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Abstrakt: Komplexy kationických porfyrinů s nukleovými kyselinami jsou zajímavé z hlediska 
transportu terapeutických oligonukleotidů do buněk nebo fotodynamické terapie nádorových 
onemocnění. Diplomová práce se zabývá studiem komplexů kationického metaloporfyrinu 
CuTMPyP4 s poly(dG-dC)2, kde je předpokládána interkalace porfyrinu mezi bázové páry 
polynukleotidu a s poly(dA-dT)2, poly(dA)·poly(dT), u kterých je usuzováno na vnější vazbu 
CuTMPyP4 k helixu. Měření byla prováděna pomocí SERRS, RRS a absorpční spektroskopie. 
Z časových vývojů SERRS spekter pro jednotlivé komplexy bylo zjištěno, že velikost intenzity 
SERRS spekter a rychlost SERRS kinetik z komplexů neodpovídá intuitivnímu předpokladu o 
nízkém SERRS signálu a jeho pomalém nárůstu v případě interkalace porfyrinu, neboť pro 
komplex CuTMPyP4 s poly(dG-dC)2 je průběh SERRS kinetiky velmi rychlý a výsledný SERRS 
signál mnohem větší, než pro poly(dA-dT)2, poly(dA)·poly(dT). Po porovnání výsledků ze SERRS 
a RRS se ukázalo, že při SERRS experimentech je pozorované spektrum důsledkem spíše než 
porfyrinu v komplexu důsledkem porfyrinu z komplexu uvolněného. Při charakterizaci koloidních 
systémů pro SERRS měření bylo dále zjištěno, že pro koloidy s nízkým ζ-potenciálem je SERRS 
signál nestabilní s dobou expozice vzorku, což je patrně způsobeno projevem tvorby „hot spots“ i 
v makroskopickém vzorku. 
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Abstract: Complexes of cationic porphyrins with nucleic acids are interesting from the point of 
view of delivery of therapeutic oligonucleotides into cells as well as for photodynamic therapy of 
cancer. Diploma thesis deals with study of the complexes of cationic metalloporphyrin CuTMPyP4 
with poly(dG-dC)2, where intercalation of porphyrin within polynucleotide’s base pairs is supposed 
and with poly(dA-dT)2, poly(dA)·poly(dT), in which external groove-binding of CuTMPyP4 on the 
helix is assumed. The measurements were made by SERRS, RRS and absorption spectroscopies. 
From the time evolution of the SERRS spectra for each complex it was found, that intensity of 
SERRS spectra and rate of SERRS kinetics for complexes fall short of intuitive supposition about 
low SERRS signal and its slow increasing in the case of intercalation of porphyrin, because for 
complex of CuTMPyP4 with poly(dG-dC)2, the SERRS kinetic are very fast and final SERRS 
signal is more intense than for poly(dA-dT)2, poly(dA)·poly(dT). Comparing the SERRS and RRS 
spectra of the complexes it was found that SERRS spectra correspond to the porphyrin molecules 
released from the complexes rather that to the entire complexes. Study of various colloidal systems 
used for SERRS measurements revealed that SERRS signal evolves with time of exposition, 
namely for colloids with low ζ-potential, which seems to be caused by existence of „hot spots“ 
exhibiting themselves also in macroscopic sample. 
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1.Úvod 
 
   Pro vývoj a životaschopnost buněk jsou nejdůležitějšími molekulami nukleové kyseliny, 

v kterých je uložena genetická informace organismu. Jedná se o biologicky nejvýznamnější 

molekuly, které mimo jiné určují i stáří buňky a tedy ovlivňují její dělení. Každá zdravá 

buňka má své dělení přísně regulováno. Při vzniku mutace v genetickém kódu ovšem může 

regulační aparát buněčného cyklu selhávat. Taková mutace může být zapříčiněna 

působením vnějších vlivů - karcinogenů - jako je cigaretový kouř či radiace. Genetické 

abnormality mohou ovšem také vznikat náhodnou chybou v opravné aktivitě DNA, 

popřípadě při její replikaci či mohou být zděděny. K narušení regulace dělení může 

docházet např. i aktivitou telomerázy. Není-li buněčný cyklus správně řízen pak se zvyšuje 

pravděpodobnost nekontrolovatelného dělení buňky a selhání mechanismu její programové 

smrti, což vede ke vzniku rakovinového bujení. K řešení tohoto problému se v dnešní době 

využívá řada léčebných postupů. Jedním z nich je tzv. fotodynamická terapie nádorových 

onemocnění, kdy jsou do organismu vpraveny hematoporfyriny či jim podobné látky, které 

se samovolně soustředí v oblasti rakovinné tkáně a jsou následně působením vhodného 

záření uvedeny do excitovaného stavu. Přechod těchto molekul zpět do základního stavu je 

spojen s přenosem energie na molekuly kyslíku v jejich okolí, což vede ke vzniku 

singletních molekul kyslíku v excitovaném stavu. Takovéto molekuly kyslíku jsou 

mnohem reaktivnější než jejich triplení forma v základním stavu a reagují-li například 

s DNA dané buňky, má tato interakce často za následek nevratné poškození buňky a její 

následnou smrt. Pro fotodymnamickou terapii jsou tedy nejvhodnější fotosenzibilátory 

schopné vazby přímo do DNA, jakými jsou například právě porfyriny. Jako další způsob, 

jak by bylo možné zabránit rakovinovému bujení se nabízí postup založený na interakci 

porfyrinů se čtyřzávitnicemi tvořenými guaninovými kvadruplexy. Telomerická část DNA 

je totiž bohatá na guanin a stabilizací guaninových kvadruplexů na těchto úsecích DNA by 

bylo možné inhibovat telomerázovou aktivitu. 

   Genetická informace buňky může být také pozměněna vložením cizorodé DNA (virové, 

bakteriální atd.) do DNA buňky, což má za následek produkci patogenních proteinů 

buňkou. Jsou-li známi sekvence bází nežádoucího genu je možné k léčbě užít tzv. 

antisensní terapie, kdy jsou do infikované buňky transportovány terapeutické 
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oligonukleotidy bránící expresi cizorodého genu na úrovni translace. Transport těchto 

oligonukleotidů přes buněčnou membránu je ovšem ztížen jejich záporným nábojem. 

Jednou z možností jak tento záporný náboj kompenzovat je vytvořit komplex 

s kationickými porfyriny. Ty nejenže pomáhají průniku oligonukleotidu do buňky, ale také 

daný oligonukleotid chrání před jeho štěpením nukleásami. 

   Právě kvůli svým biomedicínským aplikacím jsou porfyriny a komplexy porfyrinů 

s nukleovými kyselinami v posledních letech intenzivně studovány. Jednou z metod 

využívaných ke studiu vzájemné interakce porfyrinů s oligonukleotidy je spektroskopie 

povrchem zesíleného resonančního Ramanova rozptylu (SERRS), která má dvě hlavní 

výhody, a to možnost studia daných systémů za koncentrací odpovídajících fyziologickým 

a možnost studia vzájemných interakcí i pro molekuly se silnou fluorescencí, což je případ 

systémů používaných v této diplomové práci. V posledních letech bylo publikováno 

množství prací, které na základě velikosti intenzity spekter z měření prováděných pomocí 

povrchem zesíleného Ramanova rozptylu (SERS) usuzují na způsob vazby porfyrinu k 

použitým oligonukleotidům, ovšem v daných pracích se většinou vychází z předpokladu, 

že v případě, kdy je porfyrin vmezeřen (interkalován) mezi bázové páry polynukleotidu, 

bude výsledný SERRS signál příslušných spekter slabý, neboť porfyrin bude málo 

přístupný zesilujícím kovovým nanočásticím, a naopak, je-li molekula porfyrinu navázána 

vně polynukleotidu do žlábku, bude intenzita získaných spekter vyšší v důsledku jeho větší 

exponovanosti vnějšímu prostředí. Tato diplomová práce se zaměřuje na ověření tohoto 

běžně přijímaného předpokladu, a to pomocí analýzy SERRS spekter komplexů, u kterých 

se dnes dá, na základě jiných než SERRS metod, považovat způsob interakce za známý, a 

to komplexů s poly(dG-dC)2, kde se usuzuje, že je porfyrin interkalován, dále s poly(dA-

dT)2 či poly(dA)·poly(dT), kde lze předpokládat vnější vazbu porfyrinu do žlábku. Práce se 

tedy zabývá otázkou zda lze z velikosti SERRS signálu porfyrinu v komplexech 

s nukleovými kyselinami usuzovat na jeho exponovanost vnějšímu prostředí, a za jakých 

podmínek. V opačném případě, jaký je minimální informační obsah SERRS spekter 

takových komplexů. 

   Tato diplomová práce vznikla v rámci řešení projektu GA UK 224/2006/B-FYZ/MFF 

„Biologicky a terapeuticky významné komplexy kationických porfyrinů a nukleových 

kyselin.“ 



 

2.Teoretická část 

 
2.1 Ramanův rozptyl 

 
    Ramanův rozptyl byl poprvé pozorován C. V. Ramanem v roce 1928 [1,2]. Jeho 

podstatou je zářivý přechod mezi dvěma stacionárními stavy molekuly, obvykle 

vibračními. Jedná se o rozptyl neelastický a vzniká v důsledku oscilací elektrických nábojů 

indukovaných monochromatickým zářením v molekule, která vykonává vlastní vibrační 

pohyb. Podrobněji např. v [3]. Dopadá-li na molekulu rovinná monochromatická vlna o 

frekvenci ω0, dochází v molekule k indukci frekvenčně závislého dipólového momentu, 

jenž lze podle klasické teorie vyjádřit vztahem: 

                                                             Ep
rtr

⋅= α ,                                                             

(2.1) 

kde αt  je tenzor polarizovatelnosti molekuly, který odpovídá schopnosti soustavy nabitých 

částic sledovat svými oscilacemi kmitání elektrické složky dopadajícího záření a E
r

 je 

vektor elektrické intenzity působícího záření. Koná-li molekula vibrační pohyb, má tento 

indukovaný lineární dipól tři složky a je možné ho vyjádřit ve tvaru: 

                                        )()()( 000 ff pppp ωωωωω ++−+=
rrrr ,                                   (2.2) 

ve kterém fω odpovídá frekvenci f-tého vibračního modu molekuly. Indukovaný dipólový 

moment má tedy kromě dominantní složky oscilující na frekvenci ω0 budícího záření i 

výrazně menší příspěvky představované dipólovými momenty oscilujícími na frekvencích 

)( 0 fωω ± , což je způsobeno mírnou změnou polarizovatelnosti molekuly díky vibračnímu 

pohybu jejích jader. První složka )( 0ωpr  zapříčiňuje vznik záření o stejné frekvenci jako 

dopadajícího záření a vysvětluje pružný Rayleighův rozptyl. Zbylé dva členy )( 0 fp ωω m
r  

jsou původci záření o frekvencích )( 0 fωω m a vysvětlují Ramanův rozptyl, který tedy 

vzniká v důsledku modulace elektrického dipólu kmitajícího s frekvencí ω0 molekulárními 

vibracemi s frekvencí fω . 
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   Ve spektrech rozptýleného záření budou kromě silné čáry na frekvenci budícího záření 

viditelné i slabší linie symetricky rozložené okolo frekvence ω0. Ty odpovídají právě 

Ramanovu rozptylu, který se zjednodušeně vysvětluje, jako kdyby molekula absorbovala 

foton dopadajícího záření o energii 0ωh  a při přechodu ze stacionárního stavu 1 do stavu 2 

současně vyzářila foton o energii dané vztahem: 

                                                   )( 120 EEs −±= ωω hh ,                                                 (2.3) 

kde E2-E1 odpovídá rozdílu energií vibračních stavů 1 a 2, přičemž h/120 EE −>ω , a ωS 

je frekvence rozptýleného záření. Představa o současné absorpci a emisi fotonu je pouze 

názornou analogií, protože v tomto případě se uplatňuje rozptylový interakční 

mechanizmus. Je-li energie rozptýleného fotonu větší než fotonu dopadajícího (tj. došlo-li 

k přechodu 2→1), mluvíme o anti-Stokesově oblasti Ramanova rozptylu. Má-li rozptýlený 

foton energii naopak menší (přechod 1→2), je výsledná spektrální čára v oblasti 

Stokesově. V té je intenzita čar větší než v anti-Stokesově, neboť v termodynamické 

rovnováze podléhá pravděpodobnost výskytu molekuly na energetické hladině E 

Boltzmanovu rozdělení exp(–E/kBT). 

   V případě budícího záření o energii podstatně menší než odpovídá energetickému rozdílu 

mezi základním a nejnižším excitovaným elektronovým stavem je příslušný Ramanův 

rozptyl nerezonanční. Pokud je ovšem energie působícího záření přímo shodná s energií 

elektronového absorpčního přechodu molekuly, mluvíme o rezonančním Ramanově 

rozptylu (RRS - resonance Raman scattering) a intenzita rozptylu může vzrůst i o pět řádů. 

Při RRS je molekula schopna přejít do excitovaného elektronového stavu, kdy se již 

mohou projevit její fluorescenční vlastnosti, což značně zvyšuje obtížnost měření 

některých vzorků. Jednou z možností jak se vypořádat s touto nevýhodou, je u daných 

látek použít metodu povrchem zesíleného Ramanova rozptylu (SERS - surface enhanced 

Raman scattering), která nejen že účinně zháší fluorescenci, ale také umožňuje měření 

vzorků o nízkých koncentracích, což není v případě slabé intenzitní odezvy klasických 

Ramanovských měření možné. 
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2.2 Povrchem zesílený Ramanův rozptyl 
 

   Jev povrchem zesíleného Ramanova rozptylu byl poprvé pozorován v roce 1974 M. 

Fleischmannem při studiu pyridinu adsorbovaného na stříbrné elektrodě, kdy získaná 

Ramanova spektra vykazovala překvapivě velký signál vzhledem ke koncentraci 

vyšetřované látky [4]. V následujících letech bylo na základě prací i dalších skupin [5, 6] 

zjištěno, že toto zesílení je způsobeno přítomností kovových nanostruktur s povrchovou 

hrubostí nebo charakteristickým rozměrem v řádu jednotek až desítek nm. Takovými 

nanostrukturami můžou být koloidní částice některých kovů, nanovýstupky na površích 

elektrochemicky zdrsněných elektrod nebo ostrůvkové kovové filmy nanesené na různých 

dielektrických površích. Velikost zesílení byla neuvěřitelně veliká a již v počátcích SERS 

spektroskopie byla odhadována až na hodnoty 106. Po třiceti letech intenzivního výzkumu 

je SERS již dobře popsaný a široce využívaný jev ze širší skupiny optických jevů 

spojených zesílením optického záření na kovových nanostrukturách. Spolu s povrchem 

zesílenou infračervenou absorpcí (SEIRA – Surface-enhanced infrared absorption), 

povrchem zesílenou fluorescencí (SEF – Surface-enhanced fluorescence) nebo hrotem 

zesílenou Ramanovou spektroskopii (TERS – Tip-enhanced Raman spectroscopy) 

představuje standardní součást povrchem zesílené spektroskopie (SES – Surface-enhanced 

spectroscopy), která je užívána k chemické a biochemické analýze, k charakterizaci 

nanostruktur a v poslední době se uplatňuje i v biologických či biomedicínských aplikacích 

[7]. SERS se také ukázal jako efektivní analytická identifikační metoda ve spojení 

s některou ze separačních technik (vysokoúčinná kapalná chromatografie, chromatografie 

na tenké vrstvě či elektroforéza) [8, 9, 10]. 

   Protože intenzita rozptýleného záření je úměrná čtverci indukovaného dipólového 

momentu, který je daný vztahem (2.1), je zřejmé, že SERS zesílení může souviset jak se 

zvýšením polarizovatelnosti molekuly αt , tak lokální intenzity elektrického pole E
r

 vlivem 

kovové nanostruktury. Příspěvek k celkovému zesílení Ramanova rozptylu, způsobený 

lokálním zvýšením intenzity elektomagnetického pole v blízkém okolí kovové 

nanostruktury, představuje elektromagnetický mechanismus SERS zesílení. Naroste-li 

těsným kontaktem molekuly s kovovým povrchem velikost její polarizovatelnosti, 

mluvíme o příspěvku zesílení daném chemickým mechanismem. 
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2.2.1 Elektromagnetický mechanismus 
   Podstatou elektromagnetického mechanismu je zesílení intenzity lokálního 

elektromagnetického pole v blízkém okolí kovových nanostruktur, kde se nachází 

studovaná molekula. Dochází k němu působením excitačního záření na kovovou 

nanočástici, u které je vyvolána resonanční excitace povrchových plasmonů - kolektivní 

excitace vodivostních elektronů, kdy na povrchu kovu dochází k oscilacím nábojové 

hustoty a jejich šíření podél rozhraní kov-okolí. Oscilace povrchových plasmonů mají za 

následek zvýšení intenzity elektromagnetického pole v blízkosti povrchu a molekula 

adsorbovaná na povrchu potom Ramanovsky rozptyluje toto zesílené záření. Je-li stejně 

jako původní záření i rozptýlené v resonanci s modem povrchových plasmonů v kovu, 

dochází opět k velkému zvýšení intenzity, tentokrát emitovaného záření. Plasmonové 

resonance v nanostrukturách jsou tedy u SERSového jevu vždy přítomny a jsou nezbytnou 

podmínkou k jeho pozorování. Vysoce efektivní přenos energie z adsorbované molekuly 

na povrch kovové nanostruktury vede také ke zkracování doby života excitovaného stavu 

studované molekuly, což má často za následek výrazný pokles její fluorescence [11, 12]. 

Z toho důvodu mohou být získány SERS a SERRS (surface-enhanced resonance Raman 

scattering) spektra i ze silně floureskujících vzorků. 

   K odvození vztahu pro faktor zesílení intenzit dopadajícího )( 00 ωE a rozptýleného 

)( SE ω  záření je možné použít aproximaci jedné molekuly umístěné ve vzdálenosti d od 

izolované kovové nanočástice ve tvaru koule, s poloměrem a a dielektrickou funkcí ε(ω), 

vloženou do homogenního media s dielektrickou konstantou εm (Obr. 2.1), přičemž se 

předpokládá, že rozměry částice jsou mnohem menší než excitační vlnová délka. Pro 

zesílení F(ω0) budícího záření )( 00 ωE pak z elektromagnetické teorie plyne vztah [13]: 
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kde ED(ω0) odpovídá elektromagnetickému poli dipólu indukovného kovovou koulí [13,7]. 

Takto zesílené záření dopadá na studovanou molekulu, kterou je Ramanovsky rozptýleno a 

pokud je i toto rozptýlené záření v resonanci s povrchovými plasmony kovu, bude i jeho 

intenzita zvýšena. Faktoru EF(ωS) pro celkové elektromagnetické zesílení potom odpovídá 

vztah [13]: 
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ve kterém ωS označuje frekvenci záření z Ramanova rozptylu. Protože ε(ω) je komplexní 

veličina a faktor zesílení má singularitu příslušející plasmonové resonanci ε(ω) = -2εm , má 

resonanční podmínka tvar Re(ε(ω))= -2εm. Resonanční podmínka jasně ilustruje základní 

vlastnosti SERS [7], především, že SERS zesílení se projeví jen u materiálů s vhodnými 

optickými vlastnostmi ve spektrálním oboru excitačního záření )( 00 ωE . Pro excitace ve 

viditelné oblasti spektra jsou nejběžněji užívané materiály stříbro, zlato a měď, u kterých je 

EF mnohem větší než 1 [7]. Další vlastnost souvisí s imaginární částí dielektrické funkce 

Im(ε (ω)), jenž musí být pro maximální zesílení u resonanční frekvence malá. 

