the glass substrate at 2900 cm− 1, 70 μW – Stokes (probe) and 370 μW – pump. Brighter shade of 
pixel corresponds to a larger amplitude of measured signal. The numbers next to the coloured bar indicate the counts per second (CPS) corresponding to a particular 
colour. In the following figures the same colour-amplitude bars are used. 

Fig. 4. CARS signal from the two-layer graphene (image Fig. 3b) on the glass 
substrate (blue), the response (photo-luminescence) after excitation of Stokes 
(red line) and the response after excitation by pump (green line). CARS signal 
from bilayer graphene layer is similar intensity to luminescent signal. (For 
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is 
referred to the web version of this article.) 
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Fig. 6. (a) Emission map and (b) CARS image of the DNA deposited from the aqueous solution with high (42 mg/ml) concentration and registered at 1625 cm− 1, 
close to Ade, Cyt, Thy vibration modes (Table 1), Stokes power was 500 μW and Pump power was 3200 μW, CARS and emission signals (c) are presented along the 
white line in the upper part of both images (a and b). 

Fig. 5. CARS images of DNA deposited on the monolayer graphene-covered glass substrate from the aqueous solution with low concentration (1 mg/ml) acquired at 
2760 (a) and 2900 cm− 1 (b). Stokes power was 300 μW and Pump power was 170 μW. DNA looks as bright strips on the dark background of graphene support. 
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Fig. 7 reveals distinct C–H stretching bands and a broad band in the 
3340–3400 cm− 1 region, most probably associated with vibrations of 
residual water molecules on the substrate. The band near 3340–3400 
cm− 1 could be attributed to H bonded OH groups of DNA vibration or 
overtones as well. The higher number of spectral lines in the CARS 
spectrum compared to that of the Raman one, more likely originating 
from a multi-phonon excitation and Fano-type resonances, provides us 
with richer information on the molecular structure. The overtone near 
2754 cm− 1 is one of examples (Table 1, Fig. 7). 

In contrast to bare graphene layer, deposition of low concentration 
DNA on the graphene layer results in an irregular pattern of bright spots 
(Fig. 8). The dark strips in Fig. 8 appear to be associated with weaker 
CARS signal from DNA against the graphene emission. In this experi-
ment we excited the graphene with more probe and pump power (400 
and 400 μW) than in the previous experiment (probe and power were 
300 and 170 μW) (Fig. 6). 

The comparison of CARS and Raman spectra showed their similarity 
and recognition. The shift of the CARS spectra compared to those of 
Raman ones towards the lower frequencies is associated with the dif-
ference in processes contributing to the Raman and CARS intensity (see 
the Introduction). Naturally, a specific form of DNA, namely condensed 
DNA in the cell nuclei or untwisted one, its conformation and interaction 
with other molecules will affect both the CARS and the Raman spectra of 
the DNA under study. [20,21,27]. 

We demonstrated, that DNA yields high contrast images on graphene 
layers both at low and high deposition concentrations. We detected the 
bright spots of DNA deposited at low concentration and the dark fila-
ments of DNA at higher concentration. The DNA molecules could be 
detected because they generate a stronger CARS signal than the emission 
from graphene. If the CARS signal from DNA is weaker than the gra-
phene emission induced by probe and pump radiation, the DNA can be 
identified as dark bands. The DNA simply covers the substrate, and by 
the absence of a signal from these dark places, one can speak of the 
presence of the DNA strands. And there is no CARS spectrum features 
since there is small DNA amount. This allows us to conclude that gra-
phene is a suitable contrast enhancer for the CARS imaging of DNA. 

The contrast of DNA can be defined as [6]: 

C =
IDNA − IG

IG
(4) 

here IDNA and IG represents the signal from DNA and graphene, 
respectively. The calculated contrast enhancement of DNA on the gra-
phene substrate ranged from a few times (Fig. 5) up to ten times (Fig. 8). 

Conclusions 

We obtained the CARS spectra of DNA molecules and compared them 
with corresponding Raman spectra. It was shown that the CARS spec-
trum of DNA molecules shows a red shift against the Raman one. At high 
DNA concentration in the deposition solution (42 mg/ml), new bands 
appear in the high frequency region (2400–3400 cm− 1) of the CARS 
spectrum compared to the Raman one, which are thought to be over-
tones. In both spectral regions (1200–1700 cm− 1 and 2400–3400 cm− 1) 
we obtained the DNA images on the graphene surfaces with and without 
acquiring their CARS spectra. Unlike the other types of metal nano-
structured substrates, we did not acquire any enhancement of the CARS 
signal from the DNA molecules deposited on the graphene substrate. 
However, the DNA imaging contrast was enhanced by up to 10 times due 
to strong third-order non-linearity of monolayer graphene. 
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Fig. 7. CARS image (a) and CARS spectrum (b) of the DNA on the glass substrate deposited from the aqueous solution with high (42 mg/ml) concentration. Here we 
demonstrate a drastic difference with the CARS spectrum of DNA deposited from the aqueous solution with low concentration of 5 mg/ml (Fig. 2). At higher DNA 
concentration, the CARS spectrum involves also the multi-phonon resonances, as 2754 cm− 1 line. Acquisition frequency 3400 cm− 1, Stokes power was 500 μW and 
Pump power was 3200 μW. 
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Abstract. Surface-enhanced infrared absorption effect was shown for graphene for the first time.
Comparative analysis of the effect was carried out for thymine (Thy), one of the bases of DNA,
absorbed on single-wall carbon nanotubes (SWCNT) and graphene sheets. The enhancement
factor in the case of SWCNT was generally greater in comparison with that obtained for gra-
phene sheets. Its value for SWCNTwas up to six and the largest enhancement factors were found
for vibrations of CH, C─OH, and C─N bonds. The maximum enhancement factor in the case of
graphene sheets equal to 3.7 was found for ring and deformational vibrations of N–H bonds. The
obtained experimental data allowed us to suppose that H-bonds influence the interaction between
SWCNT and Thy in Thy-SWCNT/Au, while the chemically induced charge transfer is probably
dominant in the case of Thy-graphene/Au.© 2012 Society of Photo-Optical Instrumentation Engineers
(SPIE). [DOI: 10.1117/1.JNP.6.061711]
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infrared absorption.
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1 Introduction

An effect of surface enhanced infrared absorption (SEIRA) of molecules near rough metal surface
by a factor of 10 to200 iswell-known.1Herewe study apossibility toobtain enhancement of optical
signals for biomolecules absorbed on nonmetallic surface, namely, carbon nanostructures, such as
single-walled carbon nanotubes (SWCNT) and graphene nanosheets, which was not studied
before. Carbon nanotubes and graphene are widely used in nanotechnology due to their unique
electronic, thermal, optical, mechanical, and transport properties. For example, carbon nanotubes
are used as sensors, biocompatible agents, functionalized elements and more.2–4 Also, it is
supposed that graphene will have many technical applications in photovoltaic, lithium batteries,
optoelectronic and electronic devices and so on.5–7 Itwas found earlier that SWCNTs could be used
as substrates for surface-enhanced Raman scattering (SERS) effect with an enhancement factor of
up to 17.8 A question arises: could carbon nanotubes and graphene be used as enhancing supports
for SEIRA? If yes, which support, SWCNT or graphene, is more efficient?.

The SEIRA effect has been known for the last 40 years. The explanation of the effect, which
is similar to SERS, is not simple and includes several mechanisms, including electromagnetic
(the increase of the electromagnetic field near rough metal surface or island metal film) and
chemical (the increase of the dipole transition moment of the absorbed molecules).1 The energy
of incident photons excites optical transitions in absorbed molecules and local plasmon oscilla-
tions in the metal islands. Plasmon oscillations transfer their energy to adsorbed molecules on the
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metal surface, leading to additional molecule absorption. The frequency of plasmon oscillations
is determined by the concentration of electrons in the metal, dielectric constants and curvature of
the metal surface. Practically, plasmon frequencies of most metals are located in ultraviolet and
visible regions with decreased density of states in near infrared (NIR) and mid infrared (MIR)
regions. That is why the enhancement factor due to the local electrical field effect drastically
decreases in the mid-region. In the case of carbon nanotubes plasmon frequency is located in
the far infrared (IR) region.5,9 Changing the length of nanotubes could influence the position
of plasmon resonance.10 The presence of plasmon peak at the terahertz region was also reported
in Refs. 4, 9, and 11. Analogous data were also published for plasmons in graphenes.9,12 So,
it was important to perform a comparative study of the SEIRA effect for the stated carbon
nanomaterials. This study was carried out using thymine (Thy), one of the bases of
DNA, as a molecular agent of the SEIRA effect useful for further sensor application of the
nanocarbons.

2 Materials and Methods

Thy was purchased from Sigma-Aldrich. The SWCNTs (A.M. Prokhorov General Physics Insti-
tute of Russian Academy of Sciences) have been synthesized by arc discharge between two
graphite electrodes in a He atmosphere and purified in accord with Ref. 13. The material
has been certified by high resolution transmission electron microscopy and Raman scattering.13

The length of SWCNTs was in the range from 1 to 2 μm, and the diameter from 0.9 to 1.6 nm
with preferential fraction of 1.4 to 1.5 nm.

The graphene nanosheets were synthesized using a mechanochemical approach to exfoliate
graphite microflakes.14 Briefly, a dry mixture of the graphite microflakes and potassium chloride
was mechanochemically treated in an agate grinding bowl using planetary ball mill. The product,
the mixture of the nanostructured graphite and crystals of NaCl, was thoroughly washed with
water and dried in a vacuum at room temperature. To prepare graphene dispersion, a definite
amount of the prepared nanostructured graphite was ultrasonically disintegrated in dimethyl for-
mamide. Dispersion was purified by centrifugation, and the upper half of its volumewas selected
for further studies. The resulted dispersion was characterized by Raman spectroscopy (Fig. 1)
and an amount of graphene in the probe was about 0.13 mg∕mL. The typical lateral dimension of
the graphene sheets mostly was in the range of 20 to 50 nm.

We first prepared the stock solution of Thy (1 mg∕mL) and divided it onto three aliquots. The
probe with one weight part of the stock solution was mixed with SWCNTs (0.1 to 1 weight part
of nanotubes) by ultrasonic disintegrator (UZDN-A, Sumy, Ukraine) and subsequent centrifuga-
tion (9000 rpm) for 40 min. A probe of graphene (0.03 to 0.1 weight part) was also ultrasonically
mixed with one weight part of the stock solution for 15 min. Then the samples for further studies

Fig. 1 Raman spectrum of single-wall carbon nanotubes (λex ¼ 532 nm).
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were prepared by depositing a drop of the Thy solution and a Thy solution with carbon nano-
tubes (graphene) on gold film. The procedure used for preparation of the samples ensured the
same Thy/SWCNT and Thy/graphene weight ratios.

A Bruker IFS-66 instrument with a reflection attachment (the incidence angle of 16.5 deg)
was used for to register Fourier transform infra-red (FTIR) spectra of Thy and their complexes
with SWCNT or graphene sheets in the reflectance mode in the 400 to 4000 cm−1 range.
Evaluation of the spectra was done with Opus 5.5 software. The position of the bands has
been estimated with the use of the method of second derivative and/or standard method. Repro-
ducibility of the frequency in the IR spectra was equaled to �0.5 cm−1 and for absorption
�0.0005 a.u. The experimental enhancement factor was determined as the ratio of the intensity
of the absorbance bands of Thy registered for Thy-SWCNT/gold and Thy-graphene/gold sys-
tems to that for Thy/gold. We used gold as IR substrate15 for Thy due to the fact that CaF2 or any
other IR substrate will restrict the region (900 to 400 cm−1) of registration of IR spectra, espe-
cially the region of the most enhanced bands of Thy on carbon nanotubes or graphene sheets.

3 Characterization of SWCNT and Graphene Nanosheets

Carbon nanotube is a graphite sheet that is rolled up to form a cylinder. Carbon materials can be
effectively characterized by Raman spectroscopy. Moreover, Raman spectra are like fingerprints
of any carbon material, including carbon nanotubes and graphene. The main feature of the
Raman spectra of graphite structure is a so-called G-mode (1600 cm−1) with lines of E2g,
E1g, A1g symmetry in the point of Brillouin zone that correlates with the ordering of crystal
lattice of graphite structure. The second characteristic mode of graphite-like materials is a so-
called D-mode, with A1g symmetry that characterizes the disorder of graphene layer lattice.3 It
refers to breathing vibrations of rings of graphene layer in the K point of Brillouin zone.16 The
second order mode of this vibration [so called two-dimensional (2D] is registered at 2600
to 2700 cm−1 in SWCNT, and they have the intensity which usually exceeds the intensity of
second-order vibrations.17

The last fact could be the evidence that nanotubes consist of similar structures that manifest
a strong electron-phonon interaction and strong dispersion dependence of D-mode.17 Other
carbon-like materials do not have such peculiarity.18 SWCNT has a low frequency mode of
significant intensity that is assigned to the breathing vibration of a whole tube.16 The character-
istic feature of SWCNT Raman spectra is half the width of the bands equal to 10 to 30 cm−1

for G-mode, and 30 to 50 cm−1 for D-mode, as well as 0.1 or less for D∕G intensity ratio. The
position of G and D bands, appearance of breathing mode and its position, half-width and rela-
tive intensity of all the bands could be used for characterization of a type of allotropic forms of
carbon, the nanotubes and their diameters. Raman spectrum of the carbon nanotubes used in this
work is presented in Fig. 1.

Graphene is a monolayer of carbon atoms packed into a 2-D honeycomb crystal structure.
Graphene is a semimetal. Graphene layers are held together by van der Waals forces. By analogy
with SWCNT, Raman spectrum of graphene contains G, D and 2-D bands also. Position of the
maximum of 2-D band could be used as a characteristic to determine the number of layers in the
graphene sheets.19 Raman spectrum of a thin film of graphene sheets used in the present work is
presented in Fig. 2.

4 Results and Discussion

It is well known from calculation data20–22 that adsorption of nucleo-bases on carbon nanotubes
proceeds by π-π stacking interaction resulting in a flat laying of the base ring. Earlier we studied
mechanism of interaction of DNA with SWCNT, using Thymine, adenine, poly-A as model
systems and stated their spectroscopic features.21,23 In our previous study of the Thy-SWCNT
system23 we have concluded the adsorption of the separated molecules of Thy on the surface of
the carbon nanotubes results in the island film formation due to π-π stacking interaction. The
interaction of DNA bases with SWCNTand their different aspects, such as structure and mechan-
ism under interaction, were studied in other papers,23–25 including our paper;23 however, the
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aspect of enhancement of IR signals of biological molecules (namely DNA) on SWCNT was
discussed earlier only in our paper.26

For the Thy-SWCNT system (Fig. 3) we found a number of enhanced vibrations in compar-
ison with individual Thy. Thus, the C2═O vibration is characterized by the enhancement of the
intensity and the low-frequency shift from 1775 to 1755 cm−1 in comparison with Thy/Au sys-
tem that indicates formation of new intermolecular H-bonds with participation of C2═O. The
highest enhancement factor (up to 5.3) was observed for bands 1481, 1440, 1427, 1364 cm−1

assigned to N─H and C─H vibrations.
The bands at 1024, 933, 831, 557, 475, 428 cm−1 assigned to CH3 and N1C2, C2═O, C4═O,

N3H, N3C4, N3C2═O of Thy in Thy-SWCNT/Au showed considerable enhancement of their
intensity three to five times (Table 1). It could be connected with increase of the local electrical
fields in the system SWCNT/Au system. The crystalline packing of the absorbed Thy molecules
is one more reason of the observed enhancement in the low frequency region.

Adsorption of Thy on graphene sheets led to widening (up to two times) of the band at
1669 cm−1, decreasing its intensity (0.9) and high-frequency shift to 1678 cm−1 (Fig. 4).
This indicated the formation of new bonds in Thy-graphene/Au system in comparison with
Thy/Au and the appearance of more strong interaction in Thy-graphene system. We calculated
the enhancement factor for Thy absorbed on graphene and found it equal to 3.7 with the
maximum value for ring vibration at 979 cm−1. Ring vibrations are the most enhanced in
Thy-graphene in comparison with other types of vibrations, which indicates parallel or a slightly
tilted location of the Thy ring relative to the graphene plane.

Fig. 2 Raman spectra of the graphene film (λex ¼ 532 nm).

Fig. 3 SEIRA spectra of Thy-SWCNT/Au in comparison with Thy/Au.
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5 Probable Mechanism of SEIRA Effect

Basing on the obtained data, we could assume that there are several mechanisms of SEIRA effect
in the studied systems. One of the probable mechanisms is local field enhancement in the near-
field zone of the finite-length metallic SWCNTs, which is considered in detail in Refs. 2 to 4.
Due to edge effects, a large surface density of electric charge concentrates near the edges of
SWCNT. This charge induces a large electric field, resulting in strong field intensity enhance-
ment outside the SWCNT.2,24 Our data shows that the enhancement factor for Thy-SWCNT has a
similar behavior as for Thy-graphene in the region of 400 to 1600 cm−1 (Fig. 5). So, we suppose
that plasmons of graphene and SWCNT located in the far-infrared region4,12,13 participate in the
process of IR enhancement for Thy molecules absorbed on SWCNT and graphene sheets. In the
region of 2000 to 4000 cm−1 (Figs. 3 and 4), the spectra of Thy-SWCNT and Thy-graphene
show different behavior for interaction of Thy molecules with the studied carbon nanostructures.
That fact allowed us to suppose that H-bonds influence the interaction between SWCNTand Thy
in Thy-SWCNT/Au, while the chemically induced charge transfer is probably dominant in the
case of Thy-graphene/Au. We registered a shift for a majority of the bands in IR spectra, the shift
in the Thy/graphene system being greater in comparison with SWCNT/Thy, e.g., in the Thy/
graphene system the shift was about 15 cm−1—from 1663 to 1678 cm−1, for SWCNT/Thy
it was about 4 cm−1—from 1663 to 1659. Other reasons come from the literature about a
possibility of charge transfer.27–29

Table 1 Enhancement factors and assignments of IR bands of Thy in Thy-graphene/Au and
Thy-SWCNT/Au systems.

Thy (on
the Au)

ThyþGraphene

Assignment

Thyþ SWCNT

AssignmentWavenumber, cm−1 g2a Wavenumber, cm−1 g2a

1709 1706 1.9 C2═O 1709 1.8 C2═O

1663 1678 0.9 C4═O 1659 1.4 C4═O

1550 1550 1.4 C═C 1550 2.3 C═C

1481 1482 1.3 N1─H def 1481 2.7 C─H3 def

1440 1443 1.2 N1─H def, C3─H def 1441 4.0 N1─H def

1427 1420 1.4 C3−H def 1421 5.3 N1─H def, C3─H

1364 1366 3.0 N3─H def 1364 4.0 N3─H def.

1241 1241 1.7 C─C 1241 1.7 C─C

1212 1202 1.3 C6─H def, C2─N3 str. 1201 2.3 C6─H def, C2─N3 str.

1025 1022 1.5 CH, C─OH 1024 4.2 C─H, C─OH

978 979 3.7 N─C2 ring-bending 980 4.1 N─C2 ring-bending

920 934 2.6 Γ─CH 933 5.0 γ─CH

842 829 2.0 N3─H, γ─C2═O 831 2.6 N3─H, γ─C2═O

812 811 2.2 N1─H, γ─C2═O, C4═O 810 2.7 N1─H, γ─C2═O, C4═O

758 757 1.7 Skeletal ring mode 757 2.5 Skeletal ring mode

743 741 1.7 C4═O

617 2.3 γ─C4═O

554 556 2.0 N─H 557 4.2 β─C4═O

474 476 1.9 N─H 475 2.8 α-ring-bending

ag2-Enhancement factor.
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6 Conclusions

It was first shown that graphene can be used as a substrate for surface-enhanced infrared spectro-
scopy. The enhancement factor for Thymine molecules absorbed on SWCNT is greater than that
on graphene nanosheets. The obtained experimental data allowed us to suppose that H-bonds
influence the interaction between SWCNT and Thy in Thy-SWCNT/Au, while the chemically
induced charge transfer is probably dominant in the case of Thy-graphene/Au.
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Abstract

This work demonstrates a novel approach to application of in situ Raman

spectroscopy to study laser‐induced stabilization of reduced nanoceria

(CeO2−x) supported on graphene—a promising nanocomposite for future

development of nanomaterial‐enabled gas sensors or vital catalysts for hydro-

genation of alcohols under anaerobic conditions. Structural stabilization of

CeO2−x nanoparticles (NPs) on a graphene surface is evidenced by significant

modification of Raman spectra—the appearance, increase in relative intensity,

and low‐wavenumber shift of CeO2 F2g band at excitation laser powers higher

than ~5 mW. The effect is related to the reduction in a number of oxygen

vacancies in CeO2−x NPs. Analysis of the graphene 2D and G band

wavenumbers through ω2D(ωG) correlation indicated a decrease in p‐type

graphene doping attributed to the charge transfer between the stabilizing

CeO2−x NPs and the graphene that occurs due to trapping of graphene mobile

holes by oxygen vacancies in CeO2−x. High‐resolution transmission electron

microscopy analysis supported this idea by showing the increased lattice con-

stant of fluorite‐type hexagonal‐shaped CeO2−x NPs as compared with bulk

CeO2 and which could be related to partial reduction of CeO2−x NPs as a result

of the Ce4+ transformation to Ce3+ with formation of corresponding oxygen

vacancies. X‐ray photoelectron spectroscopy data confirmed the mixed Ce4+/

Ce3+ valence state of the CeO2−x NPs. Thus, by combining the structure

conversion of nanoceria induced by electromagnetic radiation and its stabiliza-

tion by the graphene support, this work provides a foundation for advanced

concepts in the development of the next‐generation catalysts and sensors.

KEYWORDS

catalyst, charge transfer, graphene, in situ Raman spectroscopy, nanocerium

1 | INTRODUCTION

Cerium oxide due to its strong catalytic activity is consid-
ered as a highly effective alternative to noble metal

catalysts for the transformation of oxygenates.[1] The
catalytic activity of ceria oxide can be further enhanced
in nanostructures or nanocomposites due to the nano-
scale effects.[2] In general, strong coupling of inorganic
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nanocrystals with two‐dimensional (2D) nanosheets to
produce function‐enhanced nanomaterials with uniform
size, dispersion, and high coverage density has long been
of interest to scientists from various research fields.
Graphene is considered as a promising support for ceria
because of its 2D structure, chemical stability, good
electrical conductivity, and well‐developed technology.
Owing to defects, such as oxygen vacancies, CeO2 can
attach to graphene sheets, which promotes the formation
of stable CeO2−x/graphene nanostructure.[3] Bonding of
CeO2−x nanoparticles (NPs) to graphene is realized due
to dispersion interactions (van der Waals forces) between
the adsorbent (graphene) and the adsorbate (CeO2−x

particles).[4] Recently, outstanding catalytic and photocat-
alytic performances of CeO2 supported on graphene and
graphene oxide have been demonstrated.[1,2,5]

We report on in situ laser‐induced formation of
CeO2−x NPs/graphene nanostructure studied by Raman
spectroscopy. The process is demonstrated to be accompa-
nied with charge transfer between CeO2−x NPs and the
graphene, which is confirmed by modification of the
graphene Raman spectrum in the CeO2−x/graphene
system.

2 | EXPERIMENTAL DETAILS

The graphene NPs were synthesized by the electrochemi-
cal exfoliation method of the thermally exfoliated
graphite foil.[6] The thermally exfoliated graphite foil,
obtained by anodic oxidation of natural graphite, was
applied as a carbon‐based precursor. Afterwards, a foil
was oxidized by a low concentrated aqueous KOH
solution in the presence of a surfactant[7] and then rinsed
with deionized (DI) water until pH = 7 was achieved. As
a result, homogeneous colloids consisting of graphene
NPs in alkali solution were obtained. Loading of cerium
dioxide with 5.2 wt.% was carried out in the water disper-
sion of the graphene material at ambient conditions. In
order to achieve a homogeneous mixture, the graphene
material of 5 g was placed in the water (100 ml) and dis-
persed under ultrasonification for 5 min. Then, 0.1‐M
Ce(NO3)3 (16 ml) was added to the graphene‐based
dispersion at permanent stirring that was followed by
introducing the 0.1‐M NaOH (48 ml), at first, and then
DI water until pH = 7–7.5 was reached. The possible
reaction occurs as follows:

4Ce NO3ð Þ3 þ 12NaOHþ O2→4CeO2 þ 12NaNO3 þ 6H2O:

Afterwards, the obtained solution was centrifuged (5 min,
5,000 rpm), washed in DI water, and filtered. The
precipitated CeOx/graphene composites were dried at
110°C for 2 hr and then homogenized in an agate mortar.

Micro‐Raman measurements were performed at room
temperature in backscattering configuration using a
triple Raman spectrometer T‐64000 Horiba Jobin‐Yvon,
equipped with electrically cooled charge‐coupled device
detector and Olympus BX41 microscope. The Ar‐Kr ion
laser line with wavelength of 488 nm was used for excita-
tion. The excitation radiation was focused on the sample
surface with ×50/NA 0.75 optical objective, giving a laser
spot diameter of about 1 μm. The laser power on the
sample surface was varied in the range of 0.1−12.5 mW.
Simultaneous registration of Stokes and anti‐Stokes
Raman spectra was performed using triple subtractive
mode of the spectrometer.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | High‐resolution transmission
electron microscopy analysis

High‐resolution transmission electron microscopy
(HRTEM) analysis (Figure 1a–c) showed the resulted
material to have a sufficiently non‐uniform distribution
of CeO2−x NPs over the graphene surface. The NPs are
mostly hexagonal‐shaped with clear edges and have close
to normal size distribution with an average size of
12.5 nm and standard deviation of 3.9 nm. Some of the
NPs, which demonstrate a well‐resolved picture of atomic
planes, are bonded by (111) planes with interplanar dis-
tance of 0.327 nm. Selected‐area electron diffraction pat-
tern (Figure 1d) demonstrates a contrast ring structure
testifying polycrystalline nature of the sample, which is
due to different orientation of the NPs.

The selected‐area electron diffraction pattern is con-
sistent with that of fluorite structure of CeO2, with the
most intense (111) line corresponding to 0.327‐nm lattice
spacing. It should be noted that the most intensive line
for the C‐type Ce2O3 is expected to be (511) correspond-
ing to 0.2184‐nm lattice spacing.[8] The lattice constant
a for fluorite‐type CeO2 calculated from d111 spacing
was found to be 0.567 nm. This value is somewhat higher
than 0.541 nm expected for bulk CeO2. This could be due
to the lattice expansion upon CeO2 reduction on
graphene with transition of Ce4+ to Ce3+ and formation
of corresponding oxygen vacancies within the fluorite lat-
tice structure of CeO2 − y because of higher ionic radius of
Ce3+ (1.01 Å) as compared with Ce4+ (0.87 Å). It should
be noted that similar lattice expansion was observed ear-
lier for small‐size NPs,[8,9] and the stability of the fluorite
CeO2 − y is expected for y values up to 0.15 (i.e., oxygen
vacancy concentration exceeds 7.5%) after which the
phase transformation to the C‐type Ce2O3 occurs.

[10]
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3.2 | X‐ray photoelectron spectroscopy

Figure 2a shows wide scan X‐ray photoelectron spec-
troscopy (XPS) spectra in the binding energy range of
0–1000 eV, which were obtained to identify the chemi-
cal elements present on the surface of the graphene
and CeO2−x/graphene samples. The XPS spectra show
distinct carbon and oxygen peaks, C1s and O1s,
representing the major constituents of the sample sur-
face. The Ce3d peaks are also registered for the
CeO2−x/graphene sample. The high‐resolution XPS C1s
spectra of graphene and CeO2−x/graphene are shown in
Figure 2b. The main peak at 284.6 eV deduced from C1s
peak is assigned to the sp2 carbon hybridization (C¼C)
for graphene, which is characteristic of graphite carbon,
whereas a shoulder at 285.2 eV is assigned to sp3 defec-
tive carbon. The different oxygen functional groups
were also identified by XPS. The shoulder of the main
C1s peak consists of three peaks, which could be attrib-
uted to carbons involved in a single bond with one
oxygen atom (phenols, ethers at 285.6 eV), carbons
having a double bond with one oxygen atom (ketones,

aldehydes, and quinones at 287.5 eV), and carboxylic
groups (carboxylic acids and esters at 289.5 eV).[11]

The quantitative analysis of high‐resolution C1s XPS
spectra (Figure 2b) through curve fitting was carried out
to determine the relative percentage of surface function-
alized moieties (Table 1). As follows from the evaluation
of the ratio of corresponding peak areas, about 35% of
the surface carbon atoms are bound to oxygen
atoms in graphene. The similarity of the XPS spectra in
C1s‐electron position for graphene and CeO2/graphene
samples is due to similar distribution of surface func-
tional groups.

The high‐resolution XPS O1s spectra of graphene and
CeO2−x/graphene are shown in Figure 1c. The broad peak
in the O1s region of the pristine graphene was
deconvoluted into three main peaks: a peak at 531.2 eV,
attributed to oxygen double bonded to carbon (O¼C) in
quinone, ketone, and aldehyde moieties, a peak at
532.4 eV related to carboxylic groups O¼C―O, and a
third peak at 533.3 eV due to oxygen single bonded to
carbon (C―O) in ether and phenol groups. Because
oxygen atoms in carboxylic acids and esters have both

FIGURE 1 (a–c) High‐resolution transmission electron microscopy images of the CeO2−x/graphene; (d) selected‐area electron diffraction

pattern. Size distribution of the CeO2−x nanoparticles is shown on the inset [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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single and double bonds, they contribute to both the
aforementioned component peaks. For CeO2−x/graphene
sample, the additional peak attributed to Ce―O is also
identified at 529.8 eV.

The Ce3d peaks of the CeO2−x/graphene sample
(Figure 2d) were resolved into v″ and v satellite peaks
located at about 888.5 and 882.5 eV, which are character-
istic of tetravalent Ce4+ ions.[12] Registration of intensive
components v′ and v0, respectively, at about 885.2 and
880.9 eV corresponds to the presence of considerable
amount of Ce3+ ions in the sample. It should be noted
that registration of broadened Ce3d peak and the absence
of the fine structure typical for Ce (IV) or Ce (III)

oxides[12] could be caused by a mixed valence state of
Ce in the studied samples. This is also confirmed by
the presence of broadened Ce4d line in the range of
120–105 eV, as well as the absence of pronounced signal
in the range of 130–120 eV inherent to Ce (IV) oxide.[13]

3.3 | Raman spectroscopy

Raman spectra of pure constituents (Figures 3 and S1) at
the lowest laser powers were found to be typical for ceria
with F2g vibrational mode at 465 cm−1 and for few‐layer
graphene with structural defects with prominent D, G,

FIGURE 2 X‐ray photoelectron spectroscopy spectra of graphene, CeO2−x, and CeO2−x/graphene: (a) wide scan; (b) normalized C1s core

level spectra of graphene and CeO2−x/graphene; (c) normalized O1s core level spectra of graphene, CeO2−x and CeO2−x/graphene; and (d)

Ce3d and Ce4d core spectrum of CeO2−x/graphene. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

TABLE 1 Chemical composition of functional groups on the surface of graphene and CeO2−x/graphene

Sample O/C
C¼C, %
(284.6 eV)

sp3, %
(285.2 eV)

C―O, %
(285.6 eV)

C¼O, %
(287.5 eV)

O¼C―O, %
(289.5 eV)

Graphene 0.35 60 14 21 3 1

CeO2−x/graphene 0.37 52 21 19 5 3
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and 2D bands at 1,359, 1,586, and 2,714 cm−1,[14] whereas
the Raman spectrum of CeO2−x/graphene revealed only
graphene modes. It should be noted that Raman spectra
of graphene and CeO2−x/graphene samples are character-
ized by quite large width of the G band of about 46 and
40 cm−1, high ID/IG intensity ratio of about 0.7 and 1.4,
and low I2D/IG intensity ratio of about 0.6 and 0.7, corre-
spondingly. As a rule, I2D/IG ratio or shape of 2D band is
used to determine the number of graphene layers. How-
ever, investigated graphene contains rather high concen-
tration of structural defects as evidenced by registration
of intensive defective D, D′, and D + G bands and large

full width of first‐order G and D bands. As the processes
responsible for D and 2D bands according to double
electron–phonon resonance mechanism are competitive
(increase in intensity of D band leads to decrease in inten-
sity of 2D band), attribution of certain number of layers is
difficult. Also, high full width of Raman lines (registered
full width of G band of 40÷46 cm−1 as compared with
about 15 cm−1 expected for single‐layer graphene) do
not allow to resolve the structure of 2D band. However,
correlating registered relative intensity and full width of
D, G, and 2D bands with the results of paper,[14] which
studies evolution of Raman spectrum from single‐, few‐,
and many‐layer graphene with increasing disorder, it
can be concluded that investigated Raman spectra are
close to that of 2÷3 layer graphene subjected to bombard-
ment dose of 1012÷1013 Ar+/cm2, which results in typical
distance between defects of 3÷10 nm or defect density of
(35÷3)·1011 cm−2.

The appearance and relative intensity enhancement of
the CeO2 F2g band in the spectra of CeO2−x/graphene
composite was registered at laser powers higher than
5 mW, whereas its wavenumber position was found to be
shifted down to 450 cm−1, as compared with 463 cm−1

for pure CeO2−x powder at the same laser power. The
effect was found to be irreversible, that is, the signal from
CeO2−x remained in the spectrum at 461.3 cm−1 after fol-
lowing decrease of laser power down to 1 mW (Figure 3b).

Raman spectra of pure CeO2−x registered at laser
powers up to 7.5 mW demonstrated the expected gradual
low‐wavenumber shift and broadening of the first‐order
CeO2 F2g band due to laser heating effect (Figure S1a).
In the high‐wavenumber range, besides the second‐order
cerium phonon peak at 1,170 cm−1, there are also less
intensive features registered at 595 and 825 cm−1, which
are related to oxygen vacancies and to peroxo‐like species
adsorbed on reduced CeO2 surface, respectively.[15–17]

Relative intensity of the mentioned features slightly
increases with laser power. It should be noted that oxygen
vacancies in CeO2 NPs lead to transformation of Ce4+ to
Ce3+ and CeO2−x as the structure for ceria NP. The effect
is stronger for small‐sized NPs with higher fraction of sur-
face atoms.[18] At laser power of 10 mW, Raman signal
disappeared, whereas broad photoluminescence back-
ground was registered instead (Figure S1b). It should be
noted that the spectral range of maximum photolumines-
cence intensity of 1.8–2.0 eV is close to the bandgap
energies found for purple CeO2 nanorods and yellow
CeO2 nanoislands.

[19]

In contrast, Raman spectra of CeO2−x/graphene dem-
onstrated an increase in relative intensity, gradual high‐
wavenumber shift, and narrowing of ceria F2g band with
increasing laser power, whereas its peak position is
shifted to lower wavenumbers and broadened in pure

FIGURE 3 Typical Raman spectra of (a) graphene and (b)

CeO2−x/graphene measured at varied excitation power [Colour

figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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CeO2−x (Figure 4). The particle size[20,21] and structure
disorder (defects, doping, and nonstoichiometry
effect)[3,22] are potential factors that can contribute to
the changes in the Raman peak position and full width
of the nanoceria F2g mode. In addition, a significant red-
shift of the F2g band from ~474 to ~460 cm−1 in the com-
posite spectra was proposed to be related to the charge
transfer between the CeO2 and graphene.[23]

Possible mechanism of the absence of Raman F2g ceria
peak in as‐prepared CeO2−x/graphene composite, its
appearance and increase in intensity under laser radiation
could be based on the Ce3+ → Ce4+ transformation as well
as a change in a number of oxygen vacancies. This might
be described as electron transitions between fully occupied
O2p and valance 4f and 5d bands of cerium under redox
conditions,[24,25] which occurred due to a laser irradiation.

