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Nézev prace: Ramanova spektroskopie kapkove nandsenych povlaka biologicky
vyznamnych molekul

Autor: Alzbeta Kuizova
Ustav: Fyzikélni ustav UK
Vedouci diplomové prace: RNDr. Eva KociSova, Ph.D., Fyzikalni Gstav UK

Abstrakt: Ramanova spektroskopie kapkové nanaSenych povlakit (DCDR) je
specialni metodou Ramanovy spektroskopie, ktera je zaloZzend na zasychani kapek
roztoku nebo suspenze na hydrofobnim substratu, co ve vétSin€ piipadi vede
k tvorbé prstence znamého jako ,.kavovy krouzek®. Vysledkem je zakoncentrovani
materidlu a vysS$i intenzita Ramanova signalu ve srovnani s Ramanovym rozptylem
zroztoku. V praci byly porovndny substraty s rliznou drsnosti a hydrofobicitou:
hladky substrat s vrstvou polytetrafluoretylenu (pPTFE) a nanodrsné substraty, kde
byla hydrofobicita povrchu zvySena nadeponovanymi médénymi nebo stfibrnymi
nanocasticemi s riznou koncentraci. Pro suspenzi liposomi z lipidu DPPC dochazelo
k lepSimu zakoncentrovani v piipade substratii s vy$$im kontaktnim uhlem, kde je
vy$§i  hydrofobicita dosdhnuta nanodrsnym povrchem. Mezi jednotlivymi
zdrsnénymi substraty k vyraznému zlepSeni nedochazelo. V ptipadé schnuti kapek
pii riznych teplotach (v rozsahu od 15 do 60°C) nanesenych na hladky pPTFE
substrat a povrch s nadeponovanymi stfibrnymi nanocasticemi, Ramanova spektra
neukdzala spektralni zmény souvisici s fdzovym ptfechodem lipidi. Pro teploty
zasychani vysS§i nez teplota fadzového piechodu byly na vzniklych prstencich
pozorovany nehomogenity, které pii teplot¢ 45°C vedly k vy$§imu Ramanovu
signalu. Zavérem, k lepSimu zakoncentrovani suspenze dochazi jednak pii vyssi
hydrofobicité nanodrsného povrchu, které je ale nehomogenni, a jednak pfti teplotach

zasychani nad teplotou fazového prechodu lipidu.

Klicova slova: Ramanova spektroskopie kapkovo nandSenych povlaki,

hydrofobicita, kontaktni uhel, nanocastice, liposomy



Title: Drop coating deposition Raman Spectrocsopy of biologically important
molecules

Author: Alzbeta Kuizova
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Abstract: Drop coating deposition Raman (DCDR) spectroscopy is a special method
of Raman spectroscopy, which is based on the evaporation of solvent from a drop of
solution or suspension on a hydrophobic surface. This typically leads to the
formation of ring-shaped drying pattern, often called as ,,coffee ring*. As a result a
preconcentration of a material and higher intensity of Raman signal in comparison
with Raman scattering from solution is obtained. In this work several hydrophobic
surfaces with different roughness and hydrophobicity were compared: a smooth
substrate with polytetrafluorethylen (pPTFE) coating and nanorough substrates
where surface hydrophobicity was formed by deposited cupper or argent
nanoparticles with different concentration. It was shown that for DPPC liposome
suspension stronger preconcentration is obtained by means of a nanorough substrate.
When different nanorough substrate compared, no better improvement was acquired.
As for the drying of drops at different temperatures (from 15°C to 60°C) deposited
on the smooth pPTFE substrate and the substrate with argent nanoparticles, it was
observed that Raman spectra did not reveal any spectral changes corresponding to
phase transition of lipid. In case of drying at temperatures higher than a temperature
of the phase transition, non-homogeneities were formed on the dried ring with higher
Raman signal at the temperature 45°C. In conclusion, better preconcentration of the
suspension is acquired both for higher hydrophobicity of the nanorough surface that
1s nonhomogenous and at drying temperatures higher than temperature of the phase

transition.

Keywords: Drop coating deposition Raman spectroscopy, hydrophobicity, contact

angle, nanoparticles, liposomes
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Abstrakt: Ramanova spektroskopia kvapkovo nanaSanych povlakov (DCDR) je
Specidlnou metdédou Ramanovej spektroskopie, ktora je zaloZend na zasychani
kvapiek roztoku ¢i suspenzie na hydrofébnom substrate, co vo vacSine pripadov
vedie ktvorbe prstenca znameho ako ,kavovy kruzok“. Vysledkom je
zakoncentrovanie materidlu a vysSia intenzita Ramanovho signalu v porovnani
s Ramanovym rozptylom z roztoku. V praci boli porovnané substraty s roéznou
drsnostou a hydrofobicitou: hladky substrat s vrstvou polytetrafluéretylénu (pPTFE)
a nanodrsné substraty, kde bola hydrofobicita povrchu zvySend nadeponovanymi
medenymi alebo striebornymi nanocasticami s réznou koncentraciou. Pre suspenziu
lipozémov zlipidu DPPC dochadzalo k lepSiemu zakoncentrovaniu v pripade
substratov s vyS$§im kontaktnym uhlom, kde je vySSia hydrofobicita dosiahnutd
nanodrsnym povrchom. Medzi jednotlivymi zdrsnenymi substratmi k vyraznym
zlepSeniam nedochadzalo. V pripade schnutia kvapiek pri réznych teplotach
(vrozsahu od 15 do 60°C) nanesenych na hladky pPTFE substrat a povrch
s nadeponovanymi striebornymi nanocasticami, Ramanove spektra neukazali
spektralne zmeny suvisiace s fazovym prechodom lipidu. Pre teploty zasychania
vyssie nez teplota fazového prechodu boli na vzniknutych prstencoch pozorované
nehomogenity, ktoré pri teplote 45°C viedli k vysSiemu Ramanovmu signalu.
Zaverom, k lepSiemu zakoncentrovaniu suspenzie dochadza jednak pri vysSej
hydrofobicite nanodrsného povrchu, ktoré je ale nehomogénne, a jednak pri teplotach

zasychania nad teplotou fazového prechodu lipidu

KIacové slova: Ramanova spektroskopia kvapkovo nandSanych povlakov,

hydrofobicita, kontaktny uhol, nanocastice, lipozémy
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Uvod

