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S ruznym slozenim pro metodiku Ramanovy spektroskopie kapkové nandsenych
povlakii (DCDR), promereni DCDR spekter z vyschnutych kapek a jejich interpretace.
Metoda DCDR spociva v naneseni malého mnozstvi suspenze (~ul) s nizkou
koncentraci na specialni povrch a promereni Ramanovych spekter z krouzku
vytvoreného na okraji kapky. Ukdzalo se, Ze metoda DCDR je velmi dobre pouZitelna
ve studiu biologickych membran s riiznym slozenim. Kvili porovnani byly ke studiu
vybrany dva lipidy umélé a jeden prirodni extrakt. Zjistili jsme, Ze spektra ziskana
Z krouzku vyschlé kapky se nelisi od spekter namérenych ze suspenze. DiileZitym rysem
spekter je zachovani stejné faze lipidu ve vyschlé kapce jako v suspenzi. Méreni
spektralnich map prokadzalo dobrou reprodukovatelnost signdlu uvniti- krouzku.
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Abstract: Goal of the Bachelor Thesis was an optimization of liposome membrane
preparation with different composition for the drop coating deposition Raman
(DCDR) method, measuring of the DCDR spectra from dried droplets and their
interpretation. The DCDR method lies in deposition of small volume of suspension
(~ul) on special surface and measuring of Raman spectra from the ring formed at the
edge of the dried droplet. The main advantage of used method is the possibility of
measuring spectra from the sample with low concentration. Our results show that the
DCDR method is very useful in studies of biological membranes with different
composition. Two synthetic lipids and one natural extract were chosen for making a
comparison. We have found out that spectra obtained from the ring of dried droplet
are not different from the spectra measured in the suspension. The important
characteristic of spectra is that dried droplet keeps the same lipid phase as in
suspension. Spectral mapping proved good reproducibility of the signal inside the
ring.
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1. CiILE BAKALARSKE PRACE

V bakalaiské praci jsme si kladli za cil nasledujici body:

Zvladnuti a optimalizace pfipravy vzorkti liposomid pro Ramanovu
spektroskopii kapkové nanasenych povlaki (DCDR).

Proméfeni série Ramanovych spekter z vyschlych krouzkti a pfimo ze zasobni
suspenze, jejich kvalitativni porovnani.

Interpretace spekter, identifikace faze lipidi na zakladé tohoto pfifazeni.
Zméteni spektralnich DCDR map z krouzki vyschlych kapek a ovéfeni

reprodukovatelnosti signalu.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Liposomy

2.1.1 Struktura liposomui

Liposomy jsou kulovité vacky neboli vesikuly (z anglického vesicle — vacek)
tvofené lipidni dvojvrstvou membranou [Rickwood, Hames, 1990]. Nejcastéji jsou
tvoteny fosfolipidy. Po vlozeni lipidi do vodniho prostiedi se spontannim zplisobem
utvareji lipidové struktury. Velikost liposomti se muize pohybovat od desitek
nanometri po desitky mikrometrti v priméru. Pouzivaji se jako modelovy systém
biologickych membran.

Fosfolipidy patii mezi hlavni strukturni jednotky biologickych membran. Tvofi
40-90% vahy vétsiny membran [Levin, 1984]. Sestavaji zpolarni hlavicky a
nepolarniho  konce tvofeného dvéma uhlovodikovymi fetézci (Obr.2.1.1).
V liposomech jsou lipidy uspotfddany tak, ze polarni hlavicky sméfuji ven do vodniho
prostiedi z obou stran membrany a hydrofobni konce jsou ukryty uvniti membranové

dvojvrstvy. V biologickych membranach jsou vétSinou rizné lipidy namichany.

hydrofilni fosfatova hlavicka

R\ _
N /O
/\

H

/ \ hydrofébni fetézce mastnych kyselin
o /\/\/\/\/\

H-<::-0ﬁ:/\/\/\/\

H o©
Obr.2.1.1 — Chemicka struktura fosfolipidu. Na fosfatu v misté R miize byt navazain

napriklad etanolamin, serin ¢i cholin.



Liposomy rozd€lujeme podle velikosti a typu vacku. RozliSujeme liposomy
jednovrstevné, neboli unilamelarni, a mnohovrstevné, multilamelarni. Na zakladé
velikosti délime liposomy na malé - SUVs (small unilamellar vesicles) s primérem
pohybujicim se Vv fadu desitek nanometrt, velké - LUVs (large unilamellar vesicles)
s Velikosti kolem jednoho mikrometru a obrovské GUVs (giant unilamellar vesicles)
od nékolika jednotek az do par desitek mikrometrti. Oligovesikularni liposomy OVLs
(oligovesicular vesicles) jsou tvofeny vice vacky zanofenymi do sebe. Velikosti se
pohybuji v Sirokém rozmezi od stovek po tisice nanometrt. Struktura vyslednych

vesikul tizce souvisi se zptsobem jejich ptipravy [Rickwood, Hames, 1990].

2.1.2 Faze lipidii

V zavislosti na teplot¢ se lipidni membrany mohou vyskytovat ve dvou
riznych fazich [Rickwood, Hames, 1990]. Pod teplotou fazového piechodu je
membrana v gelové neboli pevné fazi, poté srostouci teplotou piechazi do faze
kapalného krystalu. Toto skupenstvi nemd tak pevné srovnanou strukturu jako faze
pevna, ale stale je zde zachovan ur€ity stupen zarovnani. Na Obr.2.1.2 je znazornén
fazovy prechod z gelové faze do faze kapalného krystalu pfes mezistav. Jak je vidét,
pfi tomto pfechodu dojde k uvolnéni uspofadanosti membrany. Faze ma také vliv na

tloustku membrany a vzdalenosti mezi jednotlivymi molekulami lipidu.
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Obr.2.1.2 —Fazovy prechod z gelové fize do faze kapalného krystalu. Na obrazku je
take videt usporadani lipidii v dvojvrstvé membrane. Uvedené charakteristiky

membradny jsou pro dimyristoyl fosfatidylcholin. Prevzato z Levin, 1984,
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Teplota fazového prechodu se u riznych typti membran velice 1isi. U membran
vytvofenych z lecithinu extrahovaného z vaje¢ného Zloutku, se pohybuje v rozmezi od
-15°C do -7°C. Oproti tomu membrany v bufikich savci maji tuto teplotu mezi 0°C az

40°C [Rickwood, Hames, 1990].



2.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je spolu s infracervenou absorpci fundamentalni
metodou molekularni optické spektroskopie. Pouzivd se k ziskdni informace o
struktufe a vlastnostech molekul. V naSem experimentu byla pouzita na studium
liposomid. Zmény ve frekvenci, intenzité a Sifce spektralnich ¢ar jsou velmi citlivé na
zmény ve struktufe zkoumaného vzorku (proménlivost polohy polarnich hlavicek a
zmény v uhlovodikovych fetézcich) [Levin, 1984].