This is consistent with the HRTEM observations of crystal-
line fluorite‐type CeO2−x NPs with increased lattice con-
stant, as compared to CeO2, due to the presence of Ce3+

and oxygen vacancies in as‐prepared composite. In this
model, Ce3+ oxidation accompanied by the releasing of
the electron, which easily can be accepted by graphene
sheet, is supposed.[26] By applying laser irradiation, oxygen
migrates into the cerium lattice, and Ce3+ cations oxidize.
Moreover, the presence of Ce3+ cations causes an ionic
conductivity increase as oxygen ions move toward oxygen
vacancies that has happened due to electron movement by
a polaron hopping mechanism.[27]

A larger full‐width, asymmetric low‐wavenumber
broadening and significant low‐wavenumber shift of
CeO2−xF2g band in theRaman spectra of CeO2−x/graphene
as compared with those of pure CeO2−x can be related to
phonon confinement effect in CeO2−x NPs.

[25–27] It should
be noted that information on CeO2−x particles (grain size
and concentration of oxygen vacancies) can be obtained
from the shape analysis of the CeO2 F2g Raman band using
spatial correlation length model, where correlation length
(L) is limited by the distance between the defects in the
oxygen sublattice.[28–30] Because of size‐dependent
nonstoichiometry, L is strongly dependent on grain size
(dg), and for small‐sized (dg < 100 nm) grains, L << dg
due to high concentration of oxygen vacancies, whose for-
mation energy reduced from 4.8 to 1.7 eV when the grain
size decreased from 100 to 5 nm.[29] Thus, in our case, the
full width of F2g band ismainly driven by the concentration
of oxygen vacancies in NPs. Using reported by Kosacki
et al.[29] empirical relation Γ (cm−1) = 10 + 124.7/dg (nm)
and obtained full width of F2g band at the lowest laser
power for the CeO2−x/graphene after irradiation
(Γ = 27 cm−1), grain size can be estimated as dg = 7.4 nm.
We calculated the correlation length as L = 1.9 nm, and
on the basis of data presented inKosacki et al.,[29] the corre-
sponding oxygen vacancy concentration was estimated as
8·1019 cm−3. Estimated grain size is somewhat lower than
the average particles size d = 12.5 nm obtained from
HRTEMmeasurements. The reason of such underestimate
could be inhomogeneous strains or size distribution ofNPs,
which were demonstrated to significantly influence full
width of F2g mode.[31] It should be noted that similar rough
estimate of the correlation length for the spectrum mea-
sured at 5mW, that is, when ceria signal appears, gives cor-
relation length less than 0.5 nm, that is close to the radius of
CeO2 molecule of 0.34 nm, and corresponds to oxygen
vacancy concentration higher than 1021 cm−3.[29] Namely,
high concentration of oxygen vacancies seems to be a rea-
son for the absence of ceria Raman signal in as‐prepared
composite at low excitation power. Thus, the observed
gradual decrease in the F2g band full width together with
its high‐wavenumber shift with increasing laser power

FIGURE 4 (a) Frequency position and (b) full width of CeO2 F2g
Raman band in pure CeO2−x and CeO2−x/graphene as a function of

excitation laser power [Colour figure can be viewed at

wileyonlinelibrary.com]
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can be related to gradual laser‐assisted reduction in num-
ber of oxygen vacancies, oxidation of CeO2−xNPs, and their
interaction with the graphene layer.[3,22,32] Similar behav-
ior with less intense and broadened F2g Raman peak was
observed earlier for CeO2 nanosheets containing high con-
centration of oxygen vacancies, which also was accompa-
nied by the appearance of two peaks in XPS spectra
related to Ce3+ and Ce4+, correspondingly, whereas ther-
mal annealing in air lead to an enhancement and
narrowing of the F2g CeO2 Raman peak because of the
reduction in the number of oxygen vacancies.[33]

Laser‐induced interaction between CeO2−x and
graphene is confirmed by drastic modification of the
graphene spectrum in the CeO2−x/graphene system as
compared with pure graphene (Figures S2 and 5). First,
the position of the Raman G band was found at
1,585 cm−1 at the lowest laser power both for the pure
graphene and CeO2−x/graphene. Contrary to almost lin-
ear dependence of the G band position reported earlier
for graphene on laser power with the gradient of
−1.226 cm−1/mW,[34] in our case, it demonstrated a non-
linear low‐wavenumber shift with laser power, which
was found to be less pronounced for the CeO2−x/
graphene composite (Figure S2a). Second, the full width
of the G band is found to be less for the composite and
demonstrates an unexpected narrowing with the laser
power (Figure S2b). Third, the intensity ratio of the D
and G Raman bands of graphene, ID/IG, was found to
be higher for the CeO2−x/graphene composite and
demonstrated a different behavior with the laser power
(Figure S2c). The observed transformations of the
graphene Raman bands could be attributed to the

combined impact of temperature, elastic strains, doping,
and defects, which in the case of CeO2−x/graphene com-
posite could increase in the site of CeO2−x interaction
due to oxygen functionalities and decreased integrity of
sp2 domains.

The analysis based on the graphene 2D and G band
wavenumbers through ω2D/(ωG) correlation makes it pos-
sible to resolve between the above mentioned effects of
temperature, elastic strains, and doping.[35–38] Relative
variations of the 2D and G band positions as a function
of the laser power, Plaser, are given in Figure 5. As can
be seen, both the G‐ and 2D‐mode wavenumbers decrease
with laser power with a gradient Δω2D/ΔωG of approxi-
mately 1.44 and 0.98 for graphene and for the CeO2−x/
graphene, respectively, and the wavenumber shift being
almost two times larger for the graphene sample.

The effect of elastic strains can be neglected as we
deal with unsupported few‐layer graphene sheets. To esti-
mate the temperature of the composite at high power
laser irradiation, Stokes and anti‐Stokes Raman spectra
were measured. The temperature (T) of the sample was
estimated from the relative intensities of the Stokes and
anti‐Stokes Raman components IS/IAS = ((ωl + ωv)/
(ωl − ωv))

4 exp (ℏωv(T)/kT), where ωl and ωv are the
wavenumber of the excitation laser radiation and of the
vibrational mode, respectively. The estimated tempera-
ture of the sample at the highest laser powers was found
to be ~200°C. Temperature coefficients of the G and 2D
bands were reported to be χG = −0.016 cm−1/K and
χ2D = −0.034 cm−1/K[39] for supported single‐layer
graphene and χG = −0.015 cm−1/K and
χ2D = −0.066 cm−1/K[39] for supported bilayer graphene,
or χG = −0.01517 cm−1/K and χ2D = −0.03915 cm−1/K
for suspended single‐layer graphene.[40] Significantly
higher coefficients of χG = −0.0468 cm−1/K and
χ2D = −0.0946 cm−1/K for single‐layer graphene were
explained by oxygen‐induced hole doping taking place
after temperature‐dependent Raman measurements.[41]

Taking into account the estimated above temperature,
the estimated temperature shifts of the G and 2D bands
for the CeO2−x/graphene composite is more closer to the
oxygen‐induced hole‐doped graphene, and in any case,
pure temperature effect would lead to a slope of Δω2D/
ΔωG > 2.

Thus, the observed downshift of G and 2D bands with
the excitation laser power suggests an interplay between
the temperature effect and the decrease in p‐type doping.
Optical doping of graphene under laser irradiation was
reported earlier.[33,36] It should be noted that the obtained
value of Δω2D/ΔωG = 0.98 for the CeO2−x/graphene is
more close to the corresponding value found for the
hole‐doped graphene of (Δω2D/ΔωG)hole = 0.70,[34] where
the Δω2D/ΔωG = 1.44 for the graphene is closer to pure

FIGURE 5 Dependence of ω2D(ωG) on excitation laser power for

graphene and CeO2−x/graphene [Colour figure can be viewed at

wileyonlinelibrary.com]
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temperature effect. The observed decrease in the p‐type
doping of graphene in the CeO2−x/graphene composite
could be a result of charge transfer taking place between
forming CeO2−x NPs and the graphene due to oxygen
vacancies in CeO2−x. The mobile holes in graphene could
be trapped with oxygen vacancies in CeO2−x NPs.[4]

Increasing of the density of the oxygen vacancies on
CeO2−x leads to the interaction of the mobile holes in
graphene and localized electrons in the CeO2−x NPs,
resulting in an n‐type CeO2−x/graphene. Specifically,
ultra‐small ceria NPs (<5 nm) contain higher density of
surface oxygen vacancies, which is a function of the pop-
ulation of mixed Ce4+/Ce3+ valence state.[9] Thus, there is
strong electrostatic interaction between the ceria NPs and
the graphene support. Slight increase in ID/IG ratio with
the laser power could be related both to an increased
number of defects at the site of CeO2−x interaction with
graphene and a decreased graphene doping rate due to
the charge transfer mechanism.[42] Non‐adiabatic pro-
cesses in the CeO2−x/graphene system under the laser
and X‐ray electromagnetic radiation seem to be responsi-
ble for the observed effects, and it requires a theoretical
description.[43]

4 | CONCLUSIONS

The initial composite of CeO2−x NPs supported on
graphene was shown to contain hexagonal‐shaped
CeO2−x NPs with average size of 12.5 nm and crystalline
structure of fluorite‐type CeO2 with a lattice constant
higher than that of bulk CeO2. The lattice expansion is
related to partial reduction of CeO2 as a result of Ce4+

transformation to Ce3+ with formation of corresponding
oxygen vacancy. The XPS data showed considerable
amount of oxygen‐containing functional groups bonded
to the graphene and indicated a mixed valence state of
Ce in the CeO2−x/graphene. Ceria Raman band in the
range of 447–451 cm−1 of CeO2−x/graphene was found
to be shifted in comparison with that of CeO2−x on car-
bon nanotubes support (456 cm−1). The changes of the
CeO2−x Raman band registered under laser radiation
power tuning from 1 to 10 mW suggested stabilization
of CeO2−x NPs on the graphene surface under laser radi-
ation and the reduction in oxygen vacancies. This process
is accompanied with laser‐induced charge transfer
between CeO2−x and graphene, which is confirmed by
drastic modification of the graphene Raman bands in
the spectrum of the CeO2−x/graphene composite. The
observed downshift of G and 2D bands with increasing
laser power indicates the decrease in p‐type doping,
which is confirmed by the analysis of ω2D(ωG) correla-
tion. The observed decrease in p‐type doping of graphene

in the CeO2−x/graphene composite is explained as a result
of charge transfer effect taking place between CeO2−x NPs
and graphene due to trapping of graphene mobile holes
by the oxygen vacancies in CeO2−x.
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Abstract

Interaction of nucleic acids with graphite powder and SWCNT was studied by surface enhanced infrared absorption

spectroscopy. The analysis of DNA-SWCNT complex vibrational modes shows that the numerous structural changes in

DNA are connected to appearance of new sugar and bases conformations, changes in phosphate vibrations, which may

be interpreted as A–B conformation transition and stabilisation of structure in some DNA fragments. A slight graphite

influence on the DNA structure has been registered. The spectroscopic data could be explained by the model of DNA

interaction with SWCNT based on wrapping of nucleic acid molecules around carbon nanotubes proposed by R.

Smalley. A similar situation seems to occur in chromosome during DNA assembling by histones.

� 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays a study of carbon nanotubes is of

great scientific and applied interest due to their

mechanical and electrical properties [1]. However,
due to their not good solubility in any solvents, it

is very difficult to isolate one carbon nanotube

from the other. It is known that some polymers

and nucleic acids could be applied for it [2,3]. The

mechanism of the interaction of DNA with carbon

nanotubes is important for applications and fun-

damental science, however until now it is not clear.

That is why we decided to perform our experi-

ment.

2. Method and materials

FTIR spectroscopy, namely, one of its new su-

persensitive method – surface enhanced infrared

absorption (SEIRA) has been used for study of the

interaction of DNA with SWCNT.

The SWCNT have been synthesized by arc
discharge between two graphite electrodes in He

atmosphere in Moscow Institute of Physics [4].
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The anode has been drilled and filled with catalytic

powder (Ni:Y2O3:C––weight ratio 1:1:2). The

nanotube-containing soot has been collected from

the walls of protecting cylinder (diameter of

10 cm). The nanotube content in the raw material

was about 20 wt.%. The contaminants are the
amorphous carbon and metallic catalyst particles.

The material has been certified by high resolution

transmission electron microscopy and Raman

scattering [4]. Their length was 1–2 lm, and di-
ameter 1.2–1.6 nm. Aqueous solution of DNA

(Na-salt of calf thymus DNA, Servo) (0.25 mg

DNA/0.5 ml H2O) was heated up to 100 �C, then
0.5 mg SWCNT was added. Compounds of the
solution were mixed, stirred and then precipitated

onto quartz substrate covered with gold layer

(thickness of the gold was 200 �AA, roughness 50 �AA).
Spectra were collected in reflectance mode with the

reflectance attachment (a light incidence angle was

close to 16.5�) on Bruker IFS-48 instrument in the
380–5300 cm�1 region. Due to using of rough gold

substrate we observed the effect of SEIRA for
nucleic acids [5–7]. The estimation shows that the

enhancement of the effect is increased in the case

when the characteristic size of roughness of the

surface is close to 50–100 �AA. In our experiment,
we used gold substrate with similar size of rough-

ness and obtained enhancement of SEIRA by

factor 3–7 for different vibrations. The carbon

samples in KBr pellets were prepared for FTIR
transmittance spectroscopy. Raman spectra have

been registered by Bruker RFS 100/S instrument

with NIR excitation (laser: Neodym-YAG,

k ¼ 1064 nm).

3. Results and discussion

Raman spectra (Fig. 1a) showed that graphite

have two wide weak peaks at 1329 and 1591 cm�1.

The SWCNT (Fig. 1b) has very strong peak po-

sitions at 1593 cm�1 with a shoulder at 1571 cm�1

and low frequency mode at 162 cm�1 with shoul-

der at 148 and 177 cm�1. The band at 162 cm�1

was identified as the A1g symmetry radial breath-

ing mode, and the band at 1593 cm�1 was assigned
to an unresolved Raman triplet identified (in

armchair symmetry tubes) as tangential carbon

displacement modes, A1g, E1g, and E2g [8]. These
three nearly degenerate high frequency modes are

related to the graphite E2g symmetry interlayer

mode at 1593 cm�1. These main SWCNT Raman

bands are homogeneously broadened due to the

tube diameter distribution. According to [9] the

diameter of SWCNT could be determined from

the formula d ðnmÞ ¼ 223:75 ðcm�1 nmÞ=w ðcm�1Þ,
where w––is the position of low frequency mode in
Raman spectrum. In our experiment we decom-

posed the low-frequency mode into a number of

peaks at 136, 148, 156, 162, 169, 177 cm�1 (Fig. 1b

insert). So, in the experiment we used the SWCNT

with diameters of 1.26–1.65 nm.

Fig. 1. Raman spectra of ultradispersed graphite (a) and

SWCNT (b) obtained with NIR excitation (spectra were reg-

istered by Dr. Manfred Westermayer, Frieburg, Germany).
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In our experimental conditions (60% humidity)

we registered the DNA in A conformational state

as it was found earlier [6].

The SWCNT influences the DNA structure

more strongly than graphite. In the case of DNA-

SWCNT, we obtained the changes of the vibra-
tional modes of DNA that are the marker bands of

the conformational state of DNA [10,11]. The

changes in the DNA marker bands indicate strong

DNA interaction with SWCNT. It is known

[10,11], that marker bands of DNA in B-helix

conformation are the following: 1715–1710 cm�1

(base pairing), 1220–1228 cm�1 (phosphate asym-

metric band), 1085–1088 cm�1 (phosphate sym-
metric band), 890 and 835 cm�1 (C20-endo=anti
conformation). A-helix of DNA has characteristic

features at 1705–1700 cm�1 (base pairing), 1230–

1240 cm�1 (phosphate asymmetric band), 1090–

1092 cm�1 (phosphate symmetric band), 890, 878,

860 and 805 cm�1 (C30-endo=anti conformation).
So, the increase of absorption at 1712 and 1700

cm�1 (Figs. 2 and 3b) could be interpreted as in-
crease of base pairing and appearance both A and

B DNA helices. However, under our experimental

condition (60% humidity) we usually register only

A-helix of DNA. In our spectra SWCNT-DNA

main marker bands correspond to B-form of

DNA. As usually it is impossible to obtain B-form

of DNA under 60% humidity without additional

strong influence.
As it could be seen from Fig. 2, the spectra of

different DNA-SWCNT parts of the same sample

changed drastically in comparison with the refer-

ence denaturated DNA (bottom spectra). The

phosphate I band shifts in high frequency region

from 1090 cm�1 (A-form) in reference DNA to

1100, 1095, 1095, 1096 (not-A- or B-form), 1091,

1092 cm�1 (A-form) in the DNA-SWCNT, the
phosphate II band has low-frequency shift from

1234 cm�1 (A-form) in reference DNA to 1226,

1227, 1229, 1228, 1229 cm�1 (B-form) in the DNA-

SWCNT. The most contribution in phosphate

asymmetric band in DNA (1220–1240 cm�1) is

assigned to PO�
2 vibration. The phosphate sym-

metric band (1085–1092 cm�1) is more complex

and deoxyribose (C–O, C–C) gives a great contri-
bution and influences the shape of this band. So,

the changes in phosphate backbone along with

sugar moieties could be induced by SWCNT and

explain the position of phosphate symmetrical

band that is not A- or B-form in the case of DNA-

SWCNT. The base band shows the presence of a

high-frequency shoulder at 1700 cm�1 (A-form)–

1712 cm�1 (B-form) (in comparison with 1699

cm�1 in reference DNA), which indicates the
strengthening of interaction between the DNA

helix with SWCNT. The increase of the bands in

the sugar region (900–750 cm�1) and shift of sugar

vibration at 830 cm�1 (reference DNA) to 829,

827, 826, 824, 823 cm�1 in DNA-SWCNT is an

evidence of some changes in conformations of

sugar and bases in DNA under SWCNT interac-

tion (Fig. 2).

Fig. 2. SEIRA spectra of different parts of the DNA-SWCNT

sample in comparison with the reference denaturated DNA

(bottom spectra).
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In Fig. 3 we present, in zoomed scale, the sec-

ond (from the bottom) DNA-SWCNT spectrum

of Fig. 2. Some transformation of H-bonds in the

region of OH-, NH- and CH-vibrations was ob-

served (Fig. 3a). The increase (about 50 cm�1) of

the halfwidth of H-bonded O–H and N–H
stretching vibration has been registered for DNA-

SWCNT complex. Thus, for reference denaturated

DNA and DNA-graphite complex, the halfwidth

of the OH–NH–CH band is equal to 478 cm�1, for

DNA-nanotubes complex this parameter is equal

to 527 cm�1. This halfwidth increase in DNA-

SWCNT is due to increase of shoulder in the 2950–

3200 cm�1 region. This indicates the formation of

strongly H-bonded NH and OH molecular groups

[12] in DNA with SWCNT and could be seen from

the difference spectra in Fig. 3a.
In the region of the bases (Fig. 3b), the spectra

of DNA-graphite complex and reference denatur-

ated DNA practically have no difference. For

DNA-graphite complex, some decrease of integral

intensity (5.27) of the base band was observed in

Fig. 3. (a) SEIRA spectra of denaturated DNA (curve 1), DNA with carbon nanotubes (curve 2), and DNA with ultradispersed

graphite (curve 3) on the gold substrate in the region 2400–3800 cm�1. Difference spectrum¼DNA with carbon nanotubes or with
graphite) denaturated DNA. (b) SEIRA spectra of denaturated DNA (curve 1), DNA with carbon nanotubes (curve 2) and DNA
with ultradispersed graphite (curve 3) on the gold substrate in the region 890–1780 cm�1. Difference spectrum¼DNA with carbon
nanotubes or with graphite) denaturated DNA. (c) SEIRA spectra of denaturated DNA (curve 1), DNA with carbon nanotubes

(curve 2) and SWCNT (curve 3) on the gold substrate in the region 750–1025 cm�1. Difference spectrum¼DNA with carbon

nanotubes)denaturated DNA.
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comparison with the reference denaturated DNA

(5.37). In the case of DNA-SWCNT complex, the

essential increase of the absorption of C@O mo-

lecular groups at 1712, 1700, 1685 cm�1 and C@N
at 1608 cm�1 was registered. The integral intensity

of the base band has been increased to 6.24 for the
DNA-SWCNT complex. The relative intensity of

the base vibrations was increased in the spectrum

of DNA-SWCNT in comparison with those for

reference DNA. All these features show that in the

case of DNA-SWCNT complex the B-helical

structures DNA are restored.

We have registered the low-frequency shift of

asymmetrical PO�
2 vibration both for DNA-

SWCNT and DNA-graphite complexes (Fig. 3b).

For reference DNA, the frequency position of

asymmetric PO�
2 vibration is equal to 1234 cm

�1

(A-form), in DNA-graphite – 1231 cm�1 (A-form),

in DNA-SWCNT – 1226 cm�1 (B-form) [10,11].

Integral intensity was 1.59 for DNA, 2.00 for

DNA-graphite and 3.05 for DNA-SWCNT. The

shoulder of phosphate symmetric band at 1100
cm�1 was found in DNA-SWCNT. This shoulder

was absent for denaturated DNA and only a small

shoulder was registered in DNA-graphite complex.

The DNA interaction with SWCNT leads to

integral intensity increase of the vibrations in the

600–900 cm�1 region (Fig. 3c). Namely, the band

intensity at 789 cm�1 (787 cm�1 in DNA) increases

by factor 3.2; the band at 827 cm�1 (832 cm�1 in
DNA – assigned to sugar C20 -endo) by 1.4; the
band at 878 cm�1 (887cm�1 in DNA assigned to

deoxyribose vibration) by 5.5. The increase of the

band at 827 cm�1 indicates that we have the

greatest contribution from the B-form of DNA in

DNA-SWCNT complex. These spectral changes in

the 600–900 cm�1 region could be assigned to the

SWCNT absorption at 789, 933, 993 cm�1, too.
However, this contribution has non-additive fea-

tures as we could see from the difference spectra

[(DNA-SWCNT complex––DNA)], Fig. 3c. So,

the changes in DNA-SWCNT at 827, 878 and 929

cm�1 could not be explained by additive contri-

bution of the SWCNT.

That is why we could suppose that SWCNT

causes A–B transition in some fragments of DNA
sugar-phosphate backbone. This could be in

agreement with the model of DNA interaction

with SWCNT based on wrapping of nucleic acid

molecule around nanotube (Fig. 4), proposed by

Smalley and co-workers [2]. The similar type of

DNA behaviour occurs in cell, namely, in the

process of DNA assembling by histones in chro-
mosome [13]. Naturally, this supposition should be

proved by other experimental methods, such as

TEM, that we are going to do.

4. Conclusions

The analysis of vibrational modes of DNA with
SWCNT has shown that the structural changes in

DNA occur. They can be interpreted as A–B tran-

sition and stabilisation of DNA structure in some

DNA fragments. Other conformation forms of

DNA induced by SWCNT could be supposed also.

We registered very slight graphite influence on the

DNA structure. The model of DNA wrapping

around SWCNT could be proposed for the process
of carbon nanotube interaction with DNA. The

similar situation seems to occur in chromosomes

during DNA assembling by histones.

Fig. 4. The model of DNA interaction with SWCNT [2]. (This

picture presentation was kindly permitted by Prof. R.E. Smal-

ley.)
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Background: Carbon nanotubes, due to their unique physical properties, have been widely used in 
materials science and electronics; however, numerous attempts to create systems for delivering drugs or 
complexes of therapeutic drugs with nanotubes for improving their effectiveness and specificity have not 
succeeded. It is primarily due to the high cytotoxicity of nanotubes for living cells as well as the lack of 
mechanisms for their biodegradation. On the other hand, carbon nanotubes can form stable compounds 
with such biologically important molecules as DNA, phospholipids, proteins. In this paper, the possibility 
of the formation of amyloid fibril structures in lysozyme due to the interaction with carbon nanotubes is 
shown. The obtained results have both a fundamental and an applied value, since this may be a method 
for obtaining model amyloid fibrils for further study. 
Objectives: The purpose of the work was to study the effect of carbon nanotubes on the formation of 
fibril structures in lysozyme at room temperature under different pH values. 
Materials and methods: For the preparation of the samples, hen egg-white lysozyme protein (HEWL, 
Fluka), as well as single-walled (SWCNT, Sigma-Aldrich) and multi-walled (MWCNT, OOO TM 
“Spetsmash”, Kyiv, Ukraine) carbon nanotubes were used. Used techniques: IR-Fourier Absorption 
Spectroscopy; confocal microscopy. 
Results: In this paper, the study of molecular mechanisms of interaction of lysozyme with carbon 
nanotubes by vibrational spectroscopy was carried out and a conformational analysis of the formed 
complexes was performed. It is shown that carbon nanotubes can affect the structure of lysozyme even at 
room temperature and normal pH values, as evidenced by conformational changes in lysozyme due to 
interaction with carbon nanotubes. Complexes which are formed as a result of such interaction, have 
characteristic features of amyloid fibrillar structures. It reveals one of possible mechanisms of carbon 
nanotubes cytotoxicity. On the other hand, such a technique can be introduced to obtain model amyloid 
fibrils for further study. 
Conclusion: The method of vibtarional spectroscopy has shown that carbon nanotubes can influence the 
structure of lysozyme, as it is shown by the conformational analysis of the absorption band Amide I. After 
the interaction of lysozyme with CNT, an increase in the contribution of antiparallel β-conformation in 
the structure of lysozyme is observed, and the contribution of the α-helix conformation is reduced, which 
are characteristic features in the formation of fibrillar structures. The possibility of amyloid fibril 
formation without the use of high temperatures at different pH values with the interaction of lysozyme 
and carbon nanotubes, which can be applied as a method for obtaining the model amyloid fibrils, is 
shown. 
KEY WORDS: аmyloid fibril; lysozyme; carbon nanotubes; β-sheet. 

 
ВУГЛЕЦЕВІ НАНОТРУБКИ ПЕРЕШКОДЖАЮТЬ ЧИ СПРИЯЮТЬ ФОРМУВАННЮ 

АМІЛОЇДНИХ ФІБРИЛ? 
М.В. Оленчук1, О.П. Гнатюк1, Г.І. Довбешко1, І.О. Польовий1, С.О. Карахім2 
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2Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна, вул. Леонтовича, 9, Київ, 01601, Україна 

 
Актуальність. Вуглецеві нанотрубки, завдяки своїм унікальним фізичним властивостям, знайшли 
широке застосування в матеріалознавстві та електроніці, однак численні спроби створення систем 
доставки ліків чи комплексів терапевтичних препаратів з нанотрубками з метою покращення 
ефективності та специфічності їх дії не призвела до успіху. В першу чергу це пов’язано з високою 
цитотоксичністю нанотрубок для живих клітин та відсутністю механізмів їх біодеградації. З 
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іншого боку, вуглецеві нанотрубки можуть утворювати стійкі комплексами з такими біологічно 
важливими молекулами як ДНК, фосфоліпіди, білки. В даній роботі показана можливість 
формування амілоїдних фібрилярних структур в лізоцимі при взаємодії з вуглецевими 
нанотрубками. Отримані результати мають як фундаментальне, так і прикладне значення, оскільки 
це може бути методом отримання модельних амілоїдних фібрил для подальшого вивчення.  
Мета роботи. Метою роботи було дослідити вплив вуглецевих нанотрубок на процес утворення 
фібрилярних структур в лізоцимі при кімнатній температурі при різних значеннях рН. 
Матеріали і методи. Для приготування експериментальних зразків був використаний лізоцим, 
виділений з білка курячих яєць (HEWL – Hen Egg-White Lysozyme, Fluka), а також одностінні 
(SWCNT, Sigma-Aldrich) та багатостінні (MWCNT, OOO TM «Спецмаш», Київ, Україна) вуглецеві 
нанотрубки. Використані методики: ІЧ-Фур’є-спектроскопія поглинання; конфокальна 
мікроскопія. 
Результати. В даній роботі проведено дослідження молекулярних механізмів взаємодії лізоциму з 
вуглецевими нанотрубками методом коливальної спектроскопії та проведено конформаційний 
аналіз утворених комплексів. Показано, що вуглецеві нанотрубки можуть впливати на просторову 
структуру лізоциму навіть при кімнатній температурі та нормальних значеннях рН, про що 
свідчать конформаційні зміни в лізоцимі внаслідок взаємодії з вуглецевими нанотрубками. 
Комплекси, утворені внаслідок такої взаємодії, мають характерні риси амілоїдних фібрилярних 
структур, що розкриває один з механізмів цитотоксичності вуглецевих нанотрубок. З іншого боку, 
така методика може бути впроваджена для отримання модельних амілоїдних фібрил з метою їх 
подальшого вивчення. 
Висновки. Методом коливальної спектроскопії показано, що вуглецеві нанотрубки можуть 
впливати на просторову структуру лізоциму, про що свідчить конформаційний аналіз смуги 
поглинання Амід І. Після взаємодії лізоциму з ВНТ, відбувається збільшення вкладу 
антипаралельної β-конформації в структурі лізоциму, та зменшення вкладу α-спіральної 
конформації, що є характерними рисами при формуванні фібрилярних структур. Показана 
можливість утворення амілоїдних фібрилярних структур без застосування високих температур при 
різних значеннях рН при взаємодії лізоциму з вуглецевими нанотрубками, що може мати 
прикладне застосування в якості методу отримання модельних амілоїдних фібрил.  
КЛЮЧОВІ СЛОВА: амілоїдні фібрили; лізоцим; вуглецеві нанотрубки; β-шари. 
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АМИЛОИДНЫХ ФИБРИЛЛ? 
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Актуальность. Углеродные нанотрубки, благодаря своим уникальным физическим свойствам, 
нашли широкое применение в материаловедении и электронике, однако многочисленные попытки 
создания систем доставки лекарств или комплексов терапевтических препаратов с нанотрубками с 
целью повышения эффективности и специфичности их действия не привела к успеху. В первую 
очередь это связано с высокой цитотоксичностью нанотрубок для живых клеток и отсутствием 
механизмов их биодеградации. С другой стороны, углеродные нанотрубки могут образовывать 
устойчивые комплексы с такими биологически важными молекулами как ДНК, фосфолипиды, 
белки. В данной работе показана возможность формирования амилоидных фибриллярных 
структур из лизоцима при взаимодействии с углеродными нанотрубками. Полученные результаты 
имеют как фундаментальное, так и прикладное значение, поскольку это может быть способом 
получения модельных амилоидных фибрилл для дальнейшего изучения. 
Цель работы. Целью работы было исследовать влияние углеродных нанотрубок на процесс 
образования фибриллярных структур в лизоциме при комнатной температуре при различных 
значениях рН. 
Материалы и методы. Для приготовления экспериментальных образцов был использован 
лизоцим, выделенный из белка куриных яиц (HEWL – Hen Egg-White Lysozyme, Fluka), а также 
одностенные (SWCNT, Sigma-Aldrich) и многостенные (MWCNT, OOO TM «Спецмаш», Киев, 
Украина) углеродные нанотрубки. Использованы методики: ИК-Фурье-спектроскопия 
поглощения; конфокальная микроскопия. 
Результаты. В данной работе проведено исследование молекулярных механизмов взаимодействия 
лизоцима с углеродными нанотрубками методом колебательной спектроскопии и проведен 
конформационный анализ образованных комплексов. Показано, что углеродные нанотрубки могут 
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влиять на пространственную структуру лизоцима даже в условиях комнатной температуры и 
нормальных значений рН, о чем свидетельствуют конформационные изменения в лизоциме в 
результате взаимодействия с углеродными нанотрубками. Комплексы, образованные в результате 
такого взаимодействия, имеют характерные черты амилоидных фибриллярных структур, 
раскрывают один из механизмов цитотоксичности углеродных нанотрубок. С другой стороны, 
такая методика может быть введена для получения модельных амилоидных фибрилл с целью их 
дальнейшего изучения. 
Выводы. Методом колебательной спектроскопии показано, что углеродные нанотрубки могут 
влиять на пространственную структуру лизоцима, о чем свидетельствует конформационный 
анализ полосы поглощения Амид I. После взаимодействия лизоцима с УНТ, происходит 
увеличение вклада антипараллельной β-конформации в структуре лизоцима, и уменьшение вклада 
α-спиральной конформации, которые являются характерными чертами при формировании 
фибриллярных структур. Показана возможность образования амилоидных фибриллярных 
структур без применения высоких температур при различных значениях рН при взаимодействии 
лизоцима с углеродными нанотрубками, что может иметь прикладное применение в качестве 
метода получения модельных амилоидных фибрилл. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: амилоидные фибриллы; лизоцим; углеродные нанотрубки; β-слои. 

 
A key issue in the amyloid science is to understand a mechanism of the amyloid fibril 

formation and its connection with pathological state of a living body [1] It is known that 
amyloid fibril arising is correlate with a number of diseases such as Alzheimer and Parkinson 
diseases, prion propagation, cancer geneses and metastases progress etc [2]; moreover, 
amyloid fibrils can appear in a variety of different morphological shapes [3-5].  

Lysozyme (Lys), a small protein with four disulfide bonds, stems a property of 
bactericidal enzyme. It was found in a salivary fluid, in human tears, in the protein of hen egg. 
It is able to destroy the cell wall of gram-negative bacteria and some types of fungi. It 
contains 129 amino acid residues. Lysozyme is one of the most intensively studied proteins, 
especially, it is often used as a model system for amyloid fibril formation study [6, 7]. The 
amyloid fibril is a type of insoluble protein that aggregate with a specific secondary structure. 
[3-5, 8-10]. Lysozyme is not associated with any known amyloid diseases; however, it shares 
similar morphological features with amyloids from disease associated proteins. Study of 
mechanism of amyloid formation extends our knowledge about fibril formation and assists to 
clear up a possible disadvantage of interaction between nanoparticles and amyloids. 

Carbon nanotubes (CNTs) are the most investigated carbon nanomaterials due to their 
unique physical and chemical characteristics, cheap and easy production, stability and 
indispensability for improving of electrical and mechanical properties of materials. Last years 
the carbon nanotubes are used as supporting matrix for protein adsorption and isolation [11]. 
Thus, Yuan et al. used Multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) as a carrier to prepare 
lysozyme imprinted polymers or even separation of lysozyme from egg white. However, the 
question arises: how do CNTs influence the amyloid fibrils formation. A fact about solubility 
of carbon nanotubes in the presence of fibril-forming protein lysozyme is an additional 
argument indicating easy possibility for fibril appearing [12-14]. However, a computer 
simulation of a CNT interaction with lysozyme done in [2] showed another possibility, 
namely, breaking of fibrils in the presence of CNT. So, the question about the CNT role in the 
fibrils breaking and formation is important. That is why the subject of our research was to 
study an influence of carbon nanotubes on fibril formation in vitro model experiment.  

