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Abstrakt: Prace je zam¥ena na moznosti vyuziti nové techniky nerezéman
Ramanovy spektroskopie — Ramanovy spektroskopieWapanasenych povlak
(drop coating deposition Raman — DCDRyj ptudiu nukleovych kyselin. DCDR
spektroskopie je zaloZzena na depozici malé kaplyoka studované latky na
hydrofobni povrch, kde po odfani rozpou@dla, vznikne krouzek latky ve skelné
fazi. Tak dojde k =zakoncentrovani latky ai pnereni pomoci Ramanova
mikrospektrometru i kdkolika 7Adovému zvySeni signélu oproti standardni technice
meéreni vzork v kapalné fazi. V praci jsme studovali chovaninie: DNA a DNA o
délce 3000 pé&r bazi. Nas vyzkum ukézal, Ze DCDR spektra DNA st v
deionizované vadlze nerit az do koncentrace 30 UM na bazi. DCDR Spekwa js
blizk& spekifm merenym z kapalné faze, avSak deponovany vzorek néwytvéi
krouzek. Ukazalo se, Ze dominantni roti pzniku krouzku u nukleovych kyselin
hraje nikoli velikost molekul, ale jejich nabojek§ vede k vzdjemnému odpuzovani
molekul. Po pidani iont: sodiku a nasledntéz iont: hoc¢iku byl pozorovan vznik
prstence. Faktorova analyza spektralnich map akezala, Ze vzniklé prstence DNA
nejsou spektrakh zcela homogenni arip jejich vzniku nize hrat roli nap.
kondenzace DNA.
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Title: Study of nucleic acids by means of drop coatingsiéipn Raman
microspectroscopy (DCDR)
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Abstract: The work was focused on possibilities of the neehnigue of
nonresonance Raman spectroscopy — drop coating sitepo Raman (DCDR)
spectroscopy upon study of nucleic acids. DCDRtepsaopy is based on deposition
of a small droplet of the studied sample on a hgtobic surface, where after
evaporation of the solvent, ring of the studiedemat in glass phase is formed. That
way the material is concentrated and upon measungnby means of Raman
microspectrometry the increase of signal of severders of magnitude is observed
with respect to the standard technique of samplasemements in solvent. In this
work we studied behavior of DNA 12-mer and DNA v@@00 base pairs. Our
research showed that DCDR spectra of DNA dissoluedeionized water can be
measured up to concentration of 30 uM per base.OBGBR spectra are similar to
those measured from solvents. Nevertheless, thesitegp sample never forms a
ring. It was shown that the size of nucleic aciad play dominant role upon ring
formation but their charge which lead to repulsiointhe molecules. After adding of
sodium ions and subsequently also magnesium iensrit) formation was observed.
Factor analysis of spectral maps demonstrated tloaned rings are not fully
homogenous and that upon their origin condensatidDNA could play a role.
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1. Ramanova spektroskopie

Tento jev teoreticky f@dpovdél Adolf Smekal v roce 1923 [Smekal, 1923].
Experimentald se jev poprvé podi#o pozorovat v roce 1928 Ramanovi a
Krishnanovi v kapalinAch [Raman & Krishnan, 1928] laandsbergovi a
Mandelstamovi v krystalech [Landsberg & Maldelstd1®28].

Ramanova spektroskopie je spektroskopie vyuzivegctkoumani vibrgnich

stawi molekul Ramanova rozptylu. Principem tohoto jeeuneelasticky rozptyl
swtla. Jestlize svitime monochromatickymétd®m na vzorek, rizeme pozorovat
krome elasticky rozptyleného stta s nezminénou frekvencivy (Rayleighiv rozpty)
i pasy spektralnicltar s frekvencemi’ = vo + vy (Obr. 1.1). Spektralnéary s
frekvencemiv’ = vo — v tvori Stokesovudieva tev s frekvencemi’ = vo + vy se
nazyvéanti-Stokesovacdtev. Frekvencern, nezavisi na frekvencitpodniho zéeni a
souvisi s pechodem mezi rota¢-vibracnimi stavy molekuly.

Intenzity Rayleighova rozptylu jsou v porovnanits/@dnim s¥étlem o ¥ az
Ctyri fady nizSi a Ramdw rozptyl je pak je$t o ti az @t fadi mensi oproti
Rayleighovu rozptylu. Vidime tedy, Ze Raniamrozptyl je jen velmi slaby jev a pro
dobré pozorovani je nutné kvalitni odfiltrovariivpdniho z&eni a vzorky s relativn
co nejvysSi koncentraci studované latky.

Ramariv a Rayleigliv rozptyl je dvoufotonovy proces. Na rozdil od
infracervené absorpce/emise, kde se jedna o proces @dnofy. Ri tomto
rozptylu dochazi téwit sowasré k pohiceni fotonu molekulowimz se molekula
excituje na virtualni stav, a k vyigi fotonu s frekvenci stejnou/menstai podle
toho, jestli se jedna o Raman¢i Rayleighiv rozptyl. Schématické znéaza@mi
muzeme vidt na obrazku 1.2.

Fotony z anti-Stokesovyétwe maji vySSi energii nez elasticky rozptylené,
jelikoz si pivlastnily c¢ast vibr&ni energie molekul vzorku. Pro intenzitu
anti-Stokesovy &tve je tedy wujici patet molekul s energii vysSi, nez maiji
molekuly (tastnici se Stokesovyétwe Ramanova rozptylu, kdy naopak fotony
excituji molekuly vzorku. Molekuly podléhaji Boltanovu rozdleni a plati tedy

N ~ e E/ksT (1.1)

kde N je paiet molekul nesouci enerdt, ks je Boltzmanova konstanta &
absolutni teplota. Ze vztahu jgegmeé, Ze peet molekul s vysSi energii je vZdy menSi
nez pa@et molekul s energii nizSi. Tudiz anti-Stokeso¥tev ma mensi intenzitu
vétev Stokesova (Obr. 1.1).

V klasickém popisu Ramanova rozptylu budeme postaip@odle prace
[Keresztury, 2002]. Vychazime z toho, Ze rozptylemélo pochazi z oscilujiciho
elektrického dip6lu indukovaného &g&im elektrickym polem {vodniho zéeni.
Vztah mezi vektorem dipéluy a indukujici intenzitou elektrického pote mazeme
vyjadiit jako

i = aE + - BEE + - VEEE + - (1.2)

kde a je tenzor polarizovatelnostff hyperpolarizovatlenosti atd. Polarizovatelnost
vyjadiuje jakousi miru pzpiasobivosti elektronoveho obalu molekuly, miru s jako
se obal deformujetsobenim vijSiho elektrického pole.



Intenzita

; = A

Vo~V Vo VotV v

Stokesova vétev Rayleightv rozptyl Anti-stokesova vétev
Obr. 1.1: Schématické znazami zavislosti intenzit Ramanova a Rayleighova rdapta

frekvenci (pekresleno podle [Prosser et al. 1989].)
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Obr. 1.2: Prechody mezi stavy viliaich energii (Pekresleno podle [Keresztury, 2002].)

VétSinou jsou nelinearnfleny v (1.2) malé a dZeme je zanedba¥imz se
vztah zjednodusSi na

w(®) = aE(t) (1.3)

Tenzor polarizovatelnosti iieme popsat symetrickou, realnou matici, pokud
neuvazujeme resonam Ramafyv rozptyl.

Molekula sN atomy ma obeen 3N — 6 vibra&nich stupiu volnosti podle
vnitinich sotiadnicQy. Vibrace niizeme popsat vztahem

Qk = Quocos2mv,t (1.4)

kdev, je frekvencek vibrace ag,, je jeji amplituda.
Zavislost tenzoru polarizovatlenosti Rahto vnitnich sotiadnicich nizeme
vyjadiit Taylorovym rozvojem kolem rovnovazné polohy

= (o), +Zk(aa”) Zkl(agkogQ) QQ + (1.5)



kde o je komponenta tenzoru polarizovatelnostegdje jeji hodnota v rovnovazné
poloze. Pro dalSi zjednoduSeni zanedbame mechanicktektrickou anharmonicitu
a dostaneme vztah

ay = ag + (;—&()O Qx (1.6)

Dale budeme uvazovat budiciteai s frekvenci, (obyejné mnohem vyssi
nezv, vibrace molekuly). Jeho intenzitu vyjahe jako

E = Egcos2my,t @.7)

Spojenim rovnic (1.3) a (1.4) s (1.6) a (1.7) dostae

1/ da

u = agEgcos2myyt + (—) QroEgcos2mugt - cos2mut (1.8)
2 \0Qy 0

A uzitim vztahi pro Upravu kosit dostaneme vztah

u = agEgcos2my,t +%(;—;{)0 QroEolcos2m(vy — vy )t + cos2m(vy + v )t]  (1.9)
Tento vyraz obsahujefit frekvence, s nimiz dipol osciluje. Frekveneg pati
Rayleighovu rozptylu, frekvenag + v, anti-Stokeso¥ av, — v, Stokeso¥ rozptylu.
Dale vidime, Ze pro Ramaw rozptyl je nutna nenulova derivace tenzoru
polarizovatelnosti v rovnovazné poloze podle inmih soiadnic. Vibrace, u nichz
se tento tenzor nemi, ozn#&ujeme za Ramanovsky neaktivni (H&fad
asymetrické vibrace CQ) Takovéto vibrace neiieme pozorovat v Ramarnbv
spektru a jejich kreni musime pouzit jiné metody vibra spektroskopie.



2. Studium nukleovych kyselin pomoci Ramanovy spetdskopie

2.1. Zakladni struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou linearni polymery vystae z nukleotid. Nukleotidy
jsou celky skladajici se z# tasti: cukru, nukleové baze a fosfatu [Saenger, ]1984
NejbéznejSimi nukleovymi kyselinami jsou kyselina deoxyntkleova (DNA) a
kyselina ribonukleova (RNA). Nukleové béaze nachi&ézese viEchto kyselindch
muzeme vigt na obrazku (Obr. 2.1.1). Baze jsoudbpurinové — adenin a guanin
nebo pyrimidinové — cytosin, thymin a uracil. Cukibaze dohromady t¥iocelek,
ktery se nazyva nukleosid (Obr. 2.1.2). Nukleosidsgkytujici se v DNA jsou
adenosin, guanosin, cytidin, thymidin a v RNA jgrthdin nahrazen uridinem.