Elektromagnetický mechanismus je zřejmě nezávislý na přítomnosti studované molekuly a 

jeho efekt rychle klesá se vzdáleností od povrchu nanostruktury jako .~
12
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⎜
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⎛

+ da
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Obr 2.1: Zobrazení molekuly  umístěné ve vzdálenosti d od kovové nanočástice s poloměrem a. 

Převzato z [7]. 

 

   Plasmonová resonance může být ovlivněna i tvarem a velikostí kovových částic, 

popřípadě dielektrickou konstantou vnějšího prostředí. Pro hladké kovové povrchy je 

SERS zesílení relativně nízké [11, 12]. Jsou-li ovšem kovové částice malé, se zakřiveným 

povrchem o průměru 5 - 100 nm, pak může efekt elektromagnetického mechanismu být 

104-106 [12, 14]. Zesílení je také vyšší u agregátů či fraktálních struktur než v okolí 

izolované částice sférického tvaru, ovšem dochází-li k interakci nanočástic, vede to ke 

komplikacím spojeným s možností vzniku velmi silných polí v oblastech mezi částicemi 

(viz. kapitola 2.2.3). 
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2.2.2 Chemický mechanismus 
   Příspěvek k SERS zesílení daný chemickým mechanismem je způsoben interakcí mezi 

kovovou nanostrukturou a adsorbátem, při které dochází k resonančnímu přenosu náboje 

(CT - charge transfer) mezi molekulou adsorbátu a kovovou nanostrukturou, nebo vzniká 

přímo komplex adsorbát-kov spojený chemickou vazbou. Přenos náboje i vytvoření nové 

vazby vede ke změnám polarizovatelnosti α molekuly, navíc její elektronový obal může 

být interakcí s povrchem kovové nanostruktury zdeformován. Je-li energie interakce 

kladnější než -25 kJ mol-1, pak mluvíme o fysisorpci. Dosahuje-li tato energie negativních 

hodnot přesahujících -40 kJ mol-1, pak je daná interakce označována jako chemisorpce a 

vede k opravdu velkým změnám α [7]. Přechod mezi fysisorpcí a chemisorpcí je 

samozřejmě spojitý. 

   K objasnění chemického mechanismu SERS zesílení lze přistupovat dvěma způsoby. 

První uvažuje resonanční přenos elektronu z Fermiho hladiny kovu na nejnižší neobsazený 

molekulový orbital analytu (LUMO) [7, 15], a to vlivem excitačního záření. Následná 

rekombinace páru elektron–díra excitovaného CT stavu a emise energetického rozdílu má 

za následek Ramanovsky posunutou frekvenci, přičemž molekula zůstává ve vibračně 

excitovaném stavu. Druhý přístup pracuje formálně s představou resonančního Ramanova 

rozptylu (RRS) od komplexu kov-molekula, je-li excitační záření v resonanci 

s elektronovým přechodem tohoto komplexu. Aby mohlo dojít k přenosu náboje nebo aby 

bylo možno uvažovat o metalokomplexu molekuly analytu a kovové nanostruktury, musí 

být molekula na kovový povrch chemisorbována. Pokud se molekuly analytu adsorbují na 

kovový povrch ve více vrstvách, chemisorpce, chemický mechanizmus zesílení a s nim 

související efekty se týkají pouze první vrstvy adsorbátů, kdežto elektromagnetický 

mechanizmus zasahuje i vzdálenější vrstvy. V literatuře se pak v této souvislosti mluví o 

tzv. efektech první vrstvy [7]. V mnoha případech silné chemisorpce dochází k vytvoření 

skutečné chemické vazby mezi molekulou a kovovým povrchem, vibrační mód je pak 

možno pozorovat v SERS spektrech jako zvláštní Ramanův pás. Pokud je excitační záření 

současně v resonanci s plasmonovou absorpcí kovové nanostruktury i vlastním 

elektronovým přechodem (slabě) fysisorbovaného analytu, kromě elektromagnetického 

mechanismus se uplatní i resonanční zesílení Ramanova rozptylu (RRS) samotné 

molekuly. V takovém případě mluvíme o povrchem zesíleném resonančním Ramanově 

rozptylu (SERRS). Chemický mechanismus vede ke zvýšení zesílení až o 102, ovšem 

v případě SERRS může být i mnohem vyšší [7, 16]. Označení SERRS se někdy používá i 
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v případech CT komplexů a komplexů s chemickou vazbou molekula-kov, zejména pokud 

je elektronová absorpce izolované molekuly blízká absorpci komplexu molekula-kov. Pak 

nelze jednotlivé mechanizmy jednoduše oddělit a všechny efekty jsou zjednodušeně 

označovány jako SERRS. 

   Doba života excitovaných stavů molekul adsorbovaných na kovové nanostruktury je 

obvykle kratší než u izolovaných molekul. Důvodem je kontakt s kovovým povrchem, při 

kterém se zvyšuje pravděpodobnost přenosu excitační energie z molekuly na kov. Zesílení 

SERS signálu pouze mechanizmem RRS (resonance excitačního záření s elektrovovým 

přechodem samotné molekuly) se pak paradoxně zmenšuje s rostoucí sílou chemisorpce, tj. 

s klesající vzdáleností analytu od kovového povrchu. Vzhledem k tomu, že příspěvek 

elektromagnetického mechanizmu s rostoucí vzdáleností naopak prudce klesá (viz vztah 

2.5), skutečný průběh závislosti SERS zesílení na vzdálenosti může u některých analytů 

vykazovat lokální maximum v určité vzdálenosti od povrchu. Pokud není excitační záření 

přímo v resonanci s elektronovou absorpcí povrchového komplexu nebo analytu, ale je jí 

blízká, mluvíme o povrchem zesíleném pre-resonančním Ramanovu rozptylu. 

 

2.2.3 Koloidy  
   Nejběžněji užívané substráty při SERS experimentech jsou kovové elektrody, ostrůvkové 

filmy a koloidní roztoky. Poslední jmenované jsou často využívané díky jejich snadné 

přípravě a poměrně jednoduché charakterizaci pomocí absorpčních měření. Kovové 

koloidy mohou být vytvořeny různými postupy - laserovou ablací z kovového povrchu, 

kdy vznikají chemicky čisté koloidy, či fotoredukcí. Nejčastějším způsobem je ovšem 

metoda, při které dochází k chemické redukci stříbrné či zlaté soli chemickým činidlem 

(např. borohydridem či citronanem sodným) za vzniku suspenze obsahující kovové 

nanočástice různé velikosti. Velikost a tvar vzniklých částic je možné částečně kotrolovat 

výběrem kovu, redukčního činidla, teploty popřípadě užitím stabilizátoru. Jedním 

z obvykle užívaných koloidních systémů je stříbrný borohydridový koloid, který je 

standardně připravován následujícím postupem [17, 18]: 

- 3.5 mg NaBH4 se rozpustí v 75 ml deionizované vody, čímž vznikne 1.2×10-3 M 

roztok NaBH4. Daný roztok se poté zchladí v ledové lázni na teplotu ~ 2°C. 

- 6.76 mg AgNO3 se rozpustí v 18 ml deionizované vody za vzniku 2.2×10-3 M 

roztoku AgNO3. 
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- Do roztoku NaBH4 o teplotě ~ 2°C se za stálého míchání po kapkách přikapává 9 

ml připraveného roztoku AgNO3. Poté se vzniklý roztok ještě minimálně 45 

minut míchá v uzavřené baňce, dokud se roztok neohřeje na laboratorní teplotu. 

 

Takto vzniklý koloid žluté barvy může vydržet stabilní po několik měsíců, případně i let, a 

jeho absorpční maximum se nachází u vlnové délky ~ 390 nm. 

   Nevýhodou koloidních systémů je tendence obsažených částic k agregaci, což může vést 

k jejich vypadnutí z roztoku a následné sedimentaci. Z toho důvodu se do roztoku často 

přidávají stabilizační činidla. Další nevýhodou je ztížená reprodukovatelnost výsledných 

SERS spekter způsobená rozdílností povrchových potenciálů pro jednotlivé koloidy. Daný 

povrchový potenciál závisí na celkovém potenciálu roztoku a může se značně lišit pro 

každou přípravu. Koloidní částice jsou na svém povrchu obaleny opačně nabitými ionty 

z roztoku, které jsou částečně pevně přichyceny k částici a částečně rozptýleny v roztoku 

takovým způsobem, aby výsledný potenciál byl roven nule. Na povrchu částice se tedy 

vytváří potenciálový rozdíl, který klesá se vzrůstající vzdáleností od částice. Elektrický 

potenciál u vnější pohyblivé vrstvy iontů je již zmiňovaný povrchový potenciál zvaný zeta-

potenciál (ζ-potenciál) a poskytuje důležité informace o náboji neseném kovovou částicí a 

tudíž i o stabilitě systému a schopnosti jeho interakce s analytem [7] (Obr 2.2). Dosahuje-li 

absolutní hodnota zeta-potenciálu 50 mV a více, je daný koloid velmi stabilní díky 

vzájemnému elektrostatickému odpuzování částic, ale adsorpce záporně nabitých analytů a 

získání SERS-aktivního systému je obtížné, ne-li nemožné . Se snižujícím se ζ-

potenciálem se zlepšuje adsorpce záporných a neutrálních analytů, ale stabilita suspenze 

klesá a často dochází k samovolné koagulaci [7]. 

 



 
Obr 2.2: Ilustrace dvojvrstvy kovové nanočástice s používaným názvoslovým pro elektrický 

potenciál v závislosti na vzdálenosti od povrchu částice. Převzato z [7]. 

  

   Proces agregace koloidů ovlivňují různé faktory jako je ζ-potenciál koloidu, teplota, 

chemické vlastnosti roztoku a v neposlední řadě náboj a koncentrace adsorbátu. Již 

samotné přidání analytu často vyvolává shlukování původně izolovaných nanočástic do 

složitějších útvarů, obvykle připomínajících fraktály. Agregaci koloidu lze nejjednodušším 

způsobem studovat pomocí UV-VIS absorpce, kde se projeví charakteristickými změnami 

plasmonové rezonance. Například relativně úzký (pološířka ~ 40 - 55 nm) a jen mírně 

asymetrický absorpční pás neagregovaného borohydridem redukovaného Ag koloidu se 

začne na dlouhovlnné straně rozšiřovat. Současně klesá absorpce v původním maximu (~ 

390 nm), přičemž se jeho poloha posouvá k vyšším vlnovým délkám jen nepatrně (< 3 

nm). Výsledkem je silně asymetrický průběh absorpčního pásu agregovaného Ag koloidu, 

které se se spektrem neagregovaného koloidu protíná v oblasti 430 – 455 nm. 

   Agregace Ag koloidu je dynamický proces s vlastní kinetikou závislou na řadě faktorů. 

Pokud je spuštěná určitým impulzem, např. přidáním analytu do určité koncentrace, lze 

sledovat její průběh v čase. Při dostatečně pomalé kinetice se spektra plazmonové 

rezonance s dobrou aproximací protínají v izobestickém bodě. 
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   Nárůst plazmonové rezonance agregovaného Ag koloidu v oblasti nad izobestickým 

bodem znamená, že při excitaci SERS spekter vlnovými délkami z této oblasti dochází 

k výrazně většímu zesílení díky efektivnější absorpci excitačního záření. Pokud jsou 

k dispozici obvyklé laserové excitace (488, 514.5 a 532 nm), agregace koloidu je velice 

žádoucí a k jejímu dosažení se používají různé postupy. Pokud dostatečnou agregaci 

nevyvolá samotný analyt, používá se přídavek různých agregačních činidel, obvykle 

aniontů anorganických solí (F-, Cl-, Br-, I-, SO4
2- [19]). 

   K zesílení SERS signálu v agregovaných koloidech však nedochází pouze v důsledku 

větší plazmonové rezonance na excitační vlnové délce. Druhý mechanizmus souvisí s tím, 

že elektromagnetické pole v místě kontaktu dvou a více nanočástic je výrazně větší než na 

povrchu jedné izolované [20, 7]. Pokud je část molekul analytu umístěná v takových 

dutinách, jsou vystaveny elektromagnetickému poli vysokých intenzit a jejich SERS signál 

může přispívat k průměrnému spektru makroskopického rozptylového objemu naprosto 

nepoměrně k jejich koncentračnímu zastoupení. Tyto vysoce lokalizována místa mají 

zpravidla rozměry menší než je vlnová délka excitačního záření a při měřeních pomocí 

Ramanova mikroskopu na koloidech nanesených na pevných podložkách se jevily jako 

izolované zdroje s extrémně vysokým SERS zesílením 1012 – 1015. V literatuře se pro 

jejich označení začal používat název „hot spots“, horká místa [7]. 

   SERS signál pocházející z „hot spots“ se vyznačuje řadou zajímavých vlastností. V r. 

1997 bylo poprvé prokázáno, že díky extrémnímu zesílení lze získat SERS signál i z jediné 

molekuly [21, 22]. V současnosti se Ramanova spektroskopie jedné molekuly (SMD-single 

molecule detection) dynamicky rozvíjí a kromě posunu detekčních limitů k 10-15 M přináší 

i zajímavé fundamentální poznatky, které nelze pozorovat v experimentech 

s makroskopickým rozptylovým objemem. Například v případě SMD experimentů byla 

pozorována časová proměnlivost SERS spekter. Na jedné straně bylo zjištěno, že celková 

intenzita SERS signálu z jedné molekuly vykazuje časové fluktuace [23]. SERS signál z 

„hot spot“ osciluje a po určité době zcela vymizí. Například střední doba, po kterou byl 

SERS signál z jedné molekuly rhodaminu 6G v agregovaném Ag (citrátem redukovaném) 

koloidu pozorován, byla ~ 50 s [23], ale s vysokou distribucí. Signál z některých „hot 

spots“ vymizel až po 1000 s. Kromě časové fluktuace celkové intenzity spektra bylo 

pozorováno relativní kolísání intenzit jednotlivých vibračních pásů. Jejich vzájemné 

intenzitní poměry se v čase vyvíjely, takže pro každý z pásů bylo možno stanovit jeho 

vlastní trajektorii [23]. Pro vysvětlení těchto fluktuací byly v originální práci [23] navržené 

3 mechanizmy: 
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a) Fluktuace v iontové obálce koloidních částic, které dynamicky mění uspořádání 

aktivního místa „hot spot“. Koloidní částice se vlivem přesunů iontů na jejich površích 

přibližují a vzdalují, a elektromagnetické pole v místě zachycení analytu kolísá. Teoretické 

výpočty však ukazují, že frekvence fluktuací by měla být řádově vyšší, než dokládá 

experiment. 

b) Vliv difúzního pohybu Ag adatomů, povrchových nerovností v řádu atomových 

rozměrů, které se vyskytují na nanočásticích, a které byly v r. 1984 navržené jako zdroj 

enormního SERS zesílení [24]. 

c) Difúzní pohyb molekuly analytu vyvolaný excitačním zářením. Molekula adsorbovaná v 

„hot spot“ není v klidu ale podstupuje řadu desorpčních a readsorpčních kroků. Intenzivní 

elektromagnetické záření posune celkovou bilanci na stranu desorpce, v důsledku čeho 

dochází k vytlačení molekuly z místa s největším elektromagnetickým polem. Tento jev 

byl experimentálně popsán jako fotodesorpce ještě před objevem SMD. 



2.3 Absorpční spektroskopie 

 
   Podstatou elektronové absorpční spektroskopie je měření změny intenzity optického 

záření při jeho průchodu absorbujícím prostředím. Podrobnější přehled lze najít v [25]. 

Absorbuje-li molekula záření, dochází k její excitaci na vyšší energetickou hladinu. 

Pravděpodobnost přechodu ze základního do excitovaného stavu je určena velikostí 

dipólového momentu přechodu. Výsledné absorpční spektrum je dáno strukturou 

elektronově-vibračních přechodů. Intenzita  vstupujícího monochromatického záření o 

frekvenci ν je při průchodu absorbující látkou snížena na . K měření velikosti absorpce 

záření látkou se využívá vztahu pro absorbanci A(ν) 

0
νI

νI

                                                                                                 ,log)(
0

ν

νν
I
IA =                                                                           

(2.6) 
 
který charakterizuje daný intenzitní pokles. Při zanedbání vzájemných interakcí molekul a 

vícefotonových efektů lze ke zjistění koncentrace studované látky ve vzorku využít 

Lambert-Beerova zákona pro absorbanci (2.7), kde ε(ν) označuje extinkční koeficient, C 

molární koncentraci vzorku a l délku dráhy, kterou světlo v absorbujícím prostředí urazí. 

Je-li známa hodnota extinkčního koeficientu pro studovanou látku a délka dráhy svazku, 

pak už je podle (2.7) možné jednoduchým způsobem určit koncentraci zkoumaných 

molekul v roztoku z naměřených velikostí absorbance.   

                                                                lCA ⋅⋅= )()( νεν                                               (2.7) 

  

   Ve viditelné oblasti světla je k pozorování absorpce nezbytná přítomnost elektronů v π 

vazebných orbitalech popřípadě v nevazebných molekulových orbitalech. Pak je přechod 

elektronu z π do π* v oblasti 180 - 800 nm. V roztocích ovšem nejsou čistě elektronové 

přechody patrné, neboť v důsledku mezimolekulárních interakcí jsou spektra nespecificky 

rozšířena. 
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2.4 Porfyriny 

 

   Nejjednodušším porfyrinem je porfin. Jedná se heterocyklický aromatický kruh 

planárního tvaru, jehož součástí jsou čtyři pyroly k sobě vázané metinovými můstky 

(Obr.2.4 a)). Všechny přirozeně se vyskytující i nepřeberné množství syntetických 

porfyrinů jsou různě substituované deriváty porfinu nebo příbuzných modifikovaných 

tetrapyrolů (chlorin, korin, atd.) Formy porfyrinů, kdy jsou na pyrolových dusících 

uprostřed makrocyklu přítomny pouze dva vodíky, jsou často označovány jako „free-base“. 

 

 
                       a)                                             b)                                              c) 

Obr.2.4 : a) porfin b) „free-base“ porfyrin s meso-substituenty c) metalovaná forma porfyrinu 

 

   Základní porfyrinový makrocyklus může být modifikován navázáním chemických 

skupin různých velikostí a nábojů. Z hlediska studia interakce porfyrinů s oligonukleotidy 

jsou ovšem nejpodstatnější substituenty s kladným nábojem, které umožňují snadnější 

vazbu porfyrinu k záporně nabitým nukleovým kyselinám díky coulombickému 

přitahování. V případě substitucí na pyrolových kruzích mluvíme o α- a β- substituentech. 

Jedná-li se o oblast metinových spojek, jsou porfyriny označovány jako meso-

substituované (Obr. 2.4 b)). Kladně nabité substituenty mimo jiné usnadňují rozpustnost 

porfyrinů ve vodě. 