 
MATERIALS AND METHODS 

Hen egg white lysozyme (HEWL) was purchased from Fluka and used without further 
purification. MWCNT were provided by OOO TM “Spetsmash”, Kiev, Ukraine. They were 
obtained by catalytic pyrolysis of aсetylene with the outer diameter 2-40 nm, the number of 
walls from 2 to 15 and the length up to 50 µm, and treated from catalyst residues by 
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hydrofluoric acid.  Single walled carbon nanotubes (SWCNT) were bought from Sigma-
Aldrich, with the diameter of 1.4-1.5 nm and the length about 1-2 µm. 

The process of preparation of amyloid fibrils included ultrasonic treatment of aqueous 
solution of nanotubes (three times), followed by the selection of the central transparent part of 
the solution. Thereafter, an aqueous suspension of nanotubes was added to the aqueous 
solution of lysozyme (concentration 1 mg/ml).  

In this study we did not use surface-active substances intentionally because they could 
affect the formation of amyloid fibrils and could also provide additional absorption bands in 
vibrational spectra, which significantly distort the analysis of results. 

An aqueous suspension of SWCNT was prepared by ultrasonification at 60 W and 
22 kHz for 3 hours. 1 mg of HEWL was dissolved in 1 ml of distilled water (pH = 5.5). This 
solution was acidified to pH = 2.5 with HCl addition or alkalified to pH = 11.5 with KOH. An 
aqueous suspension of MWCNT was added to the prepared lysozyme solution and incubated 
for 14 days at room temperature. An aqueous suspension of SWCNT was added to the 
prepared lysozyme solutions and incubated for 2 days at 50°C. For the IR absorption spectra 
registration and confocal imaging, the samples were dropped onto a rough gold surface and 
dried.  

The IR spectra were collected in the 400-7000 cm-1 region with an IFS-66 Bruker 
instrument with resolution of 0.5 cm-1 and wavenumber definition accuracy of not less than 
0.01 cm-1. Repeatability of frequency in our IR spectra measurements was 0.5 cm-1 and that of 
absorbance – about 0.0005. The IR spectra of proteins were measured in the external 
reflection configuration at the light incidence angle 16.5°, as described in [15.16]. 
Deconvolution and decomposition of the spectral bands were performed with Opus-5.5 
software program. The peak positions of the absorption bands were estimated by using the 
second derivative method and/or the standard Opus-5.5 peak finding method. All spectra were 
baseline-corrected and normalized by the peak intensity of O-H stretching vibrations band 
centered near 3300 cm-1 [16, 17]. 

Confocal imaging was carried out with a Carl Zeiss LSM-510 META confocal laser 
scanning microscope withthe 4D Plan-Neofluar 40x/0.6 Korr oil immersion objective in Multi 
Track mode. For observing objects in a transmittance mode in visible light a halogen 
incandescent lamp was used. A fluorescence images of the objects were obtained by 
excitation with ultraviolet mercury lamp HBO-100 or with diode laser (λ=405 nm,25 mW), 
Ar orArKr laser (λ=488 nm, 30 mW) and HeNe laser(λ=633 nm, 5 mW)in backscattering 
geometry. Magnification in the experiments was x40 and x10. The most important optical 
advantage of confocal microscopy is that the radiated photons are focused by the objective 
lens on a small (~50 µm) detector pinhole which limits a depth of focus and cut other photons 
by pinhole causing better contrast in comparison with other types of optical microscopes.  

 
RESULTS AND DISCUTION 

To analyze the contribution of antiparallel β-layers in the spatial structure of HEWL, 
conformational analysis of the IR absorption bands of the lysozyme Amide I 
(1700−1600 cm−1) was done (Fig. 1). 

This part of the IR absorption spectrum gives a lot of information about the protein 
secondary structure and conformational changes. The Amide I band is mainly due to C=O 
stretching vibration (approximately 80%) of the amide groups coupled with in-plane NH 
bending (<20%). 

The set and position of the bands for a fitting were selected according to the literature 
data [18-20] of conformational states of lysozyme to certain positions of the bands of Amid I. 
The conformational state of the protein in amyloid fibrils differs from that in initial protein 
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and results in the appearance of the new conformation, namely, antiparallel β-layers, which 
were not found in reference sample. 

In order to mark the antiparallel β-sheet, we performed a model experiment for the 
amyloid fibril formation under standard conditions (2 days at 50°С) and at different pH. 

With the vibrational spectra analysis we found that markers of antiparallel β-layers 
conformation are in the region of 1687-1695 cm-1 and 1615-1625 cm-1. Thus, in the fitting 
processes we must consider the appearance of this new conformation, so the number of 
components in the reference sample and in the amyloid will be different. In the case of 
incubation with MWCNT, the total contribution of β-sheet increases by about 10% compared 
to that for SWCNT. 

Quantitative analysis of the protein secondary structure is based on the assumption that 
secondary structure can be presented as a contributions of all conformations. The components 
of the Amide I band can be determined by considering their frequency and intensity behavior. 
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Fig. 1. Component analysis of Amid І IR absorption bands of HEWL, pH 5.3. 

 
The biological activity of CNTs relative to proteins was checked with FTIR 

spectroscopy. It was shown that after the interaction of the proteins with MWCNT, the 
relative percentage content of β-conformation in the structure of the proteins increases, and an 
unordered state of the protein decreases. Thus, our experimental studies confirm the 
possibility of forming the structures harmful to human body upon interaction of HEWL with 
CNTs.  

Our results show that the protein structural composition is the following: α-helix – 
28.17%, β-turn – 13.07%, β-sheet – 31.38%, disordered structure – 27.38%. The similar 
secondary structure of lysozyme dissolved in water was determined from the far-UV CD 
spectra [6]. We suppose that peaks at 1615 cm−1 and 1685 cm−1 are formed by the 
contribution of β-sheet and side groups in the reference [21]. After interaction with SWCNT 
structural composition is similar to reference HELW, but we see a small part antiparallel form 
(6.59%) in the β-sheet (Fig. 2 b). After interaction with MWCNT, the protein undergoes 
structural changes (Fig. 2 a): the contribution from β-sheet, namely, antiparallel conformation 
increases (16.24%) along with a decrease in the contribution from the disordered structure 
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(15.35 %). Similar strong changes in the protein conformation indicate the formation of the 
amyloid fibril structures [18-20]. 

A new absorption peak at 1620 cm−1 (Fig. 2 a) and 1616 cm−1 (Fig. 2 b) corresponds to 
the appearance of a new conformation, likely HEWL amyloid fibril [6]. Peaks at ~1635 cm-1 
and at ~1685 cm-1 are characteristic of β-sheet structure [21]. A peak about 1694 cm-1 is 
characteristics of antiparallel form in the β-sheet (Fig. 2 b) [16]. In the case of MWCNT, the 
fitting of the system gives 1699 cm−1 peak. The shift of the peak in high frequency region 
could be explained by additional interaction in the system MWCNT-protein. The results of 
spectra fitting show an interaction of MWCNT and SWCNT with lysozyme for both cases 
(Fig. 2). Thus, in the Fig. 2, we see a larger (about 10%) contribution of  antiparallelβ-sheet 
conformation in the case of HEWL+MWCNT in comparison with the same for 
HEWL+SWCNT. This conclusion is in accordance with the data from [13] wherelysozyme 
has stronger interaction with larger diameter of nanotubes that could assist better fibril 
formation. 
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Fig. 2. Component analysis of Amid І and Amid ІІ IR bands of HEWL+MWCNT at pH 5.5 (a) and 1580 
HEWL+SWCNT at pH 6.0 (b).

 
For comparison we added also all spectra for all the samples under neutral pH (5.5-6) on 

one figure, from which we can clearly see appearance of the antiparallel beta-sheet 
conformation (1621 cm-1 and 1696 cm-1 in Lys+MWCNT and 1614cm-1 in Lys+SWCNT) 
(Fig. 3). These peaks are clearly distinguished on the shoulders of wider Amid I bands of the 
sample with carbon nanotubes in comparison to reference sample.  

In confocal microscopy image at pH = 5.5 (Fig. 4 a) the lysozyme does not show fibril 
structure; similarly, we have not observed the formation of fibrils for lysozyme+SWCNT 
complex (Fig. 4 b, c), too. At normal pH for SWCNT and MWCNT, we observed the 
formation of a continuous thin film of protein, a thickness of about 0.5 microns, in which we 
do not observe fibrillar structures. We see aggregation of CNTs presented by black points 
inside of the film of lysozyme (Fig. 4).  

The colorful bands we see in the images are of an interference nature and indicate that the 
film is heterogeneous and has a different thickness. Black strips are cracks of the crystal film 
of lysozyme. Multiple black dots in Fig. 4 b and c we assign to carbon nanotubes.  

Inthecase of lysozyme+SWCNT complex dense nuclei from lysozyme are formed 
(Fig. 4 b and Fig. 5 b, respectively). We can suggest that this is a state of the fibril film 
formation with participation of SWCNT and/or MWCNT, supported by FTIR spectroscopy. 
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Fig. 3. IR spectra of lysozyme Amid I and Amid II regions: HEWL+SWCNT (dot line),  HEWL (thin line), 

HEWL+MWCNT (thick line). 
 
 

a b c 
Fig. 4. Confocal images of pure HEWL (a), HEWL+SWCNT (b), HEWL+MWCNT (c) under pH=5.5. 

 
We suppose that the fibrils come close one to another and form solid-like film [22] as in 

the case of the local larger protein concentration being a result of film thickness variation. The 
confocal microscopy data are not in accordance with FTIR fitting data and the conclusion 
about fibril features appearance in the Amid I spectral region. 

IR spectra in the region of Amid I for all the samples of Lys obtained under 11.7 are 
similar. (Fig. 5) In the case of alkaline pH, the shape of Amid I band is mostly determined by 
pH of the sample, and the spectra have negligible differences. Due to the dominant 
contribution of beta conformation in protein structure, which has maximum at 1628 cm-1, we 
could not registered low frequency shoulder located near 1614 cm-1 assigned to antiparallel 
beta conformation. Meanwhile high frequency of antiparallel beta conformation near 
1693 cm-1 we can find at 1693 cm-1 for both samples (Fig. 5). 

For a sample of lysozyme without nanotubes at an alkaline value of the pH (Fig. 6 a, pH 
11.5), the size of the observed fibrillar aggregates is smaller than with the nanotubes (Fig. 6 b, 
c, pH 11.5). Here we registered clear, elongated structures with a diameter up to several 
microns and a length of tens of microns or more. 
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Fig. 5. IR spectra of lysozyme Amid I and Amid II regions: HEWL (thin line), HEWL+MWCNT  

(thick line). 
 
Confocal microscopy cannot record structures with thin diameter (from units totens of 

nanometer), which is characteristic for fibril at initial stage of its formation. However, earlier 
[23–27] it was shown that the centroid of an image of the spot can be used to locate the object 
far beyond the resolution limit, despite the fact that the actual object size in the image can 
significantly differ from microscopy data.  

We suggested that the size of actual fibrillar aggregates varies up to the size of a pixel. 
According to Nyquist criteria for digital resolution, the smallest resolved objects should have 
~2.3 pixels [23]. 

According to the confocal microscopy resolution, for wavelength of 405 nm, optical 
resolution of obtained images is 

݀ ൌ 0.4 
ߣ

ܣܰ ൌ 216 ݊݉, 
where NA is numerical aperture of the objective, λ is wavelength. Next, the size of a pixel is 
calculated being equal 94 nm in our case. However, the location of the luminescent object can 
be estimated with nanometer precision for the images with a high signal-noise ratio. [24–27] 

In case of SWCNT, we observed ramified net of fibrillar aggregates (Fig. 6 b, pH 11.5,). 
In case of MWCNT on the background of small size structures (micron and less) we observed 
distinct elongated structures of 50 μm, which are corresponding to the size of carbon 
nanotubes used in our experiment. (Fig. 6 c, pH 11.5) 

In contrast to high pH = 11.7 (Fig. 5) in the case of low pH = 2.5 (Fig. 7) fibrils seems to 
form more easily. Thus, in the sample of Lys+MWCNT at pH 2.5 we registered beta 
conformation at 1626 cm-1, but in this sample (Lys+MWCNT) we could not distinguish low 
frequency shoulder at 1615 cm-1, at the same time high frequency shoulder at 1962 cm-1 
appears. However, for the samples Lys and Lys+SWCNT we registered low frequency 
shoulder at 1613 cm-1 assign to beta conformation.  

Therefore, MWCNT possesses more significant effect than SWCNT. We suppose that 
influence form both pH and MWCNT are being added. (Fig. 7) 
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Nanotubes serve as a surface, on which the formation of amyloid fibrils occurs more 
effectively. Surface of SWCNT and MWCNT have similar properties. Therefore, SWCNT 
and MWCNT influence the amyloid fibril formation similarly. 
 

a b c  
Fig. 8. Confocal images of pure HEWL (a), HEWL+SWCNT (b), HEWL+MWCNT (c) under pH=2.5. 

 
Since the concentration of nanotubes was significantly (several orders of magnitude) 

lower than the concentration of lysozyme, the size of amyloid aggregates ranged up to several 
microns in diameter and 10 μm in length, which agrees with [23].  
 

CONCLUSION 
Summarizing, using FTIR spectroscopy and confocal microscopy, we have found out that 

CNTs could be a good promoter to initiate the process of fibril formation even under the room 
temperature and pH range of 5.5-6. The effect of amyloid fibril formation under different 
physiological conditions could be modeled by presence of CNT in lysozyme solution. The 
mechanism of this effect seems to be connected with good absorbance of lysozyme on the 
CNT and matches their surfaces. The relationship of the revealed effect with the diseases 
should be studied in vivo. 
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The antineoplastic drug Conium, whose active components are
piperidine alkaloids, and the possibility of a modification of its
properties by fullerenes C60 are studied. The IR spectra of the
mixture of the drug Conium and a fullerene water solution are
obtained. The spectral manifestation of the formation of a com-
plex of fullerene with one of the alkaloids, namely γ-coniceine, is
detected. The existence of the complex and its spectral charac-
teristics are confirmed by quantum-chemical computations with a
Gaussian program. Moreover, the IR spectra are calculated, and
the conformations of γ-coniceine are studied.

1. Introduction

Despite a rapid development of molecular biology and
chemistry, which ensure a quick implementation of de
novo synthesized drugs, plants remain to be a traditional
rich source of pharmacologically active substances. In
particular, almost a half of modern pharmaceuticals used
in medicine were obtained from plant extracts. The same
is absolutely true for antitumoral drugs as well. The list
of effective antitumoral phytogenic drugs includes vin-
cristine, vinblastine, etoposide, teniposide, taxol, tax-
otere, topotecan, irinotecan, and others. The main bi-
ologically active agents of plants used in medicine for
treating the malignant neoplasms are alkaloids, which
manifest a pronounced cytostatic action upon tumor
cells. Recently, large interest was attracted to groups of
alkaloids known as neurotoxins such as, e.g., terpenoids
and piperidines. Some of their representatives (aconi-
tine alkaloids of Aconitium napellus and poison hemlock
(Conium maculatum) alkaloids) demonstrate a high an-
titumoral activity [1–4].

The experience in the application of antitumoral
chemotherapy demonstrated that its capabilities are re-
stricted, and the efficiency is low, if it is used for the
treatment of locally invasive and disseminated forms
of malignant neoplasms. In this case, a reduced effi-
ciency of cytostatic therapy is associated with a low
selectivity of the antitumoral action and a high toxic-
ity with respect to the normal and, as a rule, vital or-
gans and tissues. In this connection, the creation of
effective and low-toxicity antitumoral drugs is one of
the most actual challenging problems in modern on-
cology. It should be emphasized that the modifica-
tion of pharmacological properties of the already known
antitumoral agents aimed at enhancing their efficiency
and/or reducing their toxicity is considered as a promis-
ing direction in the development of effective antitumoral
drugs. The corresponding modification of antitumoral
drugs can be based on changes of the structure and
the properties of active ingredient molecules owing to
the formation of complexes with fullerenes [5]. It is
known that fullerene C60 molecules, due to their abil-
ity of inducing the charge transfer, are effective elec-
tron acceptors and are capable to essentially modify the
structure of other molecules and form complexes with
them. Therefore, this work is aimed at studying a pos-
sibility for Conium alkaloids to form a complex with
fullerene C60 and at determining the energy and con-
formational parameters of the adducts of Conium alka-
loids.

2. Materials and Methods

The analysis of a capability for alkaloid molecules to
form adducts with fullerenes C60 was carried out, by
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Fig. 1. Structural formulas of poison hemlock alkaloids

taking advantage of a numerical simulation and by ana-
lyzing the absorption spectra in the infra-red (IR) range.
In the experimental researches, we used the Conium
preparation (Conium maculatum D3, Weleda, Germany)
and a 2% aqueous solution of fullerene C60 prepared at
the Technical University (Ilmenau, Germany) [6]. The
choice of Weleda’s preparations was stimulated by the
stability of their properties.

The mixtures of fullerene with Conium were prepared
by mixing the initial substances in the following C60-
to-Conium ratios: 0.2 ml:0.05 ml, 0.2 ml:0.1 ml, and
0.2 ml:0.2 ml. Then the mixtures were stirred in an
ultrasonic mixer for 30 min.

All the specimens for recording the IR spectra were
fabricated in the form of KBr pellets. The IR spectra
were registered on an IR Fourier spectrometer Bruker
IFS 66 (Germany) in the transmission geometry. The
determination error for the wavenumber was 0.2 cm−1,
the transmittance error was 0.1%. The registration and
the processing of spectra were carried out with the use
of the software program OPUS 5.5.

Raman spectra for C60 were registered on a spec-
trometer Horiba Jobin-Yvon T64000 (France), by using
the excitation emission of an Ar-Kr laser Stabilite 2018-
RM Spectra Physics 2.5W (USA) at a wavelength of
0.4888 Å.

The numerical analysis was carried out with the help
of the software programs Gaussian 03, in the framework
of the density functional method, and using the Becke 3-
parameter–Lee–Yang–Parr (B3LYP) hybrid functional
with the basis set 6-31G(d).

3. Research Results and Their Discussion

It is known that poison hemlock (Conium macula-
tum) used for fabricating the Conium drug contains
a number of alkaloids in its composition. Among
those, the main alkaloids are coniine (C8H17N), N-
methylconiine (C9H19N), γ-coniceine (C8H15N), conhy-
drine (C8H17NO), and pseudoconhydrine (C8H17NO)
[7–10]. From the literature data, we also know about two
conformational states of N-methylconiine. The calcula-
tions carried out for the dipole moment and the energy of
alkaloid molecules in the ground states (Table 1) showed
that three of six alkaloids (γ-coniceine, conhydrine, and
pseudoconhydrine) have molecules with higher dipole
moments, which may result in the formation of adducts
with the participation of just those molecules. The struc-
tural formulas of main alkaloids that are contained in
poison hemlock are depicted in Fig. 1.

T a b l e 1. Dipole moments and ground-state energies
of Conium alkaloids

Alkaloid Dipole Ground state
moment, (Debye) energy,

(Hartree units)
Coniine 0.82 –369.8483
N-methylconiine 1 0.44 –409.1525
N-methylconiine 2 0.46 –409.1523
γ-coniceine 1.77 –368.6375
Conhydrine 1.28 –445.0555
Pseudoconhydrine 2.37 –445.0576
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Fig. 2. Experimental IR spectrum for Conium drug (1) and cal-
culated IR spectra for coniine (2), N-methylconiine (3), and γ-
coniceine (4) molecules

The geometry of each alkaloid molecule was optimized,
and the corresponding IR spectrum was calculated. A
scaling factor of 0.9613 was used for the spectra.

In Fig. 2, the spectra of three alkaloids under consid-
eration are exhibited. The bands in the high-frequency
spectral range from 2800 to 3600 cm−1 are associated
with stretching vibrations of N–H and C–H groups. In
the range of 1800–400 cm−1, one can observe deforma-
tion vibrations of C–N, C–H, and C–C bonds, stretch-
ing vibrations of double bonds C=C and C=N, and C–
C–C skeletal vibrations. In the calculated spectrum of
γ-coniceine, there is a band at 1684 cm−1, which corre-
sponds to ring vibrations in the corresponding molecule;
the dominant contribution to those vibrations can be
given by the C=N bond. In the spectra of other two
alkaloids, no analogous band is observed.

The calculated alkaloid spectra qualitatively coincide
with the experimental spectrum of IR absorption by Co-
nium (curve 1 in Fig. 2). The presence of peaks in the
experimental spectrum in the interval of about 1600–
1800 cm−1 testifies to the presence of γ-coniceine in the
Conium drug. The presence of coniceine can be deter-
mined from the Raman spectrum, since the calculations
point to the presence of the 3369-cm−1 line associated
with vibrations of the N–H bond.

Of particular interest is γ-coniceine. It is a unique
alkaloid among those entering the Conium content, be-
cause it possesses a double bond connecting N and C
atoms (Fig. 1). The presence of a double bond in γ-
coniceine may testify that this alkaloid can form stable
chemical complexes.

The numerical analysis executed with the help of the
software program Gaussian showed that γ-coniceine has
at least six stable conformations, the structural formulas
of which are presented in Fig. 3. Conformations 1 to 4,

N

3

N

4

N

1

N

2

N

7

N

5

N

6

Fig. 3. Conformational forms of γ-coniceine molecule

6, and 7 are stable (the frequencies of their vibrations
are real-valued numbers), whereas conformation 5 is un-
stable (there is one imaginary vibration frequency) (see
Table 2). The molecule in conformation 1 has the low-
est energy in the ground state, E1 = −368.6375 Hartree.
Our calculations show that the structure with the lowest
energy has the largest linear dimensions among all pos-
sible ones and the lowest dipole moment among stable
states. Hence, γ-coniceine molecules in state 1 should
dominate in the solution in the equilibrium case, which
explains the particular interest in this alkaloid.

In Fig. 4, the infra-red spectra obtained for two con-
formers of γ-coniceine characterized by minimal energies
are compared. One can see that the spectra are different
in both the band positions and intensities.

In the experimental IR spectrum of fullerene solution,
four narrow absorption bands are observed at 527, 576,
1182, and 1429 cm−1, which confirms the nature of the
initial specimen. In the IR spectrum, the bands stem
from intramolecular vibrations of the four-fold degener-
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T a b l e 2. Parameters of a γ-coniceine molecule in various conformational states

Number Dipole Maximum Position xi of the Peal
State E − E1, eV of imaginary moment linear peak corresponding to C=N position

frequencies size, Å vibrations in the IR spectrum, difference
C=N, cm−1 xi − x1, cm−1

1 0 0 1.77 8.37 1684 0
2 0.034 0 1.78 8.30 1678 –5.28
3 0.022 0 1.84 7.55 1686 1.94
4 0.028 0 1.88 7.60 1685 1.16
5 0.134 1 1.92 8.25 1666 –18.01
6 0.053 0 1.79 7.25 1675 –8.37

Fig. 4. Comparison between IR spectra calculated for conformers
1 (solid curve) and 3 (dashed curve) of γ-coniceine. Conformer
enumeration corresponds to that in Table 2

ate IR-active mode T1u. The band at 576 cm−1 is less
sensitive to the action of external factors. The mode
at 1182 cm−1 characterizes the intermolecular distance,
and a frequency of 1429 cm−1 is sensitive to the influence
of a charge. The latter two modes belong to stretch-
ing vibrations, with the vibrations of single bond C–C
being observed at about 1183 cm−1, and those of the
double bond C=C at about 1426 cm−1. In addition,
there are two bands of valence OH vibrations in the in-
terval of 3500–3400 cm−1, which correspond to stronger
(at 3520 cm−1) and weaker (at 3415 cm−1) hydrogen
bonds.

In the Raman spectra, vibrations typical of C60 are
also observed (Fig. 5). In the Raman spectrum, the
marker lines of fullerene at 1574, 1466, 1424, 1250, 1100,
774, 707, 493, and 270 cm−1 [11] are registered.

The experimental spectrum of Conium (Fig. 6) reveals
three bands of stretching OH vibrations (at 3547, 3469,
and 3417 cm−1), a band in a vicinity of 3250 cm−1

related to NH vibrations, and two bands at 1639
and 1619 cm−1 corresponding to C=N valence vibra-
tions. The experimental data agree with the results

Fig. 5. Raman spectrum of fullerene deposited from an aqueous
solution onto a gold substrate

of calculations obtained within quantum chemical me-
thods.

After the complex of Conium with fullerene having
been formed, a band at 1633 cm−1 appeared in the
spectrum instead of two bands in the interval 1600–
1700 cm−1. This fact may testify to the interaction be-
tween C60 and the drug and to the formation of a new
bond, most likely in γ-coniceine. In the interval 3500–
3400 cm−1, only one maximum at 3435 cm−1 remains.
In specimens with a smaller amount of fullerene, all those
bands become somewhat weakened, but do exist. If the
content of fullerene in the studied specimen increases –
e.g., 0.05 ml Conium + 0.2 ml C60 – they disappear com-
pletely. The bands associated with fullerene do not al-
most change, although the complex demonstrates a cer-
tain shift of the fullerene bands toward high frequencies
by about 0.5–1.2 cm−1.

In Fig. 7, the concentration dependences of IR spec-
tra for the complex Conium + fullerene C60 are de-
picted. The experimental data demonstrate that, if
the Conium-to-fullerene content ratio is 1:1 (the lower
curve), a spectrum typical of the pure Conium drug is
observed, namely, a double band in the region of 1639–
1619 cm−1 and three vibrational states at 3549, 3470,

742 ISSN 2071-0194. Ukr. J. Phys. 2012. Vol. 57, No. 7
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Fig. 6. IR Fourier spectra of Conium drug, fullerene, and a complex of Conium with fullerene

Fig. 7. IR spectra of the complex “fullerene + Conium drug” taken
in various contents

and 3416 cm−1 in the region of hydrogen bonds. The
fullerene marker bands at 1429, 1182, 578, and 528 cm−1

are also present. If the Conium content decreases and,
respectively, the mass of fullerene grows (the middle and
upper curves), the splitting disappears, and only one
maximum remains in the interval around 3435 cm−1

and another one in the interval around 1633 cm−1, with
the fullerene bands becoming more intense and pronoun-
ced.

Our calculations showed that the formation of a stable
complex consisting of one γ-coniceine and one fullerene
C60 molecules is possible, which is exhibited in Fig. 8.
This figure illustrates a deformation-induced modifica-
tion of γ-coniceine molecule with respect to conforma-
tion 1, which is the most favorable energetically (see Ta-
ble 2), during the formation of the complex. The struc-
ture depicted in Fig. 8 was obtained by optimizing the

Fig. 8. Molecular complex “γ-coniceine + C60”

complex geometry in the framework of the Hartree–Fock
method with the basis 3-21G. The stability of the de-
termined structure is confirmed by the absence of the
so-called imaginary frequencies in the calculated vibra-
tion spectrum. In Table 4, the data for the ground-state
energy of the complex (taking the energy of zero-point
oscillations into account) and the sum of the energies of
a γ-coniceine molecule in conformational state 1 and a
fullerene molecule are presented. These data allowed the
binding energy of the complex to be determined.

It is known that the Hartree–Fock method does not
take the energy of electron correlation into account.
Therefore, the energy was calculated using the same den-
sity functional method (B3LYP) in the basis 6-31G(d).
As is seen from Table 4, the binding energy calculated
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T a b l e 3. Frequencies in the IR spectrum and vibration relationships for C60, Conium, and complex “C60 +
Conium”

Conium C69 0.2Conium 0.1Conium 0.05Conium Vibration relationship
+0.2C60 +0.2C60 +0.2C60

3547 3520 3549 3450 OH stretching hydrogen-bonded
3469 3470 3427 3435 OH stretching hydrogen-bonded
3417 3415 3416 OH stretching hydrogen-bonded
3250 OH stretching hydrogen-bonded
2922 2922 2922 2922 2922 CH asymmetric stretching
2852 2852 2852 2852 2852 CH symmetric stretching
1741 1748 C=O

1733 1738 1735 1733 C=O
1639 1633 1638 1633 1633 C=N, С=С, N–H
1619 1619 C=N, С=С, N–H
1431 1429 1429 1429 1429 C60 marker band
1162 1182 1181 1182 1181 C60 marker band
1086 1073 1060 1073 C–C, C–O
1033 1027 1032 C–C, C–O

798 798 798 798 C–C–C
617

576 578 578 578 C60 marker band
527 527.8 528.2 527.8 C60 marker band

T a b l e 4. Parameters of complex “γ-coniceine + C60”

Optimization and vibration Ground state energy Ground state energy, Hartree Binding energy
calculation method calculation Fullerene C60 γ-coniceine Total Complex Hartree eV

method C60+γ-con. C60+γ-con.
Hartree–Fock 3–1G Hartree–Fock 3-21G –2258.6720 –363.8687 –2622.5407 –2622.5412 0.00059 0.0160682
Hartree–Fock 3-21G Density

functional 6-31G(d) –2285.7585 –368.4131 –2654.1716 –2654.1711 –0.00046 –0.012614
Density Density
functional 6-31G(d) functional 6-31 G(d) –2285.7990 –368.4172 –2654.2162 –2654.1954 –0.02083 –0.566923

by different techniques has different signs. Therefore,
in order to specify data, the optimization of a complex
geometry and the calculation of the corresponding fre-
quencies were carried out in the framework of the den-
sity functional method (B3LYP) in the basis 6-31G(d).
This more exact calculation confirmed the stability of
the complex. At the same time, it was found that, for
the complex to be formed, an energy barrier has to be
overcome.

One can see from Fig. 9 that the calculated spec-
trum of the complex γ-coniceine + fullerene C60 con-
tains marker bands of fullerene subjected to a definite
low-frequency shift in comparison with the experimental
fullerene spectrum (Fig. 6, curve 1). In the calculated
infra-red spectrum of the complex, there is no band at
1684 cm−1, which is characteristic of γ-coniceine and
produced by vibrations of the C=N double bond. This
circumstance is evidently associated with the hybridiza-

tion of the state connected with ring vibrations in C60

of coniceine, when the complex is formed.
Hence, we demonstrated a capability of modifying the

conformational parameters of Conium alkaloids with the
use of fullerene C60. Such a modification of the confor-
mational characteristics of Conium alkaloids can sub-
stantially affect the pharmacological properties of the
drug, so that additional researches in this direction are
needed.

4. Conclusions

1. The structural forms of alkaloids entering the Conium
content–coniine, N-methylconiine, γ-coniceine, conhy-
drine, and pseudoconhydrine–have been determined,
and the dipole moments and ground-state energies of
corresponding molecules have been calculated. The con-
formations of alkaloid molecules with minimum energy
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Fig. 9. Calculated IR spectra for γ-coniceine in conformation 1
(solid curve) and the complex “γ-coniceine + C60” (dotted curve)

were found to have the largest linear dimensions and the
lowest (for stable states) dipole moments.

2. The spatial structure and the energy parameters
of stable and unstable conformations of a γ-coniceine
molecule have been determined. The IR absorption spec-
tra for two molecular conformations of γ-coniceine with
the lowest energies have been calculated. It is shown that
the absorption in the interval around 1684 cm−1, which
is connected with vibrational modes of C=N molecular
groups is inherent to only one conformation.

3. Our experimental data confirm that the features in
the vibrational modes of the Conium drug are also asso-
ciated with the presence of C=N groups and are located
in the region of 1700–1500 cm−1.

4. A possibility for γ-coniceine and fullerene C60 to
form a complex has been demonstrated.
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МОДИФIКАЦIЯ СТРУКТУРИ АЛКАЛОЇДIВ
ПРЕПАРАТУ CONIUM ФУЛЕРЕНАМИ С60

М.А. Заболотний, А.I. Момот, Г.I. Довбешко,
О.П. Гнатюк, Г.I. Соляник, О.П. Дмитренко,
М.П. Кулiш, К.В. Федiна

Р е з ю м е

Проведено дослiдження протипухлинного препарату Conium,
активними компонентами якого є алкалоїди пиперидинової
групи, i можливостi модифiкацiї його властивостей за допомо-
гою фулеренiв C60. Виконано вимiрювання спектрiв IЧ погли-
нання сумiшi препарату Conium i водного розчину фулеренiв.
Виявленi спектральнi особливостi утворення комплексу фуле-
рену з одним з алкалоїдiв, а саме γ-конiциїном. Iснування тако-
го комплексу i його спектральнi характеристики пiдтверджу-
ються квантово-хiмiчними обчисленнями, виконаними за до-
помогою програми Gaussian. Крiм того, обчислено IЧ-спектри
алкалоїдiв i дослiджено конформацiї γ-конiциїну.
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Abstract. New approach for optical imaging, structural study and cell cultivation based 
on the effect of the enhancement of optical signals from biomolecules and biological 
cells near nanostructured rough gold surface is proposed. The surface enhanced IR 
absorption (SEIRA) spectroscopy and confocal microscopy experiments were made 
using the culture of SPEV (porcine embryonic kidney epithelium transplantable line) and 
fibroblast cells, cultivated and/or adsorbed on the gold substrate. The SEIRA spectra 
registered from monolayer of the SPEV cells cultivated on the rough gold showed a low 
frequency shift of about 2 to 7 cm-1 for the most characteristic IR vibrations, compared 
with those adsorbed from suspension on the same substrate. An enhancement factor of 
15…30 was obtained for different molecular vibrations. The confocal microscopy 
contrast images of the SPEV cells on rough gold substrate were obtained in laser 
fluorescence mode. This approach opens new possibilities for visualization of the living 
cells in vivo without staining. The fluorescence of the rough gold surfaces and effects 
responsible for our findings have been discussed. 
 
Keywords: SPEV cells, nanostructured rough gold substrate, SEIRA spectroscopy, laser 
scanning confocal microscopy, fluorescence imaging. 
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1. Introduction 

Contrast imaging of biological molecules and cells is of 
great importance for medical and biological analysis. 
However, optical transparency and weak fluorescence of 
biological objects restricts microscopic imaging. 
Therefore, various markers such as dyes, quantum dots, 
nanoparticles are used for improvement of cell 
visualization. For example, a dye molecules of green 
fluorescent protein (GNP) are used to mark a 
cytoskeleton, molecules of DAPI (4”,6-diamidino-2-
phenylindole) – to stain a nuclei in the cell. At the same 
time, development of the free-label method is attractive 
for non-destructive cell analysis and has grown recently. 

IR spectroscopy methods, with their increased 
sensitivity (i.e., signal-to-noise ratio), are essential for 

structural studies of biological objects. It is known that 
optical signals from the molecules adsorbed on the 
nanostructured metal substrate or colloidal metal 
nanoparticles can be enhanced by 10 to 103 times for 
infra-red (IR) absorption [1, 2], by ~103 for 
luminescence, and by ~106 for Raman scattering (RS). 
Earlier, we have reported an enhancement of IR signals 
for Amid I band from albumin for a near monomolecular 
layer by more than 100 times [3] as well as essential 
enhancement in our SEIRA study of phospholipids [4]. 
These data are in accordance with other publications on 
SEIRA effect [5-8]. We have got an enhancement factor 
of about 105 in SERS spectra of poly-A molecules 
adsorbed on carbon nanotubes and deposited on 
commercially available SERS substrate [9]. So, if it is 
possible to obtain the signal from different cellular 
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components enhanced by rough gold surface, we would 
expect to obtain an enhanced IR absorption signal, i.e. 
SEIRA spectra, from the whole cells deposited on the 
rough metal surface.  

