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ВВЕДЕНИЕ

Появление и развитие методов сканирующей зондовой микроскопии

(СЗМ) ознаменовало кардинально новый этап в изучении поверхностной

структуры и локальных физико-химических характеристик наноразмерных

объектов различной природы, в том числе биологических. Среди методик

СЗМ наиболее широкое распространение в биологии и биомедицине получи-

ла атомно-силовая микроскопия (АСМ). Одним из наиболее перспективных

направлений использования метода АСМ является изучение влияния различ-

ных патологических и болезненных состояний на наноструктуру клеточной

мембраны. Актуальное диагностическое значение таких исследований связа-

но с исключительно важной ролью мембраны в ответе клетки на неблагопри-

ятные внешние воздействия, что в ряде случаев позволяет характеризовать

клиническую ситуацию на ранней стадии, при отсутствии значимых откло-

нений в морфологических показателях. Хотя изучению сдвигов в величине

шероховатости поверхности клеток в норме и при различных патологиях по-

священо значительное количество работ, исследования в этом направлении не

теряют своей актуальности. В настоящей работе с помощью АСМ исследова-

лись особенности модификации тонкой структуры поверхности клеток крови

при воздействии на них ионов тяжелых металлов (цинка и свинца). Известно,

что токсическое воздействие ионов цинка и свинца может являться одним из

факторов, инициирующих программированную гибель клетки (апоптоз). В

этой связи дополнительно изучалась реакция эритроцитов на неблагоприят-

ные воздействия, способствующие активации механизма апоптоза.

Одним из методов получения не только топографических, но и оптиче-

ских изображений объектов различной природы с субдифракционным разре-

шением является метод сканирующей ближнеполевой оптической микроско-

пии (СБОМ). В силу жесткости и хрупкости оптоволоконного зонда (ОЗ) ак-

туальной проблемой для СБОМ является минимизация силового контактного

взаимодействия в системе зонд-поверхность, в особенности при сканировании

мягких образцов, таких как биологические объекты. В этом отношении пер-

спективным является использование режима прерывистого контакта (tapping

mode), предполагающего применение изогнутых (кантилеверных) ОЗ, при-

клеенных к камертонному кварцевому сенсору. На основе проведенного в дис-

сертации численного анализа формы изгибных колебаний зондов показано,

что эффективная реализация режима прерывистого контакта возможна лишь

при использовании изогнутых ОЗ определенной геометрии. Были установле-

ны оптимальные параметры изгиба зондов, позволяющие минимизировать

латеральное силовое воздействие по отношению к исследуемым образцам, и

определена оптимальная конфигурация их соединения с камертоном.
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Заметной тенденцией в развитии методики СБОМ является расширение

универсальности и диапазона решаемых задач, в том числе за счет использо-

вания многофункциональных зондов, предлагающих значительный арсенал

аналитических возможностей. Одним из наиболее перспективных направ-

лений функционализации оптоволоконных зондов является помещение на

острие нанокристалла алмаза, содержащего центры окраски ҡазот-вакансияә

(NV-центры). Такие зонды могут быть использованы для детектирования

слабых магнитных полей, в том числе биологических, с пространствен-

ным разрешением порядка единиц-десятков нанометров. Основным мето-

дом магнитометрии на основе NV-центров в настоящее время является реги-

страция спектров оптически детектируемого магнитного резонанса (ОДМР),

недостатком которого является необходимость подвода СВЧ-излучения к ал-

мазной частице. Один из новых подходов к магнитометрии на основе NV-

центров, не требующий СВЧ-накачки, предполагает использование явлений

антипересечения уровней и кросс-релаксации в ансамблях NV-центров, ко-

торые выражаются в резком (резонансном) изменении интенсивности фо-

толюминесценции ансамбля при наложении магнитного поля определенной

величины и ориентации. В настоящей работе детально изучены особенности

кросс-релаксационного резонанса в области нулевого магнитного поля (РНП),

механизм возникновения которого к началу исследований по теме диссерта-

ции оставался до конца не выясненным.

Изучение рассмотренных выше вопросов позволяет расширить возмож-

ности диагностического применения методов АСМ и СБОМ и представляется

актуальным как в прикладном, так и в фундаментальном аспектах.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Связь работы с научными программами (проектами), темами
Настоящая работа выполнялась в рамках задания 2.04 ҡИсследования

распределения липидных доменов и белков на поверхности плазматических

мембран клеток крови при воздействии на них физико-химических факто-

ров методами ближнеполевой оптической и атомно-силовой микроскопииә

ГКПНИ ҡБиологическая инженерия и биобезопасностьә (2006-2010 гг., № го-

срег. 20063868); задания 1.42 ҡИсследование оптических свойств планарных

наноструктур типа металлҫокисел с целью создания на их основе сенсоров

и других систем оптоэлектроникиә ГКПНИ ҡФизические и технологические

основы создания новых материалов, элементной базы и разработка устройств

опто-, микро- и наноэлектроники, информационно-измерительных систем и

приборовә (2006-2010 гг., № госрег. 20063525); подзадания ҡОднофотонные из-

лучатели на основе наноалмазовә задания 3.1.01 ҡРазработка и исследование
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источников и интегральных компонентов управления одиночными и корре-