Ramanova spektroskopia predstavuje vyznamnu metédu optickej vibracnej
spektroskopie, ktorda méa vel'mi Siroké uplatnenie ako v prirodnych a technickych
vedach, tak aj v priemysle. Prispieva k tomu neinvazivnost tejto metédy a
nenarocnost’ pripravy vzoriek s velkou rdéznorodostou. Obmedzenie techniky
spoc¢iva vo vSeobecne malej intenzite meraného signalu. Konkrétne v biochemickych
vedach, pristadiu biologicky vyznamnych molekul, sa tito metdéda vzhladom
ku kone¢nému signdlu stretava s problémom vel'mi nizkej koncentracie vzoriek, ¢i
ich malého objemu. Z tohto dévodu vychddzali snahy o vyvoj Specialnych technik,
ktoré by tito nevyhodu Ramanovej spektroskopie, predovsetkym v pripade klasicke;j
Ramanovej spektroskopie pri merani z objemu, eliminovali a maximalizovali jej
dalsie vyuzitie. Jedna ztychto metdd — Ramanova spektroskopia kvapkovo
nanésanych povlakov (DCDR — Drop Coating Deposition Raman) — sa naplno zacala
rozvijat’ zaciatkom 21. storo€ia. Jej hlavny princip spociva v zasychani kvapky
povodného roztoku ¢i suspenzie na podlozke, na ktorej ma tato nanesend kvapka
nenulovy kontaktny uhol. Proces zasychania kvapky roztoku ¢i suspenzie v nej
vytvara tok rozpustadla spolu so Studovanym materidlom smerom k okraju, ¢o ¢asto
vedie k tvorbe ,.kdvového kruzku*. Dochadza tak k vyznamnému zakoncentrovaniu
skimanej vzorky z povodného roztoku ¢i suspenzie na obvode vzniknutého prstenca.
Utinnost’ metody DCDR, teda vysledna intenzita Ramanovho signalu, silno zavisi na
dobrom zakoncentrovani Studované¢ho materialu, na ¢o ma vel’ky vplyv prave pouzita
podlozka.

V naSej praci sme sa sustredili na §tddium zakoncentrovania suspenzie lipozémov,
lipidovych agregatov dodlezitych pri Studiu biologickych membran, na substratoch
s roznou hydrofobicitou. Jednym z cielov bolo ukazat, akym sposobom vplyva
zvySenie hydrofobicity podlozky (zvysenie kontaktného uhlu nanesenej kvapky)
na tvorbu ,,kavového kruzku* a na kone¢né zakoncentrovanie materialu, ¢o sa odraza
na vyslednej intenzite Ramanovho signalu. Venovali sme sa substratom, kde
k zvySeniu hydrofobicity dochadzalo pomocou nadeponovanych medenych
a striebornych nanocastic.

V dalSej casti sme sa sustredili na to, ¢i dochadza k spektralnym zmenam v pripade,

ak nanesené kvapky suspenzie lipozomov zasychaju pri roznych teplotach. Lipidy



podliehaju termotropnym fazovym prechodom, preto nas naviac zaujimalo, aky
vplyv mé schnutie kvapky pri teplotdch nad apod teplotou fadzového prechodu
skimaného lipidu. Nasim cielom bolo optimalizovat podmienky zasychania
suspenzie lipozomov, pri ktorych dochadza k ¢o najlepSiemu zakoncentrovaniu, ¢o

nasledne vedie k vyraznému zlepSeniu Ramanovho signélu.



Teoreticka Cast’



1. Ramanova spektroskopia

Ramanova spektroskopia patri medzi metddy optickej spektroskopie, ktora je
zalozena na neelasticky rozptylenom monochromatickom ziareni. Samotné zaciatky
siahaju do dvadsiatych rokov dvadsiateho storocia a spajaju sa s menom indického
fyzika Chandrasekhara Venkata Ramana. Spolu so svojim Studentom K. S.
Krishnanom pozorovali ako cast’ svetla rozptyleného od kvapaliny vykazovala
zmenu vo vinovej dizke (Raman and Krishnan, 1928). Prave tato ast’ rozptyleného
ziarenia je predmetom skimania Ramanovej spektroskopie. Technicky rozvoj
metdda zaznamenala v Styridsiatych rokoch dvadsiateho storocia s lepSou moznostou
detekcie pomocou fotonasobi¢ov (Rank, 1942). Vyznamny pokrok sa odohral aj
v Sestdesiatych rokoch s prichodom intenzivneho zdroja monochromatického
ziarenia, lasera (Townes, 1961). Dalsim dolezitym krokom v technickom vyvoji
Ramanovej spektroskopie bol néastup CCD detektora (charge-coupled device)
v devétdesiatych rokoch dvadsiateho storocia, ¢o umoznilo zaznamenavat’ i vel'mi
slaby signal.

Neelasticky rozptylené Ziarenie odraza vibracné stavy skimanej molekuly. Pri
interakcii svetla s latkou dochadza k vymene energie medzi dopadajucim fotonom a
molekulou, &o vedie k vyslednej zmene vilnovej dizky a teda energie samotného
rozptyleného fotéonu. Informacne komplementarnou metédou je infracervena
spektroskopia zaloZend na absorbcii ziarenia, ktoré je z energetického hladiska
na arovni vibraénych stavov. Pre kompletny popis vibraéného pohybu atomov

v molekule je preto nutna znalost’ oboch spektier (Schrader, 1995).

1.1. Klasicky model pre Ramanov rozptyl

Zakladom Ramanovho javu je detekovatelnd zmena frekvencie
monochromatického Ziarenia pri rozptyle na Studovanej latke. Dopadajuce ziarenie
mozZeme vo vSeobecnosti popisat’ ako prenos energie elektromagnetického vinenia,
¢o je vysledok zmeny elektrického a magnetického pola. Spominanti zmenu
frekvencie dopadajiiceho Ziarenia sposobuje elektrickd zlozka pola, ktord pri

interakcii s molekulou vedie k rozkmitaniu elektronového obalu atbmov v molekule.