Ramaniiv jev byl poprvé pozorovan roku 1928 C. V. Ramanem. Jiz pted timto
pozorovanim byl Ramantv efekt pfedpovézen teoretickymi fyziky (Kramers a
Heisenberg, Dirac, Schroedinger, Smekal), ktefi aplikovali kvantovou mechaniku na
molekuly [Lewis, Edwards, 2001].

Ramanova spektroskopie je typem vibraéni spektroskopie. Pfi dopadu zafeni na
latku se ¢ast fotonli miize absorbovat, ¢ast se elasticky rozptyli — Rayleightv rozptyl —
a jen velmi mala cast se rozptyli neelasticky — Ramantiv rozptyl. Pii neelastickém
rozptylu monochromatického zafeni je cCast energie fotonu vyuzita na piechod
molekuly mezi vibra¢nimi stavy a zbyvajici energie se vyzafi jako foton bud’ s vétsi
vlnovou délkou nez foton pivodni, nebo naopak. Ramantv rozptyl je tedy dvou-
fotonovy jev.

Pfi Rayleighovu rozptylu nedochdzi k vyméné energie mezi dopadajicim
fotonem a molekulou. Tedy foton si zachova svoji frekvenci vo. U Ramanova rozptylu
rozliSujeme dva vySe zminéné piipady. V prvnim je molekula vybuzena na virtualni
energetickou hladinu fotonem o energii Eg=hvy. Poté se molekula vraci do vibra¢niho
stavu s vySsi energii a vyzafi pii tomto ptechodu foton o energii E=h(vo-v;). Jde o tzv.
Stokestv rozptyl. V druhém pripad¢ je molekula z vyssiho vibra¢niho stavu dale
vybuzena do stavu virtudlniho. Pak piejde zpét na zakladni energetickou hladinu a je
vyzafen foton o energii E=(votvi). Mluvime o tzv. anti-Stokesové rozptylu
(Obr.2.2.12).

Pfi Ramanové rozptylu musi byt splnén zdkon zachovani energie:
hvy = hvy + (E — E)) (2.1)

kde znaménko ,,+*“ odpovida anti-Stokesov¢ a ,,-* Stokesové vétvi Ramanova spektra.



Energie Virtuaini hlading 4+
3 F 3
- Vibracni stav s vy55i energii
i bl Zakladni vibragni stav
Stokesova vétev Rayleighdv rozptyl — Anti-Stokesova vétev
Ramanova rozptylu Ramanova Rozptylu

Obr.2.2.1 — Energeticka situace pri Ramanové a Rayleighové rozptylu

Cary anti-Stokesovy vétve a Stokesovy vétve jsou tedy ve spektru rozmistény
symetricky kolem svétla rozptyleného Rayleighovym rozptylem. AvSak maji riiznou
intenzitu. Pravdépodobnost nalezeni Castice v daném energetickém stavu se fidi

(EXT) " podle tohoto rozdéleni nalezneme s v&tsi

Boltzmannovym rozdélenim e
pravdépodobnosti ¢astici ve stavu s nizsi energii. Z tohoto divodu je Stokesova vétev
intenzivngjsi.

Ramantv rozptyl je citlivy na vSechny excitované stavy molekuly. Pokud se
energie dopadajiciho fotonu rovnd energii pfechodu molekuly mezi zakladnim a
excitovanym elektronovym stavem, mluvime o rezonan¢nim Ramanové rozptylu. Pri
tomto jevu dochazi k nardstu intenzity o n¢kolik fada.

Pottebujeme-li zvysit pomér signal-Sum pii méfeni spektra Ramanova
rozptylu, pouziva se Casto akumulace spekter a ziskand spektra jsou postupné
primérovana. P¥i N provedenych opakovanich se Groven $umu snizi +N-krat.
Vysledné spektrum je zavislost intenzity Ramanova rozptylu na Ramanové posuvu
(angl. Raman shift), coz je absolutni hodnota rozdilu mezi vino¢tem rozptyleného a

dopadajiciho zéfeni [Prosser a kol., 1989].



2.3 Ramanova spektroskopie kapkové nanasenych povlaki
(DCDR)

2.3.1 Popis metody DCDR

Uzite¢nou metodou k ziskani kvalitniho Ramanova spektra je metoda kapkoveé
nanasenych povlaki — drop coating deposition Raman (DCDR). Tato metoda
umoziiuje méfeni spekter biomolekul v roztoku s velmi nizkou koncentraci, ¢im se
muzeme piiblizit koncentracim pfitomnym ve fyziologickém prostiedi. Tato
skute¢nost je vyhodou i v pfipadech, kdy mame k dispozici jen malé mnozstvi
syntetizované zkoumané latky. Byla naméfena spektra proteinu s koncentraci mensi
nez 1 uM (cca 0,01 mg/ml) [Kopecky, Baumruk, 2006].

Podstatou metody je nakapnuti malého mnozstvi roztoku (typicky jednotky ul)
na teflonem potazeny ocelovy povrch stéméf nulovym Ramanovym signalem.
Hydrofoébni povrch umoznuje vysychani vzorku s efektem kavového krouzku, ktery je
popsan nize.

Pfi procesu vysychani kapky vznika mezi stiedem kapky a okrajem fixni
kontaktni linie zajist'ujici kapilarni proudéni. Diky nému je kapalina vypatujici se
z okrajii kapky postupné nahrazovana kapalinou z vnittku. Vysledkem tohoto proudéni
je nahromadéni pevnych €astic rozpusténych v roztoku po obvodu kapky. Tim vznikne
charakteristicky kdvovy krouzek [Deegan at al., 1997]. Bylo experimentalné ovéfeno,
ze 1 po vyschnuti se struktura vzorku zachovava a Ramanova spektra z vyschnuté
kapky a roztoku jsou identicka.

Na Obr.2.3.1 je znazornén princip vysychani kapky. Vypafovani zptsobuje
ztenceni vrstvy v kazdém bodé. Kdyby nedochazelo k zadnému proudéni uvnitf
kapky, dosli bychom k profilu na Obr.2.3.1a. Kapka by se tim smrskla. Ale polomér
kapky se nemiiZze zmensSit, protoze kontaktni plocha kapky s podloZkou je fixni. Aby
se zmenSeni poloméru kapky zabranilo, musi kapalina proudit z vnittku kapky na
okraj (Obr.2.3.1b). Celkovy profil kapky pfi jejim vysychani je zndzornén na
Obr.2.3.1c.



Obr 2.3.1 — Princip vysychani kdavové kapky. Prevzato z Deegan et al., 1997.

Zminéné kapilarni proudéni vSak neni jediné, které se podili na vysledném
profilu vyschlé kapky. Béhem jejiho vysychéni se nerovnomérné sniZuje teplota na
povrchu kapky. Teplota na rozhrani kapalina-voda je nejniz$i na jejim vrcholku,
povrchové napéti je vtomto misté nejveétsi. Diky tomu vznikd vnitini proud pfi
povrchu kapky — Marangoniho proud [Hu, Larson, 2006]. Deegan se svymi kolegy
pozoroval, Ze ve vodnich kapkach je tento efekt velmi slaby. Pro Cista rozhrani bez
povrchové aktivnich latek vSak Marangoniho efekt muze zvratit efekt kavového

krouzku a zpisobit uloZeni rozpusténych ¢astic vprostied kapky misto jejiho okraje.