лированными (перепутанными) фотонами для квантово-информационных и

высокоточных диагностических приложенийә ГПНИ ҡКонвергенцияә (2011-

2015 гг., № госрег. 20110687); подзадания ҡИсследование, разработка и при-

менение методов зондовой микроскопии для решения задач квантовой оп-

тики, нанофотоники и нанобиофизикиә задания 3.1 ҡИсследовать квантово-

информационные и квантово-оптические процессы и разработать на их основе

методы, алгоритмы и устройства для квантово-информационных технологийә

ГПНИ ҡКонвергенцияҫ2020ә (2016-2020 гг., № госрег. 20160086); задания 3.01.1

ҡИсследование физических реализаций твердотельных и фотонных кубитов,

разработка и анализ методов их использования в квантовой информатике,

квантовой метрологии и квантовой сенсорикеә ГПНИ ҡКонвергенцияҫ2025ә

(2021-2025 гг., № госрег. 20210592); НИР ҡСканирующий ближнеполевой мик-

роскоп инфракрасного диапазона для исследования биологических объектов

и тонкопленочных структурә (Договор с БРФФИ № Ф08Р-151 от 01.04.2008 г.,

2008-2010 гг., № госрег. 20081829); НИР ҡОпределение нанодиагностических

параметров структурно-функционального состояния мембран клеток крови

на основе методов зондовой микроскопии и оптической спектроскопииә (дого-

вор с БРФФИ № Ф13М-147 от 16.04.2013 г., 2013-2015 гг., № госрег. 20131442);

НИР ҡКвантовая световодная магнитная градиометрияә (Договор с БРФФИ

№ Ф16Р-156 от 20.05.2016 г., 2016-2018 гг., № госрег. 20162943); НИР ҡОпто-

волоконный интерфейс для регистрации электронного спинового резонанса в

алмазеә (договор с БРФФИ № Ф18Р-118 от 30.05.2018 г., 2018-2020 гг., № го-

срег. 20181396).

Тема диссертации соответствует приоритетным направлениям научных

исследований Республики Беларусь, в частности пункту 4 ҡМашиностроение,

машиностроительные технологии, приборостроение и инновационные мате-

риалы: наноматериалы и нанотехнологии, нанодиагностикаә перечня приори-

тетных направлений научной, научно-технической и инновационной деятель-

ности на 2021ҫ2025 годы согласно Указа Президента Республики Беларусь от

07.05.2020 №156.

Цель, задачи, объект и предмет исследования
Цель настоящей работы — развитие возможностей и инструментария

методов атомно-силовой и сканирующей ближнеполевой оптической микро-

скопии для детектирования локальных топографических, оптических и маг-

нитных свойств наноразмерных объектов.

В соответствии с целью были поставлены и решены следующие задачи:

1. Методами сканирующей зондовой микроскопии исследовать измене-

ния в шероховатости поверхности эритроцитов и лимфоцитов человека в от-
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вет на ряд неблагоприятных воздействий (повышение уровня цинка, свин-

ца, внутриклеточного кальция и др.), выявить наиболее информативные па-

раметры для количественной характеризации изменений в поверхностной

структуре клеток крови и изучить взаимосвязь между топографией клеточ-

ной мембраны и ее структурно-функциональным состоянием.

2. Исследовать и оптимизировать характеристики сенсора поверхно-

сти на основе системы ҡоптоволоконный зонд-кварцевый резонаторә для

реализации прерывисто-контактного режима работы СБОМ. Разработать

и изготовить высокочувствительный камертонный сенсор поверхности для

прерывисто-контактного режима работы СБОМ на основе оптоволоконных

зондов загнутого типа с оптимизированными характеристиками.

3. Экспериментально исследовать люминесцентные свойства NV-

центров в различных образцах алмаза, в том числе в присутствии внешнего

магнитного поля, исследовать возможность функционализации оптоволокон-

ных зондов для СБОМ путем иммобилизации на острие нанокристаллов ал-

маза с NV-центрами.

Объектом исследования являются эритроциты и лимфоциты человека,

оптоволоконные зонды для сканирующей ближнеполевой оптической микро-

скопии, NV-центры в кристалле алмаза.

Предмет исследования — наноструктура шероховатости и оптические

свойства мембран клеток крови человека, оптимизация геометрических ха-

рактеристик оптоволоконных зондов для сканирующей ближнеполевой оп-

тической микроскопии, люминесцентные и оптико-магнитные свойства NV-

центров в кристаллах алмаза.

Выбор объекта и предмета исследования обусловлен перспективностью

использования методов АСМ и СБОМ для нанодиагностики и локального

анализа физико-химических свойств объектов биологического и небиологи-

ческого происхождения.

Научная новизна
В диссертационной работе впервые:

1. Обнаружены изменения наноструктуры шероховатости поверхности

эритроцитов человека, подвергшихся воздействию различных концентраций

ионов цинка и свинца, а также лимфоцитов человека, подвергшихся воздей-

ствию различных концентраций ионов цинка. Выявлена зависимость пара-

метров шероховатости поверхности эритроцитов от содержания внутрикле-

точного кальция.

2. Установлено, что корреляционная длина нормированной автокорре-

ляционной функции профилей шероховатости эритроцитов и лимфоцитов яв-

ляется информативным статистическим параметром, позволяющим охарак-
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теризовать степень металлиндуцированных изменений тонкой структуры по-

верхности клеток.

3. Показано, что эффективная реализация работы СБОМ в режиме пре-

рывистого контакта (ҡtapping modeә) с использованием изогнутых оптоволо-

конных зондов возможна лишь при условии оптимизации их геометрических

характеристик, в частности радиуса и угла изгиба, а также длины изогнутой

части. Реализован двухрезонансный сенсор поверхности для режима ҡtapping

modeә на основе изогнутого зонда с оптимизированными геометрическими па-

раметрами, отличающийся повышенной добротностью, в том числе при ра-

боте в жидком окружении.

4. Экспериментально обнаружено, что зависимость интенсивности ИК

фотолюминесценции ансамбля NV-центров в алмазе от магнитного поля в об-

ласти слабых магнитных полей имеет выраженный неравномерный характер,

который в значительной степени определяется мощностью и поляризацией

возбуждающего фотолюминесценцию лазерного излучения.