   Kromě modifikací vnějších oblastí heterocyklu lze vlastnosti porfyrinů pozměnit 

navázáním iontu přechodového kovu do středu makrocyklu, kde nahradí dva vodíky free-

base fromy. Schopnost porfyrinů udržet kovový atom ve svém centru je způsobena 

přítomností čtyř dusíků na pyrolových kruzích, ke kterým je daný přechodový kov 

zachycen pomocí koordinačních vazeb. Porfyriny s centrálním kovovým atomem jsou 

často nazývány metaloporfyriny (Obr. 2.4 c)). Tvar a vazebné vlastnosti metaloporfyrinu 
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závisí na koordinačním čísle atomu přechodového kovu. Například Fe-substituované 

porfyriny s koordinačním číslem 5 mají pátou koordinační vazbu ve směru kolmém 

k rovině makrocyklu, kam může být navázán axiální ligand, čímž dochází k narušení 

planární geometrie porfyrinu. 

   Jak free-base tak i metaloporfyriny silně absorbují světlo ve viditelné a blízké 

ultrafialové oblasti spektra, což je způsobeno relativně malým rozdílem mezi základním a 

excitovaným elektronovým stavem heterocyklu. Jejich absorpčním spektrům dominuje 

zejména Soretův pás v oblasti kolem 400 nm. Free-base porfyriny kromě toho absorbují 

v oblasti 500 – 700 nm, kde mají zpravidla 4 méně intenzivní Q-pásy. Metalací porfrinu se 

počet Q-pásů obvykle sníží na 2 (Obr. 2.6 b)). Poloha a tvar Soretu a Q-pásů je do určité 

míry pro každý porfyrin charakteristická, i když díky jednoduchosti absopčního spektra a 

podobnosti elektronové struktury příbuzných porfyrinů neumožňuje jednoznačnou 

identifikaci. 

   Porfyriny a jejich deriváty jsou významné biomolekuly nacházející se například 

v červených krvinkách či v zelených listech rostlin, neboť jejich zřejmě nejznámějšími a 

nejrozšířenějšími zástupci jsou hem a chlorofyl. Syntetické deriváty porfyrinů jsou užívány 

například v protivirové léčbě, k transportu terapeutických oligonukleotidů do buněk, 

k stabilizaci určitých struktur nukleových kyselin nebo ve fotodynamické terapii 

nádorových onemocnění. Právě kvůli jejich terapeutickému potenciálu a uplatnění 

v biomedicíně jsou v posledních letech intenzivně studovány fyzikálně-chemické vlastnosti 

porfyrinů a jejich interakce s dalšími biomolekulami, zejména nukleovými kyselinami. 

Díky elektronové absorpci ve viditelné oblasti lze ke studiu porfyrinů použít resonanční 

Ramanovou spektroskopii, která dovoluje při excitaci v oblasti Soretu použít roztoky 

s koncentracemi ~ 10-6 M. Měření RRS spekter s rezonancí v oblasti Q-pásů je obvykle 

ztíženo nebo úplně znemožněno silnou vlastní fluorescencí v oblasti nad 550 nm. Pro řadu 

účelů je potřebné studovat komplexy porfyrinů za koncentrací výrazně nižších než 

dovoluje RRS. Zde se nabízí prostor pro využití SERS a SERRS spektroskopie, které 

dávají dostatečně silnou odezvu i při nízkých koncentracích vzorků a také účinně zháší 

fluorescenci. 

 

2.4.1 CuTMPyP4 
   Při měřeních prováděných v rámci této diplomové práce byl používán konkrétně 

kationický metaloporfyrin Cu(II)-5,10,15,20-meso-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porfyrin 

(CuTMPyP4) (Obr. 2.5). V základním elektronovém stavu je koordinační číslo Cu2+ čtyři a 



všechny koordinační vazby směřují k pyrolovým dusíkům. Centrální atom je umístěn 

v rovině porfyrinu a nemá možnost vazby axiálního ligandu. CuTMPyP4 je tedy 

porfyrinový kruh o planární geometrii, ke kterému jsou ovšem navázány jako meso-

substituenty čtyři N-methylpyridylové skupiny orientované svými rovinami přibližně 

kolmo k rovině porfyrinového makrocyklu. Zajímavou vlastností řady porfyrinů s Cu2+ 

jako centrálním atomem je schopnost dodatečné axiální koordinace v excitovaném 

elektronovém stavu. Dochází k tomu při jakékoliv elektronové excitaci prostřednictvím 

Soretu nebo Q-pásů, kdy elektronová excitace makrocyklu způsobí přenos elektronu mezi 

d orbitaly centrálního atomu a dočasně, po dobu trvání excitace, umožní vytvoření páté 

axiální koordinační vazby. Pokud se v okolí nachází vhodný ligand, dojde k jeho navázání 

a vytvoření exciplexu s dobou života nepřesahující jednotky ns. Vytvoření exciplexu má 

dramatické důsledky pro řadu vibračních módů porfyrinu a lze ji velice dobře pozorovat 

pomocí Ramanovy spektroskopie. 

 

 
Obr.2.5: Cu(II)-5,10,15,20-meso-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porfyrin (CuTMPyP4). Převzato z 

[26]. 

 

   CuTMPyP4 byl pro naše studium vybrán díky kladným meso-substituentům, které 

zajišťují jeho dobrou rozpustnost ve vodě, velice slabou samoasociaci i při relativně 

vysokých koncentracích, silnou interakci se záporně nabitými nukleovými kyselinami 

(NK) a – díky planární struktuře makrocyklu a absenci axiálních ligandů – srovnatelnou 
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schopností interkalace mezi baze NK i externí vazby do žlábků. Volba metalované Cu2+ 

formy souvisí s použitím SERRS spektoskopie ke studiu jeho komplexů s polynukleotidy. 

Zejména pro měření kinetik nárůstu SERRS signálu nejsou free-base formy vhodné, 

protože u nich dochází ke spontánní metalaci atomy Ag+ přítomnými v koloidech, která se 

projevuje v řadě spektrálních změn. Použití metalačně i fotochemicky velice stabilních 

Cu2+ derivátů výrazně zjednodušuje interpretaci jevů, které jsme v koloidních systémech 

pozorovali. Příklady SERRS a absorpčního spektra CuTMPyP4 jsou uvedeny na Obr. 2.6 

a), b). Přiřazení nejintenzivnějších pásů pozorovaných v RRS a SERRS spektrech 

příslušným vibračním módům molekuly CuTMPyP4 je uvedeno v tabulce 2.1. 

 
a)                                                                         b) 

Obr. 2.6: Spektra CuTMPyP4 a) SERRS spektrum; b) absorpční spektrum (S - Soret, Q – Q-pásy). 

 

 

vlnočet 
[cm-1]  

intenzita 
čáry 

přiřazení vibrace, 
grupa symetrie  

vlnočet 
[cm-1]  

intenzita 
čáry 

přiřazení vibrace, grupa 
symetrie   

1643 silná 1220 silná δ(pyr), A1g δ(pyr), A1g

δ(pyr),ν(N+-CH3), A1g
d1569 silná 1191 střední ν(Cβ-Cβ),A1g

1519 velmi slabá ν(Cβ-Cβ),B1g 1099 střední δs(Cβ-H),A1g

1465 velmi slabá νs(Cα-Cβ),A1g 1055 velmi slabá pyr δ(C-H),A1g

1365 silná νs(Cα-N),A1g 1005 střední νs(Cα-Cm),A1g

1301 velmi slabá νas(Cα-Cβ),B2g 906 slabá δs(por),A1g

1255 silná δ(Cm-pyr), A1g 794 střední pyr ν(C-C) + ν(N+-CH3), A1g
d

 

Tabulka 2.1: Pozorované RRS pásy a jim odpovídající molekulární vibrace pro CuTMPyP4. 

Značení: ν - valenční vibrace; δ - deformační vibrace; indexy s,as – symetrický a antisymetrický 

mód, pyr - N-methylpyridylová skupina; por - porfyrinové jádro. Převzato z [27]. 
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2.5 Nukleové kyseliny 

 
   Nukleové kyseliny (NK) jsou lineární biopolymery složeny z monomerních jednotek 

nukleotidů, které jsou tvořeny zbytkem pentosy (v cyklické formě), dusíkaté 

heterocyklické báze a kyseliny fosforečné. Je-li sacharidem přítomným v  nukleotidech β-

D-ribosa, pak mluvíme o kyselinách ribonukleových neboli RNA. Vyskytuje-li se 

v nukleotidech pentosa β-D-deoxyribosa, jsou příslušné nukleové kyseliny nazývány 

deoxyribonukleové neboli DNA. DNA a RNA se liší umístěním v buňce i funkcí. DNA se 

nachází v jádře buňky (u eukaryot) a má klíčový význam, neboť je v ní uložena genetická 

informace organismu. RNA se nachází jak v jádře buňky tak v cytosolu a je jí více druhů, 

přičemž každý má jinou funkci. Většina RNA se ale podílí na translaci při genové expresi. 

Podrobněji např. v [28]. 

 

 
 

Obr.2.7: Příklad oligonukleotidu: dAdCdGdT 

 

   Strukturní rozdíl mezi RNA a DNA nespočívá pouze v odlišném druhu cukru, ale také 

v použitých bazích. V DNA se jako báze objevují dva deriváty purinu: adenin (A) a guanin 

(G), a dva deriváty pyrimidinu: cytosin (C) a thymin (T). V RNA je místo T přítomen 

uracil (U), též odvozený od pyrimidinu. Báze jsou v nukleotidu vázány k prvnímu 
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uhlíkovému atomu pentosy přes β-N-glykosidickou vazbu. Zbytek kyseliny fosforečné je 

vázán na pátý uhlík pentosy vazbou esterovou. Nukleotidy jsou k sobě napojovány přes 

esterovou vazbu mezi fosfátovou skupinou na pátém uhlíku pentosy a třetím uhlíkovým 

atomem pentosy následujícího nukleotidu. Sekvence nukleotidů vzniklého polynukleotidu 

se píše vždy od 5´- konce (Obr.2.7). Nukleotidy obsahující deoxyribosu se označují 

písmenem d před symbolem báze. 

 

 
Obr.2.8: a) párování bazí; b) struktura B-DNA s dobře viditelným stohováním bazí (červeně). 

Převzato z [28]. 

    

   DNA je složena ze dvou antiparalelních komplementárních polynukleotidových řetězců, 

jenž se formují převážně do pravotočivé dvoušroubovice. Vlákna drží pohromadě 

především díky interakcím bazí mezi opačnými řetězci a hydrofobnímu efektu. Každá báze 

jednoho polynukleotidu je pomocí vodíkových můstků spojena s bazí z druhého vlákna. 

Párování bazí je rovinné a probíhá podle Watson-Crickova modelu, ze kterého plyne, že 

adenin se váže pouze s thyminem pomocí dvou vodíkových můstků (s U jde-li o RNA) a 
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cytosin třemi můstky s guaninem (Obr. 2.8 a) ). Nepolární báze jsou lokalizovány uvnitř 

dvoušrobovice a částečně umístěny jedna nad druhu (Obr. 2.8 b) ), což je zapříčiněno nejen 

jejich párováním a hydrofobním efektem, ale také tzv. stackingem nebo-li stohováním. To 

je způsobeno vzájemným působením sousedních aromatických bazí jednoho řetězce, 

přesněji vertikální interakcí mezi jejich π-elektrony. Hydrofilní cukrfosfátové kostry 

dvoušroubovice jsou na rozdíl od bazí exponovány vně do okolního prostředí. Na 

stabilizaci dvoušroubovice se kromě již zmiňovaných sil podílí i interakce s kationty, které 

snižují vzájemné odpuzování záporně nabitých fosfátových skupin. 

   DNA může zaujímat několik konformačních forem. Nejstabilnější formou je B-DNA. 

V této formě je také uložena genetická informace v buňce. Jedná se o pravotočivou 

dvoušroubovici o průměru 2.37 nm, ve které je sklon páru bazí k ose helixu asi 1.2°. Počet 

párů bazí připadajících na jeden závit šroubovice je 10.4 a stoupání závitu odpovídá 3.4 

nm. Pro všechny dvoušroubovice DNA je typický výskyt žlábků, neboli oblastí mezi 

cukrfosfátovými kostrami, kde jsou báze odkryty okolnímu prostředí. V případě B-formy 

je patrný jeden široký a hluboký, nazývaný velkým žlábkem a druhý úzký a hluboký, 

označovaný malým žlábkem (Obr. 2.8 b)). Dalším typem pravotočivé DNA je A-DNA. 

Jedná se o nefyziologickou formu, která vzniká dehydratací B-formy. Její průměr je 2.55 

nm a má větší sklon bazí k ose helixu 19°. Levotočivou formou je Z- DNA. Ta má průměr 

helixu 1.84 nm a její velký žlábek je velmi plochý. 
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2.6 Interakce porfyrinů s DNA 

 
   Díky záporně nabitým fosfátovým skupinám exponovaným na povrchu DNA jsou 

kationické porfyriny k dvoušroubovici přitahovány zejména elektrostaticky. Kromě toho se 

při tvorbě a stabilizaci komplexů uplatňují hydrofobní efekt a van der Waalsovy síly mezi 

aromatickými bazemi a porfyrinovým makrocyklem. První relevantní výsledky ohledně 

interakce porfyrinů s nukleovými kyselinami byli získány v roce 1979 skupinou R. J. Fiela 

([29, 30, 31, 32]), kdy bylo prokázáno, že H2TMPyP4 se interkaluje zejména v oblastech 

DNA bohatých na G-C páry, přičemž interkalace vede ke vzrůstu bodu tání DNA a 

zvětšování viskozity se zvyšující se koncentrací porfyrinu. Později se objevili i další práce 

(např. [33] ), které pomohli objasnit možné způsoby navázání porfyrinu k DNA. Velkou 

úlohu v daných experimentech hrály jak free-base tak i metalované formy porfyrinů a bylo 

zjištěno [31 - 33], že v případě metaloderivátů H2TMPyP4 s centrálním atomem o 

koordinačním čísle 4 může porfyrin interkalovat do DNA stejně jako jeho free-base forma, 

neboť u něj nejsou přítomny axiální ligandy, které by této interkalaci bránily. Je-li ovšem 

koordinační číslo centrálního atomu vyšší, k interkalaci obvykle nedochází v důsledku 

přítomnosti axiálního ligandu. Takové metaloporfyriny se obvykle váží externě do žlábků 

dvoušroubovice. Díky metaloporfyrinům s různými centrálními atomy bylo také možné 

zjistit souvislost mezi způsobem navázání a zastoupením bázových párů v interakčních 

místech. 

   Dnes jsou obecně akceptovány tři základní typy vazby kationických porfyrinů na NK. 

Prvním z nich je již zmíněná interkalace, kdy se porfyrin vmezeří mezi nastohované báze 

do hydrofóbní oblasti DNA (Obr.2.9 a)). K tomuto způsobu vazby dochází v oblastech 

DNA, kde dominují G-C páry. Druhému způsobu navázání porfyrinu odpovídá vazba do 

žlábku dvouzávinice, která na rozdíl od interkalace není moc ovlivněna hydrofobním 

efektem a vzniká především v důsledku elektrostatické interakce fosfátové páteře DNA 

s kladně nabitými postranními skupinami pofyrinu. Je preferována především v oblastech 

DNA bohatých na A-T páry a může nastat buď jako tzv. vazba „face-on“ nebo „edge-on“. 

Při „face-on“ vazbě (Obr.2.9 b) ) je porfyrin vázán do velkého žlábku tak, že rovina jeho 

makrocyklu je orientována kolmo na roviny nastohovaných bazí DNA. Je-li interagujícím 

porfyrinem CuTMPyP4, pak je k této vazbě potřebná přítomnost sekvence čtyř 

alternujících A-T párů v polynukleotidu [32]. Jedná-li se o polynukleotid složený pouze 

z alternujících párů A-T, tj. poly(dA-dT)2, pak je tato vazba upřednostněna. Při „edge-on“ 



externí vazbě (Obr.2.9 c)) je porfyrinový makrocyklus k DNA vázán do malého žlábku, a 

to částečným zasunutím. K této vazbě dochází při existenci sekvence tří A-T párů 

seřazených do homopurinové-homopyrimidinové řady [34, 32]. Při takovém uspořádaní je 

DNA méně kompaktní a může dojít k jejímu rozvolnění, což má za následek lepší umístění 

porfyrinu v žlábku. V případě CuTMPyP4 a oligonukleotidu poly(dA).poly(dT), je tento 

způsob vazby preferován. 

   Třetím způsobem interakce je tzv. externí samostohování porfyrinů kolem dvouzávitnice 

DNA, při kterém se z porfyrinů vytvoří helikální struktura využívající DNA pouze jako 

svého templátu. Kromě sekvence bazí v polynukleotidu je síla a způsob inerakce ovlivněna 

samozřejmě i vlastnostmi porfyrinu, jako jsou velikost, náboj či pozice jeho substituentů, 

případně celkovou geometrií. 

 

 

 
                               a                                        b                                     c                 

 

Obr.2.9 : Možnosti vazby porfyrinu na DNA a) interkalace; b) externí vazba „face-on“ do velkého 

žlábku; c) externí vazba „edge-on“ do malého žlábku. 
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3.Motivace 

 
   Díky velkému terapeutickému potenciálu porfyrinů (při fotodynamické terapii 

nádorových onemocnění, porfyriny asistovaném transportu terapeutických oligonukleotidů 

do buněk, stabilizaci guaninových tetramérů v telomerní oblasti DNA) se v posledních 

letech intenzivně studují jejich fyzikálně-chemické vlastnosti a jejich interakce s různými 

biologicky významnými molekulami, především s DNA. Právě interakce porfyrinů 

s polynukleotidy a struktura takto vznikajících komplexů je v současné době velmi aktivně 

zkoumána. V této souvislosti se již objevilo několik prací, které ukazují, že jednou z metod 

vhodných pro získání hodnotných informací o struktuře daných komplexů by mohla být i 

SERS spektroskopie. Příkladem takové práce může být článek publikovaný skupinou 

Procházka a kol. [35] založený na studiu metalačních kinetik free-base porfyrinu jakožto 

indikátoru způsobu jeho vazby k nukleovým kyselinám. Výsledky dané práce vedly 

k závěru, že pomalé kinetiky metalace porfyrinu jsou důsledkem jeho interkalace mezi 

bázové páry užitého oligonukleotidu a naopak rychlá kinetika metalace odpovídá případu, 

kdy je porfyrin v komplexu exponován vnějšímu prostředí. 

