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Abstrakt: Komplexy kationickych porfyrinti s nukleovymi kyselinami jsou zajimavé z hlediska
transportu terapeutickych oligonukleotidi do bunék nebo fotodynamické terapie nadorovych
onemocnéni. Diplomova prace se zabyva studiem komplexti kationického metaloporfyrinu
CuTMPyP4 s poly(dG-dC),, kde je predpokladana interkalace porfyrinu mezi bazové pary
polynukleotidu a s poly(dA-dT),, poly(dA)-poly(dT), u kterych je usuzovano na vnéjsi vazbu
CuTMPyP4 k helixu. Méfeni byla provadéna pomoci SERRS, RRS a absorp¢ni spektroskopie.
Z casovych vyvoji SERRS spekter pro jednotlivé komplexy bylo zjisténo, ze velikost intenzity
SERRS spekter a rychlost SERRS kinetik z komplexti neodpovida intuitivnimu pfedpokladu o
nizkém SERRS signalu a jeho pomalém nardstu v pfipad¢ interkalace porfyrinu, nebot’ pro
komplex CuTMPyP4 s poly(dG-dC), je pribéh SERRS kinetiky velmi rychly a vysledny SERRS
signal mnohem vétsi, nez pro poly(dA-dT),, poly(dA)-poly(dT). Po porovnani vysledki ze SERRS
a RRS se ukazalo, ze pti SERRS experimentech je pozorované spektrum dasledkem spiSe nez
porfyrinu v komplexu dusledkem porfyrinu z komplexu uvolnéného. Pii charakterizaci koloidnich
systémi pro SERRS méteni bylo dale zjisténo, ze pro koloidy s nizkym C-potencidlem je SERRS
signal nestabilni s dobou expozice vzorku, coZ je patrné zplisobeno 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),, where intercalation of porphyrin within polynucleotide’s base pairs is supposed
and with poly(dA-dT),, 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),, the SERRS kinetic are very fast and final SERRS
signal is more intense than for poly(dA-dT),, 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
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1.Uvod

vvvvvv

v kterych je ulozena geneticka informace organismu. Jedna se o biologicky nejvyznamng;jsi
molekuly, které mimo jiné urCuji i staii buiiky a tedy ovliviuji jeji déleni. Kazda zdrava
buiika ma své déleni pfisné regulovéano. Pii vzniku mutace v genetickém kddu ovSem mize
pusobenim vnéjsich vlivii - karcinogent - jako je cigaretovy kouf ¢i radiace. Genetické
abnormality mohou ovSem také vznikat ndhodnou chybou v opravné aktivit¢ DNA,
popiipadé pii jeji replikaci ¢i mohou byt zdédény. K naruseni regulace déleni muze
dochdzet napft. i aktivitou telomerazy. Neni-li bunéény cyklus spravné fizen pak se zvySuje
pravdépodobnost nekontrolovatelného déleni buiiky a selhani mechanismu jeji programové
smrti, coz vede ke vzniku rakovinového bujeni. K feSeni tohoto problému se v dneSni dobé
vyuziva fada lé¢ebnych postupti. Jednim z nich je tzv. fotodynamicka terapie nadorovych
onemocnéni, kdy jsou do organismu vpraveny hematoporfyriny ¢i jim podobné latky, které
se samovoln¢ soustfedi v oblasti rakovinné tkan¢ a jsou ndsledné plisobenim vhodného
zateni uvedeny do excitovaného stavu. Pfechod téchto molekul zpét do zakladniho stavu je
spojen s pienosem energie na molekuly kysliku v jejich okoli, coz vede ke vzniku
singletnich molekul kysliku v excitovaném stavu. Takovéto molekuly kysliku jsou
mnohem reaktivnéj$i nez jejich tripleni forma v zdkladnim stavu a reaguji-li napiiklad
s DNA dané buiiky, ma tato interakce Casto za nasledek nevratné poskozeni builky a jeji
naslednou smrt. Pro fotodymnamickou terapii jsou tedy nejvhodnéjsi fotosenzibilatory
schopné vazby pifimo do DNA, jakymi jsou naptiklad pravé porfyriny. Jako dalsi zptsob,
jak by bylo mozné zabranit rakovinovému bujeni se nabizi postup zalozeny na interakci
porfyrint se Ctyfzavitnicemi tvofenymi guaninovymi kvadruplexy. Telomericka ¢ast DNA
je totiz bohata na guanin a stabilizaci guaninovych kvadruplexti na téchto usecich DNA by
bylo mozné inhibovat telomerazovou aktivitu.

Genetickd informace bunky miize byt také pozménéna vlozenim cizorodé DNA (virové,
bakteridlni atd.) do DNA buiky, coz ma za nasledek produkci patogennich proteinii
bunikou. Jsou-li znami sekvence bazi nezadouciho genu je mozné k l1écbé uzit tzv.

antisensni terapie, kdy jsou do infikované builky transportovany terapeutické



oligonukleotidy branici expresi cizorodého genu na trovni translace. Transport téchto
oligonukleotidii pfes bunécnou membranu je ovSem ztizen jejich zapornym nabojem.
Jednou zmoznosti jak tento zdporny naboj kompenzovat je vytvofit komplex
s kationickymi porfyriny. Ty nejenze pomahaji priiniku oligonukleotidu do burky, ale také
dany oligonukleotid chrani pied jeho Stépenim nukledsami.

Pravé kvali svym biomedicinskym aplikacim jsou porfyriny a komplexy porfyrina
s nukleovymi kyselinami v poslednich letech intenzivné studovany. Jednou z metod
vyuzivanych ke studiu vzajemné interakce porfyrint s oligonukleotidy je spektroskopie
povrchem zesileného resonan¢niho Ramanova rozptylu (SERRS), kterda méa dvé hlavni
vyhody, a to moznost studia danych systému za koncentraci odpovidajicich fyziologickym
a moznost studia vzajemnych interakci i pro molekuly se silnou fluorescenci, coz je piipad
systémi pouzivanych v této diplomové praci. V poslednich letech bylo publikovano
mnozstvi praci, které na zaklad¢ velikosti intenzity spekter z méfeni provadénych pomoci
povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS) usuzuji na zplisob vazby porfyrinu k
pouzitym oligonukleotidiim, ov§em v danych pracich se vétSinou vychazi z predpokladu,
ze v ptipadé€, kdy je porfyrin vmezefen (interkalovan) mezi bazové pary polynukleotidu,
bude vysledny SERRS signal pfislusnych spekter slaby, nebot' porfyrin bude malo
pristupny zesilujicim kovovym nanocasticim, a naopak, je-li molekula porfyrinu navdzana
vné polynukleotidu do zlabku, bude intenzita ziskanych spekter vyssi v dusledku jeho vétsi
exponovanosti vnéj§imu prostfedi. Tato diplomova prace se zamétuje na ovéteni tohoto
bézné piijimaného predpokladu, a to pomoci analyzy SERRS spekter komplext, u kterych
se dnes da, na zaklad¢ jinych nez SERRS metod, povazovat zptisob interakce za znamy, a
to komplext s poly(dG-dC),, kde se usuzuje, ze je porfyrin interkalovan, dale s poly(dA-
dT), ¢i poly(dA)-poly(dT), kde 1ze predpokladat vnéjsi vazbu porfyrinu do zlabku. Prace se
tedy zabyva otdzkou zda lze zvelikosti SERRS signdlu porfyrinu v komplexech
s nukleovymi kyselinami usuzovat na jeho exponovanost vnéj§imu prostiedi, a za jakych
podminek. V opacném ptipad€, jaky je minimalni informacni obsah SERRS spekter
takovych komplexda.

Tato diplomové prace vznikla v ramci feSeni projektu GA UK 224/2006/B-FYZ/MFF
,Biologicky a terapeuticky vyznamné komplexy kationickych porfyrini a nukleovych

kyselin.*



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Ramanuv rozptyl

Ramantv rozptyl byl poprvé pozorovan C. V. Ramanem vroce 1928 [1,2]. Jeho
podstatou je zafivy prechod mezi dvéma stacionarnimi stavy molekuly, obvykle
vibra¢nimi. Jedna se o rozptyl neelasticky a vznika v disledku oscilaci elektrickych nabojt
indukovanych monochromatickym zafenim v molekule, ktera vykonava vlastni vibracni
pohyb. Podrobnéji napt. v [3]. Dopadé-li na molekulu rovinna monochromaticka vlna o
frekvenci wy, dochazi v molekule k indukci frekvenéné zdvislého dipolového momentu,

jenz lze podle klasické teorie vyjadfit vztahem:

p=a-kE,
(2.1)
kde & je tenzor polarizovatelnosti molekuly, ktery odpovida schopnosti soustavy nabitych
&astic sledovat svymi oscilacemi kmitani elektrické slozky dopadajiciho zafeni a E je
vektor elektrické intenzity plisobiciho zéafeni. Kona-li molekula vibra¢ni pohyb, ma tento
indukovany linearni dipol tfi slozky a je mozné ho vyjadfit ve tvaru:

P =p(ag) + plo, —0,)+ plo, + o), 2.2)
ve kterém o, odpovida frekvenci f-t¢ho vibra¢niho modu molekuly. Indukovany dipolovy
moment ma tedy krom¢ dominantni slozky oscilujici na frekvenci w, budiciho zéfeni 1
vyrazné mensi prispévky predstavované dipdlovymi momenty oscilujicimi na frekvencich
(0, * ), cozZ je zplisobeno mirnou zmeénou polarizovatelnosti molekuly diky vibraénimu
pohybu jejich jader. Prvni slozka p(®,) zapfi¢inuje vznik zafeni o stejné frekvenci jako
dopadajiciho zafeni a vysvétluje pruzny Rayleighiiv rozptyl. Zbyl¢ dva ¢leny p(w, ¥ @,)
jsou puivodei zafeni o frekvencich (@, ¥ w,)a vysvétlyji Ramantiv rozptyl, ktery tedy

vznikd v disledku modulace elektrického dipdlu kmitajiciho s frekvenci wy molekuldrnimi

vibracemi s frekvenci w ;e



Ve spektrech rozptyleného zateni budou kromé silné ¢ary na frekvenci budiciho zafeni
viditelné 1 slabsi linie symetricky rozlozené okolo frekvence wy. Ty odpovidaji pravé
Ramanovu rozptylu, ktery se zjednodusené vysvétluje, jako kdyby molekula absorbovala

foton dopadajiciho zafeni o energii 7@, a pii pfechodu ze stacionarniho stavu 1 do stavu 2
soucasn¢ vyzarila foton o energii dané vztahem:

ho, =ho, £ (E,-E)), (2.3)
kde E>-E; odpovida rozdilu energii vibragnich stavii 1 a 2, pficemz w, > |E2 - E1|/ h,aws

je frekvence rozptyleného zafeni. Piedstava o soucasné absorpci a emisi fotonu je pouze
nazornou analogii, protoze vtomto piipadé¢ se uplatiuje rozptylovy interakéni
mechanizmus. Je-li energie rozptyleného fotonu vétsi nez fotonu dopadajiciho (tj. doslo-li
k ptechodu 2—1), mluvime o anti-Stokesové oblasti Ramanova rozptylu. Ma-li rozptyleny
foton energii naopak mensi (pfechod 1—2), je vyslednd spektralni cara v oblasti
Stokesové. V té je intenzita Car vE€tSi neZ v anti-Stokesové, nebot’ v termodynamické
rovnovaze podléha pravdépodobnost vyskytu molekuly na energetické hladiné £
Boltzmanovu rozdé¢leni exp(—E/ksT).

V piipadé budiciho zafeni o energii podstatné mensi nez odpovida energetickému rozdilu
mezi zédkladnim a nejniz§im excitovanym elektronovym stavem je piisluSny Ramanlv
rozptyl nerezonan¢ni. Pokud je ovSem energie piisobiciho zafeni piimo shodna s energii
elektronového absorpcniho piechodu molekuly, mluvime o rezonanénim Ramanové
rozptylu (RRS - resonance Raman scattering) a intenzita rozptylu miize vzrast 1 o pét fadi.
Pii RRS je molekula schopna pfejit do excitovaného elektronového stavu, kdy se jiz
mohou projevit jeji fluorescencéni vlastnosti, coz znacn€ zvySuje obtiznost meéfeni
nékterych vzorkl. Jednou z moznosti jak se vyporadat s touto nevyhodou, je u danych
latek pouzit metodu povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS - surface enhanced
Raman scattering), kterd nejen ze U¢inné zhasi fluorescenci, ale také umoziiuje méteni
vzorkli o nizkych koncentracich, coz neni v pfipadé slabé intenzitni odezvy klasickych

Ramanovskych méfeni moZné.



2.2 Povrchem zesileny Ramaniv rozptyl

Jev povrchem zesileného Ramanova rozptylu byl poprvé pozorovan v roce 1974 M.
Fleischmannem pii studiu pyridinu adsorbovaného na stfibrné elektrodé, kdy ziskana
Ramanova spektra vykazovala piekvapivé velky signal vzhledem ke koncentraci
vySetfované latky [4]. V nésledujicich letech bylo na zaklad¢ praci i dalSich skupin [5, 6]
zjisténo, Ze toto zesileni je zplsobeno ptitomnosti kovovych nanostruktur s povrchovou
hrubosti nebo charakteristickym rozmérem v fddu jednotek az desitek nm. Takovymi
nanostrukturami miizou byt koloidni ¢éstice nekterych kovil, nanovystupky na povrsich
elektrochemicky zdrsnénych elektrod nebo ostrivkové kovové filmy nanesené na raznych
dielektrickych povrsich. Velikost zesileni byla neuvéfitelné velika a jiz v pocatcich SERS
spektroskopie byla odhadovana aZ na hodnoty 10°. Po tficeti letech intenzivniho vyzkumu
je SERS jiz dobfe popsany a Siroce vyuzivany jev ze Sir§i skupiny optickych jevil
spojenych zesilenim optického zafeni na kovovych nanostrukturach. Spolu s povrchem
zesilenou infraCervenou absorpci (SEIRA — Surface-enhanced infrared absorption),
povrchem zesilenou fluorescenci (SEF — Surface-enhanced fluorescence) nebo hrotem
zesilenou Ramanovou spektroskopii (TERS — Tip-enhanced Raman spectroscopy)
predstavuje standardni soucast povrchem zesilené spektroskopie (SES — Surface-enhanced
spectroscopy), kterd je uzivana k chemické a biochemické analyze, k charakterizaci
nanostruktur a v posledni dob¢ se uplatnuje i v biologickych ¢i biomedicinskych aplikacich
[7]. SERS se také ukazal jako efektivni analytickd identifikaéni metoda ve spojeni
s n€kterou ze separacnich technik (vysokoucinna kapalna chromatografie, chromatografie
na tenké vrstve ¢i elektroforéza) [8, 9, 10].

ProtoZze intenzita rozptyleného zafeni je tumérna ctverci indukovaného dipdlového

momentu, ktery je dany vztahem (2.1), je zfejmé, Ze SERS zesileni mliZze souviset jak se

zvysenim polarizovatelnosti molekuly & , tak lokalni intenzity elektrického pole E vlivem
kovové nanostruktury. Pfispévek k celkovému zesileni Ramanova rozptylu, zptisobeny
lokalnim zvySenim intenzity elektomagnetického pole v blizkém okoli kovové
nanostruktury, predstavuje elektromagneticky mechanismus SERS zesileni. Naroste-li
tésnym kontaktem molekuly skovovym povrchem velikost jeji polarizovatelnosti,

mluvime o ptispévku zesileni daném chemickym mechanismem.



2.2.1 Elektromagneticky mechanismus

Podstatou  elektromagnetického mechanismu je zesileni intenzity lokalniho
elektromagnetického pole v blizkém okoli kovovych nanostruktur, kde se nachazi
studovand molekula. Dochazi k nému plsobenim excitaniho zafeni na kovovou
nanocastici, u které je vyvolana resonan¢ni excitace povrchovych plasmonu - kolektivni
excitace vodivostnich elektront, kdy na povrchu kovu dochazi k oscilacim nabojové
hustoty a jejich Sifeni podél rozhrani kov-okoli. Oscilace povrchovych plasmonti maji za
nasledek zvySeni intenzity elektromagnetického pole v blizkosti povrchu a molekula
adsorbovand na povrchu potom Ramanovsky rozptyluje toto zesilené zaieni. Je-li stejné
jako ptvodni zéafeni i rozptylené v resonanci s modem povrchovych plasmont v kovu,
dochdzi opét k velkému zvySeni intenzity, tentokrdt emitovaného zéateni. Plasmonové
resonance v nanostrukturach jsou tedy u SERSového jevu vzdy pfitomny a jsou nezbytnou
podminkou k jeho pozorovani. Vysoce efektivni pienos energie z adsorbované molekuly
na povrch kovové nanostruktury vede také ke zkracovani doby Zivota excitovaného stavu
studované molekuly, coz ma Casto za nasledek vyrazny pokles jeji fluorescence [11, 12].
Z toho diivodu mohou byt ziskany SERS a SERRS (surface-enhanced resonance Raman
scattering) spektra 1 ze silné floureskujicich vzorkd.

K odvozeni vztahu pro faktor zesileni intenzit dopadajiciho E,(®,)a rozptyleného
E(wy) zéafeni je mozné pouzit aproximaci jedné molekuly umisténé ve vzdalenosti d od
izolované kovové nanocastice ve tvaru koule, s polomérem a a dielektrickou funkci e(w),
vlozenou do homogenniho media s dielektrickou konstantou ¢, (Obr. 2.1), pficemz se
predpoklada, Ze rozméry cCastice jsou mnohem mens$i nez excitaéni vinova délka. Pro

zesileni F(wg) budiciho zafeni E,(w,) pak z elektromagnetické teorie plyne vztah [13]:

Flay) = B@+Ex@)  e@)-s, ( a j 24)

Ey(w,) e(wy)+2¢, \a+d

kde Ep(wg) odpovida elektromagnetickému poli dip6lu indukovného kovovou kouli [13,7].
Takto zesilené zareni dopada na studovanou molekulu, kterou je Ramanovsky rozptyleno a
pokud je 1 toto rozptylené zareni v resonanci s povrchovymi plasmony kovu, bude i jeho
intenzita zvysSena. Faktoru EF(ws) pro celkové elektromagnetické zesileni potom odpovida

vztah [13]:

2

~|g(a)0)—gm |2'|3(a)s)_‘9m ( a )12 (2.5)
s(@y) +2¢,| |e(@s)+2¢,| \a+d) ™

EF (o) = |F(a)0)|2 '|F(a)s)|2
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ve kterém ws oznacuje frekvenci zafeni z Ramanova rozptylu. Protoze ¢(w) je komplexni
veliCina a faktor zesileni ma singularitu ptisluSejici plasmonové resonanci ¢(w) = -2¢,, , ma
resonancni podminka tvar Re(e(w))= -2e,. Resonanéni podminka jasné ilustruje zakladni
vlastnosti SERS [7], pfedevsim, ze SERS zesileni se projevi jen u materialii s vhodnymi
optickymi vlastnostmi ve spektralnim oboru excitacniho zafeni E,(®,). Pro excitace ve
viditelné oblasti spektra jsou nejbéznéji uzivané materidly stfibro, zlato a méd’, u kterych je
EF mnohem vétsi nez 1 [7]. Dalsi vlastnost souvisi s imaginarni ¢asti dielektrické funkce
Im(e (w)), jenz musi byt pro maximalni zesileni u resonan¢ni frekvence mala.

Elektromagneticky mechanismus je zfejmé nezavisly na ptitomnosti studované molekuly a

12
jeho efekt rychle klesa se vzdalenosti od povrchu nanostruktury jako ~ ( a dJ .
a+

Obr 2.1: Zobrazeni molekuly umisténé ve vzdalenosti d od kovové nanocastice s polomérem a.