Положения, выносимые на защиту
1. Методом атомно-силовой микроскопии с оптической регистрацией си-

лы (изгиба кантилевера) установлено, что при воздействии миллимолярных

концентраций ионов цинка на эритроциты и лимфоциты человека, а также

микромолярных концентраций ионов свинца на эритроциты происходит из-

менение тонкой структуры шероховатости поверхности клеток: число шеро-

ховатостей на поверхности эритроцитов уменьшается при увеличении чис-

ла шероховатостей на поверхности лимфоцитов; увеличение концентрации

внутриклеточного кальция в эритроцитах изменяет структуру цитоскелета

и уменьшает латеральные и вертикальные размеры мембранных белковых

кластеров.

2. Оптимизация геометрических параметров изогнутых оптоволокон-

ных зондов для сканирующей ближнеполевой оптической микроскопии (угла

изгиба, радиуса изгиба, длины загнутой части) и способа их приклейки к ка-

мертону минимизирует латеральное силовое воздействие по отношению к ис-

следуемым образцам в условиях прерывистого контакта и приводит к шести-

кратному увеличению добротности системы ҡкварцевый камертон-изогнутый

зондә.

3. Интенсивность фотолюминесценции ансамбля NV-центров в алмазе

зависит от слабого магнитного поля резонансным образом: локальному уве-

личению интенсивности инфракрасного испускания соответствует локальное

уменьшение интенсивности испускания в видимой области, причем амплиту-

да и форма экстремумов определяются мощностью и поляризацией лазерного

излучения накачки.
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Личный вклад соискателя ученой степени в результаты дис-
сертации

Основные результаты диссертационной работы получены автором само-

стоятельно или при его непосредственном участии. Научным руководителем

д.ф.-м.н., чл.-корр. Д. С. Могилевцевым осуществлялось общее руководство,

оказывалась методологическая помощь, проводилось обсуждение получен-

ных результатов. К.ф.-м.н В. М. Ясинский участвовал в определении направ-

ления, цели и задач исследований, оказывал методическую помощь в поста-

новке экспериментов и интерпретации их результатов. В совместных работах,

результаты которых вошли в диссертацию, диагностика поверхностной струк-

туры объектов исследования методом зондовой микроскопии и анализ полу-

ченных результатов выполнялись лично автором. Д.ф.-м.н., профессор, акад.

С. Я. Килин, д.ф.-м.н. А. П. Низовцев, д.ф.-м.н. А. Я. Хайруллина, д.б.н.,

профессор, чл.-корр. Е. И. Слобожанина и к.ф.-м.н. С. К. Секацкий участво-

вали в обсуждении ключевых идей исследований и полученных результатов.

Н. М. Козлова, Ю. М. Гармаза, В. А. Петрович, Е. И. Белевич осуществля-

ли подготовку биологических образцов для исследования и проведение спек-

трофлуориметрических измерений. А. Смирнов и Е. Ростова участвовали в

реализации и анализе результатов численных экспериментов, а также в ис-

следовании характеристик изогнутых оптоволоконных зондов. Теоретические

расчеты зависимости интенсивности флуоресценции, испускаемой ансамблем

NV-центров, от действующего на него магнитного поля выполнены д.ф.-м.н.

А. П. Низовцевым. Остальные соавторы принимали участие в решении от-

дельных вопросов и задач, не вошедших в диссертационную работу.

Апробация результатов диссертации и информация об исполь-
зовании ее результатов

Результаты, полученные в ходе исследований по теме диссертации,

докладывались на международных научных конференциях и семинарах:

ҡМетодологические аспекты сканирующей зондовой микроскопииә (Минск,

Беларусь, 2006, 2012, 2014, 2016); ҡPhysics, Chemistry and Application of

Nanostructuresә (Минск, Беларусь, 2007, 2015); ҡICONO/LATә (Минск, Бе-

ларусь, 2007, 2016, Казань, Россия, 2010); ҡLaser Applications in Life Sciences

(LALS)ә (Москва, Россия, 2007); ҡInternational Symposium of the European

Association for Red Cell Researchә (Милан, Италия, 2007); ҡЛазерная физи-

ка и оптические технологииә (Минск, Беларусь, 2008, 2010); ҡLaser Opticsә

(Санкт-Петербург, Россия, 2008, 2010); ҡСахаровские чтения 2008 года: эко-

логические проблемы ХХI векаә (Минск, Беларусь, 2008); ҡСвиридовские

чтенияә (Минск, Беларусь, 2008); ҡМолекулярные, мембранные и клеточ-

ные основы функционирования биосистемә (Минск, Беларусь, 2008, 2010,
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2014); ҡАктуальные проблемы биофизической медициныә (Киев, Украина,

2009); ҡПолупроводниковые лазеры и системы на их основеә (Минск, Бе-

ларусь, 2009, 2011); ҡNanostructures: Physics and Technologyә (Минск, Бе-

ларусь, 2009, 2018, онлайн, 2020); ҡРоссия ҫ Беларусь ҫ Сколково: еди-

ное инновационное пространствоә (Минск, Беларусь, 2012); ҡFundamental

and Applied NanoElectroMagneticsә (Минск, Беларусь, 2012); ҡНаука, инно-

вации, инвестицииә (Минск, Беларусь, 2013); ҡМолодежь в наукеә (Минск,

Беларусь, 2013, 2016); ҡФизика и радиоэлектроника в медицине и эколо-

гииә (Владимир, Россия, 2014); ҡСовременные проблемы физикиә (Минск,

Беларусь, 2014); ҡV Съезд биофизиков Россииә (Ростов-на-Дону, Россия,

2015); ҡКвантовая электроникаә (Минск, Беларусь, 2015, 2019); ҡInternational

Conference of Near-Field Optics, Nanophotonics and Related Techniquesә (Ха-

мамацу, Япония, 2016, Труа, Франция, 2018); ҡAnnual meeting of Swiss

Physical Societyә (Лугано, Швейцария, 2016); ҡJoint annual meeting of Swiss

and Austrian Physical Societiesә (Женева, Швейцария, 2017); ҡMultinational

Congress on Microscopyә (Ровинь, Хорватия, 2017); ҡInternational conference

on quantum optics and quantum informationә (Минск, Беларусь, 2017, 2019);

ҡ23rd international conference on non-contact atomic force microscopyә (Нейме-

ген, Нидерланды, 2022).