   Tato diplomová práce byla zaštiťována Oddělením fyziky biomolekul FÚ UK, kde jsou 

také různé druhy porfyrinů již řadu let studovány a prvotní myšlenka, na co by měla být 

daná práce zaměřena, směřovala ke studiu interakce porfyrinů s dalšími významnými 

strukturami a to guaninovými kvadruplexy. O daných komplexech se totiž uvažuje jako o 

potenciálně velmi účinných inhibitorech telomerázové aktivity. Při seznamování se 

s výsledky, které byli již v oblasti výzkumu struktur guaninových kvadruplexů s porfyriny 

dosaženy, bylo ovšem objeveno několik prací, jež nás posléze navedly ke studiu komplexů 

porfyrinů, ne s kvadruplexy, ale s modelovými syntetickými polynukleotidy, u kterých je 

způsob jejich interakce z porfyriny relativně nejlépe prozkoumán. Jako příklad jedné 

z těchto prací uveďme článek publikovaný skupinou Wei a kol. [36]. V dané práci se 

skupina zabývala otázkou způsobu interakce free-base porfyrinu H2TMPyP4 s kvadruplexy 

(TG4T)4, AG3(T2AG3)3, (G4T4G4)2, a k tomu využívala SERS měření z daných komplexů, 

kdy jednotlivá spektra byla zaznamenávána krokově pomocí jednokanálového detektoru 

v časovém intervalu 15 minut. Pro jednotlivé komplexy tak byla získána SERS spektra o 

vzájemně různých intenzitách signálu porfyrinu, přičemž při interpretaci získaných SERS 



spekter se skupina odvolávala mimo jiné i na výsledky výše zmiňované práce [35] (ovšem 

s opomenutím vlivu metalace volného porfyrinu na výsledná spektra). Daná skupina tedy 

usuzovala, že nízký SERS signál pro některé komplexy je důsledkem horší přístupnosti 

porfyrinu v komplexu k zesilujícím koloidním nanočásticím, a že molekula H2TMPyP4 

bude tedy zřejmě interkalována mezi guaninové kvadruplexy, popřípadě navázána z vnější 

strany na jeden z kvadruplexů, ovšem překryta smyčkou tvořenou z A či T. (Obr.3.1 c,d). 

Byl-li SERS signál intenzivnější, bylo usuzováno na vazbu porfyrinu opět z vnější strany 

na krajní kvadruplex, avšak bez přítomnosti smyčky (Obr.3.1 b). Prací, ve kterých se 

předpokládá, že nízká intenzita SERS spekter komplexů porfyrinu s nukleovými 

kyselinami je způsobena nepřístupností interkalovaného porfyrinu vnějšímu prostředí se 

objevilo více. Vyvstává však otázka, zda je takovýto předpoklad oprávněný. Tato 

diplomová práce se proto zaměřila na ověření toho, zda je tento usuzovaný předpoklad 

skutečně správný či nikoli. To lze nejlépe provést s užitím komplexů porfyrinu 

s polynukleotidy, u kterých lze, na základě výsledků mnoha prací využívajících jiných než 

SERSových metod, dnes již předpokládat způsob vzájemné interakce za známý. 

 

          

                                                 

D           

b: c: 
volný  
H2TMPyP4

H2TMPyP4 + 
AG3(T2AG3)3 H2TMPyP4+ 

(TG4T)4
d: H2TMPyP4 + 

(G4T4G4)2 

Obr. 3.1 : Příklad práce využívající SERS spekter porfyrinů (H2TMPyP4) jakožto indikátorů jejich 

přístupnosti v komplexech s guaninovými kvadruplexy ((TG4T)4, AG3(T2AG3)3, (G4T4G4)2 ). 

Převzato z [42]. 
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4. Experimentální část 

 
4.1 Aparatury 

 
4.1.1 Ramanova aparatura  
   Schéma aparatury použité k měření všech .prezentovaných RRS a SERRS spekter je 

uvedeno na Obr.4.1. Zdrojem excitačního záření o vlnové délce 441.6 nm byl He-Cd laser 

s maximálním výkonem cca 15 mW na vzorku. Paprsek byl před vstupem do kyvety 

fokusován čočkou (S) na průměr ~ 100 μm a procházel kyvetou ve vertikálním směru. 

Rozptýlené záření bylo sbíráno pod úhlem 90° vzhledem ke směru excitačního paprsku. 

Klasická 90° konfigurace byla zvolena z toho důvodu, že Rayleighův rozptyl má ve směru 

kolmém na směr šíření excitačního svazku nejmenší intenzitu. Rayleighův rozptyl je však i 

v daném uspořádání stále velmi silný oproti rozptylu Ramanovu, proto byl za objektiv 

soustřeďující rozptýlené záření do monochromátoru zařazen holografický notch filtr (NF) 

pro vlnovou délku 441.6 nm, který snižuje intenzitu elastického rozptylu faktorem 10-6. 

Záření vstupovalo do spektrometru Spex Jobin-Yvon 270M s ohniskovou vzdáleností 270 

mm a mřížkou 5 × 5cm o 1200 vrypech na 1 mm. Spektrálně rozložené záření 

z monochromátoru bylo detekováno CCD detektorem (Princeton Instruments), který měl 

1340 × 100 detekčních elementů a byl chlazen kapalným dusíkem na provozní teplotu -

120°C. 

   Díky nižší disperzi použité mřížky a excitaci 441.6 nm bylo možno všechna RRS a 

SERRS spektra měřit v široké oblasti vlnočtů 600 - 3750 cm-1. Převážná část vibračních 

pásů porfyrinu se vyskytuje v intervalu 200 - 1800 cm-1. Důvodem pro zahrnutí vyšších 

vlnočtů byl pás odpovídající valenčním vibracím molekul vody, který se nachází mezi 

3100 cm-1 a 3600 cm-1. Tento pás byl použit jako vnitřní standard pro intenzitní 

normalizaci naměřených spekter. Sloužil tedy k odstranění neurčitostí, které mohla do 

našich výsledků vnést celková změna intenzity RRS a SERRS signálu způsobená různými 

nekontrolovatelnými vlivy jako jsou např. náhodné fluktuace intenzity laserového paprsku. 

Ke správnému přiřazení vlnočtů jednotlivým pixelům CCD detektoru sloužilo kalibrační 

spektrum, získané pomocí neonové výbojky, které bylo zaznamenáváno po každém měření 



studovaného vzorku. Použití jediné experimentální aparatury s fixními parametry, 

standardizovaných postupů vlnočtové kalibrace a intenzitní normalizace bylo možno získat 

velice reprodukovatelná a vzájemně porovnatelná spektra. 

 

 

 
 

Obr.4.1 : Schema aparatury pro měření Ramanova rozptylu: F - označuje místo kam je možné 

řadit interferenční filtr, sloužící ke spektrálnímu vyčištění záření a šedé filtry používané k nastavení 

intenzity svazku; S - čočka; V - umístění kyvety se vzorkem; O  -objektiv; NF - notch  filtr. 

 

4.1.2 Absorpční spektrometr 
   Absorpční spektra byla měřena pomocí UV–VIS spektrometru Perkin Elmer Lambda 12, 

jehož schéma je znázorněno na Obr.4.2. Záření z lampy procházelo mřížkou kde dochází 

k výběru vlnové délky a poté dopadalo na dělič svazku. Jeden ze svazků postupoval do 

zkoumaného vzorku a druhý do kyvety s referencí. Zdrojem záření pro viditelnou oblast 

byla halogenová lampa a pro oblast ultrafialovou deuteriová výbojka. Tomu odpovídal i 

maximální spektrální rozsah zařízení, který činil 190 - 1100 nm. Spektrální rozlišení 

aparatury bylo 2 nm. Všechna absorpční spektra byla měřena v 1 mm křemenných 

kyvetách v rozsahu 200 – 700 nm, s rychlostí skenování 240 nm/min. 
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Obr.4.2 : Schema absorpčního spektrometru: DL-deuteriová lampa; HL- halogenová lampa; Z-

zrcadlo; M- mřížka; DS-dělič svazku; V- vzorek; R- reference; S-čočka; D-detektor 
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4.2 Vzorky 

 
   Polynukleotidy použité v této práci, poly(dA-dT)2, poly(dG-dC)2 a poly(dA)·poly(dT), 

byly zakoupeny od Sigma-Aldrich a byly použity bez dalšího čištění nebo úpravy. Zásobní 

roztoky polynukleotidů pro všechna měření byly připraveny rozpuštěním zhruba 5 OD 

lyofilizovaného polynukleotidu ve 300 µl 20 mM sodného fosfátového pufru (Na-PBS 

pufr) o pH ~ 6.9. Po zjištění skutečné koncentrace pomocí absorpčních spekter a 

tabelovaných extinkčních koeficientů (údaje pro bázové páry: poly(dG-dC)2 ε254 ~ 1.68 × 

104 M-1cm-1; poly(dA-dT)2 ε262 ~ 1.32 × 104 M-1cm-1; poly(dA)·poly(dT) ε259 ~ 1.20 × 104 

M-1cm-1) byly polynukleotidy naředěné na požadovanou koncentraci, která byla následně 

zkontrolována pomocí absorpce. (Hodnota 1 OD znamená množství vzorku, které po 

rozpuštění v 1 ml pufru dává na specifické vlnové délce (u NK obvykle 260 nm) 

jednotkovou absorbanci, pokud je absorpční spektrum měřeno v 1 cm kyvetě.) Výsledné 

koncentrace polynukleotidů v bázových párech byly [poly(dA-dT)2] = 9.504 × 10-4 M, 

[poly(dG-dC)2]= 1.011·× 10-3 M a [poly(dA).poly(dT)] = 1.005·× 10-3 M, přičemž pro 

výpočty koncentrací na základě změřené absorbance (vztahu 2.7) jsme použili výše 

uvedené extinkční koeficienty. 

   Free-base porfyrin H2TMPyP4 byl zakoupen jako tetratosylatová sůl od Sigma-Aldrich a 

jeho následná metalace Cu2+, konverze do tetrachloridové formy a purifikace byla 

provedena Prof. RNDr. Vladimírem Králem, DrSc. z Ústavu analytické chemie Vysoké 

školy chemicko-technologické v Praze. Zásobní roztok CuTMPyP4 o koncentraci 2 × 10-5 

M byl připraven v 20 mM Na-PBS pufru, pH ~ 6.9, a zkontrolován spektrofotometricky 

pomocí extinkčního koeficientu ε424 ~ 2.31 × 105 M-1cm-1 [33]. Od zásobních roztoků 

komplexů CuTMPyP4 s jednotlivými polynukleotidy bylo požadováno, aby výsledná 

koncentrace CuTMPyP4 byla 1 × 10-5 M, a aby jedna molekula CuTMPyP4 připadala 

přibližně na 10 bázových párů. Při této koncentraci a poměru R = [bp]/[CuTMPyP4] bylo 

možno v 1 mm absorpční kyvetě s leštěným dnem postupně naměřit dostatečně kvalitní 

absorpční spektra i RRS, a to bez nutnosti přendávání vzorku mezi různými kyvetami. 

Poměr R ~ 10 zajišťoval každé molekule CuTMPyP4 na polynukleotidu dostatečně velké 

vazební místo vylučující efekty plynoucí s těsného sousedství porfyrinů. Navíc při této 

koncentraci a poměru R bylo možno z naměřených absorpčních spekter spolehlivě určit i 

skutečnou koncentraci polynukleotidu v komplexu. Takto připravené a v průběhu 

diplomové práce opakovaně kontrolované zásobní roztoky byly následně přidávány do 
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koloidu v takovém množství, aby výsledná koncentrace CuTMPyP4 v koloidu byla 1×10-8 

M (standardní SERRS experiment). To znamenalo přidání 1 μl zásobního roztoku do ~ 1 

ml koloidu. Kvůli obavám z chyb při odměřování 1 μl objemů byly zásobní roztoky před 

experimenty dále ředěny až na koncentraci [CuTMPyP4] = 5 ×·10-7 M, čímž odměřovaný 

objem vzrostl na přijatelnější hodnoty, ale na druhou stranu při této koncentraci už nebylo 

možno stav komplexů zkontrolovat pomocí absorpčních a RRS spekter. 

   Vzhledem k velké adhezi CuTMPyP4 a jeho komplexů na neošetřený povrch 

křemenných kyvet, byly používané kyvety po každém měření vymyty v zředěné HCl. 

Stopy Ag koloidů ulpívající na stěnách kyvet byly odstraňovány pomocí zředěné HNO3. 



4.3 Zpracování dat 

 
   V průběhu této diplomové práce byly na Oddělení fyziky biomolekul FÚ UK Mgr. 

Janem Palackým v prostředí Matlab vytvořeny uživatelské programy Combine a 

Background, které velmi zefektivnily, urychlily a zjednodušily celý způsob zpracování 

rozsáhlých sérií spekter pomocí metod faktorové analýzy (procedura SVD), jenž byl dříve 

dosti nepraktický a časově hodně náročný. 

   Všechna data ze SERRS měření byla zpracována pomocí jednotného postupu: spektra 

zahrnuta do jednoho zpracování byla nejdříve intenzitně normalizována za pomoci pásu 

valenčních vibrací molekul vody z oblasti 3100 – 3400 cm-1 jako vnitřního standardu. 

Následně byl ze všech spekter odečten příspěvek koloidu, popřípadě pufru (podle typu 

experimentu). Dalším krokem byla korekce pozadí v jednotlivých spektrech pomocí metod 

faktorové analýzy. Takto upravená spektra byla analyzována pomocí faktorové analýzy, a 

to pouze ve vybrané oblasti s výskytem vibračních pásů CuTMPyP4, zachycené 

detektorem, tj. 620 - 1800 cm-1. Faktorová analýza byla využita i v případě práce se 

spektry RRS a absorpčními. 

 

4.3.1 Faktorová analýza 
   Faktorová analýza je technika pro zpracování vícerozměrných dat, která umožňuje 

efektivně redukovat počet proměnných bez ztráty informace a zjistit strukturu vzájemných 

vztahů mezi proměnnými. Zmiňovaná mnohorozměrná data tvoří matici Y o rozměru n×m. 

Ta je při spektroskopických měření složena ze sérií spekter. Řádky matice pak reprezentují 

proměnnou (vlnočet/vlnová délka) a sloupce jednotlivá spektra. FA snižuje faktorovou 

dimenzi dat (tj. počet navzájem nezávislých složek vyskytujících se v naměřených 

spektrech) pomocí singulárního rozkladu matice Y (SVD – Singular Value 

Decomposition). Získaná spektra (tzv. subspektra) jsou vzájemně ortogonální, 

normalizována a řazena podle své statistické váhy (Wj). Po provedení SVD lze každé i-té 

původní spektrum Yi(ν) znovu jednoznačně a do detailu zkonstruovat z matic Wj Vij a Sj, a 

to díky následujícímu vztahu: 

                                                                                                       (2.8) ∑
=

=
N

j
jijji SVWY

1

)()( νν

Ve vztahu (2.8) označuje Wj singulární hodnotu udávající statistickou váhu j-tého 

subspektra Sj, Vij odpovídá prvku unitární matice, který vyjadřuje míru podílu subspektra Sj 
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na původním spektru Yi a N je počet naměřených spekter. Singulární hodnoty Wj klesají se 

zvyšujícím se j a určují faktorovou dimenzi naměřených dat, neboť nulové nebo velmi 

malé hodnoty Wj odpovídají subspektrům, které nemají spektroskopickou informační 

hodnotu a jsou na úrovni šumu. Faktorovou dimenzí pak označujeme číslo M (M < N) 

vyjadřující nejmenší možný počet subspekter s nejvyššími hodnotami Wj, který zaručuje, 

že výsledné spektrum zrekonstruované za použití pouze prvních M subspekter se od 

původního liší jen šumem. Subspektra Sj pro j > M tedy zřejmě neobsahují žádné 

významné spektrální informace a proto je možné ke konstrukci původních spekter použít 

místo vztahu (2.8) vztah: 

                                                     .                                                 (2.9) ∑
=

≈
M

j
jijji SVWY

1

)()( νν

   Faktorová dimenze může být ovlivněna přítomností různých slabých rušivých příspěvků 

v naměřených datech, které mohou být způsobeny fluorescencí či změnami v pozadí 

spekter zapříčiněnými fluktuacemi citlivosti detektoru. Takové příspěvky uměle zvyšují 

faktorovou dimenzi. Pokud jsou ve výsledcích FA rozpoznány, lze je sofistikovaným 

postupem odstranit z původních naměřených spekter. Program Background dovoloval tyto 

pracné analýzy a úpravy zrychlit a ulehčit. Úspěšné odstranění některých artefaktů, 

zejména fluktuací v pozadích RRS a SERRS spekter, se pak projevilo snížením faktorové 

dimenze. Výsledky FA takto korigovaných spekter pak byly použity pro přímé 

dokumentování pozorovaných jevů, nebo byly dále použity pro jiný způsob zpracování. 
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5. Výsledky měření a diskuse 

 
5.1 Charakterizace koloidních systémů 

 
   Před měřením SERRS spekter studovaných komplexů byla nejprve připravena řada Ag 

borohydridových koloidů a byly charakterizovány jejich vlastnosti (plasmonová absorpce 

transmisní elemtronová mikroskopie - TEM, SERRS aktivita, agregační vlastnosti). 

Použité koloidy se lišily stářím, variacemi v postupu při přípravě a vykazovaly různou 

velikost SERRS zesílení. Některé byly připraveny ve spolupráci s Prof. RNDr. Blankou 

Vlčkovou, CSc. a Mgr. Magdalénou Sládkovou z PřF UK, a to standardním postupem 

uvedeným v kap. 2.2.3. Kromě těchto koloidů byly připraveny i další, které jsou uvedeny 

v tabulce 5.1, a k jejichž přípravě se užilo určitých variací standardního postupu. Cílem 

bylo získat Ag koloidy co nejrůznějších vlastností, z kterých by pak byly vytipovány 

nejvhodnější. Například, kromě standardního postupu, kdy se roztok AgNO3 po kapkách 

přidává do vychlazeného roztoku NaBH4 za prudkého míchání, byla vyzkoušena i metoda 

inverzní s přidáváním roztoku NaBH4 do AgNO3, případně s přidáním nerozpuštěné 

granule NaBH4 o přesné hmotnosti přímo do roztoku AgNO3. Některé koloidy byly 

připraveny bez ochlazování roztoku NaBH4 v ledové lázni a v některých případech byly 

k redukci AgNO3 použity vodné roztoky o odlišných koncentracích NaBH4 než při 

klasické přípravě. Testované koloidy se nelišily pouze postupem při redukci AgNO3, ale 

také svým stářím. Ve studované sadě se nacházely koloidy staré několik dnů, týdnů, 

měsíců ale i let. Nejstarší systém byl starší tří let a přitom stále velmi stabilní. 
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Označení Způsob přípravy Teplota SERRS 
vlastnosti Poznámka 

1 roztok AgNO3 do roztoku 
3.5 mg NaBH4

2 °C  

2 roztok AgNO3 do roztoku 
3.5 mg NaBH4

2 °C  

klasický postup dle kapitoly 2.2.3; 
stejné zásobní roztoky AgNO3 a NaBH4 
pro 1 a 2 

3 
roztok AgNO3 do roztoku 

3.5 mg NaBH4, směs 
chlazena i po smíchání 

2 °C  

4 roztok AgNO3 do roztoku 
3.5 mg NaBH4

2 °C  

5 
roztok AgNO3 do roztoku 

3.5 mg NaBH4, když 
nedošlo k redukci, byla 
přidána granule NaBH4

20 °C silný signál

klasický postup; 
nové zásobní roztoky, naprosto stejné pro 
3 – 5; 
roztok NaBH4 rozdělen na 3 díly; 
u 5 nedošlo k redukci ani po delším čase, 
proto přidána granule NaBH4, do roztoku 
ohřátého skoro na pokojovou teplotu  

6 granule 3.2 mg NaBH4 do 
roztoku AgNO3

24 °C silný signál

7 granule 3.6 mg NaBH4 do 
roztoku AgNO3

24 °C  

nový výchozí roztok AgNO3, stejný pro 6 
– 14; 
inverzní postup; 
redukce granulí NaBH4

8 roztok 3.8 mg NaBH4 do 
roztoku AgNO3

24 °C velice silný 
signál 

9 roztok 3.2 mg NaBH4 do 
roztoku AgNO3

24 °C  

inverzní postup; 
redukce roztokem NaBH4

10 granule 4.0 mg NaBH4 do 
roztoku AgNO3

5 °C velice silný 
signál 

inverzní postup; 
redukce granulí NaBH4; 
nízká teplota 

11 roztok AgNO3 do roztoku 
4.2 mg NaBH4

24 °C slabý signál

12 roztok AgNO3 do roztoku 
2.2 mg NaBH4

24 °C středně 
silný signál

klasický postup, ale bez chlazení roztoků; 
roztok NaBH4 připraven vhozením 
granule těsně před přidáváním AgNO3
(testován vliv množství NaBH4) 

13 roztok AgNO3 do roztoku 
4.1 mg NaBH4

24 °C  jako 11 a 12 

14 roztok AgNO3 do roztoku 
3.8 mg NaBH4

24 °C, 
pak 

zahřátý 
na 80 - 
90 °C 

 testován vliv následného povaření vzorku 

 

Tabulka 5.1: Způsob přípravy koloidů zhotovených na Oddělení fyziky biomolekul FÚ UK. 
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   Při charakterizaci vlastností jednotlivých koloidů bylo nutné ověřit především stupeň 

jejich agregace před a po přidání analytu. Z kapitoly 2.2.3 je zřejmé, že agregace koloidu 

se projeví rozšířením plasmonových resonancí i do vyšších vlnových délek a také 

poklesem maxima absorpčního pásu na ~ 390 nm. Proto byla změřena UV-VIS absorpční 

spektra samotných koloidů a koloidů s přídavkem volného  CuTMPyP4 na výslednou 

koncentraci 1 × 10-8 M. Tato koncentrace byla zvolená na základě předešlých zjištění [37], 

že Ag koloidy (připravené podle identického postupu) nevykazují viditelnou agregaci až 

do celkové koncentrace CuTMPyP4 ~ 2 × 10-7 M. I když se předpoklad o podprahové 

úrovni koncentrace 1 × 10-8 M z hlediska agregace ukázal pro některé testované koloidy 

jako nesprávný, pro zachování konzistence výsledků jsme tuto koncentraci používali i 

nadále jako referenční. 