Obr. 2.3.2 — Marangoniho proudy v kapce. Prevzato z Hu, Larson, 2006.



2.3.2 Podlozky SpectRIM™!

Velice vhodné pro meéfeni kvalitnich DCDR spekter jsou podlozky
SpectRIM™ vyrobené firmou Tienta Sciences, Inc. (Obr.2.3.3). Tyto podlozky jsou
tvofeny plastovym podstavcem, na kterém je umistén leStény nerezovy plat potazeny
velmi tenkou (mén€ nez 50 nm) vrstvou teflonu. Hydrofébni povrch podporuje pii
vysychani kapky vznik ,kavového* krouzku. Vyhodou vysychani kapky na tomto
povrchu je nizka koncentrace a maly objem nakapnutého roztoku neboli suspenze. Jiz
2ul jsou dostacujici pro vytvoreni kapky.

Vrstva na povrchu podlozek neprodukuje nezadouci Ramaniv, infracerveny
ani fluorescenc¢ni signal, a tak nedavéa zddné pozadi v métenych spektrech. Podlozky
SpectRIM™ umoziuji zkoumdni vzorku optickou mikroskopii, infraervenou
spektroskopii a Ramanovou spektroskopii [Rothhaar et al., 2005]. Tyto podlozky se
vSak jiz prestaly vyrabét. Pro budouci méfeni metodou DCDR proto hledame jiny

vhodny povrch pro vysychani kapek.

Obr. 2.3.3 — Podlozka SpectRIM™ od firmy Tienta Sciences, Inc. Prevzato z webové

stranky www.sigmaaldrich.com


http://www.sigmaaldrich.com/

2.4 Konfokalni mikroskop

Princip konfokalni mikroskopie je ve vy€lenéni svételného svazku odrazeného
pouze z ohniskové roviny mikroskopu. Touto metodou tedy lze oddélit signdly
pochézejici z riizné hloubky vzorku.

Vzorek osvétlujeme bodovym zdrojem svétla. Laserovy paprsek je fokusovan
na clonku, kterd je objektivem mikroskopu zobrazena na vzorek do bodu o priméru
rovnajici se rozliSovaci schopnosti objektivu. Stejny objektiv sbira svétlo odrazené ¢i
rozptylené vzorkem. Obraz jde po prichodu objektivem pied fotonasobi€. Zde se
nachazi konfokalni bodova clonka, ktera blokuje detekci zafeni z mist mimo
ohniskovou rovinu [Plasek, 1995]. Schematické znazornéni konfokalniho mikroskopu
jenaObr.2.4.1.

PHOTODETECTOR

CONJUGATED
PINHOLE DIAPHRAGMS

BEAM SPLITTER

LASER BEAM

FOCUS PLANE = = .i._.._..,__._‘__,__ L.

z :D ' = -
| | | T SAMPLETHIN

i SLICE

Obr. 2.4.1 — Princip konfokadlniho mikroskopu. Prevzato z Lewis, 2001.

RozliSovaci schopnost konfokalniho mikroskopu je ddna polomérem malého,
tzv. Airyho krouzku, na ktery se zobrazi jeden bod vzorku. Airyho krouzky jsou
difrakénim obrazcem vznikajici ohybem svétla na ¢ockach objektivu. Pii zobrazeni
blizkych bodii se mohou tyto krouzky ptekryvat a pfi jisté minimalni vzdalenosti jsou

jiz body nerozlisitelné [Plasek, 1995].
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Hlavni vyhodou konfokalni mikroskopie je vysokd rozliSovaci schopnost a
moznost roz€lenéni signdlu z riznych vrstev vzorku. Diky vysokému rozliSeni vSak
ma konfokalni mikroskop velice malé¢ zorné pole. Pokud tedy chceme ziskat obraz

rozlehlejsi ¢asti vzorku, je nutné spektra proméfit bod po bodu.
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2.5 Metody zpracovani namérenych dat

2.5.1 Faktorova analyza

Faktorové analyza je statisticka metoda, kterd umoziuje prehledné zpracovat
velké série namétenych dat. Ukaze nejvyraznéjsi rozdily v nameétenych spektrech, ale
také naopak jejich spolecné rysy. Faktorovou analyzu jsme aplikovali na sérii
Ramanovych spekter z méfeni DCDR map.

Naméfené spektrum je m dvojic zahrnujici vinocet a odpovidajici relativni
Ramanovu intenzitu. Ziskdme tedy matici s m fadky a n sloupci. Ty piedstavuji pocet
naméfenych spekter. Tuto matici A algoritmus faktorové analyzy SVD (singular value
decomposition) rozlozi na soucin tfi matic:

A=UwvT (2.2)
kde U je ortogonalni matice typu m X n, V je ortogonalni matice typu n X n a W je
diagonalni matice typu n X n. Prvky matice W jsou nezaporné a nazyvaji se singularni
hodnoty.

Podle vztahu (2.2) 1ze kazdé i-t¢ spektrum napsat jako linearni kombinaci
subspekter, pficemz j-t¢ subspektrum je j-ty sloupcovy vektor matice U. Tato
subspektra jsou ortogonalni a normovand. Jejich pocet je minimum z poctu
namétenych spekter a poétu dvojic vinocet - odpovidajici intenzita, tedy min{m,n}.
Koeficienty linearni kombinace i-t¢ho spektra jsou dany i-tym fadkem matice V.
Ptislusné subspektrum vsak jesté musime vynasobit vahovym faktorem v i-tém fadku
matice W. Pro vyjadfeni i-tého spektra Y; ze série m Ramanovych spekter tedy plati
vztah:

Y NTAN (2:3)

Statistickd vaha jednotlivych subspekter velmi rychle ubyva. K celkovému
signalu tedy nejvice prispivd prvni subspektrum, které reprezentuje vazeny prumér
Druhé subspektrum popise nejlépe zmeény, které nejsou obsazeny v subspektru prvnim.
Pouzijeme-li prvni dvé subspektra, mdme nejpiesnéjsi vyjadieni naméfenych spekter
pomoci dvou ortonormalnich funkci. Takto se pokracuje dale k vy$sim subspektrim.

Cim vice subspekter zapocitime do linedrni kombinace, tim pfesnéji se ptibliZzime
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k experimentalné naméfenym zavislostem. AvSak pokud vezmeme jen prvnich

n¢kolik, zbavime se tak nezddouciho pozadi v namétenych spektrech [Palacky, 2006].