Результаты, представленные в диссертации, использованы в учебном

процессе и при выполнении научно-исследовательской работы в Гомельском

государственном медицинском университете (акт внедрения представлен в

приложении А к диссертации), получен патент на изобретение Республики

Беларусь [61].

Опубликованность результатов диссертации
Результаты исследований по теме диссертации опубликованы в 61 науч-

ной работе, включая 14 статей в рецензируемых научных журналах (общим

объемом 12,8 авторских листа), 23 публикации в сборниках научных трудов

конференций, 23 публикации в сборниках тезисов докладов конференций, 1

патент на изобретение Республики Беларусь.

Структура и объем диссертации
Диссертация включает в себя введение, общую характеристику работы,

три главы, заключение, библиографический список и приложение.

Полный объем диссертации составляет 138 страниц, в том числе 57 ри-

сунков, занимающих в совокупности 33 страницы, 2 таблицы, занимающие в

совокупности 2 страницы, 1 приложение, занимающее в совокупности 2 стра-

ницы. Библиографический список включает 236 наименований и занимает 24

страницы.
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

Во введении приводится обоснование актуальности и значимости темы

диссертации, излагается круг вопросов, которые требуют проведения иссле-

дования.

В первой главе представлены результаты использования методов

АСМ и СБОМ в комплексе со спектральными методами для исследования

изменений в наномасштабной (в пределах единицҫдесятков нанометров) про-

странственной организации и структурно-функциональном состоянии клеток

крови при воздействии на них ионов цинка и свинца, а также различных хи-

мических факторов, инициирующих запуск апоптоза. Основными объектами

исследования являлись эритроциты и лимфоциты человека, а также изоли-

рованные мембраны (тени) эритроцитов.

Представлен краткий литературный обзор, отражающий известные

мембранные механизмы токсического действия ионов цинка и свинца на со-

стояние и функцию клеток крови. Приводится информация о методике хими-

ческой фиксации образцов и их предварительной подготовке к исследованию

методами СЗМ. Описаны основные приборы и методика обработки экспери-

ментальных данных. Рассмотрены основные способы характеризации нано-

рельефа поверхности по данным АСМ-измерений. Отмечается, что для наи-

более полного количественного описания свойств шероховатой поверхности

целесообразно использовать не только высотные параметры шероховатости,

такие как, например, средняя и модальная высота рельефа, асимметрия рас-

пределения высот, но и шаговые параметры, которые дают непосредственное

представление о плотности поверхностного распределения неровностей. В ка-

честве шагового параметра шероховатости предлагается использовать длину

корреляции rl нормированной автокорреляционной функции профиля шеро-

ховатости клеточной мембраны.

Показана возможность использования АСМ для визуализации изме-

нений в тонкой структуре поверхности клеток, подвергшихся воздействию

ионов цинка и свинца. Поверхность модифицированных свинцом и цинком

эритроцитов отличалась более ҡгрубойә грануляцией по сравнению с кон-

трольными клетками (рисунок 1).

Произведена количественная оценка шероховатости поверхности эрит-

роцитов и лимфоцитов с использованием различных статистических пара-

метров. Установлено, что ионы цинка и свинца вызывали дозозависимое уве-

личение длины корреляции rl в случае эритроцитов (рисунок 2, а-б) и дозо-

зависимое снижение величины rl в случае лимфоцитов (рисунок 2, в). Таким

образом, длина корреляции rl является информативным статистическим па-

раметром, выступающим в качестве индикатора изменений в наноструктуре
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(а)
(б) (в)

Рисунок 1 ҫ Трехмерные АСМ-изображения тонкой структуры мембраны

контрольного эритроцита (а) и эритроцитов, модифицированных 2 мМ

сульфата цинка (б) и 5 мкМ ацетата свинца (в)
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Рисунок 2 ҫ Концентрационные зависимости длины корреляции r
l
для

эритроцитов, подвергшихся воздействию сульфата цинка (а) и ацетата

свинца (б); для лимфоцитов, подвергшихся воздействию сульфата цинка (в)

поверхности клеток крови, сопровождающих развитие патологических состо-

яний, связанных с воздействием тяжелых металлов.

АСМ-исследование поверхностной структуры изолированных мембран

(теней) эритроцитов, модифицированных по холестерину, показало возмож-

ное участие холестерина в ответе мембраны на воздействие ZnSO4.

Исследование физического состоянии липидов и белков в мембранах

эритроцитов с использованием флуоресцентных зондов показало, что при

воздействии ионов цинка происходит увеличение микровязкости липидного

бислоя мембран эритроцитов и уменьшение микровязкости липидного бис-

лоя мембран лимфоцитов. Сопоставление экспериментальных данных, полу-

ченных методами АСМ и спектрофлуориметрии, показало, что наблюдается

сильная статистически значимая положительная связь между шероховато-

стью поверхности эритроцитов, охарактеризованной длиной корреляции r
l
,
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и интенсивностью флуоресценции флуорескамина, включенного в мембраны

эритроцитов. При этом связь между интенсивностью флуоресценции флу-

орескамина и величиной параметра r
l

для лимфоцитов также сильная, но

отрицательная. Увеличение интенсивности флуоресценции флуорескамина,

наблюдавшееся для обоих типов клеток, указывает на экспонирование фос-

фатидилсерина на внешней стороне мембраны, что является одним из при-

знаков апоптоза.

В этой связи дополнительно изучалась реакция эритроцитов на ряд

неблагоприятных воздействий, способствующих активации механизма апо-

птоза (повышение внутриклеточной концентрации свободных ионов кальция,

метаболическое истощение, образование церамидов).