   Pro ověření velikosti SERRS zesílení příslušných koloidních systémů bylo pro každý 

koloid s porfyrinem současně s absorpčním změřeno i SERRS spektrum. K SERRS měření 

byly používány stejné 1 mm křemenné kyvety s leštěným dnem jako pro absorpční měření 

(tj. absorpční a SERRS výsledky odpovídají naprosto identickým vzorkům, s časovou 

prodlevou cca 5 min), přičemž SERRS měření se provádělo tak, že po umístění kyvety do 

držáku v Ramanovské aparatuře došlo ke spuštění měření a teprve poté se na vzorek pustil 

laserový svazek. SERRS spektra byla ukládána do sérií samostatných spekter postihujících 

časový průběh s krokem 2 s. Z  tříminutového měření se tak získala časová posloupnost 90 

spekter, kde každé spektrum bylo výsledkem dvou jednosekundových akumulací (kvůli 

eliminaci výstřelového signálu od kosmického záření). Tato SERRS měření se prováděla 

standardně cca 30 minut po přidání analytu do koloidu, kdy předběžné experimenty 

ukázaly, že systém by měl být dostatečně stabilní, tj. všechny molekuly CuTMPyP4 se již 

na koloidní částice adsorbovaly a nemělo by v něm po dobu měření docházet 

k výraznějším změnám. Pro některé vzorky byla časová stabilita dále testována tak, že se 

proměřovaly další SERRS spektra v časovém rozmezí 30 - 90 min po přidání porfyrinu, a u 

některých koloidů byla měření pro kontrolu zopakována i po 3 dnech po přípravě. 

   Z časových průběhů (v rámci 3 min expozice) SERRS spekter některých koloidů bylo již 

na první pohled patrné, že na začátku expozice vykazují velmi silný SERRS signál, který s 

dobou expozice vzorku postupně klesá. Na druhou stranu, jiné koloidy vykazovaly za 

stejných podmínek téměř konstantní úroveň signálu, i když poněkud nižší. Pro lepší 

identifikaci spektrálních změn a jejich vizualizaci byla použitá FA. Spektra v rámci 

jednotlivých expozicí byla intenzitně normalizována a korigována na příspěvek koloidu a 

fluktuace pozadí. Z FA výsledných spekter vycházela pro všechny testované koloidní 
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systémy vždy jedna, popřípadě dvě relevantní komponenty (tj. faktorová dimenze 1 nebo 

2), přičemž v případě identifikace dvou složek byl poměr singulárních hodnot prvního a 

druhého subspektra 2 řády (Obr. 5.1a),b)). Z časových průběhů normalizovaných 

koeficientů pro první komponentu bylo zřejmé, že pokles SERRS signálu vyvolaný 

expozicí se vyskytuje téměř u všech koloidních systémů, ovšem s různou mírou. Jednouše 

řečeno, za podmínek, kdy již koloidní systém nevykazoval měřitelný časový vývoj 

(makroskopická stabilita z hlediska jeho absorpčních vlastností), expozice systému 

laserovým zářením 441.6 nm (výkon cca 10 - 15 mW) evidentně vyvolávala pokles 

SERRS signálu CuTMPyP4, přičemž tento pokles vykazoval s časem exponenciální 

průběh a jeho úroveň byla pro různé koloidy výrazně odlišná. Z porovnání těchto výsledků 

se změnami pozorovanými v absorpčních spektrech koloidů po přidání analytu bylo možné 

usuzovat na určitou souvislost. U systémů jejichž absorpční spektra vykazovala výraznější 

změny typické pro agregaci, byla pozorována velká intenzita počátečních SERRS spekter a 

jejich značný pokles s časem. SERRS signál v těchto případech poklesl v průběhu expozice 

o 40%, 50%, ale také i o 70% (u koloidu s nejvýraznějšími znaky agregace dle absorpčních 

spekter). Naopak, nejmenší změny SERRS signálu (pokles 8% a méně) byly pozorovány u 

vzorků, u kterých byla počáteční intenzita SERRS sice nižší, ale jejichž absorpční 

spektrum zůstávalo po přidání CuTMPyP4 dlouhodobě beze změn. Dále bylo možné 

sledovat, že čím větší pokles SERRS signálu nastal, tím menší byl signál na konci 3 min 

expozice. Výsledky UV-VIS měření pro silně agregující koloid (zřejmě s nízkým ζ-

potenciálem) jsou uvedeny na Obr. 5.2, na kterém je z diferenčního spektra zřejmé, že je-li 

do vzorku přidán CuTMPyP4 v celkové koncentraci 1 × 10-8 M, dochází k rozšíření pásu 

plasmonové resonance v dlouhovlnné oblasti a k poklesu jeho maxima. Případ opačný, kdy 

k agregaci pozorovatelné v absorpci zřejmě nedochází (tj. u koloidu s vysokým ζ-

potenciálem), je uveden na Obr. 5.3, kde je zobrazeno navíc i spektrum kontrolní, získané 

66 hodin po přidání CuTMPyP4 do koloidu. Odpovídající průběhy koeficientů V1 z FA 

SERRS spekter jsou znázorněny na Obr 5.4. Zde je patrný nejen rozdíl v míře poklesu pro 

dva koloidy vykazující různý stupeň agregace (47% a 11%), ale také je zřejmá odlišnost ve 

velikosti signálu na konci expozice. U vzorku s intenzivnějšími počátečními spektry a 

větším poklesem byl výsledný signál nakonec nižší než u koloidu s menším relativním 

poklesem intenzity. 
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Obr.5.1a): První tři komponenty (S1, S2, S3) z FA ze SERRS měření na silně agregujícím koloidu a 

jim příslušející normalizované koeficienty ( V1, V2, V3). 
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Obr.5.1b): Singulární hodnoty subspekter 1 - 10 z FA měření, kterému odpovídají první tři 

komponenty uvedené na obr. 5.1a). 

 
 

41 



Vlnová délka [nm]
300 400 500 600 700

A
bs

or
ba

nc
e

-0,02

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

0,16
a) koloid
b) 1x10-8 M CuP v koloidu po 30 min.
b) - a)

 
Obr.5.2: Absorpční spektra koloidu s nízkým ζ-potenciálem bez CuTMPyP4 a po jeho přidání. 

V obrázku je modře vyneseno i spektrum diferenční a černou linií vyznačena nulová absorbance. 
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Obr.5.3: Absorpční spektra koloidu s vysokým ζ-potenciálem bez CuTMPyP4 a po jeho přidání. 

Modře a růžově jsou vynesena i spektra diferenční a černou linií vyznačena nulová absorbance. 
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Obr.5.4 : Časové průběhy koeficientů v1 pro koloidy s vysokým (slabě agregující) a nízkým (silně 

agregující) ζ-potenciálem. 

 

   Z těchto měření se zdá, že pozorovaný pokles SERRS intenzity by mohl být důsledkem 

tvorby „hot spots“ míst při agregaci koloidu, o nichž je psáno v kapitole 2.2.3. Tyto oblasti 

s elektromagnetickým polem vysokých intenzit se určitě vyskytují i v makroskopických 

koloidních vzorcích, ale jejich spektroskopický projev nelze jednoduše odlišit od signálu 

analytu adsorbovaného na izolovaných koloidních částicích. 

   Jak bylo uvedeno v kap. 2.2.3, SERS signál z individuálních molekul zachycených v „hot 

spots“ a pozorovaných mikroskopickými Ramanovskými technikami vykazuje výrazné 

časové i spektrální fluktuace. Charakteristickou črtou signálu z „hot spots“ však je, že 

časem úplně vymizí. Ať už je důvodem vymizení signálu fotoindukovaná desorpce analytu 

z „hot spots“ nebo jeho fotodekompozice silným elektromagnetickým polem, vymizení 

SERS signálu z „hot spots“ v důsledku expozice se zdá dobře dokumentovaným faktem. 

   Pokud molekuly CuTMPyP4 zachycené v „hot spots“ makroskopického koloidního 

vzorku svým signálem značně přispívají k celkovému SERRS signálu, pak by se jejich 

zvláštní časově proměnlivé chování a postupná fotodesorpce nebo fotodekompozice měly 

promítnout i do časových charakteristik makroskopického SERRS signálu. Pokud SERRS 
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signál pochází převážně z molekul adsorbovaných na povrchu izolovaných koloidních 

částic, spektra by neměla vykazovat velké časové ani spektrální fluktuace a SERRS signál 

by neměl s časem ubývat. Této hypotéze by výše uvedené experimentální výsledky velmi 

dobře odpovídaly. Pro její bližší ověření jsme podrobněji zkoumali časový vývoj SERRS 

signálů v závislosti na délce expozice, a to na koloidních systémech, ve kterých byla míra 

agregace (tj. tvorba „hot spots“) kontrolována varírováním různých parametrů: 

a) Koloid s původně vysokým ζ-potenciálem (slabě agregující koloid) byl postupně ředěn a 

byla do něj přidávána konstantní koncentrace CuTMPyP4 1 ×10-8 M. Předpokládali jsme, 

že současné ředění koloidu při zachování konstantní koncentrace CuTMPyP4 vyvolá jeho 

agregaci v důsledku relativně větší míry pokrytí. 

b) Do koloidu původně s nízkým ζ-potenciálem (silně agregující koloid) byl přidáván 

CuTMPyP4 s výslednou koncentrací v rozmezí 1 ×10-10 - 1 ×10-8 M. Bylo předpokládáno, 

že nejnižší koncentrace bude již pod úrovní potřebnou pro vyvolání agregace tohoto 

koloidu. 

 

   V případě experimentů na slabě agregujícím koloidu, který byl postupně ředěn, jsme 

předpokládali, že je-li hypotéza o vzniku poklesu vlivem tvorby „hot spots“ správná, pak 

by se míra změny SERRS signálu s délkou expozice měla po určitém stupni zředění 

koloidu zvyšovat, neboť dojde k překročení limitní koncentrace CuTMPyP4 potřebné pro 

pokrytí zbývajících koloidních částic a započetí jejich agregace. Koloid, jemuž odpovídají 

absorpční spektra na Obr. 5.3, byl ředěn destilovanou vodou na 1/1, 1/3, 1/6, 1/15, 1/30, 

1/60 původní koncentrace a k němu byl přidáván CuTMPyP4 na výslednou koncentraci 1 

× 10-8 M. Nastavení aparatury pro měření SERRS bylo stejné, jako u všech předchozích 

měření. Průběhy normalizovaných koeficientů V1 získané z FA jsou uvedeny na Obr. 5.5. 

Zde je patrné, že ke snižování celkové intenzity dochází s ředěním koloidu až do 

koncentrace 1/15, kdy byla patrně překročena mezní koncentrace pro agregaci a tvorbu 

„hot spots“, neboť při této koncentraci koloidu vzrostl celkový SERRS signál a poprvé se 

výrazně projevil pokles intenzity s délkou expozice. Vzorky s následným ředěním 

vykazují, přesně podle očekávání, výrazný počáteční signál a zvyšující se míru relativního 

poklesu intenzity s délkou expozice, jak je dokumentováno na Obr. 5.6. 

 



 
Obr.5.5: Průběhy koeficientů V1 z FA s časem pro postupně ředěný slabě agregující koloid. 

 

 

Obr. 5.6: Míra relativní změny intenzity SERRS signálu s délkou expozice pro postupně ředěný 

slabě agregující koloid. 

 

   Další SERRS měření se prováděla na silně agregujícím koloidu o konstantní koncentraci, 

ke kterému byly postupně přidávány zvyšující se koncentrace porfyrinu od  do 

. Jelikož se jednalo o koloid s nízkým ζ-potenciálem, dalo se očekávat, že 

s větším množstvím přidaného analytu bude tvorba agregátů snadnější a tudíž i vyšší 

počáteční SERRS signál, ale s větším relativním poklesem intenzity s délkou expozice, a to 

díky většímu množství vznikajících „hot spots“. Časové průběhy koeficientů V

M10101 −×

M8101 −×
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z FA jsou uvedené na Obr. 5.7 a s předpokládaným efektem jsou ve velmi dobré shodě. Až 

do [CuTMPyP4] = 1.7 × 10-9 M nebyla pozorována žádná změna intenzity SERRS signálu, 

ovšem pro následující koncentrace relativní pokles intenzity rostl a při [CuTMPyP4] = 1 × 

10-8 M dosahoval již 70%. 

 
Obr. 5.7: Průběhy koeficientů V1 s délkou expozice pro silně agregující koloid s různými 

koncentracemi CuTMPyP4. 

 

   Z podrobného rozboru výsledků FA všech předešlých měření se jeví hypotéza o 

příspěvku „hot spots“ k SERRS signálu CuTMPyP4 v silně agregujících  makroskopických 

koloidních systémech, a o důsledcích fotoindukovaných časových a spektrálních fluktuací 

známých z mikroskopických měření na individuálních molekulách [23], jako vysoce 

pravděpodobná. Výskyt druhé spektrální komponenty (s časovým průběhem koeficientů V2 

odlišným od V1, viz Obr.5.1a)) by přítomnost „hot spots“ jako míst o velmi silných 

elektromagnetických polích v systému také podporovala, neboť se objevovala pouze u 

koloidů s vysokým stupněm agregace a příslušné průběhy koeficientů V2 byly ve všech 

případech podobné. Mohlo by se jednat o složku odpovídající spektrálním fluktuacím 

SERS signálu, pozorovaným při mikroskopických Ramanovských měřeních na 

individuálních molekulách z „hot spots“ [23], v našem případě zprůměrovanou přes 

statistický soubor makroskopického koloidního vzorku. Alternativní vysvětlení původu 

této složky je příspěvek od Ramanova rozptylu z vyšších excitovaných elektronových 

 
 

46 



 
 

47 

stavů CuTMPyP4, které by mohly být v „hot spots“ díky vysokým intenzitám 

elektromagnetického pole snadněji generovány. Ať už je původ této spektrální komponenty 

jakýkoliv, její úbytek v důsledku expozice se zdá být ireverzibilní, podobně jako celkový 

pokles SERRS intenzity. Přerušení expozice omezených objemů koloidu, které nedovolují 

regeneraci SERS-aktivních částic v rozptylovém objemu z okolního rezervoáru, nevede 

k navození původního stavu. Fotoindukována desorpce nebo fotodekompozice CuTMPyP4 

v „hot spots“ se zdá být trvalá. 

   Zda agregační stav koloidních systémů usuzovaný ze SERRS a absorpčních měření 

odpovídá realitě, bylo ověřováno i pomocí transmisní elektronové mikroskopie (TEM) za 

spolupráce s PřF UK. Výsledky z TEM vybraných koloidů (bez přítomnosti analytu) 

bohužel očekávanou korelaci mezi stupněm agregace, velikostí a tvarem koloidních částic 

a jejich SERRS-aktivitou nepotvrdily. Například z TEM koloidu 8 (Obr 5.8 b) ), je zřejmé, 

že se skládá z přibližně stejně velkých částic bez tendence k samovolnému shlukování. 

Ovšem pozorovaný SERRS signál byl velmi silný, s patrným poklesem intenzity s délkou 

expozice, co by mělo odrážet jeho snadnou agregaci a tvorbu „hot spots“. Na základě 

velice podobného chování SERRS spekter se obdobná morfologie nanočástic jako u 

koloidu 8 očekávala i u systému 6 (Obr. 5.8 a) ), který ale obsahuje velmi různé velikosti 

částic tvořících agregáty i bez přítomnosti analytu. Naopak koloidy 10 a 11 (Obr 5.8 c) a d) 

), jenž vykazovaly velmi rozdílnou SERRS-aktivitu (viz tabulka 5.1), se podle TEM zdají 

být obdobné, silně agregované struktury, kde jednotlivé nanočástice vytvářejí vzájemně 

prorostlé útvary skýtající množství potenciálních „hot spots“. Koloid 5 (Obr. 5.8 f) ), u 

kterého nebyl prakticky žádný pokles SERRS signálu v důsledku expozice pozorován, je 

sice tvořen menšími částicemi, avšak s vysokým stupněm agregace, a jeho celkový SERRS 

signál byl mnohem intenzivnější, než například u silně zagregovaného systému 12, 

složeného z více rozměrných, silně agregovaných, až vzájemně prorostlých částic (Obr. 5.8 

e)). Důvodů těchto diskrepancí může být celá řada a k jejich objasnění bude potřeba 

dalšího podrobnějšího studia, zejména TEM z koloidních systémů obsahujících analyt. 

Vzhledem k tomu, že řešení těchto problémů nebylo hlavní náplní této diplomové práce, 

získané výsledky byly použity pro výběr optimálního koloidu, který by dovoloval další 

SERRS experimenty na komplexech CuTMPyP4 s polynukleotidy, pokud možno 

s minimálním množstvím artefaktů plynoucích z tvorby „hot spots“ a jejich složitým 

chováním v průběhu expozice. 



      
a) Koloid 6 – silný SERRS signál b) Koloid 8 – velmi silný SERRS signál 

      
c) Koloid 10 – velmi silný SERRS signál d) Koloid 11 – slabý SERRS signál 

      
e) Koloid 12 – středně silný SERRS signál             f) Koloid 5 – silný SERRS signál 

Obr. 5.8 : Příklady z TEM pro různé koloidní systémy. 
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5.2 Metodika měření kinetik SERRS spekter 

 
   Z kapitoly 3 vyplývá, že základní otázkou pro vznik této diplomové práce bylo, zda lze z 

 velikosti SERRS signálu porfyrinu v komplexech s nukleovými kyselinami snadno 

usuzovat na jeho exponovanost vnějšímu prostředí, a pokud nelze, jaký je pak alespoň 

minimální informační obsah SERRS spekter takových komplexů. Otázkou související je i 

problém, jaký vliv má na získaná SERRS spektra doba mezi okamžikem přípravy SERRS-

aktivního systému po přidání analytu a samotným měřením spektra, a zda se naměřené 

poměry intenzit signálů pro různé komplexy s časem zachovávají. A pokud dochází 

k časovému vývoji SERRS spekter, nakolik to ovlivní tvar spekter, které nejsou měřená 

multikanálově pomocí CCD detektorů, ale krokově s jednokanálovou detekcí. 