Doésledkom je, Ze vmolekule vznikne indukovany dip6lovy moment
™= (T[x,TL'y, T, ), ktorého velkost' je v dobrej aproximacii umernd elektrickej

intenzite pola E = (Ey, Ey, E, ) (Carey, 1982):
n=aE (1.1. 1)

Umernost’ je dana veli¢inou a, ktorG nazyvame polarizovatelnost. Veobecne je
smer indukovaného dipdlového momentu T rozdielny od smeru elektrickej intenzity
dopadajuceho ziarenia E a jeho zlozky su dané prispevkami od jej jednotlivych
zloziek. Tato skutocnost’ robi z polarizovatelnosti a tenzor druhého radu, ktory
moézeme reprezentovat’ maticou 3 X 3 s deviatimi zlozkami.

Na popis interakcie elektrick¢ého pola s fixovanou molekulou pouzijeme
monochromatické Zziarenie s frekvenciou vy, ktoré je Casovo premenné a rovinne

polarizované v ose z:
E,(t) = Epgax COS 2TVt (1.1.2)

Hodnota E,,,, predstavuje amplitidu, teda maximalnu moznu hodnotu E,.
Frekvencia dopadajiceho monochromatického Ziarenia v, je brand v hertzoch a ¢as
t v sekundach. Pre z-ova zlozku indukovaného dipolového moment podla vztahu

(1.1.1) potom plati:

T, (t) = a;;(t) Eppax COS 2TVt (1.1.3)
a,, predstavuje jednu z deviatich zloziek polarizovatelnosti, ktord sa ddésledkom
vibra¢ného pohybu molekuly v ¢ase meni a je dana vlastnostami skimanej latky.

Pre model dvojatdbmovej molekuly vibrujicej s frekvenciou v,;, mdzeme pisat

(Carey, 1982):

da
a,,(t) = azd™ + (d_:z) ATy 05 COS 2TVt (1.1. 4)



Prvy ¢len al2'™ je polarizovatelnost nevibrujucej molekuly. To ako sa

daz,
dr

polarizovatelnost’ meni so vzdialenostou r je dana . Hodnota Ar,,, predstavuje

maximalnu vychylku medzi vibrujicimi atbmami v molekule a konecne v,;;, udava
vibra¢nu frekvenciu v hertzoch.

Po dosadeni vztahu (1.1.4) do rovnosti (1.1.3) a po naslednych upravéch
dostavame vysledny vztah pre c¢asovii zmenu z-ovej zlozky indukovaného
dipolového momentu 1, pre dvojatdbmova molekulu:

m,(t) = aL2™Epqx COS 2TVt

1/da,,

E( I )ArmaxEmax cos 2 (Vg + Vyip)t (1.1.5)
1/da,,

E( dr ) ArmaxEmax Cos 27‘[(1/0 - Vvib)t

Vztah (1.1.5) obsahuje tri ¢leny a predstavuje vysledny tvar pre z — ova zlozku
indukovaného dipolového momentu m, po interakcii dopadajuceho ziarenia
s vibrujicou dvojatdmovou molekulou. Z klasickej elektromagnetickej tedrie vieme,
ze vibrujici dip6l vyZaruje energiu v podobe rozptyleného Zziarenia. Prvy clen
predstavuje zloZzku rozptyleného Ziarenia s rovnakou frekvenciou ako dopadajuce, je
vSak emitované do réznych smerov, jednd sa o Rayleighov rozptyl, teda elasticky
rozptyl. Druhy ¢len je zlozka rozptyleného Ziarenia s frekvenciou, ktorad je suctom
frekvencie dopadajiceho Ziarenia a frekvencie vibrujucej dvojatdbmovej molekuly,
znamy pod pojmom anti-Stokesov Ramanov rozptyl. Treti ¢len popisuje rozptylené
ziarenie srozdielovou frekvenciou, ktoré nazyvame Stokesov Ramanov rozptyl.
Pritomnost’ Zziarenia s frekvenciami vy + Vv, a Vo — Vy,;, ndm dava moznost
z rozptyleného Ziarenia ziskat informdacie o vibraciach skiimanej molekuly, o je

hlavnym prinosom Ramanovho efektu pri Studovani molekul.

1.2.  Kvantovo mechanicky pristup pre Ramanov rozptyl

Na zdklade casticovo-vlnového dualizmu sa v kvantovo mechanickom
pristupe zaoberame dopadajicim ziarenim v podobe prudu fotéonov (kvantad
elektromagnetického pol'a), ktory dopada na skiumana molekulu. Celkovu energiu

samotnej molekuly vyjadrujeme pomocou energetickych hladin. Pri vibra¢nom



pohybe nas konkrétne zaujimaju vibracné energetické hladiny, ktoré su pridruzené
k jednotlivym elektronovym hladindm (Obr. 1.2.1).

Energiu (v hertzoch) vibra¢nych hladin pre dvojatdbmovu molekulu mézeme v
aproximacii, kedy sa molekula v prvom priblizeni chova ako harmonicky oscilator,

vyjadrit’ nasledovne (Carey, 1982):
Eviv=(v+ ) v,  v=012, .. (12.3)

Cislo v nadobuida len celych hodnét a nazyvame ho vibraénym kvantovym éislom.
Rozptyl ziarenia v kvantovo mechanickom pristupe popisujeme ako dvojfotéonovy
proces. Prvy krok zahffa interakciu dopadajiceho fotonu a molekuly, ktorej
vysledkom je excitidcia molekuly do vysSieho energetického stavu s kratkou dobou
zivota (Carey, 1982). Exciticia mdze ale nemusi viest k prechodu na vyssiu
energetickl hladinu (Obr. ¢. 1.2.1. — $ipky hore). Druhy krok (Obr. €. 1.2.1 — Sipky
dole) zahfiia vyziarenie fotonu v kratkom ¢asovom intervale po excitécii (< 10711s).
Pre Rayleighov rozptyl je frekvencia vyziaren¢ho fotonu rovnakd a nedochadza
k Ziadnemu vyslednému prechodu medzi vibra¢énymi hladinami molekuly. Ak je
frekvencia vyziareného fotonu vyssia (vztah (1.1.5.) — druhy ¢len) respektive nizsia
(vztah (1.1.5. — treti Clen), jedna sa o anti-Stokesov respektive Stokesov Ramanov
rozptyl, ktory je sprevadzany prechodom molekuly do in¢ho vibraéného stavu
(Obr. €. 1.2.1.). Pri Ramanovom jave sa teda jedna o Ziarivy prechod medzi dvoma
vibra¢nymi hladinami molekuly. Pre tento prechod sa da odvodit’ vyberové pravidlo,
ktoré hovori, Ze pri anti-Stokesom a aj Stokesovom rozptyle sa vibra¢né kvantové
¢islo moZe menit’ len o jednotku.