Nukleotidy jsou navzdjem propojeny 3-Hosfodiesterovou vazbou
(Obr. 2.1.2). Olignonukleotidy s 2’,5'—fosfodiestgou vazbou nebyly vifrodé
pozorovany, ale Ize je vyrobit synteticky [Saend&84].

H< N ~H HN N7 ~H o o
N, _<r\| s)km Hw ),\ Hw— S)‘I\N(H Hg(;\l{‘z.l\Na/H
i l g 1 e L | X
< RPN I G SR B
| ! ! )
Adenine Guanine Cytosine Uracil Thymine
Ade Gua Cyd Ura Thy

Obr. 2.1.1: Chemicka struktura bazi a nukleogibrevzato z [Saenger, 1984]).
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Obr. 2.1.2: Castretezce RNA se sekvenci adenosin (A), guanosin (@jnutd) a cytidin
(C). Nukleotidy jsou propojeny 3';5osfodiesterovou vazbou/gvzato z [Saenger, 1984]).



Pe&ticlenny kruh cukru neni obeémovinny. Mozné typy konformaci vidime na
(Obr. 2.1.3). Pokud jsou atomy vychylené z krulgjngtm snérem jako atom uhliku
C5’, nazyvame tuto konformaeindq pokud smirem op&nym, pak se nazyvaxa
Vibra¢ni médy jsou definovany stginSymetrické vychyleni z roviny (d) je jen malo
casté. Proto asymetrické vychyleni dvou aionroviny (e) dlime na velké (angl.
major) a malé (angl. minor) vychyleni.

DalSi volnost ma molekula v orientaci bazigivcukru podél vazby CIN.
RozliSujeme d¥ hlavni orientacesyn a anti (Obr. 2.1.4). Preferovany stav zavisi
mimo jiné na konformaci cukriC3'-endopreferuje orientacanti a @i konformaci
cukerné slozky2'-endodochazi k preferensiynkonformace.

\yA/ *
O/
' N
\__AZ/ *
=0 1

8- Bromoguanosine 6 -Methyluridine

Obr. 2.1.3: Schématické znazaemi Obr. 2.14: Schéma ukazujici nukleotidy
konformaci cukru. (a) Atomy jsowadenosin a wuridin vanti orientaci a
v rovirg, takovato situace nebyla nikdy8-Bromoguanosin  a  6-Methyluridin v syn
pozorovana, (b) C3endo, (c) C2- orientaci (pevzato z [Saenger, 1984]).

endo, (d) symetrické vychyleni €2’

exo-C3'-endo, (e) velké C3éndo a

malé C2-exo (pevzato z [Saenger,

1984])).

Retézec vytvdeny z nukleotid miZe existovat sam jako jednovliaknova
molekula. DNA se vSak &Sinou vyskytuje v firodé ve vicevlaknové podeb
Nejcastji pak v podolk dvouSroubovice, kde jednotlivA vldkna jsou propaje
vodikovymi mistky (Obr. 2.1.5). (MZe se vSak vyskytovat i ve fo¥m
trojSroubovice nebo kvadruplexu.) NaggjSimi typy parovani bazi nukleovych
kyselin jsou Watson—-Crickovo a Hoogsteenovo parbvaparovani splje
podminku komplementarity, ktekéa, Ze jedina mozna propojeni bazi jsou C-G a
A-T, pof. A-U u RNA. DvousSroubovice DNA pakélime podle typu sekundarni
struktury na A a B, které jsou pravoiee a Z, kterd je levotiva. Rozdil mezi
A-DNA a B-DNA je ve tvaru a p&iu bazi gipadajicim na jedno oteni Sroubovice.

V piirock mizeme nejastji pozorovat B-DNA, ostatni konformace jsou spiSe
VZAacne.



Obr. 2.1.5: Schéma struktury B-DNA/gvzato z [Saenger, 1984]).

2.2. Ramanova spektroskopie nukleovych kyselin

Vibra¢ni spektroskopie, jak inftarvend (IR), tak Ramanova, secaia
pouzivat ke zkoumani nukleovych kyselin od Sedeatiet dvacatého stoleti
[Benevides et al., 2005]. Mezi jejich n&f§i vyhody pati moZnost zkoumani vzoik
v roztoku, tenkych filmech, vlaknech, polykrystaken, ¢i krystalickém stavu. Déale
pak neni kladeno omezeni na velikost zkoumanéhdkuzmetoda neni destruktivni
a pozaduje jen relatignmalé mnozstvi vzorku. Vliv paramétokoli, jako je pH,
teplota, hydratace a ionizace presfi, jde navic ddle sledovat. Rowt mizeme
snadno porovnat vysledky Ramanowy, IR spektroskopie s rentgenostrukturni
analyzou krystalického vzorku a nuklearni magnetickezonanci (NMR) roztoku.
Kombinaci vSechéthto metod spolu s modelovaniniie@me nakonec dostat velmi
dobré informace o strukitet nukleovych kyselin [Taillandier a Liquier, 2002].

Molekula nukleové kyseliny dN atomech ma 8 — 6 stugt volnosti, ale
vétSina €chto modh je silng lokalizovana a fedstavuje vibrace malé skupiny atiom
Pokud jsou skupiny atoimdostaténé malé a identifikovatelné, iieme mluvit o
vibraci skupiny. Skupiny atofnse vSak nemusi chovat vzdy nezavisle. \lbia
mody jsou vzajemh mechanicky propojené ndklad u nukleovych bazi a cukr-
fosfatové patee. V Ramano¥ spektru se pak objevi pésy delokalizovanych



vibraénich méd s relativié vysokou intenzitou typickou pro lokalizované viéméa
mody, ale s konforntai zavislosti. Takovéto pasy byly pozorovany jaRNA, tak
u RNA a umo#uji ndm uiit jejich sekundarni strukturu [Benevides et aD0Z].

Kombinace #znych ngticich metod a vyp#it nam dovolila pradit
specifickym vin@gtaim (marketim) pro IR a Ramanovu spektroskopii
charakteristické geometrie, v nichZ se vzorek nzicligyly popsany dva typythto
markefi. Prvni typ nese informaci o konformaci cukr-foefat patée. Je citlivy
hlavré na znény v torznich Ghil fosfodiestrerovych vazeb pétea v mensi ni¢ na
typ baze. Tento typ markiemam umo#uje ukit sekundarni strukturu nukleovych
kyselin. Hlavni markery tohoto typu jsou uvedenytabulce 2.2.1 pro A, B a
Z konformace DNA. Druhy typ markémese informaci o konformaci nukleosid
Pasy odpovidaji hlaen valertni vibraci nukleové baze, kter4 je propojena
glykosilickou vazbou s cukrem. Tento typ maikée citlivy na typ bazi. Hlavni
markery druhého typu jsou uvedeny v tabulce 2 Behpvides et al., 2005].

Mezi nejvyuzivagjSi typy Ramanovy spektroskopie fatkonvergni
Ramanova spektroskopie, ultrafialova rezamin Ramanova rezonami
spektroskopie (UVRR) a polarizovana Ramanova spskopie. Konveéni
Ramanova spektroskopie pracuje s roztoky s kormestni 1-10 mg/ml v objemu
vzorku ~5ul a sviditelnymi vinovymi délkami [Benevides et .,al2005].
Polarizovand Ramanova mikrospektroskopie sesagmna krystaly, vlakna a tenké
filmy. Pro tuto metodu je idezita stala, pedem znama orientace vzorku. Vyuziva
konfokalniho mikroskopu a Ramanova rozptylu laséhmv paprsku n&psgji ve
180°. Mefenim vzorku ziskame lokalni Raniantenzor. Aplikace této metody byla
poprvé popsana v [Benevides et al.,, 1993] na I|ewsdo Z-DNA sekvence
d(CGCGCG) v jediném orientovaném krystalu. Pro afiifovou rezonaimi
Ramanovu spektroskopii se&tginou voli vinova délka laseru tak, aby odpovidala
maximu UV absorpce chromoforu vzorku (pro DNA a RN#ze ~260 nm). NejiSi
piednost je tedy moznost volby excitaced’bmukleovych, nebo proteinovych
chromofofi pomoci vybrané vinové délky laserdiasto se vyuzZivaji lasery s vice
vinovymi délkami,¢imz ziskame dalSi dapljici se informace o vzorku. Aby se
zabranilo destrukci vzorku UV gnim, nech& se vzorek proudit. Proto musitfie p
meéteni pouzit ¥tSiho objemu roztoku. Objem j@édow stokrat ¥tSi a minimalni
mnozZstvi vzorku astava stejné jako u konvém metody [Benevides et al., 2005].

Velka ¢ast experimerit byla provedena na syntetizovanych kratkydéistech
DNA. Zkoumani DNA ve svéifrozené podobje vSak stejg dulezité. Ri zkoumani
piirodni, nesyntetizované B-DNA bylo zjgb, Z2e Ramanovo spektrum je
ovlivnéno pdadim bazi a celkovou kompozici bazi. Ramanovy pédisiazené
vibratni modim fosfatové paie@ DNA jsou mezi nejcitligjSimi k paadi bazi.
Geometrie fosfatové pétese zmini podle toho, jestli i@vladaji pary AT nebo CG.
TakZe v principu bychom mohli byt schopni rozliB#DNA s rozdilnou sekvenci
podle jejiho Ramanova spektra [Benevides et ab5R0

Ramanova spektroskopie si nasla Siroké uphatmi zkoumani nukleovych
kyselin. Byla pouzita nafklad k prozkoumani interakce nukleatid iznymi ionty
a spojené konforntai zmené, zkoumani vodikovych vazeb mezi bazemi a procesu
tani dvouSroubovice (tj. rozpojef@tezci vyvolané zvySenim teploty).



Tab. 2.2.1:Hlavni markery konformaci dvousroubovice DNA v Raonaspektru’

2 Polohy pas jsou uvedeny v ¢t dA, dT, dC, dG a d ozaaji vibrace aromatického kruhu

bazi, O—P-O oznraje vibrace fosfodiesterové vazby. Markery jsokazié ve vodném
roztoku [Taillandier a Liquier, 2002],

vibrace fosfatové skupiny BOziskany z DNA krystal a vldken znamé struktury

b

A B Z pritazeni
1416 1421 1426 C2'Hdeform&ni vibrace
1375 dA anti
1363 dG anti
1362 dA syn
1354 dG syn
1335 dA, dG
1328 dA
1320 1315 dG
1304 1312 dA
1254 1254 1264 dC
1099 +1 1092 +1 1095+ 2 PO"
832 d, O-P-0O
808 810 d, O-P-O
785 788 748 d, O-P-0O
727 dA anti
665 682 dG anti
665 dG syn
662 dA syn

[Benevides et al., 2005].