   Při hledání odpovědí na tyto otázky bylo třeba nalézt způsob umožňující měření 

časových závislostí SERRS spekter od prvního kontaktu komplexu s koloidem, neboli 

nalézt nejvhodnější postup jak rychle naplnit kyvetu koloidem dobře promíchaným 

s přidaným analytem. Také bylo nutné zhodnotit vliv rychlosti homogenizace roztoku 

analytu a koloidu na výslednou kinetiku SERRS spekter. 

 

5.2.1 Rychlost homogenizace vzorků 
   Z výše uvedených důvodu byly vyzkoušeny různé způsoby přidávání malého množství 

(jednotky μl) zásobního roztoku vzorku do řádově většího objemu koloidu, a pro každou 

techniku otestovat rychlost homogenizace výsledného roztoku. Měření kinetik 

homogenizace se pro jednodušší interpretaci dat prováděla na systému destilovaná voda + 

porfyrin, neboť v takovém případě jsou získaná spektra důsledkem pouze klasického RRS. 

K měření se používala 1 cm křemenná kyveta s magnetickým míchadlem, zasazena do 

stojanu s magnetickou mikromíchačkou umístěnou v zadní stěně držáku. 

   Při přikápnutí roztoku porfyrinu do kyvety s míchadlem, již předem naplněné 

destilovanou vodou (ilustrace viz Obr.5.9 a) ), docházelo k homogenizaci promícháváním 

relativně pomalu, v průběhu cca 10 s. Pro další testy byla proto užita metoda opačná, kdy 

se nejprve umístilo malé množství roztoku porfyrinu na dno kyvety s míchadlem, a poté 

byla přidána voda ( Obr.5.9 b) ). Turbulentní proudění většího množství vody vyvolávalo 

rychlejší homogenizaci roztoku. Výhodou bylo i to, že v případě prázdné kyvety s kapkou 

porfyrinu na dně, se v excitačním paprsku vzorek nenacházel, takže na CCD detektor 

nedopadal žádný signál. Po přidání vody se hladina okamžitě zvedla na úroveň, ze které 



byl sbírán signál, takže tento postup mimo jiné umožňoval i snadnou identifikaci okamžiku 

prvního kontaktu vody s porfyrinem pomocí nárůstu signálu. Bohužel se posléze ukázalo, 

že při použití této metodiky může být výsledná kinetika promíchávání ovlivněna vysokou 

přilnavostí porfyrinu (a jeho komplexů s polynukleotidy) k povrchu kyvety. Byla tedy 

snaha nalézt jiný způsob plnění kyvety, který by co nejvíce redukoval dobu kontaktu 

samotného porfyrinu se stěnami kyvety, ale stále by umožňoval dobré rozpoznání 

počátečního okamžiku smíchání vzorku s vodou. Řešením byla technika, kdy se 

požadované množství porfyrinu nabralo do špičky používané pro běžné pístové pipety, 

která se posléze nasadila na pipetu se špičkou naplněnou vodou a následně došlo ke 

vstříknutí obsahu obou špiček do kyvety s míchadlem najednou. Ilustrační zobrazení 

metodiky je na Obr.5.9 c. Pro svou zdánlivou podobnost jedné z metod užívaných při 

studiu kinetik chemických reakcí, bude v dalším textu tento postup označován jako SF 

(Stopped Flow). 

 

 
 

Obr.5.9: Ilustrační zobrazení testovaných postupů plnění kyvety. a) Porfyrin přidáván k vodě.  

b) Voda přidávána k porfyrinu umístěnému na dně kyvety. c) Dvoušpičková metoda SF. 

 

   Z výsledků FA testovacích měření pro výše popisované techniky bylo zřejmé, že 

nejrychleji je studovaný roztok zhomogenizován v případě metody SF. Další měření byla 
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proto prováděna výhradně s jejím užitím. Pro ověření spolehlivosti a reprodukovatelnosti 

této metodiky jsme proměřili sérii 12 experimentů, přičemž do menší špičky se nabralo 10 

µl CuTMPyP4 o koncentraci 5 × 10-4 M a do druhé 500 µl destilované vody. Každé měření 

časového průběhu trvalo 60 s, během kterých bylo získáno 120 spekter, přičemž pro každé 

spektrum série byly získány 2 akumulace, každá s expozičním časem 0.25. Po zpracování 

získaných dat FA vycházela podle očekávání pouze jedna relevantní spektrální 

komponenta a jí příslušející koeficienty V1 jsou pro všechna měření vyneseny v Obr.5.10. 

Z obrázku 5.10 je zřejmé, že ve všech případech došlo k úplné homogenizaci roztoku 

velmi rychle, a to do 2 – 3 s po vstříknutí. Standardní odchylka vycházela ± 3.5 % a 

standardní chyba ± 1.1 %. Z obrázku 5.10 je dobře vidět, že v okamžiku plnění kyvety 

(první nenulové hodnoty Vi), kdy se do rozptylového objemu dostane nejdříve nezředěný 

roztok CuTMPyP z první špičky, dosahuje intenzita RRS signálu 4 – 7 násobku hodnoty 

po homogenizaci. 

   Při měření časových vývojů SERRS spekter studovaných komplexů bude tedy získaná 

kinetika do okamžiku 2 – 3 s po vstříknutí vzorku zatížena chybou způsobenou stále 

probíhající homogenizací vzorku. Pro měření kratších kinetik (do 1 min) byl proto zvolen 

celkový expoziční čas na jedno spektrum 2 s (2 × 1 s), takže homogenizace vzorku by 

mohla negativně ovlivnit první dva body časového vývoje. V případě měření delších 

kinetik (např. 15 min), kde byl celkový expoziční čas 5 s (2 × 2.5 s), by se průběh 

homogenizace neměl kromě prvního bodu na výsledném časovém průběhu vůbec projevit. 
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Obr.5.10: Měření rychlosti homogenizace systému CuTMPyP4 + H2O 
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5.3 Charakterizace komplexů pomocí absorpčních spekter 

 
   Pro objasnění vlivu způsobu vazby CuTMPyP4 s nukleovými kyselinami na kinetiku a 

celkovou intenzitu SERRS spekter byly použity komplexy CuTMPyP4 s dobře 

definovanými syntetickými polynukleotidy poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2 a 

poly(dA).poly(dT), u kterých je způsob vazby a struktura komplexů relativně nejlépe 

prozkoumána [33]. Absorpční spektra jednotlivých komplexů připravených ve 20 mM PBS 

pufru (pH ~ 6.9) jsou uvedeny na Obr. 5.11. Koncentrace CuTMPyP4 ve všech vzorcích 

byla 1×10-5 M a koncentrace polynukleotidů (vyjádřeno v bázových párech) byla 1×10-4 

M, tj. poměr bázových párů k porfyrinu (R = [bp]/[CuP]) odpovídal cca R = 10. Spektra 

byla opakovaně změřena v 1 mm kyvetě a v průběhu používání těchto zásobních roztoků 

pro SERRS experimenty nevykazovala žádné signifikantní odchylky, které by svědčily o 

nestabilitě nebo degradaci komplexů. 

   Jak už bylo uvedeno, pro CuTMPyP4 (s 4-koordinovaným centrálním atomem 

v základním elektronovém stavu) bylo různými experimentálními metodami spolehlivě 

prokázáno, že do poly(dG-dC)2 interkaluje, zatímco v komplexu s poly(dA-dT)2 se váže 

externě do velkého žlábku [38 - 40] (tzv. „face-on“ komplex). V případě 

poly(dA).poly(dT) přetrvávají určité nejasnosti, ale s největší pravděpodobností se jedná o 

externí komplex s tzv. „edge-on“ orientací porfyrinového makrocyklu v malém žlábku 

polynukleotidu. Protože způsob vazby a charakter vazebného místa daný bázovým 

složením ovlivňuje řadu spektroskopických projevů porfyrinu včetně jeho absorpčních 

spekter, na Obr.5.11 je vidět typické změny charakterizující jednotlivé komplexy. 

Interkalace do poly(dG-dC)2 se projevuje velkým batochromním posuvem Soretova pásu 

(z 424 na 441 nm), zvětšením jeho pološířky (cca o 2 nm) a výrazným hypochromizmem 

(cca o 40%). Na druhou stranu, externí vazbu do žlábku poly(dA-dT)2 charakterizuje pouze 

malý batochromní posuv Soretu (na 427 nm), zmenšení jeho pološířky (o cca 5.5 nm) a 

mírný hyperchromizmus (do 2 %) [41, 42]. Externí komplex s poly(dA).poly(dT) se 

vyznačuje o něco větším batochromním posuvem Soretu (na 428.5 nm), zmenšením jeho 

pološířky (o cca 3 nm) a středním hypochromizmen (cca o 15 %). Charakteristické změny 

je možno pozorovat i v oblasti Q-pásů (kolem 550 nm) a všechny jsou plně v souladu 

s publikovanými výsledky. 

   Podle absorpčních spekter zásobních roztoků tedy není pochyb, že CuTMPyP4 za těchto 

podmínek vytvořil s jednotlivými polynukleotidy odpovídající komplexy s typickými 



spektrálními znaky. Nicméně, v případě SERRS experimentů byly tyto komplexy 

přidávány v nepatrném množství (typicky 1 – 10 μl) do velkého objemu koloidu (500 – 

1000 μl), v důsledku čeho došlo k jejich ředění až na koncentrace 2×10-7 - 1×10-8 M. Je 

samozřejmě otázka, jestli se struktura komplexu zachová i při tak velkém zředění. 

Vzhledem k tomu, že absorpční spektra CuTMPyP4 v koncentracích pod 1×10-7 M nebylo 

možno s našim experimentálním vybavením měřit, vycházeli jsme z předpokladu (v 

souladu s podobným přístupem v pracích jiných autorů), že se vlastnosti komplexů 

ředěním výrazně nezmění. 

Vlnová délka [nm]
250 300 350 400 450 500 550 600

A
bs

or
ba

nc
e

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30
a) CuP
b) CuP + PGC
c) CuP + PAT
d) CuP + PAPT

ex
ci

ta
ce

 4
41

.6
 n

m

 
Obr.5.11 : Srovnání absorpčních spekter vodného (20 mM PBS pufr, pH ~ 6.8) roztoku volného 

CuTMPyP4 (CuP) a roztoků jeho komplexů s poly(dG-dC)2 (CuP+PGC), poly(dA-dT)2 

(CuP+PAT) a poly(dA).poly(dT) (CuP+PAPT). Oblast pod 300 nm odpovídá absorpci bazí 

polynukleotidů a částečně se překrývá s absorpcí CuTMPyP4 v této oblasti. 
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5.4 Charakterizace komplexů pomocí RRS spekter 
 

   Zásobní roztoky komplexů CuTMPyP4 s poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2 a 

poly(dA).poly(dT) byly charakterizovány také pomocí jejich resonančních Ramanových 

spekter. K excitaci byla použita stejná vlnová délka jako v případě SERRS experimentů, tj. 

441.6 nm emise He-Cd laseru. Typická RRS spektra komplexů znormalizována pomocí 

pásu valenčních vibrací vody jsou uvedena na Obr.5.12, ze kterého je zřejmé, že vlivem 

interakce dochází k řadě změn poloh a relativních intenzit pásů. Všechny změny 

pozorované pro komplexy s poly(dG-dC)2 a poly(dA-dT)2 jsou plně v souladu 

s publikovanými výsledky [43, 44]. RRS spektrum komplexu CuTMPyP4 s 

poly(dA).poly(dT) nebylo podle našich znalostí dosud publikováno, na rozdíl od spekter 

komplexů s poly(rA).poly(dT) a poly(rA).poly(rU) [45]. Z Obr.5.12 je na první pohled 

zřejmé, že při excitaci 441.6 nm největší intenzity dosahuje RRS spektrum komplexu 

CuTMPyP4 s poly(dG-dC)2, a to díky největší absorpci na této vlnové délce (viz obr. 

5.11). 

   Pro zvýraznění a lepší identifikaci spektrálních rozdílů vyvolaných interakcí 

s jednotlivými polynukleotidy, jsou na Obr.5.13 – 5.15 uvedeny jejich RRS spektra spolu 

se spektrem volného CuTMPyP4 a diferenčním spektrem, které bylo získáno jeho 

odečtením od spektra komplexu. Pro tento účel byla srovnávána spektra renormalizována 

tak, aby pás na ~ 1644 cm-1 měl stejnou intenzitu. Na obr.5.13 – 5.15 jsou pak vyznačeny 

polohy pásů komplexů spolu s jejich přiřazením jednotlivým vibračním módům. Pro 

interkalaci CuTMPyP4 do poly(dG-dC)2 je charakteristický zejména posuv vibrace δs(Cβ-

H) z 1100 na 1108 cm-1 a výrazný nárůst relativní intenzity pásu 1572 cm-1 vůči pásu 1368 

cm-1, přičemž oba pásy se posouvají k vyšším vlnočtům o ~ 2 - 3 cm-1 vzhledem 

k volnému CuTMPyP4 (Obr.5.13). Externí vazba do žlábku poly(dA-dT) naproti tomu 

nemění polohu pásu na 1100 cm-1, pouze zvětší jeho pološířku, a relativní intenzitu pásů na 

1569 a 1366 cm-1 zvýší stejnou měrou, beze změny jejich polohy (Obr.5.14). Interakce 

s poly(dA).poly(dT) naproti tomu posune vibraci δs(Cβ-H) z 1100 na 1104 cm-1 a relativní 

intenzity pásů na 1569 a 1366 cm-1 zvýší pouze málo, navíc asymetricky a beze změny 

vlnočtů (Obr.5.15). Pro vysvětlení posuvu polohy pásu δs(Cβ-H) vlivem vazebného módu 

byl navržen [43] detailní mechanizmus spočívající v otočení periferních N-

methylpyridylových skupin do pozice koplanární s porfyrinovým makrocyklem, které vede 

k prostorové kolizi mezi Cβ-H vodíky a vodíky N-methylpyridylů. Protože se jedná o 

symetrickou rovinnou deformační vibraci vazeb Cβ-H, výsledkem takové kolize je zvýšení 
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vlnočtu příslušného vibračního módu. U volného CuTMPyP4 jsou roviny N-

methylpyridylů natočeny téměř kolmo k rovině makrocyklu, a ke kolizi nedochází. Aby 

mohlo dojít k interkalaci do omezeného prostoru mezi G-C bázové páry, roviny N-

methylpyridylů se musí otočit o 90°, čímž k zmíněné prostorové kolizi dojde. Následně 

pozorujeme posuv vibrace na 1008 cm-1. V případě „face-on“ vazby do velkého (nebo taky 

malého) žlábku poly(dA-dT)2 zůstávají N-methylpyridyly v nezměněné poloze a vibrace se 

neposouvá. Externí „edge-on“ vazba do malého žlábku poly(dA).poly(dT) „hranou“ 

makrocyklu, kde se Cβ-H vodíky nacházejí, vytváří pro deformační vibrace prostorové 

omezení, i když jiného druhu. Důsledkem je asymetrické rozšíření pásu na straně vyšších 

vlnočtů, které se jeví jako posuv na 1004 cm-1 (Obr.5.15). Popsaná souvislost vlnočtu pásu 

δs(Cβ-H) s rotací N-methylpyridylových skupin se zdá natolik dobře prověřená, že se často 

používá jako konformační značka i pro jiné porfyriny s  periferními skupinami 

odvozenými od fenylu. 

   Dalším významným indikátorem vazebného módu je trojice pásů 1191, 1221 a 1256 cm-

1, která vykazuje pro oba externí komplexy s poly(dA-dT) a poly(dA).poly(dT) podobné 

chování, narozdíl od interkalačního komplexu s poly(dG-dC)2, kde pozorujeme téměř 

zrcadlově symetrické diferenční spektrum. Zajímavé je i chování deformační vibrace N-

methylpyridylové skupiny δ(pyr) lokalizované u volného CuTMPyP4 na 1644 cm-1, která 

se při externí vazbě do žlábků obou A-T polynukleotidů posouvá k nižším vlnočtům 

výrazněji než v případě interkalace mezi G-C páry. Důvodem je pravděpodobně různá míra 

coulombické interakce s fosfátovými skupinami polynukleotidů. Na obr. 5.13 – 5.15 lze 

najít řadu dalších spektrálních rozdílů, které souhrnně vytvářejí charakteristický „čarový 

kód“ umožňující příslušný komplex spolehlivě identifikovat. 
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Obr. 5.12.: Přehledné srovnání RRS spekter (excitace 441.6 nm) vodného (20 mM PBS pufr, pH ~ 

6.8) roztoku volného CuTMPyP4 (CuP) a roztoků jeho komplexů s poly(dG-dC)2 (CuP+PGC), 

poly(dA-dT)2 (CuP+PAT) a poly(dA).poly(dT) (CuP+PAPT). Vyznačené polohy odpovídají pásům 

volného CuTMPyP4. Přiřazení pásů vychází z [27, 46]. δ – deformační vibrace, ν – valenční 

vibrace, s – symetrická vibrace, pyr – N-methylpyridylová skupina. 
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Obr. 5.13 : Detailní srovnání RRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho 

komplexu s poly(dG-dC)2 (CuP+PGC). Vyznačené polohy odpovídají pásům komplexu. Přiřazení 

pásů podle [27, 46]. 
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Obr.5.14: Detailní srovnání RRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho 

komplexu s poly(dA-dT)2 (CuP+PAT). Vyznačené polohy odpovídají pásům komplexu. Přiřazení 

pásů podle [27, 46]. 
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Obr.5.15: Detailní srovnání RRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho 

komplexu s poly(dA).poly(T) (CuP+PAPT). Vyznačené polohy odpovídají pásům komplexu. 

Přiřazení pásů podle [27, 46]. 

 
 

59 



 
 

60 

5.5 Měření kinetik SERRS signálu 

  
   Pro všechny studované komplexy byly opakovaně proměřeny časové vývoje jejich 

SERRS spekter po přidání do několika různých koloidů vhodných vlastností. Na základě 

výsledků prezentovaných v kapitole 5.1 se od použitých koloidů požadovalo, aby SERRS 

spektra byla co nejméně ovlivněna možnou tvorbou „hot-spots“, která by do časových 

vývojů vnášela výše popsané intenzitní fluktuace související s jejich fotodekompozicí. Pro 

účely SERRS měření byly proto pečlivě vybrány pouze stabilní koloidy s vlastnostmi 

odpovídajícími slabě agregujícímu koloidu s vyšším ζ-potenciálem, avšak poskytujícímu 

dostatečně vysokou SERRS-aktivitu pro koncentrace CuTMPyP4 ~ 1 × 10-8 M. Přesto 

jistou míru agregace nelze vyloučit. 