Prevzato z [7].

Plasmonova resonance muze byt ovlivnéna i tvarem a velikosti kovovych C¢astic,
popripad¢ dielektrickou konstantou vné&jsiho prostfedi. Pro hladké kovové povrchy je
SERS zesileni relativné nizké [11, 12]. Jsou-li ovSem kovové Castice malé, se zakiivenym
povrchem o priméru 5 - 100 nm, pak mulze efekt elektromagnetického mechanismu byt
10%-10° [12, 14]. Zesileni je také vys§i u agregati &i fraktalnich struktur neZ v okoli
izolované Castice sférického tvaru, ovSem dochazi-li k interakci nanocastic, vede to ke
komplikacim spojenym s moznosti vzniku velmi silnych poli v oblastech mezi ¢asticemi

(viz. kapitola 2.2.3).
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2.2.2 Chemicky mechanismus

Ptispévek k SERS zesileni dany chemickym mechanismem je zptusoben interakci mezi
kovovou nanostrukturou a adsorbatem, pti které dochédzi k resonanénimu pfenosu naboje
(CT - charge transfer) mezi molekulou adsorbatu a kovovou nanostrukturou, nebo vznika
prfimo komplex adsorbat-kov spojeny chemickou vazbou. Pienos naboje i vytvoreni nové
vazby vede ke zménam polarizovatelnosti « molekuly, navic jeji elektronovy obal mlze
byt interakci s povrchem kovové nanostruktury zdeformovan. Je-li energie interakce
kladngjsi nez -25 kJ mol™, pak mluvime o fysisorpci. Dosahuje-li tato energie negativnich
hodnot piesahujicich -40 kJ mol™, pak je dan4 interakce oznadovéna jako chemisorpce a
vede k opravdu velkym zménam a [7]. Pifechod mezi fysisorpci a chemisorpci je
samoziejme spojity.

K objasnéni chemického mechanismu SERS zesileni Ize piistupovat dvéma zplsoby.
Prvni uvazuje resonanc¢ni ptenos elektronu z Fermiho hladiny kovu na nejnizsi neobsazeny
molekulovy orbital analytu (LUMO) [7, 15], a to vlivem excitacniho zafeni. Nasledna
rekombinace paru elektron—dira excitovaného CT stavu a emise energetického rozdilu ma
za nasledek Ramanovsky posunutou frekvenci, pficemz molekula zlstava ve vibracné
excitovaném stavu. Druhy pfistup pracuje formaln¢ s predstavou resonan¢niho Ramanova
rozptylu (RRS) odkomplexu kov-molekula, je-li excitatni zafeni v resonanci
s elektronovym piechodem tohoto komplexu. Aby mohlo dojit k pfenosu naboje nebo aby
bylo mozno uvazovat o metalokomplexu molekuly analytu a kovové nanostruktury, musi
byt molekula na kovovy povrch chemisorbovana. Pokud se molekuly analytu adsorbuji na
kovovy povrch ve vice vrstvach, chemisorpce, chemicky mechanizmus zesileni a s nim
souvisejici efekty se tykaji pouze prvni vrstvy adsorbatd, kdezto elektromagneticky
mechanizmus zasahuje i1 vzdalengjsi vrstvy. V literatufe se pak v této souvislosti mluvi o
tzv. efektech prvni vrstvy [7]. V mnoha ptipadech silné¢ chemisorpce dochézi k vytvoreni
skutecné chemické vazby mezi molekulou a kovovym povrchem, vibra¢ni méd je pak
mozno pozorovat v SERS spektrech jako zvlastni Ramantv pés. Pokud je excitacni zafeni
souCasn¢ vresonanci s plasmonovou absorpci kovové nanostruktury i vlastnim
elektronovym piechodem (slab¢) fysisorbovaného analytu, kromé elektromagnetického
mechanismus se uplatni i resonan¢ni zesileni Ramanova rozptylu (RRS) samotné
molekuly. V takovém piipadé mluvime o povrchem zesileném resonanénim Ramanové
rozptylu (SERRS). Chemicky mechanismus vede ke zvyseni zesileni az o 107, oviem

v pripadé¢ SERRS mitize byt i mnohem vyssi [7, 16]. Oznaceni SERRS se nékdy pouziva i
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v ptipadech CT komplext a komplext s chemickou vazbou molekula-kov, zejména pokud
je elektronova absorpce izolované molekuly blizkéd absorpci komplexu molekula-kov. Pak
nelze jednotlivé mechanizmy jednoduse oddélit a vSechny efekty jsou zjednodusSené
oznacovany jako SERRS.

Doba zivota excitovanych stavii molekul adsorbovanych na kovové nanostruktury je
obvykle krat$i nez u izolovanych molekul. Diivodem je kontakt s kovovym povrchem, pfi
kterém se zvySuje pravdépodobnost pfenosu excitacni energie z molekuly na kov. Zesileni
SERS signalu pouze mechanizmem RRS (resonance excitaéniho zafeni s elektrovovym
prechodem samotné molekuly) se pak paradoxn¢ zmensuje s rostouci silou chemisorpce, tj.
s klesajici vzdalenosti analytu od kovového povrchu. Vzhledem k tomu, ze piispévek
elektromagnetického mechanizmu s rostouci vzdalenosti naopak prudce kles4 (viz vztah
2.5), skute¢ny prubeh zéavislosti SERS zesileni na vzdalenosti miize u nékterych analytt
vykazovat lokalni maximum v urcité vzdalenosti od povrchu. Pokud neni excita¢ni zareni
piimo v resonanci s elektronovou absorpci povrchového komplexu nebo analytu, ale je ji

blizk4, mluvime o povrchem zesileném pre-resonanénim Ramanovu rozptylu.

2.2.3 Koloidy

Nejbeéznéji uzivané substraty pii SERS experimentech jsou kovové elektrody, ostrivkové
filmy a koloidni roztoky. Posledni jmenované jsou Casto vyuzivané diky jejich snadné
ptipravé a pomérné jednoduché charakterizaci pomoci absorpénich méteni. Kovové
koloidy mohou byt vytvofeny riiznymi postupy - laserovou ablaci z kovového povrchu,
kdy vznikaji chemicky c¢isté koloidy, ¢i fotoredukci. NejcastéjSim zplisobem je ovSem
metoda, pfi které dochdzi k chemické redukci stiibrné ¢i zlaté soli chemickym ¢inidlem
(napt. borohydridem ¢i citronanem sodnym) za vzniku suspenze obsahujici kovové
nanocastice rizné velikosti. Velikost a tvar vzniklych ¢astic je mozné castecné kotrolovat
vybérem kovu, redukéniho Ccinidla, teploty popiipad€ uzZitim stabilizatoru. Jednim
z obvykle uzivanych koloidnich systémi je stfibrny borohydridovy koloid, ktery je
standardné pripravovan nasledujicim postupem [17, 18]:

- 3.5 mg NaBHj, se rozpusti v 75 ml deionizované vody, &imz vznikne 1.2x10° M
roztok NaBH4. Dany roztok se poté zchladi v ledové lazni na teplotu ~ 2°C.

-6.76 mg AgNO; se rozpusti v 18 ml deionizované vody za vzniku 2.2x10° M
roztoku AgNO:s.
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- Do roztoku NaBHy o teploté ~ 2°C se za stalého michani po kapkach prikapava 9
ml pfipraveného roztoku AgNOs;. Poté se vznikly roztok jeSt€é minimalné 45

minut michd v uzaviené bance, dokud se roztok neohieje na laboratorni teplotu.

Takto vznikly koloid zluté barvy miize vydrzet stabilni po n¢kolik mésicii, piipadné i let, a
jeho absorpéni maximum se nachazi u vinové délky ~ 390 nm.

Nevyhodou koloidnich systémt je tendence obsazenych castic k agregaci, coz miize vést
k jejich vypadnuti z roztoku a nasledné sedimentaci. Z toho diivodu se do roztoku casto
pridavaji stabiliza¢ni Cinidla. Dalsi nevyhodou je ztizend reprodukovatelnost vyslednych
SERS spekter zptisobena rozdilnosti povrchovych potencialt pro jednotlivé koloidy. Dany
povrchovy potencidl zavisi na celkovém potencidlu roztoku a mize se znacné liSit pro
kazdou ptipravu. Koloidni ¢astice jsou na svém povrchu obaleny opacné nabitymi ionty
z roztoku, které jsou casteCn¢ pevné prichyceny k ¢astici a ¢astecné rozptyleny v roztoku
takovym zplisobem, aby vysledny potencial byl roven nule. Na povrchu castice se tedy
vytvaii potencidlovy rozdil, ktery klesd se vzrustajici vzdalenosti od castice. Elektricky
potencial u vnéjsi pohyblivé vrstvy iontl je jiz zmifiovany povrchovy potencial zvany zeta-
potencial ({-potencial) a poskytuje dilezité informace o naboji neseném kovovou ¢astici a
tudiz 1 o stabilit¢ systému a schopnosti jeho interakce s analytem [7] (Obr 2.2). Dosahuje-li
absolutni hodnota zeta-potencialu 50 mV a vice, je dany koloid velmi stabilni diky
vzajemnému elektrostatickému odpuzovani ¢astic, ale adsorpce zaporné nabitych analytii a
ziskani SERS-aktivniho systému je obtiZzné, ne-li nemoZné . Se sniZujicim se C-
potenciadlem se zlepSuje adsorpce zapornych a neutrdlnich analytd, ale stabilita suspenze

klesa a ¢asto dochazi k samovolné koagulaci [7].
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Obr 2.2: Ilustrace dvojvrstvy kovové nanocastice s pouzivanym nazvoslovym pro elektricky

potencial v zavislosti na vzdalenosti od povrchu castice. Pievzato z [7].

Proces agregace koloidi ovliviiji rizné faktory jako je (-potencial koloidu, teplota,
chemické vlastnosti roztoku a v neposledni fadé naboj a koncentrace adsorbatu. Jiz
samotné pridani analytu Casto vyvolava shlukovani ptivodné izolovanych nanocéstic do
zpisobem studovat pomoci UV-VIS absorpce, kde se projevi charakteristickymi zménami
plasmonové rezonance. Napftiklad relativné uzky (polositka ~ 40 - 55 nm) a jen mirné
asymetricky absorpcni pas neagregovaného borohydridem redukovaného Ag koloidu se
zacne na dlouhovInné strané rozsifovat. Soucasné klesa absorpce v plivodnim maximu (~
390 nm), ptfi¢emz se jeho poloha posouva k vy$§im vlnovym délkam jen nepatrné (< 3
nm). Vysledkem je siln¢ asymetricky pribéh absorpéniho pasu agregovaného Ag koloidu,
které se se spektrem neagregovaného koloidu protind v oblasti 430 — 455 nm.

Agregace Ag koloidu je dynamicky proces s vlastni kinetikou zavislou na fad¢ faktort.
Pokud je spusténd urcitym impulzem, napi. pfiddnim analytu do urcité koncentrace, lze
sledovat jeji prubeh v Case. Pii dostatecné pomalé kinetice se spektra plazmonové

rezonance s dobrou aproximaci protinaji v izobestickém bodé.
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Nartst plazmonové rezonance agregovaného Ag koloidu v oblasti nad izobestickym
bodem znamend, Ze pii excitaci SERS spekter vinovymi délkami z této oblasti dochazi
k vyrazné vétSimu zesileni diky efektivnéj§i absorpci excitaéniho zéatfeni. Pokud jsou
k dispozici obvyklé laserové excitace (488, 514.5 a 532 nm), agregace koloidu je velice
zadouci a k jejimu dosazeni se pouzivaji rizné postupy. Pokud dostateCnou agregaci
nevyvola samotny analyt, pouziva se piidavek riznych agregacnich cinidel, obvykle
aniontl anorganickych soli (F, CI', Br, I, SO4* [19]).

K zesileni SERS signalu v agregovanych koloidech vSak nedochazi pouze v disledku
vétsi plazmonové rezonance na excitaéni vinové délce. Druhy mechanizmus souvisi s tim,
ze elektromagnetické pole v misté kontaktu dvou a vice nanocastic je vyrazné vetsi nez na
povrchu jedné izolované [20, 7]. Pokud je ¢ast molekul analytu umisténd v takovych
dutinéach, jsou vystaveny elektromagnetickému poli vysokych intenzit a jejich SERS signal
muze prispivat k primérnému spektru makroskopického rozptylového objemu naprosto
nepomérné k jejich koncentracnimu zastoupeni. Tyto vysoce lokalizovana mista maji
zpravidla rozméry mens$i neZ je vinova délka excita¢niho zateni a pfi méfenich pomoci
Ramanova mikroskopu na koloidech nanesenych na pevnych podlozkach se jevily jako
izolované zdroje s extrémné vysokym SERS zesilenim 10'> — 10", V literatuie se pro
jejich oznaceni zacal pouzivat nazev ,,hot spots®, horka mista [7].

SERS signél pochazejici z ,,hot spots* se vyznacuje fadou zajimavych vlastnosti. V r.
1997 bylo poprvé prokazano, ze diky extrémnimu zesileni 1ze ziskat SERS signal 1 z jediné
molekuly [21, 22]. V soucasnosti se Ramanova spektroskopie jedné molekuly (SMD-single
molecule detection) dynamicky rozviji a kromé posunu detekénich limita k 107 M piinasi
1 zajimavé fundamentdlni poznatky, které nelze pozorovat v experimentech
s makroskopickym rozptylovym objemem. Napiiklad v ptipadé SMD experimenti byla
pozorovana Casova proménlivost SERS spekter. Na jedné strané bylo zjisténo, Ze celkova
intenzita SERS signalu z jedné molekuly vykazuje ¢asové fluktuace [23]. SERS signal z
,hot spot“ osciluje a po urcit¢ dob¢ zcela vymizi. Naptiklad stiedni doba, po kterou byl
SERS signal z jedné molekuly rhodaminu 6G v agregovaném Ag (citratem redukovaném)
koloidu pozorovan, byla ~ 50 s [23], ale s vysokou distribuci. Signal z nékterych ,hot
spots® vymizel az po 1000 s. Krom¢ cCasové fluktuace celkové intenzity spektra bylo
pozorovano relativni kolisani intenzit jednotlivych vibracnich past. Jejich vzdjemné
intenzitni poméry se v Case vyvijely, takze pro kazdy z past bylo mozno stanovit jeho
vlastni trajektorii [23]. Pro vysvétleni téchto fluktuaci byly v origindlni praci [23] navrzené

3 mechanizmy:
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a) Fluktuace viontové obalce koloidnich castic, které dynamicky méni uspoiadani
aktivniho mista ,,hot spot”. Koloidni Castice se vlivem piesuni iontii na jejich povrsich
ptiblizuji a vzdaluji, a elektromagnetické pole v misté zachyceni analytu kolisa. Teoretické
vypocty vSak ukazuji, ze frekvence fluktuaci by méla byt fddoveé vyssi, nez doklada
experiment.

b) Vliv difuzniho pohybu Ag adatomt, povrchovych nerovnosti v fadu atomovych
rozmérd, které se vyskytuji na nanocasticich, a které byly v r. 1984 navrzené jako zdroj
enormniho SERS zesileni [24].

¢) Diftzni pohyb molekuly analytu vyvolany excitacnim zafenim. Molekula adsorbovana v
,hot spot* neni v klidu ale podstupuje fadu desorpc¢nich a readsorpcnich kroku. Intenzivni
elektromagnetické zafeni posune celkovou bilanci na stranu desorpce, v disledku c¢eho
dochdzi k vytlaceni molekuly z mista s nejvétSim elektromagnetickym polem. Tento jev

byl experimentalné popsan jako fotodesorpce jesté pred objevem SMD.
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2.3 Absorp¢ni spektroskopie

Podstatou elektronové absorpcni spektroskopie je méfeni zmény intenzity optického
zafeni pii jeho prichodu absorbujicim prostiedim. Podrobnéjsi prehled lze najit v [25].
Absorbuje-li molekula zéfeni, dochazi kjeji excitaci na vyssi energetickou hladinu.
Pravdépodobnost ptechodu ze zakladniho do excitovaného stavu je urCena velikosti
dipolového momentu pifechodu. Vysledné absorpéni spektrum je dano strukturou

elektronové-vibracnich prechodii. Intenzita /) vstupujiciho monochromatického zafeni o
frekvenci v je pii priichodu absorbujici latkou sniZzena na /,. K méfeni velikosti absorpce

zateni latkou se vyuziva vztahu pro absorbanci 4(v)

]0
Av) = logi,

(2.6)

ktery charakterizuje dany intenzitni pokles. Pfi zanedbani vzajemnych interakci molekul a
vicefotonovych efektti lze ke zjisténi koncentrace studované latky ve vzorku vyuzit
Lambert-Beerova zdkona pro absorbanci (2.7), kde &(v) oznacuje extinkéni koeficient, C
molarni koncentraci vzorku a/ délku dréhy, kterou svétlo v absorbujicim prostiedi urazi.
Je-1i znama hodnota extink¢niho koeficientu pro studovanou latku a délka drahy svazku,
pak uz je podle (2.7) mozné jednoduchym zplisobem urcit koncentraci zkoumanych

molekul v roztoku z naméfenych velikosti absorbance.

Awv)=¢(v)-C-1 (2.7)

Ve viditelné oblasti svétla je k pozorovani absorpce nezbytna ptitomnost elektronti v
vazebnych orbitalech poptipadé v nevazebnych molekulovych orbitalech. Pak je ptechod
elektronu z © do n* v oblasti 180 - 800 nm. V roztocich ovSem nejsou Cisté elektronové
pfechody patrné, nebot’ v disledku mezimolekuldrnich interakei jsou spektra nespecificky

rozsifena.
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2.4 Porfyriny

Nejjednodussim porfyrinem je porfin. Jedna se heterocyklicky aromaticky kruh
planarniho tvaru, jehoZ soucasti jsou cCtyfi pyroly k sobé vézané metinovymi mustky
(Obr.2.4 a)). Vsechny piirozen¢ se vyskytujici i nepieberné mnozstvi syntetickych
porfyrinii jsou riizné¢ substituované derivaty porfinu nebo piibuznych modifikovanych
tetrapyrolit (chlorin, korin, atd.) Formy porfyrin, kdy jsou na pyrolovych dusicich

uprostied makrocyklu pfitomny pouze dva vodiky, jsou €asto oznacovany jako ,,free-base®.

R R
R R R R
R R
a) b) C)

Obr.2.4 : a) porfin b) ,.free-base” porfyrin s meso-substituenty ¢) metalovana forma porfyrinu

Zakladni porfyrinovy makrocyklus mize byt modifikovan navazadnim chemickych
skupin riznych velikosti a ndbojii. Z hlediska studia interakce porfyrint s oligonukleotidy
jsou ovSem nejpodstatnéjsi substituenty s kladnym néabojem, které umoziuji snadnéjsi
vazbu porfyrinu k zdporné nabitym nukleovym kyselindm diky coulombickému
pritahovani. V piipadé substituci na pyrolovych kruzich mluvime o a- a f- substituentech.
Jedna-li se o oblast metinovych spojek, jsou porfyriny oznacovany jako meso-
substituované (Obr. 2.4 b)). Kladné nabité substituenty mimo jiné usnadiiuji rozpustnost
porfyrinti ve vode.

Krom¢ modifikaci vnéjSich oblasti heterocyklu Ize vlastnosti porfyrini pozménit
navazanim iontu pfechodového kovu do stfedu makrocyklu, kde nahradi dva vodiky free-
base fromy. Schopnost porfyrini udrzet kovovy atom ve svém centru je zplUsobena
pritomnosti ¢ty dusikd na pyrolovych kruzich, ke kterym je dany prechodovy kov
zachycen pomoci koordinacnich vazeb. Porfyriny s centrdlnim kovovym atomem jsou

Casto nazyvany metaloporfyriny (Obr. 2.4 ¢)). Tvar a vazebné vlastnosti metaloporfyrinu
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zavisi na koordinacnim cisle atomu ptfechodového kovu. Naptiklad Fe-substituované
porfyriny s koordina¢nim c¢islem 5 maji patou koordinacni vazbu ve sméru kolmém
k roviné makrocyklu, kam mulze byt navazan axidlni ligand, ¢imz dochazi k naruSeni
plandrni geometrie porfyrinu.