Tab. 2.2.2:Hlavni markery konformaci nukleosist Ramano# spektru?

baze C3'-endo/anti C2'-endo/anti C3'-endo/syn C2'—enygno/
G 664 + 2 682 +2 625+ 3 671+2
1318 +2 1333 +3 1316 +2 1324 +2
A 644 + 4 663 £ 2 624 +3
1335+2 13392 1310+5
C 780 2 782 +2 784 £ 2
1252 +2 1255 +5 1265+ 2
T 642 £ 2 665 + 2
745+ 2 748 £ 2
777 £2 790+ 3
1239+ 2 1208 + 2

2 Polohy pas jsou uvedeny v ¢t Data ziskana z DNA krysteh viaken zname struktury

[Benevides et al., 2005].
®Tento pas je pozorovan na 688 + 1 ¢we strukturach s rG.
°V B-DNA se u tohoto pasu naléza dalsi slaby na# tai*




3. Ramanova spektroskopie kapko¥ nanasenych povlak (DCDR)

3.1. Teoreticky popis jevu

Metoda Ramanovy spektroskopie kapkavanaSenych povlak(drop coating
deposition Raman — DCDR) je technikdj které naneseme zkoumany roztok na
vhodnou podloZku, nechame vyschnout a studujemeaRavou mikrospektroskopii
[Rosova, 2008]. Takovyto postupripravy vzorku nam umozni ziskat kvalitni
Ramanova spektra i z roztibko malych koncentracich a objemech v porovnani
s klasickou Ramanovou spektroskopii [Zhang eR803].

Proces odpavani probiha ve dvou fazich. V prvni fazi dochézizmenSovani
kontaktniho Uhlu $ konstantni styné ploSe kapky. Ve druhé fazi, kdy kontaktni
Uhel gekrasi kritickou hodnotu, zéne dochazet ke zmenSovanicst plochy [Hu &
Larson, 2002]. Pravkonstantnost styé plochy zde hraje vyznamnou roli. Aby byla
sty¢na plocha opravdu zachovana, musi existovatninibky v kapce, diky kterym
bude kapalina proudit z viiti ¢asti kapky do v&Si. A praw toto proudni piinasi
caste&ky rozpustné v kapalig na okraj kapky, kde se nasleédmsadi [Deegan et al.,
1997]. Tomuto efektidikdmeefekt kavoveho krouzku (coffee-ring effecftery je
podstatou metody DCDR.

Na obrazku (Obr. 3.1.1) b) vidime znazéorh proudni v kapce zabraujici
zmen3ovani styné plochy, ¢) znazo#éni toku vypdovani J na kapce. Proudi
v kapce pi vysychani nizeme popsat pomoci nasycenosti okolniho pedstvodni
parou [Deegan et al., 1997]. Nasycenost okolnitustedi vodni parou ozgéme
o(r). V nekonénu budeme uvazovat, Ze nabyva konstantni hodpgts na povrchu
kapky hodnotyp,. Zarove sefidi rovnici stacionarni difuze

Vip(r) =0 (3.1.1)

Tok vypdaovani kapky je urrny gradientu nasycenosti vodnich par na povrchu
kapky a zapiSeme jej ve tvaru

J(r)=-DVgp (3.1.2)

Kde D je difuzivita vodni pary ve vzduchu. Uloha je ekalentni elektrostatické
Uloze, kdep je elektrostaticky potencial a kapk&egstavuje vodis potencialem na
povrchug,. Pokud kontaktni Uhel kaplg, povazujeme za maly, dostavateseni
divergujici pror jdouci kR. Kder je vzdalenost od du kapky &R je jeji polongr.
ReSeni ma tvar

n—-260¢

J(r) = (R—r) 2720 (3.1.3)

Jak se kontaktni uhé. blizi k nule, velikost exponentu sélpizuje k %2 a velikost
toku je unérna

()~ 7=

(3.1.4)

Aby se nemnila styna plocha, musi byt kapalina na okrajich kapky
nahrazovana rychlosti = J a tedy dochazi i kipmig’ovani a hromathi ¢astéek
rozpusénych v kapali®@ na obvodu kapky a tedy k vytemni krouzku. Timto



zpisobem nmiZzeme dostat i z&a¢ koncentrovany vzorek z roztoku velnteginého.
Ramanova spektra Izeghit z roztoki o koncentracich az @M [Zhang et al., 2003].

Yy

- R
Obr. 3.1.1: Prouckni kapaliny ghem vyp#ovani. a) vysledek odpavani bez
vnitniho prou@ni kapaliny, doSlo by ke zmenSeni plochy. b) phoukiapaliny
kompenzuje odgravani a styna plocha se ne#ni. c) znazoreni velicin slouzicich
k popisu procesu vypavani. (Fevzato z [Deegan et al., 1997].)

Nicmeért takovyto proud uvnit kapky neni jediny. Ochlazovani igmbené
odpa&ovanim neni rovnogmné a vrsek kapky se ochlazuje rychleji nez okraje.
zpisobi, Ze povrchové né&p na vrcholku kapky je vysSi a vznikda gradient
povrchového natii. Tento gradient vyvolava proéni castic kapaliny v blizkosti
povrchu kapky srrem k vrcholku. Spolu sttve popsanym proutiim kapaliny
“zevnit verd vytvari tento proud cirkuleni proudni znazorgné na obrazku
(Obr. 3.1.2) [Hu & Larson, 2006]. Takovéto prénd se nazyvaMarangoniho
Marangoniho efektem se obe&cpojmenovava proushi kapaliny podél fazoveho
rozhrani do mist s vy$§im mezifazovym &téap.

(a)

(b)

Obr. 3.1.2: Zobrazeni Marangoniho efektu v kapce oktanu, agx@ntalni obraz
zobrazeny pomoci fluorescence, b) vfgoé proudni. (Pevzato z [Hu & Larson,
2006].)
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Presto Marangoniho proudétsinou nepozorujeme pro vodné roztoky. Hu &
Larson (2006) to vysiluji tim, Ze kontaminace povrch®aktivnimi latkami silg
oslabuje Marangoniho proud,figemz voda je ddle znama svou vlastnosti
pritahovat prav tyto latky. Ktomu, abychom ziskali efekt kavovékoouzku,
potrebujeme tedy také potlia Marangoniho proud, ktery naopak vyvolava usanbva
rozpusénych latek okolo sedu kapky.

Spektra ziskand DCDR metodou jsou reprodukovatelezavisi na intenzit
pouzitého laseru a jsou v dobré skose spektry ziskanymi z koncentrovaného
roztoku nebo fipadré krystalického vzorku [Zhang et al., 2003]. Jen kspanm
ziskané z vgSiho okraje krouzku fG¥e byt posSkozeno kompletnim vysuSenim
vzorku v disledku oscilace okraje kapkyi pysychani [Kopecky & Baumruk, 2006].
Zarover bylo pozorovano, Zze selkteré slozky roztoku neusazuji homogénmma
krouzku, nybrz dochazi k jejich segregaci. SloZkyysokou vzajemnou afinitou se
vSak od sebe neseparuji [Zhang et al., 2003].

Pro ziskani kvalitnich spekter je velicéleFité pouZziti vhodnych substtatna
néZ umistime vzorky. Vhodny substrat pragieni metodou DCDR by & byt
tepelrt a chemicky odolny, mit nizkou optickou absorbangisokou optickou
odrazivost, maly nebo Zadny signal v Ramanspektru a byt nesmi&y [Zhang et
al., 2003]. Nesmavost substratu poslouzi k vyssi koncentraci vzodikky mensi
velikosti kapky. Pozadavky na odolnost, absorbamabdrazivost souvisiffino
s mefenim pomoci Ramanovy spektroskopie. Zhang et 803R testovali pouZziti
skla, skla potazené 20 nm vrstvou zlata a nerepgeé s ~50 nm vrstvou teflonu.
Nerezova ocel s vrstvou teflonu se ukazala jaktepgj z testovanych. Na obrazku
(Obr. 3.1.3) vidime porovnani Ramanova spekiraySe zmignych substrdi

20x10°
s (@)
S
>
= 10~ -
g (b)
[
E ‘P\‘"_\"\.,___.‘\
(©)
W
0 I 1
1000 1500

Raman Shift (cm )

Obr. 3.1.3: Ramanovo spektrum pro a) sklo, b) sklo potazené®0rstvou zlata, c)
nerezovou ocel s ~50 nm vrstvou teflonufe{Rato z [Zhang et al., 2003].)

Filik a Stone (2007) dale zkouSelieknenné destky a téZz Cal: Kiemen vSak
projevoval vyraznou luminiscenci. Caflesttka mé¢la mensi reflexi nez teflonem
potaZené ocel (desky SpectRIMM) a tedy vyZzadovala del$i dobu préieni. Dale
pro ni byl charakteristicky silny Raméw signal na 320 cm. Fiesto destika davala
dobry pongr signalu k Sumu. Nakonec ji tedy pouZzili pro jeginovou dostupnost a
odolnost, diky niz se dala snadno znovu pouZit.
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3.2. Uziti DCDR

Poprvé publikovali pouziti metody kapkowanaSenych povlékzhang et al.
(2003). Autai ziskali kvalitni Ramanova spektra roztogroteini pro koncentrace
az do 1 uM, tim stanovili prvni odhad koncedti&ao limitu této metody. Zarovie
provedli testovani vhodnych podlozek préiami. V experimentech pouZili roztoky
cukni — glukozy a fruktdzy, a protein- lysozymu a inzulinu.Pporovnani zjistili,
Ze a&koli dostavame proteiny v pevném stavu, zdaji d#elbydratovaneé. Spektrum
lysozymu je prakticky identické se spektrem ziskangroztoku. Rové inzulin
dava spektrum stejné, jaké ma irgzeném stavu a nejevi znamky denaturace.
Spektrum glukézy je podobné jako ma vroztoku argedilné od spektra v
krystalické forné. Na druhou stranu se spektrum fruktozy jevilo godd spiSe jeji
krystalické forn¢ [Zhang et al., 2003]. Podobné srovnani spektengbd roztoku a
vysusené kapky provedli Ortiz et al. (2006). &ena spektra inzulinu jsou stejna az
na malé odchylky, které jsou podle aiitoejspise tisledky fizné hydratace vzorku,
rozdilné miry obsahu tistot a diky denaturaci/agregadi pysouseni.