Обнаружено, что в условиях повышенного уровня внутриклеточного

кальция происходят изменения формы эритроцитов (деформация централь-

ной области клетки, появление протрузий и выпуклостей на ее поверхно-

сти), а также нанорельефа клеточной мембраны. Известно, что нанометровые

неоднородности рельефа клеточной поверхности можно соотнести с неровно-

стями, обусловленными комплексами периферических и интегральных мем-

бранных белков, выступающих над липидным бислоем, размеры которых не

превышают 100 нм, а также с элементами цитоскелета клетки (с характерны-

ми размерами 100ҫ250 нм). Для оценки вклада этих двух видов неровностей

в наблюдаемые изменения клеточной поверхности эритроцитов осуществля-

лась предварительная Фурье-фильтрация АСМ-изображений в спектральных

окнах, соответствующих пространственным периодам 20ҫ100 и 100ҫ250 нм.

Установлено, что с увеличением концентрации свободных ионов кальция ве-

личина шероховатости, связанной со структурой цитоскелета, уменьшалась

в периферической части эритроцита (на краю диска) и увеличивалась в цен-

тральной части (впадине). Для окна 20ҫ100 нм было характерно уменьше-

ние средней величины и периода шероховатости для всей поверхности эрит-

роцита в целом. Полученные результаты указывают на то, что в процессе

трансформации эритроцитов в условиях повышенной концентрации кальция

происходит локальная перестройка цитоскелета клеточной мембраны, сопро-

вождающаяся деагрегацией мембранных белковых кластеров.

Исследованы особенности реорганизации поверхности эритроцитов при

метаболическом истощении клеток в среде, содержащей йодоацетат натрия, и

в среде без глюкозы. Обнаружено, что истощение эритроцитов инкубацией в

среде без глюкозы вызывало массовую трансформацию дискоцитов в эхино-

циты, при этом для эхиноцитов наблюдалось существенное падение величины

поверхностной шероховатости. Методом СБОМ показано, что распределение

флуоресцентного аналога сфингомиелина (NBD-С6-сфингомиелина) в плаз-

матической мембране дискоцитов и эхиноцитов не является гомогенным. Про-
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ведена оценка изменений ультраструктуры поверхности эритроцитов после

инкубации с церамидами. Показано, что по сравнению с контрольными эрит-

роцитами для профилей шероховатости С2-церамид-инкубированных клеток

был характерен существенный рост длины корреляции rl, в то время как

после инкубации эритроцитов с С6-церамидом статистически значимого из-

менения величины параметра rl не наблюдалось.

Вторая глава посвящена исследованию и оптимизации характеристик

сенсора поверхности на основе системы оптоволоконный зонд-кварцевый ре-

зонатор для прерывисто-контактного режима работы СБОМ.

В главе приведен краткий обзор литературы, посвященный основным

особенностям латерально-силового (ЛС, англ. shear force) и прерывисто-

контактного (ПК, англ. tapping mode) режимов работы СБОМ. Отмечает-

ся, что основным преимуществом режима ПК, согласно распространенным

в литературе представлениям, является отсутствие колебаний зонда в гори-

зонтальном (параллельном поверхности образца) направлении, что позволяет

снизить разрушающее воздействие зонда на образец. Рассмотрены существу-

ющие типы оптоволоконных зондов для СБОМ, способы их изготовления, а

также варианты сопряжения прямых и изогнутых оптоволоконных зондов с

чувствительным элементом (кварцевым камертоном). Особое внимание уде-

лено так называемой двухрезонансной конструкции камертонного сенсора,

которая за счет точного совпадения между собственными частотами колеба-

ний зонда и камертона обеспечивает существенное повышение добротности

системы зонд-камертон. Показано, что для эффективной реализации режи-

ма ПК необходима адаптация двухрезонансной конструкции камертонного

сенсора поверхности для работы с изогнутыми (кантилеверными) зондами,

которая подразумевает предварительную оптимизацию геометрических ха-

рактеристик зондов, а также способа их сопряжения с камертоном.

Для расчета параметров приклейки изогнутого зонда к камертону, обес-

печивающих выполнение условия двойного резонанса, произведено численное

моделирование формы колебаний зонда на первой, второй и третьей гармо-

никах. Оказалось, что в общем случае для острия изогнутого зонда харак-

терны не только вертикальные, но и радиальные колебания по отношению

к образцу, причем амплитуда последних может быть весьма значительной.

Результаты моделирования показали, что для минимизации колебаний зонда

в горизонтальном направлении необходимо оптимизировать его геометриче-

ские параметры, в частности, радиус изгиба и длину загнутой части.

С учетом этих соображений была реализована технология изготовления

изогнутых оптоволоконных зондов с оптимизированными геометрическими

параметрами (рисунок 3, а). Для формирования острия зондов использовался

метод травления в трубке. Изгиб происходил путем локального разогрева
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кварцевого волокна вблизи острия до температуры плавления с помощью

СО2-лазера.

На основе изготовленных зондов реализован двухрезонансный камер-

тонный сенсор поверхности для режима ПК (рисунок 3, б), добротность ко-

торого в несколько раз превышала добротность известных из литературы

аналогов (рисунок 3, в). С помощью сенсора получены топографические и

оптические изображения различных калибровочных структур.
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Рисунок 3 ҫ Изображение металлизированного изогнутого зонда,

полученное методом электронной микроскопии (а), способ приклейки зонда

к кварцевому камертону (б), амплитудно-частотная характеристика

камертонного сенсора с изогнутым зондом, приклеенным в стандартной

(синий цвет) и двухрезонансной (красный цвет) конфигурации (в)

Исследовано поведение добротности и резонансной частоты системы

зонд-камертон в жидком окружении при использовании оптоволоконных зон-

дов прямого и изогнутого типа. Установлены различия в характере изменения

добротности для разных типов зондов в зависимости от глубины погружения.