Jak free-base tak 1 metaloporfyriny siln¢ absorbuji svétlo ve viditelné a blizké
ultrafialové oblasti spektra, coz je zplisobeno relativné malym rozdilem mezi zadkladnim a
excitovanym elektronovym stavem heterocyklu. Jejich absorpénim spektrim dominuje
zejména Soretiv pds v oblasti kolem 400 nm. Free-base porfyriny kromé toho absorbuji
v oblasti 500 — 700 nm, kde maji zpravidla 4 méné intenzivni Q-pasy. Metalaci porfrinu se
pocet Q-past obvykle snizi na 2 (Obr. 2.6 b)). Poloha a tvar Soretu a Q-past je do urcité
miry pro kazdy porfyrin charakteristickd, 1 kdyz diky jednoduchosti absopcniho spektra a
podobnosti elektronové struktury piibuznych porfyrini neumoziiuje jednoznacnou
identifikaci.

Porfyriny a jejich derivaty jsou vyznamné biomolekuly nachdzejici se napiiklad
v ¢ervenych krvinkéach ¢i v zelenych listech rostlin, nebot’ jejich zfejmé nejzndméjSimi a
nejrozsifenéjSimi zastupci jsou hem a chlorofyl. Syntetické derivaty porfyrint jsou uzivany
napiiklad v protivirové 1éCb¢, k transportu terapeutickych oligonukleotidi do bunék,
k stabilizaci urcitych struktur nukleovych kyselin nebo ve fotodynamické terapii
nadorovych onemocnéni. Pravé kvili jejich terapeutickému potencidlu a uplatnéni
v biomedicin€ jsou v poslednich letech intenzivné studovany fyzikalné-chemické vlastnosti
porfyrini a jejich interakce s dal$imi biomolekulami, zejména nukleovymi kyselinami.
Diky elektronové absorpci ve viditelné oblasti Ize ke studiu porfyrini pouzit resonanéni
Ramanovou spektroskopii, kterd dovoluje pii excitaci v oblasti Soretu pouzit roztoky
s koncentracemi ~ 10° M. M&feni RRS spekter s rezonanci v oblasti Q-pasii je obvykle
ztizeno nebo uplné znemoznéno silnou vlastni fluorescenci v oblasti nad 550 nm. Pro fadu
ucelll je potiebné studovat komplexy porfyrini za koncentraci vyrazné nizSich nez
dovoluje RRS. Zde se nabizi prostor pro vyuziti SERS a SERRS spektroskopie, které
davaji dostate¢né silnou odezvu i pfi nizkych koncentracich vzorki a také Gcinné zhasi

fluorescenci.

2.4.1 CuTMPyP4

Pfi méfenich provadénych vramci této diplomové prace byl pouzivan konkrétné
kationicky metaloporfyrin  Cu(Il)-5,10,15,20-meso-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porfyrin
(CuTMPyP4) (Obr. 2.5). V zadkladnim elektronovém stavu je koordinaéni ¢islo Cu* Ctyfi a
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vSechny koordina¢ni vazby smétuji k pyrolovym dusikiim. Centralni atom je umistén
vroviné porfyrinu a nema moznost vazby axialniho ligandu. CuTMPyP4 je tedy
porfyrinovy kruh o planarni geometrii, ke kterému jsou ovSem navazany jako meso-
substituenty Ctyfi N-methylpyridylové skupiny orientované svymi rovinami ptiblizné
kolmo k roving porfyrinového makrocyklu. Zajimavou vlastnosti fady porfyrini s Cu*"
jako centralnim atomem je schopnost dodatecné axialni koordinace v excitovaném
elektronovém stavu. Dochézi k tomu pii jakékoliv elektronové excitaci prostfednictvim
Soretu nebo Q-past, kdy elektronova excitace makrocyklu zpiisobi pfenos elektronu mezi
d orbitaly centralniho atomu a docasné€, po dobu trvani excitace, umozni vytvoreni paté
axialni koordina¢ni vazby. Pokud se v okoli nach4zi vhodny ligand, dojde k jeho navazani
a vytvoreni exciplexu s dobou zivota neptesahujici jednotky ns. Vytvofeni exciplexu ma
dramatické dusledky pro fadu vibracnich méda porfyrinu a Ize ji velice dobfe pozorovat

pomoci Ramanovy spektroskopie.

Obr.2.5: Cu(I)-5,10,15,20-meso-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porfyrin (CuTMPyP4). Ptevzato z
[26].

CuTMPyP4 byl pro naSe studium vybran diky kladnym meso-substituentiim, které
zajistuji jeho dobrou rozpustnost ve vodé¢, velice slabou samoasociaci 1 pii relativné
vysokych koncentracich, silnou interakci se zaporné nabitymi nukleovymi kyselinami

(NK) a — diky planarni struktufe makrocyklu a absenci axidlnich ligandli — srovnatelnou
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schopnosti interkalace mezi baze NK i externi vazby do 7labkd. Volba metalované Cu*"
formy souvisi s pouzitim SERRS spektoskopie ke studiu jeho komplext s polynukleotidy.
Zejména pro méfeni kinetik narGstu SERRS signalu nejsou free-base formy vhodné,
protoze u nich dochézi ke spontanni metalaci atomy Ag" piitomnymi v koloidech, ktera se
projevuje v fadé spektralnich zmén. Pouziti metalaéné i fotochemicky velice stabilnich
Cu®" derivatd vyrazné zjednodusuje interpretaci jevil, které jsme v koloidnich systémech
pozorovali. Piiklady SERRS a absorp¢niho spektra CuTMPyP4 jsou uvedeny na Obr. 2.6
a), b). Ptitazeni nejintenzivnéjSich pasit pozorovanych v RRS a SERRS spektrech

prislusnym vibra¢nim modim molekuly CuTMPyP4 je uvedeno v tabulce 2.1.
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Obr. 2.6: Spektra CuTMPyP4 a) SERRS spektrum; b) absorp¢ni spektrum (S - Soret, Q — Q-pasy).

vlnocet | intenzita | pfifazeni vibrace, | vlnocet | intenzita ptifazeni vibrace, grupa
[cm™] cary grupa symetrie [cm™] cary symetrie
1643 silna o(pyr), Aiq 1220 silna o(pyr), Aig
1569 silna v(Cp-Cp),A 14 1191 stfedni 3(pyr),v(N'-CHy), 4,5
1519 |velmislabd| v(Cp-Cp), B 1099 stfedni 05(Cp-H),A 4
1465 | velmi slaba Vs(Co-Cp), A g 1055 | velmi slaba pyr 6(C-H), A,
1365 silna Vi(Cy-N),A g 1005 stiedni Vs(Ca-Cr), A 1o
1301 | velmislaba | v, (Cy-Cp),Bsg 906 slaba os(por),A ;g
1255 silna o(Cypyr), Ajg 794 sttedni | pyr v(C-C) + v(N'-CH;), AIgd

Tabulka 2.1: Pozorované RRS pasy a jim odpovidajici molekularni vibrace pro CaTMPyP4.
Znaceni: v - valenc¢ni vibrace; d - deformacni vibrace; indexy s,as — symetricky a antisymetricky

mod, pyr - N-methylpyridylova skupina; por - porfyrinové jadro. Pievzato z [27].
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2.5 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny (NK) jsou linearni biopolymery sloZzeny z monomernich jednotek
nukleotidi, které jsou tvofeny zbytkem pentosy (v cyklické form¢), dusikaté
heterocyklické baze a kyseliny fosforecné. Je-1i sacharidem pfitomnym v nukleotidech f-
D-ribosa, pak mluvime o kyselindch ribonukleovych neboli RNA. Vyskytuje-li se
v nukleotidech pentosa fS-D-deoxyribosa, jsou prislusné nukleové kyseliny nazyvany
deoxyribonukleové neboli DNA. DNA a RNA se 1i§i umisténim v bufice 1 funkci. DNA se
nachdzi v jadie bunky (u eukaryot) a ma klicovy vyznam, nebot’ je v ni uloZena geneticka
informace organismu. RNA se nachdzi jak v jadfe buiiky tak v cytosolu a je ji vice druhd,
pricemz kazdy ma jinou funkci. VétSina RNA se ale podili na translaci pii genové expresi.

Podrobné&ji napt. v [28].
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Obr.2.7: Ptiklad oligonukleotidu: dAdCdGdT

Strukturni rozdil mezi RNA a DNA nespoc¢iva pouze v odlisném druhu cukru, ale také
v pouzitych bazich. V DNA se jako baze objevuji dva derivaty purinu: adenin (A) a guanin
(G), a dva derivaty pyrimidinu: cytosin (C) a thymin (T). V RNA je misto T pfitomen

uracil (U), téz odvozeny od pyrimidinu. Baze jsou v nukleotidu véazany k prvnimu
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uhlikovému atomu pentosy pies B-N-glykosidickou vazbu. Zbytek kyseliny fosforecné je
vazan na paty uhlik pentosy vazbou esterovou. Nukleotidy jsou k sobé napojovany pies
esterovou vazbu mezi fosfatovou skupinou na patém uhliku pentosy a tietim uhlikovym
atomem pentosy nasledujiciho nukleotidu. Sekvence nukleotidii vzniklého polynukleotidu
se piSe vzdy od 5'- konce (Obr.2.7). Nukleotidy obsahujici deoxyribosu se oznacuji

pismenem d pied symbolem baze.
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Obr.2.8: a) parovani bazi; b) struktura B-DNA s dobie viditelnym stohovanim bazi (Cerveng).

Ptrevzato z [28].

DNA je slozena ze dvou antiparalelnich komplementéarnich polynukleotidovych fetézcil,
jenz se formuji prevazné do pravotocivé dvousroubovice. VIdkna drzi pohromadé
predevsim diky interakcim bazi mezi opa¢nymi fetézci a hydrofobnimu efektu. Kazda baze
jednoho polynukleotidu je pomoci vodikovych mustka spojena s bazi z druhého vlakna.
Parovani bazi je rovinné a probiha podle Watson-Crickova modelu, ze kterého plyne, Ze

adenin se vaze pouze s thyminem pomoci dvou vodikovych mistkll (s U jde-li o RNA) a
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cytosin tiemi mustky s guaninem (Obr. 2.8 a) ). Nepolarni baze jsou lokalizovany uvnitf
dvousrobovice a ¢aste¢né umistény jedna nad druhu (Obr. 2.8 b) ), coz je zapii¢inéno nejen
jejich parovanim a hydrofobnim efektem, ale také tzv. stackingem nebo-li stohovanim. To
je zpusobeno vzijemnym puasobenim sousednich aromatickych bazi jednoho fetézce,
presnéji vertikalni interakci mezi jejich m-elektrony. Hydrofilni cukrfosfatové kostry
dvousroubovice jsou na rozdil od bazi exponovany vné¢ do okolniho prostiedi. Na
stabilizaci dvousroubovice se kromé¢ jiz zmiflovanych sil podili i1 interakce s kationty, které
snizuji vzajemné odpuzovani zaporné€ nabitych fosfatovych skupin.

DNA mize zaujimat nékolik konformacnich forem. Nejstabilngj$i formou je B-DNA.
V této forme¢ je také uloZena genetickd informace v buiice. Jednd se o pravotoCivou
dvousroubovici o priméru 2.37 nm, ve které je sklon paru bazi k ose helixu asi 1.2°. Pocet
part bazi pfipadajicich na jeden zavit Sroubovice je 10.4 a stoupani zavitu odpovida 3.4
nm. Pro vSechny dvousroubovice DNA je typicky vyskyt zlabkii, neboli oblasti mezi
cukrfosfatovymi kostrami, kde jsou baze odkryty okolnimu prosttedi. V ptipad¢ B-formy
je patrny jeden Siroky a hluboky, nazyvany velkym Zzlabkem a druhy uzky a hluboky,
oznacovany malym zlabkem (Obr. 2.8 b)). DalSim typem pravotocivé DNA je A-DNA.
Jedna se o nefyziologickou formu, kterd vznika dehydrataci B-formy. Jeji pramér je 2.55
nm a ma veétsi sklon bazi k ose helixu 19°. Levotoc¢ivou formou je Z- DNA. Ta ma primér

helixu 1.84 nm a jeji velky zlabek je velmi plochy.
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2.6 Interakce porfyrini s DNA

Diky zaporn¢ nabitym fosfatovym skupindm exponovanym na povrchu DNA jsou
kationické porfyriny k dvousroubovici pfitahovany zejména elektrostaticky. Kromée toho se
pti tvorbé a stabilizaci komplexti uplatiiuji hydrofobni efekt a van der Waalsovy sily mezi
aromatickymi bazemi a porfyrinovym makrocyklem. Prvni relevantni vysledky ohledné
interakce porfyrint s nukleovymi kyselinami byli ziskany v roce 1979 skupinou R. J. Fiela
([29, 30, 31, 32]), kdy bylo prokazano, ze H,TMPyP4 se interkaluje zejména v oblastech
DNA bohatych na G-C pary, pficemZ interkalace vede ke vzrlstu bodu tani DNA a
zvétSovani viskozity se zvysujici se koncentraci porfyrinu. Pozdéji se objevili i1 dalsi prace
(napt. [33] ), které pomohli objasnit mozné zplisoby navazani porfyrinu k DNA. Velkou
ulohu v danych experimentech hraly jak free-base tak i metalované formy porfyrint a bylo
zjisténo [31 - 33], Ze v pfipadé¢ metaloderivati H,TMPyP4 s centrdlnim atomem o
koordina¢nim ¢isle 4 mize porfyrin interkalovat do DNA stejné jako jeho free-base forma,
nebot’ u néj nejsou pritomny axialni ligandy, které by této interkalaci branily. Je-li ovSem
koordina¢ni ¢islo centralniho atomu vyssi, k interkalaci obvykle nedochazi v disledku
pfitomnosti axialniho ligandu. Takové metaloporfyriny se obvykle vazi externé do zlabki
dvousroubovice. Diky metaloporfyrinim s riiznymi centrdlnimi atomy bylo také mozné
zjistit souvislost mezi zptisobem navazani a zastoupenim bazovych parti v interakénich
mistech.

Dnes jsou obecné akceptovany tii zakladni typy vazby kationickych porfyrinti na NK.
Prvnim z nich je jiz zminénd interkalace, kdy se porfyrin vmezeifi mezi nastohované baze
do hydrofébni oblasti DNA (Obr.2.9 a)). K tomuto zptisobu vazby dochazi v oblastech
DNA, kde dominuji G-C pary. Druhému zptisobu navazani porfyrinu odpovida vazba do
zlabku dvouzavinice, ktera na rozdil od interkalace neni moc ovlivnéna hydrofobnim
efektem a vznikd predev§im v dusledku elektrostatické interakce fosfatové patete DNA
s kladn¢ nabitymi postrannimi skupinami pofyrinu. Je preferovana pfedev§im v oblastech
DNA bohatych na A-T pary a mize nastat bud’ jako tzv. vazba ,,face-on“ nebo ,,edge-on“.
Pti ,,face-on* vazbé (Obr.2.9 b) ) je porfyrin vazan do velkého zlabku tak, Ze rovina jeho
makrocyklu je orientovana kolmo na roviny nastohovanych bazi DNA. Je-li interagujicim
porfyrinem CuTMPyP4, pak je ktéto vazbé potiebnd pfitomnost sekvence Ctyft
alternujicich A-T part v polynukleotidu [32]. Jedna-li se o polynukleotid slozeny pouze

z alternujicich pari A-T, tj. poly(dA-dT),, pak je tato vazba uptednostnéna. Pti ,,edge-on*
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externi vazbé (Obr.2.9 ¢)) je porfyrinovy makrocyklus k DNA vazan do malého zlabku, a
to castecnym zasunutim. K této vazb¢é dochazi pfi existenci sekvence tii A-T para
sefazenych do homopurinové-homopyrimidinové fady [34, 32]. Pfi takovém uspotadani je
DNA méné kompaktni a mize dojit k jejimu rozvolnéni, coz ma za nasledek lepsi umisténi
porfyrinu v zlabku. V ptipadé CuTMPyP4 a oligonukleotidu poly(dA).poly(dT), je tento
zpusob vazby preferovan.

Ttetim zpisobem interakce je tzv. externi samostohovéani porfyrini kolem dvouzévitnice
DNA, pii kterém se z porfyrini vytvoii helikalni struktura vyuzivajici DNA pouze jako
svého templatu. Kromé sekvence bazi v polynukleotidu je sila a zptisob inerakce ovlivnéna
samoziejme 1 vlastnostmi porfyrinu, jako jsou velikost, naboj ¢i pozice jeho substituentt,

ptipadné celkovou geometrii.

Obr.2.9 : Moznosti vazby porfyrinu na DNA a) interkalace; b) externi vazba ,,face-on“ do velkého

zlabku; ¢) externi vazba ,,edge-on* do malého zlabku.
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3.Motivace

Diky velkému terapeutickému potencidlu porfyrini (pii fotodynamické terapii
nadorovych onemocnéni, porfyriny asistovaném transportu terapeutickych oligonukleotidii
do bungk, stabilizaci guaninovych tetramérii v telomerni oblasti DNA) se v poslednich
letech intenzivné studuji jejich fyzikalné-chemické vlastnosti a jejich interakce s riiznymi
biologicky vyznamnymi molekulami, pfedevSim s DNA. Pravé interakce porfyrint
s polynukleotidy a struktura takto vznikajicich komplexi je v soucasné dobé velmi aktivné
zkoumana. V této souvislosti se jiz objevilo nékolik praci, které ukazuji, ze jednou z metod
vhodnych pro ziskani hodnotnych informaci o struktuie danych komplexti by mohla byt i
SERS spektroskopie. Prikladem takové prace muze byt Clanek publikovany skupinou
Prochézka a kol. [35] zalozeny na studiu metala¢nich kinetik free-base porfyrinu jakozto
indikatoru zplsobu jeho vazby k nukleovym kyselindm. Vysledky dané prace vedly
k zavéru, ze pomalé kinetiky metalace porfyrinu jsou dusledkem jeho interkalace mezi
bazové pary uzitého oligonukleotidu a naopak rychla kinetika metalace odpovida ptipadu,
kdy je porfyrin v komplexu exponovan vnéjSimu prostiedi.