Na zrmeény Ramanova spektrdipvysouseni se zagfili autori ¢lanku [Kopecky
& Baumruk, 2006]. Pozorovali, Ze spektralni pasystmnnichietzca proteinu
albuminu se zrnily na okraji vytvdeného krouzku. Tyto postranhéttzce jsou
citlivé na znény okolniho prosedi. Autdi se domnivaji, Ze zéma spektralnickiar
je zpisobena vytvienim totalg vysuSenych vrstev na #8im okraji krouzku. Proto
nedoporduji mefit z vnejSi ¢asti krouzku, kde dochazi k totalnimu vysuseni kaor

Na vliv vystaveni vzorku laseru se z&ih jak Zhang et al. (2003), tak Ortiz et
al. (2006). V obou fiipadech autd nenasli zminy v namétenych spektrech po
vystaveni vzorku laseru po delSi dobu.

Zamenu vody za RO provedli Ortiz et al. (2006), jelikoz se obrazdyo
piekryva s pasem vibraci skeletu bilkoviny v oblagkiraci amidu | v Ramanev
spektru. Ukazalo se, zdggstoZze vzorekistava hydratovan, vliv vody na vysledné
spektrum je zanedbatelny a tedy zamza DO nema vliv na ziskané spektrum.

Razné koncentrace vzaokknam davaji prakticky shodna spektra. AvSak p
koncentracich < 10 uM je pamsignal k Sumu mensi [Ortiz et al, 2006]. Afito
tohoto¢lanku navrhuji vylepSeni pafru signalu k Sumu 2¥Senim objemu proteinu
v krouzku vicendsobnym nanesenim kapky na jedneomi¥ale navrhuji vyuZiti
DCDR k detekci obsahu #istot ve vzorku. Zhang et al. (2004) se dale &&dma
problém fluorescamich neistot a puft. Zjistili, Ze DCDR niiZe slouzit k separaci
proteimi od fluoresceénich neistot a pufru, a tim znateinvylepSit ziskané
spektrum. V praci auto pouZili roztoky lysozymu a inzulinu ve vodném taau s
pufrem. Pufr byl v porgru 1000:1 respektive 100:1. kgs tento znay neporndr
spektrum ziskané z krouzku se velice podéibmu lysozymu/inzulinu a liSilo se
od spektra ziskaného z wvmi ¢asti krouzku, které se naopak podoba spektru pufru
(Obr. 3.2.1). Tuto metodu porovnali s dalSimi mernd odstradni nezadouci
fluorescence. Na (Obr. 3.2.2) vidime srovnani soo@i vykEleni v laserovém
svazku.

VySkovym profil vyschlého krouzku lysozymu Z2Z#li Ortiz et al. (2006)
pomoci AFM (Atomic force microscopy ) mikroskopuopmizné koncentrace
lysozymu (Obr. 3.2.3). Kopecky a Baumruk (2006)#vyskovy profil negimo
podle intenzit spektralnickiar albuminu. VySku krouzku vyt¥eného kapkou o
objemu 2 pl o koncentraci 0,1 mg/ml odhadli paklpandterference na asi 600 nm.
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Obr. 3.2.2: Srovnani fluorescemiho

vysuSeném roztoku inzulinu a pozadi z prasku O-phosfo-L-serinu.

pufru.
spektra

B) a, b jsou na#tena
z vyzn@nych  oblasti.

Spektra a) a b) byla ziskdna metodou
vykelovani fluorescence v laserovém

Nahoe je zobrazeno spektrum svazku po dobu a) 7 min, b) 65 min.
vpevném stavu pro c) Zmerené DCDR  spektrum.

inzulinu

porovnani. (Pevzato z [Zhang et

al., 2004].)
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(Prevzato z [Zhang et al., 2004].)
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Obr. 3.2.3: Vyskovy profil krouZku praizné koncentrace lysozymu. Vysek znager

zavislost maximalni vysky krouzku na koncent(&ievzato ZOrtiz et al., 2006])

Filik a Stone (2007) vyuZili techniku DCDR pro ajai relativnich zastoupeni

proteini ve vodném roztokuipcelkové koncentraci podobné jako v lidskych skzac
(3 mg/ml). MEfili t#i proteiny — lysozym, lactoferin a albumin. Pozaaby ze
rozlozZeni proteith neni na ,kavovém krouzku® rovnaimeé a tak pouzili grmérova
spektra z @ti ekvidistantnich réfeni ges Stku krouzku. Na (Obr. 3.2.4) vidime a)
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schéma fipravy snési proteini a b) hodnoty ziskané zéteni. Vrcholy trojuhelniku
odpovidajicistému roztoku daného proteinu, hrany pouze dvadepdi a vnitek
kombinaci vSechit.

4r b i
a) . ) « Lactoferrin
Lactoferrin o :r 1,
p >
2+ o' ‘ ’
1k F ] ‘ ’
k
N OF a * [ 3
al A 2
. ¢
2FLysozyme v & .r
y ¢
-3 <
i Albumin
Lysozyme Albumin  A5——5——3 0 5 10

Obr. 3.2.4: Rozaleni koncentraci/ protein: a) pipravené rozdleni b) detekované pomoci
porovnani DCDR spekter. {Bvzato z [Filik & Stone, 2007].)

Protoze pi o¢ni infekci dochazi ke zémam relativnich koncentraci protéjrbylo by
mozné pouzit DCDR spektroskopii k rychlé a jedndeudiagndze @ni infekce.
Autori se domnivaji, Ze uvedena nehomogenita rozlozenéipi na krouzku mohla
byt zagricinéna jejich rozdilnou hmotnosti. Lactoferin (ca. Ial a albumin (ca.
66 kDa) se jako podstatriézSi usadily vice na Wi ¢asti krouzku, zatimco I€h
lysozym (14,7 kDa) byl deponovan vice u ymitstrany a také twd dominantni
sloZku zbytkového proteinu uprést krouzku.

Ve své dalSi praci Filik a Stone (2008) zkoumatizehi slz zdravych lidi
pomoci DCDR a vysledky zpracovali metodou analydgviich komponent
(Obr. 3.2.5). Hlavni slozky slz &iti proteiny, ma@ovinu, hydrogenuhtitan sodny a
lipidy. Ve svénxlanku aut®i popsali proces vysusSovani kapky a pokusili sevétyis
nehomogenitu usazovani slozek na zékjafich relativnich rozpustnosti. Nejprve se
zanou usazovat ty slozky, které maji nejmenSi roamstt poté slozky
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Obr. 3.2.5: Faktorova analyza spektralni mapy s fotogra#éi-emé oblasti ze vzorku
lidskych slz. (Revzato z [Filik & Stone, 2008 ].)
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Poté se Filik a Stone (2009) pokusili odpdst na otazku, zda DCDR spektra
lidskych slz obsahuji signaly od jednohd, vice proteiri a jestli jsou proteiny
rozckleny na krouzku homogetn Pomoci centrifug roziili proteiny ziskané
z lidskych slz podle hmotnosti. Z&ieni DCDR spekter dosli k vysledku, Ze lidské
slzy obsahuji vice protein které jsou navic rozlozeny na krouzku nehomogenn
Déale pozorovali zesileni v oblasti pasu amidu lllpasech tryptofanu sirem
k vn¢jSimu okraji, coz mize byt gipsdno na &et vysouSeni proteinna okrajich
kapky [Kopecky & Baumruk, 2006].

Méieni za delem demonstrace vyuZzitelnosti Ramanovy spektraskop
k identifikaci velmi podobnych proteinprovedli téz Ortiz et al. (2004). PouzZili
DCDR k ziskani kvalitnich spekter z roztok nizkych koncentracicttitvariant
inzulinu — lidského, hasziho a prasgho. Zarové porovnali spektra ziskana DCDR
metodou a z roztoku (Obr. 3.2.6).

1 23¢ps

Intensity, arb. units

| \ s \ . | \ L L L | L
500 1000 1500
Raman Shift, cm”!

Obr. 3.2.6: Porovnani Ramanova spektra ldaiho inzulinu (a) z roztoku (4 mM), (b) DCDR
spektra (z 10 pM roztoku.) {@vzato z [Ortiz et al., 2004].)

Techniku DCDR Ize uzit i ke studiu malych molektdk jak to winili
Cipriani a Ben-Amotz (2005) ifp méteni ti prisludniki rodiny taxafi (docetaxel,
baccatin 1l a cephalotaxine), jez jsou potendalryuzitelné k vyrob Iéka a
protinAdorovému pouZziti. Auto pracovali s koncentracemi od 1 mM do 1 uM a
naneiené hodnoty porovnali s kvantemechanickymiab initio vypocty. Odchylky
od nangreného spektra vystlovali velkosti molekuly, kdy vSechny normalni nydd
jsou delokalizovany.

Jenkins et al. (2004) se zatiti na vyzkum jednotlivych aminokyselin pomoci
DCDR za @elem lepSiho pochopeni interakci protesimoznymi léivy a dalSimi
ligandy. Autdi se pokusili pifadit a interpretovat jednotlivé vibrace ve spekirec
aminokyselin vyskytujicich se v proteinechieg@pokladali pitom, Ze tato informace
umozni rozpoznani spektralnich &m spojenych s vazbou ligaihdv blizkosti
jednotlivych aminokyselin vetzci bilkoviny. Ziskana spektra jsou vSak bohuzel
velmi blizka spektim ziskanym z praSkovych vzdrkCoZ poukazuje na jista uskali
pii uziti DCDR spektroskopie, jak pogd ukazali na kyselida domoové (domoic
acid) Djaoued et al. (2007). Jednd se o0 neurotayskytujici se v miském
ekosystému a Zigobujici ztratu kratkodobé p&th Méreni ukazala, Zze se DCDR
spektrum roztoku gmi podle koncentrace kyseliny a je odliSné od gjpekiskaného
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Z jeji krystalické praskové formy. N#klad ve spektru roztoku vymizely téin
vSechny pasy karboxylové skupiny a ré¥rbylo patrné klasické rozghi paf, v
dusledku interakce s molekulami vodni obalky.