Сделан вывод о большей чувствительности сенсора поверхности на базе изо-

гнутого зонда при работе в жидкости на глубине до 500 мкм.

В третьей главе приведены результаты исследования люминесцент-

ных свойств NV-центров в различных алмазных образцах, в том числе в при-

сутствии внешнего магнитного поля, с целью создания на их основе оптово-

локонных сенсорных систем.

В кратком обзоре литературы описаны основные физические свойства

NV-центров в алмазе, представлены различные подходы к организации про-

токолов магнитометрии на основе одиночных NV-центров и их ансамблей.

Описаны исследуемые образцы нано- и микрокристаллических алмазов. Ме-

тодами СБОМ и оптической спектроскопии исследованы их люминесцентные

свойства. Получены экспериментальные зависимости интенсивности люми-

несценции ансамбля NV-центров в различных образцах алмаза от напряжен-
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ности магнитного поля при наблюдении люминесценции в видимом и ин-

фракрасном (ИК) диапазонах. Характерными особенностями зависимостей

являются их противофазный характер и наличие ярко выраженных нелиней-

ностей (резонансов) в области нулевого магнитного поля, ширина которых от

пика до пика в обоих случаях составляла около 10 Гc (рисунок 4).
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Рисунок 4 ҫ Зависимость выходного сигнала синхронного усилителя X от

величины магнитного поля B для ИК (а) и видимой области спектра (б)

Изучено влияние мощности и поляризации возбуждающего лазерного

излучения, а также концентрации NV- и Р1-центров на величину и форму

обнаруженных резонансов. Установлено, что, когда направление колебаний

вектора напряженности электрического поля в лазерном луче перпендику-

лярно направлению магнитного поля, помимо основного резонанса в области

нулевого магнитного поля возникает дополнительный, более узкий резонанс,

имеющий ширину порядка 2 Гс.

Продемонстрировано, что результаты численного моделирования за-

висимостей видимой и ИК люминесценции, испускаемой ансамблем NV-

центров, от приложенного магнитного поля при феноменологическом учете

кросс-релаксации NV-центров между собой адекватно описывают детали со-

ответствующих экспериментальных зависимостей.

Показана возможность функционализации СБОМ-зонда нанокристал-

лом алмаза без предварительной химической обработки зонда и образца.

Функционализация осуществлялась путем захвата нанокристалла острием

зонда в процессе сканирования.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основные научные результаты диссертации

В диссертации получены следующие научные результаты:

1. С помощью метода сканирующей зондовой микроскопии обнару-

жены различия в нанорельефе поверхности контрольных эритроцитов и

эритроцитов, подвергшихся воздействию ионов токсичных металлов (цин-

ка и свинца), а также химических агентов, инициирующих программиро-

ванную гибель клетки (апоптоз). Произведена количественная оценка ше-

роховатости поверхности контрольных и модифицированных клеток. Обна-

ружено концентрационно-зависимое увеличение средней длины корреляции

автокорреляционной функции профилей шероховатости эритроцитов, моди-

фицированных ионами цинка и свинца, по сравнению с контрольными клет-

ками, которое связано со сглаживанием шероховатости поверхности металл-

модифицированных эритроцитов. Выявлена зависимость параметров шеро-

ховатости поверхности эритроцитов от содержания внутриклеточного каль-

ция, позволяющая сделать вывод о перестройке мембранного цитоскелета и

деагрегации белковой компоненты липидного бислоя. Обнаружено сглажива-

ние нанорельефа поверхности мембран метаболически истощенных эритроци-

тов. Установлено, что обработка эритроцитов 50 мкМ С6-церамида не при-

водит к существенному изменению нанорельефа поверхности в сравнении с

контрольными образцами, в то время как обработка 50 мкМ С2-церамида

приводит к уменьшению числа шероховатостей на поверхности мембраны

[1ҫ5,7, 8, 14ҫ16,20ҫ24,27ҫ30,38,39,42,43,45ҫ47,49,61].

2. Показано, что воздействие миллимолярных концентраций ионов цин-

ка приводит к уменьшению латеральных размеров неоднородностей на по-

верхности лимфоцитов, при этом средняя длина корреляции профилей ше-

роховатости лимфоцитов уменьшается [6,44,46].

3. Исследованы изменения наноструктуры поверхности изолированных

мембран (теней) эритроцитов, подвергнутых воздействию ионов цинка, а так-

же агентов, модифицирующих холестерин. Показано участие холестерина в

Zn-индуцированных изменениях поверхностной структуры теней эритроци-

тов. Обнаружена взаимосвязь между шероховатостью поверхности эритро-

цитов и лимфоцитов, подвергнутых воздействию ионов цинка, и интенсив-

ностью флуоресценции флуорескамина, встроенного в клеточные мембраны.

Выявлены области локализации NBD-С6-сфингомиелина в эритроцитарной

мембране [1, 5, 6, 19,30,40].

4. Разработан технологический процесс изготовления оптоволоконных

зондов для СБОМ, который состоит из операции формирования острозато-

ченного острия на торце оптического волокна и операции нанесения на конус
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острия пленки алюминия таким образом, чтобы на вершине острия обра-

зовалась субволновая апертура. Исследованы основные характеристики из-

готовленных ОЗ и продемонстрирована их работоспособность в различных

режимах работы СБОМ [9,10,17,18,31,33,36,41,52,55,56,60].

5. На основании численного моделирования изгибных колебаний пря-

мых и изогнутых ОЗ обнаружено, что эффективная реализация режима

прерывистого контакта СБОМ возможна лишь при использовании изогну-

тых ОЗ определенной геометрии. Установлены оптимальные геометрические

параметры зондов (угол изгиба, радиус изгиба, длина загнутого и прямо-

го сегментов оптоволокна), позволяющие минимизировать латеральное си-

ловое воздействие по отношению к исследуемым образцам. Определена оп-

тимальная конфигурация соединения оптимизированных зондов с камерто-

ном [10,51,53,54,57,58].