Tato diplomova prace byla zastitovana Oddélenim fyziky biomolekul FU UK, kde jsou
také rGzné druhy porfyrint jiz fadu let studovany a prvotni mysSlenka, na co by méla byt
dana prace zamétena, smétovala ke studiu interakce porfyrind s dal$imi vyznamnymi
strukturami a to guaninovymi kvadruplexy. O danych komplexech se totiz uvazuje jako o
potencidlné¢ velmi ucinnych inhibitorech telomerazové aktivity. Pfi seznamovani se
s vysledky, které byli jiz v oblasti vyzkumu struktur guaninovych kvadruplexii s porfyriny
dosazeny, bylo ovSem objeveno nékolik praci, jez nas posléze navedly ke studiu komplexii
porfyrind, ne s kvadruplexy, ale s modelovymi syntetickymi polynukleotidy, u kterych je
zpusob jejich interakce z porfyriny relativné nejlépe prozkouman. Jako ptiklad jedné
z téchto praci uved'me c¢lanek publikovany skupinou Wei a kol. [36]. V dané praci se
skupina zabyvala otdzkou zptsobu interakce free-base porfyrinu H; TMPyP4 s kvadruplexy
(TG4T)4, AG3(T2AG3)3, (G4T4Ga),, a k tomu vyuzivala SERS méteni z danych komplex,
kdy jednotlivd spektra byla zaznamendvana krokové pomoci jednokanédlového detektoru
v ¢asovém intervalu 15 minut. Pro jednotlivé komplexy tak byla ziskdna SERS spektra o

vzajemné ruiznych intenzitdch signalu porfyrinu, pfi¢emz pfi interpretaci ziskanych SERS
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spekter se skupina odvolavala mimo jiné i na vysledky vySe zminované prace [35] (ovSem
s opomenutim vlivu metalace volného porfyrinu na vysledna spektra). Dana skupina tedy
usuzovala, Ze nizky SERS signal pro nckteré komplexy je disledkem horsi piistupnosti
porfyrinu v komplexu k zesilujicim koloidnim nanoc¢asticim, a ze molekula H, TMPyP4
bude tedy ziejmée interkalovana mezi guaninové kvadruplexy, poptipadé navazana z vngjsi
strany na jeden z kvadruplexii, ovSem piekryta smyckou tvofenou z A ¢i T. (Obr.3.1 c,d).
Byl-1i SERS signal intenzivnéjsi, bylo usuzovano na vazbu porfyrinu opét z vnéjsi strany
na krajni kvadruplex, avSak bez pfitomnosti smycky (Obr.3.1 b). Praci, ve kterych se
predpoklada, Zze nizkd intenzita SERS spekter komplexti porfyrinu s nukleovymi
kyselinami je zpiisobena nepfistupnosti interkalovaného porfyrinu vnéjSimu prostiedi se
objevilo vice. Vyvstavd vSak otazka, zda je takovyto ptfedpoklad opravnény. Tato
diplomova prace se proto zaméfila na overeni toho, zda je tento usuzovany predpoklad
skutecné spravny ¢i nikoli. To lze nejlépe provést suzitim komplexti porfyrinu
s polynukleotidy, u kterych lze, na zdklad¢ vysledkti mnoha praci vyuzivajicich jinych nez

SERSovych metod, dnes jiZ predpokladat zplisob vzajemné interakce za znamy.
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FIGURE 7: SERS spectra (300— 1700 cm™') of (a) HyTMPyP4 at | r ] 4 et } / :
#M, (b) HaTMPyP4-(TGyTH, (c) HiTMPyP4-AG3(T3AG3)3, and -G -—--6 -
(d) HyTMPyP4-(GyT4Gy)2 complexes i buffer solution containing ;‘T ‘:’l /’T r’l / ./13
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Obr. 3.1 : Priklad prace vyuzivajici SERS spekter porfyrini (H,TMPyP4) jakozto indikatora jejich
pristupnosti v komplexech s guaninovymi kvadruplexy ((TG4T)s, AG3(TrAG;3);, (G4T4Gs)r ).
Prevzato z [42].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Aparatury

4.1.1 Ramanova aparatura

Schéma aparatury pouzité k méfeni vSech .prezentovanych RRS a SERRS spekter je
uvedeno na Obr.4.1. Zdrojem excitacniho zafeni o vinové délce 441.6 nm byl He-Cd laser
s maximalnim vykonem cca 15 mW na vzorku. Paprsek byl pfed vstupem do kyvety
fokusovan cockou (S) na primér ~ 100 um a prochazel kyvetou ve vertikalnim sméru.
Rozptylené zateni bylo sbirdno pod uhlem 90° vzhledem ke sméru excitaéniho paprsku.
Klasicka 90° konfigurace byla zvolena z toho diivodu, ze Rayleighiiv rozptyl ma ve sméru
kolmém na smér Sifeni excitacniho svazku nejmensi intenzitu. Rayleightiv rozptyl je vSak i
v daném usporadani stale velmi silny oproti rozptylu Ramanovu, proto byl za objektiv
soustfed’ujici rozptylené zateni do monochromatoru zatfazen holograficky notch filtr (NF)
pro vinovou délku 441.6 nm, ktery sniZuje intenzitu elastického rozptylu faktorem 107.
Zateni vstupovalo do spektrometru Spex Jobin-Yvon 270M s ohniskovou vzdalenosti 270
mm a miizkou 5 x 5cm o 1200 vrypech na 1 mm. Spektrdlné rozlozené zareni
z monochromatoru bylo detekovano CCD detektorem (Princeton Instruments), ktery mél
1340 x 100 detekénich elementl a byl chlazen kapalnym dusikem na provozni teplotu -
120°C.

Diky nizsi disperzi pouzité miizky a excitaci 441.6 nm bylo mozno vSechna RRS a
SERRS spektra méfit v iroké oblasti vIno&ti 600 - 3750 cm™. Prevazna ¢ast vibraénich
past porfyrinu se vyskytuje v intervalu 200 - 1800 cm™. Diivodem pro zahrnuti vyssich
vino¢tl byl pas odpovidajici valencnim vibracim molekul vody, ktery se nachazi mezi
3100 cm™ a 3600 cm™’. Tento pas byl pouzit jako vnitini standard pro intenzitni
normalizaci namétenych spekter. Slouzil tedy k odstranéni neurcitosti, které mohla do
nasSich vysledkt vnést celkova zména intenzity RRS a SERRS signélu zplisobena riznymi
nekontrolovatelnymi vlivy jako jsou napi. nahodné fluktuace intenzity laserového paprsku.
Ke spravnému pftifazeni vinocti jednotlivym pixelim CCD detektoru slouzilo kalibra¢ni

spektrum, ziskané pomoci neonové vybojky, které bylo zaznamenavano po kazdém méfeni
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studovaného vzorku. Pouziti jediné experimentdlni aparatury s fixnimi parametry,
standardizovanych postupt vinoctové kalibrace a intenzitni normalizace bylo mozno ziskat

velice reprodukovatelné a vzadjemné porovnatelnd spektra.

monochromator

\ laser

Obr.4.1 : Schema aparatury pro méfeni Ramanova rozptylu: F' - oznacuje misto kam je mozné
fadit interferen¢ni filtr, slouzici ke spektralnimu vycisténi zafeni a Sedé filtry pouzivané k nastaveni

intenzity svazku; S - ¢ocka; V - umisténi kyvety se vzorkem; O -objektiv; NF - notch filtr.

4.1.2 Absorpc¢ni spektrometr

Absorpcni spektra byla méfena pomoci UV-VIS spektrometru Perkin Elmer Lambda 12,
jehoZ schéma je znazornéno na Obr.4.2. Zateni z lampy prochézelo miizkou kde dochazi
k vybéru vinové délky a poté¢ dopadalo na déli¢ svazku. Jeden ze svazkl postupoval do
zkoumaného vzorku a druhy do kyvety s referenci. Zdrojem zatfeni pro viditelnou oblast
byla halogenova lampa a pro oblast ultrafialovou deuteriova vybojka. Tomu odpovidal 1
maximalni spektralni rozsah zafizeni, ktery c¢inil 190 - 1100 nm. Spektralni rozliSeni
aparatury bylo 2 nm. VSechna absorpcni spektra byla méfena v 1 mm kiemennych

kyvetach v rozsahu 200 — 700 nm, s rychlosti skenovani 240 nm/min.
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Obr.4.2 : Schema absorp¢niho spektrometru: DL-deuteriova lampa; HL- halogenova lampa; Z-

zrcadlo; M- miizka; DS-déli¢ svazku; V- vzorek; R- reference; S-Cocka; D-detektor
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4.2 Vzorky

Polynukleotidy pouzité v této praci, poly(dA-dT),, poly(dG-dC), a poly(dA)-poly(dT),
byly zakoupeny od Sigma-Aldrich a byly pouzity bez dalsiho ¢isténi nebo tpravy. Zasobni
roztoky polynukleotiddi pro vSechna méfeni byly pfipraveny rozpusténim zhruba 5 OD
lyofilizovan¢ho polynukleotidu ve 300 pl 20 mM sodného fosfatového pufru (Na-PBS
pufr) o pH ~ 6.9. Po zjisténi skutecné¢ koncentrace pomoci absorpcnich spekter a
tabelovanych extinkcnich koeficientli (idaje pro bazové pary: poly(dG-dC), es4 ~ 1.68 x
10* Mem™; poly(dA-dT), ex6: ~ 1.32 x 10* M'em™; poly(dA)-poly(dT) €250 ~ 1.20 x 10*
M'em™) byly polynukleotidy natedéné na pozadovanou koncentraci, ktera byla nasledng
zkontrolovdna pomoci absorpce. (Hodnota 1 OD znamena mnozstvi vzorku, které po
rozpusténi v 1 ml pufru davd na specifické vlnové délce (u NK obvykle 260 nm)
jednotkovou absorbanci, pokud je absorpéni spektrum méfeno v 1 cm kyveté.) Vysledné
koncentrace polynukleotidii v bazovych parech byly [poly(dA-dT),] = 9.504 x 10 M,
[poly(dG-dC),]= 1.011-x 107 M a [poly(dA).poly(dT)] = 1.005-x 10~ M, pficemz pro
vypocty koncentraci na zdkladé zméfené absorbance (vztahu 2.7) jsme pouzili vySe
uvedené extinkéni koeficienty.

Free-base porfyrin H,TMPyP4 byl zakoupen jako tetratosylatova siil od Sigma-Aldrich a
jeho naslednd metalace Cu®, konverze do tetrachloridové formy a purifikace byla
provedena Prof. RNDr. Vladimirem Kralem, DrSc. z Ustavu analytické chemie Vysoké
skoly chemicko-technologické v Praze. Zasobni roztok CuTMPyP4 o koncentraci 2 x 107
M byl ptipraven v 20 mM Na-PBS pufru, pH ~ 6.9, a zkontrolovan spektrofotometricky
pomoci extinkéniho koeficientu €44 ~ 2.31 x 10° M'em™ [33]. Od zasobnich roztoki
komplexti CuTMPyP4 s jednotlivymi polynukleotidy bylo pozadovano, aby vysledna
koncentrace CuTMPyP4 byla 1 x 10° M, a aby jedna molekula CuTMPyP4 piipadala
priblizné na 10 bazovych part. Pii této koncentraci a poméru R = [bp]/[CuTMPyP4] bylo
mozno v 1 mm absorpéni kyveté s lesténym dnem postupné naméfit dostatecné kvalitni
absorp¢ni spektra i RRS, a to bez nutnosti pfendavani vzorku mezi riznymi kyvetami.
Pomér R ~ 10 zajistoval kazdé molekule CuTMPyP4 na polynukleotidu dostate¢né velké
vazebni misto vylucujici efekty plynouci s tésného sousedstvi porfyrind. Navic pfi této
koncentraci a poméru R bylo mozno z namétenych absorpcnich spekter spolehlivé urcit 1
skute¢nou koncentraci polynukleotidu v komplexu. Takto pfipravené a v pribéhu

diplomové prace opakované kontrolované zasobni roztoky byly nasledné ptidavany do
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koloidu v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace CuTMPyP4 v koloidu byla 1x10™®
M (standardni SERRS experiment). To znamenalo pfidani 1 pl zasobniho roztoku do ~ 1
ml koloidu. Kvilli obavam z chyb pii odmétovani 1 pl objemil byly zasobni roztoky pted
experimenty dale fedény az na koncentraci [CuTMPyP4] = 5 x-107 M, ¢imz odmé&fovany
objem vzrostl na piijateln€jsi hodnoty, ale na druhou stranu pfi této koncentraci uz nebylo
mozno stav komplexli zkontrolovat pomoci absorpénich a RRS spekter.

Vzhledem kvelké adhezi CuTMPyP4 a jeho komplexii na neoSetfeny povrch
kiemennych kyvet, byly pouzivané kyvety po kazdém meétfeni vymyty v ziedéné HCI.

Stopy Ag koloidl ulpivajici na st€énach kyvet byly odstrailovany pomoci ziedéné HNO:s.
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4.3 Zpracovani dat

V pribéhu této diplomové prace byly na Oddéleni fyziky biomolekul FU UK Mgr.
Janem Palackym v prostiedi Matlab vytvoteny uzivatelské programy Combine a
Background, které¢ velmi zefektivnily, urychlily a zjednodusily cely zpiisob zpracovani
rozsahlych sérii spekter pomoci metod faktorové analyzy (procedura SVD), jenz byl diive
dosti neprakticky a ¢asoveé hodn¢ naroc¢ny.

Vsechna data ze SERRS méfeni byla zpracovana pomoci jednotného postupu: spektra
zahrnuta do jednoho zpracovani byla nejdiive intenzitné normalizovana za pomoci pasu
valenénich vibraci molekul vody z oblasti 3100 — 3400 cm™ jako vnitfniho standardu.
Nasledné byl ze vSech spekter odeéten prispévek koloidu, poptipadé pufru (podle typu
experimentu). Dal§im krokem byla korekce pozadi v jednotlivych spektrech pomoci metod
faktorové analyzy. Takto upravend spektra byla analyzovdna pomoci faktorové analyzy, a
to pouze ve vybrané oblasti svyskytem vibra¢nich pasi CuTMPyP4, zachycené
detektorem, tj. 620 - 1800 cm™. Faktorova analyza byla vyuZita i v piipadé price se

spektry RRS a absorp¢nimi.

4.3.1 Faktorova analyza

Faktorova analyza je technika pro zpracovani vicerozmérnych dat, kterd umoziuje
efektivné redukovat pocet proménnych bez ztraty informace a zjistit strukturu vzajemnych
vztahll mezi proménnymi. Zminovand mnohorozmérna data tvofi matici ¥ o rozméru n xm.
Ta je pii spektroskopickych méfeni sloZena ze sérii spekter. Radky matice pak reprezentuji
proménnou (vlnocet/vinova délka) a sloupce jednotliva spektra. FA snizuje faktorovou
dimenzi dat (tj. pocCet navzijem nezavislych slozek vyskytujicich se v namétfenych
spektrech) pomoci singuldrniho rozkladu matice Y (SVD - Singular Value
Decomposition). Ziskand spektra (tzv. subspektra) jsou vzajemné ortogonalni,
normalizovana a fazena podle své statistické vahy (#)). Po provedeni SVD lze kazdé i-t¢
pivodni spektrum Y;(v) znovu jednoznacéné a do detailu zkonstruovat z matic W; Vj; a S;, a

to diky nasledujicimu vztahu:
N
Y0) =YW Y,S,0) (2.8)
j=1

Ve vztahu (2.8) oznacuje W, singularni hodnotu udavajici statistickou vahu j-tého

subspektra S, V;; odpovida prvku unitarni matice, ktery vyjadiuje miru podilu subspektra S;
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na piivodnim spektru Y;a N je pocet naméfenych spekter. Singularni hodnoty W; klesaji se
zvySujicim se j a urcuji faktorovou dimenzi naméfenych dat, nebot’ nulové nebo velmi
malé hodnoty W, odpovidaji subspektriim, které nemaji spektroskopickou informacni
hodnotu a jsou na urovni Sumu. Faktorovou dimenzi pak oznacujeme Cislo M (M < N)
vyjadtujici nejmensi mozny pocet subspekter s nejvySSimi hodnotami W, ktery zarucuje,
ze vysledné spektrum zrekonstruované za pouziti pouze prvnich M subspekter se od
pivodniho li§i jen Sumem. Subspektra S; pro j > M tedy ziejm¢é neobsahuji Zadné
vyznamné spektralni informace a proto je mozné ke konstrukci piivodnich spekter pouzit

misto vztahu (2.8) vztah:

Y(v)~ fVVjVS(v) . (2.9)

g

Faktorova dimenze mtiZze byt ovlivnéna piitomnosti riznych slabych rusivych piispévka
v naméfenych datech, které mohou byt zplsobeny fluorescenci ¢i zménami v pozadi
faktorovou dimenzi. Pokud jsou ve vysledcich FA rozpoznéany, lze je sofistikovanym
postupem odstranit z piivodnich namétenych spekter. Program Background dovoloval tyto
pracné analyzy a tpravy zrychlit a uleh¢it. Uspésné odstranéni nékterych artefakti,
zejména fluktuaci v pozadich RRS a SERRS spekter, se pak projevilo snizenim faktorové
dimenze. Vysledky FA takto korigovanych spekter pak byly pouzity pro piimé

dokumentovani pozorovanych jevi, nebo byly dale pouzity pro jiny zptisob zpracovani.
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5. Vysledky méreni a diskuse

5.1 Charakterizace koloidnich systémi

Pted méfenim SERRS spekter studovanych komplext byla nejprve pfipravena fada Ag
borohydridovych koloidli a byly charakterizovany jejich vlastnosti (plasmonova absorpce
transmisni elemtronova mikroskopie - TEM, SERRS aktivita, agregacni vlastnosti).
Pouzité koloidy se liSily stafim, variacemi v postupu pfi piipravé a vykazovaly riznou
velikost SERRS zesileni. Nekteré byly piipraveny ve spolupraci s Prof. RNDr. Blankou
Vickovou, CSc. a Mgr. Magdalénou Sladkovou z PfF UK, a to standardnim postupem
uvedenym v kap. 2.2.3. Kromé¢ téchto koloidl byly ptipraveny i dalsi, které jsou uvedeny
v tabulce 5.1, a kjejichz ptipravé se uzilo uréitych variaci standardniho postupu. Cilem
bylo ziskat Ag koloidy co nejriznéjSich vlastnosti, z kterych by pak byly vytipovany
nejvhodnéjsi. Napiiklad, kromé standardniho postupu, kdy se roztok AgNOs po kapkach
pridava do vychlazeného roztoku NaBHy4 za prudkého michani, byla vyzkousena 1 metoda
inverzni s pfiddvanim roztoku NaBH; do AgNO;, pfipadné s pfidanim nerozpusténé
granule NaBH4 o pfesné hmotnosti pifimo do roztoku AgNO;. Nékteré koloidy byly
pripraveny bez ochlazovani roztoku NaBHy4 v ledové lazni a v nékterych piipadech byly
k redukci AgNO; pouzity vodné roztoky o odliSnych koncentracich NaBHs nez pii
klasické ptipravé. Testované koloidy se neliSily pouze postupem pii redukci AgNOs, ale
také svym stafim. Ve studované sad¢ se nachdzely koloidy staré nékolik dnti, tydnd,

meésict ale i let. Nejstarsi systém byl starsi tii let a ptitom stale velmi stabilni.
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SERRS

Oznaceni Zpusob ptipravy Teplota vlastnosti Poznamka
1 roztok AgNO; do roztoku 2 oC
3.5 mg NaBH, klasicky postup dle kapitoly 2.2.3;
stejné zasobni roztoky AgNO; a NaBH,
la2
) roztok AgNOs; do roztoku 2 oC prota
3.5 mg NaBH,
roztok AgNOs; do roztoku
3 3.5 mg NaBH,, smé&s 2°C
chlazena i po smichani klasicky postup;
nové zasobni roztoky, naprosto stejné pro
roztok AgNO; do roztoku o 3-5
4 3.5 mg NaBH 2°C roztok NaBH, rozd€len na 3 dily;
’ 4 u 5 nedoslo k redukei ani po delsim Case,
roztok AgNO; do roztoku pr(at'o ,pfidéma granule NaBH4, do roztoku
N ohratého skoro na pokojovou teplotu
5 3.5 mg NaBH, kdyz 20°C | silny signal
nedoslo k redukci, byla
pridana granule NaBH,
granule 3.2 mg NaBH, do o,
6 roztoku AgNO; 24°C | silny signal novy vychozi roztok AgNO;, stejny pro 6
—14;
inverzni postup;
7 granule 3.6 mg NaBH, do 24 °C redukce granuli NaBH,
roztoku AgNO;
3 roztok 3.8 mg NaBH, do 24 °C velice silny
roztoku AgNO; signal '
inverzni postup;
redukce roztokem NaBH,
roztok 3.2 mg NaBH, do o
? roztoku AgNO; 24°C
: :1..¢, | inverzni postup;
10 granule 4.0 mg NaBH, do 5 oC Vellge srllny redukce granuli NaBH,:
roztoku AgNO; signal nizk4 teplota
roztok AgNOs; do roztoku L.,

1 4.2 mg NaBH, 24°C slaby signal klasicky postup, ale bez chlazeni roztokd;
roztok NaBH, pfipraven vhozenim
granule tésné pred pfidavanim AgNO;

12 roztok AgNO; do roztoku 24 °C stiedné (testovan vliv mnoZzstvi NaBH,)

2.2 mg NaBH,4 silny signal
roztok AgNOs; do roztoku o .
ko 11 a 12
13 4.1 mg NaBH, 24°C ke ita
24 °C,
pak
14 roztok AgNO; do roztoku zahtaty testovan vliv nasledného povaieni vzorku
3.8 mg NaBH,4
na 80 -
90 °C

Tabulka 5.1: Zptisob piipravy koloidii zhotovenych na Oddéleni fyziky biomolekul FU UK.
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Pfi charakterizaci vlastnosti jednotlivych koloidi bylo nutné ovéfit predevsim stupen
jejich agregace pred a po piidani analytu. Z kapitoly 2.2.3 je ziejmé, ze agregace koloidu
se projevi rozSifenim plasmonovych resonanci i do vySSich vlnovych délek a také
poklesem maxima absorpéniho pasu na ~ 390 nm. Proto byla zmétena UV-VIS absorpéni
spektra samotnych koloidii a koloidli s pfidavkem volného CuTMPyP4 na vyslednou
koncentraci 1 x 10 M. Tato koncentrace byla zvolena na zakladé predeslych zjisténi [37],
ze Ag koloidy (pripravené podle identického postupu) nevykazuji viditelnou agregaci az
do celkové koncentrace CuTMPyP4 ~ 2 x 107 M. I kdyz se predpoklad o podprahové
trovni koncentrace 1 x 10® M z hlediska agregace ukazal pro nékteré testované koloidy
jako nespravny, pro zachovani konzistence vysledk jsme tuto koncentraci pouzivali i
nadale jako referen¢ni.