2.5.2 Metoda ortogonalnich diferenci

Metoda ortogonalnich diferenci se pouzivd k tupravé pozadi namétenych
spekter. Naméfené Ramanovo spektrum mutzeme rozdé€lit na soucet spektra R, které
nas zajimé a tzv. parazitniho spektra P. Vygenerujeme sadu ortogonalnich funkci a
pomoci odecteni jejich linearni kombinace ze spekter se zbavime parazitni slozky.
Avsak této skuteCnosti dosahneme za tu cenu, ze spektrum R mame v podob¢
otogonalizovaného spektra Rpg. Tato spektra obecné nejsou totozna, ale
ortogonalizaci se zachovavaji linearni vztahy mezi spektry. Tedy lze urcit zastoupeni

slozek ve spektru [Palacky, 2006].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité vzorky

V bakalaiské praci jsme proméfili Ramanova spektra riznych typi lipidi.
Vsechny pouzité vzorky byly ziskany od firmy Avanti Polar Lipids, Inc. Vybrali jsme
dva synteticky ptipravené fosfolipidy, a jeden ptirodni extrakt - asolektin ziskany ze
sojové fazolky. Nasledujici informace o slozeni lipidi a teploté jejich fadzového
pfechodu jsou pfevzaty z [Avanti Polar Lipids, Inc.].

Jako prvni ze syntetickych fosfolipida byl pouzit vzorek 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-fosfocholin (DSPC). Nepolarni konce tohoto lipidu jsou nasycené
uhlovodiky obsahujici 18 uhlikti. Teplota fazového ptechodu DSPC je 55°C.
Ocekavame tedy, Ze za pokojové teploty bude DSPC v gelové fazi. Fosfatidylcholin je
jednou z hlavnich soucasti bunéénych membran. Jeho hlavni roli je vytvofit zakladni
strukturu membrany, ktera podporuje selektivné propustni charakter bariéry.

Fosfatidylcholin, oznacovan i jako lecitin, se nachazi v zivoc¢isnych i rostlinnych

tkanich.
0 0
/\/\/\/\/\/\/\/\)I\ :
\/\/\/\/\/\/\/\/\Kd H 0 | h
0

Obr. 3.1.1 — Chemicka struktura DSPC. Prevzato z webové stranky

www.avantilipids.com

Druhy méteny vzorek je 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DPPC). Jde
0 lipid s nasycenymi uhlovodikovymi konci o délce Sestnacti uhlikd. Jeho chemicka
struktura je tedy témeéf stejna jako u DSPC, lisi se pouze v délce uhlovodikovych
fetézci. Teplota fazového prechodu DPPC je 41°C, za pokojové teploty je tedy rovnéz
Vv gelovém uspotadani.

Poslednim pouzitym vzorkem a zastupcem ptirodnich lipida je asolektin (Soy

Extract Polar). Jde o lipidovy extrakt ze sojové fazolky. Asolektin je smés lipida a
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liposomy z néj piipravené jsou tedy svym slozenim blizké biologickym membranam.
Obsahuje  45,7%  fosfatidylcholinu, 22,1% fosfatidylethanolaminu, 18,4%
fosfatidylinositolu a 6,9% fosfatové kyseliny, zbytek slozeni je neznamy. Protoze jde o
smés lipidi, teplota fazového piechodu piedstavuje teplotni interval [O Neill,
Leopold, 1982]. Za pokojové teploty piedpokladame vzorek ve fazi kapalného
krystalu.
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3.2 Priprava liposomu

3.2.1 Obecny postup

Pti ptipravé liposomil jsme vychdzeli z navodi a rad uvedenych v publikaci
[Rickwood, Hames, 1990] a z protokolu uvefejnéného firmou [Avanti Polar Lipids,
Inc.].

Nejprve je tfeba vychozi lipid ve formé prasku rozpustit v chloroformu. Po
dikladném rozmichani vzniklé suspenze chloroform odpatfime. K odpafovéani jsme
pouzili plynny dusik, ktery zabrani znehodnocovani vzorku lipidu oxidaci vzdu$nym
kyslikem a umozni kompletni odpafeni chloroformu. Za vhanéni dusiku pomalu
otaCime bailkou a naklanime ji, aby se na jejim povrchu vytvoftila co nejtenc¢i vrstva
lipidu. Takto pfipraveny film jiz muzeme rozpustit v definovaném mnozstvi
rozpoustédla (pufru nebo vody). Takto si pfipravime suspenzi o pozadované
koncentraci.

Dostate¢ného rozpusténi lipidu v pufru vétSinou nedosdhneme pouhym
tiesenim banikou. Zpusob jak ho zajistit nabizi sonikace. Tato metoda rozbiji vzniklé
multilamelarni vesikuly a velké agregaty na mensi kusy pomoci ultrazvuku, v nasem
ptipadé¢ ve vodni lazni. V laboratofi jsme k sonikaci pouzivali pfistroj Tesla

UCO005AJ1.

Obr. 3.2.1 — Zarizeni LiposoFast-Basic od firmy Avestin. Prevzato z webové stranky

wWww.avestin.com

Pro ziskani vzorku pouze s liposomy pozadované velikosti lze pouzit extrudér.

Ptipravend suspenze je protlacovana skrz membranu s otvory definovaného praméru.
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Mechanicky tedy ziskame pouze vesikuly, které potfebujeme pro dany experiment.
V naSem piipad¢ byl pouzit ptistroj LiposoFast-Basic™ od firmy Avestin (Obr.3.2.1).
Pti ptipravé vsech vzorkl jsme pouzili polykarbonatovou membranu s pory o pruméru
400 nm. Dulezité je udélat lichy pocet protlaceni suspenze skrz membranu. Zabranime
tak tomu, aby se rizné nehomogenity, které neprojdou membranou, dostaly do naseho
vysledného vzorku. Vyrobce doporucuje protlacit suspenzi alesponnt 19krat.
S rostoucim poctem protlaceni ziskavame homogenné;jsi suspenzi.

Pii piipravé liposomt je vhodné vzorek nechat po pfidani vody ¢i pufru
ptiblizn¢ 30 minut hydratovat za teploty vyssi nez je teplota faizového ptechodu lipidu.
Také protlacovani ptfes membranu by mélo probihat za takto zvySené teploty. Nekteré
vzorky jsme proto ptipravovali v picce Binder.

V méfeném Ramanové spektru vzorku ndm nékdy muze piekdzet signal
Z pufru. Abychom se zbavili tohoto problému, nechdme nakonec vzorky dialyzovat.
Naplnime kadinku vodou, na hladinu polozime dialyzac¢ni filtr a nakapneme na néj
kapku ze vzorku. Voda z kadinky nam tak v kapce nahradi pufr. Doba dialyzy nesmi
byt moc kratka, aby se stihl veskery pufr nahradit, ale také nesmi byt naopak piilis
dlouha, protoze z dialyza¢nich papirkil se pak za¢nou do vzorku uvolilovat vlakna.
Tuto dobu volime pfiblizné 20 minut.

Ptipraveny roztok lze nasledné¢ natfedit pro Ramanovu spektroskopii kapkové
nanaSenych povlakli (DCDR), nebo naopak zkoncentrovat, pokud chceme méfit
Ramanova spektra pifimo zroztoku. Pfi koncentrovani jsme pouzivali piistroj
Eppendorf Concentrator 5301 s moznosti nastaveni teploty na 30, 45 nebo 60°C.
Nechali jsme probihat centrifugaci za zvySené teploty. Velikost vysledné koncentrace
suspenze nelze ur¢it pfesné, mizeme ji vSak odhadnout z vysledného mnozstvi

vzorku.