Kvantovy model nam ilustruje, Ze Ramanov rozptyl je vysadou len
zakladného elektronového stavu. Dolezitym rozdielom medzi klasickym a
kvantovym pristupom je predpoved intenzity anti-Stokesovych a Stokesovych
spektralnych péasov. V klasickom modeli su tieto pasy rovnako intenzivne (vztah
1.1.5.), avSak v kvantovom pristupe vidime, Ze sa jednd o prechody z ro6znych
vibra¢nych hladin, ktoré st podla Boltzmanovho rozdelenia rdézne populované a

intenzita je preto rozdielna.



Pomer populécie zékladnej N, a prvej N; vibracnej hladiny je dany (Carey, 1982):

Ny —hvyip
R 1.2.
N, exp( kT ) (1.2.3)

Kde h je Planckova konstanta, kg je Boltzmanova konstanta a T je absolutna teplota.
Pre pokojovi teplotu T = 300K a vibra¢nu frekvenciu 480 cm je podla
vzt'ahu (1.2.3.) populécia zékladnej hladiny 1000-krat vicsia ako populacia prvej
vibra¢nej hladiny, ¢oho dosledkom je Stokesov spektralny pas 1000-krat
intenzivnejsi. Z tohto dovodu sa v praxi anti-Stokesove pasy pri meraniach filtruji a

zaznamenava sa len Stokesova Cast’ spektra.

prva
3 excitovana
2 v elektronova
1
0

hladina

e e e e e -=r-- virtualne
— .zp ....... SN hladiny

V1 =~ Vyip

Vo Vo + Vuip Vo = Vuib

zakladna
elektronova
hladina

v

Energia

S

0 \

IC  Rayleigh Anti-Stokesov Stokesov — Rezonancny
absorbcia Raman Raman Raman

Obr. 1.2.1.: Znazorenie vibra¢nych hladin zdkladnej a prvej excitovanej elektronovej
hladiny molekuly. Sipky hore predstavuju prechod molekuly do vyssieho stavu
indukovany dopadajticim foténon s frekvenciou v, a dizka ipok dolu je imerna
frekvencii rozptyleného fotonu s rovnakou (vg), vacSou (vy + v,,;) alebo menSou

(vo — vyip) frekvenciou ako dopadajuci foton.
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1.3.  Vyhody a nevyhody Ramanovej spektroskopie
A) Vyhody

Ramanova spektroskopia ma oproti inym metédam viaceré vyhody. V porovnani
s infraCervenou spektroskopiou nepredstavuje vodné prostredie prekazku, kedze
Ramanov signal vody sa so signdlom rozpustenej latky prekryva zvicsa len
minimélne. Naopak v infracervenej spektroskopii byva signal pochddzajici od vody
a vodnych par Castym problémom, ktory sa rieSi napriklad izotopickou zdmenou.

(Carey, 1982)

DalSou vyhodou je, Ze vo vSeobecnosti je Ramanova spektroskopia neinvazivnou
technikou. Nie je potrebné pouzivat’ Ziadne spinové znacky alebo fluorescencné
sondy, ktoré menia prostredie molekuly, ¢o modze viest’ k nechcenej interakcii so

skimanou molekulou. (Levin, 1984)

Pri merani staci malé mnozstvo Studovaného materialu, ked’ze Ramanove spektrum
je zozbierané z oblasti, do ktorej je fokusovany laserovy zvizok. Co sa tyka
samotnych skimanych molekul, je moZné merat kvapaliny, roztoky, povrchy,
vlakna, pevné latky, prakticky cokolvek a bez Specidlnej pripravy vzoriek.

(Carey, 1982)

Metdda je okamzitd a zachytava tak aktualny stav vzorky v Case merania, na rozdiel
napriklad od NMR, kde dochadza k relaxacnym procesom, ktoré menia tvary

spektralnych ¢iar. (Carey, 1982)

Doélezitou vlastnostou Ramanovej spektroskopie, respektive nameraného spektra
Studovanej latky ¢i molekuly je, ze ndm o nej ponuka jedine¢ntl informaciu v podobe

tzv. ,,odtlacku prsta“.
B) Nevyhody

Ramanova srektroskopia ma ale aj svoje nevyhody. Jednou z nich je obmedzenie na
vykon lasera, prili§ vysoky foténovy prud by totiz mohol spdsobit’ nechcené

fotochemické efekty a pripadné znicenie vzorky. (Carey, 1982)
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Pravdepodobnost’ neelastického rozptylu je mal4 a asi len jeden z 10° foténov sa
rozptyly neelasticky, preto st intenzity spektrdlnych pasov v porovnani
s Rayleighovym rozptylom velmi malé. NavySe, namerany signdl moéze byt

v Stokesovej Casti spektra prekryty aj fluorescenciou samotnej vzorky.

Pre meratel'ny Ramanov signal su potrebné vyssie koncentracie (0,1 — 0,001 M),

ktoré su pre biochemické vzorky niekedy tazko dosiahnutel'né. (Carey, 1982)

1.4. Vibracné stupne vol'nosti

Molekulu si mozeme predstavit’ ako subor atomov spojenych elastickymi
vizbami. Vysledkom je vibraény pohyb, pre ktory je charakteristickd zmena tvaru
molekuly bez zmeny polohy taziska ¢i rotacie. Na zéklade toho, ze hmotnost’ atdbmu
je sustredend do atomového jadra, je dynamika samotnej molekuly popisovana
pomocou vzajomného pohybu jednotlivych jadier. Vysledné relativne pohyby
atdmov v molekule s superpoziciou normalnych vibrdcii (normdlnych modov), pri
ktorych vSetky atomy vibruju s rovnakou fazou a normdlnou frekvenciou, pricom ich
amplitddy st dané normdlnymi suradnicami. PocCet tychto zakladnych normalnych
vibracii je dany poctom atomov v molekule. Pre n atdbmov ma molekula celkovo 3n
stupiiov volnosti, ztoho 3 reprezentuju translacny pohyb a 3 rotaény pohyb
molekuly (2 pre lined&rnu molekulu). Pre vibraény pohyb teda ostiva 3n — 6
respektive 3n — 5 vibraénych stupfiov volnosti, ¢o je zaroven pocet normalnych
vibracii molekuly. (Schrader, 1995)