Pro ovéteni velikosti SERRS zesileni pfislusnych koloidnich systéma bylo pro kazdy
koloid s porfyrinem soucasn¢ s absorpcnim zméteno i SERRS spektrum. K SERRS méteni
byly pouzivany stejné 1 mm kifemenné kyvety s lesténym dnem jako pro absorpéni méteni
(tj. absorpéni a SERRS vysledky odpovidaji naprosto identickym vzorkiim, s ¢asovou
prodlevou cca 5 min), pficemz SERRS méfeni se provadélo tak, Ze po umisténi kyvety do
drzaku v Ramanovské aparatute doslo ke spusténi méteni a teprve poté se na vzorek pustil
laserovy svazek. SERRS spektra byla ukladéna do sérii samostatnych spekter postihujicich
Casovy prub¢h s krokem 2 s. Z tiiminutového méfeni se tak ziskala ¢asova posloupnost 90
spekter, kde kazdé spektrum bylo vysledkem dvou jednosekundovych akumulaci (kvili
eliminaci vystielového signalu od kosmického zafeni). Tato SERRS méfeni se provadeéla
standardné cca 30 minut po pfidani analytu do koloidu, kdy pfedbézné experimenty
ukazaly, Ze systém by m¢l byt dostatené stabilni, tj. vSechny molekuly CuTMPyP4 se jiz
na koloidni c¢astice adsorbovaly a nemélo by vném po dobu meéfeni dochézet
k vyrazn&j$im zméndm. Pro nckteré vzorky byla ¢asova stabilita dale testovana tak, ze se
prométovaly dalsi SERRS spektra v ¢asovém rozmezi 30 - 90 min po ptidani porfyrinu, a u
nekterych koloida byla méfeni pro kontrolu zopakovéna i po 3 dnech po piipravé.

Z casovych pribehil (v ramcei 3 min expozice) SERRS spekter nékterych koloidl bylo jiz
na prvni pohled patrné, ze na zacatku expozice vykazuji velmi silny SERRS signal, ktery s
dobou expozice vzorku postupné klesa. Na druhou stranu, jiné koloidy vykazovaly za
stejnych podminek téméf konstantni troven signdlu, 1 kdyz ponckud niz8i. Pro lepsi
identifikaci spektralnich zmén a jejich vizualizaci byla pouzitd FA. Spektra v ramci
jednotlivych expozici byla intenzitné normalizovana a korigovana na piispévek koloidu a

fluktuace pozadi. Z FA vyslednych spekter vychazela pro vSechny testované koloidni
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systémy vzdy jedna, poptipad¢ dvé relevantni komponenty (tj. faktorova dimenze 1 nebo
2), pti¢emz v ptipad¢ identifikace dvou slozek byl pomér singularnich hodnot prvniho a
druhého subspektra 2 tady (Obr. 5.1a),b)). Z Casovych prabéhti normalizovanych
koeficientl pro prvni komponentu bylo ziejmé, Ze pokles SERRS signilu vyvolany
expozici se vyskytuje téméf u vSech koloidnich systémil, ovSem s rliznou mirou. Jednouse
feCeno, za podminek, kdy jiz koloidni systém nevykazoval méfitelny Casovy vyvoj
(makroskopickd stabilita z hlediska jeho absorp¢nich vlastnosti), expozice systému
laserovym zafenim 441.6 nm (vykon cca 10 - 15 mW) evidentné vyvolavala pokles
SERRS signialu CuTMPyP4, ptficemz tento pokles vykazoval s c¢asem exponencialni
prabéh a jeho uroven byla pro rizné koloidy vyrazné odliSné. Z porovnani téchto vysledkt
se zménami pozorovanymi v absorpcnich spektrech koloidl po pfidani analytu bylo mozné
usuzovat na urcitou souvislost. U systému jejichZ absorpcni spektra vykazovala vyraznéjsi
zmény typické pro agregaci, byla pozorovéana velka intenzita pocatecnich SERRS spekter a
jejich znaény pokles s Casem. SERRS signal v téchto ptipadech poklesl v prubéhu expozice
0 40%, 50%, ale také 1 0 70% (u koloidu s nejvyraznéjSimi znaky agregace dle absorpcnich
spekter). Naopak, nejmensi zmény SERRS signélu (pokles 8% a méng) byly pozorovany u
vzorkli, u kterych byla pocatecni intenzita SERRS sice nizsi, ale jejichz absorpcni
spektrum zustavalo po ptidani CuTMPyP4 dlouhodobé beze zmén. Dale bylo mozné
sledovat, ze ¢im vétsi pokles SERRS signalu nastal, tim mensi byl signal na konci 3 min
expozice. Vysledky UV-VIS méteni pro silné agregujici koloid (zfeymé s nizkym (-
potencidlem) jsou uvedeny na Obr. 5.2, na kterém je z diferencniho spektra zfejmé, ze je-li
do vzorku piidan CuTMPyP4 v celkové koncentraci 1 x 10® M, dochézi k rozifeni pasu
plasmonové resonance v dlouhovinné oblasti a k poklesu jeho maxima. Piipad opacny, kdy
k agregaci pozorovatelné¢ v absorpci ziejmé nedochazi (tj. u koloidu s vysokym (-
potencialem), je uveden na Obr. 5.3, kde je zobrazeno navic i spektrum kontrolni, ziskané
66 hodin po ptidani CuTMPyP4 do koloidu. Odpovidajici pribéhy koeficientl V; z FA
SERRS spekter jsou znazornény na Obr 5.4. Zde je patrny nejen rozdil v mife poklesu pro
dva koloidy vykazujici rizny stupen agregace (47% a 11%), ale také je ziejma odliSnost ve
velikosti signadlu na konci expozice. U vzorku s intenzivnéj$imi pocatecnimi spektry a
vétsim poklesem byl vysledny signél nakonec nizsi nez u koloidu s mensim relativnim

poklesem intenzity.
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Obr.5.1a): Prvni tfi komponenty (S}, S», S3) z FA ze SERRS méfeni na siln€ agregujicim koloidu a

jim pfislusSejici normalizované koeficienty ( V;, V5, V3).
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Obr.5.1b): Singularni hodnoty subspekter 1 - 10 z FA méfeni, kterému odpovidaji prvni tii

komponenty uvedené na obr. 5.1a).

41



ot6f T T T
r a) koloid ]
0,14 | b) 1x10°° M CuP v koloidu po 30 min.
: —— b)-a) :

012 [ ;

010 [ ;
0,08 :
0,06 [

Absorbance

004
002 [

QOOE

0,02

300 400 500 600 700
Vinova délka [nm]

Obr.5.2: Absorpcni spektra koloidu s nizkym {-potencidlem bez CuTMPyP4 a po jeho ptidani.

V obrazku je modre vyneseno i spektrum diferencni a ¢ernou linii vyznacena nulové absorbance.
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Obr.5.3: Absorpéni spektra koloidu s vysokym (-potencidlem bez CuTMPyP4 a po jeho piidani.

Modfe a razove jsou vynesena i spektra diferencni a ¢ernou linii vyznacena nulova absorbance.
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Obr.5.4 : Casové priib&hy koeficientli v; pro koloidy s vysokym (slabé& agregujici) a nizkym (silné

agregujici) (-potencidlem.

Z téchto méfeni se zda, ze pozorovany pokles SERRS intenzity by mohl byt disledkem
tvorby ,,hot spots* mist pii agregaci koloidu, o nichz je psano v kapitole 2.2.3. Tyto oblasti
s elektromagnetickym polem vysokych intenzit se urcit¢ vyskytuji i v makroskopickych
koloidnich vzorcich, ale jejich spektroskopicky projev nelze jednodusSe odlisit od signéalu
analytu adsorbovaného na izolovanych koloidnich ¢asticich.

Jak bylo uvedeno v kap. 2.2.3, SERS signal z individualnich molekul zachycenych v ,,hot
spots®“ a pozorovanych mikroskopickymi Ramanovskymi technikami vykazuje vyrazné
Casové 1 spektralni fluktuace. Charakteristickou ¢rtou signalu z ,hot spots* vSak je, Ze
¢asem Upln¢ vymizi. At uz je divodem vymizeni signalu fotoindukovana desorpce analytu
z ,,hot spots* nebo jeho fotodekompozice silnym elektromagnetickym polem, vymizeni
SERS signélu z ,,hot spots* v diisledku expozice se zda dobfe dokumentovanym faktem.

Pokud molekuly CuTMPyP4 zachycené v ,hot spots makroskopického koloidniho
vzorku svym signalem znacné pfispivaji k celkovému SERRS signalu, pak by se jejich
zvlastni ¢asoveé promeénlivé chovani a postupna fotodesorpce nebo fotodekompozice mély

promitnout 1 do ¢asovych charakteristik makroskopického SERRS signalu. Pokud SERRS
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signal pochazi prevazné z molekul adsorbovanych na povrchu izolovanych koloidnich
¢astic, spektra by neméla vykazovat velké ¢asové ani spektralni fluktuace a SERRS signal
by nemél s Casem ubyvat. Této hypotéze by vySe uvedené experimentalni vysledky velmi
dobte odpovidaly. Pro jeji bliz8i ovéfeni jsme podrobnéji zkoumali ¢asovy vyvoj SERRS
signalii v zavislosti na délce expozice, a to na koloidnich systémech, ve kterych byla mira
agregace (tj. tvorba ,,hot spots*) kontrolovana varirovanim rtiznych parametrt:

a) Koloid s piivodné vysokym C-potencidlem (slabé agregujici koloid) byl postupné fedén a
byla do ngj ptidavana konstantni koncentrace CuTMPyP4 1 x10™® M. Predpokladali jsme,
ze soucasné fedeéni koloidu pii zachovani konstantni koncentrace CuTMPyP4 vyvola jeho
agregaci v disledku relativné vEtsi miry pokryti.

b) Do koloidu pivodné€ s nizkym C-potencidlem (siln¢ agregujici koloid) byl ptidavan
CuTMPyP4 s vyslednou koncentraci v rozmezi 1 x10"° - 1 x10® M. Bylo predpokladano,

cvwr

koloidu.

V piipadé experimentli na slabé agregujicim koloidu, ktery byl postupné fedén, jsme
ptedpokladali, Ze je-li hypotéza o vzniku poklesu vlivem tvorby ,,hot spots* spravna, pak
by se mira zmény SERRS signdlu s délkou expozice méla po urcitém stupni ziedéni
koloidu zvySovat, nebot’ dojde k ptekroceni limitni koncentrace CuTMPyP4 potiebné pro
pokryti zbyvajicich koloidnich ¢astic a zapoceti jejich agregace. Koloid, jemuz odpovidaji
absorpc¢ni spektra na Obr. 5.3, byl fedén destilovanou vodou na 1/1, 1/3, 1/6, 1/15, 1/30,
1/60 ptivodni koncentrace a k nému byl pfiddvan CaTMPyP4 na vyslednou koncentraci 1
x 10" M. Nastaveni aparatury pro méfeni SERRS bylo stejné, jako u viech piedchozich
méfeni. Priibéhy normalizovanych koeficientii V; ziskané z FA jsou uvedeny na Obr. 5.5.
Zde je patrné, ze ke snizovani celkové intenzity dochdzi s fedénim koloidu az do
koncentrace 1/15, kdy byla patrné prekrocena mezni koncentrace pro agregaci a tvorbu
,»hot spots®, nebot’ pti této koncentraci koloidu vzrostl celkovy SERRS signal a poprvé se
vyrazné¢ projevil pokles intenzity s délkou expozice. Vzorky s naslednym fedénim
vykazuji, presné¢ podle oekavani, vyrazny pocatecni signal a zvySujici se miru relativniho

poklesu intenzity s délkou expozice, jak je dokumentovano na Obr. 5.6.
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Obr. 5.6: Mira relativni zmény intenzity SERRS signdlu s délkou expozice pro postupné fedény

slabé agregujici koloid.

Dalsi SERRS méfeni se provadéla na siln€ agregujicim koloidu o konstantni koncentraci,
ke kterému byly postupné pridavany zvysujici se koncentrace porfyrinu od 1x10"°M do
1x10°M . Jelikoz se jednalo o koloid snizkym (-potencidlem, dalo se oekavat, Ze
s v&tSim mnozstvim pfidaného analytu bude tvorba agregatii snadngj$i a tudiz i vysSsi
pocateéni SERRS signal, ale s vétsim relativnim poklesem intenzity s délkou expozice, a to

diky vétSimu mnozstvi vznikajicich ,hot spots®. Casové prabéhy koeficientli V; ziskané
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z FA jsou uvedené na Obr. 5.7 a s predpokladanym efektem jsou ve velmi dobré shodé. Az
do [CuTMPyP4] = 1.7 x 10° M nebyla pozorovana 74dna zména intenzity SERRS signalu,
ovSem pro nasledujici koncentrace relativni pokles intenzity rostl a pti [CuTMPyP4] =1 x

10®M dosahoval jiz 70%.
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Obr. 5.7: Prubchy koeficienti V; sdélkou expozice pro silné agregujici koloid s riznymi

koncentracemi CuTMPyP4.

Z podrobného rozboru vysledki FA vSech predeSlych métfeni se jevi hypotéza o
ptispévku ,.hot spots* k SERRS signalu CuTMPyP4 v silné agregujicich makroskopickych
koloidnich systémech, a o disledcich fotoindukovanych ¢asovych a spektralnich fluktuaci
znamych z mikroskopickych méfeni na individualnich molekulach [23], jako vysoce
pravdépodobnd. Vyskyt druhé spektralni komponenty (s Casovym pritbéhem koeficienti V>
odlisSnym od V;, viz Obr.5.1a)) by ptfitomnost ,hot spots” jako mist o velmi silnych
elektromagnetickych polich v systému také podporovala, nebot’ se objevovala pouze u
koloidl s vysokym stupném agregace a prfislusné priabéhy koeficienti V, byly ve vSech
piipadech podobné. Mohlo by se jednat o slozku odpovidajici spektralnim fluktuacim
SERS signdlu, pozorovanym pii mikroskopickych Ramanovskych méfenich na
individudlnich molekuldch z ,hot spots® [23], vnaSem pfipad¢ zprimérovanou pies
statisticky soubor makroskopického koloidniho vzorku. Alternativni vysvétleni ptivodu

této slozky je ptispévek od Ramanova rozptylu z vysSich excitovanych elektronovych
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stavi. CuTMPyP4, které by mohly byt v ,hot spots“ diky vysokym intenzitdm
elektromagnetického pole snadnéji generovany. At uz je ptivod této spektralni komponenty
jakykoliv, jeji ubytek v disledku expozice se zd4 byt ireverzibilni, podobné jako celkovy
pokles SERRS intenzity. PferuSeni expozice omezenych objemil koloidu, které nedovoluji
regeneraci SERS-aktivnich ¢astic v rozptylovém objemu z okolniho rezervoaru, nevede
k navozeni piivodniho stavu. Fotoindukovana desorpce nebo fotodekompozice CuTMPyP4
v ,,hot spots* se zd4a byt trvala.

Zda agregacni stav koloidnich systémli usuzovany ze SERRS a absorp¢nich méieni
odpovida realité, bylo ovéfovano i pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) za
spoluprace s PiF UK. Vysledky z TEM vybranych koloidi (bez piitomnosti analytu)
bohuzel o¢ekavanou korelaci mezi stupném agregace, velikosti a tvarem koloidnich ¢astic
a jejich SERRS-aktivitou nepotvrdily. Naptiklad z TEM koloidu 8 (Obr 5.8 b) ), je zfejmé,
ze se sklada z priblizné stejné velkych castic bez tendence k samovolnému shlukovani.
OvSem pozorovany SERRS signal byl velmi silny, s patrnym poklesem intenzity s délkou
expozice, co by mélo odrazet jeho snadnou agregaci a tvorbu ,,hot spots®. Na zaklad¢
velice podobného chovani SERRS spekter se obdobnd morfologie nanocéstic jako u
koloidu 8 oc¢ekavala i u systému 6 (Obr. 5.8 a) ), ktery ale obsahuje velmi rizné velikosti
¢astic tvoricich agregaty 1 bez pfitomnosti analytu. Naopak koloidy 10 a 11 (Obr 5.8 ¢) a d)
), jenz vykazovaly velmi rozdilnou SERRS-aktivitu (viz tabulka 5.1), se podle TEM zdaji
byt obdobné, silné agregované struktury, kde jednotlivé nanocastice vytvareji vzajemné
prorostlé utvary skytajici mnoZstvi potencialnich ,,hot spots®. Koloid 5 (Obr. 5.8 /) ), u
kterého nebyl prakticky zadny pokles SERRS signélu v disledku expozice pozorovan, je
sice tvofen menSimi ¢asticemi, avSak s vysokym stupném agregace, a jeho celkovy SERRS
signal byl mnohem intenzivnéj$i, nez napiiklad u silné¢ zagregovaného systému 12,
sloZzeného z vice rozmérnych, siln¢ agregovanych, az vzajemné prorostlych ¢astic (Obr. 5.8
e)). Davodu téchto diskrepanci mize byt celd fada a k jejich objasnéni bude potieba
dalsiho podrobnéjsiho studia, zejména TEM z koloidnich systémii obsahujicich analyt.
Vzhledem k tomu, Ze feSeni téchto problémil nebylo hlavni naplni této diplomové prace,
ziskané vysledky byly pouZity pro vybér optimalniho koloidu, ktery by dovoloval dalsi
SERRS experimenty na komplexech CuTMPyP4 s polynukleotidy, pokud mozno
s minimalnim mnozstvim artefaktl plynoucich z tvorby ,hot spots“ a jejich slozitym

chovanim v pribéhu expozice.
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a) Koloid 6 — silny SERRS signal b) Koloid 8 — velmi silny SERRS signal

———— 50 nm

¢) Koloid 10 — velmi silny SERRS signal d) Koloid 11 — slaby SERRS signal

e) Koloid 12 — stfedné¢ silny SERRS signal f) Koloid 5 — silny SERRS signal
Obr. 5.8 : Priklady z TEM pro rizné koloidni systémy.
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5.2 Metodika méreni kinetik SERRS spekter

Z kapitoly 3 vyplyva, ze zakladni otazkou pro vznik této diplomové prace bylo, zda lze z
velikosti SERRS signalu porfyrinu v komplexech s nukleovymi kyselinami snadno
usuzovat na jeho exponovanost vnéjSimu prostiedi, a pokud nelze, jaky je pak alespoil
minimdlni informacni obsah SERRS spekter takovych komplexti. Otdzkou souvisejici je 1
problém, jaky vliv ma na ziskana SERRS spektra doba mezi okamzikem ptipravy SERRS-
aktivniho systému po pfidani analytu a samotnym méienim spektra, a zda se naméiené
poméry intenzit signali pro rizné komplexy s casem zachovavaji. A pokud dochdzi
k ¢asovému vyvoji SERRS spekter, nakolik to ovlivni tvar spekter, které nejsou mérena
multikanalové pomoci CCD detektord, ale krokove s jednokanalovou detekci.