3.2.2 Pripravené vzorky

Jak jiz bylo fecCeno vyse, pro bakalaiskou praci jsme vybrali tii lipidy - DSPC,
DPPC a asolektin. Vzorky suspenzi byly pfipraveny bud’ ve vodé, nebo ve fosfatovém
pufru (5 mM KH,PO,4 pH 7.4).

Ptipravili jsme dialyzované vzorky DSPC o koncentraci 1 mg/ml za pokojové
teploty a pii teploté nad fazovym piechodem lipidu (55°C), dale vzorky suspenzi

s deionizovanou vodou o0 koncentracich 1 mg/ml, 0,3 mg/ml a 0,2 mg/ml - vSechny za
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teploty nad fazovym ptechodem DSPC. Z kazdého vzorku jsme nakapli jednu nebo
dvé kapky na podlozku SpectRIM™. Ze zasobni suspenze s deionizovanou vodou
jsme cast také zkoncentrovali pro meéfeni spekter ze suspenze. Odhadovana
koncentrace je 100 mg/ml.

Vzorky DPPC byly pfipravovany za teploty 50°C, coz je teplota nad fazovym
ptechodem lipidu. Ziskali jsme vzorek rozpustény v pufru a nasledné dialyzovany 0
koncentraci 1 mg/ml a vzorek rozpustény v deionizované vodé 0 koncentraci
0,3 mg/ml. Z obou vzorkid byly nakapnuty dvé kapky pro proméfeni DCDR spekter.
Vysledna koncentrace pro méteni ze suspenze je odhadnuta u vzorku s vodou piiblizné
40 mg/ml, u vzorku s pufrem 25 mg/ml.

Suspenze asolektinu byla pfipravovana v deionizované vodé¢ za pokojové
teploty. Pfipravili jsme vzorky o koncentracich 1 mg/ml, 0,5 mg/ml a 0,3 mg/ml.

Zasobni roztok jsme pro méfeni ze suspenze zkoncetrovali na pfiblizné 50 mg/ml.
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3.3 Integrovany Ramaniv systém HR800

Meteni DCDR spekter piipravenych vzorkd probihalo na pfistroji LabRam
HR800 vyrobeném firmou Horiba Jobin-Yvon. Jde 0 integrovany Ramandv systém,
Vv némz je mikroskop konfokaln¢ spojen se spektrografem o ohniskové vzdalenosti 800

mm a miizkou 600 vrypii na milimetr.

3.3.1 Soucasti integrovaného Ramanova systému HR800

V systému je zabudovan standardni helium-neonovy laser o vinové délce
632,817 nm a vykonu 20 mW. Déle je k dispozici externi laser Ar+ o vinové délce
514,532 nm.

Konfokalni stérbina vybira ze svazku ptichazejiciho ze vzorku jen tu ¢ést, kterd
ptichazi z roviny, do které je mikroskop zaostfen. V HR 800 je nastavitelna mezi 0 a
1000 pum. Pomér velikosti mezi vzorkem a konfokalni $térbinou zavisi na zvétSeni
pouzitého objektivu vynasobeném faktorem 1,4.

Dalsi soucasti je takzvany Notch filtr. Jde o holografickou mftiZku, ktera filtruje
excitovany svazek a je specifickd pro kazdou vlnovou délku. Tuto vlnovou délku
Notch filtr totaln€ odrazi, zatimco ostatni propousti.

Mikroskop v zakladni sestavé systému HR800 je BX 40 od firmy Olympus a je
vybaven tfemi objektivy — 10x NA 0,25, 50x NA 0,7 a 100x NA 0,9 (NA = n.sina je
numerickd apertura, n index lomu cocky (objektivu) a a sbérny prostorovy uhel).
Mikroskop je dale vybaven makroadaptérem pro instalaci objektivu 0 ohniskové
vzdalenosti 40 mm a hlavici pro optické vlakno, pokud je laser vazany do vlakna. U
mikroskopu je k dispozici i barevna kamera a motorizovany stolek pohyblivy v roviné
XY. Diky nému lze provadét automatické skenovéani vzorku bod po bodu.

Jako spektrograf je pouZit spektrograf s asymetrickou montazi Czerny-Turner,

ktery dava na vystupu rovnomérné rozlozZeni intenzity.

3.3.2 Popis optické drahy svazku
Laserovy paprsek je nasmérovan dvéma zrcadly k interferencnimu filtru. Tento
filtr je pouzivan, aby odfiltroval plazmové ¢ary v laserovém svazku. Paprsek je dale

zfokusovan na §térbinu (na Obr.3.3.1 oznaceno jako H1), ktera je zobrazena jako bod
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na vzorek. Pied touto $térbinou jsou v aparatufe zabudovany filtry redukujici silu
laserového svazku a jejich vyména je fizena softwarem. K dispozici jsou filtry o
optické hustoté 0,3, 0,6, 1, 2, 3 a 4. Po prichodu svazku zminénou clonkou je svazek
reflektovan pomoci systému zrcadel a Notch filtru na vzorek.

Ramantiv signal je sbirdn objektivem mikroskopu a jde zpét po stejné draze
jako prichozi paprsek. Zateni rozptylené Rayleighovym rozptylem je Notch filtrem
odrazeno zatimco Ramantiv svazek projde a ¢oc¢ka nasledné vytvoii obraz Ramanova
svazku na konfokalni Stérbin¢. Pfed konfokalni Stérbinu je moznost polozit do drahy

svazku polarizaéni filtry.

Laser
Zrcadlo M1 ;
F readio Myt 1 SMER K SPEKTROSKOPU

'
| r 622 B
s Laser o33 nm

Konfokalni §térbina

4

»

Notch filtr

"
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st
- el
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'
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’
’
s

: Stérbina H1

Zrcadlo M8

Zrcadlo M6 :
: Ramanovsky svazek

i
SMER K OBJEKTIVU MIKROSKOPU

Obr.3.3.1 — Schéma integrovaného Ramanova systému HR800. Prevzato z Sipovd,
2006.

-20 -



3.4 Pouzité objektivy a nastaveni aparatury

Pii méteni DCDR spekter jsme pouzili objektiv zvétsujici 100x. Objektivy se
zvétSenim 5%, 10x a 50x byly pouzity na zachyceni fotografii kapek. Pomoci objektivu
se stonasobnym zvétSenim jsme piesné zamifili na vybrané misto v kapce a mohli
jsme tak sbirat spektra piimo z kavového krouzku ¢i mimo néj. Poslednim typem
uzivaného objektivu je 100x zvétSujici objektiv s vodni imerzi. Ten jsme pouzili pii
méteni spekter ze suspenzi.

Spektra vzorku DSPC rozpusténého v pufru jsou méfena se zelenou excitaci na
vlnové délce A = 514,532 nm. Ostatni jsou namétena s Cervenou excitaci na vinové
délce A = 632,817 nm. Ke zméné pouzité excitace doslo v disledku poruchy Ar*
laseru.