DalSi oblast uplatmi DCDR spektroskopie je v oblasti studia agregace
molekul. Ortiz et al. (2007) zkoumali formovani doiginich vladken inzulinu.
Vyuzili ktomu DCDR diferetini spektroskopie a AFM profimé zobrazovani
formovani vlaken. Sekundarni strukturu inzulinuirtwvelkécéasti a-helix, zatimco
u vliaken jsou t@-skladané listy. @kévali tedy zrénu sekundarni struktury, ktera
se projevila v Ramanev spektru. NejutSi zaznamenané zmy nalezli v
oblastech vibrace kostry bilkoviny, tj. v pasechicaml a Ill. Moznosti vyuZiti
DCDR jako rychlé metody pro ¢reni stuptl agregace lidského inzulinu se zabyvali
Gryniewicz a Kauffman (2008). Agregace inzulinutaggbuje zminu jeho
sekundarni struktury a je tedy pozorovatelna v Rewa spektru. Pro vypset
korelace mezi stugm agregace a spektry byla pouzita metoda parchalnic
nejmensickétveral. Metoda se ukazala jako schopn&itnstupei agregace lidského
inzulinu s chybou 5 % v rozsahu 5-30 %.

Citlivost DCDR spektroskopie lze vSak uzit i ke deleani fady dju v
biomolekulach, nap stupr fosforylace tyrosinu v peptidech, tak jak t&rili Xie et
al. (2004). Ve zkoumanych spektredtyi peptidi pozorovali i fosforylaci kolaps
dubletu ve 820-850 ctha zeslabeni pasu okolo 1205 ¢nVe své dalsi praci Xie at
al. (2005) m&iili spektralni znény DCDR spekter v zavislosti na pH. Zkoumali
fosforylované a nefosforylované aminokyseliny (seaithreonin). B zménach pH
v rozsahu 3-7 pozorovali zmy v pasech 980 ctha 1080 crt u fosforylovanych
aminokyselin. Tyto zrny jsou disledkem protonace fosfatovych skupin.
Demonstrovali tim moznost vyuziti pH zavislych DCDRieni pro uéeni miry
fosforylace peptil. Navic pozorovali zmny ve spektrech i dkterych
nefosforylovanych peptid coz gipisuji na @et zménam v jejich sekundarni
struktue.

Zhang et al. (2009) demonstrovali pouziti nové oaditrické Ramanovy
spektroskopie (RMRS), ktera byéh byt schopna kvantitatiénzmeiit oxidacni
poSkozeni proteinu. iP experimentech byly pouzity oxidovany haé sérovy
albumin (BSA) a oxidovany lysozym. Na protein sgponee navazeme dinitrofenyl
hydrazin (DNPH), ktery ozia oxidované mista. Nasleéinnanétime DCDR
spektra. Vysledek ziskdme vyjtem z pondru intenzit pAsu DNPH (1340 ¢ty a
pasu fenylalaninu u proteinu (1033 ¢nu BSA). Metoda nevyZzaduje kalibraci a
autai uvackji detekeni limit 0,33 pmol karbonylu pro jednodieni.

Novou metodu pro zkoumani navazani ligamé proteiny pedstavili Xie et
al. (2008). Touto metodou je ultrafiltiai Ramanova diference (ultra-filtration
Raman difference, UFRD). VyuZiva jak DCDR, tak afiftrace a diferetni
spektroskopie. Ultrafiltrace slouzi k odstéahvolnych ligand, které se nenavazaly
na protein. Diferetni spektroskopii pak porovname n#amé spektrum se spektrem
proteinu bez navazanych ligand Ffi pokusech pouzili 2,4-dinitrophenol a
transhyretin. Tato metoda se vSak ukazala pouaitgdm pro sild se vazajici
ligandy.

Moger et al. (2007) pouZzili DCDR spektra pro sravinge spektry ziskanymi
pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopi®&$3BEVETili zmeénu spekter
pii fosforylaci peptid obsahujicich serin a tyrosin sgabeini koncentraci 100 uM.
Pozorované zemy pxi fosforylaci byly ponejvice shodné u obou metatkai SERS
spektra byla selektignzesilena. Autid pozorovali rozdily nafiklad u posunu pasu
amidu Ill. Ten vys¥tluji tim, Ze oba peptidy jsou v rozdilnych struktich
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konformacich na koloidnim povrchu a DCDR substrBfale pro protein s tyrosinem
u SERS nepozorovali zmu v pasu amidu | ip fosforylaci na rozdil od DCDR.

Uvadtji, Zze navazani peptidu na koloidni povrchiza ,uzamknout‘ sekundarni
strukturu, ktera se jinakiipfosforylaci meni. SERS tedy prezentuji jako rychlou
komplementarni metodu ke klasické Ramangpektroskopii.

Das et al. (2008) se pokusili pouzit DCDR na SERStigte s povrchem ze
zlatych nangastic. Nanoastice tvdily na povrchu destky vzor, ¢ehoz dosahli
pomoci elektronového svazku a elektro-pokovovaniaddfi, ze timto zgfsobem
bychom mohli ziskat spektra myoglobinu az o kon@aithiadu attomal. Ve své
dalSi praci se Das et al. (2009) pokusili na tétsticte zngfit strukturni zngny
raznych proteif (lysozym, ribonukleaza-B, heégi sérovy albumin a myoglobin¥ip
teplotnich zminach v rozmezi —65 az 90 °Cii Pzpracovani vysledk vyuZili
diferertni a 2D Ramanovu korelai analyzu. Na obrazku (Obr. 3.2.7) vidime
nantiena spektra pro lysozyntipuznych teplotach (a) a zZimu intenzit vybranych
pas (b). V jejich néasledujicimélanku [Das et al.,, 2011] vyuzili @p stejnou
podloZzku a demonstrovali schopnostani hlavnich komponent ssi proteiri ha
zéklad jejich sekundarni struktury. Chybaéfani touto metodou se ukazala
priblizné 14 %. Pouzité koncentrace proteiv pM) vSak odpovidaji spiSe DCDR
nez SERS meted Je tedy otazkou zda aiitopravdu pozorovali SERS spektrdi P
dalSim vyzkumu SERS aktivnich poviche teba vzit v potaz i efekty pozorované
pii DCDR, které vedou k nahu$ti vzorku, a tudiz ke vistu signélu.
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Obr. 3.2.7: Méreni teplotni zavislosti lysozymu (a) spektra pizné teploty, (b) zavislost
intenzit vybranych pdisna teplo¢ (Prevzato z [Das et al., 2009].)

Pro studium nukleovych kyselin jako prvni pouzilCDR Pagba et al. (2011).
Ve své praci zkoumali konformiai zmeny kvadruplex DNA vyvolanych znénou
teploty. Pozorovali, Ze se zvysSujici se teplotouADNraci strukturu kvadruplexu a
dojde k nahrazeni novou strukturou s vyraznou konéci guaninuC3’'—endo
Autori zjistili, Ze pridanim ionfi K™ dochéazi ke stabilizaci struktury kvadruplexu a
k jeji ztrag dojde aZz g vysSich teplotach. Déle ziili DCDR spektra iznych
konformaci kvadruplex Pozorovali rozdily, diky kterym by bylo mozné lisix
jednotlivé konformace kvadruplé&a ukit jejich stabilitu.
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4. Materialy a metody

4.1. Vzorky

Pro méteni byly pouzity syntetickyfjpravené vzorky oligonukleotido délce
dvanécti bazi (VBC-Biotech, Vidg ktere byly pecisttné HPLC PAGE a nasledn
dodané v lyofilizované forth Vzorek oznéeny jakoS1GGfos12r¢l sekvenci 5'-
TGGATATTAGGA-3' (m.w. 3724 g/mol, § = 12,5 °C) a komplementarni vzorek
ozna&enyS2GGfos1lB'-TCCTAATATCCA-3' (m.w. 3564 g/mol, = 12,5 °C).

Déle byl pro porovnani pouzit konde® dostupny vzorek DNA z lososich
spermii o délce 2000—-3000 baPh@rmacia — Molecular Biology Division, No. 27—
4561-01, Lot. OE6145p4

4.2. Konfokalni mikroskop

U klasického mikroskopu pozorujemestie, které gichazi z iznych hloubek,
respektive mist vzorku. Obraz se nam tedy jevi szany.ReSeni tohoto problému
piedstavil M. Minsky v roce 1955 v poddtkonfokalniho mikroskopu [Minsky,
1988]. Principem konfokalniho mikroskopu je vyteni wtSiny swtla ze vzorku,
které nepichadzi z ohniskové roviny mikroskopu. Vykenim tohoto sitla
dostaneme obraz, ktery je tgEi a ma lepSi kontrast [Semwogerere & Weeks,
2005]. Mizeme tedy také zkoumat trojro#gmou strukturu vzorku. Nevyhodou
konfokalniho mikroskopu je vSak malé zorné pole.héea konfokalniho
mikroskopu je na (Obr. 4.2.1). Diky tzkonfokélni &rbiné dojde k propushi
swtla pouze zcasti vzorku, na ktery je mikroskop za@st. Tato Sirbina je
zaostena na stejné misto a proto se tento mikroskopvidazgnfokalni.

Vzorek [ T

Prostorovy filtr

|
==

Zdroj svétla

: Osvétleni
Detekéni $térbina —L mmmm  7a0stfena Gast svazku
== Svétlo pozitivné rozostiené

------ Svétlo negativné rozostiené
Detektor

Obr. 4.2.1: Schéma konfokalniho mikroskopué?zato z [Stefani, 2004].)
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4.3. Integrovany Ramarniv systém HR800

Pro neteni DCDR spekter byl pouzit LabRam HR800 (Horib&idervon).
Jde o integrovany Ramaw systém, ktery vyuziva usfamani pro réfeni Ramanova
signalu ve zptném rozptylu.

4.3.1. Zakladni komponenty experimentalni sestavy R800

Systém umoiuje @ipojit prakticky jakykoli externi laser s vinovouékou
440-800 nm. Vstup pro externi laser je v zaghsti systému. # méieni byl pouzit
helium-neonovy laser s vykonem 20 mW a vinovou olk632,8 nm. Pro
odfiltrovani elasticky rozptyleného igni je v gistroji Notch filtr. Jednd se o
holografickou niizku specifickou pro jednu vinovou délku, kterowatne odrazi a
ostatni vinové délky propousti. Konfokaln&r&ina mikroskopu je nastavitelna v
rozsahu 0—1000 um a v naSefippd jsme uzivali 400 pm.

V systému je pouzit mikroskop BX40 od firmy Olympugaostovani je
mozné po 1 um. Dostupné objektivy byly 5x (NA 010x (NA 0,25), 50x (NA 0,7)
a 100x (NA 0,9). Kde NA zrga numerickou aperturu, pro kterou plati NAn=simn,

n je index lomucocky (objektivu) aa skeérny prostorovy uhel. # méreni DCDR
spekter jsme pouzili 50x (NA 0,7) objektiv.