Bolo spomenuté, ze infratervenda a Ramanova spektroskopia st
komplementarne techniky pri Stadiu latok z hladiska ich vibracného pohybu,
respektive vibra¢nych energetickych stavov. Na zdklade druhu vibracii, ktoré suvisia
so symetriou danej molekuly moézu byt niektoré vibraéné prechody aktivne alebo
zakazané v infradervenom ¢ Ramanovom spektre. Dalsie aspekty, ktoré ovplyviiuji
tvar vyslednych vibra¢nych spektier st hmotnosti vibrujicich atobmov, sila chemicke;j
vidzby medzi atdbmami, ¢i geometrické usporiadanie atbmov v molekule. Délezitym
faktorom pri analyze vibracnych spektier je pritomnost’ spektralnych pasov, ktoré
prislichaji ku charakteristickym vibraciam molekuly. St to vibracné pohyby

charakteristické pre urcité skupiny atdbmov v molekulach. (Schrader, 1995)
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Medzi zakladné dve vibracie v molekulach patria pohyby, kde sa meni diZka
vizieb, alebo uhol medzi vizbami. Pri zmene dizky sa jedna o valenéné (stretching)
vibrécie a pri zmene uhlu ide bud’ o deformaéné (bending) alebo torzné (torsional)
vibracie (Obr. 1.4.1). Pri deformacii ide o zmenu uhlu medzi susednymi chemickymi
vizbami, kdezto pri torzii sa jednd o zmenu dihedradlneho uhlu. Prave valencéné

vibracie byvaju o dva az tri rady vacsie ako deformacné.
b) /‘\

X AN ° ) ¥
c)
e

a

Obr. 1.4.1.: Zakladné druhy vibracii: a) symetrickd valen¢nd, b) antisymetricka

valen¢na, c¢) rovinna deformacnd, d) mimorovinna deformacna, e) torzna.

Ak potrebujeme interpretovat Ramanove spektrum zlozitejSej molekuly,
mozeme si pomdct’ tym, ze budeme analyzovat’ polohu spektralnych pasov pre urcité
skupiny atomov v danej molekule, ktorych vibracny pohyb v molekule dominuje a

ma charakteristicka vibracnu frekvenciu. Napriklad pre molekuly, ktoré obsahuji C



— H vizbu, pozorujeme réozne Ramanove posuny! podla charakteru d’alSich vizieb
daného uhlika (Obr. 1.4.2.). Pritomnost’ charakteristickych vibra¢nych spektralnych
pasov nam moze pomdct pri analyze spektier neznamej molekuly a podat ndm

informaciu o tom, aké funk¢éné skupiny Studovana molekula obsahuje.

— r
—C H 2960 cm
""!-.._‘_\_\_\_\_

_—=C——H 3020 cm'!
—C H 3300 cm’!

Obr. 1.4.2.: Ramanov posun pre rézne skupiny obsahujuce C — H vézbu.

Tento koncept je aplikovatelny, ak sa dand funkéné skupina v molekule sprava ako
,hezavisly oscilator, takze jej pohyb je vtom pripade dany hlavne jednym
normalnym médom s vysokou amplitidou pre jednotlivé atomy v skimanej funkéne;j
skupine a je relativne nezdvisly od zvysku molekuly. Prikladom tychto skupin st
S—H,C-H, O-H ¢ N - H, kde dovodom je mald hmotnost’ vodika oproti d’alSim
jadram. Vodik tak vibruje s velkou amplitidou a mo6Zeme si predstavit’, ako keby sa
pohyboval oproti nekonecne velkej hmote a jeho vibracné frekvencia tak v dobrom
priblizeni zavisi len na sile vizby k dalSiemu atomu. Tento koncept je ale
aproximacia a musime vediet, kedy je spravne ho pouzit, a kedy uz nie. Metoda
zlyhava v pripade ak dochadza k vibra¢nému spriahnutiu (vibrational coupling).
Désledkom je, ze funkéna skupina nevibruje nezavisle od molekuly a nesprava sa

ako nezavisly oscilétor. (Carey, 1982)

I V Ramanovych spektrach sa na uréenie polohy spektralnych pasov pouziva

frekvencny posun (Ramanov posun) od Rayleighova elastického rozptylu (frekvencie

dopadajiceho monohromatického Ziarenia) v jednotkach vinoctu [ﬂ = cm’. Vlnova

dizka 4 je s frekvenciou Ziarenia spojena cez vztah v = %, kde c je rychlost svetla.
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2. DCDR (Drop Coating Deposition Raman)

Ramanova spektroskopia je G¢inny néstroj na Studovanie Struktury a funkcie
roznych biomolekul i biologicky vyznamnych molekul. Casto ale naraZa na problém,
ze koncentracie vzoriek su prili§ malé a Ramanov signal Studovanych latok je
nasledne vel'mi nizky. Na zlepSenie ziadané¢ho signalu boli vyvinuté rozne Specialne
techniky zalozené na réznych fyzikalnych principoch ako rezonan¢nd Ramanova
spektroskopia (RRS), stimulovany Ramanov rozptyl, koherentna anti-Stokesova
Ramanova spektroskopia (CARS), hyper-Ramanova spektroskopia, ¢i povrchom
zosileny Ramanov rozptyl (SERS). DalSou zaujimavou technikou na $tudovanie
molekul v malych koncentraciach sa stala Ramanova spektroskopia kvapkovo
nandsanych povlakov (DCDR — Drop Coating Raman Deposition), ktord sa zacala
naplno rozvijat’ az zaciatkom 21. storocCia. Jej princip spociva v zasychani kvapiek
roztoku alebo suspenzie Studovanej latky na hydrofébnom povrchu pricom dochadza
k prirodzenému zakoncentrovaniu Studovanej latky do tvaru prstenca odkial je

nasledne ziskané Ramanove spektrum.