6. Разработана экспериментальная установка для изготовления изогну-

тых оптоволоконных зондов с оптимизированными геометрическими пара-

метрами путем нагрева поверхности оптоволокна излучением CO2-лазера.

Изготовлен высокодобротный сенсор поверхности для режима прерывистого

контакта, состоящий из кварцевого камертона и приклеенного к нему изогну-

того зонда. Приклейка осуществлялась таким образом, чтобы резонансная

частота второй (одноузловой) моды собственных колебаний зонда совпада-

ла с резонансной частотой камертона (условие двойного резонанса). Срав-

нительный анализ поведения добротности и резонансной частоты системы

зонд-камертон для оптоволоконных зондов прямого и изогнутого типа сви-

детельствует о большей чувствительности сенсора поверхности на базе изо-

гнутого зонда при работе в жидком окружении [10,32,34,50,51,54,58].

7. Исследованы люминесцентные свойства NV-центров в различных

образцах алмаза. Получены экспериментальные зависимости интенсивности

люминесценции ансамбля NV-центров от напряженности магнитного поля

при наблюдении люминесценции в видимом и ИК диапазонах. Обнаружено,

что характерными особенностями зависимостей являются их противофазный

характер и наличие ярко выраженных нелинейностей (резонансов) в области

нулевого магнитного поля, ширина которых от пика до пика составляла око-

ло 10 Гc. Показано, что мощность и поляризация возбуждающего лазерного

излучения, а также концентрация NV-центров в алмазном образце оказыва-

ют влияние на величину и форму обнаруженных резонансов. Установлено,

что при взаимно перпендикулярной ориентации направления электрического

вектора в лазерном луче и магнитного поля помимо основного резонанса воз-

никает дополнительный, более узкий резонанс, имеющий ширину порядка 2

Гс. Продемонстрировано, что результаты численного моделирования зависи-

мостей интенсивностей видимой и ИК люминесценции, испускаемой ансам-
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блем NV-центров, от приложенного магнитного поля при феноменологиче-

ском учете кросс-релаксации NV-центров между собой адекватно описывают

детали соответствующих экспериментальных зависимостей. Продемонстри-

рована возможность функционализации зонда СБОМ нанокристаллом алма-

за с NV-центрами [11ҫ13,25,26,35ҫ37,48,59].

Рекомендации по практическому использованию результатов

Выявленные с помощью метода АСМ концентрационные зависимости

средней корреляционной длины нормированной автокорреляционной функ-

ции профилей шероховатости поверхности эритроцитов человека, подверг-

шихся воздействию ионов цинка и свинца, использованы для разработки

способа оценки степени воздействия вышеуказанных металлов на мембрану

эритроцитов человека, который внедрен в учебный процесс и используется

при проведении научно-исследовательской работы на кафедре медицинской и

биологической физики Гомельского государственного медицинского универ-

ситета (акт внедрения представлен в приложении А к диссертации). Новизна

предложенного способа подтверждается полученным патентом на изобрете-

ние BY № 13764 от 30.07.2010.

Полученные данные об изменениях параметров шероховатости клеток

крови человека, сопровождающих развитие патологических состояний, свя-

занных с воздействием тяжелых металлов, могут быть использованы в кли-

нической практике для улучшения диагностики и ранней профилактики со-

путствующих заболеваний.

Оптоволоконные зонды прямого и изогнутого типа для СБОМ изго-

тавливаются в Институте физики НАН Беларуси и используются для прове-

дения исследований методом СБОМ. Поставка коммерческих партий зондов

реализована в рамках контрактов №903 от 21.11.2012 и №386 от 10.06.2015,

заключенных между Институтом физики НАН Беларуси и лабораторией фи-

зики живой материи Высшей Федеральной Политехнической Школы г. Ло-

занна, Швейцария (EPFL). Изготовленные зонды использовались также для

исследований в Королевском технологическом институте г. Стокгольм, Шве-

ция (KTH).

На основе обнаруженного эффекта резонансного поведения интенсивно-

сти ИК-люминесценции ансамбля NV-центров в области слабых магнитных

полей возможно создание нового полностью оптического (без использования

СВЧ поля) способа магнитометрии, имеющего ряд конструктивных и эксплу-

атационных преимуществ (невысокая стоимость, надежность, долговечность,

малые габариты, масса и энергопотребление).
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РЕЗЮМЕ

Филимоненко Дмитрий Сергеевич

ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДОВ АТОМНО-СИЛОВОЙ И
СКАНИРУЮЩЕЙ БЛИЖНЕПОЛЕВОЙ ОПТИЧЕСКОЙ

МИКРОСКОПИИ ДЛЯ ДЕТЕКТИРОВАНИЯ ЛОКАЛЬНЫХ
ТОПОГРАФИЧЕСКИХ, ОПТИЧЕСКИХ И МАГНИТНЫХ

СВОЙСТВ НАНОРАЗМЕРНЫХ ОБЪЕКТОВ

Ключевые слова: атомно-силовая микроскопия, сканирующая

ближнеполевая оптическая микроскопия, клетки крови, наноструктура
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Целью исследования является развитие возможностей и инструмен-

тария методов атомно-силовой и сканирующей ближнеполевой оптической

микроскопии для детектирования локальных топографических, оптических

и магнитных свойств наноразмерных объектов.

Методы исследования: атомно-силовая и сканирующая ближнепо-

левая оптическая микроскопия, спектрофотометрические и спектрофлуори-

метрические методы.