Jako spektrograf byl pouzit spektrograf s asymiebticnontazi Czerny Turner,
kterd dava rovnommné rozloZeni intenzit na vystupu. Ohniskova vzdést je
800 mm. K dispozici jsou @ miizky. Standardni s 1800 vrypy/mm a druha
s 600 vrypy/mm, kterou jsme pouZzilfipnéreni. Spektrograf obsahuje vmit diodu,
kterda nam spolu se standardnifiZkou umoduje pipravit vhodné nastaveni
konfokalni Sérbiny a laserového svazku. RozliSeni spektrografieZi na velikosti
Strbiny a jejiho zobrazeni na CCD detektor (v naSéipag pii nastaveni gtbiny
na 100 pntinilo zhruba ~5 cit). Fistroj byl gred kazdym nirenim kalibrovan na
spektralnicaru kemiku 520,7 ci.

M¢éteni jednotlivych spekter bylo prov& s expozini dobou 10 sekund a
poétem akumulaci 60. Vzorek bylkgd méfenim Elem pouzitym laserem po dobu
~10 minut. B méfenim map byla expoaii doba 10 sekund a gt akumulaci 12
pro kazdé spektrum.

Pro pohyb se vzorkem a ¢bheni map byl pouZit mechanicky stolek
s mikroposuvem sipsnosti najeti 0,5 um.

4.3.2. ZjednoduSeny popis optické drahy laserovéhgvazku

Laserovy svazek je ngjde zaostn a Sirbinu H1, kterd ufuje aperturu
svazku ped vstupem do mikroskopu (Obr. 4.3.2.1). Pacpodu &Srbinou je
laserovy svazek odrazen systémem LIRS (laser iojectjection system). Ten se
sklada ze zrcadla M8 a Notch filtru a umage menit ahel, pod kterym svazek
dopadé na Notch filtr. Pokud je Uhel nastaven viptiserovy paprsek se odrazi od
Notch filtru smérem k objektivu mikroskopu. Fluorescem a odrazené réni
vzniklé Rayleighovym a Ramanovym rozptylem puttgjrsou cestou k Notch filtru.
Ten odrazi zé&ni rozptylené Rayleighovym rozptylem a zbytek @egtojit.
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Obr. 4.3.2.1:Zjednodusené schéma integrovaného Ramanova syst@6a0
(Prevzato z [Sipovéa 2006].)

Svazek putuje ke konfokalnicgibing, pred kterou je dalSi Notch filtr pro lepsi
odfiltrovani Rayleighovsky rozptyleného éha. Obraz konfokalni 8tbiny jde do
spektrometru, ktery zde reudstavuje rfizka a CCD (Charge-coupled device)
detektor.

4.4. Podlozky SpectRIMM

Pii méfeni byly pouZity substraty SpectRIM vyrobené firmou Tienta
Sciences. PodloZka se sklada z plastove dgstielikosti 2,54 x 7,62 cm a na ni je
jako substrat umisha nerezova desgkia o velikosti 2,27 x 2,27 cm, pokryta vrstvou
teflonu tlougky 50 nm.

Podlozka SpectRIlW' pIng  vyhovuje vySe zmimym podminkam
formulovanym v Zhang et al. (2003), viz kapitold.3Je tepeli chemicky odolna,
ma nizkou optickou absorbanci, vysokou odrazivekiby Ramaiiv signal a je
nesmadiva diky vrst teflonu.

E ~
Tientag® Sciences

Obr. 4.4.1: Podlozka SpectRIM
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4.5. Systém pro makroskopické é¥eni Ramanova rozptylu

Pro neteni kapalnych vzork byl vyuzit systém pro makroskopickactani,
ktery byl sestaven na Fyzikalnim Ustavu MFF UK.al#kser byl pouzit diodami
cerpany Nd:YAG Verdi (Coherent) s vystupni frekved32 nm. B méteni byl
nastaven vykon 0,8 W na vystupu laseru. Reclpodu optickym systémem poklesl
vykon na vzorku na 0,5 W.iRemz, svazek laseru byl néjde odrazen zrcadlem
(Obr. 4.5.1), za nimz mohou byt ungisy filtry. Dale je svazek odraZzen hranolem
vertikaln do drzaku, v &mz byla umisina valcova mirkokyveta se vzorkem o
objemu 5 pl.Cast laserového svazku, ktera se rozptylila kolmdolpadajicimu
z&eni, byla sebrana objektivem a putovala skrze depadltor a holograficky Super
Notch-Plus" (Kaiser) filtr, ktery potlai Raylighiv rozptyl, do spektrografu SPEX
270 (Jobin-Yvon). Pro kazdy vzorek byla &ena ti spektra s expozni dobou
2 sekundy a pgem akumulaci 300. &eni vzorku bylo provatho stejnym laserem
po dobu ~30 min.

Laser

SMER K depolarizator !
PEKTROSKOP '
° _— SS_ 9 _U _________ kyvety : Laser 532nm
Notch filtr objektiv i
hranol filtry Zrcadlo

Obr. 4.5.1: Zjednodusené schéma systému pro makroskopiglehinRamanova rozptylu.

4.6. Faktorova analyza

Pro zpracovani nattenych spekter a map byla pouzita analyza hlavnich
komponent (PCA). Tato metoda nam unge nalézt nové proémné, které Iépe
popisuji variabilitu systému a tim ve vysledku @ndftmenzi problému, pokud je to
mozné [Wall et al., 2003]. V naSentipact jsou pivodnimi promdnnymi nangrena
spektra. RozloZeni této baze spekter do baze rwt@gonalni, je mozné pomoci
metody singularniho rozkladu (singular value decositppn — SVD). Nova bazova
spektra nazyvame faktory.

Nech mame narérenychn spekter om bodech. Usp@dame je do matick
velikostim x n. Ziejmé m > n pro n&s fipad a v matematické definici toutreme
bez Ujmy na obecnostigdpokladat. Rovnice pro SVD rozklad je nasledujici

X =USV' (4.6.1)
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kdeU je m x nmatice, jejiZ sloupce t¥bortonormalni bazivV' je maticen x n a jeji
fadky tvai ortonormalni bazi. Maticé& je diagonalni maticen x n [Wall et al.,
2003]. Hodnoty matic& na diagonale se nazyvajngularnicisla a jsou nezaporna.
Patet nezapornych singularni¢isel je roven hodnosti maticé. Takovyto rozklad
avSak jest neni jednoznay. Jednozn#osti dosahneme podminkau > s pro
vSechnyi > j, kdes jsou singularniisla. Tedy si&zenim singularnichisel podle
velikosti.

Matice U se nazyvamatici faktor;, jelikoz jeji sloupce tvid nové bazové
vektory. S nazyvamematici singularnichiiselaV matici koeficient, jelikoz v jejich
sloupcich jsou sdadnice fivodnich spekter v nové bazi [Klener, 2011].e&p
muzeme vyjatit puvodni spektra v nové bazi vztahem

Xj = in=1 Vi]-Siui (4.6.2)

kdex; je pavodni spektrum, jvprvky matice V au; faktory z maticeJ. Jelikoz jsou
vektoryv; au; normovany na jedtku, podil, jakym se faktory podileji na vyteai

puvodniho spektra, duji singularnicisla. Ty jsou s@zena sestugn a proto se
mazZzeme omezit ndast&énou sumu

X]' =~ jr=1 Vijsiui (463)

kder < n. Cislor uréuje hranici, kdy fispsvky od dalSich faktdr jsou zanedbatelné.
Takovato hranice se obvykle dirpodle pfibéhu singularnichéisel. Pokud $
pridavanim dalSich faktérklesaji hodnoty singularnictisel linears, odpovida to
pridavani informaci stejné vahy a tedy nejspiSe Siktener, 2011].

4.7. Zpracovani dat

Naméitené DCDR spektra byla nejprve upravena v progranRAIGS/AI
(Galactic Industries), kde bylo od nafanych spekter odéeno pozadi (v podeéb
polynomu druhého azdtiho stups) a spektra byla posunuta na nulovou hodnotu.
Néasled® byla spektra normalizovana na pas vibrace fosétskupiny P& na
1095 cm™. Intenzita tohoto pasu neém s konformaci DNA, a proto jéasto
vyuzivan k normalizaci jejich spekter [Thomas et 8995]. Pokud nebyl tento pas
pozorovan, byla normalizace provedena na stejntkoge Sumu. Takovéetoifpady
nastaly, kdyz nagtené spektrum odpovidalo hlavipiimésim ve vzorku a DNA
nebyla pozorovatelna. Poté byla na spektrech pemeedaktorova analyza (viz
kapitola 4.6) pomoci programu napsaného dofimJiBokem (Fyzikalni Ustav
Matematicko-fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy Praze).

Zme¢iena Ramanova spektra z roztoku byla zpracovanaézovrprogramu
GRAMS/AI (Galactic Industries). S ohledem na vy3$Riorescekini pozadi u
meienych spekter, byloigba nejprve odést linearni zavislost proloZzenou mezi
prvnim a poslednim bodem spektra. Teprve poté bgkktrum vody od#eno od
spektra nukleové kyseliny. Naslaednylo od&teno zbytkové fluorescéni pozadi ve
tvaru polynomu péatého stugrktery byl definovan arbitrarnimi body umisymi ve
spektru do oblasti, kde byérbyt nulovy signal od nukleoveé kyseliny (Obr. 4.).
Nakonec byl jestodeten (marginalni) fispivek skla, jenz tvislo mikrokyvetu.

22



| 4.7.1: Odeteni pozadi ve tvaru polynomu pétého stupn
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5. Méreni nukleovych kyselin

V prvni ¢asti nereni jsme se za#tli na prometreni tiznych koncentraci DNA
rozpuséné v deionizované veédmetodou DCDR zadglem uteni koncentréniho
limitu, kdy je tato metoda pouzitelna. Pozorovalng, jestli se vytvd krouzek a
celkovou homogenitu usazeni DNA po vyschnuti kapky.