Pouzivali jsme konfokalni rezim spektrometru HR800. Konfokalni $térbina
byla u v8ech naméfenych DCDR spekter oteviena na primér 400 um. Pfi nabirani
spekter z roztokt jsme vSak od konfokalniho rezimu upustili, protoze bylo mnohem
Vv suspenzi oproti kapce. Konfokalni §térbinu jsme pak otevieli na 1000 um. Tim doslo
k nabirani signalu z vice vrstev roztoku.

Pted kazdym métfenim byla provedena kalibrace spektrometru na ¢are kiemiku
o vlno&tu 520,7 cm™. Doby akumulace spekter vzorkd lipidd byly 5 x 60 s, v piipadé

spektralniho mapovani 1 x 60 s.
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4. ZPRACOVANI EXPERIMENTALNICH VYSLEDKU

4.1 Syntetické fosfolipidy — DSPC a DPPC

DSPC a DPPC jsou synteticky piipravené lipidy. Do bakalaiské prace byly
vybrany jako modelové vzorky s rozdilnou délkou uhlovodikovych fetézcu. Teploty
fazového prechodu téchto fosfolipida se od sebe lisi pravé diky rozdilné délce jejich
fetézcl. Avsak v obou piipadech si mizeme byt jisti, ze za pokojové teploty tvoii
membrany v gelovém uspotadani.

Velikost a tvar vyschnutych kapek se u rtznych vzorku lisi. Vzdy byly na
podlozku nakapnuty 2 pl zésobni suspenze. V piipadé DSPC jsou kapky relativné
velké. Kapka na Obr. 4.1.1 ma v priméru 1140 pum, dalsi kapky DSPC maji velikost
600 um a 560 um. U vzorkii DPPC je velikost vyschnutych kapek 740 pm, 880 pm,
700 um a na Obr.4.1.2 je kapka o priméru 1300 um. VSechny kapky vyschly do
kruhového tvaru. Zjistili jsme, Ze nejlep$i postup pro pfipravu liposomi ze
syntetickych lipidi je pfiprava v pufru za teploty nad fazovym piechodem lipidu a
naslednd dialyza vzorku. V téchto pifipadech méla vyschla kapka vzdy patrny
homogenni ,kavovy*“ krouzek po celém svém obvodu a Vjeji struktuie se
neobjevovaly vyrazné nehomogenity. Diky dialyze se uprostied vysychajici kapky
nevytvarely krystalky z fosfatové soli pufru a nebyly tak v Ramanovych spektrech

patrné jeho pasy.
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Obr.4.1.1 — Cast kapky DSPC zobrazend objektivem zvétsujicim 50x. Vzorek byl

pripraven ve fosfatovéem pufru za teploty 60°C a nasledné dialyzovan.

Obr.4.1.2 — Kapka DPPC pripravena ve fosfatovém pufru za teploty 50°C ndsledné
dialyzovana. Kapka je zobrazena objektivem zvétsujicim 5x. Na okraji je patrny efekt

kavoveho krouzku.
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Obr.4.1.3 — Ramanova spektra 1,2-diarachidoyl-sn-glycero-3-fosfocholinu v oblasti
C-H valencnich vibraci a) v gelovém usporadani (51,4°C), b) ve fazi kapalného
krystalu (75,4°C). Teplota fazového prechodu pro tento systém je 64,7°C. Prevzato
z Levin, 1984.

Zdrojem nasledujicich informaci o pfifazeni spektralnich pasi je [Levin, 1984].
Pfi popisu naméfenych Ramanovych spekter se nejprve zamétime na oblast vyssich
vIno&tii (2800-3100 cm™). Se zménou teploty se méni relativni pomér intenzit pasti na
hodnotach ~2845, ~2880 a ~2936 cm™. Tyto spektralni zmény jsou zpisobeny
symetrickymi a  antisymetrickymi C-H  valenénimi  vibracemi  metylenu
v uhlovodikovych fetézcich lipidi. Vibracim na skupiné CHj pfislusi také pasy na
vinogtech ~2096 a 3040 cm™. Na Obr.4.1.3 mizeme vidét spektralni zmény pfi
pfechodu z gelové faze membrany na fazi kapalného krystalu. V Ramanové spektru
vidime hlavné snizeni intenzity na ~2880 em™? s charakteristickym posunem pasu 0
10-12 cm™ smérem k vys$$im vinoctim. Pii teplotach nad teplotou fdzového piechodu
se také vyrazng zvy3i intenzita pasu ~2935 cm™. Z Obr.4.1.3 je evidentni, Ze relativni

pomér intenzit na vlnoctech ~2845 a ~2880 cm* je ve fazi kapalného krystalu
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l2845/12880>1 a Vv gelové fazi Ipgss/laggo<l. Tato skuteCnost se pouziva jako kritérium
K urCeni faze lipidi. K této identifikaci Ize ekvivalentné také pouzit pomér intenzit
I2935/12880. Zminiované pomeéry jsou citlivymi ukazateli vnitini uspotadanosti molekul.

Oblast vInocti 1050-1150 cm™ je oblast s pasy pochézejicimi od valenénich
C-C vibraci skeletu. Spektralni zmény v této oblasti pfimo ukazuji na intramolekularni
trans/gauche konformaéni zmény v uhlovodikovych fetézcich. Zmény v konformacich
molekul nastavaji pti fAzovém prechodu dvojvrstvy. Tii pasy na vinoctech ~1062,
~1100 a ~1130 cm™ odpovidaji tfem all-trans C-C valendnim vibracim v fetdzcich
mastnych kyselin. Zmény v intenzitdich a hlavn€ v relativnich pomérech intenzit
jednotlivych pasi se stejné jako v oblasti vyssich vino¢td projevuji s rostouci teplotou.
V gelové fazi je intenzita pasu na ~1062 cm™ niz§i nez na ~1100 a 1130 cm™. Tyto
dva pasy jsou srovnatelné. Kdyz se s teplotou blizime k fazovému ptechodu, postupné
narusta relativni intenzita pasa na ~1062 a ~1130 cm™. Pomér hodnot I1100/11130 tedy
muze také dobie slouzit jako ukazatel faze v membrang.

Vibra¢ni pasy v Ramanové spektru pochazejici od polarni fosfatové hlavicky
se nachazeji v oblasti nizkych vlnoctli. Pro cholin je charakteristicky intenzivni pas na
hodnoté Ramanova posunu ~717 cm™, ktery piislusi symetrické C-N valenéni vibraci.
Druhy pas C-N valenénich vibraci se nachazi na vinoétu ~870 cm™. Tyto dva pasy
reflektuji gauche konformaci segmentu O-C-C-N*. Ukazuje se, Ze intenzita pasu na
717 cm™ se snizuje asi 0 15% pii prechodu z gelové faze do faze kapalného krystalu.