The second point is related with a new approach to 
optical microscopy visualization of the cells deposited 
on the same gold substrates, which was applied for 
SEIRA spectroscopy. Laser scanning confocal 
microscopy (LSCM) was chosen as one of the modern 
and widely-used instrument for imaging of biological 
structures and processes in different branches of 
medicine, biology and bionanotechnology. Confocal 
imaging is related to fluorescent methods. The objects 
under study should possess proper luminescence or 
should be stained with fluorescent probes and be 
transparent for light penetration to a certain depth. 
Fluorescent confocal microscopy was proved to be a 
powerful tool to study alive and fixed cells, thin cuts of 
plant and animal tissues and even small organisms. It is 
especially important for studying the alive cells to have a 
possibility to provide imaging with high spatial and time 
resolutions. It enables to clear up the most complicated 
organization of the whole organism at molecular, 
cellular and tissue levels. 

However, an application of fluorescent probes for 
studying the cell structure has a number of 
disadvantages. First, this is cytotoxicity in the case of 
alive cells, non-selectivity of the probes to sub-cell 
components, as well as insufficient specificity and 
overlapping of fluorescence spectra from different 
probes. Therefore, an actual task is a search for imaging 
possibilities for cells with confocal microscopy methods 
without application of fluorescent probes. 

Here, we discuss a strategy complying SEIRA 
spectroscopy together with confocal microscopy to study 
living cells and analyze monostructured gold film for vi-
sualization of free labeling cells. The proposed new 
approach for structural study and visualization of cells is 
based on the effect of the enhancement of optical signals 
from molecules and cells deposited on a nanostructured 
gold substrate. 

2. Materials and methods 

2.1. Sample preparations 

SPEV (porcine embryonic kidney epithelium 
transplantable line) cells for our experiments were 
cultured in plastic flasks in DMEM (Dulbecco’s 
Modified Eagle’s medium) (Sigma) medium with 5% 
fetal calf serum FCS (v/v) (HyClone), kanamycin 
(100 μg/ml), amphotericin В (5 μg/ml) according to 
[10]. A total number of the grown cells was calculated 
using the conventional method in Goryaev chamber [11]. 
Sown concentration was equal to 5×104 cells/cm2. The 
cells were grown in Sanyo incubator at the temperature 
+37 °С in humid atmosphere with 5% СО2. Grown 
solution was replaced every 2 days. Cells were passaged 

at ~80% confluence. The cultivated SPEV cells were 
transferred into suspension and placed on a cover glass 
or Au-precoated glass substrate. The samples were 
returned to the incubator for 24…48 h to ensure 
adequate adhesion. Prior to physical experiments, the 
culture medium was removed. For confocal microscopy 
and FTIR experiments, the SPEV cells were cultured on 
a gold substrate placed in sterile Petri dishes in incubator 
for 24…48 hours. All the cell samples were washed 
triple in Hanks solution placed in a waterproof glass 
camera and dried for 1 hour at 0.5 atm under evacuation 
by using the Millipore XF 5423050 vacuum pump. 

As a substrate, we used a gold (Au) thin 
(20…35 nm) films fabricated by vacuum thermal 
deposition of pure (0.99999) Au onto glass substrates 
(TF-1 glass, 20×20 mm) preliminary covered with the 
intermediate 5 nm adhesive Cr layer [8]. Before Au 
deposition, glass surface was cleaned with 
NH4OH:H2O2:H2O and HCl:H2O2:H2O (1:2:2 by v/v) 
solutions, subsequently, for 5 min at the boiling 
temperature. Then it was rinsed in bidistilled water and 
dried in a flow of pure nitrogen. 

The morphology of the gold surface has been 
studied with a Nanoscope IIIa (Digital Instrument) 
atomic force microscope (AFM) in a tapping mode. 
Tapping force mode scans were performed using 
commercially available AFM silicon nitride tips. The 
scanning frequency was approximately 1 Hz in all 
experiments. Statistical analysis was made with 
conventional statistics program. 

Reflectance and transmittance spectra of initial 
gold thin films were measured in the spectral range λ = 
380…1100 nm with DMR-4 monochromator and 
variable-angle of incidence reflectance attachment in p-
polarized light. Device is equipped with silicone 
photodiode photodetector and incandescent bulb lamp as 
wide-band continuous spectra light source. 

Confocal imaging was carried out with a Carl Zeiss 
LSM-510 META confocal laser scanning microscope 
with the Plan-Achromat 63×/1.4 Oil DIC oil immersion 
objective in Multi Track mode. The confocal microscope 
optical scheme is presented in Fig. 1. A halogen 
incandescent lamp was used for observing objects in the 
transmittance mode in visible light. A fluorescence 
images of the objects were obtained by excitation with 
ultraviolet mercury lamp HBO-100 or with diode laser 
(λ = 405 nm, 25 mW), Ar or ArKr laser (λ = 488 nm, 
30 mW) and HeNe laser (λ = 633 nm, 5 mW) in 
backscattering geometry. The fluorescent light was 
filtered with a band pass BP 420-480 nm or long pass 
LP420 nm, BP 505-530 nm or LP 505 nm and 
LP 650 nm filters, respectively. LSM-510 META was 
equipped with a 32-chanels Metadetector (polychromatic 
detector) and registration system AxioCam. The 
scanning speed depends on the resolution and for LCM 
510 microscope at 512×512 resolution, it makes up 
about 1/5 seconds on a layer [12]. Magnification in the 
experiments was 63× and 10×. The most important 
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optical advantage of confocal microscopy is that the 
radiated photons are focused by the objective lens on a 
small (~50 µm) detector pinhole (2 in Fig. 1), which 
limits the depth of focus. Optical thickness d of slices 
depends on the wavelength (λ), objective lens numerical 
aperture (N.A.), refractive index (n), pinhole diameter 
(P) and roughly d ~ P n λ / (N.A.)2. In this work, the 
optical slice thickness was about 0.8 µm. 

For SEIRA experiments, the samples with the cells 
deposited on the rough surface of Au were dried 
liophilically. All the samples were kept in closed tight 
boxes with P2O5 water adsorbent. The spectra were 
collected in the 400…7000 cm–1 region with an IFS-66 
Bruker instrument with resolution of 0.5 cm–1 and 
wavenumber definition accuracy of not less than 
0.01 cm–1. Repeatability of the frequency in our SEIRA 
spectra was 0.5 cm–1 and that for the absorbance – about 
0.0005.  

IR spectra from molecular vibrations of cell 
components (proteins, nucleic acids, lipids) deposited on 
gold rough surfaces were measured in external reflection 
configuration at light incidence angle 16.5°, as described 
in [1-3]. 

Deconvolution and decomposition of the spectral 
bands were performed with Opus-5.5 software program. 
The peak positions of the absorption bands were 
estimated by using the second derivative method and/or 
the standard method. All the spectra were baseline-
corrected and normalized by the peak intensity of O–H 
stretching vibration band centred near 3300 cm–1. 
Estimation of the SEIRA enhancement factor was 
carried out as in [2]. 
 

 
Fig. 1. Scheme of confocal microscopy: photodetector (1), 
detector pinhole (2), laser or light source (3), source pinhole 
(4), beamsplitter (5), objective lens (6). 

3. Physical basis of the effect of enhancement of 
optical processes 

3.1. SEIRA 

For the first time, an enhancement of IR signal from 
molecules chemisorbed on Au and Ag surface by the 
factor up to 103 has been registered by Harstein and 
colleagues in 1980 [13]. Only at the beginning of the 90-
th years, scientists came back to study of the enhanced 
IR effects, mainly due to very low limit of the molecules 
that could be detected by IR spectroscopy and its some 
advantages (non-destructivity, higher signal-noise ratio, 
less distorted spectra) in comparison with SERS. In 
1991, the effect was named as SEIRA by Osawa and 
Ikeda [14]. The effect cannot be explained in a simple 
way, it includes several mechanisms, namely: 1) local 
increase of electromagnetic field near the rough metal 
surface or metal film due to excitation of surface 
plasmons, 2) increase of dipole transition moment of 
adsorbed molecules [15, 16]. 

The conditions for surface plasmon excitation at 
the interface between two media (1 – environment, 2 – 
plasmon-carrying media) are as follows: 

( ) ( )
( ) ( ) ,1

,
2

22

12

>>λε ′′λε′

λε′−<λε′
, (1) 

where ε' and ε" are real and imaginary parts of dielectric 
permittivity, λ is the wavelength. 

When incident light promotes excitation of 
molecules or cells adsorbed on a gold substrate, the 
probability of optical process near metal surface is 
increased due to enhancement of local electric field and 
density of photon states. Naturally, this effect depends 
on morphology of gold surface, sizes of roughness and 
film thickness [17-20]. 

3.2. Metal-enhanced fluorescence 

Earlier [21, 22], it was shown that the intrinsic emission 
from DNA can be enhanced manifold by silver island 
film substrate. The time-resolved measurements have 
shown a decreased lifetime for the intrinsic DNA 
emission near the silver islands. These results of 
increased intensity and decreased lifetime indicate a 
metal-induced increase in the radiative rate decay of the 
DNA. As in the case of SEIRA spectroscopy, the main 
mechanism driving the enhanced photoluminescence 
(PL) of the molecule near metal surface is related with 
the enhanced density of photon states near metal surface 
and changes in probability of PL process (Fig. 2). In this 
figure, E and Em – electric fields for transition from the 
ground state to the excited one without metal and with 
metal, respectively, Г – intrinsic radiative rate (without 
metal), Гm – radiative rate with metal, knr and km – rate of 
non-radiative process without metal and with metal, 
respectively. 
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Fig. 2. Schematic energy diagram of fluorescence inherent to a 
free molecule (a) and the molecule on metal surface (b). 
 

The situation with enhanced PL is more 
complicated in comparison with SEIRA spectroscopy 
due to competition between different radiative decay 
channels strongly influencing the PL intensity. So, in 
some cases for the molecules near metal surface the PL 
intensity would decrease [21-23]. Thus, the quantum 
yield, Q0, of a fluorophore shows a competition between 
radiative decay and nonradiative processes (kq is the rate 
constant of quenching):  

qnr kk
Q

++Γ
Γ

=0 . (2) 

The fluorescence lifetime, or decay time, is the 
average time for an ensemble of fluorescent molecules to 
remain in the state: 

qnr kk ++Γ
=τ

1
0 . (3) 

When fluorophores are placed at suitable distances 
from metallic surface, fluorophores could undergo 
modifications of their radiative decay rates, where an 
increase in Γm results in an increase in PL intensity, Qm, 
and reduction in lifetime τm, which is converse to the 
free-space condition. If the fluorophore quantum yield 
and lifetime near metal surface are expressed by the 
following formula 

qnrm

m
m kk

Q
++Γ

Γ
= , (4) 

qnrm
m kk ++Γ
=τ

1 . (5) 

One can get an increase of quantum yield, when the 
lifetime decreases. It could be explained by strong 
coupling between electromagnetic field oscillation on 
metal surface and fluorophore dipole. In the case of 
metal, the increase of Qm caused by decrease of the 
lifetime τm is different in comparison with that of 
conventional fluorescence without fluorophore. In the 
latter case, Q increase is due to non-radiative kn decay 
rate decrease (Fig. 3). 

Therefore, near the metal surface the conditions for 
redistribution of channels governing by fluorescence 
occur. The theoretical basis and experimental evidence 
for PL enhancement by metal surface do exist and can 
manifest themselves in a number of cases. 

4. Results and discussion 

4.1. Gold substrate for enhanced infrared spectra and 
luminescent imaging 

Morphology of the semitransparent gold film surface is 
presented in Fig. 4a. The surface relief of the Au 
substrates was found with AFM to have a rms roughness 
of 2…5 nm. Transmittance (T), reflectance (R) and 
absorption (Abs = 1-R-T) spectra (Fig. 4b) of films used 
indicate that films are continuous, with optical 
parameters close to bulk gold. The increase of 
absorption at λ < 500 nm is caused by intraband 
absorption in the gold [24]. Absorption from local 
plasmons (radiative modes, typically observed in the 
Drude region λ > 500 nm) with isolated gold 
nanoparticles is not monitored. Thus, the enhancement 
of electromagnetic field near the metal surface can be 
invoked by surface roughness mainly [25]. 

 
 

 
Fig. 3. Classical Jablonski diagram for PL of the molecule in free space (a) and its modified form in the presence of metallic 
surface (b): E – incident photon, Em – concentrated by metal incident field, Г – radiative or emission decay rate, Гm – radiative 
decay rate in the presence of metal, knr and km – nonradiative decay rate represents all the other rate processes returning the 
molecule to the ground state without emission, without and with metal, accordingly. 
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a             b 

Fig. 4. AFM image of surface relief (a) and reflectance, transmittance and absorbance spectra for 43 nm gold film on 
the glass substrate (b). 
 
 
4.2. SEIRA experiments on SPEV cells 

SEIRA spectra of SPEV cells deposited on the gold 
substrate from suspension and after single or double 
washing with aqueous solution are presented in Fig. 5a. 
In the process of cells deposition from the suspension on 
the gold substrate, the cells did not cover the substrate as 
a monolayer, but usually they form a thick layer. The 
SEIRA spectrum from the thick layer (Fig. 5a, curve 1) 
indicates the low intensity and pure band resolution due 
to excessive IR absorption for separated bands. The 
higher quality spectra of the cells were registered after 
washing (Fig. 5a, curve 2). After washing, the cells are 
arranged separately in a monolayer manner, at some 
distance from each other, which was confirmed by 
confocal microscopy (see Figs. 6, 7 and 8). Note, that 
with SEIRA spectroscopy we have registered signal 
from about 100 cells. 

From Fig. 5b one can see differences in the spectra 
of the cells cultivated directly on the gold surface and 

transferred to the gold substrate from suspension. The 
main spectral changes in SEIRA spectra of these 
samples were observed in the regions of NH, ОН, CH2–
CH3 stretching vibration bands, Amid I and Amid II 
bands, as well as in the 900…1300 cm–1 region. For the 
SPEV cells cultivated on the gold substrate, we have 
registered a shift of different bands by 4…7 cm–1 to low 
frequencies, except for phosphate asymmetrical 
stretching band. Specifically, CH stretching vibration 
bands were shifted by 4 cm–1, Amid I – by 6 cm–1, 
Amid II – by 4 cm–1. In addition, in the spectra of SPEV 
cells cultivated on the gold substrate the relative 
intensity of Amid I and Amid II bands increases 
comparing with those of SPEV cells deposited on gold 
substrate. However, no change in the intensity or 
frequency of Amid A band near 3292 cm–1 was 
observed. The observed shifts of the bands position in 
the spectra of SPEV cultivated on the gold substrate in 
comparison with those of the cells grown on the glass 
substrate could be explained by more strong interaction 

      
a           b 
 

Fig. 5. a) SEIRA spectra of SPEV cells adsorbed from suspension on gold substrate just after deposition (3) and after single (2) 
or double (1) washing. b) SEIRA spectra of SPEV cells transferred to the gold substrate from suspension (1) and cultivated 
directly on the gold surface (2). 
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between the cells and the gold substrate. Note that in any 
case the shifts of the IR bands position of the cellular 
components, DNA and proteins deposited on the gold 
substrate in comparison with those on the neutral 
substrate as CaF2 in our earlier papers [1-4, 8, 9] are in 
accordance with the present results. 

For the SPEV cells deposited from suspension, the 
conformation analysis of protein bands showed the 
preferable presence of α-helix (1653…1654 cm–1), and 
that for asymmetrical phosphates showed DNA presence 
in A-form (1237…1241 cm–1). Thus, we have got an 
enhancement of IR absorption of SPEV cells deposited 
on the rough gold substrate (by about 15…30 times) for 
different vibrations and obtained high-quality spectra 
with good resolution. 

4.3. Confocal microscopy  

Fig. 6a demonstrates fluorescent images of the initial 
rough gold substrate at all excitation wavelengths used, 
namely, with the blue (405 nm), green (488 nm) and 
red (633 nm) laser lines. Observed fluorescence is in 
agreement with previous data of Boyd et al.[26], where 
the authors reported a fluorescence of a gold film with 
rough surface with characteristic peaks near 2.0 eV 
(0.62 μm) and 2.8 eV (0.44 μm) excited by light source 
with 3.50 eV (0.35 μm) or 4.67 eV (0.27 μm). They 
arise from intra- and inter-band transitions of gold as 
well connected with recombination of holes and 
electrons [26]. This fluorescence can be enhanced by 
local electromagnetic field of plasmons excited at the 
gold rough surface [27, 28]. Thus, gold substrate is a 
source of both proper fluorescence and enhanced local 
electromagnetic field that can effect on optical process 
near metal surface [19,20]. Fig. 6b demonstrates that a 
gold-free area of glass substrate (black area down) and 
scratches on the gold surface do not show any fluo-
rescence at excitation conditions specified. Clear glass 
looks like black spot under laser excitation in the con-
focal microscope contrary to the gold substrate that 
looks like bright spot and gives pronounced 
fluorescence. 

Fig. 7 shows a good-quality confocal microscopy 
luminescent image of the SPEV cells cultivated on gold 
substrate excited using UV lamp (365 nm) and registered 
via FSet 01 filter. Different sub-cellular structures are 
clearly seen. 

The SPEV and fibroblast cells cultivated or depo-
sited on the gold substrate have a weak proper fluo-
rescence under UV-lamp excitation (Fig. 8), which is a 
traditional image for confocal microscopy. Nevertheless, 
under excitation with UV radiation, a membrane and 
intracellular structures visualization can be achieved, 
when gold-covered substrate is used. The fluorescence 
from membrane structures is shifted to the long-wave 
region in comparison with intracellular components, and 
it simplifies the procedure of visualization. So, if the 

cells have no proper luminescence, one could register an 
image of the cells as a shadow from the cells due to 
fluorescence from the gold. 

 
 

 

a 
 

 

b 

Fig. 6. Confocal microscopy fluorescent images of rough 
initial gold substrate excited with 405, 488 and 633 nm laser 
lines, registered with BP 420-480, BP 505-530 and LP 650 nm 
filters, respectively, presented by the dark blue, green and pink 
colors and their aggregated image marked with rose (a). 
Images of colony of the suspended cells on the gold rough 
substrate; the glass substrate and scratch on the gold look like 
black spots (b). Proper long pass filters were used for 
registration, magnification 63×. 
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Fig. 7. Confocal microscopy luminescent image of the SPEV 
cells cultivated on gold substrate excited using UV lamp 
(365 nm) and registered via FSet 01 filter (Exc = BP 365/12, 
emiss = LP 397). 

 

 
 
Fig. 8. Confocal microscopy fluorescent image of fibroblasts 
excited by UV lamp with FSet 01 filter (Exc = BP 365/12, 
beamspl = FT 395, emiss = LP 397). 

 
 
However, the excitation with laser provides better 

images of the cells in vivo on the gold-covered 
substrate (Fig. 9), which is not possible to get in the 
luminescent mode on glass coverslip without staining 
the cells. Under excitation with green or blue laser, the 
cells on the gold reveal better emission, and the 
obtained images are of the best quality, while the red 
laser excitation gives a picture of cells as a shadow. In 
the latter case, sometimes we can see a fragment of the 
interior fluorescence from the cells. In the conventional 
mode, PL from the stained cells is registered via band 
pass filters of BP 420-480, BP 505-530 and LP 650, 
and in this case PL is weaker than that with application 
of long pass filters. Quality of our cell images depends 
on PL of the gold surface stronger than on the type of 
filters.   

 

 
 
Fig. 9. Confocal luminescence images of SPEV cells on the 
gold substrate excited by 405, 488 and 633 nm laser lines and 
registered via long pass filters LP 420, LP 505, LP 650. 
Aggregated image is presented as well. 

 
Time dependence of PL inherent to the SPEV cells 

at continuous excitation with UV lamp via the blue filter 
set FSet 01 in time series mode is presented in Fig. 10. 
The decrease in the intensity of PL by 2-3 times from 
cell for 60-70 s was observed. A gold substrate and a cell 
have different complex dependence of fluorescence ki-
netics. Kinetics of the PL decay requires a special study.  

 
Fig. 10. Confocal microscopy image of the SPEV cells on the 
gold substrate and time dependence of fluorescence intensity 
from the cell (marked by circle 1). 
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The origin of the above mentioned effects should 
be studied in details. Particularly, we could not propose 
preferable mechanism responsible for the fluorescence 
of cells and energy transfers. However, we can conclude 
that: 1) the rough semitransparent gold film substrate can 
enhance the proper fluorescence of the cells; 2) a 
potential of the confocal microscopy gives an 
opportunity to register a fluorescence from the biological 
cells in vivo on the gold enhancing substrate that is 
difficult to reach without labelling; 3) SEIRA 
spectroscopy of a cells monolayer on the rough gold 
substrate gives a possibility to analyze structural 
components of the cells with better resolution than 
conventional FTIR spectroscopy. 

5. Conclusions 

In this paper, a new approach for optical imaging, 
structural study and cell cultivation is proposed. Rough 
thin gold film on the glass coverslip was used as a 
substrate for SPEV cells growth and optical 
investigations. Such substrate evokes the enhancement 
of optical signals from biomolecules and biological cells 
located near nanostructured surface. 

The enhancement factor of 15…30 was obtained 
for different molecular vibrations in the SEIRA spectra 
from monolayer of the SPEV cells cultivated on the 
rough gold as well as a low-frequency shift of about 
2…7 cm-1 for the majority of characteristic IR 
vibrations, as compared with that of cells adsorbed from 
suspension on the same substrate. For the first time, 
SEIRA spectra of monolayer of the SPEV cells 
deposited on the rough gold substrate were registered 
with better resolution than that obtained on monolayer of 
protein or other biopolymers. 

The confocal microscopy contrast images of the 
SPEV cells on the rough gold substrate were obtained in 
laser fluorescence mode without cells labelling. The 
fluorescence of the rough gold surfaces and effects 
responsible for our findings have been discussed. 

This approach opens new possibilities for 
visualization of the cells in vivo without staining.  
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Висновки до розділу 2 

1. Вперше визначено CARS спектральні маркери ДНК та проведено їх 

порівняльний аналіз з даними Раман спектроскопії. Показано, що 

положення основних маркерних смуг ДНК в CARS спектрі зсунуті в 

низькочастотну область, порівняно з даними КР, а саме в області NH-CH 

валентних водневопов’язаних коливань на 10-15 см-1, а в області 1800-1200 

см-1, куди дають вклад С=О валентні, СН-деформаційні коливання та 

вклади основ ДНК – зсунуті на 10-20 см-1, що узгоджується з теоретичними 

розрахунками. Показано, що при нанесенні ДНК на підложку з 

одношарового графену, можна отримати контрастне CARS зображення 

ДНК на частотах СН валентних коливань 2760, 2900 см-1, а у випадку 

використання скляної підложки – на частотах ОН валентних коливань 3400 

см-1 та С=О 1625 – 1632 см-1.  

2. Показано, що графен можна використовувати як підложку для 

інфрачервоної спектроскопії з метою підсилення оптичних сигналів. На 

моделі тиміну визначено спектральні маркери взаємодії тиміну з 

одностінними вуглецевими нанотрубками, графеном та оксидом графену. 

Показано, що при взаємодії з нанотрубками фіксуються зсуви основних 

смуг поглинання в області С2=О та С4=О, що свідчить про можливість 

утворення комплексу тиміну з нанотрубками по типу π-π стекінгу та 

узгоджується з розрахунковими даними. Максимальний коефіцієнт 

підсилення порядку 5 раз. У випадку взаємодії тиміну з графеном 

спостерігається високочастотний зсув смуг, коефіцієнт підсилення для 

яких більше 1,7 рази, зокрема С2=О, деформаційні коливання С-Н та C-N. 

В інших випадках фіксуємо низькочастотні зсуви порядку 1-5 см-1. 

Максимальний коефіцієнт підсилення порядку 3,7 рази. 

3. Показано, що в системі СеО2-х/графен під дією лазерного випромінювання 

відбувається заповнення кисневих вакансій, утворених в оксиді церію при 

переході від масивного до наноструктурованого СеО2, та окислення Се до 

Се+4. Система СеО2-х/графен може бути використана для розробки газових 

датчиків. 
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4. Показано, що вуглецеві нанотрубки можуть спричиняти незворотні 

конформаційні переходи в лізоцимі за умови інкубації при кімнатній 

температурі при різних значеннях водневого показника. Про це свідчить 

зростання вкладу антипаралельної β-конформації в структурі лізоциму, і 

зменшення вкладу α-спіральної конформації, які є характерними рисами 

при формуванні фібрилярних структур.  

5. Визначені спектроскопічні маркери утворення комплексу коніуму з 

фулеренами С60, а саме відсутність розщеплення області 1600-1700 см-1 та 

в області 3500-3400 см-1, яке фіксували в чистому препараті коніуму. Це 

може свідчити про взаємодію між С60 і коніумом з утворенням нового 

зв'язку найімовірніше в γ-коніцеїні.  

6. Було показано, що наноструктурована підложка, виготовлена у вигляді 

напиленого шару золота на скляну основу є зручною платформою для 

дослідження біологічних молекул та клітин, в якій поєднується власна 

флуоресценція з підсиленням оптичних процесів за рахунок підсилення 

поля плазмонними коливаннями. При цьому слід враховувати можливі 

частотні зсуви основних смуг поглинання порівняно зі спектрами 

пропускання.  
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Розділ 3 

Коливальні маркери вуглецевих наноструктур 

189



This article was downloaded by: [Universita degli Studi di Torino]
On: 01 May 2013, At: 11:13
Publisher: Taylor & Francis
Informa Ltd Registered in England and Wales Registered Number: 1072954
Registered office: Mortimer House, 37-41 Mortimer Street, London W1T 3JH,
UK

Fullerenes, Nanotubes and
Carbon Nanostructures
Publication details, including instructions for
authors and subscription information:
http://www.tandfonline.com/loi/lfnn20

Vibrational Spectra of
Carbonaceous Materials: A
SEIRA Spectroscopy versus FTIR
and Raman
G. I. Dovbeshko a b , O. P. Gnatyuk a , A. N. Nazarova
c , Yu. I. Sementsov d & E. D. Obraztsova d
a Institute of Physics of National Academy of
Sciences of Ukraine, Prospect Nauki, 46, Kyiv,
Ukraine
b National Taras Shevchenko University of Kyiv, Kyiv,
Ukraine
c Institute of Surface Chemistry National Academy of
Sciences of Ukraine, Kyiv, Ukraine
d Natural Science Center of A.M., Prokhorov General
Physics Institute, RAS, Moscow, Russia
Published online: 06 Feb 2007.

To cite this article: G. I. Dovbeshko , O. P. Gnatyuk , A. N. Nazarova , Yu. I.
Sementsov & E. D. Obraztsova (2005): Vibrational Spectra of Carbonaceous Materials:
A SEIRA Spectroscopy versus FTIR and Raman, Fullerenes, Nanotubes and Carbon
Nanostructures, 13:S1, 393-400

To link to this article:  http://dx.doi.org/10.1081/FST-200039387

PLEASE SCROLL DOWN FOR ARTICLE

Full terms and conditions of use: http://www.tandfonline.com/page/terms-
and-conditions

190

http://www.tandfonline.com/loi/lfnn20
http://dx.doi.org/10.1081/FST-200039387
http://www.tandfonline.com/page/terms-and-conditions
http://www.tandfonline.com/page/terms-and-conditions


This article may be used for research, teaching, and private study purposes.
Any substantial or systematic reproduction, redistribution, reselling, loan,
sub-licensing, systematic supply, or distribution in any form to anyone is
expressly forbidden.

The publisher does not give any warranty express or implied or make any
representation that the contents will be complete or accurate or up to
date. The accuracy of any instructions, formulae, and drug doses should be
independently verified with primary sources. The publisher shall not be liable
for any loss, actions, claims, proceedings, demand, or costs or damages
whatsoever or howsoever caused arising directly or indirectly in connection
with or arising out of the use of this material.

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [

U
ni

ve
rs

ita
 d

eg
li 

St
ud

i d
i T

or
in

o]
 a

t 1
1:

13
 0

1 
M

ay
 2

01
3 

191



Vibrational Spectra of Carbonaceous
Materials: A SEIRA Spectroscopy versus

FTIR and Raman

G. I. Dovbeshko and O. P. Gnatyuk

Institute of Physics of National Academy of Sciences of Ukraine,

Prospect Nauki, 46Kyiv, Ukraine

G. I. Dovbeshko

National Taras Shevchenko University of Kyiv, Kyiv, Ukraine

A. N. Nazarova

Institute of Surface Chemistry National Academy of Sciences of Ukraine,

Kyiv, Ukraine

Yu. I. Sementsov and E. D. Obraztsova

Natural Science Center of A.M., Prokhorov General Physics Institute,

RAS, Moscow, Russia
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INTRODUCTION

Study of vibrational modes of carbon materials is of great importance for

applied science technology. Raman spectroscopy, being a routine and nondes-

tructive technique, is known as a powerful tool for identification of graphites,

carbon nanotubes, fullerenes, diamond, etc. (1–4). However, it is difficult to

use this method for detection of contamination. FTIR spectroscopy, namely

its new sensitive modification—surface enhanced infrared absorption

(SEIRA), is more sensitive for this purpose. SEIRA method has been

recently used for registration of small amounts of substances absorbed on

rough metal surface. The signal enhancement could reach 10–1000 times

in comparison with conventional geometry. That is why we try to apply

SEIRA for characterisation of carbon materials.

METHODS AND MATERIALS

The single-walled carbon nanotubes (SWCNT) were synthesised by arc

discharge between two graphite electrodes in He atmosphere in the Natural

Science Center of General Physics Institute (RAS, Moscow) (5). Their

length was 1–2mm and diameter 1.3–1.5 nm. The exfoliated graphite (EG)

was synthesised by persulphate oxidation method in the Institute of Surface

Chemistry (Fig. 1) (Kyiv, Ukraine) (6).

The contamination of carbon materials has been registered by SEIRA

spectroscopy in RAS (reflection-absorption) mode with IFS-48 Bruker instru-

ment. Spectra were evaluated with the Opus 2.2 program. The samples have

been prepared as powder in KBr for conventional FTIR spectroscopy or as

films precipitated on quartz substrate covered with a gold layer (thickness

of the gold layer was 200 Å, roughness was 50 Å) for SEIRA spectroscopy.

SWCNT were mixed in alcohol, treated with ultrasound irradiation for

20 min, and then precipitated on gold substrate. The samples of soot and

graphite were mechanically milled, mixed with alcohol, and precipitated on

gold substrate. EG was rolled on gold substrate.

The Raman spectra were registered with the Bruker RFS 100/s instru-

ment; a Neodym-YAG laser with the wavelength l ¼ 1064 nm was used as

an excitation source.

RESULTS AND DISCUSSION

Selection Rules for Graphite

It is known that hexagonal graphite belongs to D4
6h (P63/mnc) symmetry

group (7). The irreducible representation of the optical modes of the

G. I. Dovbeshko et al.394
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Figure 1. Microscopic images of single-walled carbon nanotubes (a, b) and exfoliated graphite (c, d); (a, c) optical microscopy

images, � 16; (b, d) TEM images.
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Brillouin zone centre of graphite is the following (4):

G ¼ 2E2g þ E1u þ 2B2g þ 2A2u ð1Þ

According to selection rules, only ungerade (odd) symmetry vibrations (E1u

and A2u) can be active in IR spectra. As usual, the E-modes determine the

motions within the layer planes, the A and B modes are characterised by

atomic displacement normal to the planes. The E1u mode is IR-active

polarised in the plane of graphite layer and located close to 1587 cm21. The

A2u mode polarised in perpendicular direction is located close to 868 cm21

(7). Usually for graphite layer the u-modes are nonactive due to the equivalent

position of carbon atoms in the layer; they become active in a 3-dimensional

structure.

Selection Rules for Nanotubes

The irreducible representation of the optic modes for SWCNT can be

presented as following: for armchair nanotubes (even n ¼ 2j with Dnh

symmetry) (8)

Gvib
2j ¼ 4A1g þ 2A1u þ 4A2g þ 2A2u þ 2B1g þ 4B1u þ 2B2g þ 4B2u

þ 4E1g þ 8E1u þ 8E2g þ 4E2u þ . . .þ 4Eð j�1Þg þ 8Eð j�1Þu ð2Þ

for zigzag nanotubes (n ¼ 2j with Dnh symmetry):

Gvib
2j ¼ 3A1g þ 3A1u þ 3A2g þ 3A2u þ 3B1g þ 3B1u þ 3B2g

þ 3B2u þ 6E1g þ 6E1u þ 6E2g

þ 6E2u þ . . .þ 6Eð j�1Þg þ 6Eð j�1Þu; ð3Þ

for armchair and zigzag nanotubes (odd n ¼ 2j þ 1 with Dnh symmetry):

Gvib
2jþ1 ¼ 3A1g þ 3A1u þ 3A2g þ 3A2u þ 6E1g

þ 6E1u þ 6E2g þ 6E2u þ . . .þ 6Ejg þ 6Eju; ð4Þ

for chiral nanotubes:

Gvib
N ¼ 6Aþ 6Bþ 6E1 þ 6E2 þ . . .þ 6EN=2�1: ð5Þ

The number of Raman and infrared-active modes for a carbon nanotube

does not depend much on the nanotube diameter and chirality, though the

total number of phonon modes 6N–4 is very different for different chiralities

(where N is the number of hexagones per unit cell). Group theory selection

rules indicate that there are 15 or 16 Raman-active modes and 6–9 IR-

active modes for a SWCNT. For chiral nanotubes modes with A and E1
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symmetry are both Raman- and IR-active, because of the lack of an inversion

centre (4).

Raman Spectroscopy

Raman spectra of EG, SWCNT, soot, and crystalline graphite are presented in

Fig. 2. It should be mentioned that the main band of Raman scattering, so

called G-mode, according to the theory characterises tangential vibrations

of carbon atoms of graphene layer of E2g symmetry and correlates with the

ordering of crystal lattice of graphite structure. For EG this band is found

near 1581 cm21 for G point of Brillouin zone, i.e., it coincides with the exper-

imental value for crystalline graphite and with theoretical computation for

graphene layer (4). Frequency shift in high-frequency region means

reduction of the areas of coherent scattering of the materials under study

(4). Such effect could be noticed in the samples of soot and nanotubes—

1591 and 1593 cm21, respectively. It should be noted that the second of

characteristic modes of graphite-like materials, so called D-mode, with A1g

symmetry that characterises the disorder of lattice of graphene layer could

be hardly registered for EG and crystalline graphite. This mode is found

near 1300 cm21 and refers to breathing vibrations of rings of graphene layer

in the K point of Brillouin zone (4). The wide maximum at 1318 cm21

could be noticed for soot and the scattering at 1275 cm21—for nanotubes.