   Pro všechny tři typy komplexů byly změřeny SERRS kinetiky metodou SF popsanou 

v kap. 5.2.1, kdy byl standardně smícháván objem 500 μl koloidu s 10 μl před 

experimentem ředěného zásobního roztoku příslušného komplexu s koncentrací porfyrinu 

5 × 10-7 M, takže výsledná koncentrace porfyrinu v koloidu byla [CuTMPyP4] = 1 × 10-8 

M, přičemž jedna jeho molekula připadala na 10 bázových párů polynukleotidu. Pro 

porovnání byl za identických podmínek proměřován i časový vývoj SERRS spekter 

volného CuTMPyP4 stejné koncentrace. 

   Měření se prováděla dvěma způsoby. Pro detailní zachycení začátku časového vývoje 

SERRS spekter se nejprve proměřily kinetiky do 1 min, s jemnějším časovým krokem 0.5 

s. Při každém z těchto experimentů se získalo vždy 120 spekter, přičemž každé spektrum 

bylo součtem dvou 0.25 s akumulací. Příklad společného zpracování několika kinetik do 1 

min pro volný CuTMPyP4 je uveden na obrázku 5.16. Časový průběh koeficientů V1 

odpovídá očekávání, neboť intenzita SERRS signálu narůstá s prodlužující se dobou 

přítomnosti komplexu v koloidu, což je důsledkem postupně se zvyšujícího počtu molekul 

porfyrinu adsorbujících se na stříbrných nanočásticích, na kterých k zesílení Ramanova 

signálu dochází. Kontrolními RRS měřeními při stejné excitaci bylo zjištěno, že 

koncentrace 1 × 10-8 M bez SERRS zesílení neposkytuje žádný měřitelný RRS signál 

CuTMPyP4. V grafu pro časový průběh V1 na Obr.5.16 je vyznačen čas odpovídající 3 s po 

vstříknutí systému do kyvety, který odpovídá okamžiku, kdy už podle výsledků z kap. 

5.2.1 nemá na časový vývoj spekter vliv homogenizace vzorku. Faktorová analýza začátků 

kinetik komplexů CuTMPyP4 s polynukleotidy vykazovala kvalitativně velice podobné 

výsledky, samozřejmě s jinými rychlostmi nárůstu a celkovým rozsahem SERRS signálu. 
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Při analýze kinetik jednotlivě, bylo možno převážně identifikovat pouze jednu spektrální 

komponentu. Pokud byla přítomná i druhá, jednalo se o nevýrazný příspěvek, jehož 

spektrální črty se ztrácely v šumu. Důvodem nevýrazného projevu mohla být i velice 

krátká expoziční doba pro jedno spektrum, která výrazně snižovala poměr signálu k šumu. 

Navíc výskyt druhé komponenty byl stochastický. Při standardních podmínkách se 

v opakovaných experimentech se stejným komplexem v některých kinetikách objevil, 

v jiných nikoliv. 

   Obdobně byly změřeny i SERRS kinetiky, s časovým krokem 5 s, a to do celkové doby 

15 min po přidání do koloidu. Výsledkem těchto experimentů byly série 180 spekter 

získaných ze dvou 2.5 s akumulací. FA v nich našla 1 až 3 relevantní subspektra 

v závislosti na způsobu zpracování (individuální nebo společné pro více kinetik). Jako 

příklad s jednou signifikantní spektrální komponentou uvádíme na Obr.5.17 kinetiku 

volného CuTMPyP4. Poměr singulárních hodnot W1 a W2, spolu s časovým průběhem V2, 

který pouze osciluje kolem nuly, dokazuje, že v systému pozorujeme pouze jednu 

komponentu. Naproti tomu, na Obr.5.18– opět s výsledky kinetiky pro volný CuTMPyP4, 

je jasně vidět přítomnost druhé spektrální komponenty S2, která se od dominantní S1 

odlišuje intenzitními poměry některých pásů a odlišným časovým průběhem V2. Pokud se 

zpracuje série několika opakovaných kinetik pro stejný komplex a stejný koloid, výsledek 

názorně ukáže, jak se jednotlivé kinetiky vzájemně liší zastoupením spektrálních 

komponent a jejich časovým vývojem. Příkladem je současné zpracování 5 kinetik pro 

volný CuTMPyP4 na stejném koloidu (Obr.5.19), kde FA ukazuje přítomnost 3 

spektrálních forem, i když analýzy jednotlivých kinetik identifikovaly jednu až dvě. Zde 

uvedená druhá komponenta má tvar podobný jako na Obr.5.18, ale spektrální črty jsou 

výraznější díky lepšímu poměru signálu k šumu. Z průběhu koeficientů V2 je pak zřejmé, 

že se vyskytovala pouze u 3 kinetik z 5 společně zpracovávaných. Třetí komponenta pak 

v detailu postihuje určité spektrální rozdíly mezi jednou z nich a zbývajícími dvěmi. 

   Výskyt dvou a více komponent (v závislosti na způsobu zpracování) byl častější a 

průkaznější pro kinetiky volného porfyrinu. Druhá komponenta v jednotlivých kinetikách 

se vyskytovala ještě v spektrech komplexů s poly(dG-dC)2, kde vykazovala velice podobný 

tvar jako u kinetik volné formy CuTMPyP4, ale odlišný od druhé komponenty pozorované 

u kinetik závislých na délce expozice (kap. 5.1) a zřejmě související s tvorbou „hot spots“. 

Z velké podobnosti SERRS spekter volného porfyrinu a SERRS spekter všech komplexů, z 

odlišností mezi SERRS a RRS spektry komplexů a z odlišností pozorovaných pro druhou 

spektrální komponentu v kinetikách vyvíjejících se systémů a ze systémů s „hot spots“ 



(kap. 5.1) se dá spíše usuzovat, že jde o spektrální složku související se stavem porfyrinu 

na povrchu koloidních částic v procesu adsorpce na koloidní částici (různá orientace 

vzhledem k povrchu), a ne vazebným místem porfyrinu v komplexu s polynukleotidem 

nebo lokalizací porfyrinu v „hot spot“. V kinetikách komplexů s poly(dA-dT)2 a 

poly(dA).poly(dT) nebyla tato komponenta vůbec rozeznatelná, co však mohlo být do 

značné míry způsobeno podstatně nižším SERRS signálem za jinak stejných 

experimentálních podmínek. 
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Obr.5.16: Výsledek FA ze současného zpracování 4 kinetik SERRS spekter volného CuTMPyP4 

pro 1 min vývoje systému. Zobrazeny jsou první dvě komponenty (S1, S2), z nichž je pouze první 

statisticky významná (W1 = 49500 , W2 = 2400). V grafu pro V1 a V2 je vyznačen časový okamžik 

odpovídající dokonalé homogenizaci vzorku po přidání do kyvety. 
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   Toto vysvětlení lze podepřít pozorováním, že největší odlišnosti druhého subspektra lze 

pozorovat v oblastech vlnočtů 1180 – 1270 cm-1 a dále u 1366cm-1, 1569 cm-1, 1644 cm-1. 

Jelikož pásy na 1190, 1221 a 1644 cm-1, připsané deformačním vibracím s N-

methylpyridylové skupiny (viz. tabulka 2.1) vykazují odlišný směr intenzitní změny než 

pásy porfyrinového makrocyklu 1366cm-1 a 1569 cm-1, dá se také usuzovat, že se jedná o 

složku, která odráží různou vzdálenost N-methylpyridylové skupiny od povrchu koloidní 

částice v průběhu jejího pronikání iontovou obálkou nebo různou míru kontaktu s 

povrchem. 
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Obr.5.17: Typický výsledek FA z kinetiky SERRS spekter volného CuTMPyP4 pro 15 min vývoje 

systému. Z analýzy je zřejmá přítomnost pouze jedné spektrální komponenty (S1) se statistickou 

významností (W1 = 47000 , W2 = 700). 
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Obr.5.18: Typický výsledek FA z kinetiky SERRS spekter volného CuTMPyP4 pro 15 min vývoje 

systému. Z analýzy je zřejmá přítomnost dvou komponent (S1, S2) se statistickou významností (W1 

= 48700, W2 = 910, W3 = 700). 

 
 

64 



S1

Vlnočet [cm-1]
800 1000 1200 1400 1600 1800

R
el

at
iv

ní
 in

te
nz

ita

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

S2

Vlnočet [cm-1]
800 1000 1200 1400 1600 1800

R
el

at
iv

ní
 in

te
nz

ita

-0.20

-0.15

-0.10

-0.05

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

V1

Čas [s]
0 200 400 600 800

Ko
ef

ic
ie

nt
 V

1

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

V2

Čas [s]
0 200 400 600 800

K
oe

fic
ie

nt
 V

2
-0.06

-0.04

-0.02

0.00

0.02

0.04

0.06

SDE

Faktorová dimenze
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

H
od

no
ta

 S
D

E

10.6

10.8

11.0

11.2

11.4 Wi

Pořadové číslo subspektra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

H
od

no
ta

 W
i

1x103

10x103

100x103

S3

Vlnočet [cm-1]
800 1000 1200 1400 1600 1800

R
el

at
iv

ní
 in

te
nz

ita

-0.20

-0.15

-0.10

-0.05

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

V3

Čas [s]
0 200 400 600 800

K
oe

fic
ie

nt
 V

3

-0.08

-0.06

-0.04

-0.02

0.00

0.02

0.04

0.06

 

 

Obr.5.19: Výsledek FA ze současného zpracování 5 kinetik SERRS spekter volného CuTMPyP4 

pro 15 min vývoje systému. Zobrazeny jsou tři komponenty (S1, S2, S3) s největší statistickou 

významností (W1 = 109000 , W2 = 3200, W3 = 2200) a jim odpovídající koeficienty (V1, V2, V3). 
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5.6 Porovnání SERRS a RRS spekter komplexů 
 

   Spektrální RRS charakteristiky komplexů CuTMPyP4 s jednotlivými modelovými 

polynukleotidy by nám měly pomoct při hledání odpovědi na otázku, čemu vlastně 

odpovídají naměřená SERRS spektra. Porfyrinu, který se dostal na povrch koloidní částice 

v komplexu s polynukleotidem nebo spíše porfyrinu z tohoto komplexu již uvolněnému? 

Pro objasnění této otázky jsou na Obr.5.20 – 5.22 postupně detailní srovnání typických 

SERRS spekter komplexů CuTMPyP4 s poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2 a poly(dA).poly(dT) 

se SERRS spektrem volného CuTMPyP4. Jak je na první pohled zřejmé, rozdíly mezi 

SERRS spektry volného CuTMPyP4 a SERRS spektry komplexů jsou podstatně menší, 

než mezi odpovídajícími RRS spektry. Diferenční SERRS spektra jednotlivých komplexů 

(Obr.5.20 –5.22) vykazují velice podobné spektrální charakteristiky, což je v kontrastu 

s výraznými rozdíly pozorovanými v příslušných RRS spektrech (Obr.5.13 –5.15). 

Například poloha pásu δs(Cβ-H) je naprosto identická pro všechny komplexy i volný 

CuTMPyP4. Ani u ostatních pásů nedochází prakticky k žádným významnějším posuvům 

vlnočtů, navíc polohy všech pásů v SERRS spektrech jsou v rámci experimentální chyby 

totožné s polohami RRS spekter volného CuTMPyP4. I když v SERRS spektrech 

komplexů lze pozorovat řadu menších intenzitních změn oproti volnému CuTMPyP4, 

jejich charakter je velice odlišný od toho, co bylo pozorováno v RRS spektrech. Tento 

výsledek odpovídá situaci, kdy jsou za SERRS signál odpovědny molekuly CuTMPyP4 

uvolněny z komplexů, spíše než molekuly v komplexu setrvávající. Jednoduše řečeno, 

veškerý signál v SERRS spektrech pochází od volného nebo uvolněného CuTMPyP4. 
   Rozdílné průběhy SERRS kinetik a rozdílná intenzita celkového SERRS signálu pro 

komplexy s jednotlivými polynukleotidy pak odrážejí spíše stabilitu těchto komplexů a 

rychlost jejich desintegrace v koloidním prostředí než strukturní rozdíly. 
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Obr.5.20: Srovnání SERS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho 

komplexu s poly(dG-dC) (CuP+PGC). Spektra odpovídají stabilizovanému SERRS systému cca 60 

min po přidání analytu. Výsledná koncentrace CuTMPyP4 v koloidu byla 1×10-8 M. Spektra byla 

renormalizována podle intenzity pásu 1644 cm-1. 
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Obr.5.21: Srovnání SERRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho 

komplexu s poly(dA-dT) (CuP+PAT). Spektra odpovídají stabilizovanému SERRS systému cca 60 

min po přidání analytu. Výsledná koncentrace CuTMPyP4 v koloidu byla 1×10-8 M. Spektra byla 

renormalizována podle intenzity pásu 1644 cm-1. 
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Obr.5.22: Srovnání SERRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho 

komplexu s poly(dA).poly(dT) (CuP+PAPT). Spektra odpovídají stabilizovanému SERRS systému 

cca 60 min po přidání analytu. Výsledná koncentrace CuTMPyP4 v koloidu byla 1×10-8 M. Spektra 

byla renormalizována podle intenzity pásu 1644 cm-1. 
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6. Diskuse 

 

   Vzhledem k tomu, že poměr singulárních hodnot první a druhé spektrální komponenty 

objevující se v kinetikách jednotlivých komplexů byl ve všech případech > 20 (v některých 

případech 30 až 50), v prvním přiblížení lze na všechny kinetiky nahlížet jako na procesy 

s jedinou spektrální komponentou narůstající v čase z nulové hodnoty na maximum. 

Časový průběh celkové SERRS intenzity pak lze stanovit přímo z časového průběhu 

koeficientů V1. Pokud jsou spektra z jednotlivých kinetik (v rámci jednoho typu komplexu 

i mezi různými komplexy navzájem) naměřeny za identických podmínek (stejný koloid, 

totální koncentrace CuTMPyP4, teplota, způsob přípravy SERRS-aktivního systému, 

metodika měření), lze koeficienty V1 získané z FA normalizovaných spekter použít pro 

vzájemné srovnání kinetik i celkové SERRS intenzity. 

   Pro získání kvantitativních parametrů popisujících rychlost nárůstu SERRS signálu pro 

jednotlivé komplexy byly časové průběhy koeficientů V1 z každého měření nafitovány  

křivkou s exponenciálním nárůstem na maximální hodnotu. Podle tvaru křivky se jednalo o 

fitování na jedno- až tříexponenciální nárůst, kde kriteriem použití fitů s vyšším počtem 

variabilních parametrů byla residuální odchylka fitu od experimentálních hodnot: 

)1()( 1τ
t

eAty −=  

)1()1()( 21 ττ
tt

eBeAty −+−=  

)1()1()1()( 321 τττ
ttt

eCeBeAty −+−+−=  

 

Parametry τ1, τ2 a τ3 je možné z fyzikálního hlediska považovat za časové konstanty 

vyjadřující rychlost určitých procesů probíhajících na povrchu koloidních částic po přidání 

analytu, promíchání vzorku a zahájení expozice. Koeficienty A, B a C vyjadřují relativní 

příspěvek jednotlivých procesů k celkovému průběhu signálu. 

   Počet exponenciál potřebných pro vystihnutí kinetik se u jednotlivých komplexů lišil. 

Např. pro kinetiky do 15 min u komplexů s poly(dG-dC)2 bylo potřeba pokaždé použít 

tříexponenciální fit (Obr. 6.1). V případě volného CuTMPyP4 postačovaly 2 exponenciály, 

a kinetiky komplexů s poly(dA-dT)2 a poly(dA).poly(dT) bylo možno nafitovat na 

jednoexponenciální průběh (Obr. 6.2). I když prozatím chybí fyzikální zdůvodnění nutnosti 
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konkrétního počtu časových konstant pro jednotlivé komplexy, použití jiného počtu 

výrazně zvýšilo residuální odchylku nebo naopak dávalo dvě komponenty s identickými 

časovými konstantami. Protože se parametry exponenciálních fitů pro stejný komplex (za 

identických experimentálních podmínek) mírně lišily experiment od experimentu, pro 

výpočet reprezentativních hodnot a jejich statistických odchylek bylo použito výsledků z 5 

– 8 experimentů, obvykle po vyloučení experimentů s hrubou chybou. 

   Pro vzájemné porovnání SERRS kinetik různých komplexů pak byly použity střední 

hodnoty koeficientů V1–Mean (spolu se standardní odchylkou a chybou). Podobně byly 

vypočítány střední hodnoty časových konstant a jejich standardní odchylky a chyby. U 

jednotlivých časových konstant je v závorce uvedeno i jejich relativní zastoupení v dané 

kinetice. V každém grafu jsou zároveň modře znázorněny i residuální diference 

jednotlivých hodnot koeficientů od proložené křivky. 

   Průběhy středních hodnot koeficientů V1 pro jednotlivé komplexy a volný porfyrin, 

získaných ze spekter vzájemně intenzitně normalizovaných, jsou pro kinetické 

experimenty do 1 min a do 15 min po přidání analytu přehledně porovnány na Obr. 6.3 a 

6.4. Na první pohled je zřejmé, že nárůst SERRS signálu v experimentech do 1 min je 

nejrychlejší pro volný CuTMPyP4, což odpovídá intuitivnímu očekávání (Obr. 6.3). 

Porfyrin, kterému v adsorpci na koloidní částice nebrání přítomnost nukleové kyseliny, by 

měl vykazovat nejrychlejší kinetiku a nejvyšší úroveň celkového SERRS signálu. 

Z Obr.6.3 je vidět, že druhou nejrychlejší kinetiku a největší signál vykazuje komplex 

s poly(dG-dC)2, následovaný podstatně pomalejšími a méně intenzivními komplexy s 

poly(dA-dT)2 a poly(dA)·poly(dT). 

   Pokračování kinetik pro delší časy je vidět na Obr. 6.4, kde křivka pro poly(dG-dC)2 

protne křivku volného CuTMPyP4 a konverguje k celkově nejvyššímu výslednému 

signálu. Křivky pro poly(dA-dT)2 a poly(dA)·poly(dT) vykazují i pro delší vývoj pomalý 

nárůst na výsledné hodnoty podstatně nižší než pro volný CuTMPyP4 a komplex s 

poly(dG-dC)2. Odpovídající časové konstanty jsou pro lepší orientaci uvedeny u 

jednotlivých křivek. 

 

 



 
 
 

Obr 6.1: Časové vývoje SERRS spekter CuTMPyP4 v komplexu s poly(dG-dC)2 pro jednotlivá 

měření, vyjádřené z průběhu V1. Střední hodnotu V1 ze šesti měření za identických podmínek 

vyjadřuje V1-Mean. Černě je vyznačena proložená teoretická křivka s tříexponenciálním nárůstem 

na maximální hodnotu a modře jsou zobrazeny residuální diference experimentálních hodnot 

koeficientů od tohoto fitu. 
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Obr.6.2: Časové vývoje SERRS spekter CuTMPyP4 v komplexu s poly(dA).poly(dT) pro 

jednotlivá měření, vyjádřené z průběhu V1. Střední hodnotu V1 ze šesti měření za identických 

podmínek vyjadřuje V1-Mean. Černě je vyznačena proložená teoretická křivka 

s jednoexponenciálním nárůstem na maximální hodnotu a modře jsou zobrazeny residuální 

diference experimentálních hodnot koeficientů od tohoto fitu. 
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Obr 6.3: Porovnání časového vývoje SERRS spekter volného CuTMPyP4 a komplexů s poly(dG-

dC)2, poly(dA-dT)2, poly(dA).poly(dT) získané z kinetik měřených pro časy kratší než 60 s. 