Получены следующие результаты. Выявлены концентрационные зави-

симости корреляционной длины нормированной автокорреляционной функ-

ции профилей шероховатости поверхности эритроцитов человека, подверг-

шихся воздействию ионов цинка и свинца, и лимфоцитов человека, подверг-

шихся воздействию ионов цинка, которые свидетельствуют о дозозависимом

уменьшении плотности шероховатостей на поверхности эритроцитов и уве-

личении плотности шероховатостей на поверхности лимфоцитов. Обнаруже-

но, что увеличение концентрации внутриклеточного кальция в эритроцитах

приводит к перестройке элементов цитоскелета и сопровождается уменьше-

нием латеральных и вертикальных размеров наношероховатостей мембраны

эритроцитов. Предложен и реализован высокочувствительный камертонный

сенсор поверхности для прерывисто-контактного режима работы СБОМ на

основе кантилеверных оптоволоконных зондов с оптимизированными геомет-

рическими параметрами. Обнаружены два типа резонансных особенностей

поведения видимой и ИК фотолюминесценции ансамбля NV-центров в об-

ласти слабых магнитных полей, изучено влияние мощности и поляризации

лазерного излучения на амплитуду и форму обнаруженных резонансов.

Рекомендации по использованию и область применения: полу-

ченные результаты могут быть использованы для ранней диагностики ток-

сического действия свинца и цинка на организм человека, а также при раз-

работке новых способов магнитометрии на основе ансамбля NV-центров в

алмазе (без использования СВЧ поля).

26



РЭЗЮМЭ

Фiлiмоненка Дзмiтры Сяргеевiч

ВЫКАРЫСТАННЕ МЕТАДАЎ АТАМНА-CIЛАВОЙ I
СКАНIРУЮЧАЙ БЛIЗКАПОЛЬНАЙ АПТЫЧНАЙ
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УЛАСЦIВАСЦЕЙ НАНАПАМЕРНЫХ АБ’ЕКТАЎ

Ключавыя словы: атамна-сiлавая мiкраскапiя, сканiруючая

блiзкапольная аптычная мiкраскапiя, клеткi крывi, нанаструктура паверхнi,
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Мэтай даследвання з’яўляецца развiццё магчымасцей i iнструмента-

рыя метадаў атамна-сiлавой i сканiруючай блiзкапольнай аптычнай мiкрас-

капii для дэтэктыравання лакальных тапаграфiчных, аптычных i магнiтных

уласцiвасцей нанапамерных аб’ектаў.

Метады даследавання: атамна-сiлавая i сканiруючая блiзкапольная

аптычная мiкраскапiя, спектрафатаметрычныя i спектрафлуарыметрычныя

метады.

Атрыманы наступныя вынiкi. Выяўлены канцэнтрацыйныя залежна-

сцi даўжынi карэляцыi нармалiзаванай аўтакарэляцыйнай функцыi профi-

ляў шурпатасцi паверхнi эрытрацытаў чалавека пры ўздзеяннi iёнаў цынку i

свiнцу, i лiмфацытаў чалавека, пры ўздзеяннi iёнаў цынку, якiя сведчаць аб

дозазалежным знiжэннi шчыльнасцi шурпатасцей на паверхнi эрытрацытаў

i павышэннi шчыльнасцi шурпатасцей на паверхнi лiмфацытаў. Устаноўле-

на, што павелiчэнне канцэнтрацыi ўнутрыклеткавага кальцыя ў эрытрацы-

тах прыводзiць да перабудовы элементаў цытаскелета i суправаджаецца па-

мяншэннем латэральных i вертыкальных памераў нанашурпатасцей мембра-

ны эрытрацытаў. Прапанаваны i рэалiзаваны высокаадчувальны камертонны

сэнсар паверхнi для перарывiста-кантактнага рэжыму працы СБАМ на асно-

ве кантылеверных валаконна-аптычных зондаў з аптымiзаванымi геаметрыч-

нымi параметрамi. Знойдзены два тыпы рэзанансных асаблiвасцей паводзiн

ансамбля NV-цэнтраў у вобласцi слабых магнiтных палёў, вывучаны эфект

моцнасцi i палярызацыi лазернага выпраменьвання на амплiтуду i форму вы-

яўленых рэзанансаў.

Рэкамендацыi па выкарыстаннi i вобласць прымянення: атры-

маныя вынiкi могуць быць выкарыстаны для ранней дыягностыкi таксiчнага

ўздзеяння свiнцу i цынку на арганiзм чалавека, а таксама ў распрацоўцы

новых метадаў магнiтаметрыi на аснове ансамбля NV-цэнтраў у алмазе (без

выкарыстання ЗВЧ поля).
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The aim of research is to enhance the capabilities of the methods

and instruments of atomic force and scanning near-ҥeld optical microscopies for

detecting local topographic, optical and magnetic properties of nanosized objects.

Research methods: atomic and scanning near-ҥeld optical microscopy,

spectrophotometric and spectroѕuorimetric methods.

The following results have been obtained. The concentration dependencies

of the correlation lengths of the normalized autocorrelation function of erythrocyte

surface roughness proҥles upon the exposure of zinc and lead ions were revealed,

which are indicative of the dose-dependent decrease in erythrocyte surface

roughness density and increase in lymphocytes surface roughness density. It was

found that an increase in erythrocyte intracellular calcium concentration leads to

the cytoskeleton restructuring and is accompanied by a decrease in both vertical

and lateral nanoroughness of the erythrocyte membrane. A highly sensitive tuning

fork surface sensor for the tapping mode SNOM based on the elaborated bent

ҥber probes with optimized geometry was proposed and implemented. Two types

of resonance features in the behavior of the visible and IR photoluminescence from

an ensemble of NV centers near zero magnetic ҥeld were discovered, the effect of

the power and polarization of laser radiation on the amplitude and shape of the

revealed zero ҥeld features was observed.

Recommendations for use and ҥeld of application: the results

obtained can be used in early diagnostics of the toxic effect of lead and zinc on

the human body, as well as for the development of new all-optical microwave-free

magnetic sensing techniques with ensembles of NV centers in diamond.
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