The second-order modes of this vibration are well registered at 2605 cm21

in EG and at 2.533 cm21 in SWCNT and they have the intensity that

usually exceeds the intensity of second-order vibrations. The last fact could

be evidence that EG and nanotubes consist of similar structures that lead to

the appearance of strong electron-phonon interaction. It is difficult to

explain the great intensity of this band in an other way. Other carbon-like

materials do not have such peculiarity. Single-walled carbon nanotubes

have a low-frequency mode of significant intensity that is assigned to the

vibrations of a whole tube (4). EG is also characterised with the most

intensive low-frequency or lattice mode near 85 cm21. Being based on suppo-

sition of nanostructural similarity between SWCNT and EG and using the

formula that comes from the dispersion dependence between frequency and

propagation vector for nanotubes (4), it is possible to connect the vibrational

frequency with the diameter of vibrating structure, it is possible to get the

diameter of pores or cylindrical apertures of �2.6 nm for EG. The next

formula was used:

DðnmÞ � 223; 75=vðcm�1Þ

So, we suppose that nanotubes and EG consist of tube-like nanostructures

of similar size.
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Figure 2. Raman spectra of exfoliated graphite, soot, natural graphite (a) and

SWCNT (b).
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IR-RAS Spectroscopy

Because of great scattering it is very difficult to register the absorbance con-

ditioned by the contaminations in the samples prepared by conventional

method in KBr pellets. On account of the lack of information the spectra

are not presented. That is why we used another technique, namely SEIRA,

that allows us to register spectra of carbonaceous materials on gold

substrate quite easily.

IR spectra of different carbon materials could include similar contami-

nations. In SEIRA spectra of soot and EG (Fig. 3) we observed the bands

that could be assigned to absorption of molecular groups of C ¼ O (1750–

1680 cm21) and C–H (1490–1415 cm21). In all materials under study the

bands of C55N, C55C (1650–1480 cm21) have been registered. The wide

band in the region of 950–1350 cm21 assigned to C–N, C–O, C–C is the

characteristic feature of many carbon materials and of the materials of our

interest. A number of weak bands in the region below 900 cm21 could be

assigned to absorption of collective modes with participation of C–C, C–O.

We suppose that the bands in the 3500–950 cm21 are the characteristic of con-

tamination and the region below 900 cm21 is a characteristic of carbon

“backbone.” In the case of SEIRA spectra, the number of registered bands

Figure 3. SEIRA spectra of soot, exfoliated graphite, natural graphite, and single-

walled carbon nanotubes.
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on the gold substrate is larger than for the samples in KBr in the FTIR spectra

in conventional geometry. The band positions for both methods are the same;

it could change negligibly, however, the intensity shows more changes.

CONCLUSIONS

Raman spectroscopy can be used for determination of a disorder degree of

carbon materials as well as for identification of the diameter of porous nano-

structures using low-frequency mode. SEIRA spectra can effectively demon-

strate the presence of contaminations in carbon materials.
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Abstract

A template method for the synthesis of multi-wall carbon nanotubes from dichloromethane was investigated. The use of a non-

thermally stable precursor allows for a low synthesis temperature (250 �C) in comparison with acetylene synthesis. Carbon na-
notubes of different structure could be synthesised using different matrix geometries. Electron spectroscopy used for chemical

analysis shows that the carbon nanotubes consist of carbon, oxygen (14.3 at.%), chlorine (0.25 at.%). The material has been

characterised by surface enhanced IR spectroscopy in the reflectance-absorbance mode, and temperature-programmed desorption

with mass-spectrometry control. The vibrations of CAO, CAC, C@O, C@C molecular groups as well as the collective modes of
large entities containing these groups have been recorded.

� 2004 Published by Elsevier Ltd.

Keywords: A. Carbon nanotubes; B. Pyrolysis; C. Infrared spectroscopy, Mass spectroscopy

1. Introduction

Structures of nanotubular form are now being widely
studied [1,2]. Carbon nanotubes (CNT) as an example of

a new quasi one-dimensional allotropic form of carbon

attract attention of researchers. The CNT’s unique

structure determines its mechanical and electronic

properties. They are actively used for development of

smart composite materials for chemical sources of

charge, electronic devices as well as catalysts and

adsorbents [3–5].
Modification of carbon nanotubes (CNTs) leads to

the creation of new functional and construction mate-

rials. There are known different processes of synthesis of

modified CNTs: filling of their inner cavities, chemical

modification of CNT ends by functional groups, sub-

stitution of CNT carbon atoms by other elements,

chemical modification of CNT lateral surfaces by double

bonds, intercalation of atoms and molecules in the

intertubular space of a bunch of CNTs. Usually, for the

synthesis of CNTs by the chemical vapor deposition

method (CVD), unsaturated hydrocarbon compounds,
such as acetylene, ethylene, propylene and benzol are

used. Methane also can be used as initial hydrocarbon

for CNTs obtaining [7,8]. Many publications emphasise

the possibility of substitution of carbon by nitrogen or

boron atoms in CNTs [9–12]. In the process of the cat-

alytic pyrolysis of 2-amino-4, 6-dichloro-s-triazine [9],

polypyrrol [10], nickel phthalocyanine complex [11],

acetonitrile [12] the nitrogen-containing CNTs could be
obtained. Content of nitrogen does not exceed 6 at.%

Boron-containing CNTs are mostly synthesised by

means of solid-phase chemical reaction between CNTs

and B2O3 [13]. The CH3CN ÆBCl3 [14] and

(CH3)3N ÆBH3 [15] pyrolysis with a Co-catalyst leads to

multi-layer nitrogen-and boron-containing CNTs. In the

process of the reaction between CNTs and B2O3 at 1500

�C in nitrogen a simultaneous substitution of carbon
atoms by nitrogen and boron also takes place [16,17].

We consider that the use of a new class of carbon

compounds as initial substances for CNT synthesis

provides a possibility to extend the number of CNTs
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with different properties, as well as to enhance ideas

about their formation mechanism.

The results of CNT synthesis from dichloromethane

(CH2Cl2) with an Al2O3 membrane produced are pre-
sented in this work. The temperature regime of this

process was also studied. The characteristics of the CNT

surface were obtained using electron spectroscopy for

chemical analysis (ESCA), temperature-programmed

desorption mass-spectrometry (TPD-MS) and infrared

spectroscopy in the reflection-absorption mode (IR-

RAS).

2. Experimental section

2.1. Carbon nanotube synthesis

Matrix synthesis of carbon nanotubes consists in the

application of an inorganic body with nanotube-like

pores. Under pyrolysis of hydrocarbons with Cl, carbon

vapour that is formed deposits on the solid surface as
carbon nanotubes. The last stage is the separation of the

carbon nanotubes from the matrix.

Al2O3 membranes were synthesised by anode oxida-

tion of electropolished aluminium plates in 0.4 M solu-

tion of oxalic acid under a voltage of 31± 1 V and at a

temperature of 16–20 �C for 24 h. The membranes have
been separated from aluminium by a change of polarity

of the electrodes. The membranes obtained had a
thickness of 60–80 lm. It should be mentioned that
according to X-ray data the Al2O3 sample was amor-

phous.

The Al2O3 membranes were placed in a quartz reac-

tor 18 mm in diameter in an inert atmosphere of argon,

and the temperature in the reaction zone was increased

to 300–700 �C. Then a gas mixture formed by passing
argon (flow velocity of 0.015 lmin�1) through a vessel
containing CH2Cl2 flowed into the reactor. The time of

pyrolysis was equal to 20–80 min. The synthesised

composite consisting of Al2O3 plates containing carbon

was then dissolved in 44% HF at room temperature for

removal of the oxide and the insoluble carbon fraction

obtained.

2.2. Characterisation of carbon nanotubes

The samples were heated (mass loss was more than

60%) to purify CNTs from other forms of carbon.

According to SEM and TEM data, the samples syn-
thesised by the matrix method contain more than 70% of

CNTs. After purification, the sample mostly consists of

CNTs, and the quantity of amorphous particles does not

exceed 10%. After washing the samples, the carbon

fraction was identified by scanning electron microscopy

(SEM) with X-ray micro analyser ‘‘Superprobe-733’’

(JEOL, Japan) and transmission electron microscopy.

Thermal analysis was performed at a heating rate of

10 �C min�1 (Q-1500 D). The CNTs were studied by X-
ray photoelectron spectroscopy (ESCA, XPS SERIES-

800 Kratos Analytical) using AlKa-radiation with an
energy of 1486.6 eV. TPD-MS experiments were per-

formed as follows: a sample of up to 2 mg in weight was

placed into quartz cell and then heated from room

temperature to final temperature of 900 �C at a heating
rate of 10 �C min�1. At the same time, the products of
the sample desorption were determined by mass-spec-

troscopy for m=z ¼ 2–100 amu. The contamination of
carbon nanotubes was registered by Fourier transform
infrared (FTIR) spectroscopy with an IFS-48 Bruker

instrument. Spectra were evaluated with the Opus 2.2

program. The samples for IR-RAS spectroscopy were

prepared as KBr pellets or films precipitated on a gold/

SiO2 substrate. The samples were prepared in the fol-

lowing way: the carbon nanotubes in alcohol or/and

aqueous solution were treated with an ultrasonic

vibrator for 20 min and then precipitated on a gold-
precoated substrate.

3. Results and discussion

3.1. Formation of carbon nanotubes in templates of

different geometry

The temperature of CH2Cl2 pyrolysis has a consid-

erable effect on the process of CNT formation. In the

process of CH2Cl2 decomposition at 300 �C, carbon
deposition was not observed on Al2O3 membranes (the

matrix did not change colour). At higher temperature a
carbon fraction is deposited on the Al2O3 (the matrix

became black). In accordance with the electron micros-

copy data, the CNTs have been observed in the carbon

fraction synthesised in the 400–600 �C range. At tem-
peratures higher than 650 �C no fiber-like structures

were seen in the CH2Cl2 pyrolysis reaction products.

The mechanism of carbon vapour formation and its

condensation on the matrix surface at temperatures
above 650 �C, obviously differs from those realised at

400–600 �C. As it is known, in the process of CNT arc-
discharge synthesis, the temperature in the arc rises up

to 4000 �C. In the process of laser synthesis, the graphite
target is heated to 1200 �C and additionally irradiated
by a laser beam [6]. The temperature of acetylene

pyrolysis on the aluminium oxide membranes is equal to

700–1000 �C; the synthesis is done with Fe-, Co-, Ni-
catalysts at the temperature 500–800 �C. In order to
obtain a lower CNT synthesis temperature (about

400 �C), the authors [18] used a Ni/SiO2 catalyst under a
pressure of 90 Torr. Therefore, the CNT pyrolytic syn-

thesis at 400 �C on Al2O3 membranes could be consid-
ered as a relatively low-temperature synthesis compared

to the temperature used by other methods. We explain

2582 S.Ya. Brichka et al. / Carbon 42 (2004) 2581–2587

201



the low-temperature of CNT synthesis by the low ther-

mal stability of the initial hydrocarbon (CH2Cl2). In

acetylene, propylene, methane, etc. molecules frequently

used as reagents for the CVD synthesis of CNTs,
covalent carbon-carbon bonds (single, double and tri-

ple) as well as carbon–hydrogen bonds are strong. A

high activation energy is required for their rupture as

demonstrated by the hydrocarbon pyrolysis tempera-

ture. Thus, the thermal instability of some hydrocarbons

could be used for elaboration of low-temperature CNT

synthesis. It should be noted that the HCl, which is

formed in the process of CH2Cl2 pyrolysis, has a nega-
tive effect on Co-, Ni-catalysts due to interaction of the

acid with metals and creation of volatile chloride [14].

It is known [5,6] that CNTs obtained in the synthesis

look like a textured material. In our case the produced

material looks like close-packed CNTs, a rubbery-like

material consisting of twisted CNTs and/or parallel

CNTs having a form of spirals or some other shapes.

Fig. 1 shows the CNTs synthesised at 500 �C for 60 min.
The CNTs synthesised in the present work, consist of

bunches in which the tubes are oriented in one direction.

As reported in [12,19,20], application of Al2O3 mem-

branes for nanotube synthesis could lead to the forma-

tion of some sprout-like defects. In our nanotubes we

have found such CNT defects with TEM (Fig. 2). Their

appearance is obviously determined by the geometry of

the membrane pores in which they are formed. The
outer diameter of the CNTs was equal to 50–62 nm. The

thickness of the CNT wall was found to be 10–15 nm

indicating a large number of graphene layers (35–40

layers) in the wall. For some practical applications it is

necessary to have the ends of the CNTs open. In the

most cases with arc and laser synthesis, the CNTs have

closed ends whereas in the matrix synthesis, all the

CNTs have open ends [12].
The temperature range of the CNT synthesis results

in the possibility of using a hybrid matrix prepared as

follows: a thin aluminium plate was subjected to anodic

oxidation on both sides and used for further experi-

ments without the oxide phase separation stage. In the
result the membrane pores were closed by an aluminium

layer from one side and looked like nanoreactor-cylin-

ders with one closed end. The synthesis of nanotubes in

the above mentioned conditions and at a temperature of

400 �C was performed to study the influence of matrix
geometry on the CNT formation. The structure of the

CNTs obtained (Fig. 3) differs from that shown in Fig.

Fig. 1. SEM images of synthesised CNTs.

Fig. 2. TEM images of synthesised CNTs.
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2. The comparison of respective TEM images shows that

the CNTs formed in the pores of the hybrid matrix have

different wall thickness, namely, there are multi-wall

nanotubes, 8 nm thick, as well as thin nanotubes (Fig.
3). We suppose that the thin-walled nanotube seen in

Fig. 3 could be a single-wall carbon nanotube. It should

be mentioned that between the walls of multi-wall CNTs

(Fig. 3) a combination of light and dark shades could be

noticed. The TEM method is based on the assumption

that a more dark region of the image indicates an object

of greater thickness. That is why atypical images of

CNTs (Fig. 3) could be explained by the formation of
carbon nanoparticles in the holes of nanotubes during

the pyrolysis, or by an irregular thickness of the walls.

Thus, changes in the geometry of nanoreactors strongly

affect the process of CNT formation.

3.2. Thermal stability of carbon nanotubes

The fact that the thermal stabilities of CNTs syn-

thesised by arc-discharge, laser or CVD methods are

quite different, could be explained by the difference in

their structure ordering. The multi-wall CNTs synthes-

ised by the arc discharge method are more resistant to
oxidation under thermal treatment in air (the oxidation

temperature on DTA curve is equal to 710 �C) com-
pared to those obtained by catalytic pyrolysis (oxidation

temperature is equal to 485 �C) [21]. We have studied
two types of samples: as-produced CNTs (without

purification) and purified ones. For the original samples

one exothermal peak corresponding to the process of

carbon oxidation by atmospheric oxygen has been ob-

served on the DTA curves (Fig. 4). The beginning of the

exothermal effect is observed at 530 �C which coincides
with the temperature of the mass loss onset. The thermal

activity of the purified CNTs is more complicated.
According to the thermal gravimetry (TG) curve, a

distinctively defined gradual mass loss of the sample

reaching less than 3%, takes place in the 150–370 �C
range. At higher temperature a further mass loss is ob-

served, this becomes more pronounced at temperatures

higher than 475 �C till complete burnout of the CNTs.
The exothermal effect of the CNT oxidation takes place

at 475 �C which is comparable to the temperature sta-
bility of CNTs synthesised from acetylene at 485 �C with
the same catalyst [21]. The beginning of the exothermal

process for the purified CNTs has been moved towards

lower temperature (475 �C) compared to the initial

carbon sample (530 �C). The differences in the thermal
stabilities of the samples could be explained by the fact

that, in the process of CNT purification, active carbon

oxidation is accompanied by a formation of oxygen-
containing functional groups on the surface of the tubes.

These functional groups are destroyed later at lower

temperatures and this is accompanied by mass loss in

the purified CNTs. It is obvious that in the process of

CNT purification the thermal stability decreases.

3.3. Characterization of the carbon nanotube surface

3.3.1. ESCA analysis

According to the ESCA (XPS) data, the oxygen

content in the surface layer of the CNTs is equal to

14.3% and carbon––85.45 at.%. Both non-modified

multi-walled CNTs and graphite have a maximum at
284.6 eV which corresponds to the C 1s peak [22]. The

signal shift from synthesised CNTs towards the region

of high energies (DE ¼ 0:4 eV) could be explained by the
influence of more electronegative chlorine, which forms

a chemical bond with carbon atoms. In the photoelec-

tron spectrum the 1s-electron peak of carbon (C 1s)

equals to 285 eV. In our opinion, this signal belongs to

Fig. 4. TG and DTA curves of CNTs without purification (- - - -) and

purified CNTs (––).

Fig. 3. TEM images of synthesised CNTs on hybrid matrix.
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carbon atoms in sp2-hybridisation. The XPS analysis of

C 1s and O 1s spectra (Fig. 5) has been carried out to

study CNT functional groups in detail. According to

evaluation of the C 1s spectrum, about 9% of carbon is

bound with oxygen as CAO, 4% as C@O and 6% in

OAC@O, and 0.18% in CACl. A considerable concen-
tration of C@O groups on the surface is in accordance
with XPS analysis of the O 1s peak, where the ratio

CAO/C@O is equal to 2.8. In the process of CNT for-
mation under CH2Cl2 pyrolysis, chlorine-containing

compounds are formed. The interaction of Cl� with

CNTs is inevitable in such conditions. We observed

chlorine (0.25 at.%) on the surface of the synthesised

CNTs. A peak at 200 eV was registered in the spectrum
of Cl 2p of chloride anions. In the process of CNT

purification the Cl-containing molecules physically ad-

sorbed on the surface are desorbed. Therefore, chlorine

anions closely bound to CNTs could be a result of the

chemisorption and introduction of HCl molecules into

the defects of graphene layers. We suppose that CNTs

modified by chlorine anions should have special physi-

cal–chemical properties that could be used, for example,
in catalysis.

3.3.2. TPD-MS study

The thermal stability of the functional groups on the

CNT surface was studied by TPD-MS [23]. The analysis

of the desorption products in the gas phase indicates

that H2O, CO2 and CO have been extracted from CNT

samples (Fig. 6). In accordance with the ESCA data the

chlorine atoms form part of the chemical composition of

the synthesised CNTs, but no trace of HCl has been

detected in the desorption products. The TPD profile of
H2O reveals two maxima: a low-temperature maximum

at 90 �C that belongs to physically adsorbed H2O on

outer surface of CNTs and another at 260 �C assigned to
H2O desorption from nanotube cavities. In the TPD

spectrum of CO2 (Fig. 6), the two regions of its

desorption have been observed that are connected with

the destruction of oxygen-containing functional groups

on the CNT surface. Two maxima at 260 and 617 �C
could be referred to carboxylic and lactone functional
groups, respectively [24]. The functional group of car-

boxylic acid anhydride dissociates to CO2 and CO. In

the TPD CO profiles the broad maximum at 712 �C
could be assigned to phenol, carbonyl and ether func-

tional groups [24].

3.3.3. IR-RAS spectroscopy

It is known that hexagonal graphite has D4
6h (P63/

mnc) group symmetry [25]. The irreducible representa-

tion of the optical modes of the Brillouin zone centre of
graphite are the follows:

C ¼ 2E2g þ E1u þ 2B2g þ 2A2u
According to selection rules, only antisymmetric

vibrations (E1u and A2u) could be active in IR spectra. As
usually, the E-modes determine the motions within the
layer planes, the A and B modes are characterised by
atomic displacements normal to the planes. The E1u
mode is IR-active polarised in the plane of the graphite

Fig. 6. TPD profiles of evolved (a) CO2 (m=z ¼ 48 amu), (b) H2O

(m=z ¼ 18 amu) and (c) CO (m=z ¼ 28 amu).

Fig. 5. X-ray photoelectron spectra of (a) C 1s and (b) O 1s of CNTs.
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layer and located close to 1587 cm�1. The A2u mode is
polarised in the perpendicular direction and located

close to 868 cm�1 [25]. As usual, for graphite layer the u-
modes are non-active due to the equivalent positions of
carbon atoms in the layer, they become active in a 3-

dimensional structure.

We suppose that the same types of vibrations could

be manifested in spectra of multi-wall nanotubes. Due to

the fact that according to [26], in the limit of large

diameter, we can expect multi-wall carbon nanotubes to

have the properties of graphite. FTIR spectra of initial

and purified chlorine-containing carbon nanotubes are
nearly the same. In both cases, we observed bands that

could be assigned to the absorption of molecular groups

of OAH (3460 cm�1), C@O (1740–1670 cm�1); C@C
(1650–1480 cm�1); CAH (2900–3700, 1490–1420 cm�1),

as well as a broad band in the region of 1300–1000 cm�1

assigned to CAO, CAC. The bands at 1741 cm�1 are

characteristic of lactone (CAOAC@O)cycl: and carbox-
ylic (HOAC@O) groups. A number of weak bands in
the region below 1000 cm�1 could be assigned to the

absorption by collective modes of carbon nanotubes

with participation of CAC, CAO bonds. Numerous

vibrations of the chains of p-electrons of the tube
probably take part in this process. As usual, we could

observe bands near 1600 cm�1 that are connected with

contamination and could not detect the bands that are

assigned to graphite. So, all the bands that we register
with IR-RAS belong to contamination of or defects in

the nanotube structure.

The band positions for both measurement methods

are negligibly different, but there are strong changes in

intensity. Thus, in IR-RAS spectra of the chlorine-

containing carbon nanotubes obtained from alcohol

solution (Fig. 7, curve 2) and from aqueous solution

(Fig. 7, curve 3), have the following peak positions of

the main bands on the gold surface: 893 (912), 748 (747),

637 (642), 568 (556), cm�1 (in parents, the bands of

nanotubes obtained from aqueous solution are indi-
cated). Such low frequency modes are characteristic of

carbon polymers and are usually assigned to vibrations

of large fragments of the molecule of a collective nature.

IR-RAS spectra show more bands due to the fact that

the geometry in the reflectance mode or RAS spectro-

scopy detects preferentially polarised radiation [27]. The

incident electric field interacts only with dipole moments

which are parallel to electric field. Modes with dipole
moments perpendicular to the direction of the incident

electric field cannot not be excited and the correspond-

ing vibrational modes became non-active in IR spectra.

It should be noted that a different orientation of the

nanotubes on the gold surface could lead to a change of

position of the same mode for samples of different

preparation conditions, or for a different orientation of

the same sample. This could lead to a non-coincidence
of IR-RAS data with conventional IR spectroscopy data

for the samples in KBr pellets.

In Raman spectra of these multi-wall carbon na-

notubes, only 2 wide bands at 1599 and 1300 cm�1 of

the same intensity have been observed. This suggests the

presence of different defects in the graphene layers in the

nanotubes.

4. Conclusions

Synthesis of CNTs from CH2Cl2 has been performed

by a template method that allows for the control of the

length and diameter of the carbon tubes. The use of

CH2Cl2 decreases the temperature of CNT pyrolytic

synthesis in Al2O3 membranes to 400 �C. A small
number of chlorine anions as well as oxygen-containing

functional groups have been observed on the surface of

the CNTs.
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Graphene Quantum Dots from Partially Unzipped Multi-Walled
Carbon Nanotubes: Promising Materials for Oxygen Electrodes
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Photoluminescent graphene quantum dots (GQDs) the one- or two-layer graphene nanoparticles 1.5–3 nm in size with a blue
emission have been obtained from electrochemically synthesized partially unzipped multi-walled carbon nanotubes ultrasonically
treated for one hour. Various physicochemical methods including photoluminescence spectroscopy, XRD, TEM, and Raman
spectroscopy, have been used to characterize the electrochemically synthesized partially unzipped multi-walled carbon nanotubes
and GQDs. Two-layer oxygen electrodes were fabricated, where GQDs served as an active layer. The investigations of
electrocatalytic characteristics of the oxygen electrodes fabricated of the obtained materials were carried out in a fuel half-cell with
an alkaline electrolyte. The fabricated oxygen electrodes were stable for six months at a discharge current density of 200 mA cm−2.
The obtained GQDs are promising materials as a new type of catalyst carriers for oxygen electrodes of fuel cells.
© 2021 The Electrochemical Society (“ECS”). Published on behalf of ECS by IOP Publishing Limited. [DOI: 10.1149/1945-7111/
abf4b3]
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A major problem in the construction of air/oxygen electrodes is
the lack of efficient and stable catalytically active support. The most
promising materials for the catalyst carrier are carbon materials.

Multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) and graphene have
similar physical, chemical and catalytic properties. For example,
when a catalyst is applied onto these materials, its electrocatalytic
properties increase dramatically.

By applying some oxidative treatment, it is possible to long-
itudinally unzip MWCNTs and to obtain graphene sheets with the
appropriate number of layers.1 By controlling the process of the
MWCNTs unzipping, it is also possible to obtain the MWCNTs with
a defective structure2,3 or so called disordered MWCNTs.4 The
electronic properties of MWCNTs with an armchair structure were
found to depend on the degree of unzipping.5 The literature
describes various methods of MWCNTs unzipping, which differ
only in the method of MWCNTs treatment leading either to
nanotubes unzipping or creation of graphene quantum dots (GQDs).
In,6 a method is reported for obtaining carbon nanocrystals emitting
a strong blue luminescence after electrochemical treatment of
MWCNTs. In our previous works, the possibility of controlled
unzipping of MWCNTs was shown7,8 The transformation of
graphene sheets into graphene nanoribbons (1D), i.e. limiting them
in one more dimension, leads not only to new effects, but also
simplify their potential use in nanodevices, since usually graphene
micron-sized (2D) sheets are too big. The attempts to solve these
problems led to unexpected results: scientists suggested not to limit
their interest in the graphene nanoribbons (1D), but to introduce a
third “limitation” to obtain GQDs (0D) that is, nanometer pieces of
graphene layers. But so far the existing methods for cutting graphene
sheets are ineffective, and require to be replaced with more effective
ones. Therefore, we investigated the most promising, in our opinion,
method for the GQDs production by electrochemical synthesis of
partially unzipped multi-walled carbon nanotubes (PUMWCNTs)
with their subsequent ultrasonic disintegration.

Since GQDs are known for their strong luminescence, so we used
photoluminescence spectroscopy to prove the proposed method
results in the GQD.

Nowadays, light-emitting nanostructures are attracting a great
attention of scientific community due to their wide application
in optoelectronic devices,9,10 as biological markers11 and in
biomedicine.12 Due to their compatibility with many living and
nonliving forms, and their environmental friendliness, silicon and
carbon nanostructures are preferred for many applications. The

nanostructured forms of carbon such as fullerenes, single and
multi-walled carbon nanotubes have many properties that differ
from those of bulk carbon analogs. However, these carbon nanos-
tructures are not efficient light emitters, especially in the visible
region. Some nanostructures have been reported to emit effectively
in the visible range6,11,13 which shows the prospect in the develop-
ment of effective carbon light emitters. Recently it has been reported
that carbon nanotubes6 and graphene nanoparticles in special
conditions13 do effectively emit light in the visible range. For
example, quantum dots, i.e. nanoscale semiconductor particles, are
able to emit photons with different wavelengths under the same
excitation wavelength.14 This intriguing change of photoluminescent
(PL) emission is called the small size effect. The development of
GQD synthesis methods is a promising direction of research, since it
allows one to obtain environmentally friendly photoluminescent
materials for medical purposes.14 There are many methods for
producing carbon nanoparticles by ultrasonic disintegration of
nanographite and carbon black,15 electrochemical crushing of
MWCNTs,6 graphene sheets crushing using a chemical reaction14

or microwave treatment in an acidic medium.16 Graphene nanopar-
ticles and carbon nanotubes are of particular interest, since they have
remarkable optical properties—the plasmon effect and blue photo-
luminescence (PL).17–19 Here we proposе a new method for GQD
fabrication by ultrasonic crushing of PUMWCNTs, in anticipation
that the resulting GQDs will have different optical properties
compared to those prepared by other methods. It is also of great
interest to investigate the possibility of using the obtained GQDs as a
catalyst carrier for oxygen electrodes of fuel cells a more promising
material obtained from partially unzipped multi-walled carbon
nanotubes, the so-called graphene quantum dots.

The aim of our work was to apply the electrochemical synthesis
for preparation of PUMWCNTs with subsequent production of
luminescent GQDs using ultrasonic disintegration technology,
followed by their investigation as a potential electrode material for
the construction of oxygen electrode of fuel cells.

Experimental

All chemical reagents were obtained from Aldrich (Gillingham,
U.K.). MWCNTs for electrochemical anodic oxidation were pro-
vided by TMSpetsmash Ltd (Kyiv, Ukraine). The outer diameter of
the MWCNTs was ∼10–30 nm, and the specific surface area was
230 m2 g−1. The MWCNT bulk density was 25–30 g dm−3, the
number of walls varied from 4 to 15. To remove the residues of a
complex catalyst consisting of (SiO2 + Al2O3 + Fe2O3 + MoO3)
from the nanotubes, they were pre-treated in heated hydrofluoric
acid. For all chemical preparations bi-distilled water was used. AszE-mail: danilovmickle@rambler.ru
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the hydrophobic layer, the conducting carbon black of P267E grade
(Russia) was used.

The PUMWCNTs were prepared by anodic oxidation of the
MWCNTs in a 150 ml glass flask in 80% sulphuric acid solution;
while the mass fraction of MWCNTs was 1 g. As a reservoir for
MWCNTs oxidation, an acid-proof bag was used. To press the
MWCNTs to the anode the PTFE liners were used. As a cathode, a
titanium electrode was used, while platinum plate served as an
anode. Oxidation of the MWCNTs was performed in a galvanostatic
mode.8 An Ag⁄AgCl electrode attached via a salt bridge was used as
a reference electrode in these experiments. Oxidation of nanotubes
was carried out at a potential of +3 V. The degree of unzipping of
MWCNTs was controlled by the oxidation time. In our experiments,
the oxidation time was 0, 0.5, 2.0 and 4.0 h.

To prepare the desired carbon nanomaterials, an ultrasonic probe
device UZDN-1 (Russia) with a frequency of 22 kHz and a power of
340 W was used. To disintegrate the supplied powders, 0.1 g of
carbon material and 50 ml of distilled water were used. As carbon
nanomaterials, we used the MWCNTs with varying degree of
unzipping achieved by electrochemical oxidation. The powders
were ultrasonically treated for 1 hour at room temperature. Further,
during 24 h, the sedimentation of large fractions of the carbon
materials took place. Smaller fractions, consisting of smaller carbon
nanoparticles, remained in the form of a yellowish colloidal aqueous
solution. The obtained colloidal solutions and ground powders of
carbon nanomaterials were used in optical and electrochemical
experiments.

Two-layer oxygen electrodes were prepared by pressing hydro-
phobic layer and active layer on a nickel grid. The hydrophobic layer
contained 0.07 g cm−2 of electrically conducting carbon black with
25% polytetrafluoroethylene addition, and the active layer contained
0.014 g cm−2 of the synthesized carbon materials with 5% poly-
tetrafluoroethylene as a binder. During a pressing, a weighed portion
of the active layer investigated material was pressed onto the surface
of hydrophobic layer. A zinc anode was used in the fuel half-cell.
The fuel half-cell for electrodes testing is described in.8 A 6 M KOH
solution was used as an electrolyte. A silver chloride electrode
connected through a salt bridge was used as a reference electrode.
The electrochemical load characteristics were recorded in a galvano-
static mode. The study of the polarization curves has been carried

out using a standard three-electrode system with a IPS-Pro Volta
(Russia) potentiostat. The electric current was set from zero to a
testing value with 40 mA steps. At each current value, the
corresponding potential was measured after 10 min. of holding the
cell under the working current. Oxygen was synthesized in U-shaped
electrolyser with the alkaline electrolyte. Oxygen was fed to the
oxygen electrode at an overpressure of 0.01 MPa. Before measure-
ments, an oxygen stream was passed for an hour through the open
circuit of the fuel cell. We have compared the parameters of the
oxygen electrodes made of the prepared CQDs with those of pristine
MWCNTs containing deposited platinum black. The platinum was
electrochemically deposited from aqueous solution consisting of 3%
H2PtCl6 with 0.2% lead acetate (II) at the following conditions:
voltage 1 V, duration 2.5 min. The current direction was changed
every 30 s.

The morphology of the prepared carbon nanostructures has been
studied using a JEM-100 CXII electron microscope. X-ray diffrac-
tion measurements have been carried out with a DRON-4 X-ray
diffractometer with CuKα radiation. Raman spectra were recorded
using a T-64000 Horiba Jobin-Yvon triple grating spectrometer.
Electronic absorption spectra were recorded with Perkin Elmer UV/
VIS Lambda 35 spectrophotometer using 30 μm thick quartz slides.
PL excitation and emission spectra were recorded in the region of
300−700 nm with Perkin Elmer LS 55 instrument, the light source
was a xenon lamp (Xe).

Results and Discussion

Figure 1 shows the X-ray diffraction patterns of MWCNTs,
PUMWCNTs after 4 h of oxidation, and GQDs obtained from
PUMWCNTs after a 4-hour oxidation with subsequent ultrasonic
disintegration. The XRD patterns of the prepared materials have
shown that the diffraction peak near 10°, which is associated with
graphene oxide, is absent in the observed X-ray diffraction patterns.
The diffraction peak observed at 26° corresponds to the hexagonal
plane of graphite (002) with an interlayer distance of 0.34 nm.20 This
peak confirms the long-range order and good crystallinity of
MWCNTs and is due to the intact inner core of MWCNTs that
did not delaminate during oxidation. The same position of the peaks
002, 004 of the basal planes and the two-dimensional (100) lattice

Figure 1. X-ray diffraction patterns of initial MWCNTs (1), PUMWCNTs after 4-hour oxidation (2) GQDs (3).
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reflections observed for all three samples of carbon material in Fig. 1
indicates the invariability of the distance between carbon layers of
graphite structures 3.44 Å.21 According to the authors of,21 we
identified peaks 002, 004 of the basal planes (basal planes (002),
(004),) and the reflection from the two-dimensional plane (100) for
the GQDs obtain from PUMWCNTs after 4 h of oxidation with
subsequent ultrasonic disintegration (Fig. 1 pattern 3) which 3
indicates a decrease in the size of carbon domains and the number
of their parallel layers. Initial MWCNTs (Fig. 1 XRD pattern 1) and
PUMWCNTs after 4 h of oxidation (Fig. 1 XRD pattern 2) are
practically identical in intensity. A slight increase in the width of the
peaks for the PUMWCNTs after the 4-hour oxidation compared to
initial MWCNTs may be the result of partial delamination of the
edges of carbon nanotubes as a result of electrochemical treatment.
Thus, based on the XRD results, it can be assumed that the use of
electrochemical and ultrasonic treatment promotes a stratification of
carbon nanotubes and a decrease in the size of carbon particles
obtained using these synthesis methods.

To analyze the structure of the prepared carbon materials
depending on MWCNT electrochemical treatment duration, the
Raman spectroscopy has been used (Fig. 2).