2.1. Zasychanie kvapiek

2.1.1. Efekt kavovej kvapky

Jedna sa o bezny, 1 ked’ moZno dlho prehliadany jav, ktory ma po fyzikalnej
stranke stale Co priniest. Zasychanie kvapiek je dej z bezného zivota, ktory bol
komplexnejSie popisany az v roku 1997 (Deegan, 1997). Vytvorena fyzikalna tedria
vysvetluje, preco po zaschnuti kavovej kvapky na pevnom povrchu pozorujeme
krazok namiesto plnych koliesok, ktoré by sme mohli prirodzene ocakavat
na zaklade predpokladu, ze zrniecka kavy boli na zaliatku v kvapke rozptylené
rovnomerne. Na prvy pohlad trochu nevinny jav, ktory ale ovplyviiuje viaceré
oblasti, kde dochadza k nanaSaniu kvapiek malych objemov a tieto po vyschnuti nie

su dokonale homogénne. Jedna sa napriklad o tla¢ v bublinkovej tlaciarni, kde sa text
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i fotografie tvoria z malych kvapiek farebného pigmentu, dalej o techniky
v biochémii, kde sa jedn4 o nanaSanie biologického materialu.
Bolo ukazané, ze ,kéavovy kruzok* sa formuje pre Siroké spektrum substratov,
rozpustenych latok a rozpustadiel v pripade, Ze su splnené nasledujice podmienky
(Deegan, 1997):

1. Kontaktny uhol 6, kvapky (Obr. 2.1.1.) Studovaného roztoku s povrchom,

na ktorom sa nachadza, musi byt’ nenulovy.
2. Kontaktna linia kvapky s povrchom ostava stéla.

3. Rozpustadlo sa odparuje.

Na samotny pohyb castic vroztoku posobia aj dalSie javy, ako gradienty
povrchového napiétia, diftizia Castic v roztoku ¢i elektrostatické a gravitacné sily. Ich
vplyv je ale vicSinou zanedbatelny. Tvorba kavového kriuzku je totiz dana
geometrickymi obmedzeniami, konkrétne volnym povrchom kvapky, ktory pocas
vyparovania udrzuje stily polomer, ¢im vznikd stale prudenie kvapaliny smerom

k okraju kvapky a kompenzovanie strat z vyparovania.

kvapka

TETLL LN LETTE T CRTTIRTRTRN - povreh

Obr. 2.1.1.: Definicia kontaktného uhlu 8. pre kvapku deponovaného roztoku alebo

suspenzie.

Predstavme si, Ze kvapka spolomerom R na pevnhom povrchu schne
s vyparovacim tokom J(r), ¢im sa znizuje jej vySka h(r) v kazdom bode r (Obr.
2.1.2c) . Ak by pocas vyparovania v kvapke nedochadzalo k Ziadnemu prudeniu,
viedlo by to k zniZeniu vysky kvapky v kazdom bode, ¢oho doésledkom by bolo
zmenSovanie polomeru kvapky (Obr. 2.1.2.a). Pri zachovavani polomeru kvapky
teda musi dochadzat’ k pradeniu smerom von, ¢im sa dopliiuje kvapalina na okrajoch
kvapky (Obr. 2.1.1.b). Schntica kvapka si vzh'adom na povrchové napitie ale stale

udrzuje sféricky tvar. Pri malych Casovych intervaloch At sa tak z kazdého bodu r
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odpari mala vrstvicka kvapaliny, ktord sa smerom k okraju kvapky, kde je vicsi
vyparovaci tok J(r), zmensSuje (Obr. 2.1.1.c). Rychlost’ pradenia v(r), ktorou su
unasané Castice v kvapke je dana vyparovacim tokom J(r), ktory zavisi len na tvare
kvapky.

Popis samotného vysychania mozeme popisat’ v analogii s elektrostatikou.
Elektrostaticky potencidl je reprezentovany koncentratnym profilom vodnych par
o(r) a kvapka predstavuje vodi¢ s konStatnym potencialom. Pocas vyparovania sa
molekuly kvapaliny medzi hladinou a prilahlym vzduchom vel'mi rychlo vymienaju,
¢im dochédza k saturacii vodnymi parami. V nekonec¢ne k tejto saturacii nedochadza,

preto nastava difuzia, pricom o (r) sa riadi rovnicou (Deegan, 1997):

V2o =0 2.1.1)

Vyparovaci tok zpovrchu kvapky je potom umerny gradientu koncentracie

(Deegan, 1997):

J(r) = =DVo (2.1.2)

Kde D predstavuje difuzny koeficient vodnych par vo vzduchu. Povrch, na ktorom je
kvapka, povazujeme za rovinu symetrie. Rovnica (2.1.2) tak vedie k divergentnému
rieSeniu pre tok J(r) a kdivergentnej rychlosti prudenia v (Deegan, 1997).
Divergujaca rychlost” d’alej implikuje divergentny prenos hmoty v 'ubovol'nom bode
r. Pre vSetky body r > 0 tak plati, Ze dochadza k prenosu materialu na obvod
kvapky este pred jej vyschnutim, coho dosledkom je pozorovany prstenec
z rozpustenej latky. Tento teoreticky model sa podarilo aj GspeSne experimentalne

potvrdit’ (Deegan, 1997).
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Obr. 2.1.2: Vysychanie kvapky. a) Bez prudenia — zmesenie polomeru kvapky.
b) S pradenim — staly polomer kvapky. c) Popis kvapky. (Deegan, 1997).

2.1.2. Marangoniho efekt

Po objasneni tvorby kavového krazku sa postupne zacali objavovat’ pripady,
kedy k jeho vzniku nedochadzalo, aj ked’ by sa to podla vysSie zmienenej tedrie
oc¢akavalo (napr. Larmour, 2009). Ukazalo sa, Ze schnutie kvapky prebieha v dvoch
fazach, kedy sa najprv zmenSuje kontaktny uhol 8, kvapky az do hodnoty, kedy sa uz
neudrZi kontaktny priemer kvapky na povrchu a zacne sa zmenSovat. (Hu a Larson,
2002) Pri schnuti kvapky na superhydrofébnom povrchu (6. > 150°) sa dokonca
ukazalo, Ze kavovy krazok sa nevytvara a hmota sa po zachnuti zakoncentruje do
stredu odparenej kvapky (Larmour, 2009). Hlavnym problém je ale Marangoniho
efekt, teda tok kvapaliny blizko povrchu kvapky smerujici dovnutra (Obr. 2.1.3.).
Tento jav je dosledkom latentného vyparovacieho tepla, kedy pocas schnutia kvapky
dochéadza k nerovnomernému ochladzovaniu jej povrchu. Teplota na vrchole kvapky
je najnizSia, tym padom je tam vysSie povrchové napidtie ako na okrajoch.
Doésledkom je spdtna cirkuldcia a nasledné zakoncentrovanie hmoty v strede kvapky.
Marangoniho efekt je ale pri schnuti vodnej kvapky vel'mi slaby a spdtna cirkuécia sa