Pti hledani odpovédi na tyto otazky bylo tieba nalézt zplisob umoznujici méfeni
casovych zavislosti SERRS spekter od prvniho kontaktu komplexu s koloidem, neboli
nalézt nejvhodnéjsi postup jak rychle naplnit kyvetu koloidem dobife promichanym
s pfidanym analytem. Také bylo nutné zhodnotit vliv rychlosti homogenizace roztoku

analytu a koloidu na vyslednou kinetiku SERRS spekter.

5.2.1 Rychlost homogenizace vzorku

Z vyse uvedenych divodu byly vyzkouSeny razné zplsoby pifidavani malého mnozstvi
(jednotky ul) zasobniho roztoku vzorku do fadové vétSiho objemu koloidu, a pro kazdou
techniku otestovat rychlost homogenizace vysledného roztoku. Meéfeni kinetik
homogenizace se pro jednodussi interpretaci dat provadéla na systému destilovand voda +
porfyrin, nebot’ v takovém piipadé¢ jsou ziskana spektra disledkem pouze klasického RRS.
K méfeni se pouzivala 1 cm kiemennd kyveta s magnetickym michadlem, zasazena do
stojanu s magnetickou mikromichackou umisténou v zadni stén¢ drzaku.

Pii pfikapnuti roztoku porfyrinu do kyvety s michadlem, jiz pfedem naplnéné
destilovanou vodou (ilustrace viz Obr.5.9 a) ), dochézelo k homogenizaci promichavanim
relativné pomalu, v pribéhu cca 10 s. Pro dalsi testy byla proto uzita metoda opacnd, kdy
se nejprve umistilo malé mnoZzstvi roztoku porfyrinu na dno kyvety s michadlem, a poté
byla pfidana voda ( Obr.5.9 b) ). Turbulentni proudéni vétSiho mnozstvi vody vyvolavalo
rychlejs$i homogenizaci roztoku. Vyhodou bylo i to, Ze v piipadé prazdné kyvety s kapkou
porfyrinu na dné, se v excitanim paprsku vzorek nenachazel, takze na CCD detektor

nedopadal zadny signal. Po ptfidani vody se hladina okamzité zvedla na troven, ze které
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byl sbirdn signal, takze tento postup mimo jiné umozinoval i snadnou identifikaci okamziku
prvniho kontaktu vody s porfyrinem pomoci naristu signalu. Bohuzel se posléze ukézalo,
Ze pii pouziti této metodiky miize byt vysledna kinetika promichévani ovlivnéna vysokou
pfilnavosti porfyrinu (a jeho komplext s polynukleotidy) k povrchu kyvety. Byla tedy
snaha nalézt jiny zplisob plnéni kyvety, ktery by co nejvice redukoval dobu kontaktu
samotné¢ho porfyrinu se sténami kyvety, ale stile by umozioval dobré rozpoznani
poc¢ateéniho okamziku smichdni vzorku svodou. ReSenim byla technika, kdy se
pozadované mnozstvi porfyrinu nabralo do Spicky pouzivané pro béZzné pistové pipety,
ktera se posléze nasadila na pipetu se Spickou naplnénou vodou a nasledné doslo ke
vstiiknuti obsahu obou Spicek do kyvety s michadlem najednou. Ilustracni zobrazeni
metodiky je na Obr.5.9 c¢. Pro svou zdanlivou podobnost jedné z metod uZivanych pti
studiu kinetik chemickych reakci, bude v dalSim textu tento postup oznacovén jako SF

(Stopped Flow).

a) b) c)

Obr.5.9: Ilustracni zobrazeni testovanych postupii plnéni kyvety. a) Porfyrin pfidavan k vode.

b) Voda ptidavana k porfyrinu umisténému na dné kyvety. ¢) Dvouspickova metoda SF.

Z vysledkti FA testovacich méteni pro vysSe popisované techniky bylo zfejmé, zZe

nejrychleji je studovany roztok zhomogenizovan v piipadé¢ metody SF. Dalsi méfeni byla
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proto provadéna vyhradné s jejim uzitim. Pro ovéfeni spolehlivosti a reprodukovatelnosti
této metodiky jsme proméfili sérii 12 experimentd, piicemz do mensi Spi¢ky se nabralo 10
ul CuTMPyP4 o koncentraci 5 x 10* M a do druhé 500 pl destilované vody. Kazdé méfeni
¢asového prabéhu trvalo 60 s, béhem kterych bylo ziskano 120 spekter, pficemz pro kazdé
spektrum série byly ziskdny 2 akumulace, kazda s expozi¢nim ¢asem 0.25. Po zpracovani
ziskanych dat FA vychazela podle ocekavani pouze jedna relevantni spektralni
komponenta a ji pfislusejici koeficienty V; jsou pro vSechna méfeni vyneseny v Obr.5.10.
Z obrazku 5.10 je ziejmé, ze ve vSech piipadech doSlo k tplné homogenizaci roztoku
velmi rychle, a to do 2 — 3 spo vstfiknuti. Standardni odchylka vychéazela + 3.5 % a
standardni chyba + 1.1 %. Z obrazku 5.10 je dobie vidét, ze v okamziku plnéni kyvety
(prvni nenulové hodnoty V), kdy se do rozptylového objemu dostane nejdiive neziedény
roztok CuTMPyP z prvni $picky, dosahuje intenzita RRS signdlu 4 — 7 nasobku hodnoty
po homogenizaci.

Pii méfeni Casovych vyvoji SERRS spekter studovanych komplexii bude tedy ziskana
kinetika do okamziku 2 — 3 s po vstiiknuti vzorku zatizena chybou zptsobenou stale
probihajici homogenizaci vzorku. Pro méteni kratSich kinetik (do 1 min) byl proto zvolen
celkovy expozi¢ni €as na jedno spektrum 2 s (2 x 1 s), takze homogenizace vzorku by
mohla negativné ovlivnit prvni dva body casového vyvoje. V piipadé méteni delSich
kinetik (napt. 15 min), kde byl celkovy expozicni ¢as 5 s (2 x 2.5 s), by se pribch

homogenizace nemél kromé prvniho bodu na vysledném ¢asovém pribéhu viibec projevit.
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Obr.5.10: Méfeni rychlosti homogenizace systému CuTMPyP4 + H,0O
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5.3 Charakterizace komplexi pomoci absorp¢nich spekter

Pro objasnéni vlivu zpiisobu vazby CuTMPyP4 s nukleovymi kyselinami na kinetiku a
celkovou intenzitu SERRS spekter byly pouzity komplexy CuTMPyP4 s dobie
definovanymi  syntetickymi  polynukleotidy  poly(dG-dC),,  poly(dA-dT), a
poly(dA).poly(dT), u kterych je zplsob vazby a struktura komplexii relativné nejlépe
prozkoumana [33]. Absorp¢ni spektra jednotlivych komplext pfipravenych ve 20 mM PBS
pufru (pH ~ 6.9) jsou uvedeny na Obr. 5.11. Koncentrace CaTMPyP4 ve vsech vzorcich
byla 1x10” M a koncentrace polynukleotidi (vyjadfeno v bazovych parech) byla 1x10™
M, tj. pomér bazovych pari k porfyrinu (R = [bp]/[CuP]) odpovidal cca R = 10. Spektra
byla opakovan¢ zmétfena v 1 mm kyveté a v pribéhu pouzivani téchto zasobnich roztokt
pro SERRS experimenty nevykazovala Zadné signifikantni odchylky, které by svédcily o
nestabilité nebo degradaci komplexti.

Jak uz bylo uvedeno, pro CuTMPyP4 (s 4-koordinovanym centralnim atomem
v zakladnim elektronovém stavu) bylo rtiznymi experimentalnimi metodami spolehliveé
prokdzano, Ze do poly(dG-dC), interkaluje, zatimco v komplexu s poly(dA-dT), se vaze
extern¢ do velkého zlabku [38 - 40] (tzv. ,‘face-on“ komplex). V piipade
poly(dA).poly(dT) ptetrvavaji urCité nejasnosti, ale s nejvétsi pravdépodobnosti se jednéd o
externi komplex s tzv. ,,edge-on* orientaci porfyrinového makrocyklu v malém zlabku
polynukleotidu. ProtoZe zplsob vazby a charakter vazebného mista dany bazovym
sloZzenim ovlivitluje fadu spektroskopickych projevii porfyrinu véetné¢ jeho absorpcnich
spekter, na Obr.5.11 je vidét typické zmény -charakterizujici jednotlivé komplexy.
Interkalace do poly(dG-dC), se projevuje velkym batochromnim posuvem Soretova pasu
(z 424 na 441 nm), zvétSenim jeho polositky (cca o 2 nm) a vyraznym hypochromizmem
(cca 0 40%). Na druhou stranu, externi vazbu do Zlabku poly(dA-dT), charakterizuje pouze
maly batochromni posuv Soretu (na 427 nm), zmenseni jeho polositky (o cca 5.5 nm) a
mirny hyperchromizmus (do 2 %) [41, 42]. Externi komplex s poly(dA).poly(dT) se
vyznacuje o néco vEétsim batochromnim posuvem Soretu (na 428.5 nm), zmenSenim jeho
polositky (o cca 3 nm) a stfednim hypochromizmen (cca o 15 %). Charakteristické zmény
je mozno pozorovat i v oblasti Q-past (kolem 550 nm) a vSechny jsou plné v souladu
s publikovanymi vysledky.

Podle absorp¢nich spekter zasobnich roztoku tedy neni pochyb, ze CuTMPyP4 za téchto
podminek vytvofil s jednotlivymi polynukleotidy odpovidajici komplexy s typickymi
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spektralnimi znaky. Nicméné, v pfipadé SERRS experimenti byly tyto komplexy
pridavany v nepatrném mnozstvi (typicky 1 — 10 ul) do velkého objemu koloidu (500 —
1000 pl), v disledku &eho doslo k jejich fedéni az na koncentrace 2x107 - 1x10™ M. Je
samoziejm¢ otazka, jestli se struktura komplexu zachova i pii tak velkém ziedéni.
Vzhledem k tomu, Ze absorp&ni spektra CuTMPyP4 v koncentracich pod 1x10”7 M nebylo
mozno s nasim experimentalnim vybavenim méfit, vychazeli jsme z predpokladu (v
souladu s podobnym pfistupem v pracich jinych autorti), Zze se vlastnosti komplexa

fedénim vyrazné nezméni.
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Obr.5.11 : Srovnani absorp¢nich spekter vodného (20 mM PBS pufr, pH ~ 6.8) roztoku volného
CuTMPyP4 (CuP) a roztokti jeho komplexid s poly(dG-dC), (CuP+PGC), poly(dA-dT),
(CuP+PAT) a poly(dA).poly(dT) (CuP+PAPT). Oblast pod 300 nm odpovida absorpci bazi
polynukleotidii a ¢astecné se prekryva s absorpci CuTMPyP4 v této oblasti.
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5.4 Charakterizace komplexii pomoci RRS spekter

Zasobni roztoky komplexi CuTMPyP4 s poly(dG-dC),;, poly(dA-dT), a
poly(dA).poly(dT) byly charakterizovany také pomoci jejich resonancnich Ramanovych
spekter. K excitaci byla pouZita stejna vlnova délka jako v pfipadé SERRS experimenti, tj.
441.6 nm emise He-Cd laseru. Typicka RRS spektra komplexi znormalizovana pomoci
pasu valencnich vibraci vody jsou uvedena na Obr.5.12, ze kterého je zfejmé, ze vlivem
interakce dochazi ktadé zmén poloh a relativnich intenzit past. VSechny zmény
pozorované pro komplexy s poly(dG-dC), a poly(dA-dT), jsou pln€é v souladu
s publikovanymi vysledky [43, 44]. RRS spektrum komplexu CuTMPyP4 s
poly(dA).poly(dT) nebylo podle nasich znalosti dosud publikovano, na rozdil od spekter
komplexti s poly(rA).poly(dT) a poly(rA).poly(rU) [45]. Z Obr.5.12 je na prvni pohled
zfejmé, Ze pii excitaci 441.6 nm nejvétsi intenzity dosahuje RRS spektrum komplexu
CuTMPyP4 s poly(dG-dC),, a to diky nejvétsi absorpci na této vinové délce (viz obr.
5.11).

Pro zvyraznéni a lepSi identifikaci spektralnich rozdili vyvolanych interakci
s jednotlivymi polynukleotidy, jsou na Obr.5.13 — 5.15 uvedeny jejich RRS spektra spolu
se spektrem volného CuTMPyP4 a diferencnim spektrem, které bylo ziskano jeho
odectenim od spektra komplexu. Pro tento el byla srovnavana spektra renormalizovana
tak, aby pas na ~ 1644 cm™ mél stejnou intenzitu. Na obr.5.13 — 5.15 jsou pak vyznaceny
polohy past komplext spolu s jejich pfifazenim jednotlivym vibraénim modim. Pro
interkalaci CuTMPyP4 do poly(dG-dC), je charakteristicky zejména posuv vibrace dy(Cp-
H) z 1100 na 1108 cm™ a vyrazny nartst relativni intenzity pasu 1572 cm™ vigi pasu 1368
cm’, pfiemz oba pasy se posouvaji k vy$&im vInoétim o ~ 2 - 3 cm’ vzhledem
k volnému CuTMPyP4 (Obr.5.13). Externi vazba do zlabku poly(dA-dT) naproti tomu
neméni polohu pasu na 1100 cm™, pouze zvétsi jeho polositku, a relativni intenzitu past na
1569 a 1366 cm™ zvysi stejnou mérou, beze zmény jejich polohy (Obr.5.14). Interakce
s poly(dA).poly(dT) naproti tomu posune vibraci 65(Cp-H) z 1100 na 1104 cm™ a relativni
intenzity past na 1569 a 1366 cm™ zvysi pouze malo, navic asymetricky a beze zmény
vIno¢thi (Obr.5.15). Pro vysvétleni posuvu polohy péasu 6s(Cg-H) vlivem vazebného modu
byl navrzen [43] detailni mechanizmus spocivajici v otoCeni perifernich N-
methylpyridylovych skupin do pozice koplanarni s porfyrinovym makrocyklem, které vede
k prostorové kolizi mezi Cg-H vodiky a vodiky N-methylpyridyld. ProtoZe se jedna o

symetrickou rovinnou deformacni vibraci vazeb Cg-H, vysledkem takové kolize je zvySeni
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vlno¢tu pftislusného vibracniho modu. U volného CuTMPyP4 jsou roviny N-
methylpyridyli natoCeny téméf kolmo k roviné makrocyklu, a ke kolizi nedochazi. Aby
mohlo dojit k interkalaci do omezeného prostoru mezi G-C bazové pary, roviny N-
methylpyridylli se musi oto€it o 90°, ¢imz k zminéné prostorové kolizi dojde. Nasledné
pozorujeme posuv vibrace na 1008 cm™. V p¥ipads ,,face-on* vazby do velkého (nebo taky
malého) zlabku poly(dA-dT), zistavaji N-methylpyridyly v nezménéné poloze a vibrace se
neposouva. Externi ,.edge-on“ vazba do malého zlabku poly(dA).poly(dT) ,hranou*
makrocyklu, kde se Cg-H vodiky nachazeji, vytvaii pro deformacni vibrace prostorové
omezeni, 1 kdyZ jiného druhu. Disledkem je asymetrické rozsifeni pasu na strané vysSich
vInoétd, které se jevi jako posuv na 1004 cm™ (Obr.5.15). Popsana souvislost vinoétu pasu
ds(Cg-H) s rotaci N-methylpyridylovych skupin se zd4 natolik dobfe provérena, Ze se Casto
pouzivd jako konformacni znacka i pro jiné porfyriny s perifernimi skupinami
odvozenymi od fenylu.

Dal$im vyznamnym indiké&torem vazebného mddu je trojice past 1191, 1221 a 1256 cm’
! ktera vykazuje pro oba externi komplexy s poly(dA-dT) a poly(dA).poly(dT) podobné
chovani, narozdil od interkala¢niho komplexu s poly(dG-dC),, kde pozorujeme témér
zrcadlové symetrické diferencni spektrum. Zajimavé je i chovani deformacni vibrace N-
methylpyridylové skupiny 8(pyr) lokalizované u volného CuTMPyP4 na 1644 cm™, ktera
se pii externi vazbé do zlabka obou A-T polynukleotidi posouvéd k niz§im vinoctim
vyraznéji nez v piipad¢ interkalace mezi G-C pary. Dlivodem je pravdépodobné riiznd mira
coulombické interakce s fosfatovymi skupinami polynukleotidii. Na obr. 5.13 — 5.15 lze
najit fadu dalSich spektralnich rozdild, které souhrnné vytvareji charakteristicky ,,Carovy

kod* umoziujici ptisluSny komplex spolehlivé identifikovat.
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Obr. 5.12.: Piehledné srovnani RRS spekter (excitace 441.6 nm) vodného (20 mM PBS pufr, pH ~
6.8) roztoku volného CuTMPyP4 (CuP) a roztokd jeho komplext s poly(dG-dC), (CuP+PGC),

poly(dA-dT), (CuP+PAT) a poly(dA).poly(dT) (CuP+PAPT). Vyznacené polohy odpovidaji pastim

v

volného CuTMPyP4. Pfifazeni pasi vychazi z [27, 46]. & — deformacni vibrace, v — valen¢ni

vibrace, s — symetricka vibrace, pyr — N-methylpyridylova skupina.
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: Detailni srovnani RRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho

Obr. 5.13

v

(CuP+PGC). Vyznacené polohy odpovidaji pasim komplexu. Pfifazeni

komplexu s poly(dG-dC),

pasu podle [27, 46].
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Obr.5.14: Detailni srovnani RRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho

v

(CuP+PAT). Vyznacené polohy odpovidaji pasim komplexu. Pfifazeni

komplexu s poly(dA-dT),

pasu podle [27, 46].
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Obr.5.15: Detailni srovnani RRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho

komplexu s poly(dA).poly(T) (CuP+PAPT). Vyznacené polohy odpovidaji pasim komplexu.
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Ptitazeni pasi podle [27, 46].
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5.5 Méreni kinetik SERRS signalu

Pro vSechny studované komplexy byly opakované proméieny casové vyvoje jejich
SERRS spekter po ptidani do nékolika riiznych koloidit vhodnych vlastnosti. Na zakladé
vysledkl prezentovanych v kapitole 5.1 se od pouzitych koloidi pozadovalo, aby SERRS
spektra byla co nejméné ovlivnéna moznou tvorbou ,hot-spots“, kterd by do Casovych
vyvojli vnasela vySe popsané intenzitni fluktuace souvisejici s jejich fotodekompozici. Pro
ucely SERRS meéfeni byly proto peclivé vybrany pouze stabilni koloidy s vlastnostmi
odpovidajicimi slabé agregujicimu koloidu s vys$S§im C-potencidlem, avSak poskytujicimu
dostateéné vysokou SERRS-aktivitu pro koncentrace CuTMPyP4 ~ 1 x 10™® M. Pfesto
jistou miru agregace nelze vyloucit.