In the Raman spectra we follow for marker bands of graphite-
type materials, so called G mode, D-mode and 2D mode. The
G-mode, so-called “graphite” mode of E1g symmetry at the Г point
of the Brillouin zone was recorded near 1581 cm−1 for initial carbon
nanotubes (Fig. 2). This mode corresponds to the tangential
oscillation of the carbon atoms in π-conjugated rings of the graphene
layer and the G-mode position in initial MWCNTs is close to that of
a graphite structure at 1580 cm−1 indicates a perfect crystalline
structure of the initial multiwalled nanotubes. A so-called D-mode is
recorded for the original MWCNTs at 1358 cm−1, and characterizes

a disordering in graphene multilayer structures. The D-mode
registered in the Raman spectra of perfect hexagonal lattice
graphite.22,23 This mode corresponds to the breathing of the
π-conjugated rings of the graphene layer at the K point of the
Brillouin zone. The relative intensity and the half-width (FWHM) of
the D and the G band represent the degree of ordering of the
graphite-like structure, the band broadening corresponds to a greater
degree of disorder. Depending on the time of the MWCNTs
processing, the IG/ID intensity ratio decreases in the order: original
nanotubes, partially unzipped carbon nanotubes oxidized during 0.5,
2, and then 4 h (Table I). The character of a slight growth in the
position of the G- from 1581 cm−1 for the original nanotubes to
1584 cm−1 for those after oxidation during 4 h, respectively, the
half-width of the G-mode increases from 42.7 cm−1 to 45.6 cm−1

(while the D-mode halfwidth has no regular dependence), and a
decrease of the IG/ID intensity ratio, demonstrate an increased
disordering or stress strain of MWCNTs structure after processing.
More detailed analysis of Raman spectra of PUMWCNTs was done
on average spectra in our previous paper.24

The TEM micrographs show the morphology of the initial
MWCNTs and the prepared PUMWCNTs (Figs. 3a–3c). As follows
from the analysis of the above micrographs, after 2-hour anodic
oxidation of MWCNTs (Fig. 3b), the nanotubes are broken and
unzipped producing nanoribbons of graphene-like material. On the
photomicrograph (Fig. 3b), arrows indicate where particles of 0.4,
0.5, 1, 1.5, and 2 nm are located. With increasing anodic oxidation
time up to 4 h, further unzipping and shredding of the graphene-like
nanoribbons occurs with the formation of fragments of partially
unzipped graphene nanoribbons (Fig. 3c). Thus, during the anodic
oxidation of MWCNTs, their gradual unzipping proceeds occur, the
unzipping degree being dependent on the time of anodic treatment.8

Figure 2. Raman spectra of oxidized MWCNTs after different time of electrochemical processing: 0, 0.5, 2.0 and 4.0 h (λex = 488 nm, laser power 1 mW).

Table I. Raman parameters of D and G modes for MWCNTs before and after oxidation.

Samples Frequency D, cm−1 Halfwidth D, cm−1 Frequency G, cm−1
Halfwidth G,

cm−1 Ratio G/D

0 1357 48.1 1581 42.7 1.76
0.5 1358 47.9 1582 45.5 1.55
2 1359 49.9 1584 48.0 1.18
4 1360 48.1 1584 45.6 1.69
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Figure 4 shows the results of PL studies of the PUMWCNTs and
GQD samples after ultrasonic treatment. Namely, a blue PL
emission from the colloidal carbon nanotube solution is observed
in the 400–430 nm regions (Figs. 4a–4c) upon excitation with the
wavelengths of 220, 255 and 320 nm. With the PL studies, it was

shown that the increase in the PUMWCNTs luminescence intensity
depends on the degree of their unzipping which appeared to be more
after 4-hour oxidation and ultrasonic treatments (Fig. 4b) while the
shape and positions of the PL emission bands remain practically the
same. The authors of15 suppose that the PL emission from carbon
materials is due to the edge and internal structural defects in carbon
nanoparticles. We observed the maximum of the PL emission band
(Figs. 4a–4c) at 400 nm, and the PL excitation (PLE) spectrum
shows the excitation band centered at 220–240 nm with a shoulder at
257 nm and the broad band at 320 nm. A wide excitation band at
220–240 nm with a shoulder of 257 is attributed to the interband
π–π* transition being a signature of sp2 hybridized electronic
orbitals.17 For bilayer graphene nanoparticles and single-walled
carbon nanotubes with a decrease in diameter from 3 to 1 nm, the
peak at 240 nm shifts to 206 nm.18

Based on these data, the size the carbon nanoparticles in our
experiment could be estimated as equal to 1.5–3 nm. The PL
excitation band centered at 320 nm is caused by the C=O/COOH,
OH, and C–O–C terminal groups of carbon nanoparticles.19

Typically, for carbon nanoparticles this band is observed at
350–360 nm,25 but in the case of one- or two-layer carbon
nanoparticles with a lateral distance of 0.5–1.3 nm, it shifts to
320 nm.26–28 Accordingly, it can be concluded that during the
ultrasonic treatment in colloidal aqueous solution, the one- or two-
layer carbon nanoparticles of small size 1.5–3 nm are mainly
produced (Fig. 3b). In the studied samples, after the MWCNTs
unzipping, there are both small graphene particles of up to a dozen
nm in size, the so-called nanodots, and large fragments—about μm
and more, as well as oxidized forms of graphene particles—
graphene oxide particles. It is known that CNTs display luminescent
properties in the wavelength range of above 1 μm. Graphene does
not luminescence under normal conditions, however, small graphene
nanoparticles (about several or tens nanometers in size, usually no
more than 20 nm) are characterized with blue PL, which spectral
position, as a rule, does not depend on the excitation wavelength29,30

but its intensity decreases with increasing excitation wavelength.
Our PL experiments revealed similar features for all

PUMWCNTs samples obtained after 2 and 4 h of anodic oxidation.
Regardless of the excitation wavelength (220 nm and/or 320 nm), we
observed the PL emission band near 400 nm with intensity falling
when increasing excitation wavelength (or decreasing the exciting
quantum energy). The position of the PL emission maximum is
higher in energy than in the case of Ref. 29 but we believe that the
latter is due to the fact that our graphene nanoparticles are curved
and have curled edges, since they are the result of exfoliation from
the walls of MWCNTs with a diameter of 2–40 nm and are possibly
strained. At only one excitation wavelength (255 nm), the recorded
PL spectrum had a flat region at its maximum (practically a plateau
from 400 nm to 450 nm). We believe that this is due to the fact that,
in addition to GQDs, all samples contained oxidized small particles
of nanotubes or oxidized forms of graphene, and only with
resonance π–π* excitation (255 nm) they can make a dominant
contribution to the PL emission at 450 nm. Namely, upon excitation
with 220 and 320 nm, the blue photoluminescence (Fig. 5) was
observed in the samples with a maximum near 400 nm (395–-
398 nm) and contributions at 449–455 nm, 488–494 nm, and 298–-
320 nm, respectively. Under excitation with a wavelength 255 nm, a
broad maximum was observed in the region of 398–452 nm, 494 and
547. Almost all spectra showed the same component bands but with
different contributions. That is why we present here only the data for
one sample. The PL bands with maxima at 449–455 nm, 488–-
494 nm, and 524–547 nm can be attributed to different defects in
oxidized forms of graphene. With a difference of 1–2 nm due to an
error in determining the position of the wavelength maximum one
could consider this as one state. With a difference of 10 nm, this is
most likely different but close energy states, although inaccuracy in
the deconvolution cannot be ruled out. We believe that deconvolution
of the PL emission band of other samples will give similar results in
relation to contribution from different carbon nanostructures.

Figure 3. TEM micrographs of (a) initial MWCNTs, and PUMWCNTs after
(b) two and (c) four h of anodic oxidation.
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Figure 4. PL excitation and emission spectra of (a) initial MWCNTs; (b), (c) PUMWCNTs exposed to (b) two- and (c) four-hour oxidation after 1-hour
ultrasonic treatment. The sample was prepared as 50 ml aqueous suspension of 0.1 g powder material. The excitation wavelength used are 220, 255, and 320 nm.

Figure 5. Deconvolution of the PL spectra of MWCNTs after anodic oxidation and ultrasonic treatment at 340 W during 1 hour. The sample was prepared as
50 ml aqueous suspension of 0.1 g powder material. The excitation wavelengths used are 220, 255, and 320 nm. PL spectra are the same as in Fig. 4b.
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Recently, zero-dimensional GQDs have received considerable atten-
tion as a new type of quantum dot because of their unique electronic
and opto-electronic properties. Unlike two-dimensional graphene,
GQDs have a band gap because of quantum confinement and exhibit
strong photoluminescence.29 Some studies have demonstrated the
possibility of tailoring the band gap or PL emission of GQDs. In
principle, the band gap of GQDs is highly influenced by their size
due to the quantum confinement effect that highlights when their
diameter is less than 10 nm. Ritter et al.31 and Lu et al.32

demonstrated the size dependence of the GQDs’ band gap using
scanning tunneling spectroscopy experiments. These authors clearly
demonstrated that the band gap of the GQDs increases as the size of
the GQDs decreases. Peng et al.33 also reported that the PL emission
of the GQDs is blue shifted when their size is decreased because of
the increased band gap of the GQDs. Another route to tune the band
gap of GQDs is through chemical functionalization. Gupta et al.34

demonstrated that the PL emission from the GQDs was shifted by
functionalizing the GQDs, but the underlying mechanism of the shift
was unclear. Zhu et al.35 also reported that the PL shift resulting
from the chemical functionalization can be explained by suppression
of the defect state emission, thereby allowing the intrinsic state
emission from the band gap of the GQDs to play a leading role in the
PL emission.

Figure 6 shows the dependence of the current density on the
potential value for oxygen electrodes prepared of MWCNTs (Fig. 6
curve 1), PUMWCNTs after 4-hour oxidation (Fig. 6 curve 2), and
GQDs produced from PUMWCNTs after 4-hour oxidation (Fig. 6

curve 3) compared to that of MWCNTs with deposited platinum
(Fig. 6 curve 4). It was found that the GQDs formed by ultrasonic
treatment from PUMWCNTs after 4-hour oxidation markedly
improve the electrochemical characteristics of the oxygen electrodes
(an increased current density at the same potential value) (Fig. 6
curve 3). This indicates a change in the structure and specific surface
area of the studied materials. The obtained results show that the
GQDs produced from PUMWCNTs without supported catalyst are
catalytically active materials for the manufacture of oxygen elec-
trodes, which follows from a comparison of their characteristics with
the electrodes based on MWCNTs with deposited platinum (Fig. 6
curve 4). Therefore, when deposite a catalyst, such materials can be
promising as a catalyst carrier for oxygen electrodes. This is proved
by experiments on long-term operation of the fuel half-cell at a
constant current density applied to the oxygen electrode for 6 months
with a 10 h night rest period with an open circuit. Flat discharge
curve in Fig. 7 shows that during the investigated operating time of
the oxygen electrode, no destruction and aging of the electrode
material from graphene quantum dots is observed. This discharge
curve also shows that no aggregation or enlargement of graphene
quantum dots occurs. It is worth to mention that the produced
materials were stable over six months subject to testing in the fuel
half-cell by galvanostatic mode at current density of 200 mA cm−2

on the oxygen electrodes.

Conclusions

We have proposed a simple method for producing GQDs by
ultrasonic disintegration of PUMWCNTs. With XRD, TEM, Raman
and PL spectroscopy methods it has been shown that during
ultrasonic disintegration, the GQDs, presumably, the one or two-
layer curved graphene nanoparticles with a size of 1.5–3 nm are
obtained as a result of their exfoliation from the walls of the
PUMWCNTs. The blue PL emission from the GQDs has been
observed that confirms their formation under the applied synthesis
route.

The oxygen electrodes prepared of the obtained GQDs were
stable for six months at a discharge current density of 200 mA cm−2.
The obtained GQDs are promising materials as a new type of
catalyst carriers for oxygen electrodes of fuel cells.
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Висновки до розділу 3 

1. Визначено спектральні маркери (ІЧ та Раман) різних типів вуглецевих 

структур з метою їх подальшого використання для аналітичних задач та 

для контролю технологічних процесів синтезу наноструктур. Раман 

спектроскопія може бути використана для визначення ступеня 

розупорядкування вуглецевих матеріалів, а також для визначення діаметра 

вуглецевих нанотрубок та для визначення кількості шарів у графенових 

наноструктурах. Спектри SEIRA можуть ефективно виявляти наявність 

забруднень у вуглецевих матеріалах чи залишки продуктів реакції при їх 

синтезі, а також ступінь окислення. 

2. Показано можливість утворення графенових квантових точок розміром 

1,5–3 нм шляхом їх відшарування зі стінок частково розкритих 

багатостінних вуглецевих нанотрубок в результаті тривалої 

ультразвукової обробки (впродовж 1 години). Отримані таким чином 

квантові точки мають люмінесцентні властивості, а також є 

перспективними матеріалами для кисневих електродів. 
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Розділ 4 

Спектральні маркери ліпідів з пухлинних тканин та модельних ліпосом 

різного складу при взаємодії з протипухлинними препаратами 
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ÂÌ²ÑÒ ÔÎÑÔÎË²Ï²Ä²Â ÒÀ ÕÎËÅÑÒÅÐÎËÓ Ó ÏËÀÇÌÀÒÈ×ÍÈÕ
ÌÅÌÁÐÀÍÀÕ ÏÓÕËÈÍÍÈÕ ÊË²ÒÈÍ ²Ç Ð²ÇÍÎÞ ×ÓÒËÈÂ²ÑÒÞ

ÄÎ ÄÎÊÑÎÐÓÁ²ÖÈÍÓ

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå êà÷åñòâåííîãî è êîëè÷åñòâåííîãî ñîñòàâà ôîñôîëèïèäîâ,
ñîäåðæàíèÿ õîëåñòåðîëà è èíäåêñà íåíàñûùåííîñòè ëèïèäîâ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí â ÷óâñòâèòåëüíûõ
è ðåçèñòåíòíûõ ê äåéñòâèþ äîêñîðóáèöèíà êëåòêàõ êàðöèíîìû Ãåðåíà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ðåçèñòåíò-
íûõ êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷óâñòâèòåëüíûìè íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà îáùåãî õîëåñòåðîëà è
óìåíüøåíèå óðîâíÿ íåíàñûùåííîñòè æèðíûõ êèñëîò. Ïðè àíàëèçå 31Ð-ßÌÐ ñïåêòðîâ èíäèâèäóàëüíûõ
ôîñôîëèïèäîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ðåçèñòåíòíîì ê äîêñîðóáèöèíó øòàììå
êàðöèíîìû Ãåðåíà óðîâåíü ôîñôàòèäèëñåðèíà è ñôèíãîìèåëèíà âûøå, ÷åì â ÷óâñòâèòåëüíîì. Äîñòîâåð-
íûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè äâóõ øòàììîâ â êîëè÷åñòâå ôîñôàòèäèëõîëèíà,
ôîñôàòèäèëýòàíîëàìèíà è ôîñôàòèäèëèíîçèòîëà íå óñòàíîâëåíû. Îáíàðóæåííûå íàìè èçìåíåíèÿ â
ñîñòàâå ëèïèäîâ ïëàçìàëåììû ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê îáóñëîâëèâàþò óâåëè÷åíèå èõ ìèêðîâÿçêîñòè, ÷òî,
âîçìîæíî, ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ïðîíèêíîâåíèÿ äîêñîðóáèöèíà â öèòîïëàçìó è íàêîïëåíèþ åãî âíóòðè
êëåòîê. Êðîìå òîãî, ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ ôîñôàòèäèëñåðèíà â ìåìáðàíàõ ðåçèñòåíòíîãî øòàììà
ìîæåò áûòü ïðåäïîñûëêîé àêòèâàöèè âûâåäåíèÿ öèòîòîêñè÷íûõ âåùåñòâ èç êëåòîê ñ ó÷àñòèåì Ð-ãëè-
êîïðîòåèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å  ñ ë î â à: ôîñôîëèïèäû, êàðöèíîìà Ãåðåíà, ëåêàðñòâåííàÿ óñòîé÷èâîñòü, ïëàçìà-
òè÷åñêàÿ ìåìáðàíà.

Ð åçèñòåíòí³ñòü ïóõëèí äî ë³êàðñüêèõ ïðå-
ïàðàò³â º îäí³ºþ ç àêòóàëüíèõ ïðîáëåì ñó-
÷àñíî¿ îíêîëîã³¿. Âèÿâëåííÿ ìåõàí³çì³â

âèíèêíåííÿ ðåçèñòåíòíîñò³ ïóõëèííèõ êë³òèí
ñïðèÿòèìå åôåêòèâíîìó ïîøóêó øëÿõ³â ¿¿ ïîäî-
ëàííÿ. Â ïîïåðåäí³õ äîñë³äæåííÿõ [1] ³ç âèêîðè-
ñòàííÿì ôëóîðåñöåíòíèõ çîíä³â íàìè áóëî âñòà-
íîâëåíî ñòðóêòóðíî-ôóíêö³îíàëüí³ â³äì³ííîñò³
ì³æ ïëàçìàòè÷íèìè ìåìáðàíàìè ÷óòëèâèõ òà ðå-
çèñòåíòíèõ äî äîêñîðóá³öèíó êë³òèí êàðöèíîìè
Ãåðåíà, à òàêîæ ïîêàçàíî, ùî ïëàçìàòè÷í³ ìåì-
áðàíè ðåçèñòåíòíîãî øòàìó õàðàêòåðèçóþòüñÿ
á³ëüøîþ ì³êðîâ�ÿçê³ñòþ ïîð³âíÿíî ç ÷óòëèâèì.
Â³äîìî, ùî ì³êðîâ�ÿçê³ñòü ìåìáðàí çàëåæèòü â³ä
ÿê³ñíîãî òà ê³ëüê³ñíîãî ñêëàäó ë³ï³ä³â (çîêðåìà
ôîñôîë³ï³ä³â), ÿê³ ¿õ ôîðìóþòü, ³ ê³ëüêîñò³ â íèõ
õîëåñòåðîëó [2, 3]. Êð³ì òîãî, ç ôîñôîë³ï³äàìè
ïîâ�ÿçàíà àêòèâí³ñòü Ð-ãë³êîïðîòå¿íó, ÿêèé áåðå
áåçïîñåðåäíþ ó÷àñòü ó âèâåäåíí³ òîêñè÷íèõ àãåí-
ò³â ³ç êë³òèí ï³ä ÷àñ ðåàë³çàö³¿ ôåíîìåíó ìíî-
æèííî¿ ë³êàðñüêî¿ ðåçèñòåíòíîñò³ [4, 3]. Çã³äíî ç
äàíèìè ë³òåðàòóðè, â³äîìîñò³ ùîäî ñêëàäó ôîñ-
ôîë³ï³ä³â ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí, âèä³ëåíèõ ³ç
ðåçèñòåíòíèõ òà ÷óòëèâèõ äî ïðîòèïóõëèííèõ ïðå-
ïàðàò³â çëîÿê³ñíèõ êë³òèí, äîñèòü îáìåæåí³ [5�
7]. Êð³ì òîãî, ö³ äîñë³äæåííÿ çä³éñíåí³ ëèøå íà
êóëüòóð³ êë³òèí, à çà òàêèõ óìîâ íå áåðåòüñÿ äî
óâàãè âàæëèâèé çâ�ÿçîê ì³æ ïóõëèíîþ òà îðãà-
í³çìîì, ùî îáìåæóº âèâ÷åííÿ ìåõàí³çì³â ðåàë³-

çàö³¿ ïðèðîäíî¿ òà íàáóòî¿ ðåçèñòåíòíîñò³. Òîìó
â ö³é ðîáîò³ ìè âèâ÷àëè âì³ñò õîëåñòåðîëó, ÿê³ñ-
íèé òà ê³ëüê³ñíèé ñêëàä ôîñôîë³ï³ä³â, à òàêîæ
³íäåêñ íåíàñè÷åíîñò³ ë³ï³ä³â ïëàçìàòè÷íèõ ìåì-
áðàí êë³òèí êàðöèíîìè Ãåðåíà, ÷óòëèâèõ ³ ðåçè-
ñòåíòíèõ äî äîêñîðóá³öèíó.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè

Äîñë³äæåííÿ ïðîâåäåíî íà 75 ùóðàõ-ñàì-
öÿõ ë³í³¿ Â³ñòàð ç ìàñîþ ò³ëà 120�160 ã ðîçâå-
äåííÿ åêñïåðèìåíòàëüíî¿ áàçè ²íñòèòóòó åêñïå-
ðèìåíòàëüíî¿ ïàòîëîã³¿, îíêîëîã³¿ òà ðàä³îá³îëî-
ã³¿ ³ì. Ð. ª. Êàâåöüêîãî ÍÀÍ Óêðà¿íè, ÿêèì ïå-
ðåùåïëþâàëè ï³ä øê³ðó (2,5⋅106 êë³òèí/òâàðèíó)
÷óòëèâó àáî ðåçèñòåíòíó äî äîêñîðóá³öèíó ñóë³äíó
êàðöèíîìó Ãåðåíà. Íàáóòòÿ ðåçèñòåíòíîñò³ êàð-
öèíîìè Ãåðåíà äî äîêñîðóá³öèíó â³äáóâàëîñÿ
âíàñë³äîê ïîñë³äîâíèõ ïåðåùåïëåíü ùóðàì êë³-
òèí ïóõëèíè, ÿêó îäåðæóâàëè â³ä òâàðèí ï³ñëÿ
ïðîâåäåííÿ êóðñó òåðàï³¿ äîêñîðóá³öèíîì (ñóìàðíà
äîçà 7,5 ìã/êã) [8].

Ïðåïàðàò ââîäèëè ùóðàì âíóòð³øíüî÷åðå-
âèííî 5 ðàç³â ÷åðåç äîáó. Ñóìàðíà äîçà éîãî ñòà-
íîâèëà 9,5 ìã/êã. ²í�ºêö³¿ ðîçïî÷èíàëè íà 9�
11-é äåíü ï³ñëÿ ïåðåùåïëåííÿ ïóõëèíè.

Çðàçêè ïóõëèííî¿ òêàíèíè áðàëè ó òâàðèí,
ÿê³ ïåðåáóâàëè ï³ä ëåãêèì åô³ðíèì íàðêîçîì.
Ïëàçìàòè÷í³ ìåìáðàíè êë³òèí ïóõëèí âèä³ëÿëè
ìåòîäîì äèôåðåíö³éíîãî óëüòðàöåíòðèôóãóâàí-
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íÿ ó ãðàä³ºíò³ ãóñòèíè ñàõàðîçè [9], ï³ñëÿ ÷îãî
åêñòðàãóâàëè ç íèõ ôîñôîë³ï³äè ìåòîäîì äâîôàç-
íî¿ åêñòðàêö³¿ ÿê îïèñàíî â ðîáîò³ [10].

ßê³ñíèé ³ ê³ëüê³ñíèé ñêëàä ôîñôîë³ï³ä³â
âèçíà÷àëè ìåòîäîì 31Ð-ßÌÐ-ñïåêòðîñêîï³¿ [10,
11]. 31Ð-ñïåêòðè çàïèñóâàëè íà ßÌÐ-ñïåêòðîìåòð³
Mercury-300BB («Varian», ÑØÀ) íà ÷àñòîò³ õâèë³
121,46 ÌÃö. Äëÿ êîæíîãî ñïåêòðà ðåºñòðóâàëè
500�800 ñêàí³â ³ç âèêîðèñòàííÿì 45°-ãî ³ìïóëü-
ñó òà ðîçâ�ÿçêîþ â³ä ïðîòîí³â, ÷àñ íà ðåëàêñàö³þ
ñòàíîâèâ 2,4 ñ, à âåëè÷èíà â³äíîøåííÿ ñèãíàë/
øóì � ïîíàä 100. Åêñòðàêòè àíàë³çóâàëè ïðè ê³ì-
íàòí³é òåìïåðàòóð³, ñèãíàëè ³äåíòèô³êóâàëè çà
¿õí³ìè õ³ì³÷íèìè çì³ùåííÿìè. Ñèãíàë ôîñôàòè-
äèëõîë³íó ââàæàëè çà 0,00 ì³ëüéîííèõ ÷àñòèí
(ì.÷.) ³ âèêîðèñòîâóâàëè ÿê âíóòð³øí³é ñòàíäàðò
äëÿ êàë³áðóâàííÿ õ³ì³÷íèõ çì³ùåíü ó 31Ð-ñïåêò-
ðàõ ôîñôîë³ï³ä³â. Íà ðèñ. 1 íàâåäåíî òèïîâèé
ñïåêòð ôîñôîë³ï³ä³â ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí êë³-
òèí êàðöèíîìè Ãåðåíà. Îñíîâí³ ðåçîíàíñí³ ë³í³¿
ó ñïåêòð³ íàëåæàòü ìàæîðíèì ôîñôîë³ï³äàì (ì.÷.):
ôîñôàòèäèëõîë³íó (0,00), ôîñôàòèäèëñåðèíó
(0,74), ôîñôàòèäèëåòàíîëàì³íó (0,83) òà ïëàçìà-
ëîãåíàì ôîñôàòèäèëåòàíîëàì³íó (0,87). Ó ñïåê-
òð³ âèÿâëåíî òàêîæ ðåçîíàíñí³ ë³í³¿ ì³íîðíèõ
ôðàêö³é ìåìáðàííèõ ôîñôîë³ï³ä³â: ôîñôàòèäè-
ë³íîçèòîëó (0,54 ì.÷.) òà ñô³íãîì³ºë³íó (0,65 ì.÷.).
Ê³ëüê³ñíå âèçíà÷åííÿ ôîñôîë³ï³ä³â çä³éñíþâà-
ëè, îá÷èñëþþ÷è ³íòåãðàëüí³ ïëîùèíè ñèãíàë³â ³
âèêîðèñòîâóþ÷è ïàêåò ïðèêëàäíèõ êîìï�þòåðíèõ
ïðîãðàì VNMR, («Varian», ÑØÀ).

Âì³ñò çàãàëüíîãî õîëåñòåðîëó âèçíà÷àëè ìå-
òîäîì ãàçîð³äèííî¿ õðîìàòîãðàô³¿ (õðîìàòîãðàô
«Carlo Erba», ²òàë³ÿ) íà 0,5-ìåòðîâèõ ñêëÿíèõ

êîëîíêàõ, íàïîâíåíèõ 1,5%-ì OV-1 íà ôàç³
Chimalite W (80-100 ìåø) ô³ðìè «Shimadzu
seikashu» (ßïîí³ÿ) ïðè 250 °C [12].

Äîñë³äæåííÿ ³íôðà÷åðâîíèõ ñïåêòð³â (²×-ñïåê-
òð³â) ôîñôîë³ï³ä³â ïðîâîäèëè íà ñåð³éíîìó ñïåê-
òðîìåòð³ IFS-48 («Bruker», Í³ìå÷÷èíà) ç âèêîðè-
ñòàííÿì ïðèñòàâêè íà â³äáèâàííÿ. ßê îñíîâó
âèêîðèñòîâóâàëè ñêëÿí³ ïëàñòèíêè ç íàïèëåíèì
øàðîì çîëîòà òîâùèíîþ 20�50 íì [13].

Âì³ñò ïîäâ³éíèõ çâ�ÿçê³â (³íäåêñ íåíàñè÷å-
íîñò³) âèçíà÷àëè â åêñòðàêò³ ìåìáðàííèõ ë³ï³ä³â,
ïðèãîòîâëåíîìó ìåòîäîì Ôîë÷à, íà àíàë³çàòîð³
ïîäâ³éíèõ çâ�ÿçê³â (ìîäåëü DBA, Ðîñ³ÿ). Âèçíà-
÷åííÿ ¿õ ãðóíòóºòüñÿ íà îá÷èñëåíí³ ê³ëüêîñò³ îçî-
íó, ÿêà âèòðà÷àºòüñÿ íà îêèñëåííÿ íåíàñè÷åíèõ
ë³ï³ä³â, ïåðåäóñ³ì ïîäâ³éíèõ çâ�ÿçê³â ïîë³íåíà-
ñè÷åíèõ æèðíèõ êèñëîò. Ïðè öüîìó ê³ëüê³ñòü îçî-
íó âèçíà÷àºòüñÿ ìåòîäîì ÓÔ-ñïåêòðîñêîï³¿ çà äîâ-
æèíè õâèë³ 250�310 íì [14].

Ñòàòèñòè÷íå îáðîáëåííÿ îäåðæàíèõ äàíèõ
çä³éñíþâàëè ç âèêîðèñòàííÿì t-êðèòåð³þ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòè òà îáãîâîðåííÿ

Äàí³ ïðîâåäåíèõ äîñë³äæåíü ñâ³ä÷àòü, ùî
âì³ñò õîëåñòåðîëó ó ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàíàõ êë³-
òèí ðåçèñòåíòíîãî øòàìó â³ðîã³äíî âèùèé (ð < 0,05)
ïîð³âíÿíî ç êë³òèíàìè ÷óòëèâî¿ ïóõëèíè (ðèñ. 2).
Òàêå ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ õîëåñòåðîëó ìîæå ñïðè-
÷èíþâàòè çá³ëüøåííÿ ì³êðîâ�ÿçêîñò³ ïëàçìàòè÷-
íèõ ìåìáðàí êë³òèí, ðåçèñòåíòíèõ äî äîêñîðóá³-
öèíó, ùî óçãîäæóºòüñÿ ç ïîïåðåäí³ìè íàøèìè
åêñïåðèìåíòàìè, â ÿêèõ âèêîðèñòîâóâàëè ôëóî-
ðåñöåíòí³ çîíäè [1], òà äàíèìè ë³òåðàòóðè [2, 3].
Â³äîìî, ùî ì³êðîâ�ÿçê³ñòü ìåìáðàí ³ñòîòíî çàëå-

Ðèñ. 1. 31Ð-ßÌÐ-ñïåêòð ôîñôîë³ï³ä³â ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè êàðöèíîìè Ãåðåíà.

-0,21,0 0,8 0,6 0,4 0,2 01,2ì.÷.

Â. Ô. ×ÅÕÓÍ, Â. Ï. ÒÐÈÍÄßÊ, ². Ì. ÒÎÄÎÐ òà ³í.
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ÅÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍ² ÐÎÁÎÒÈ

æèòü â³ä ð³âíÿ íåíàñè÷åíîñò³ ¿õí³õ æèðíèõ êèñ-
ëîò. Òîìó ìè äîñë³äæóâàëè ð³âåíü íåíàñè÷åíîñò³
îñòàíí³õ, âèêîðèñòîâóþ÷è äâà ï³äõîäè.

Çà äîïîìîãîþ àíàë³çàòîðà ïîäâ³éíèõ çâ�ÿç-
ê³â, íàìè òàêîæ áóëî âñòàíîâëåíî (ðèñ. 3), ùî
³íäåêñ íåíàñè÷åíîñò³ çàãàëüíèõ ë³ï³ä³â ó ïëàçìà-
ëåì³ ðåçèñòåíòíèõ êë³òèí íèæ÷èé, í³æ ó ÷óòëè-
âèõ. Îòæå, çìåíøåííÿ íåíàñè÷åíîñò³ ë³ï³ä³â
ñïðèÿòèìå çá³ëüøåííþ ì³êðîâ�ÿçêîñò³ ìåìáðàí.

Ðèñ. 2. Ê³ëüê³ñòü õîëåñòåðîëó ó ïëàçìàòè÷í³é ìåì-
áðàí³ êë³òèí ÷óòëèâîãî òà ðåçèñòåíòíîãî äî äîê-
ñîðóá³öèíó øòàì³â êàðöèíîìè Ãåðåíà:  � ìåì-

áðàíà ÷óòëèâèõ äî ïðåïàðàòó êë³òèí;  � ìåì-
áðàíà ðåçèñòåíòíèõ äî ïðåïàðàòó êë³òèí.
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Ðèñ. 3. ²íäåêñ íåíàñè÷åíîñò³ ë³ï³ä³â ïëàçìàòè÷íèõ
ìåìáðàí êë³òèí ÷óòëèâîãî òà ðåçèñòåíòíîãî äî
äîêñîðóá³öèíó øòàì³â êàðöèíîìè Ãåðåíà:  � ìåì-

áðàíà ÷óòëèâèõ äî ïðåïàðàòó êë³òèí;  � ìåì-
áðàíà ðåçèñòåíòíèõ äî ïðåïàðàòó êë³òèí.

Îñê³ëüêè íà öüîìó ïðèëàä³ âèçíà÷àþòü ñóìàðíó
ê³ëüê³ñòü ïîäâ³éíèõ çâ�ÿçê³â ÿê ó æèðíèõ êèñëî-
òàõ ôîñôîë³ï³ä³â, òàê ³ â õîëåñòåðîë³, äëÿ îö³íêè
âì³ñòó α- òà β-íåíàñè÷åíèõ æèðíèõ êèñëîò ó ôîñ-
ôîë³ï³äàõ íàìè äîäàòêîâî áóëî çàñòîñîâàíî ìî-
äèô³êîâàíèé âèñîêî÷óòëèâèé ìåòîä ²×-ñïåêòðî-
ñêîï³¿ [12, 13].

²×-ñïåêòðè ôîñôîë³ï³ä³â, åêñòðàãîâàíèõ ³ç
ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí êë³òèí ÷óòëèâèõ ³ ðåçèñ-
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Ðèñ. 4. ²×-ñïåêòðè ôîñôîë³ï³ä³â ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí êë³òèí ðåçèñòåíòíîãî äî äîêñîðóá³öèíó (êðèâà 1)
òà ÷óòëèâîãî (êðèâà 2) øòàì³â êàðöèíîìè Ãåðåíà.
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òåíòíèõ äî äîêñîðóá³öèíó øòàì³â êàðöèíîìè Ãå-
ðåíà, ñâ³ä÷àòü ïðî ¿õíþ â³äì³íí³ñòü (ðèñ. 4). Òàê,
íàïðèêëàä, ó ñïåêòð³ ôîñôîë³ï³ä³â ðåçèñòåíòíèõ
êë³òèí ñïîñòåð³ãàºòüñÿ çì³ùåííÿ äåÿêèõ ï³ê³â ó
âèñîêî÷àñòîòíó îáëàñòü ïîð³âíÿíî ç òàêèì ó ÷óò-
ëèâèõ. Ïðè öüîìó ñë³ä çâåðíóòè óâàãó íà ïåð-
øèé ï³ê ó ñïåêòðàõ, ÿêèé â³äïîâ³äàº êàðáîíîâèì
êèñëîòàì. Ó ðàç³ çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³ α- ³ β-íå-
íàñè÷åíèõ æèðíèõ êèñëîò â³äáóâàºòüñÿ éîãî çì³-
ùåííÿ â íèçüêî÷àñòîòíó îáëàñòü, ùî óçãîäæóºòüñÿ
ç äàíèìè ðîáîòè [12]. ×àñòîòà ìàêñèìóìó ïåð-
øîãî ï³êà â ²×-ñïåêòð³, ùî õàðàêòåðèçóº ðåçèñ-
òåíòí³ ïóõëèíè, ñòàíîâèòü 1738 ñì-1, à ìàêñèìó-
ìó â³äïîâ³äíîãî ï³êà ó ñïåêòð³ ôîñôîë³ï³ä³â ïëàç-
ìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè, ÷óòëèâî¿ äî äîêñîðóá³öèíó
ïóõëèíè, � 1735 ñì-1. Öå ñâ³ä÷èòü ïðî òå, ùî ó
ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàíàõ ðåçèñòåíòíèõ êë³òèí
ð³âåíü α- ³ β-íåíàñè÷åíèõ æèðíèõ êèñëîò ôîñ-

ôîë³ï³ä³â íèæ÷èé ïîð³âíÿíî ç òàêèì ó ÷óòëèâèõ.
Ìåòîäîì ßÌÐ-ñïåêòðîñêîï³¿ ïðîâåäåíî äî-

ñë³äæåííÿ ôðàêö³éíîãî ñêëàäó ôîñôîë³ï³ä³â, âè-
ä³ëåíèõ ³ç ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí êë³òèí îáîõ øòà-
ì³â. Âèÿâèëîñü, ùî ð³âåíü ôîñôàòèäèëñåðèíó ³
ñô³íãîì³ºë³íó ó ïëàçìàëåì³ ðåçèñòåíòíèõ êë³òèí
âèùèé (ðèñ. 5, à). Îäíàê çà âì³ñòîì ôîñôàòèäèë-
åòàíîëàì³íó, ïëàçìàëîãåíó ôîñôàòèäèëåòàíîë-
àì³íó òà ôîñôàòèäèëõîë³íó ïëàçìàòè÷í³ ìåìáðà-
íè êë³òèí ðåçèñòåíòíîãî ³ ÷óòëèâîãî øòàì³â îä-
íàêîâ³ (ðèñ. 5, á). Ïðè öüîìó âíàñë³äîê çá³ëü-
øåííÿ âì³ñòó ñô³íãîì³ºë³íó â çàãàëüí³é ôðàêö³¿
ôîñôîë³ï³ä³â â³äáóâàºòüñÿ çìåíøåííÿ âåëè÷èíè
â³äíîøåííÿ ôîñôàòèäèëõîë³í/ñô³íãîì³ºë³í (ðèñ. 6),
ùî ìîæå ñïðè÷èíèòè ï³äâèùåííÿ ñòðóêòóðèçàö³¿
ìåìáðàí ðåçèñòåíòíèõ êë³òèí. Öåé âèñíîâîê óç-
ãîäæóºòüñÿ ÿê ç äàíèìè ë³òåðàòóðè [5], òàê ³ ç
âèùåíàâåäåíèìè ðåçóëüòàòàìè íàøèõ äîñë³äæåíü

Ðèñ. 5. Âì³ñò ôîñôîë³ï³ä³â ó ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³ êë³òèí ÷óòëèâîãî òà ðåçèñòåíòíîãî äî äîêñîðóá³-
öèíó øòàì³â êàðöèíîìè Ãåðåíà: à) ôîñôàòèäèëñåðèíó òà ñô³íãîì³ºë³íó; á) ïëàçìàëîãåíó ôîñôàòèäèë-

åòàíîëàì³íó, ôîñôàòèäèëåòàíîëàì³íó òà ôîñôàòèäèëõîë³íó.  � ìåìáðàíà ÷óòëèâèõ äî ïðåïàðàòó

êë³òèí;  � ìåìáðàíà ÷óòëèâèõ äî ïðåïàðàòó êë³òèí ï³ñëÿ ë³êóâàííÿ òâàðèí äîêñîðóá³öèíîì;  �

ìåìáðàíà ðåçèñòåíòíèõ äî ïðåïàðàòó êë³òèí;  � ìåìáðàíà ðåçèñòåíòíèõ äî ïðåïàðàòó êë³òèí ï³ñëÿ
ë³êóâàííÿ òâàðèí äîêñîðóá³öèíîì.
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ÅÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍ² ÐÎÁÎÒÈ

ñòîñîâíî ì³êðîâ�ÿçêîñò³ ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí
[1].