neprejavi. Jav je pri vode dokonca slabsi ako teoretickd predpoved’, ¢o je dosledkom
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kontaminécie povrchu kvapky povrchovo aktivnymi latkami. (Hu a Larson, 2006)
Problém nastava v pripade, Ze Marangoniho efekt nie je dostatocne slaby ani silny a
dochadza k vol'nému rozptyleniu materialu a nie k zakoncentrovaniu ¢i uz v podobe

prstenca alebo kruzku v strede odparenej kvapky.

—

Obr. 2.1.3 Znazorenie prudenia kvapaliny pri zasychani kvapky pri Marangoniho

efekte (Hu a Larson, 2006).

2.2. Princip a vyznam DCDR

Intenzita Ramanovho signalu je vSeobecne nizka, kedy sa z miliéna fotonov
neelasticky rozptyli priblizne jeden. Na zosilnenie zozbieraného signalu sa ako jedna
z technik vyvinula metéda DCDR, ktor4 vyuZziva zakoncentrovanie Studovanej latky
v roztoku €i suspenzii pomocou odparenia rozpustadla na zaklade efektu kavovej
kvapky (Kap. 2.1.1.). Pri ziskavani Ramanovho spektra zo vzniknutého prstenca
dochéadza k interakcii laserového zvédzku s va¢sim poctom molekul a vysledny signal
je vyssi. UZ prvé merania touto metédou ukdzali, Ze je mozné reprodukovatelne
ziskat’ spektrum biomolekuly s vychodzou koncentraciou len 1 uM, ¢o je asi o tri
rady nizSie ako v objeme pomocou klasickej Ramanovej spektroskopie (Zhang,
2003).

Metéda  k samotnému  meraniu  vyzaduje  spektrometer  spojeny
s mikroskopom, mikrospektrometer, pretoze S$irka vzniknutych prstencov ma
zvycajne len niekolko desiatok mikrometrov. Tato Sirka sa samozrejme meni
sobjemom a s koncentraciou pdvodného roztoku. Snahou je ziskat dostatocne
intenzivne spektrum aj z velmi nizkych koncentracii, kde je tendencia k zuZovaniu
prstenca. Technika DCDR je $pecidlnym pripadom Ramanovej mikroskopie, ktora sa

sama spociatku nezdala vel'mi perspektivnou. Dévodom bolo, Ze Ramanov signal je
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umerny poctu excitovanych molekul, ¢im by sa pri zmenSeni objemu excitovanej
vzorky mal signal eSte viac zoslabit’. Tato strata signalu vS§ak moze byt pri pouzivani
laserov vykompenzovana dobrou fokuséaciou az na 1 um, efektivnym zberom signalu
objektivom ¢i spojenim malého excitovaného objemu s malou vstupnou Strbinou
monochromatoru (Delhaye a Migeon, 1966). Prvy komerény Ramanov mikroskop

MOLE bol dostupny v roku 1974 (Adar, 2007).
2.2.1. Substraty

Dolezitou sucastou DCDR spektrokopie je pouzitie adekvatnej podlozky,

substratu.
Idealny substrat pre tuto metodu by mal mat’ niekol'ko vlastnosti (Zhang, 2003):

e nizka opticka absorbcia

e vysoka optické odrazivost’

e slaby Ramanov signdl v oblasti signalu skimanych latok

e hydrofobicita
Asi najlepsie vysledky boli doteraz dosiahnuté s komerénym povrchom SpectRIM™
od Tienta Sciences vytvorenym leStenou ocelovou dostickou s priblizne 50 nm
hrubou transparentnou naparenou vrstvou teflonu s kontaktnym uhlom 122°
(Zhang, 2003; Kopecky, 2006; Kocisova, 2011; KociSova, 2015; KociSova, 2017).
Priehl'adnost’ naparenej vrstvy sposobuje, Ze ocelovy povrch s vysokou odrazivostou
funguje ako zrkadlo. Vzorkou rozptylené fotony do dosticky su tak Gi€inne odrazené
smerom do objektivu, ¢oho dosledkom je zvySenie Ramanovho signilu. Vdaka
tenkému pokrytiu teflonovou vrstvou je Ramanov signal z povrchu zanedbatelny.
Jeho d’alSou zaujimavou vlastnost'ou je, ze umoziuje segregaciu Studovanej vzorky
od zloziek pufru a fluorescencnych necistdt (Zhang, 2004). Tento substrat je vSak uz
v su¢asnej dobe nedostupny, bol nahradeny substratom p-RIM™ od spolo¢nosti
BioTools.

Medzi d’alSie pouziteI'né substraty patri rada nekomerénych povrchov. Dobré
vysledky boli ziskané napriklad z viacerych vyleStenych kovovych substratov (ocel,
hlinik, kremik, zlato), kde k lepSiemu signdlu prispieva ich dobrd reflektivita
(Zhang, 2003; Mrozek, 2004; Hu, 2014; KociSova, 2017). Rozne silanizované skla
poskytuju  vyhody laboratorne nendroc¢nej a financne dostupnej pripravy