Voblasti  1435-1460 cm™ se objevuje dublet pochazejici z ohybovych
deformacnich modt metylenovych skupin CH; Vv uhlovodikovych fetézcich a
cholinové CH; skupiny. Béhem fazové pfemény membranové dvojvrstvy se pas
dubletu na 1460 cm™ snizi a stane se jen raménkem pasu na 1435 cm™. Tuto
skutec¢nost 1ze pozorovat i na ndmi namétenych spektrech. Na Obr.4.1.4 a 4.1.5 jsou
zobrazena spektra vzorkli DSPC a DPPC, které jsou za pokojové teploty v gelovém
uspotradani. Na téchto spektrech je zietelny deformacni dublet metylenové skupiny na
Ramanovych posunech ~1435 cm™ a ~1460 cm™. Oproti tomu na Obr.4.2.2, kde
vidime DCDR spektrum z kapky asolektinu ve fazi kapalného krystalu, je pas na
vy$$im vlno&tu vidét pouze jako pfidruzené raménko k pasu na 1438 cm™. Od CH,
pochézi také pas na frekvenci 1297 ecm™. Tento pas odpovida to¢ivé (twist) deformaci
[Kocisova, Prochazka, 2011].
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Pas na hodnot¢ Ramanova posunu ~1736 em™? lze piifadit karbonylovym
valen¢nim vibracim u vazby C=0 v ¢asti molekuly, kde se napojuji uhlovodikové

fetézce mastnych kyselin na fosfatovou hlavicku.
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Obr.4.1.4 — Srovndni Ramanovych spekter porizenych z riznych mist krouzku kapky

DSPC pripravené v pufru za teploty 60°C a poté dialyzované.
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Obr.4.1.5 — Srovnadni namérenych spekter z riiznych casti krouzku vyschlé kapky
DPPC. Vzorek byl pripraven v pufru za teploty 50°C a nasledné dialyzovan.
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Na Obr.4.1.4 a Obr.4.1.5 jsou ukazana porovnani namétenych spekter z kapek
DSPC a DPPC. Jak je vidét, spektra z riznych mist krouzku kapky se ve svém profilu
nelisi. Jsou tedy dobfe reprodukovatelnd. Na tomto srovnani se také ukazuje dobra
vyuzitelnost metody DCDR v Ramanové mikrospektroskopii. Podle vyse uvedenych
kritérii 1ze snadno urcit fazi liposomalni membrany z jejich Ramanovych spekter. U
obou vzorki lze podle poméru intenzit v oblasti 2800-3000 cm™ a taktéz v oblasti
1050-1150 cm™ ur¢it fazi lipida jako gelovou. Gelovou fazi jsme ocekavali, nebot
spektra byla méfena za pokojové teploty, ktera je pod teplotou fazového prechodu
obou vzork.

Na Obr.4.1.6 a Obr.4.1.7 jsou zobrazena srovnani spekter DSPC a DPPC
naméfenych vroztoku a v ,kavovém® krouzku kapky. Na spektrech métenych
v suspenzi (Obr.4.1.6a, Obr.4.1.7a) jsou zictelné dva intenzivni vzajemné se
prekryvajici §iroké pasy vody se stiedem v ~3260 a ~3370 cm™. Tyto pasy odpovidaji
valennim vibracim vody. Dalsi pas piislusejici vods se objevuje na ~1640 cm™.
Pochazi z deformacnich vibraci vody. Na spektrech zméfenych z kapek (Obr.4.1.6b,
Obr.4.1.7b) se tyto pasy vibec nevyskytuji. Kapky tedy vysychaji kompletné v celém
svém objemu. Je zfejmé, Ze pii vysychani nedochdzi k Zadnym fazovym zménam
lipidt. V oblasti vyssich vInoctl je vidét, Ze pro pomér intenzit plati log4s/l2880<1 pro
spektra zroztoku i z kapky. To reflektuje gelové uspotadani. Této skute¢nosti
odpovida také spektralni profil v oblasti 1050-1150 cm™. Zachovavani fize a
nepiitomnost pasti vody ve spektrech kapek potvrzuje dobrou pouZitelnost metody

DCDR pfi studiu membran.
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Obr.4.1.6 — Srovnani Ramanova spektra DSPC. Spektrum mérené a) ze suspenze, b)
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Obr.4.1.8 — Spektralni DCDR mapa z krouzku kapky DSPC. Vzddlenost spektralnich

bodii je 15 um.
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Obr.4.1.9 — Detail krouzku kapky DSPC (Obr.4.1.1) v bilém svétle mikroskopu. Mrizka
bodii, ze kterych byla sbirana data pro spektralni mapu.
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Pro ndzorné zobrazeni rozloZeni intenzity Ramanova signalu v krouzku kapky
slouzi spektralni mapy. Zméftili jsme spektra z nékolika mist v konstantni vzdalenosti
od sebe. Poté jsme pouzili metodu ortogonalnich diferenci, abychom odecetli
nezadouci pozadi ve spektrech. Metodou faktorové analyzy jsme pak ziskali rozklad
do odpovidajicich subspekter. Mapa na Obr.4.1.8 je vytvorena jako mapa koeficient
V prvniho subspektra, které reprezentuji spektralni intenzitu v daném bodé&. Mista
ktizeni Car od soufadnicovych bodli odpovidaji jednotlivym mistim, odkud byla
meéiena spektra. Vzdalenost téchto spektralnich bodu ¢inila v tomto piipadé 15 um. Na
Obr.4.1.9 je v bilém svétle mikroskopu zobrazena cast kapky DSPC, ze které byla
mapa méfena. Je ziejmé, Zze nejvEétsi Ramanova intenzita je uprostied ,.kavového™
krouzku kapky a smérem dovnitf i k okraji rychle klesa. AvSak profil namétenych
spekter je stejny t€sné u okraje kapky i blize ke stiedu, jak jsme ukazali na spektrech
naObr.4.1.4a4.1.5.
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4.2 Prirodni lipid — Asolektin

Asolektin jsme vybrali jako zastupce piirodnich lipidd. Jeho teplota fazového
piechodu neni ostfe vymezena, ale pfechod probiha spojit¢ na S$irSim teplotnim
intervalu. Za pokojové teploty si zachovava fazi kapalného krystalu.

Stejné jako v ptipadé predeslych liposomi jsme na podlozku nakapli vzdy 2 pl
zasobniho roztoku. Tvar kapek a viditelnost ,,kavového* krouzku je uz na pohled
mnohem lepsi nez u liposomu ze syntetickych lipidt. Tato skutecnost je dobfe vidét na
Obr.4.2.1. Primér této kapky je pfiblizn¢ 700 pm. Avsak zjistili jsme, ze pfi nizsich
koncentracich lipidu v zasobnim roztoku kapka nevyschne do kruhového tvaru, ale
potrha se. Tato kriticka koncentrace byla pozorovana jako 0,5 mg/ml. Na rozdil od

ptredeslych vzorkd, jsme asolektin pfipravovali v deionizované vode¢.