Çá³ëüøåííÿ âì³ñòó ôîñôàòèäèëñåðèíó â ðå-
çèñòåíòíèõ êë³òèíàõ ìàº âàæëèâå çíà÷åííÿ,
îñê³ëüêè â³í áåðå áåçïîñåðåäíþ ó÷àñòü â àêòèâà-
ö³¿ (ôîñôîðèëóâàíí³) Ð-ãë³êîïðîòå¿íó âíàñë³äîê
ñòèìóëÿö³¿ àêòèâíîñò³ ôîñôàòèäèëñåðèíçàëåæíî¿
ïðîòå¿íê³íàçè Ñ [4]. Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî Ð-ãë³êî-
ïðîòå¿í çà ïðèñóòíîñò³ ìîëåêóë ÀÒÐ ñïðèÿº òðàíñ-
ïîðòóâàííþ öèòîòîêñè÷íèõ ðå÷îâèí ³ç êë³òèí [15].

Çíà÷íèé ³íòåðåñ ìàþòü äîñë³äæåííÿ ñêëàäó
ôîñôîë³ï³ä³â ó êë³òèíàõ ðåçèñòåíòíîãî òà ÷óòëè-
âîãî äî äîêñîðóá³öèíó øòàì³â êàðöèíîìè Ãåðåíà
ï³ñëÿ ïðîâåäåííÿ êóðñó ë³êóâàííÿ íèì ùóð³â.
Îäåðæàí³ íàìè äàí³ ñâ³ä÷àòü, ùî äîñë³äæóâàíèé
ïðåïàðàò ïðàêòè÷íî íå âïëèâàº íà ð³âåíü ôîñ-
ôàòèäèëåòàíîëàì³íó, ôîñôàòèäèëõîë³íó ó ïëàç-
ìàòè÷íèõ ìåìáðàíàõ, âèä³ëåíèõ ³ç ðåçèñòåíòíèõ
àáî ÷óòëèâèõ êë³òèí (ðèñ. 5, à). Àëå çà öèõ óìîâ
íàêîïè÷åííÿ â íèõ ôîñôàòèäèëñåðèíó íåîäíà-
êîâå (ðèñ. 5, á). ßêùî ó ïëàçìàëåì³ ðåçèñòåíòíèõ
êë³òèí éîãî ð³âåíü ìàéæå íå çì³íþºòüñÿ, òî ó
÷óòëèâèõ êë³òèí � â³ðîã³äíî ï³äâèùóºòüñÿ. Ç ë³-
òåðàòóðè â³äîìî, ùî çàçíà÷åíèé ôîñôîë³ï³ä áåðå
ó÷àñòü â àïîïòîç³ êë³òèí ³ éîãî íàÿâí³ñòü íà çîâ-
í³øí³é ïîâåðõí³ ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè ñâ³ä÷èòü
ïðî ³í³ö³àö³þ öüîãî ïðîöåñó [16]. Êð³ì òîãî, â³-
äîìî, ùî äîêñîðóá³öèí çäàòåí ³íäóêóâàòè Fas-
îïîñåðåäêîâàíèé àïîïòîç ïóõëèííèõ êë³òèí [17].
Òîìó ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî çá³ëüøåííÿ âì³ñòó
ôîñôàòèäèëñåðèíó ó ïëàçìàëåì³, éìîâ³ðíî, ñâ³ä-
÷èòü ïðî çàãèáåëü ÷óòëèâèõ äî äîêñîðóá³öèíó
ïóõëèííèõ êë³òèí ó ïðîöåñ³ àïîïòîçó.

Òàêèì ÷èíîì, áàçóþ÷èñü íà ðåçóëüòàòàõ ïðî-
âåäåíèõ äîñë³äæåíü, ìîæíà ä³éòè âèñíîâêó, ùî
ì³æ ïëàçìàòè÷íèìè ìåìáðàíàìè êë³òèí ÷óòëèâî¿

òà ðåçèñòåíòíî¿ äî äîêñîðóá³öèíó êàðöèíîìè Ãå-
ðåíà ñïîñòåð³ãàþòüñÿ â³äì³ííîñò³ ó ð³âí³ õîëåñ-
òåðîëó òà äåÿêèõ ôîñôîë³ï³ä³â. Çá³ëüøåííÿ âì³ñòó
õîëåñòåðîëó, çìåíøåííÿ âåëè÷èíè â³äíîøåííÿ
ôîñôàòèäèëõîë³í/ñô³íãîì³ºë³í òà íåíàñè÷åíîñò³
ë³ï³ä³â çóìîâëþº çá³ëüøåííÿ ì³êðîâ�ÿçêîñò³ ïëàç-
ìàëåìè ðåçèñòåíòíèõ êë³òèí, ùî ìîæå ïåðåøêî-
äæàòè ïðîíèêíåííþ äîêñîðóá³öèíó â öèòîïëàç-
ìó òà íàêîïè÷åííþ éîãî âñåðåäèí³ êë³òèí. Êð³ì
òîãî, ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ ôîñôàòèäèëñåðèíó ó ïëàç-
ìàòè÷íèõ ìåìáðàíàõ êë³òèí ðåçèñòåíòíîãî øòà-
ìó êàðöèíîìè Ãåðåíà îïîñåðåäêîâàíî ñâ³ä÷èòü
ïðî àêòèâàö³þ ïðîöåñó âèâåäåííÿ öèòîòîêñè÷-
íèõ ðå÷îâèí ³ç êë³òèí çà ó÷àñò³ Ð-ãë³êîïðîòå¿íó.
Îäåðæàí³ íàìè äàí³ äàþòü ï³äñòàâó ââàæàòè, ùî
â ìåõàí³çì³ ðîçâèòêó ðåçèñòåíòíîñò³ äî äîêñîðó-
á³öèíó âàæëèâó ðîëü â³ä³ãðàþòü çì³íè ó ôðàê-
ö³éíîìó ñêëàä³ ë³ï³ä³â ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí, ÿê³
ìîæóòü ñïðèÿòè çìåíøåííþ ïðîíèêíåíííÿ ïðå-
ïàðàòó âñåðåäèíó êë³òèí.

V. F. Chekhun1, V. P. Tryndiak1,
I. M. Todor1, V. M. Mikhailenko1,
I. G. Kondrychyn1, G. I. Dovbeshko2,
O. P. Repnytska2, G. I. Kulik1

PHOSPHOLIPIDS AND CHOLESTEROL
CONTENT IN TUMOR CELL PLASMA
MEMBRANES WITH DIFFERENT
SENSITIVITY TO DOXORUBICIN

S u m m a r y

The investigation is aimed to study qualitative
and quantitative composition of phospholipids, cho-
lesterol content and lipids unsaturation index in plas-
ma membranes of Guerin�s carcinoma cells sensi-
tive or resistant to doxorubicin. The comparison of
infrared spectra and phospholipids unsaturation in-
dex showed that the unsaturation level of fatty acids
in plasma membrane from resistant cells was lower
than that from sensitive carcinoma cells. 31P-NMR
spectroscopy of plasma membranes phospholipids
shows the increase of phosphatidylserine and sphin-
gomyeline content in plasma membrane isolated from
resistant tumor as compared with sensitive tumor.
The levels of phosphatidylcholine and phosphati-
dylethanolamine were equal in drug-resistant and
drug-sensitive carcinoma strains. Changes in plasma
membrane from resistant cells result in elevation of
plasma membrane microviscosity and phosphatidyl-
serine level increase can suggest the activation of
P-glycoprotein-mediated efflux of doxorubicin.

K e y  w o r d s: phospholipids, Guerin�s car-
cinoma, drug resistance, plasma membrane.
1Kavetsky Institute of Experimental Pathology,
Oncology and Radiobiology, National Academy of Scie-
nce of Ukraine, Kyiv;

Ðèñ. 6. Âåëè÷èíà â³äíîøåííÿ ôîñôàòèäèëõîë³í/
ñô³íãîì³ºë³í ó ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³ êë³òèí ÷óò-
ëèâîãî òà ðåçèñòåíòíîãî äî äîêñîðóá³öèíó øòàì³â
êàðöèíîìè Ãåðåíà:  � ìåìáðàíà ÷óòëèâèõ äî ïðå-
ïàðàòó êë³òèí;  � ìåìáðàíà ðåçèñòåíòíèõ äî
ïðåïàðàòó êë³òèí.
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FTIR SPECTROSCOPY STUDY OF CLOSELY MODELED 

BACTERIAL СELL MEMBRANES WITH DIFFERENT PHOSPHOLIPID 

COMPOSITION 
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c Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Texas McGovern 

Medical School, Houston, TX 77030, USA 

 

Membrane mimetics allow the membrane environment to be probed at a tractable and 

defined level of molecular complexity. Membrane mimetics are invaluable tools 

enabling the study of the complex range of molecular events which occur at cell 

membranes (lipid polymorphism, wild number of structural  transmembrane and lateral 

rearrangements to modulate  the properties in response to changes in environment and 

different  residing  membrane protein needs: i.e. maintain  the life of the cell). Therefore 

determination of unique spectroscopic markers of phospholipids is one of the important 

tasks in membrane biophysics and membrane science. 

Here we present different protocols for model membrane formation and 

formulations and successfully characterise their spectroscopic parameters. We have 

used phospholipids extracted from native or genetically altered Escherichia coli or 

artificially designed and modeled lipid membranes from synthetic phospholipid 

counterparts: W3899, wild type (phosphatidylethanolamine, PE=75%, 

phosphatidylglycerol, PG=20%, cardiolipin, CL=5%), PE-deficient AL95 mutant 

(50%PG+50%CL) and AD93/pMprF (CL=57%, PG=12% and LysylPG=31%) i.e. 

mimicking phospholipid profile of Gram-positive human pathogen Staphylococcus 

aureus.  

Membrane mimetics are invaluable tools enabling the study of the complex range 

of molecular events which occur at cell membranes. Fourier transform infrared 

spectroscopy (FTIR) spectra acquired enable the fundamental physical properties of the 

lipid bilayer to be determined in a single experiment: different surface charges, 

hydrophobic and hydrophilic areas, differences in adsorbtion and transmittance. 

Protocol of stable liposome (one of the biological membrane model) formation consists 

of ultrasound treatment and freezing in liquid nitrogen followed by thawing procedure. 

Different parameters of ultrasound treatment were analysed by vibrational spectroscopy 

and microscopy.  It appears that extended ultrasound treatment under capacity more 

than 90 W prevents liposome formation. 

Spectroscopic individual phospholipid and bilayer markers, structural property of 

arificial membranes and application of membrane lipid mimetics will be discussed. 
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Creation of new biologically active materials, study of their physico-chemical 

and therapeutic properties, as well as the creation of effective and low-toxic anticancer 

drugs is one of the most important problems of modern pharmacology and oncology. 

Along with the development of new drugs, the possibilities of modifying already known 

drugs are being studied to increase their effectiveness and specificity. Oxaliplatin is 

modified an advanced version of well known anti-tumor drug cisplatin. Oxaliplatin is 

less toxic than cisplatin, and its mechanism of action is the formation of cross-links 

between the bases in the DNA. 

In this project we studied the interaction phospholipid DOPG (1,2-dioleoyl-sn-glycero-

3-phospho-(1'-rac-glycerol) with oxaliplatin study. DOPG is one of the main 

components of cell membrane. Liposomes were prepared according to a standardized 

procedure to simulate the cell membrane and the process of passing the drug through the 

membrane with DOPG. This procedure involves dissolving DOPG in chloroform, 

ultrasonic processing and cryoprocessing. For the preparation of complexes liposomes 

with oxaliplatin, the preparation was added before the formation of liposomes (one 

series of samples-before), and after the formation of liposomes (another series of 

samples - after). Then, the samples were then incubated for two hours.  

It was shown that interaction DOPG with oxaliplatin lead to redistribution of 

intermolecular H-bonds, more dense lipid packing in membrane, lipid ordering resulting 

to phase transition of the lipids.  
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Висновки до розділу 4 

1. Визначено спектральні маркери фосфоліпідів, виділених з чутливих і 

резистентних штамів пухлинних клітин. Показано, що фосфоліпіди з 

резистентного штаму при кімнатній температурі утворюють впорядковану 

гель фазу, що характеризується розщепленням смуг деформаційних 

коливань СН на 1475, 1465 см-1, та розщепленням смуги С=О на 1738 та 

1733 см-1, а також більш високочастотним положенням смуги РО2- на 1228 

см-1. Фосфоліпіди з чутливого штаму пухлинних клітин утворюють 

невпорядковану рідкокристалічну фазу та характеризуються більш 

низькочастотним положення смуги РО2
- на 1223 см-1, положенням С=О на 

1735 см-1 та відсутністю розщеплення деформаційних коливань СН. 

2. Розроблено та опробовано два протоколи для отримання модельних 

везикул (ліпосом) різного фосфоліпідого складу, що основою для 

дослідження взаємодії мембрани з протипухлинними препаратами 

оксаліплатин та карбоплатин. Перший протокол - із вбудованим у 

мембрану лікарським засобом (препарат був доданий у процесі 

приготування ліпосом) та другий протокол - із адсорбований на мембрані 

лікарським засобом (препарат додавали після утворення ліпосом). 

Визначено набір інфрачервоних спектральних маркерів модельних 

ліпосом, що включають наступні смуги: валентні коливання молекулярних 

груп СН2- в області 2925 см-1, валентні коливання молекулярних груп С=О 

в області 1735 см-1, а також смугу валентних асиметричних коливань PO2. 

Взаємодія протипухлинних препаратів з фосфоліпідною мембраною 

відбувається шляхом утворення водневих зв’язків між C=O та N-H 

групами фосфоліпідів та лікарських засобів, що створює більшу 

упорядкованість в ліпідній системі. 
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Розділ 5 

Спектральні маркери вторинної структури колагену регенерованих 

тканин 
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ORIGINAL RESEARCH

ABSTRACT

The duraplasty is a standard procedure during neurosurgery for injuries and diseases of the brain. The hermetic closure of the dura mater is 
not always possible with the application of autologous tissues. Synthetic, allogeneic and xenogeneic implants, which are currently used, have 
disadvantages, so the search for the material that would best meet the requirements for a dura mater scaffold continues.

THE PURPOSE is to study the physical and chemical properties of the composite chitosan/polyethylene oxide (PEO) film and determine  
the effectiveness of its application for duraplasty in the experiment in vivo; to analyze its ability to biodegradation; to evaluate the effect of 
chitosan/PEO scaffold on the regeneration of dura matter.

MATERIALS AND METHODS. The experiment used 10 white rats aged 12 months with a penetrating traumatic brain injury model. Postoperative 
material was examined by macroscopy, optical microscopy and infrared spectroscopy.

RESULTS. According to the analysis of infrared absorption, spectral markers of scar tissue, regenerating and intact dura mater were deter-
mined. Oscillation spectroscopy data indicate degradation of the chitosan film and repair of normal dura mater. Histology data also indicate 
biological degradation of the chitosan film and its replacement by newly formed normal connective tissue.

CONCLUSION. The data of morphological and spectroscopic studies show the ability of chitosan/PEO film to biodegradation in vivo with  
followed replacement not by scar but by normal connective tissue.

KEY WORDS: chitosan; polyethylene oxide; penetrating traumatic brain injury; infrared spectroscopy; morphological studies

In neurosurgery, the problem of the duraplasty is extremely urgent, 
because one of the conditions for success in neurosurgical intervention is 
to restore integrity of dura mater (DM) and the subdural space to prevent 
damage to cerebral cortex and the leakage of cerebrospinal fluid [1]. Her-
metic closure of the dura mater correlates with a decrease in the intensity 
of liquorrhea and a decrease in the rate of infectious complications [2, 
3]. This issue is especially urgent after the decompression trepanation 
due to severe traumatic brain injury or acute cerebrovascular accident [4, 
5]; surgery on the skull and posterior fossa, when DM defect is created 

as a result of bipolar coagulation; the dural resection following menin-
gioma surgery [6], as well as spinal neurosurgery [7]. In this case, there is  
a need to application a dura mater scaffold.

The study of DM substitutes has been continuing for over a century. 
In 1924, W. Penfield proposes the concept of «ideal dura mater sub-
stitute» [8, 9] which was further developed, for example in the work of  
O.  Arutyunov, N. Meskhia [10]. The substitute must be non-toxic, biodegra-
dable, and suitable for suturing; not lead to commissure or infection; create  
a waterproof barrier; to have antibacterial properties at penetrating trauma; 
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and should be at a reasonable price [11, 12]. The development of modern 
new polymeric materials stimulates the search for new opportunities in 
creating an effective substitute for DM [11].

To improve the dural closure, various materials of autologous, allo-
geneic, xenogeneic and synthetic origin were tested [12-14]. Autologous 
grafts are non-toxic, quickly integrated in host tissues, flexible, durable 
and easily sutured [15-17]. However, the lack of the available autografts 
and needs to additional incisions to obtain it limit their application [14]. 
The feasibility of using allograft tissue was reviewed following the publi-
cation of reports linking dura mater transplantation to Creutzfeldt-Jakob 
disease (transmissible spongiform encephalopathy) [10]. Thus, xenoge-
neic and synthetic materials become an alternative to neurosurgery.

One of the promising materials for the development of a xenogeneic 
substitute for DM may be chitosan. It is biodegradable, non-toxic, has 
antibacterial and antifungal properties [18] and is, therefore, considered 
promising to create an effective scaffold for DM [13].

Several techniques have been proposed for the design of DM substi-
tute based on chitosan. Chitosan as a biopolymer allows to create two-
layer membranes with porous and non-porous parts. This model of chito-
san is similar in thickness, structural and functional characteristics to DM 
and has greater tensile strength than the collagen matrix. The feasibility of 
creating a two-layer chitosan matrix is as follows: (a) in the porous part, 
growth factors can penetrate through the pore network, cell migration and 
neovascularization occur, but this layer is unstable to mechanical loads; 
(b) the non-porous part provides greater resistance to loads, it can be 
sutured [13].

To improve the structural and mechanical properties of chitosan ma-
terials, researches aimed at developing various composite systems based 
on chitosan and other polymers are promising [19]. A substitute for DM 
in the form of a grid of polylactic acid and chitosan was developed [20]. 
Wider and more efficient use of chitosan can be expected with the intro-
duction of electrospinning to obtain nanofiber materials. Thin nanofibers 
can be obtained in the mixtures of chitosan with polyvinyl alcohol, gelatin 
or collagen, silk fibroin, polycaprolactone, polyethylene oxide (PEO) [21]. 
PEO has good spinnability, low toxicity and its interaction with chitosan 
improves the technical processing of the latter in the production of poly-
mer films [21]. It is a biodegradable polymer [22]. PEO is approved for 
the use in drug delivery systems by the US Food and Drug Administra-
tion (FDA) [23]. Given the viability of the composite material of chitosan 
with PEO [24] with the possibility of adjusting a wide range of hydrophilic 
properties, physical and mechanical characteristics [21], we selected  
a model of dura mater substitute of xenogeneic (chitosan) and synthetic 
(polyethylene oxide) origin for our study.

PURPOSE – to investigate the physical and chemical properties of the 
composite chitosan/polyethylene oxide film and to determine the effec-
tiveness of its application for duraplasty in animals; to analyze its ability 
to biodegradation; to evaluate the effect of this biopolymer film on the 
regeneration of dura mater.

White rats were used in the study. The animals were kept in standard 
vivarium conditions under natural light-dark cycle and fed a balanced 

compound feed ad libitum. The surgery and the euthanasia of animals 
were performed according to the rules of bioethics regulated by Directive 
2010/63/EU «On the protection of animals used for scientific purposes» 
(2010) and the Law of Ukraine #3447-IV «On protection of animals from 
cruelty» (2006). The study was approved by the Committee on Bioethics 
of the Romodanov State Institute of Neurosurgery of the NAMS of Ukraine 
(Protocol #18 of June 10, 2016).

Methods of surgery. Fifteen male rats aged 12 months and weighing 
250-300 g were selected for surgery. After craniotomy and penetrating 
brain injury [25], duraplasty was performed with composite film based 
on chitosan/PEO. Experimental animals were divided into 3 groups (n = 5 
animals per group): (1) for histological examination; (2) for macroscopic 
and infrared (IR) spectroscopic examination; (3) a group of intact animals 
(the samples of native DM for IR spectroscopy). The surgery was per-
formed under general anesthesia by xylazine (Sedazin, Biowet, Poland) 
15 mg/kg and ketamine (Calipsol, Gedeon Richter, Hungary) 70 mg/kg 
body weight that was administered intramuscularly. After head shearing 
and disinfection with a Betadine 10 % solution (Aegis, Hungary), a mid-
line skin incision was performed and the bones of the skull were exposed. 
A 4x7 mm trepanation hole was formed in the right parietal area using  
a high-speed drill. The bone flap was isolated from the underlying dura 
mater and removed. DM was carefully dissected crosswise from the mid-
dle of the hole to its corners. The surface of the brain was exposed and 
the cerebral cortex was penetrated with a G18 needle to a depth of 2 mm.

Dural flaps were placed back without suturing with diastasis, covered 
with chitosan/polyethylene oxide film without bone flap. Thus, decom-
pressive craniectomy was modeled. After hemostasis, the wound was su-
tured using Vicryl 5/0 and treated with a Betadine solution. Postoperative 
antimicrobial prophylaxis using intramuscularly injection of Ceftriaxone 
20 mg/kg was performed. Animals were euthanized on the 21st day by 
decapitation under ketamine anesthesia (0.1 % 2 mL).

Synthesis and selection of polymer composite films. Several variants 
of chitosan-based biopolymer films have been proposed for duraplasty: 
native film consists of 100 % chitosan; composite chitosan/polyethyl-
ene oxide film with equal mass fractions of components chitosan/PEO  
1/1 wt%, and composite chitosan/polyethylene oxide film with mass frac-
tion of chitosan 70 % (chitosan/PEO 7/3 wt%). Synthesis and the following 
laboratory studies were performed at Chuiko Institute of Surface Chemistry. 

Native and composite films were prepared by evaporation of the sol-
vent after the coating the glass with a primary polymer solution. Primary 
solutions were prepared by dissolving chitosan, PEO in 2 wt% Acetic acid 
solutions using magnetic stirrer for 12 hours. After forming, the films were 
dried at room temperature for 12 hours. When the drying was completed, 
the film was placed in 1.0 M sodium hydroxide solution for several hours to 
neutralize excess acetic acid, followed by intensive washing with distilled 
water. Thereafter the films were dried at room temperature for 24 hours. 
Subsequently, a thorough study of the structure of the obtained films, their 
water absorption capacity and spectral analysis were performed. The sur-
face structure of the polymer composite films was examined using a Quan-
taTM 3D FEG scanning electron microscope (FEI, USA) (Fig. 1).

Also, a laboratory study of the water absorption capacity of the dural 
substitutes was performed (Table 1). This is a very important parameter, 
because with a high degree of hydrophilicity of the DM scaffold, there may 
be a risk of brain compression [13].

MATERIALS AND METHODS

Fig. 1. Scanning electron 
microscopy of chitosan films 
(A, scale – 20 μm),  
chitosan/PEO 1/1 wt%  
(B, scale – 1 μm) and 
chitosan/PEO 7/3 wt%  
(C, scale – 3 μm).

А B C
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SAMPLE DEGREE OF SWELLING, % OF WEIGHT

Chitosan 230.34

Chitosan/PEO 1/1 wt% 140.3*

Chitosan/PEO 7/3 wt% 150.92

POINTS DESCRIPTION

0 There is no adhesion of scaffold to the cerebral cortex

1 Scaffold is fused with the cerebral cortex, but isolated 
without macroscopic damage

2 Scaffold ingrow to the cortex, causing the rupture  
of cortical vessels during isolation

3 Cerebral cortex is injured when the bone flap removed

The IR spectra of the studied samples from chitosan, chitosan/PEO 
1/1 wt%, chitosan/PEO 7/3 wt% were analyzed (Fig. 2). Data were ob-
tained using a Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectrometer Nicolet 
Nexus 450 (Thermo Scientific, USA) in the middle infrared range of 400-
4,000 cm-1.

Chitosan is a linear polysaccharide composed of a monomer  
N-acetyl-1,4-b-D-glucopyranosamine. The IR spectra of native chitosan 
has specific absorption bands in the region of 3400 cm-1, belonging to 
OH hydrogen-bound molecular groups, as well as valent oscillations of 
CH in the region of 2900-2800 cm-1. The absorption in the region 1660 
refers to C=O valent vibrations together with a small contribution of the 
deformation oscillations of NH2. The band in the region 1588 is actually 
referred to as NH2 deformation oscillations. The region of 1400-1300 is 
specific of the deformation oscillations of CH molecular groups of [27-
29]. In the PEO film we observe an increase in the contribution of valence 
CH oscillations in the region of 2800-2900 cm-1 and deformation CH in the 
region of 1400-1300 cm-1. However, no frequency shifts in the formation 
of the chitosan-PEO complex are observed, indicating no intermolecular 
interactions between components of the polymer film [29-31].

Thus, from the proposed samples of composite biopolymer films 
based on chitosan, chitosan/PEO 7/3 wt% film was selected, because 

Table 1. The water absorption capacity of polymer composites. 
Note: * – p < 0.05 compared to chitosan.

Table 2. The evaluation of material adhesion.

Fig. 2. FTIR spectra of films based on chitosan (black curve) and 
chitosan/PEO 7/3 wt% (red curve).
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the surface roughness of this sample was maximum compared to others 
(according to electron microscopy. This film had less degree of swelling 
compared to native chitosan and almost did not differ from the swelling 
degree of chitosan/PEO 1/1 wt%. The surface roughness of the scaffolds 
is critical for the selection of material, because in this case the coloniza-
tion and proliferation of cells in the biopolymer material is more effective 
[33, 34].

Postoperative material of animals of the study group and samples of 
native DM of the control group were analyzed by IR spectroscopy. To ana-
lyze the IR absorption spectra, tissue samples up to 0.5 mm3 were excised 
from 5 sites of dural substitute implants from each animal. For control of 
experimental samples, similar tissue samples were excised from the in-
tact dura mater over the opposite hemisphere in the same animals, where 
the injury was not modelled. Thin sections of postoperative tissue were 
prepared, which were dried at room temperature between two plates of 
fluorite glass (CaF2) transparent in the IR region. Next, the obtained films 
on CaF2 base were placed in the cuvette chamber of the IFS 66 spectro-
meter (Bruker, USA) to analyze the absorption spectra.

The absorption spectra of native DM, scar tissue, and the substitutes 
from regenerating dura mater in a wide spectral range (3400-800 cm-1) 
were analyzed by infrared spectroscopy and a number of spectroscopic 
markers for analysis were determined. The most informative for the analy-
sis is the region of absorption of amide bonds Amide I and Amide II in the 
range 1750-1480 cm-1. The formation of adhesion was macroscopically 
evaluated according to the Stryker system, table 2 [35].

After euthanasia of animals, tissues and implants were excised for 
histological examination. Tissue was fixed in serial 5-7-10 % solution of 
neutral formalin up to 24 hours and performed paraffin-embedded blocks 
in according standard technique. Serial 5-7 μm thick sections were pre-
pared using a microtome HM430 (Microm, Germany) and stained hema-
toxylin and eosin. Histological sections were examined on a binocular 
microscope followed by photo documentation on a light optical photo-
microscope Axiophot (Carl Zeiss, Germany) at magnifications objective 
x100 and x200, ocular x10, and adapter x2. Tissue sections were evalu-
ated for local tissue changes, hemorrhage, cellular alterationin the cortex, 
the presence of an implant, newly formed dura mater or scar tissue.

Statistical data analysis was performed using the STATISTICA 10.0 
software (StatSoft Inc., USA). Statistical significance of differences be-
tween groups was determined using the Mann-Whitney U-test. In all ca-
ses, the assumptions for the statistical significance of the obtained result 
were considered correct if the probability of the zero hypothesis was less 
than 0.05 (p < 0.05).

In animals of the chitosan/PEO group, the remains of the film were 
not visualized. The surface of dura mater in the trepanation hole and out-
side did not differ. The fusion was detected on the periphery of the bone 
hole, but adhesions in the trepanation area were not detected (Fig. 3). The 
formation of adhesions between the defect of DM and the remains of the 
biopolymer film to assess the severity of adhesion was 0-1 points.

Three weeks after the surgery, when using chitosan-based film, the 
spectral characteristics show the presence of remains of this film in sam-
ples of DM from the corners and center of the trepanation window. In the 
sample of regenerating DM (green curve) the deviation is clearly visible 
in the area of 1587 cm-1, which definitely belongs to the film (Fig. 4). Ho-
wever, in this sample Amide II band is strongly pronounced at 1550 cm-1, 
as an indicator of protein tissue. This may indicate the degradation of the 
chitosan-based film and the repair of normal dural tissue.

It is shown that the IR spectroscopy allows to control the dynamics of 
dura mater regeneration. According to the analysis of IR absorption spec-
tra, spectral markers of scar tissue, regenerating and intact DM were de-
termined. Scar tissue differs significantly from the tissues of regenerating 
DM, in particular, the presence of a band in the region 1739 cm-1 (C=O), 

RESULTS AND DISCUSSION
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which is completely absent in the spectra of intact and regenerating DM. 
In addition, the ratio between the Amide I and Amide II bands differs  
by decreasing the intensity of Amide II and restriction the Amide I band 
compared to the sample of intact DM. In the sample of regenerating DM 
the presence of a band of oscillations of NH2 at 1589 cm-1 was identified, 
which refers to the absorption of the chitosan-based film, which is absent 
in the samples of intact DM and scar tissue. However, the presence of  
a band in the region of 1548 cm-1 (Amide II) indicates that there are cells 
on the film and suggests that regeneration processes occur.

The obtained data are confirmed by histological study. Replacement 
of the implant on the 21st day after surgery with a biopolymer chitosan-
based film occurred by forming a new fibrous connective tissue with  
a large number of hyperchromic fibroblasts and collagen fibers. Fibro-
blasts had both elongated and oval shape. In some cells (young forms 
of fibroblasts), rod-like pale-colored nuclei were observed (Fig. 5). The 

Fig. 4. Absorption spectra of dural tissue samples after implantation of 
chitosan-based film.

Fig. 3. Macroscopic picture of rats’ skull in 3 weeks after duraplasty 
using biopolymer chitosan-based film. There are ill-defined fibrous 
adhesions on the periphery of the bone hole (green arrow); there are 
no adhesions in the area of the film implantation. Black arrows – the 
surface of dura mater in the surgery area. A yellow arrow – a bone 
fragment of the cranial vault with the trepanation hole (inner surface), 
the remaining bones of the cranial vault are removed.
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expression of the bundles of collagen fibers and layers of the surround-
ing newly formed connective tissue was different. The bundles of fibers 
facing the cerebral surface from below were thinner than the bundles of 
fibers loca-lized on the outer surface. The edges of the defect of the dura 
mater and the newly formed fibrous tissue had no clear boundary. In ad-
dition, no inflammatory reactions were observed. The formation of weak 
adhesions between dura mater and brain is detected. The borderline brain 
tissue was normal.

The results of the study allow to positively evaluate the effectiveness 
of the application of the dura mater substitute based on chitosan/PEO  
7/3 wt % in rats. It can be assumed that the composite chitosan/PEO dural 
substitute first performs the function of a solid scaffold, and then PEO 
degrades or is washed out of the pores of chitosan, where further cells 
penetrate and the porous material is used to regenerate dura mater. The 
addition of PEO in the polymer composition led to a decrease in water 
absorption. The increase of PEO content did not significantly reduce the 
swelling of the materials.

The surface structure of the chitosan/PEO films depends on the con-
tent of polyethylene oxide. Thus, when the content of PEO is 30 wt%,  
a rougher surface of the film is formed. When the content of PEO in the 
composite is 50 wt%, there is a decrease in the roughness of the sample, 
the surface is more homogeneous. This is due to the penetration of PEO 
macromolecules into the supramolecular structure of chitosan with the 
simultaneous filling of cavities. The surface roughness of the implant may 
be important for improved adhesion to the native DM to seal the subdural 
space. In addition, when PEO is 30 wt%, more pores remain for further 
penetration of cells.

The analysis of the IR spectrum of the chitosan/PEO 1/1 wt% and 
chitosan/PEO 7/3 wt% films showed that with the increase of PEO con-
centration in the mixture the oscillations of amide groups of chitosan in 
the region of 1530 cm-1 and 1640 cm-1 gradually shifts to the region of 
higher waves. It can be assumed that the strong interactions of amide 
groups between chitosan molecules change to less strong interactions of 
the N-H group of chitosan with unpaired electrons of oxygen atoms from 
polyethylene oxide macromolecules.