Pro vSechny tfi typy komplexti byly zméfeny SERRS kinetiky metodou SF popsanou
vkap. 5.2.1, kdy byl standardn¢ smichavan objem 500 ul koloidu s 10 pl pted
experimentem fedéné¢ho zasobniho roztoku prislusného komplexu s koncentraci porfyrinu
5 x 107 M, takZe vysledna koncentrace porfyrinu v koloidu byla [CuTMPyP4] = 1 x 10®
M, pficemz jedna jeho molekula ptipadala na 10 bazovych parit polynukleotidu. Pro
porovnani byl za identickych podminek proméfovan i Casovy vyvoj SERRS spekter
volného CuTMPyP4 stejné koncentrace.

Me¢fteni se provadéla dvéma zplisoby. Pro detailni zachyceni zacatku ¢asového vyvoje
SERRS spekter se nejprve proméfily kinetiky do 1 min, s jemnéj$im ¢asovym krokem 0.5
s. Pfi kazdém z téchto experimentl se ziskalo vzdy 120 spekter, pficemz kazdé spektrum
bylo souctem dvou 0.25 s akumulaci. Ptiklad spole¢ného zpracovani n€kolika kinetik do 1
min pro volny CuTMPyP4 je uveden na obrazku 5.16. Casovy pribéh koeficientii V;
odpovidd ocekavani, nebot’ intenzita SERRS signalu nartistad s prodluzujici se dobou
ptitomnosti komplexu v koloidu, coz je disledkem postupné se zvysujiciho poctu molekul
porfyrinu adsorbujicich se na stfibrnych nanocasticich, na kterych k zesileni Ramanova
signdlu dochédzi. Kontrolnimi RRS meéfenimi pii stejné excitaci bylo zjisténo, ze
koncentrace 1 x 10® M bez SERRS zesileni neposkytuje zadny méfitelny RRS signal
CuTMPyP4. V grafu pro ¢asovy prub¢h V; na Obr.5.16 je vyznacen cas odpovidajici 3 s po
vsttiknuti systému do kyvety, ktery odpovidd okamziku, kdy uz podle vysledkli z kap.
5.2.1 nemad na Casovy vyvoj spekter vliv homogenizace vzorku. Faktorova analyza zac¢atkli
kinetik komplexit CuTMPyP4 s polynukleotidy vykazovala kvalitativné velice podobné

vysledky, samoziejmé s jinymi rychlostmi nardstu a celkovym rozsahem SERRS signalu.
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Pti analyze kinetik jednotlivé, bylo mozno prevazné identifikovat pouze jednu spektralni
komponentu. Pokud byla pifitomnd i druhd, jednalo se o nevyrazny ptispévek, jehoz
spektralni ¢rty se ztracely v Sumu. Dlvodem nevyrazného projevu mohla byt i velice
kratka expozic¢ni doba pro jedno spektrum, kterd vyrazné snizovala pomér signalu k Sumu.
Navic vyskyt druhé komponenty byl stochasticky. Pii standardnich podminkéach se
v opakovanych experimentech se stejnym komplexem v nékterych kinetikdch objevil,
v jinych nikoliv.

Obdobn¢ byly zméteny i SERRS kinetiky, s casovym krokem 5 s, a to do celkové doby
15 min po ptfidani do koloidu. Vysledkem téchto experimentli byly série 180 spekter
ziskanych ze dvou 2.5 s akumulaci. FA vnich nasla 1 az 3 relevantni subspektra
v zé&vislosti na zplisobu zpracovani (individudlni nebo spolecné pro vice kinetik). Jako
ptiklad s jednou signifikantni spektralni komponentou uvadime na Obr.5.17 kinetiku
volného CuTMPyP4. Pomér singularnich hodnot W; a W, spolu s casovym prib&hem V,
ktery pouze osciluje kolem nuly, dokazuje, Zze v systému pozorujeme pouze jednu
komponentu. Naproti tomu, na Obr.5.18— opét s vysledky kinetiky pro volny CuTMPyP4,
je jasné vidét pfitomnost druhé spektralni komponenty S,, kterd se od dominantni S;
odliSuje intenzitnimi poméry nékterych past a odlisSnym casovym prib&hem V. Pokud se
zpracuje série n¢kolika opakovanych kinetik pro stejny komplex a stejny koloid, vysledek
nazorn¢ ukaze, jak se jednotlivé kinetiky vzajemné 1iSi zastoupenim spektralnich
komponent a jejich ¢asovym vyvojem. Pfikladem je soucasné zpracovani 5 kinetik pro
volny CuTMPyP4 na stejném koloidu (Obr.5.19), kde FA ukazuje pfitomnost 3
spektralnich forem, i kdyz analyzy jednotlivych kinetik identifikovaly jednu az dvé. Zde
uvedena druhd komponenta ma tvar podobny jako na Obr.5.18, ale spektralni ¢rty jsou
vyraznéjs$i diky lepSimu poméru signélu k Sumu. Z pribéhu koeficienti V; je pak ziejmé,
ze se vyskytovala pouze u 3 kinetik z 5 spole¢né zpracovavanych. Tieti komponenta pak
v detailu postihuje urcité spektralni rozdily mezi jednou z nich a zbyvajicimi dvémi.

Vyskyt dvou a vice komponent (v zéavislosti na zplisobu zpracovani) byl Castéjsi a
prikaznéj$i pro kinetiky volného porfyrinu. Druhd komponenta v jednotlivych kinetikach
se vyskytovala jesté v spektrech komplext s poly(dG-dC),, kde vykazovala velice podobny
tvar jako u kinetik volné formy CuTMPyP4, ale odlisny od druhé komponenty pozorované
u kinetik zavislych na délce expozice (kap. 5.1) a zfeymée souvisejici s tvorbou ,,hot spots*.
Z velké podobnosti SERRS spekter volného porfyrinu a SERRS spekter vSech komplexd, z
odli$nosti mezi SERRS a RRS spektry komplexti a z odli$nosti pozorovanych pro druhou

spektralni komponentu v kinetikach vyvijejicich se systémul a ze systémi s ,hot spots*
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(kap. 5.1) se da spise usuzovat, ze jde o spektralni slozku souvisejici se stavem porfyrinu
na povrchu koloidnich cCastic v procesu adsorpce na koloidni ¢astici (rizné orientace
vzhledem k povrchu), a ne vazebnym mistem porfyrinu v komplexu s polynukleotidem
nebo lokalizaci porfyrinu v ,hot spot“. V kinetikdich komplexd s poly(dA-dT), a
poly(dA).poly(dT) nebyla tato komponenta viibec rozeznatelnd, co vSak mohlo byt do
znané miry zpisobeno podstatné niz§im SERRS signdlem za jinak stejnych

experimentalnich podminek.
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Obr.5.16: Vysledek FA ze soucasné¢ho zpracovani 4 kinetik SERRS spekter volného CuTMPyP4
pro 1 min vyvoje systému. Zobrazeny jsou prvni dvé komponenty (S;, S,), z nichZ je pouze prvni
statisticky vyznamna (W, = 49500 , W, = 2400). V grafu pro V; a V' je vyznacen Casovy okamzik

odpovidajici dokonalé homogenizaci vzorku po pfidani do kyvety.
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Toto vysvétleni lze podeptit pozorovanim, ze nejvetsi odliSnosti druhého subspektra 1ze
pozorovat v oblastech vlnoc¢ti 1180 — 1270 cm’! a déle u 1366cm'1, 1569 cm'l, 1644 cm™.
Jelikoz pasy na 1190, 1221 a 1644 cm’', piipsané deformacnim vibracim s N-
methylpyridylové skupiny (viz. tabulka 2.1) vykazuji odliSny smér intenzitni zmény nez
pasy porfyrinového makrocyklu 1366cm™ a 1569 cm™, da se také usuzovat, Ze se jednd o
slozku, ktera odrazi riiznou vzdalenost N-methylpyridylové skupiny od povrchu koloidni
Castice v prubéhu jejiho pronikdni iontovou obalkou nebo rlznou miru kontaktu s

povrchem.
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Obr.5.17: Typicky vysledek FA z kinetiky SERRS spekter volného CuTMPyP4 pro 15 min vyvoje
systému. Z analyzy je ziejma piitomnost pouze jedné spektralni komponenty (S;) se statistickou

vyznamnosti (W; = 47000 , W, = T700).
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Obr.5.18: Typicky vysledek FA z kinetiky SERRS spekter volného CuTMPyP4 pro 15 min vyvoje
systému. Z analyzy je ziejma piitomnost dvou komponent (S;, S») se statistickou vyznamnosti (W,

=48700, W, =910, W;=700).
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Obr.5.19: Vysledek FA ze soucasného zpracovani 5 kinetik SERRS spekter volného CuTMPyP4
pro 15 min vyvoje systému. Zobrazeny jsou tfi komponenty (S;, S, S;) s nejveétsi statistickou

vyznamnosti (W; = 109000 , W, = 3200, W; = 2200) a jim odpovidajici koeficienty (V;, V5, V3).
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5.6 Porovnani SERRS a RRS spekter komplexti

Spektralni RRS charakteristiky komplexi CuTMPyP4 s jednotlivymi modelovymi
polynukleotidy by nam mély pomoct pii hledani odpovédi na otdzku, cemu vlastné
odpovidaji namétend SERRS spektra. Porfyrinu, ktery se dostal na povrch koloidni ¢éstice
v komplexu s polynukleotidem nebo spiSe porfyrinu z tohoto komplexu jiz uvolnénému?
Pro objasnéni této otazky jsou na Obr.5.20 — 5.22 postupné detailni srovnani typickych
SERRS spekter komplexit CaTMPyP4 s poly(dG-dC),, poly(dA-dT), a poly(dA).poly(dT)
se SERRS spektrem volného CuTMPyP4. Jak je na prvni pohled ziejmé, rozdily mezi
SERRS spektry volného CuTMPyP4 a SERRS spektry komplext jsou podstatné mensi,
nez mezi odpovidajicimi RRS spektry. Diferen¢ni SERRS spektra jednotlivych komplexti
(Obr.5.20 —5.22) vykazuji velice podobné spektralni charakteristiky, coz je v kontrastu
s vyraznymi rozdily pozorovanymi v pfislusnych RRS spektrech (Obr.5.13 —5.15).
Naprtiklad poloha péasu 6s(Cp-H) je naprosto identickd pro vSechny komplexy i1 volny
CuTMPyP4. Ani u ostatnich past nedochazi prakticky k zddnym vyznamnégj$im posuviim
vlnoc¢tl, navic polohy vsech past v SERRS spektrech jsou v rdmei experimentélni chyby
totozné s polohami RRS spekter volného CuTMPyP4. 1 kdyz v SERRS spektrech
komplexti 1ze pozorovat fadu menSich intenzitnich zmén oproti volnému CuTMPyP4,
jejich charakter je velice odliSny od toho, co bylo pozorovano v RRS spektrech. Tento
vysledek odpovida situaci, kdy jsou za SERRS signal odpovédny molekuly CuTMPyP4
uvolnény z komplext, spiSe nez molekuly v komplexu setrvavajici. JednodusSe feceno,
veskery signal v SERRS spektrech pochazi od volného nebo uvolnéného CuTMPyP4.

Rozdilné pribéhy SERRS kinetik a rozdilna intenzita celkového SERRS signélu pro
komplexy s jednotlivymi polynukleotidy pak odrazeji spiSe stabilitu téchto komplexii a

rychlost jejich desintegrace v koloidnim prostiedi nez strukturni rozdily.
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Obr.5.20: Srovnani SERS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho

komplexu s poly(dG-dC) (CuP+PGC). Spektra odpovidaji stabilizovanému SERRS systému cca 60

min po ptidani analytu. Vysledna koncentrace CuTMPyP4 v koloidu byla 1x10™® M. Spektra byla

renormalizovéana podle intenzity pasu 1644 cm™.
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Obr.5.21: Srovnani SERRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho
komplexu s poly(dA-dT) (CuP+PAT). Spektra odpovidaji stabilizovanému SERRS systému cca 60

min po piidani analytu. Vysledna koncentrace CuTMPyP4 v koloidu byla 1x10”® M. Spektra byla

1

renormalizovana podle intenzity pasu 1644 cm’ .
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Obr.5.22: Srovnani SERRS spekter (excitace 441.6 nm) volného CuTMPyP4 (CuP) a jeho

komplexu s poly(dA).poly(dT) (CuP+PAPT). Spektra odpovidaji stabilizovanému SERRS systému

cca 60 min po pridani analytu. Vysledna koncentrace CuTMPyP4 v koloidu byla 1x10™® M. Spektra

byla renormalizovéna podle intenzity pasu 1644 cm™.
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6. Diskuse

Vzhledem k tomu, Ze pomér singularnich hodnot prvni a druhé spektralni komponenty
objevujici se v kinetikach jednotlivych komplexti byl ve vSech ptipadech > 20 (v nékterych
pripadech 30 az 50), v prvnim piiblizeni Ize na vSechny kinetiky nahlizet jako na procesy
s jedinou spektralni komponentou narlstajici v ¢ase znulové hodnoty na maximum.
Casovy priibéh celkové SERRS intenzity pak lze stanovit piimo z ¢asového pribéhu
koeficienttl V;. Pokud jsou spektra z jednotlivych kinetik (v ramci jednoho typu komplexu
1 mezi riznymi komplexy navzajem) namétfeny za identickych podminek (stejny koloid,
totalni koncentrace CuTMPyP4, teplota, zpiisob piipravy SERRS-aktivniho systému,
metodika méfeni), 1ze koeficienty V; ziskané z FA normalizovanych spekter pouzit pro
vzajemné srovnani kinetik i celkové SERRS intenzity.

Pro ziskéni kvantitativnich parametrii popisujicich rychlost narastu SERRS signalu pro
jednotlivé komplexy byly casové prubchy koeficientd V; zkazdého meéfeni nafitovany
kiivkou s exponencialnim naristem na maximalni hodnotu. Podle tvaru kiivky se jednalo o
fitovani na jedno- az tfiexponencialni nariist, kde kriteriem pouziti fitl s vy$$im poctem

variabilnich parametrt byla residudlni odchylka fitu od experimentalnich hodnot:
*

() =A(l-e")
‘ *‘

y(t)y=A0-e")+B(l—-e")

t t t

(t)= Al —e™ )+ B(l—e™) + C(1—e™)

Parametry 7;, 7 a 73 je mozné z fyzikdlniho hlediska povazovat za cCasové konstanty
vyjadiujici rychlost ur€itych procest probihajicich na povrchu koloidnich ¢astic po ptidani
analytu, promichani vzorku a zah4ajeni expozice. Koeficienty A, B a C vyjadiuji relativni
prispévek jednotlivych procest k celkovému pribéhu signalu.

Pocet exponencial potfebnych pro vystihnuti kinetik se u jednotlivych komplext lisil.
Napt. pro kinetiky do 15 min u komplexti s poly(dG-dC), bylo potfeba pokazdé pouzit
ttiexponencialni fit (Obr. 6.1). V ptipadé volného CuTMPyP4 postacovaly 2 exponencialy,
a kinetiky komplexti s poly(dA-dT), a poly(dA).poly(dT) bylo mozno nafitovat na

jednoexponencialni pribéh (Obr. 6.2). I kdyz prozatim chybi fyzikalni zdivodnéni nutnosti
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konkrétniho poctu casovych konstant pro jednotlivé komplexy, pouziti jiného poctu
vyrazné zvysilo residualni odchylku nebo naopak davalo dvé komponenty s identickymi
casovymi konstantami. Protoze se parametry exponencidlnich fiti pro stejny komplex (za
identickych experimentalnich podminek) mirn¢ liSily experiment od experimentu, pro
vypocet reprezentativnich hodnot a jejich statistickych odchylek bylo pouzito vysledkd z 5
— 8 experimentil, obvykle po vylouc¢eni experimenta s hrubou chybou.

Pro vzajemné porovnani SERRS kinetik riznych komplexii pak byly pouZity stiedni
hodnoty koeficientli V;—Mean (spolu se standardni odchylkou a chybou). Podobné byly
vypocitany stfedni hodnoty ¢asovych konstant a jejich standardni odchylky a chyby. U
jednotlivych ¢asovych konstant je v zdvorce uvedeno 1 jejich relativni zastoupeni v dané
kinetice. V kazdém grafu jsou ziroven modie zndzornény 1 residudlni diference
jednotlivych hodnot koeficientli od prolozené kiivky.

Pribéhy stfednich hodnot koeficientti V; pro jednotlivé komplexy a volny porfyrin,
ziskanych ze spekter vzijemné intenzitné normalizovanych, jsou pro kinetické
experimenty do 1 min a do 15 min po pfidani analytu piehledné porovnany na Obr. 6.3 a
6.4. Na prvni pohled je zfejmé, Ze narGst SERRS signalu v experimentech do 1 min je
nejrychlejsi pro volny CuTMPyP4, coz odpovida intuitivnimu ocekavéani (Obr. 6.3).
Porfyrin, kterému v adsorpci na koloidni ¢astice nebrani pritomnost nukleové kyseliny, by
mél vykazovat nejrychlejsSi kinetiku a nejvysSi troven celkového SERRS signalu.
Z Obr.6.3 je vidét, ze druhou nejrychlejsi kinetiku a nejvétsi signal vykazuje komplex
s poly(dG-dC),, nasledovany podstatné¢ pomalejSimi a méné intenzivnimi komplexy s
poly(dA-dT); a poly(dA)-poly(dT).

Pokracovani kinetik pro delsi ¢asy je vidét na Obr. 6.4, kde kiivka pro poly(dG-dC),
protne kiivku volného CuTMPyP4 a konverguje k celkové nejvys$Simu vyslednému
signalu. Ktivky pro poly(dA-dT), a poly(dA)-poly(dT) vykazuji i pro del$i vyvoj pomaly
nartist na vysledné hodnoty podstatné nizsi nez pro volny CuTMPyP4 a komplex s
poly(dG-dC),. Odpovidajici Casové konstanty jsou pro lepS§i orientaci uvedeny u

jednotlivych kiivek.
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Obr 6.1: Casové vyvoje SERRS spekter CuTMPyP4 v komplexu s poly(dG-dC), pro jednotliva
méfeni, vyjadiené z prib¢hu V;. Stiedni hodnotu V; ze Sesti méfeni za identickych podminek
vyjadiuje V,-Mean. Cerné je vyznaéena proloZena teoreticka kiivka s tifexponencidlnim nartistem

na maximalni hodnotu a modfe jsou zobrazeny residudlni diference experimentalnich hodnot
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Obr.6.2: Casové vyvoje SERRS spekter CuTMPyP4 v komplexu s poly(dA).poly(dT) pro
jednotliva méfeni, vyjadiené z pribéhu V. Stiedni hodnotu V; ze Sesti mefeni za identickych
podminek  vyjadfuje V;-Mean. Cemé& je vyznadena prolozend teoretickd  kiivka
s jednoexponencialnim nartstem na maximalni hodnotu a modfe jsou zobrazeny residualni

diference experimentalnich hodnot koeficientli od tohoto fitu.
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Obr 6.3: Porovnani ¢asového vyvoje SERRS spekter volného CuTMPyP4 a komplexti s poly(dG-
dC),, poly(dA-dT),, poly(dA).poly(dT) ziskané z kinetik méfenych pro casy kratsi nez 60 s.
Cervené jsou vyznadeny jednotlivé fity s exponencidlnim nartistem na maximélni hodnotu. Stiedni
hodnoty casovych konstant a pfislusné relativni zastoupeni v kinetice je uvedeno u jednotlivych

kiivek.