Červeně jsou vyznačeny jednotlivé fity s exponenciálním nárůstem na maximální hodnotu. Střední 

hodnoty časových konstant a příslušné relativní zastoupení v kinetice je uvedeno u jednotlivých 

křivek. 

   

   Na základě jednoduché úvahy založené na předpokladu, že rychlost kinetiky nárůstu 

SERRS signálu a jeho celková intenzita budou tím větší, čím je molekula CuTMPyP4 

disponibilnější pro adsorpci na koloidní nanočástice, jsme očekávali, že nejvyšší hodnoty 

bude vykazovat volný porfyrin. V komplexech s polynukleotidy, kde by porfyrin měl být 

méně přístupný, jsme očekávali posloupnost poly(dA-dT)2 ~ poly(dA).poly(dT) > 

poly(dG-dC)2, vzhledem k větší expozici externě vázaného CuTMPyP4 oproti 

interkalovanému. Proto jsme nejnižší SERRS intenzity a nejpomalejší kinetiky očekávali u 

komplexu CuTMPyP4+poly(dG-dC)2. Kinetiky do 1 min (Obr. 6.3) i 15 min (Obr. 6.4) 

však shodně ukazují překvapivé výsledky. Rychlost i rozsah nárůstu SERRS signálu od 

volného porfyrinu v kinetikách do 1 min sice odpovídá těmto předpokladům, ovšem 

druhou nejrychlejší kinetikou s vysokou intenzitou SERRS spekter byla kinetika pro 

komplex s poly(dG-dC)2. Naopak u poly(dA-dT)2 a poly(dA)·poly(dT) byla celková 

intenzita SERRS spekter malá (Obr. 6.3) a nárůst SERRS signálu pomalý. 
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   Pro časové vývoje do 15 min (Obr. 6.4) vychází pořadí pro jednotlivé komplexy naprosto 

stejně jako v případě krátkých kinetik, ovšem celková intenzita SERRS signálu pro 

komplex s poly(dG-dC)2 postupně přesáhne úroveň pro volný porfyrin. Znamenalo by to, 

že komplex s poly(dG-dC)2 poskytne pro adsorpci více molekul CuTMPyP4 než stejné 

množství volného porfyrinu, což by bylo paradoxní. 
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Obr 6.4: Porovnání časového vývoje SERRS spekter volného CuTMPyP4 a komplexů s poly(dG-

dC)2, poly(dA-dT)2, poly(dA).poly(dT) získané z kinetik měřených pro časy kratší 900 s. Červeně 

jsou vyznačeny jednotlivé fity s exponenciálním nárůstem na maximální hodnotu. Střední hodnoty 

časových konstant a příslušné relativní zastoupení v kinetice je uvedeno u jednotlivých křivek. 

 
   Ke zjištění, zda jsou překvapivé výsledky kinetik správné, popřípadě v čem je chyba, 

byla pro všechny zkoumané vzorky proměřena i SERRS spektra stabilizovaných systémů, 

připravených z identických výchozích komponent za stejných podmínek. Konkrétně to 

znamenalo, že SERRS-aktivní systém byl připraven mimo měřicí kyvetu přidáním 

přesného množství vzorku do koloidu, důkladně promíchán, a to cca 1 h před měřením. 

Z průběhu kinetik se dalo očekávat, že 1 hodinu po přípravě bude SERRS-aktivní systém 

již stabilizován z hlediska procesů adsorpce na povrch koloidu a jednotlivé kinetiky 

doběhnuty do svého maxima. Tyto měření se prováděla v 1 cm kyvetách s mícháním 
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vzorku magnetickým míchadlem, ovšem narozdíl od kinetických experimentů se 

studovaný systém přidával do kyvety již ve stabilizovaném stavu. Výsledky faktorové 

analýzy několika opakovaných měření jsou uvedeny na obrázku 6.5 a) a b). Z obrázku 6.5 

b) je patrné, že nejvyšší SERRS intenzity skutečně dosahuje volný porfyrin a druhé 

nejvyšší poly(dG-dC)2. Pořadí SERRS intenzit komplexů s jednotlivými polynukleotidy 

však zůstává zachováno jako ve výsledcích s kinetických měření, poly(dG-dC)2 >> 

poly(dA-dT)2 > poly(dA).poly(dT). Diskrepance mezi celkovou úrovní SERRS intenzit 

naměřených z kinetik a statických systémů pro volný CuTMPyP4 a komplex s poly(dG-

dC)2 souvisí pravděpodobně s nějakými artefakty plynoucími z použité SF metodiky. Pro 

jejich identifikaci byla provedena řada kontrolních experimentů. 

   Jednou z možných příčin by mohla být samotná metoda dvoušpičkové aplikace vzorku 

při SF, kdy se porfyrin (nebo jeho komplex) jako první dostává do kontaktu s prázdnou 

kyvetou. Přitom zřejmě dochází k  adsorpci části CuTMPyP4 na dno kyvety. Vzhledem 

k malým přidávaným objemům analytu, nízkým koncentracím porfyrinu a vysoké adhezi 

porfyrinu na skleněný nebo křemenný povrch, můžou být adsorbované frakce signifikantní, 

a navíc pro každý komplex jiné. Tuto hypotézu potvrzovaly experimenty, kdy byla na dno 

měřicí kyvety aplikována kapka zásobního roztoku CuTMPyP4, a koloid byl přidán 

následně. Takto připravený SERRS-systém dával výrazně nižší signál (v některých 

případech vůbec žádný) než systém, kdy se kapka vzorku přidávala do koloidu v kyvetě. 

Pokud byly pro stejný experiment použity silanované kyvety, u kterých by k adhezi nemělo 

docházet, úbytek signálu nebyl patrný. Kyvety byly silanovány propláchnutím 3% 

roztokem (CH3)2SiCl2 v benzenu, poté  100% alkoholem a následně byly vysušeny při 

90°C. Při jejich mytí mezi měřeními se užívala pouze destilovaná voda, nikoli HCl či 

aceton. 

   Pro další kontrolní kinetické experimenty jsme proto použily silanované kyvety. Pro ještě 

lepší omezení kontaktu analytu s silanovanou kyvetou v okamžiku přidávání, se do kyvety 

na začátku každého měření umístilo 50 µl koloidu (aby jeho hladina nezasahovala do 

excitačního objemu) a po zapnutí měření kinetiky se do něj dvoušpičkovou metodou SF 

vstříkl vzorek s takovým množstvím koloidu (450 µl), aby výsledná koncentrace 

CuTMPyP4 v koloidu zůstala stejná jako u předchozích experimentů, tj. 1 × 10-8 M. 

SERRS kinetiky byly měřeny za stejného nastavení aparatury jako v předchozích 

případech dlouhých kinetik, a to za použití jiného koloidu s relativně vyšším ζ-potenciálem 

(slabě agregující koloid 5, vykazující zanedbatelnou tvorbu „hot spots“, ale poskytující 

silný SERRS signál pro volný CuTMPyP4), odlišného od koloidu použitého v předešlých 
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experimentech. Důvodem změny koloidu bylo spotřebování zásoby předešlého, což je 

potřeba vzít v úvahu při posuzování výsledků. 

   Výsledné časové vývoje SERRS spekter pro volný porfyrin a všechny komplexy byly 

zpracovány FA společně, a z ní získaná subspektra s příslušnými koeficienty jsou uvedeny 

na Obr. 6.6. Zde již průběh koeficientů V1 pro volný porfyrin odpovídá očekáváním, 

nicméně pořadí poly(dG-dC)2 >> poly(dA-dT)2 ~ poly(dA).poly(dT) zůstalo zachováno. 

Porovnají-li se intenzity spekter pro jednotlivé komplexy a volný porfyrin v časech nad 

800 s, pak intenzita spekter pro komplex s poly(dG-dC)2 dosahuje 38 % intenzity signálu 

od samotného CuTMPyP4, poly(dA-dT)2 3% a poly(dA)·poly(dT) také 3%. Vzhledem 

k použití koloidu 5 s vlastnostmi odlišnými od předešlého (zejména řádově odlišná doba 

mezi jejich přípravou a použitím), nižší celkové SERRS zesílení pro komplexy s 

polynukleotidy, zejména poly(dA-dT)2 a poly(dA)·poly(dT), může být složitější funkcí ζ-

potenciálu, velikosti částic a přítomnosti zbytků redukčního činidla. Stejný experiment byl 

proto opakovaně proveden i na dalším koloidu s relativně nižším ζ-potenciálem (silně 

agregující koloid 8 poskytující silný SERRS), u kterého byl sice zaznamenán určitý pokles 

SERRS signálu v průběhu expozice vlivem tvorby „hot spots“, ovšem poskytoval taky 

vyšší SERRS signál pro komplexy s polynukleotidy. Nižší ζ-potenciál obecně dovoluje 

také adsorpci analytů s neutrálním nebo záporným nábojem, což může být případ 

komplexů CuTMPyP4 s polynukleotidy, které mají vzhledem k poměru [bp]/[CuTMPyP4] 

~ 10 celkový náboj záporný. Výsledky získané z FA jsou na Obr. 6.7. V tomto případě 

dosahoval signál při měřeních na komplexech s poly(dG-dC)2 53% intenzity spekter 

z kinetiky volného porfyrinu, poly(dA-dT)2 19% a poly(dA)·poly(dT) 3%. Pořadí celkové 

SERRS-aktivity systémů pro jednotlivé polynukleotidy zůstalo zachováno, stejně jako 

posloupnost rychlostí kinetik. 

   Opakované kinetické experimenty za použití tří různých koloidů s odlišným ζ-

potenciálem konzistentně prokázaly, že nejrychlejší kinetiku nárůstu SERRS signálu a jeho 

nejvyšší úroveň vykazuje volný porfyrin, následovaný posloupností komplexů poly(dG-

dC)2 >> poly(dA-dT)2 > (~) poly(dA).poly(dT). Interkalovaný CuTMPyP4 je zřejmě 

disponibilnější pro adsorpci na koloidní nanočástice než porfyrin navázán externě do 

žlábků polynukleotidů. Z výše uvedeného je tedy zřejmé, že z celkové intenzity SERRS 

spekter CuTMPyP4 v komplexu s oligonukleotidy není možné usuzovat na způsob 

vzájemné interakce, založené pouze na intuitivním a experimenty neověřeném 

předpokladu, že interkalace chrání porfyrin před vnějším prostředím. Navíc, vysoká 

spektrální shoda SERRS spekter volného porfyrinu a SERRS spekter komplexů naznačuje, 



že se na povrch koloidů adsorbují spíše molekuly CuTMPyP4 uvolněné z komplexu než 

samotný komplex. Interakce komplexu s koloidním povrchem samozřejmě může k rozpadu 

komplexu přispívat, nebo být přímo jeho příčinou. Kinetika SERRS spekter a intenzita 

výsledných spekter tedy vypovídá spíše o rychlosti a míře, s jakou je porfyrin schopen se 

z komplexu vyvazovat, a tedy o celkové stabilitě komplexu v prostředí koloidu. Z měření 

prováděných na poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2 a poly(dA)·poly(dT), je zřejmé, že za námi 

použitých podmínek je nejméně stabilní komplex poly(dG-dC)2 s interkalovaným 

CuTMPyP4, neboť poskytuje velmi silný SERRS signál s rychlou kinetikou. 
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Obr.6.5 a): Srovnání SERRS spekter (1 hod po přípravě) pro volný (free) CuTMPyP4 a pro 

komplexy s poly(dG-dC)2 (PGC) , poly(dA-dT)2  (PAT), poly(dA).poly(dT) (PAPT). 



                                    
Obr 6.5 b): Srovnání středních hodnot nanormovaných koeficientů V1 (V1 mean norm) pro SERRS 

spektra (1 h po přípravě) volného (free) CuTMPyP4 a jeho komplexů s poly(dG-dC)2 (PGC), 

poly(dA-dT)2 (PAT) a poly(dA).poly(dT) (PAPT). 
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Obr.6.6: První tři komponenty (S1, S2, S3) z FA z měření časového vývoje SERRS spekter volného 

CuTMPyP4 a jeho komplexů s poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2, poly(dA)·poly(dT) na koloidu 5 

(viz. tabulka 6.1) do 15 min a jim příslušející normalizované koeficienty (V1, V2, V3). 
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Obr.6.7: První tři komponenty (S1, S2, S3) z FA z měření časového vývoje SERRS spekter volného 

CuTMPyP4 a jeho komplexů s poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2 a poly(dA)·poly(dT) na koloidu 8 

(viz. tabulka 6.1) do 15 min a jim příslušející normalizované koeficienty ( V1, V2, V3). 

 

   V případě kinetik poskytovaly všechny použité koloidy kvalitativně stejné výsledky, 

nicméně s vysokou kvantitativní variabilitou naměřených parametrů. Je tedy jasné, že 

rozsah celkového SERRS signálu je relativní parametr silně ovlivněn vlastnostmi koloidu. 

Pokud dochází v čase k jejich změnám, SERRS měření můžou poskytnout zavádějící 

výsledky. Při snaze odladit metodiku měření se dále ukázalo, že i při dodržení co 

nejstabilnějších a nejstandardnějších experimentálních podmínek, samotná metoda měření 

kinetik je velmi citlivá na řadu různých špatně kontrolovatelných faktorů, které můžou 

způsobit statistickou i systematickou variabilitu výsledků. 
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7. Závěr 
 

   V rámci této diplomové práce byly podrobně studovány časové vývoje SERRS spekter 

pro různé vazebné módy porfyrinu CuTMPyP4 v  komplexech se syntetickými 

modelovými  polynukleotidy  poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2, poly(dA)·poly(dT) a pro volný 

porfyrin. Pro tyto účely byly připraveny a pomocí absorpčních spekter, SERRS spekter a 

TEM charakterizovány borohydridem redukované Ag koloidní systémy vykazující různou 

velikost SERRS zesílení. 

   Bylo zjištěno, že borohydridem redukované Ag koloidní systémy připravené stejným 

(nebo mírně modifikovaným) postupem můžou vykazovat až řádové rozdíly v celkové 

SERRS aktivitě a stabilitě SERRS signálu v průběhu expozice, přičemž změny intenzity 

SERRS spekter s dobou expozice jsou zřejmě závislé na velikosti ζ-potenciálu konkrétního 

koloidu. Pomocí faktorové analýzy SERRS spekter CuTMPyP4 na koloidech s nízkým ζ-

potenciálem byly identifikovány dvě spektrální formy o rozdílném vývoji v závislosti na 

délce expozice vzorku excitačním paprskem (441.6 nm). Druhá spektrální komponenta 

nejspíše odráží schopnost tvorby „hot spots“ v daném systému a s ní související vlivy na 

Ramanovo spektrum CuTMPyP4. V koloidech o nízkém ζ-potenciálu patrně dochází 

k tvorbě míst o velmi silných elektromagnetických polí - „hot spots“, které se 

pravděpodobně projeví i na celkovém SERRS signálu z makroskopického vzorku formou 

poklesu intenzity spekter s prodlužující se dobou expozice. Tento pokles se u některých 

systémů silně projevuje již v prvních vteřinách po započetí expozice. 

   Na koloidním systému s vysokým ζ-potenciálem, u kterého byla pozorována dobrá 

stabilita SERRS signálu v průběhu expozice, byly proměřeny kinetiky nárůstu SERRS 

signálu po přidání komplexu s různým vazebným módem porfyrinu (komplexy 

CuTMPyP4 s polynukleotidy s poly(dG-dC)2, poly(dA-dT)2, poly(dA)·poly(dT)) a pro 

volný porfyrin. 

   Pro účely měření kinetik byla navržena a otestována metodika rychlé homogenizace 

vzorku a jeho definovaného vpravení do rozptylového objemu pomocí „stopped flow“. 

V průběhu experimentů se ukázalo, že kvantitativní srovnávání SERRS signálů od různých 

komplexů je zatíženo řadou artefaktů, jako je konečná rychlost promíchání vzorku 

s koloidem, různé způsoby přípravy SERS-aktivního systému či adsorpce porfyrinu na 

stěny kyvety. 
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   Z kinetických měření bylo zjištěno, že intenzita SERRS signálu CuTMPuP4 z komplexů 

s různými polynukleotidy skutečně závisí na vazebném módu, ale jiným způsobem, než se 

intuitivně předpokládalo. Nejrychlejší kinetiku nárůstu SERRS signálu s celkově nejvyšší 

úrovní vykazuje volný porfyrin, nicméně druhá nejrychlejší kinetika byla pozorována pro 

komplex CuTMPyP4 s poly(dG-dC)2, kdy je porfyrin interkalován mezi báze 

polynukleotidu a chráněn kontaktu s koloidními namočásticemi. Experimentálně zjištěna 

relativní velikost SERRS signálů od jednotlivých komplexů vykazovala posloupnost: 

poly(dG-dC)2 >> poly(dA-dT)2 > poly(dA).poly(dT). 

   S vhodným koloidem byla dále proměřena „statická“ SERRS spektra 1 hodinu po 

přípravě systému. Z daných měření vycházely velikosti SERRS signálů pro jednotlivé 

komplexy stejně jako při měření kinetik, a to poly(dG-dC)2 >> poly(dA-dT)2 > 

poly(dA).poly(dT). 

   Na základě rozboru výsledků z FA získaných SERRS spekter a jejich porovnáním s 

odpovídajícími spektry RRS se zdá pravděpodobné, že signál pozorovaný při SERRS 

experimentech na komplexech CuTMPyP4 s polynukleotidy patří porfyrinu uvolněnému 

z daného komplexu spíše než celému komplexu adsorbovanému na povrch koloidní 

částice. Z výsledků FA SERRS měření dále vycházela v některých spektrech i přítomnost 

druhé slabší komponenty s vlastním časovým průběhem, která by mohla odpovídat signálu 

od porfyrinu částečně dosedlého na koloidní nanočástici, kdy teprve dochází k tvorbě 

SERRS aktivního komplexu. Příslušné kinetiky tedy pravděpodobně nevypovídají ani tak o 

konkrétním způsobu navázání porfyrinu v komplexu, jako spíše o stabilitě komplexu a 

rychlosti vyvazování CuTMPyP4. 

   Z časových vývojů SERRS spekter je dále zřejmé, že i 15 minut po přípravě SERRS-

aktivního systému nejsou jednotlivé kinetiky ukončeny, a že v rámci tohoto časového 

intervalu může dojít k podstatným změnám poměrů signálů pro jednotlivé komplexy. 

Pokud jsou SERRS spektra různých komplexů porovnávána intenzitně, není vhodné užívat 

SERRS-aktivní systémy v době do 30 min. po přípravě. Vzhledem k probíhajícím 

kinetikám a možným časovým závislostem způsobeným přítomností „hot spots“, 

jednokanálová detekce s postupným měřením spekter je zcela nevhodná. Bez znalosti 

časového vývoje SERRS signálu konkrétního SERRS-aktivního systému dokonce i 

mnohokanálová detekce může poskytnout zavádějící informace, zejména pokud jsou 

použity delší akumulační časy, nebo je vzorek nekontrolovaně exponován excitačním 

svazkem. 
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