Fig. 5. Photomicrograph of tissue specimen after duraplasty using 
biopolymer chitosan/PEO 7/3 wt% film. Remains of chitosan  
(thin black arrows) among the colony of fibroblasts. Round cells – 
young fibroblasts (red arrow), elongated cells – mature fibroblasts 
(transparent arrow). Hematoxylin-eosin staining; ob. x200, oc. x10, 
adapter x2.
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Теоретичне обґрунтування ефективності застосування біополімерів 
при експериментальній черепно-мозковій травмі (огляд літератури та 
власні результати)
Пантелейчук А.Б.1, Каджая М.В.1, Шмельова А.А.2, Малишева Т.А.2, Гнатюк О.П.3, Довбешко Г.І.3

Мета: на основі аналізу літературних джерел обґрунтувати доцільність 
застосування біополімерних плівок на основі колагену для пластики 
твердої мозкової оболонки (ТМО), виявити і проаналізувати в експерименті 
здатність зазначеного матеріалу до біодеградації за допомогою методів 
світлооптичної мікроскопії та інфрачервоної спектроскопії, вивчити 
можливість застосування біополімерних плівок на основі колагену для 
пластики ТМО в умовах експерименту.
Матеріали і методи. Прооперовано під загальним наркозом 13 щурів з 
масою тіла 200–250 г. Проведено краніотомію. Розсікали хрестоподібно 
ТМО від середини отвору до його кутів. Оголювали поверхню кори 
мозку і проводили пенетрацію кори голкою розміром G 18 на глибину 
2 мм. Клапті ТМО не ушивали, вони залишалися із диастазом між 
краями. Зверху вкладали шматочок колагенової плівки. Кістковий 
клапоть видаляли. Основну групу утворили 10 тварин, контрольну (без 
застосування колагенової плівки) – 3. Через 3 тиж після операції всіх 
тварин вивели з експерименту. Місце операції, зокрема череп та кірковую 
тканину, вилучили для макроскопічного і гістологічного дослідження та 
молекулярного аналізу за допомогою інфрачервоної спектроскопії.
Результати. За результатами макроскопічного і гістологічного 
дослідження виявлено, що колагеновий замінник ТМО не призводить 
до виражених запальних ускладнень і надмірного рубцево-спайкового 
процесу, запобігає ліквореї, здатний до біодеградації із заміщенням плівки 
власною сполучною тканиною.
Висновки. Підтверджено здатність колагенових плівок до біодеградації 
через 3 тиж після пенетраційної травми у щурів в експерименті. Дані 
інфрачервоної спектроскопії і морфологічні дані свідчать про те, що 
на межі між колагеновим імплантатом і нативною ТМО відбуваються 
процеси регенерації ТМО, а не формування рубцевої тканини. Отримані 
дані теоретично обґрунтовують можливість застосування колагенових 
замінників для пластики дефектів ТМО.
Ключові слова: експериментальна черепно-мозкова травма; пластика 
твердої мозкової оболонки; колагенова плівка; біодеградація; морфологічне 
дослідження, інфрачервона спектроскопія

Theoretical substantiation of the efficiency of biopolymers application in 
experimental TBI (literature review and own results)
Andriy B. Panteleychuk 1, Nikolay V. Kadzhaya 1, Anna A. Shmeleva 2, Tatyana A. Malysheva 2, Olena P. 
Hnatyuk 3, Galina I. Dovbeshko 3

Objective: based on the analysis of literary sources, to justify the feasibility 
of using collagen-based biopolymer films for dura mater, to analyze 
experimentally the ability of this material to biodegrade and form a new dura 
mater using light optical microscopy and IR spectroscopy, and to investigate 
the possibility of application of biopolymer collagen-based films as a substitute 
for the dura mater.
Materials and methods. Thirteen rats weighing 200–250 g under general 
anesthesia were operated. Craniotomies were performed. The dura mater 
was incised crosswise from the middle to its corners. The surface of the 
cerebral cortex was exposed and was penetrated with a G18 needle to a 
depth of 2 mm. Dura mater flaps were not sutured with diastasis between 
the edges. A small piece of collagen film was placed over dissected dura and 
the bone flap was removed. The basic group consisted of 10 animals and the 
control group without collagen film included 3 animals. Three weeks after the 
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Теоретическое обоснование эффективности применения 
биополимеров при экспериментальной черепно-мозговой травме 
(обзор литературы и собственные результаты)
Пантелейчук А.Б.1, Каджая Н.В.1, Шмелева А.А.2, Малышева Т.А.2, Гнатюк Е.П.3, Довбешко Г.И.3

Цель: на основе анализа литературных источников обосновать 
целесообразность применения биополимерных пленок на основе коллагена 
для пластики твердой мозговой оболочки (ТМО), выявить и проанализировать 
в эксперименте способность указанного материала к биодеградации 
с помощью методов светооптической микроскопии и инфракрасной 
спектроскопии, изучить возможность применения биополимерных пленок 
на основе коллагена для пластики ТМО в условиях эксперимента.
Материалы и методы. Прооперированы под общим наркозом 13 крыс с 
массой тела 200–250 г. Проведена краниотомия. Рассекали крестообразно 
ТМО от середины отверстия к его углам. Обнажали поверхность коры 
мозга и проводили пенетрацию коры иглой размером G 18 на глубину 
2 мм. Лоскуты ТМО не ушивали, они оставались с диастазом между 
краями. Сверху укладывали кусочек коллагеновой пленки. Костный 
лоскут удаляли. Основную группу составили 10 животных, контрольную 
(без применения коллагеновой пленки) – 3. Через 3 нед после операции 
все животные были выведены из эксперимента. Место операции, 
включая череп и корковую ткань, извлекали для макроскопического и 
гистологического исследования и молекулярного анализа с помощью 
инфракрасной спектроскопии.
Результаты. По результатам макроскопического и гистологического 
исследования выявлено, что коллагеновый заменитель ТМО не приводит 
к выраженным воспалительным осложнениям и чрезмерному рубцово-
спаечному процессу, предупреждает истечение ликвора, способен к 
биодеградации с замещением пленки собственной соединительной тканью.
Выводы. Подтверджена способность коллагеновых пленок к 
биодеградации через 3 нед после пенетрационной травмы у крыс в 
эксперименте. Данные инфракрасной спектроскопии и морфологические 
данные свидетельствуют о том, что на границе между коллагеновым 
имплантатом и нативной ТМО происходят процессы регенерации ТМО, 
а не формирование рубцовой ткани. Полученные данные теоретически 
обосновывают возможность применения коллагеновых заменителей для 
пластики дефектов ТМО.
Ключевые слова: экспериментальная черепно-мозговая травма; пластика 
твердой мозговой оболочки; коллагеновая пленка; биодеградация; 
морфологическое исследование, инфракрасная спектроскопия

Тверда мозкова оболонка (ТМО) – герметизу-
вальна мембрана із сполучної тканини, яка скла-
дається переважно з колагенових волокон різного 
діаметра, має впорядковану багаторівневу/бага-
тошарову структуру і різний напрямок волокон та 
судин у певних анатомічних ділянках [1]. Порушення 

цілісності ТМО після черепно-мозкової травми (ЧМТ) 
і/або нейрохірургічних втручань є причиною різних 
ускладнень з боку ЦНС. Найпоширенішою практикою 
на завершальному етапі нейрохірургічної операції 
вважають відновлення герметичності та водонепро-
никності ТМО, щоб запобігти пошкодженню тканин 

intervention, all animals were euthanized and operating sites, including skull 
and cortical tissue, were explanted for histological, macroscopic examination 
and molecular analysis by infrared spectroscopy.
Results. According to the results of macroscopic and histological examination, 
collagen substitute for the dura mater does not lead to severe inflammatory 
complications and excessive scar adhesions, prevents cerebrospinal fluid 
outflow, is capable of biodegradation with the replacement of connective 
tissue resembling a newly formed dura mater.
Conclusions. 1. The experiment confirmed the ability of collagen-based films 
to biodegrade in 3 weeks after penetration trauma in rats. 2. The data of both 
infrared spectroscopy and morphological study indicate that at the border of 
the collagen implant and the native dura mater the regeneration processes 
prevail over the formation of scar tissue. 3. The data obtained confirm the 
collagen-based substitute to be used for dura mater plastics.
Keywords: dura mater plastics; collagen-based film; biodegradation; 
morphological study; IR spectroscopy
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кори мозку і витіканню ліквору [2]. Частота виник-
нення ліквореї після краніотомії становить 7–10 % 
[3–5]. Вважають, що герметичне закриття ТМО 
асоціюється зі зниженням частоти ліквореї і меншою 
кількістю локальних інфекційних ускладнень [6,7]. У 
зв’язку з цим застосування біодеградувальних мате-
ріалів, які сприяють репарації дефектів ТМО, є акту-
альним і має не лише медичне, а і соціальне значення.

Замінники ТМО класифікують за походженням 
і способом отримання, хімічними та біомеханічними 
характеристикам: автотрансплантати, алотрансплан-
тати, ксенотрансплантати і синтетичні трансплантати 
[8–11]. Ми досліджували переважно матеріал, в якому 
колагенова основа є матрицею для відновлення 
цілісності ТМО.

У 1924 р. W G Penfield запропонував концепцію 
ідеального замінника ТМО, наголосивши на необ-
хідності пошуку матеріалів, які б розсмоктувалися 
після запобігання адгезії. Було встановлено, що 
ушкодження м’якої та арахноїдальної оболонок 
забезпечує адгезію незалежно від типу замінника 
ТМО, що в подальшому підтвердилося [12,13]. 
Отже, «ідеальний замінник» ТМО має забезпечу-
вати непроникність для рідин, відповідати фізичним 
властивостям ТМО людини, щоб забезпечити захист 
тканин мозку, бути легким і зручним для маніпу-
ляцій під час операції при намочуванні у фізіоло-
гічному розчині; механічні властивості матеріалу 
мають полегшувати накладання швів і/або склею-
вання; мінімізувати місцеве запалення тканин для 
запобігання утворенню небажаного рубцювання і 
фіброзу або спайок; стимулювати на різних етапах 
наближену до фізіологічної фільтрацію клітинами 
(макрофагами, фібробластами) і бути матрицею для 
прискорення відновлення цілісності шляхом форму-
вання модифікованої ТМО; сприяти ремоделюванню 
судинної сітки; бути ергономічно та економічно 
виправданим [14,8,15–19]. Обґрунтовано п’ять 
основних вимог до імплантату, які дають змогу 
наблизитися до «ідеального замінника» ТМО: 
по-перше, імплантат має тимчасово або постійно 
виконувати захисну функцію, відокремлюючи і 
герметизуючи субдуральний простір від епідураль-
ного; по-друге, імплантат має індукувати власні 
клітини до диференціювання і усунути дефіцит 
тканини ТМО (менінготеліальна індукція); по-третє, 
імплантат має сприяти інфільтрації та імплантації 
фібробластів (менінготеліальна провідність), що є 
функціональним показником тривимірної структури 
трансплантата; по-четверте, бажано щоб імплантат 
містив клітинні компоненти, здатні регенерувати 
нативну тканину (фібро- і менінготеліогенез); 
по-п’яте, імплантат має бути пластичним, тобто 
мати здатність легко набувати потрібної форми і 
відповідати хірургічному дефекту без деформації 
оточуючих тканин, а також відповідну еластичність 
(міцність до розтягнення) – здатність утримувати 
хірургічний шов під напруженням [20]. Важливе 
значення має дотримання двох умов: відновлення 
герметичності ТМО для запобігання ліквореї і 
потенційна здатність імплантату до біодеградації з 
рівномірним відновленням цілісності нативної ТМО.

Найкращим матеріалом для створення імплантатів 
ТМО, який найбільшою мірою відповідає ззаначеним 
критеріям, визнано колаген, який міститься в усіх 

сполучних тканинах. Це одна з найбільш вивчених 
біомолекул позаклітинного матриксу [21].

З огляду на наведені дані для дослідження було 
обрано біоплівку на основі колагену, яка є матрицею 
відновлення цілісності ТМО.

Колагенова матриця є найпоширенішим ксено-
генним замінником ТМО, отриманим з перикарда, 
сухожилків великої рогатої худоби, бичачої або 
свинячої підслизової оболонки тонкої кишки. 
Ці біоматеріали обробляють для видалення 
клітинних та інших імуногенних компонентів 
[22,23]. Структура, функція і синтез колагену I 
типу добре вивчено [24,25]. Молекули колагену 
мають здатність до самостійної полімеризації з 
утворенням міцних волокон, які формують триви-
мірні впорядковані структури. Колаген в тканинах 
існує у вигляді волокон, фібрил і макроскопічних 
пучків [26,27]. Він є інертним, еластичним, адге-
зивним матеріалом, який легко обробляти. Завдяки 
здатності до відновлення первинної і вторинної 
структури колаген має слабку імунореактивность 
і спричиняє незначну запальну реакцію та реакцію 
відторгнення стороннього тіла [28], хоча виявлено 
антитіла до бичачого колагену [29]. Колаген є 
хемоатрактантом для фібробластів [30]. Ця особли-
вість у поєднанні з пористою структурою колаге-
нового матриксу сприяє адгезії та проліферації 
фібробластів і неоваскуляризації [31]. Колагеновий 
матрикс гідрофільний, з гарною білково-клітинною 
взаємодією, але його недоліками крихкість, швидка 
біодеградація, що створює труднощі з підтримкою 
бажаної форми при повільній репарації [23,32–33]. 
Негативним чинником є також ризик передачі 
вірусів та їх складових від донора [34].

Методологія оцінки замінника ТМО передбачає: 
характеристику фізичних властивостей (міцність на 
розтягнення, спроможність швів, кут змочування 
(контактний кут), ζ-потенціал), цитологічних (клітинна 
культура, тест на цитотоксичність (МТТ-тест), конфо-
кальна лазерна сканувальна мікроскопія, сканувальна 
електронна мікроскопія) і вивчення біосумісності (прове-
дення експерименту з макро- та мікроскопічною (гісто-
логічною) оцінкою за спеціальними методиками (забарв-
лення трихромом за Массоном) [35]. Характеристику 
репаративних процесів визначають гістологічними та 
мікроскопічними методами. Однак у доступній літера-
турі ми не виявили фізичних методів дослідження, які 
дають змогу підтвердити формування нової тканини 
ТМО. Одним з таких методів можна вважати інфрачер-
вону спектроскопію (ІЧ-спектроскопія). Інфрачервона 
спектроскопія виявилася важливим інструментом для 
вивчення біологічних молекул (білків, ліпідів, вуглеводів 
і нуклеїнових кислот). Цей метод дає змогу ідентифі-
кувати окремі молекули та схарактеризувати зміни їх 
хімічної структури. Розширюються можливості засто-
сування ІЧ-спектроскопії для вивчення біологічних 
об’єктів [36].

Мета: на основі аналізу літературних джерел 
обґрунтувати доцільність застосування біополімерних 
плівок на основі колагену для пластики твердої 
мозкової оболонки, виявити і проаналізувати в експе-
рименті здатність зазначеного матеріалу до біодегра-
дації за допомогою методів світлооптичної мікроскопії 
та інфрачервоної спектроскопії, вивчити можливість 
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застосування біополімерних плівок на основі колагену 
для пластики твердої мозкової оболонки в умовах 
експерименту.

Матеріали і методи
Дослідження проведене на щурах. Тварин утри-

мували за природної змінності циркадного світло-
вого циклу. Годували збалансованим комбінованим 
кормом ad libitum. Хірургічна частина експерименту 
і виведення тварин з експерименту проведені з 
дотриманням принципів біоетики, регламентованих 
Директивою 2010/63/ЄС «Про захист тварин, що вико-
ристовуються в наукових цілях» (2010) та Законом 
України № 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого 
поводження» (2006). Проведення дослідження схва-
лене Комітетом з біоетики ДУ «Інститут нейрохірургії 
ім. акад. А. П. Ромоданова НАМН України» (протокол 
№18 від 10.06.2016 р.).

Для проведення хірургічної процедури відібрано 
13 тварин віком 12 міс з масою тіла 200–250 г, яким 
після краніотомії та нанесення пенетраційної травми 
мозку проведено пластику ТМО колагеновою плівкою. 
Тварин розподілили на три групи: першу (n=5) – для 

гістологічного дослідження, другу (n=5) – для молеку-
лярного дослідження, контрольну (без застосування 
колагенової плівки) (n=3).

Операцію проводили під загальним знеболю-
ванням: внутрішньом’язово вводили розчин ксила-
зину (Sedazin , Biowet, Польща, 15 мг/кг маси тіла) 
та кетаміну (Calipsol, Gedeon Richter, Угорщина, 70 
мг/кг маси тіла). Всі хірургічні маніпуляції проводили 
у стерильних умовах з використанням стерильних 
матеріалів. Після ретельного видалення шерстистого 
покриву голови і дезінфекції 10 % розчином бетадину 
(Betadine, Егіс, Угорщина) виконували розріз по 
середній лінії та оголювали кістки склепіння черепа. 
Формували трепанаційний отвір (вікно) розміром 4 
× 7 мм у правій тім’яній ділянці за допомогою висо-
кообертового дриля. Розмір трепанаційного вікна 
ретельно контролювали. Кістковий клапоть обережно 
відсепаровували від підлеглої ТМО і видаляли. Під 
ТМО обережно, щоб не пошкодити мозок, заводили 
голку від інсулінового шприца, трохи підіймали ТМО 
і розсікали хрестоподібно від середини отвору до 
його кутів. Оголювали поверхню мозку, вкритум›якою 
мозковою оболонкою (ММО), і проводили пенетрацію 
кори головного мозку голкою розміром G 18 на 
глибину 2 мм. Таким чином моделювали тяжку ЧМТ з 
вогнищем геморагії [37].

Клапоть ТМО укладали на місце без ушивання, 
з діастазом між краями. Поверх них розташовували 
колагенову плівку. Кістковий клапоть на місце не 
укладали. Таким чином було змодельовано деком-
пресивну трепанацію черепа (Рис. 1-3). Після 
забезпечення гемостазу рану ретельно ушивали, при 
цьому кістковий клапоть на місце не укладали. Рана 
повторно обробляли розчином бетадину. Проводили 
антибіотикопрофілактику (цефтріаксон внутріш-
ньом’язово в дозі 20 мг/кг маси тіла) [38].

Тварини виводили з експерименту на 21-шу добу 
під наркозом 0,1 % кетаміну (2 мл).

Після виведення тварини з експерименту тканини із 
зони операції вилучали для гістологічного дослідження 
(єдиним блоком). Проводили забарвлення гематокси-
ліном та еозином за стандартними методиками.

Методом ІЧ-спектроскопії (спектрометр Bruker 
IFS 66) проаналізовано спектри поглинання ТМО, 
рубцевої тканини та полімерної колагенової плівки у 

Рис. 3. Плівку укладено поверх клаптів твердої 
мозкової оболонки (3-й етап). Макропрепарат

Рис. 1. Сформоване трепанаційне вікно (1-й етап). 
Стрілкою вказана поверхня твердої мозкової 
оболонки. Макропрепарат

Рис. 2. Нанесення травми (2-й етап). Пенетрація 
мозку. Макропрепарат
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широкому спектральному діапазоні (3400–800 см-1) 
і визначено набір спектроскопічних маркерів для 
аналізу. Найінформативнішою для аналізу є область 
поглинання амідних зв’язків Амід І та Амід ІІ у діапа-
зоні 1750–1480 см-1.

Результати та обговорення
Після виведення тварини з експерименту розсі-

кали шкіру на голові по середній лінії. Зону операції в 
ділянці трепанаційного вікна оцінювали на наявність 
зрощень між шкірою, поверхнею ТМО і корою мозку. 
Візуально залишки плівки не виявляли, поверхня ТМО 
в зоні та поза зоною трепанації візуально не відрізня-
лися, спостерігали зрощення по периферії кісткового 
вікна. Зрощень у просвіті трепанаційного вікна не 
виявлено. Потім кістки склепіння черепа відділяли 
від його основи (Рис. 4) і забирали матеріал для 
молекулярного дослідження (ІЧ-спектроскопії): клап-
тики ТМО по периферії кісткового вікна, на межі між 

залишками полімерної плівки та неушкодженої «мате-
ринської» оболонки. Для гістологічного дослідження 
вилучали блок тканин із зони операції (ділянку мозку, 
кістки черепа та його оболонки).

При гістологічному дослідженні виявлено харак-
терні структурні зміни будови в місці експеримен-
тального застосування біоматеріалу: колагеновий 
імплантат через 3 тиж мав ознаки розшарування 
(біодеградації) на волокна і заміщення сполучною 
тонковолокнистою фіброзною тканиною (Рис. 5), краї 
імплантату щільно зростаються з ТМО і внутрішніми 
шарами кісток черепа внаслідок активації клітин 
окістя. Наслідком операційної травми (термічної дії 
високообертового дриля при трепанації черепа на 
тонку кісткову тканину) можна пояснити явища резор-
бції кістки по периметру кісткового дефекту (Рис. 6), 
а в прилеглій мозковій тканині – явища перицелюляр-
ного набряку як безпосередньо в ділянці пенетрації 
мозку, так і на відстані від неї, а також скупчення 
гіперпластично активованих астроцитів довкола зони 
травми. Крім того, відзначено наявність локальних 
підгострих запальних інфільтратів (лімфоцити, моно-
цити, макрофаги) і зони крововиливів (Рис. 7).

Рис 4. Друга група після пластики колагеном, 21-ша 
доба експерименту. Жовта стрілка – кістки скле-
піння черепа, прозора стрілка – серповидний відро-
сток, чорні стрілки – рубцево-спайкова тканина по 
периферії трепанаційного вікна. Макропрепарат

Рис. 5. Перша група, 21-ша доба. Ділянки розсмок-
тування колагену (дужка) і заміщення сполучною 
тонковолокнистою фіброзною тканиною (стрілки). 
Забарвлення гематоксиліном та еозином. ×100

Рис. 6. Перша група, 21-ша доба. Ділянки 
деградації волокон колагену і заміщення тонкою 
фіброзною тканиною (стрілки). Забарвлення 
гематоксиліном та еозином. ×100

Рис 7. Перша група, 21-ша доба. Ділянки пластики 
твердої мозкової оболонки (біла стрілка – колаге-
новий імплант), м’якої мозкової оболонки (чорна 
стрілка) і прилеглих шарів кори мозку (набряк). 
Забарвлення гематоксиліном та еозином. ×100
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Дослідження за допомогою ІФ-спектроскопії. 
Коливальна спектроскопія є ефективним і високо-
точним інструментом для аналізу біологічних молекул 
і тканин та ефективно використовується зокрема для 
вирішення багатьох прикладних завдань медицини. 
У нас є позитивний досвід використання коливальної 
спектроскопії для дослідження ефективності клітинної 
терапії при хронічному запаленні ахілового сухожилля 
[39]. Основною перевагою цього методу є специфіч-
ність молекулярних спектрів та їх конформаційна 
чутливість. Існує чітка залежність характеристик 
ІЧ-спектрів від будови молекул, що ґрунтується на 
характеристичності нормальних коливань для певних 
хімічних зв’язків та їх комбінацій, молекулярних груп 
у молекулі та різних просторових структур.

Молекулярні коливання будь-якої білкової 
молекули можуть бути описані у термінах коливань 
молекулярних груп, які входять до складу пептид-
ного зв’язку, а саме валентне С=О, валентне C – N, 
валентне N - H, деформаційне ОСN, деформаційне 

CNH, крутильне C–N, деформаційні коливання С=О і 
N–H. Усі ці коливання сильно змішані та перекрива-
ються, утворюючи декілька характеристичних для 
білкової молекули смуг - амід А (3300 см-1) , амід В 
(3080 см-1), амід І (1650 см-1), Амід ІІ (1545 см-1), Амід 
ІІІ– IV [40,41] (Рис. 8).

Для рубцевої тканини є характерною наявність 
смуги С=О коливань в області 1739 см-1, відсутність 
плеча в області 1667 см-1 (1667 см-1 та 1653 см-1 у 
контролі, лише 1653 см-1 у рубці), за рахунок цього 
смуга Амід І у рубці значно звужується та спостеріга-
ється низькочастотний зсув смуги Амід ІІ (із 1555 см-1 
у контролі до 1548 см-1 у рубці). Ці особливості дають 
змогу відрізнити рубцеву тканину від інтактної ТМО.

За результатами аналізу коливальних спек-
трів показано, що зразки тканини з місця травми 
за спектральними характеристиками близькі до 
контрольної ТМО протилежної півкулі тварини і 
статистично значуще відрізняються від рубцевої 
тканини тварини контрольної групи (Рис. 9), тому 

Рис. 9. Спектри поглинання зразків 
тканин твердої мозкової оболонки в 
інфрачервоному діапазоні

Рис. 8. Характеристичні 
смуги поглинання білка в 
інфрачервоному діапазоні
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можна стверджувати, що використання колагенових 
плівок сприяє регенерації ТМО і запобігає утво-
ренню рубця [42,43].

Отримані нами дані довели, що біополімерні 
імплантати є ефективними для відновлення цілісності 
ТМО і продемонстрували здатність до біодеградації із 
заміщенням власною сполучною тканиною.

Висновки
Підтверджено здатність колагенових плівок до 

біодеградації через 3 тиж після пенетраційної череп-
но-мозкової травми у щурів в експерименті.

Дані інфрачервоної спектроскопії і морфологічні 
дані свідчать про те, що на межі між колагеновим 
імплантатом і нативною твердої мозкової оболонки 
відбуваються процеси регенерації твердої мозкової 
оболонки, а не формування рубцевої тканини.

Отримані дані теоретично обґрунтовують можли-
вість застосування колагенових замінників для плас-
тики дефектів твердої мозкової оболонки.
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Автори заявляють про відсутність конфлікту 
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Етичні норми
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відповідають підзаконним й етичним нормам та схва-
лені комітетом з питань етики наукової установи, на 
базі якої проведене дослідження.
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Висновки до розділу 5 

1. Вперше визначено набір спектроскопічних маркерів для аналізу вторинної 

структури колагену у складі тканин Ахіллового сухожилля та у складі 

тканин твердої мозкової оболонки (ТМО). Показано спектральні 

відмінності між зрізами тканин новоутвореної ТМО та рубцевої тканини, 

а також зафіксовано присутність залишків використаних для терапії плівок 

в зрізах тканин, відібраних через 3 тижні після лікування. Методом 

конфокальної мікроскопії показано різну морфологію колагенових 

волокон у зрізах тканин, відібраних через 3 та 6 тижнів після лікування за 

допомогою біополімерних плівок різного складу, що свідчить про різну 

тривалість процесу загоєння.  
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ВИСНОВКИ 

Досліджено спектроскопічні маркери взаємодії біологічних макромолекул, 

клітин та тканин з протипухлинними препаратами та наноструктурами та 

визначено взаємозв’язки між спектральним маркерами та конформаційними 

властивостями досліджуваних біологічних об’єктів з метою їх практичного 

застосування для задач біології, біохімії, медицини, діагностики, а також для 

фундаментальних досліджень. 

1. Вперше визначено CARS спектральні маркери ДНК та проведено їх 

порівняльний аналіз з даними Раман спектроскопії. Показано, що положення 

основних маркерних смуг ДНК в CARS спектрі зсунуті в низькочастотну 

область, порівняно з даними КР, а саме в області NH-CH валентних 

водневопов’язаних коливань на 10-15 см-1, а в області 1800-1200 см-1, куди 

дають вклад С=О валентні, СН-деформаційні коливання та вклади основ ДНК 

– зсунуті на 10-20 см-1, що узгоджується з теоретичними розрахунками. 

Показано, що при нанесенні ДНК на підложку з одношарового графену, можна 

отримати контрастне CARS зображення ДНК на частотах СН валентних 

коливань 2760, 2900 см-1, а у випадку використання скляної підложки – на 

частотах ОН валентних коливань 3400 см-1 та С=О 1625 см-1.  

2. Визначено ІЧ, Раман та CARS спектроскопічні маркери 2D наночастинок 

нітриду бору, отриманих вдосконаленим механохімічним методом з 

масивного BN та показано стабільність водної суспензії таких наночастинок 

впродовж тривалого часу до пів року. Показано, що 2D-BN наночастинки 

мають інтенсивний CARS резонансний сигнал на частоті 1364 см-1, що 

узгоджується з даними ІЧ та Раман спектроскопії.  

3. Визначено спектроскопічні маркери нековалентних комплексів 

доксорубіцину з 2D-BN наночастинками, а саме зміщення смуги поглинання 

валентного коливання C-O з 1113 см-1 до 1119 см-1, смуг поглинння С-С, С-О 

з 1082 см-1 до 1073 см-1 та деформаційних коливань N-H з 1286 см-1 до 1284 см-

1, порівняно з поглинанням доксорубіцину. Зміщення смуги валентних 

коливань С=О з 1709 см-1 до 1726 см-1 може свідчити про перебудову водневих 



 
 

263 
 

зв’язків С=О…Н-О у випадку утворення комплексу. Енергія зв’язування 2D-

BN наночастинок з доксорубіцином порядку -1,8еВ, що свідчить про стійкість 

таких комплексів. 

4. Показано що водні суспензії 2D-BN наночастинок не виявляють 

цитотоксичного впливу на культури нормальних клітин в широкому діапазоні 

концентрацій, а у комплексі з доксорубіцином не змінюють ефективність 

впливу доксрубіцину на пухлинні клітини. Встановлено протекторну дію 

частинок нітриду бору на нормальні клітини, а саме 10 % зменшення 

цитотоксичного впливу доксорубіцину в комплексі з 2D-BN наночастинками 

на нормальні клітини.  

5. Визначено, що в залежності від часу інкубації 2D-BN наночастинки можуть 

проникати в цитоплазму та в область ядра клітини пухлини шляхом 

ендоцитозу та/або локалізуватись в області мембрани під час інкубації in vitro. 

Показано, що через 1 годину інкубації 2D-BN наночастинки локалізуються на 

мембрані та визначено спектроскопічні маркери проходження наночастинок 

через мембрану, а саме перерозподіл вкладів СН валентних коливань в 

сторону зростання СН3, поява плеча Р-О-С на 1122 см-1. Місця локалізації 

наночастинок в клітині можуть слугувати підсилюючими поверхнями для 

незначного (3-5 разів) підсилення сигналів в Раман спектрів та дозволяють 

зареєструвати Раман спектри різних компонент клітин (мембрани, 

цитоплазми, ядра). Ці дані в подальшому можуть бути використані для 

цитологічного аналізу клітини.  

6. Показано, що водна суспензія 2D-WS2 наночастинок не виявляє 

цитотоксичного впливу на клітини карциноми легені Льюїса під час інкубації 

протягом 1 доби в широкому діапазоні концентрацій, однак за умови інкубації 

2 доби демонструє залежне від концентрації зменшення кількості 

життєздатних клітин більш ніж на 30%. За даними КР спектроскопії в спектрах 

пухлинних клітин, оброблених 2D-WS2 присутні смуги E1
2g та A1g WS2, що 

вказує на здатність наночастинок проникати в клітини пухлини та/або 

накопичуватися на їх поверхні під час інкубації in vitro. Показано підвищену 
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люмінесценцію пухлинних клітин, інкубованих з 2D-WS2 наночастинками у 

синій спектральній області, що дозволяє використовувати 2D-WS2 як маркери 

для візуалізації клітин та клтинних органел. 

7. Виявлено, що наночастинки 2D-WS2 спричиняють незворотні конформаційні 

переходи білка лізоциму в залежності від концентрації вихідного розчину 

білка та від рН середовища. При концентрації білка 20 мг/мл і при рН = 2,0 та 

при концентрації білка 1 мг/мл і рН = 11,5 за даними розкладу на компоненти 

смуги поглинання Амід І, показано зростання вкладу антипаралельних β-шарів 

з маркерами на 1624 см-1 та 1680 см-1, що свідчить про утворення аміоїдних 

фібрилярних структур. Висновки корелюють з даними конфокальної 

мікроскопії. Наночастинки 2D-WS2 можуть бути використані для отримання 

гібридних структур з заданими властивостями в матеріалознавстві, а 

спектроскопічні наробки – для діагностики хвороб, що корелюють з 

утворенням амілоїдних фібрил.  

8. Показано, що графен можна використовувати як підложку для інфрачервоної 

спектроскопії з метою підсилення оптичних сигналів. На моделі тиміну 

визначено спектральні маркери взаємодії тиміну з одностінними вуглецевими 

нанотрубками, графеном та оксидом графену. Показано, що при взаємодії з 

нанотрубками фіксуються зсуви основних смуг поглинання в області С2=О та 

С4=О, що свідчить про можливість утворення комплексу тиміну з 

нанотрубками по типу π-π стекінгу та узгоджується з розрахунковими даними. 

Максимальний коефіцієнт підсилення порядку 5 раз. У випадку взаємодії 

тиміну з графеном спостерігається високочастотний зсув смуг, коефіцієнт 

підсилення для яких більше 1,7 рази, зокрема С2=О, деформаційні коливання 

С-Н та C-N. В інших випадках фіксуємо низькочастотні зсуви порядку 1-5 см-

1. Максимальний коефіцієнт підсилення порядку 3,7 рази. 

9.  Визначено спектральні маркери фосфоліпідів, виділених з чутливих і 

резистентних штамів пухлинних клітин. Показано, що фосфоліпіди з 

резистентного штаму при кімнатній температурі утворюють впорядковану 

гель фазу, що характеризується розщепленням смуг деформаційних коливань 
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СН на 1475, 1465 см-1, та розщепленням смуги С=О на 1738 та 1733 см-1, а 

також більш високочастотним положенням смуги РО2- на 1228 см-1. 

Фосфоліпіди з чутливого штаму пухлинних клітин утворюють 

невпорядковану рідкокристалічну фазу та характеризуються більш 

низькочастотним положення смуги РО2
- на 1223 см-1, положенням С=О на 1735 

см-1 та відсутністю розщеплення деформаційних коливань СН. 

10.  Розроблено два протоколи для отримання модельних везикул (ліпосом) 

різного фосфоліпідного складу з метою дослідження взаємодії з 

протипухлинними препаратами оксаліплатин та карбоплатин. Було отримано 

два типи структур - із вбудованим у мембрану лікарським засобом (препарат 

був доданий у процесі приготування ліпосом) та препаратом, адсорбованим на 

мембрані (препарат додавали після утворення ліпосом). Визначено набір 

інфрачервоних спектроскопічних маркерів модельних ліпосом, що включають 

смуги: валентні коливання СН2-молекулярних груп в області 2925 см-1, 

валентні коливання С=О молекулярних груп в області 1735 см-1, а також смугу 

валентних асиметричних коливань PO2
- молекулярні групи. Було показано, що 

протипухлинні препарати взаємодіють з фосфоліпідною мембраною шляхом 

утворення водневих зв’язків між C=O та N-H групами фосфоліпідів та 

лікарських засобів, про що свідчать зміни в поглинанні молекулярних груп 

C=O та PO2
- фосфоліпідів. Завдяки такій взаємодії упаковка ліпідів стає більш 

упорядкованою. 

11.Вперше визначено набір спектроскопічних маркерів для аналізу вторинної 

структури колагену у складі тканин Ахіллового сухожилля та у складі тканин 

твердої мозкової оболонки (ТМО). Показано спектральні відмінності між 

зрізами тканин новоутвореної ТМО та рубцевої тканини, а також зафіксовано 

присутність залишків використаних для терапії плівок в зрізах тканин, 

відібраних через 3 тижні після лікування. Методом конфокальної мікроскопії 

показано різну морфологію колагенових волокон у зрізах тканин, відібраних 

через 3 та 6 тижнів після лікування за допомогою біополімерних плівок різного 

складу, що свідчить про різну тривалість процесу загоєння.   
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