Pro tuto prvni ¢ast jsme pouzili synteticky fpraveny vzorek DNA
S2GGfos12. HRpravili jsme roztok této DNA s deionizovanou vodou
v koncentracich. 5 mM, 0,5mM, 50 uM, 5uM, 0,5uMOnNM a 5nM na
oligonukleotid. Nanesli jsme 2 pl roztoku na désti SpectRIMM a ponechali
vyschnout za &nych podminek. Kapka obgjré vyschla do jedné hodiny. Po
vyschnuti jsme padili fotografie kapky Ramanovym mikroskopem (popga
v kapitole 4.3) a nasiili nékolik spekter ziznych mist kapky. Ziskana spektra jsou
na obrazcich 5.1-5.12. Barévrnyznaena DCDR spektra maji pouze posunutou
nulovou hodnotu. Na fotografiich kapky jsou vyZema mista, kde byla spektra
snimana. Dale jsou uvedena singulati$la, subspektra a jejich koeficienty
faktorové analyzy (viz. kapitola 4.6), kter4 byl&ita za delem odhaleni
nehomogenit v deponovaném DCDR vzorku, respektivéienych Ramanovych
spektrech.

| pres swj tvar je rozloZzeni DNA ve vyschlé kapce vzorkuosmi&entraci 5 mM
(Obr. 5.1) celkem homogenni. Upriet kapky je koncentrace DNA nizSi. Vzorek je
na tmavém okraji (Obr. 5.1 B) pamm¢ vysoky a usadila se zdeétsina
fluorescernich neistot, které vSak byly iitomny v celém vzorku. Hlaen
ve druhém subspektru na obrazku 5.2Z2eme pozorovat periodicky se opakujici
obraz. Ten prawpodobr pochazi zinterferenci z jinych &ticich z&izeni a
bohuZel secasto prokladal do naSichéteni, Ize jej tedy pozorovat i v ostatnich
metenich.

Pti koncentraci 0,5 mM (Obr. 5.3) dhzmeéieny vzorek ot vyrazny vyskovy
profil. NejvysSi je pak vyschla kapka upii@st, kde bylo také koncentrovano nejvice
necistot. | pres Eleni ~20 minut se mi nepotil® ziskat spektrum deho jiného, nez
nesistot a proto jsem nagiil spektra na okraji kapky. Tam byla fluorescenakét
ale v mensi nie. Ri méreni se zdalo, Ze usazena DNA sedi na povrchu kayky.
pro blizSi prozkoumani by bylo pgeba provést vice &eni v fiznych vrstvach
vzorku. Vzorek na obrazku 5.5 ma koncentraci jaksit nizsi (50 uM), nez prvni
métena kapka. #&jmeé proto nema tak vyrazny vyskovy profil. Koncentrda&A na
kapce podle (Obr. 5.5 A) zavisi na niiiieni, ale usazeniny nettidkrouzek.Cast
netistot vytvdila krystalky citlivé na laserovy paprsek (dochaézklfotopoSkozeni).
Pfi koncentraci 5 UM se kapka ¢&da @i vysychani rozpadat. r€ti spektrum
(Obr. 5.7) bylo nagieno na s#tlé ¢asti kapky a odpovida tétincisté destice s
piitomnosti malého mnozstvim distot. Na spektrech vzorku o koncentraci 0,5 uM
(Obr. 5.9) niizeme stale pozorovat typické spektrum nukleovyckeky. Paté
spektrum bylo viazeno ze zpracovani faktorovou analyzou, jelikaypél8 cm' a
1053 cm* jsou s nejutsi pravépodobnosti zfisobeny piletem kosmického #ani.
Vzristajici intenzitu pdsna 860 crt a 994 cm' pripisuji nesistotam ve vzorku,
protoze jsou vyrazné ifpméreni nasledujici kapky s koncentraci 50 nM (Obrl}p.1
kde hlavni roli hraji jiz imési. Kapka s koncentraci 50 nM neudrzetaviysychani
polomér a rozpadla se. Naffil jsem & spektra, ale ta jsou nepodobna spektrum
nukleovych kyselin. To plati i pro ¢reni nasledujici kapku na obrazku 5.13.
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Obr. 5.1: DCDR vzorek S2GGfos12 (koncentrace 5 mM). (A) DE#ktrum, (B)
fotografie kapky s vyzdanymi body @¥eni, (C) singularntisla faktorové analyzy.
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Obr. 5.8: DCDR vzorek S2GGfos12 (koncentrace 5 uM). (A) DGpegktrum, (B)
fotografie kapky s vyzdanymi body @¥eni, (C) singularntisla faktorové analyzy.
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JelikoZz pouzité vzorky obsahovaly zn& mnozstvi n@stot, provedli jsme
mikrodialyzu dvou vzork S2GGfos12 o jpvodnich koncentracich 0,5 mM a 50 uM
na oligonukleotid. K mikrodialyze byly pouzity mendimové filtry o velikosti par
0,025 um vyrobené spdaieosti Millipore. Uvadim fpivodni koncentraci, jelikozip
mikrodialyze se mize koncentrace vzorkucasem minit. Zpracovani ziskanych
spekter prothlo stejnym zfisobem a vysledky jsou na obrazcich 5.14-5.17.

Mikrodialyza se ukazala byt schopna odstranit vetk@oZstvi néistot ze
vzorku. Ve vzorku sipvodni koncentraci 0,5 mM (Obr. 5.14) vidime, Zedeantrace
DNA je pomérné homogenni na celé kapce. Podblpm tomu tak, i kdyz v mensSi
miie, pro druhy vzorek o koncentraci 50 nM (Obr. 5.¥@pka vzorku s koncentraci
0,5 mM neudrZela pologn a @i vysuSovani se zmensila. kg homogennost
koncentrace DNA nathto kapékach, je samotnd DNA nehomogenmsazena, coz
vidime z vysledl faktorové analyzy na obrazcich 5.14-5.17.

V dalSim ngteni jsme se za#ili na interakci DNA se svym komplementarnim
rettzcem. Pro réfeni jsme pouzili DCDR metodu i klasickou metodwiemi
Ramanova spektra z roztokviz. kapitola 4.5). Metodou DCDR jsme ziskali kipa
vzorku s S2GGfos12 a S1GGfos12, které jsou navzi@@nplementarni. iipraveny
roztok s deionizovanou vodou obsahoval DNA v koteem 0,5 mM na bazi. Tuto
koncentraci jsme vybrali, protoZefipmétreni vzorku S2GGfosl2 s koncentraci
50 uM, coz odpovidd 0,6 MM na bazi (Obr.5.5), bylgjmenSi problémy
s usazenymi rigstotami. Ok DNA byly ve stejném pogtu. Nangfena spektra a
vysledky faktorové analyzy jsou na obrézcich 5.1895Jedno DCDR spektrum je
spolu se spektry ziskanymi z roztoku uvedeno nazior5.20.

Pii métreni klasickou metodou Ramanovych spekter z roztokia nej\etsi
problém znana fluorescence vzoik Pro ziskani lepSich spekter bychom museli
vzorek k&lit po delSi dobu, na coZtipnaSem nsieni nebyl prostor (vice jak den).
Vzorky S1GGfosl2 a S2GGfosl2 bylyétany s koncentracemi 6 mM na bazi a
spol&né v celkové koncentraci 5 mM na bazi (Obr. 5.20)dixie, Ze u vzorku
S1GGfos12 jsou vyrazné pasy 1485trma 1576 crit oproti S2GGfos12. Je to
v disledku rozdilného obsahu bazi ifedch tyto fetszce. Pas 1485 crhodpovida
prevazr vibracim imidazolovaného kruhu guaninu a 1576%coupovida vibracim
adeninu a guaninu [MasSek, 2007]. S1GGfos12 (5-TGGRTAGAA-3’) obsahuje
vice bazi guaninu a adeninu, nez S2GGfosl12 (3-TAXTATCAA-5). Proto je
pas 1576 cit intenzivrej$i a pas 1485 cthse u S2GGfos12 nevyskytuje. Steja
tomu tak u pas 1242 cm* a 1303 cr, které odpovidaji vibraci thyminu a cytosinu,
respektive adeninu a cytosinu. Podobné #eii mizeme podat pro posunuti pasu
785 cm™® u S2GGfos12 &i 789 cm™ u S1GGfos12. Tento pas je fea ze dvou
tietin vibraci cytosinu (~780c) a thyminu (~790 cil) [Masek, 2007].
S2GGfos12 obsahuje cytosin, a proto je tento p&simd do nizSich hodnotifiP
porovnani narienych spekter vzotk S1GGfosl2, S2GGfosl2 a jejich &n
ziskané DCDR a klasickou metodou, se ukazalo, éktispn roztoku obou vzoitk
DNA se neliSi od sattu spekter jednotlivych vlaken. Z toho usuzuiji,jédnotliva
vlakna tohoto vzorku spolu neinteraguji a nedockaaitvoreni duplexu. Nagtena
spektra DCDR a klasickou Ramanovou metodou jsodrsno

Pro dalSi mifeni jsme pouzily DNA od lososa Salmon Testes. TDIMA 0
délce 2000-3000 bazi jsme vybrali, abychom mohloweat vysledky s velkou
nukleovou kyselinou. #pravili jsme roztoky o koncentraci 1 mg/ml, 0,1 mdy
0,01 mg/ml a 0,001 mg/ml. VSechny vzorky, kkonzorku s koncentraci 1 mg/ml,
byly zbaveny né&stot mikrodialyzou. Hprava a zpracovani bylo stejné jako
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v piedchozich fipadech g méreni DCDR spekter. Vysledky jsou na obrazcich
5.23-5.29.

Pt prometeni tiznych koncentraci lososi DNA, jsme pozorovali sigjsituaci
jako vzorku S2GGfos12. Koncentrace DNA je vicetndromogenni fes celou
kapku aZz na lokalni minima. Vzorek pak zdaleka oi¢tkrouzek. Faktorova analyza
ukazuje, Zze DNA neni uloZzena homogé&mandochazi k posuivn, ¢i zménam intenzit
pagi v ramci kapky. Je8tslusna spektra jsme dostalii fxoncentraci 0,01 mg/ml
(Obr. 5.25). Toradow odpovida koncentraci 3 uM vzorku S2GGfos12, uétier
jsme slusna spektra dostali jedtii koncentraci 5 uM. U vzorku s koncentraci
0,001 mg/ml (Obr. 5.27) pozorujeme uz pouzé&siety.

V poslednicasti neteni jsme vyzkouseli, jestli paridani jednomocnych iofit
sodiku a dvojmocnych iotnthaiciku dojde k oslabeni coulombovskych sil odpuzujici
zaporrg nabité molekuly DNA a naslednému vyteai krouzku.