Na zékladé jednoduché uvahy zaloZené na piedpokladu, Ze rychlost kinetiky nartistu
SERRS signalu a jeho celkova intenzita budou tim vétsi, ¢im je molekula CuTMPyP4
disponibilnéjsi pro adsorpci na koloidni nanocastice, jsme ocekavali, Ze nejvyssi hodnoty
bude vykazovat volny porfyrin. V komplexech s polynukleotidy, kde by porfyrin mé¢l byt
méné piistupny, jsme ocekavali posloupnost poly(dA-dT), ~ poly(dA).poly(dT) >
poly(dG-dC),, vzhledem kvétsi expozici externé vazaného CuTMPyP4 oproti
komplexu CuTMPyP4+poly(dG-dC),. Kinetiky do 1 min (Obr. 6.3) i 15 min (Obr. 6.4)
vSak shodné ukazuji prekvapivé vysledky. Rychlost i rozsah naristu SERRS signalu od
volného porfyrinu v kinetikdch do 1 min sice odpovida témto ptredpokladim, ovSem
druhou nejrychlejsi kinetikou s vysokou intenzitou SERRS spekter byla kinetika pro
komplex s poly(dG-dC),. Naopak u poly(dA-dT), a poly(dA)poly(dT) byla celkova
intenzita SERRS spekter mala (Obr. 6.3) a narGist SERRS signalu pomaly.
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Pro ¢asové vyvoje do 15 min (Obr. 6.4) vychazi poradi pro jednotlivé komplexy naprosto
stejné jako v piipad¢ kratkych kinetik, ovSem celkova intenzita SERRS signalu pro
komplex s poly(dG-dC), postupné piesdhne Groven pro volny porfyrin. Znamenalo by to,
ze komplex s poly(dG-dC), poskytne pro adsorpci vice molekul CuTMPyP4 nez stejné

mnozstvi volného porfyrinu, coz by bylo paradoxni.
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Obr 6.4: Porovnani ¢asového vyvoje SERRS spekter volného CuTMPyP4 a komplexu s poly(dG-
dC),, poly(dA-dT),, poly(dA).poly(dT) ziskané z kinetik méfenych pro &asy kratsi 900 s. Cervené
jsou vyznaceny jednotlivé fity s exponencialnim nardstem na maximalni hodnotu. Stfedni hodnoty

casovych konstant a pfislusné relativni zastoupeni v kinetice je uvedeno u jednotlivych kiivek.

Ke zjisténi, zda jsou pirekvapivé vysledky kinetik spravné, popiipadé v ¢em je chyba,
byla pro vSechny zkoumané vzorky proméiena i SERRS spektra stabilizovanych systémil,
piipravenych z identickych vychozich komponent za stejnych podminek. Konkrétné to
znamenalo, Ze SERRS-aktivni systém byl pfipraven mimo méfici kyvetu piidanim
presného mnozstvi vzorku do koloidu, dikladn¢ promichan, a to cca 1 h pfed métenim.
Z prubéhu kinetik se dalo oc¢ekavat, ze 1 hodinu po ptipravé bude SERRS-aktivni systém
jiz stabilizovan z hlediska procesii adsorpce na povrch koloidu a jednotlivé kinetiky

dobéhnuty do svého maxima. Tyto méfeni se provadéla v1 cm kyvetich s michanim
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vzorku magnetickym michadlem, ovSem narozdil od kinetickych experimentii se
studovany systém piidaval do kyvety jiz ve stabilizovaném stavu. Vysledky faktorové
analyzy nékolika opakovanych méfeni jsou uvedeny na obrdzku 6.5 a) a b). Z obrazku 6.5
b) je patrné, Ze nejvysSi SERRS intenzity skutecné dosahuje volny porfyrin a druhé
nejvyssi poly(dG-dC),. Poradi SERRS intenzit komplexd s jednotlivymi polynukleotidy
vSak zlstava zachovéno jako ve vysledcich s kinetickych méfeni, poly(dG-dC), >>
poly(dA-dT), > poly(dA).poly(dT). Diskrepance mezi celkovou trovni SERRS intenzit
namétenych z kinetik a statickych systémt pro volny CuTMPyP4 a komplex s poly(dG-
dC), souvisi pravdépodobné s né¢jakymi artefakty plynoucimi z pouzité¢ SF' metodiky. Pro
jejich identifikaci byla provedena fada kontrolnich experimentt.

Jednou z moZnych pfi¢in by mohla byt samotna metoda dvouspickové aplikace vzorku
pti SF, kdy se porfyrin (nebo jeho komplex) jako prvni dostava do kontaktu s prazdnou
kyvetou. Pfitom ziejmé dochéazi k adsorpci ¢asti CuTMPyP4 na dno kyvety. Vzhledem
k malym ptidavanym objemim analytu, nizkym koncentracim porfyrinu a vysoké adhezi
porfyrinu na sklenény nebo kfemenny povrch, miiZou byt adsorbované frakce signifikantni,
a navic pro kazdy komplex jiné. Tuto hypotézu potvrzovaly experimenty, kdy byla na dno
méfici kyvety aplikovana kapka zasobniho roztoku CuTMPyP4, a koloid byl ptidan
nasledn¢. Takto piipraveny SERRS-systém daval vyrazné nizsi signal (v nékterych
pfipadech vibec zadny) nez systém, kdy se kapka vzorku ptidavala do koloidu v kyvet¢.
Pokud byly pro stejny experiment pouzity silanované kyvety, u kterych by k adhezi nemélo
dochézet, Ubytek signalu nebyl patrny. Kyvety byly silanovany proplachnutim 3%
roztokem (CH3),SiCly v benzenu, poté 100% alkoholem a nasledné byly vysuSeny pfi
90°C. Pfi jejich myti mezi méfenimi se uzivala pouze destilovand voda, nikoli HCI ¢i
aceton.

Pro dalsi kontrolni kinetické experimenty jsme proto pouZily silanované kyvety. Pro jesté
lepsi omezeni kontaktu analytu s silanovanou kyvetou v okamziku ptidavani, se do kyvety
na zacatku kazdého meéteni umistilo 50 pl koloidu (aby jeho hladina nezasahovala do
excitaéniho objemu) a po zapnuti méfeni kinetiky se do né&j dvouspickovou metodou SF
vstiikl vzorek stakovym mnozstvim koloidu (450 pl), aby vyslednd koncentrace
CuTMPyP4 v koloidu ziistala stejna jako u predchozich experimentii, tj. 1 x 10® M.
SERRS kinetiky byly meéfeny za stejného nastaveni aparatury jako v predchozich
pripadech dlouhych kinetik, a to za pouziti jiného koloidu s relativné vysSim {-potencidlem
(slabé agregujici koloid 5, vykazujici zanedbatelnou tvorbu ,hot spots®, ale poskytujici

silny SERRS signal pro volny CuTMPyP4), odlisného od koloidu pouzitého v predeslych
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experimentech. Divodem zmény koloidu bylo spotiebovani zasoby piedesiého, coz je
potieba vzit v tivahu pii posuzovani vysledki.

Vysledné casové vyvoje SERRS spekter pro volny porfyrin a vSechny komplexy byly
zpracovany FA spolecné, a z ni ziskana subspektra s ptislusnymi koeficienty jsou uvedeny
na Obr. 6.6. Zde jiz prubéh koeficientd V; pro volny porfyrin odpovidd ocekavanim,
nicmén¢ potadi poly(dG-dC), >> poly(dA-dT), ~ poly(dA).poly(dT) zlstalo zachovano.
Porovnaji-li se intenzity spekter pro jednotlivé komplexy a volny porfyrin v asech nad
800 s, pak intenzita spekter pro komplex s poly(dG-dC), dosahuje 38 % intenzity signalu
od samotného CuTMPyP4, poly(dA-dT), 3% a poly(dA)-poly(dT) také 3%. Vzhledem
k pouziti koloidu 5 s vlastnostmi odliSnymi od pfedeslého (zejména tfadové odlisnd doba
mezi jejich pfipravou a pouzitim), niz8i celkové SERRS zesileni pro komplexy s
potencialu, velikosti ¢astic a pfitomnosti zbytkl redukéniho ¢inidla. Stejny experiment byl
proto opakované proveden i na dalSim koloidu s relativné niz§im C-potencidlem (silné
agregujici koloid 8 poskytujici silny SERRS), u kterého byl sice zaznamendn urcity pokles
SERRS signalu v pribéhu expozice vlivem tvorby ,hot spots®, ovsem poskytoval taky
vyssi SERRS signal pro komplexy s polynukleotidy. Nizsi {-potencial obecné dovoluje
také adsorpci analytli sneutrdlnim nebo zapornym nabojem, coz muze byt piipad
komplext CuTMPyP4 s polynukleotidy, které maji vzhledem k poméru [bp]/[CuTMPyP4]
~ 10 celkovy nadboj zaporny. Vysledky ziskané z FA jsou na Obr. 6.7. V tomto ptipadé
dosahoval signal pii métfenich na komplexech s poly(dG-dC), 53% intenzity spekter
z kinetiky volného porfyrinu, poly(dA-dT), 19% a poly(dA)-poly(dT) 3%. Poradi celkové
SERRS-aktivity systémt pro jednotlivé polynukleotidy zistalo zachovano, stejné jako
posloupnost rychlosti kinetik.

Opakované kinetické experimenty za pouziti tfi riznych koloidd s odliSnym C-
potenciadlem konzistentné prokéazaly, Ze nejrychlejsi kinetiku naristu SERRS signdlu a jeho
nejvyssi urovenl vykazuje volny porfyrin, nasledovany posloupnosti komplext poly(dG-
dC), >> poly(dA-dT), > (~) poly(dA).poly(dT). Interkalovany CuTMPyP4 je ziejme
disponibiln€j$i pro adsorpci na koloidni nanocastice nez porfyrin navazan externé do
zlabka polynukleotidl. Z vySe uvedeného je tedy ziejmé, Ze z celkové intenzity SERRS
spekter CuTMPyP4 v komplexu s oligonukleotidy neni mozZné usuzovat na zpisob
vzajemné interakce, zalozené pouze na intuitivnim a experimenty neovéfeném
predpokladu, Ze interkalace chrani porfyrin pied vnéjSim prostfedim. Navic, vysoka

spektralni shoda SERRS spekter volného porfyrinu a SERRS spekter komplexti naznacuje,
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ze se na povrch koloidii adsorbuji spise molekuly CuTMPyP4 uvolnéné z komplexu nez
samotny komplex. Interakce komplexu s koloidnim povrchem samoziejmeé muze k rozpadu
komplexu pfispivat, nebo byt pfimo jeho pfi¢inou. Kinetika SERRS spekter a intenzita
vyslednych spekter tedy vypovida spisSe o rychlosti a mite, s jakou je porfyrin schopen se
z komplexu vyvazovat, a tedy o celkové stabilit¢ komplexu v prostiedi koloidu. Z méteni
provadénych na poly(dG-dC),, poly(dA-dT), a poly(dA)-poly(dT), je zifejmé, Zze za nami
pouzitych podminek je nejméné stabilni komplex poly(dG-dC), s interkalovanym

CuTMPyP4, nebot’ poskytuje velmi silny SERRS signal s rychlou kinetikou.
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Obr.6.5 a): Srovnani SERRS spekter (1 hod po ptfipraveé) pro volny (free) CuTMPyP4 a pro
komplexy s poly(dG-dC), (PGC), poly(dA-dT), (PAT), poly(dA).poly(dT) (PAPT).
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Obr 6.5 b): Srovnani stfednich hodnot nanormovanych koeficientd V; (V; mean norm) pro SERRS
spektra (1 h po pfipravé) volného (free) CuTMPyP4 a jeho komplexi s poly(dG-dC), (PGC),
poly(dA-dT), (PAT) a poly(dA).poly(dT) (PAPT).
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Obr.6.6: Prvni tii komponenty (S;, Sz, S3) z FA z méfeni casového vyvoje SERRS spekter volného
CuTMPyP4 a jeho komplext s poly(dG-dC),,

, poly(dA)-poly(dT) na koloidu 5

(viz. tabulka 6.1) do 15 min a jim pfislusejici normalizované koeficienty (V;, V5, V3).
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Obr.6.7: Prvni tfi komponenty (S;, S, S3) z FA z méfeni ¢asového vyvoje SERRS spekter

a jeho komplext s poly(dG-dC),,

a poly(dA)-poly(dT) na koloidu 8

(viz. tabulka 6.1) do 15 min a jim pfisluSejici normalizované koeficienty ( V3, V5, V3).

V ptipad¢ kinetik poskytovaly vSechny pouzité koloidy kvalitativné stejné vysledky,
nicméné s vysokou kvantitativni variabilitou naméfenych parametri. Je tedy jasné, Ze
rozsah celkového SERRS signdlu je relativni parametr siln€ ovlivnén vlastnostmi koloidu.
Pokud dochazi v Case k jejich zménam, SERRS méfeni miZou poskytnout zavadéjici
vysledky. Pfi snaze odladit metodiku méfeni se dale ukazalo, ze i pfi dodrZeni co
nejstabilnéjSich a nejstandardnéjSich experimentalnich podminek, samotna metoda méteni

kinetik je velmi citlivd na fadu riznych Spatné kontrolovatelnych faktord, které miiZzou

zpisobit statistickou 1 systematickou variabilitu vysledkda.

80



7. Z.aveér

V ramci této diplomové prace byly podrobné studovany casové vyvoje SERRS spekter
pro rizné vazebné mody porfyrinu CuTMPyP4 v komplexech se syntetickymi
modelovymi polynukleotidy poly(dG-dC),, poly(dA-dT),, poly(dA)-poly(dT) a pro volny
porfyrin. Pro tyto Gcely byly pfipraveny a pomoci absorpénich spekter, SERRS spekter a
TEM charakterizovany borohydridem redukované Ag koloidni systémy vykazujici riznou
velikost SERRS zesileni.

Bylo zjisténo, ze borohydridem redukované Ag koloidni systémy pfipravené stejnym
(nebo mirné modifikovanym) postupem mizou vykazovat az fddové rozdily v celkové
SERRS aktivité a stabilit¢ SERRS signalu v pribéhu expozice, pficemZ zmény intenzity
SERRS spekter s dobou expozice jsou ziejme zavislé na velikosti {-potencidlu konkrétniho
koloidu. Pomoci faktorové analyzy SERRS spekter CuTMPyP4 na koloidech s nizkym (-
potencidlem byly identifikovany dvé spektralni formy o rozdilném vyvoji v zavislosti na
délce expozice vzorku excitatnim paprskem (441.6 nm). Druha spektrdlni komponenta
nejspiSe odrazi schopnost tvorby ,,hot spots* v daném systému a s ni souvisejici vlivy na
Ramanovo spektrum CuTMPyP4. V koloidech o nizkém C-potencidlu patrné dochazi
k tvorbé mist o velmi silnych elektromagnetickych poli - ,hot spots®, které se
pravdépodobné projevi 1 na celkovém SERRS signalu z makroskopického vzorku formou
poklesu intenzity spekter s prodluzujici se dobou expozice. Tento pokles se u nékterych
systému silné projevuje jiz v prvnich vtefinach po zapoceti expozice.

Na koloidnim systému s vysokym (-potencidlem, u kterého byla pozorovana dobra
stabilita SERRS signdlu v priibé¢hu expozice, byly proméfeny kinetiky nariistu SERRS
signadlu po pfidani komplexu s riznym vazebnym modem porfyrinu (komplexy
CuTMPyP4 s polynukleotidy s poly(dG-dC),, poly(dA-dT),, poly(dA)-poly(dT)) a pro
volny porfyrin.

Pro ucely méfeni kinetik byla navrzena a otestovana metodika rychlé homogenizace
vzorku a jeho definovaného vpraveni do rozptylového objemu pomoci ,,stopped flow*.
V prubéhu experimenti se ukazalo, Ze kvantitativni srovnavani SERRS signalii od riznych
komplexti je zatizeno tadou artefaktd, jako je konecnd rychlost promichani vzorku
s koloidem, rizné zpisoby piipravy SERS-aktivniho systému ¢i adsorpce porfyrinu na

stény kyvety.
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Z kinetickych méteni bylo zjiSténo, Ze intenzita SERRS signalu CuTMPuP4 z komplext
s riznymi polynukleotidy skute¢né zavisi na vazebném modu, ale jinym zplisobem, nez se
intuitivné pfedpokladalo. Nejrychlejsi kinetiku nartstu SERRS signalu s celkové nejvyssi
urovni vykazuje volny porfyrin, nicméné druhé nejrychlejsi kinetika byla pozorovéana pro
komplex CuTMPyP4 s poly(dG-dC),, kdy je porfyrin interkalovan mezi baze
polynukleotidu a chranén kontaktu s koloidnimi namocasticemi. Experimentalné zjisténa
relativni velikost SERRS signali od jednotlivych komplext vykazovala posloupnost:
poly(dG-dC), >> poly(dA-dT), > poly(dA).poly(dT).

S vhodnym koloidem byla dale proméfena ,,staticka“ SERRS spektra 1 hodinu po
ptipravé systému. Z danych méfeni vychazely velikosti SERRS signalti pro jednotlivé
komplexy stejné jako pifi méfeni kinetik, a to poly(dG-dC), >> poly(dA-dT), >
poly(dA).poly(dT).

Na zédklad¢ rozboru vysledki z FA ziskanych SERRS spekter a jejich porovnanim s
odpovidajicimi spektry RRS se zda pravdépodobné, ze signal pozorovany pii SERRS
experimentech na komplexech CuTMPyP4 s polynukleotidy patii porfyrinu uvolnénému
z dané¢ho komplexu spiSe nez celému komplexu adsorbovanému na povrch koloidni
¢astice. Z vysledkit FA SERRS méteni dale vychéazela v nékterych spektrech 1 pfitomnost
druhé¢ slabsi komponenty s vlastnim ¢asovym prabéhem, ktera by mohla odpovidat signalu
od porfyrinu ¢aste¢né¢ dosedlého na koloidni nanocastici, kdy teprve dochazi k tvorbé
SERRS aktivniho komplexu. Pfislusné kinetiky tedy pravdépodobné¢ nevypovidaji ani tak o
konkrétnim zplisobu navazani porfyrinu v komplexu, jako spiSe o stabilit¢ komplexu a
rychlosti vyvazovani CuTMPyP4.

Z casovych vyvojii SERRS spekter je déale ziejmé, Ze 1 15 minut po piipravé SERRS-
aktivniho systému nejsou jednotlivé kinetiky ukonCeny, a ze v rdmci tohoto Casového
intervalu mize dojit k podstatnym zméndm pomeéra signallt pro jednotlivé komplexy.
Pokud jsou SERRS spektra riznych komplexti porovnavéana intenzitn€, neni vhodné uzivat
SERRS-aktivni systémy v dobé do 30 min. po pfipravé. Vzhledem k probihajicim
kinetikdm a moznym c¢asovym zavislostem zplisobenym piitomnosti ,hot spots®,
jednokanalova detekce s postupnym méfenim spekter je zcela nevhodnd. Bez znalosti
Casového vyvoje SERRS signalu konkrétniho SERRS-aktivniho systému dokonce 1
mnohokandlové detekce muZe poskytnout zavadéjici informace, zejména pokud jsou
pouzity delsi akumulacni Casy, nebo je vzorek nekontrolované exponovan excitacnim

svazkem.
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