Obr.4.2.1 — Vyschnuta kapka vzorku asolektinu s koncentraci Img/ml. Lipid je
rozpustén v deionizované vode. Na kapce je pozorovatelny efekt kdavového krouzku po

obvodu. Obrazek je slozen z fotografii porizenych spektrometrem HRS800.

Na Obr.4.2.2 jsou zobrazena DCDR spektra z kapky asolektinu. Pfitazeni
vétSiny past je vétSinou stejné jako v ptipadé syntetickych lipidi DSPC a DPPC.
Nevyskytuje se zde triplet mezi 1050 a 1150 cm™. V této oblasti je relativng siroky pas

se stiedem kolem 1078 cm™, ktery pochazi od gauche C-C valenénich vibraci skeletu.
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Dalsi vyrazny pas C-C vibraci se nachazi na 1654 cm™. Déle vidime dva pasy na
vlno&tech 1263 cm™ a 1301 cm™. Prvni pochézi z ohybovych deformagnich vibraci na
uhlicich, druhy reflektuje kroutivé deformace na metylenovych skupinach [KociSova,
Prochazka, 2011].

Na Obr.4.2.2 je z poméru intenzit pasi v oblasti 2800-3000 cm™ ziejmé, Ze
liposomy jsou ve fazi kapalného krystalu, coz opét odpovida nasim predpokladim ze

znalosti teploty fazového pfechodu.
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Obr.4.2.2 — Srovnani namérenych Ramanovych spekter z riznych casti kapky. Spektra
a), C) jsou z ruznych mist v kavovém krouzku kapky, spektrum b) je sbirano z mista
mimo néj. Lipid byl rozpustén v deionizované vodeé za pokojové teploty. Koncentrace

vzorku je Img/ml.

Pokud porovname Ramanova spektra potizena ze suspenze a z vyschlé kapky
(Obr.4.2.3), opét zjistime, Ze faze se pii vysychani nezménila. Poméry intenzit
jednotlivych past jsou zachovany. Ve spektru ze suspenze (Obr.4.2.3a) je patrny
Siroky pas vody nad vlno&ty 3000 cm™, ktery se viak jiz ve spektrech z vyschlé kapky
(Obr.4.2.3b) nevyskytuje. Rovn&Z slaby pas na vinoftu ~1640 cm™, ktery je ve
spektru pofizeném ze suspenze piitomen, se ve spektru kapky ztraci. Toto potvrzuje

dokonalé vysuseni kapky.
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Obr.4.2.3 — Srovnani Ramanovych spekter asolektinu a) spektrum mérené z vodni

suspenze, b) spektrum z krouzku kapky.
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Obr.4.2.4 — Spektralni mapa z okraje kapky asolektinu. Vzddlenost spektralnich bodii
je 6 um.
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Az

Obr.4.2.5 — Cdst kapky asolektinu (Obr.4.2.1) v bilém svétle mikroskopu. Body

oznacuji mista, ze kterych jsme merili spektralni DCDR mapu.

Také ze vzorku asolektinu jsme naméfili spektralni DCDR mapu. Na Obr.4.2.4
jsou opét vidét koeficenty ptislusejici prvnimu subspektru (spektralni intenzita)
v rozkladu faktorové analyzy. Jak je vidét na Obr.4.2.5 v levém dolnim rohu je jiz
zobrazena oblast mimo kapku, kde neni zadny signal. Na okraji kapky je nizky a

smérem ke sttedu kavového krouzku se zvétSuje. Dale uvnitt kapky je jiz opét niZsi.
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5. ZAVER

Mezi hlavni cile bakalatské prace pattilo zvladnuti a optimalizace piipravy
vzorkl liposomt s riznym slozenim membrany pro Ramanovu spektroskopii kapkové
nanasenych povlakti (DCDR). Byly vybrany dva syntetické lipidy — DSPC a DPPC a
jeden piirodni — asolektin extrahovany ze sdjové fazolky. Optimalizace piipravy
spociva ve vypozorovani spravné koncentrace lipidu, teploty a dal$ich laboratornich
podminek, za kterych je nejlep$i liposomy pfipravovat. Dulezitou roli hraje
rozpoustédlo. Pouzivali jsme fosfatovy pufr (5 mM KH,PO,4 pH 7.4) a deionizovanou
vodu. Optimalizace téchto faktor se u kazdého vzorku lisi. Zjistili jsme, Ze u
syntetickych  lipidi je nejvyhodnéjsi piipravovat liposomy v pufru nad teplotou
fazového prechodu s naslednou dialyzou. U piirodniho asolektinu byl naopak vzorek
nejkvalitnéjsi, pokud byla jako rozpoustédlo pouzita deionizovana voda a piiprava
probihala za pokojové teploty.

Dalsim krokem byla interpretace spekter ziskanych z kapek. Ve spektrech jsou
patrné pasy, které odpovidaji konkrétni fazi liposomalni membrany. Fazi jsme ve
spektrech syntetickych lipidu identifikovali jako gelovou. Ze spekter asolektinu jsme
pak ur¢ili, Ze lipidy jsou ve fazi kapalného krystalu. Z riznych mist kapek jsme ziskali
mnozstvi spekter, ktera jsme vzajemné porovnali a zjistili jsme, Ze se od sebe nelisi.
Ukazali jsme tim, ze faze a sloZeni liposomu jsou stejné v celém objemu vyschlé
kapky. Ovéfili jsme tim také, ze jsme dobie zvladli optimalizaci piipravy, nebot’ ve
spektrech se neobjevuji zddné pésy pochdzejici od pufru nebo molekul vody. Tedy
dialyza vzorku byla dostacujici a kapky dobte vyschly v celém svém objemu.

Dale jsme provedli srovnani naméfenych DCDR spekter s Ramanovymi
spektry zméfenymi piimo ze zasobni suspenze. Timto pfimym porovnanim jsme
overili, ze pii vysychani kapky nedochazi v liposomech k fazovym ptrechodim. Ve
spektrech métenych ze suspenze se oproti DCDR spektrim vyskytuji pouze pasy
ptislusejici vode.

Nakonec jsme ovéfovali reprodukovatelnost spekter ziskanych metodou
kapkoveé nanaSenych povlakii méfenim spektralnich DCDR map z oblasti krouzku
vyschlych kapek. Pouzitim rozkladu faktorové analyzy na naméfené mapy jsme ziskali
spektralni profil téchto krouzkt. Na ném je jasné zietelné, ze nejvétsi intenzita

Ramanova signélu je uprostied krouzku a smérem k jeho okrajim se plynule snizuje.
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Jednim z hlavnich ddavodiu studie metody kapkové nanasenych povlakd je
moznost méfeni Ramanovych spekter i ze suspenzi o fadové nizsich koncentracich
(pro syntetické lipidy vice nez 0,3 mg/ml, pro asolektin nad 0,5 mg/ml) nez je mozné u
klasické metodiky (kolem 40-50 mg/ml). Spektra méfena pfimo ze suspenze se navic
dalsim cilem bude prostudovani jeji pouzitelnosti pro interakce lipidu s dal§imi

biomolekulami, naptiklad peptidy ¢i nukleovymi kyselinami.
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