Pripravili jsme dva vzorky lososi DNA o koncentracBOng/ml s NaCl nebo
MgCl, v koncentracich 200 mM v deionizované WwodSoli byly p@ipraveny
spol&nosti Fluka <istotou 99,5% pro NaCl a 99% pro MgClFiprava a
zpracovani bylo off stejné jako u ostatnich DCDR ¢feni. Navic jsme vSak
provedli mapova rteni deponovanych vzoik Pristroj prongti zadané mnozstvi
spekter v dané oblasti (Obr. 5.30) a (Obr. 5.36)aasledd provedeme faktorovou
analyzu po od#eni pozadi. Software &irsingularnicisla, subspektra a koeficienty,
které software zakresli do 2D obrazku (Obr. 5.3@br. 5.33) a (Obr. 5.39).fP
zpracovani vzorku s roztokem NaCl byly ods#ansingularity, které jsou vid v
pravé casti obrazku 5.33. Takové singularity jsou prpabobré zpisobeny
znetisténim nizkomolekularni latkou a ute navySuji dimenzi problému ve
faktorové analyze. islusna spektra byla nahrazena sousednimi spekina,
ackoli nahrazeni prmérem okolnich spekter by bylo vhogjsi.

Uz pii méeni kapky s roztokem NaCl (Obr. 5.28) se zdaloj pees velke
krystaly soli je DNA usazena hla¥ma okraji kapky. Mieni map (Obr. 5.30-5.33)
to pak potvrdilo. DNA vSak neni na krouzku rozlozemomogen&i Koeficienty
prvniho a druhého subspektra (Obr. 5.32) ukazdjpnegenni rozloZzeni DNA na
krouzku a posun pésa intenzit. U vzorku s roztokem MgQdoSlo k vyvazani pasu
vibrace PG na 1095 cit. Mirné posuvy jsme pozorovali i u ga€250 cm?,
1339 cm®* a 1372 cm* odpovidajici dychacim vibracim aromatického krudézi
sprazenych s pohyby atamcukru. Ri zpracovani map vzorku nebylo nutné
odstraiovat singularity (zda se tedy, Zecistoty pochazi fevazr z pouzitych soli a
MgCl, byl ¢istSi vzorek). Z normalniho ¢eni i nefeni map vidime, Ze DNA se
usadila na krouzku. AvSak rozloZzeni DNA podél kikaubpst neni zcela homogenni.
Navic jsme Bhem n&teni map pozorovali 2¢Seni jakychsi hrudek (Obr. 5.39).
Z koeficienti faktorové analyzy (Obr. 5.41) vidime, Ze tyto Hopdbbsahuji také
DNA. Otevira se tedy otazka po staliilibkto deponovaného vzorku DNAHEmM
méteni.
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Obr. 5.14: DCDR dialyzovany vzorek S2GGfos12 (koncentréed dialyzou 0,5 mM). (A)
DCDR spektrum, (B) fotografie kapky s vy@raymi body @eni, (C) singularnéisla

faktorové analyzy.
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Obr. 5.15: DCDR dialyzovany vzorek S2GGfos12 (koncentréed dialyzou 0,5 mM).
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Obr. 5.16: DCDR dialyzovany vzorek S2GGfos12 (koncentréed dialyzou 50 uM). (A)
DCDR spektrum, (B) fotografie kapky s vy@raymi body @eni, (C) singularnéisla
faktorové analyzy.
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Obr. 5.19: DCDR vzorek S1GGfos12 a S2GGfos12 ve stejnérrpgkoncentrace 0,5 mM
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a jejich koeficienty.
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Obr. 5.26: DCDR vzorek lososi DNA (koncentrace 0,01 mg/mbBsfektra faktorové

analyzy a jejich koeficienty.
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Obr. 5.27: DCDR vzorek lososi DNA (koncentrace 0,001 mg/i))DCDR
spektrum, (B) fotografie kapky s vyZzeaymi body @reni.
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Obr. 5.29: DCDR vzorek lososi DNA (0,8 mg/ml) s NaCl (200 n®dpbspektra faktorové
analyzy a jejich koeficienty.
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Obr. 5.33: DCDR vzorek lososi DNA (0,8 mg/ml) s NaCl (200 n®dpspektra faktorové
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Obr. 5.35: DCDR vzorek lososi DNA (0,8mg/ml) s Mg@00mM). Subspektra faktorové
analyzy a jejich koeficienty.
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Obr. 5.36: DCDR vzorek lososi DNA (0,8 mg/ml) s MgI00 mM). Fotografie oblasti
k ziskani mapy.

3

Obr. 5.37: DCDR vzorek lososi DNA (0,8 mg/ml) s MgI00 mM). Fotografie oblasti
urcené k z&y¥eni mapy (A) fed nérenim, (B) po r¥eni.
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Obr. 5.38: DCDR vzorek lososi DNA (0,8 mg/ml) s MgRI00 mM). Singularndisla.
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Obr. 5.39: DCDR vzorek lososi DNA (0,8 mg/ml) s Mg@I00 mM). Subspektra faktorové
analyzy spektralni mapy a jejich koeficienty.
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6. Diskuze vysledk a zawr

P méteni iznych koncentraci roztoku S1GGfos12, S2GGfos13a@sioDNA
v deionizované vo#l jsme nepozorovali vytweni ,kadvového* krouzku. DNA se
usadila po celé ploSe vyschlé kapky. U vzorkbavenych #Siny neistot
mikrodialyzou bylo mnozZstvi usazené DNA rovnonme po celé ploSe vyschlé
kapky. Vysledky faktorové analyzy vSak ukazuji nelogenni usazeni DNA, kdy
dochéazi k posuim a znm¢nam intenzit pasmezi jednotlivymi¢astmi vyschlé kapky.
Hlavne je pak viditelny ¢asty posun pasu ~788 ¢m Spektra pouZitelnd pro
Ramanovu spektroskopii jsme v tomtoéigact ziskali u vzork pii koncentraci
30 uM na bazifadow Ize tedy hovtit o pouzitelné koncentraci wkolika desitkach
UM na bazi. Pro nizSi koncentraci spektra odpoaitiédvre piimésim a neéistotam.

Rozdily v namsienych spektrech komplementarnidgettzal S1GGfosl12
(5-TGG ATA TTA GAA-3) a S2GGfosl2 (3-TCC TAA TATCAA-5’) jsou
zpasobeny rozdilnym obsahem bazfi Béteni roztoku obouéthto fetzci jsme
nepozorovali vytvéeni duplexu. Jeho spektrum je &mm spekter jednotlivych
fetézci a nelisi se od DCDR spektra.

S ohledem na to, ZdipvySe zmignych nefenich jsme nedosahli zformovani
.kavového" krouzku (viz kapitola 3.1) a tudiz nebyhozné pouzit vyhodu DCDR
metody (tedy vyrazné zakoncentrovani vzorku v kko)Z snazili jsme se najit
pri¢cinu rozvratu tohoto fyzikalniho jevu. Ukazalo see Jev je s nej#tsi
pravdpodobnosti mimo jiné dan relati&¥mizkym nabojem studovanych molekul,
tak jak je tomu u protein kde se jev &n¢ pozoruje (viz nap [Zhang et al., 2003]
¢i prehled dalSich praci v kapitole 3.1). Proto se s$etlsa Usgchem gidani
jednomocného iontu sodiku nebo dvojmocného ionticike, které vytvaily
podminky pro vznik krouzku, na¢émz se DNA koncentruje. lonty se navazaly na
DNA a vyrusili elektrostatické odpuzovani zapbrnabitych molekul DNA. R
pridani ionti haiciku doslo také k navazani iontu na skupinl#PCa tedy vymizel
pas vibraci na 1095 ¢ Mé&teni spektralnich map uk&zalo nehomogenni usazenf
DNA podél krouzku. Je otazkou k dalSimu vyzkumualzt¢ato nehomogenita ma
puvod ve fyzice vysychani kapek a formovani ,kavovékmuzku, tak jak bylo
popsano H studiu proteinovych vzoik[Kopecky & Baumruk, 2006]. Kompenzace
ndboje DNA se vSak kaZzdopa&dmukéazala kkova pro pouZziti metody DCDR
spektroskopie, iixemz se jashukazalo, Ze uziti dvojmocnych idnje efektivre|Si
nez uziti jednomocnych.

DalSim zajimavym efektem, ktery poukazuje na kokgslanost aplikace
DCDR spektroskopie na nukleové kyseliny bylo ,hrkitevniti krouZzku s roztokem
lososi DNA s pidanim MgC4 (viz Obr. 5.37.). Ty obsahuji DNA atipvystaveni
laseru se &hem ngieni map z¥tSily. Jednim z moznych vystleni vzniku &chto
hrudek niize byt kondenzace DNA vyvolana vicevazebnymi k#yiopopsana
v ¢lanku [Bloomfield,1997]. Uvadi se, Ze ke kondenzaci dochézi, kdydkjeo
90 % naboje DNA neutralizovano kationty, coz bylonaSem fipact splreno.
DalSim moznym @ivodem by mohlo byt usazeni DNA kolem¢istoty obsazené ve
vzorku.

V této souvislosti jefeba zminit prvni praci uzivajici DCDR spektroskdpii
meieni nukleovych kyselin [Pagba et al., 2011], kteyala na sklonku bakaigké
prace. V této praci autiouzivaji vzorky rozpugnhé v deionizované veéda téz s
piidatkem 100 mM KCI, avSak nikde se ne#taji o tom, Ze nemohli ziskat klasicky
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.Kavovy" krouzek ¢i Zze byl nezetelny, jak tomu muselo byt viipad 100 mM
roztoku KCI. To tedy vznaSi otdzku nagtehodnosti dat zmémych v této praci.

Zawrem lze vSakfici, Ze Ramanovy spektroskopie kapkomanasSenych
povlaki je perspektivni metoda pro studium DNA. Zanpwe vSak poddo ukazat,
Ze jeji aplikace na DNA ma sva uskali, dosud u loiekul srovnatelné velikosti
(nag. proteini) nepozorovana (viz kapitola 3.1). Pro zvySeni lemiace a tedy i
ziskani lepSich spekter je vhodné pouzit roztokatmhty (nejlépe pak s
dvojmocnymi kationy), které neutralizuji odpudividysJediré kompenzace naboje
totiz vede ke vzniku tolik Zadaného ,kavovéeho* kiku. V tomto gipadt se zda, ze
by mohla byt bezproblémeévmeiitelna i koncentracéadow nékolika uM na bazi.
Ptipadné nehomogenni usazovani vzorku vSak bude eyaadialSi zkoumani s
ohledem na pouZitelnost DCDR metody pro detailndisim konformace a interakci
nukleovych kyselin.
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