s kontaktnym uhlom v rozsahu 90 — 120°. Oproti vyleStenym kovovym povrchom
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ale vykazuju nizSiu intenzitu signalu, Co pripisujeme ich horSej odrazivosti
(Abdolahzadeh, 2013; Shahidzadeh, 2015; KociSova, 2017). Dalsie substraty
s dobrymi vlastnostami sa ukdzali zlatom pokryté sklenené dosticky modifikované
thiolom. Ramanove spektra pre suspenziu lipozomov z tohto povrchu vykazovali
dokonca vyssiu intenzitu ako z komeréného substratu SpectRIM™ (Ko¢isova, 2016).
Na stadium proteinov bola ako substrat uspeSne pouzita leStena dosticka CaF»
s kontaktnym uhlom 89°. Tento povrch ma sice vyrazny Ramanov signal pre
Ramanov posun 320 cm™, ktory moze skreslovat’ spektralne pasy skimanej vzorky
v tejto oblasti zvIast’ u proteinov, ale jeho vyhodou je relativne dobra dostupnost
(Filik a Stone, 2007; Filik a Stone, 2008; Filik a Stone, 2009). Jednym z Tl'ahko
dostupnych hydroféobnych povrchov mdze byt aj polytetrafluoroetylenova paska. Po
jej natiahnuti na kovovy povrch bol dosiahnuty kontaktny uhol az 120°. Samotna
paska je dostato¢ne tenka a ma nizky Ramanov signal, ktory sa v pripade potreby da
dobre odcitat’ (Smith a Arnolds, 2018). K pouzivanym substratom patri ikrycie
sklicko z kremenného skla (Halvorson a Vikesland, 2011; Halvorson, 2011).
Knovym typom substratov patria povrchy s nanocasticami, ktoré boli
skimané v tejto praci. Boli to leStené kovové povrchy s nanesenymi nanocasticami
medi a striebra pripravené na Katedre makromolekuladrnej fyziky MFF UK. Boli
vytvorené scielom dosiahnutia vySSej hydrofobicity atym vyraznejSieho

zakoncentrovania Studovanych vzoriek (Kap. 5.1.).
2.2.2. Vyuzitie

Medzi prvé vzorky, ktoré boli skiimané metddou DCDR patrili roztoky
proteinov, kde sa pre lysozym podarilo ukézat’ zlepSenie Ramanovej detekcnej
citlivosti az o 3 rady (Zhang, 2003). Odvtedy sa Studovaniu aminokyselin, proteinov
a ich zmesi touto metddou zacalo venovat’ viacero vedeckych skupin (Zhang, 2004;
Kopecky a Baumruk, 2006; Filik and Stone, 2007; Pazderka and Kopecky, 2017).
Uspesne sa podarilo rozlisit’ I'udsku, hovidziu a bravéovu variantu inzulinu, ktoré sa
lisia len o 1 az 3 aminokyseliny (Ortiz, 2004). Dalsie prace boli zamerané
na detekovatel'né spektralne zmeny indukované fosforylaciou peptidu (Xie, 2004),
pripadne pH-zavislou fosfatovou protonaciou (Xie, 2005), ¢i ur€enie mnoZstva
naviazaného ligandu (Xie, 2008). Osobitnu skupinu Studovanych proteinov tvoria

hémové proteiny, kde sa metdéda pouzila k detekcii glykovaného hemoglobinu
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(Barman, 2012). Bola vypracovana i Studia detekcie glykovaného albuminu, ktory je
dolezitym parametrom pri sledovani glykemickej histérie u pacientov s ochorenim
diabetes (Dingari, 2012). Pre porfyriny bolo na komerénom povrchu SpectRIM™
demonstrované, ze pouzitim DCDR spektroskopie sa Ramanova detek¢na citlivost’
zlepsila az o 5 radov (KociSova, 2014). Samostatni skupinu skimanych molekul
tvoria lipidy, ktoré su zaujimavé ako hlavné Struktirne komponenty biologickych
membran (KociSova 2011; KociSova, 2012; Kocisova, 2013; Siméakova, 2013). Dalej
bola Studovana interakcia kationického medeného porfyrinu so syst¢émom lipozémov,
kde sa ukazalo, ze distribucia porfyrinu v komplexe nie je homogénna. Potvrdila sa
interakcia porfyrinu s hlavickou lipidu ako aj naruSenie usporiadanosti Struktary
lipidovych ret'azcov (KociSova, 2015).

Dalsie molekuly, ktoré boli §tudované pomocou DCDR spektroskopie st
oligosacharidy (Mrozek, 2004), kyselina hyalurénova (Esmonde-White, 2008), ¢i
nukleové kyseliny (Pagba, 2011).

Co sa tyka aplikovaného vyuzitia metody DCDR mimo zékladny vyskum,
svoje miesto naSla 1voblasti environmentdlneho vyskumu a medicinskej
diagnostiky. Ukazala svoju silu pri identifikacii zloZenia zmesi variant mikrocystinu,
toxického  heptapeptidu,  produkovaného  sinicami.  Bola  analyzovana
a kvantifikovana vzorka obsahujiica mikrocystin-LR v mnoZstve 2 ng (Halvorson
and Vikesland, 2011; Halvorson, 2011). V medicinskej diagnostike smeruje
k analyze telovych tekutin ako su slzy, mo¢, mozgomiechovy mok, atd’., kde je
koncentracia biomolekul na turovni fyziologickych hodnét ateda priliS nizka
pre pouzitie klasickej Ramanovej spektroskopie. Prvé medicinske aplikacie sa tykali
studovania siz, kde sa pomocou DCDR spektroskopie podarilo odlisit' a sledovat
proteinovi a lipidovi zlozku, analyzovat tak stav a kvalitu siz a v buducnosti
smerovat’ k diagnostike o¢nych ochoreni (Filik a Stone, 2008; Filik a Stone, 2009).

Na zaver je mozné skonStatovat, ze technika DCDR ma v spojitosti
so zivotnym prostredim (monitorovanie réznych Skodlivin a nebezpecnych latok) a
zdravim cloveka (diagnostika chorobnych stavov a metabolickych portich) vysoky

potencial.
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3. Lipozomy

3.1. Lipidy a biologické membrany

Lipidy patria medzi vel'mi r6znorodé¢ malé organické chemické zluceniny. Ich
spolo¢nou charakteristikou je obmedzena rozpustnost vo vode, podla ¢oho ich
mozeme rozdelit na hydrolyzovatelné (obsahuje esterovi vdzbu) a
nehydrolyzovatel'né (neobsahuje esterovu viazbu). Lipidy maju rozmanity biologicky
vyznam napriklad ako kofaktory enzymov, svetlo absorbujuce pigmenty, elektréonové
prenaSace ¢i hormoény. Ich délezitou funkciou v mnohych organizmoch je zdroj a
zasoba energie vo forme tukov a olejov. V neposlednom rade tvoria hlavnl
Struktarnu zlozku biologickych membran, a to zo Sirokej Skaly lipidov konkrétne
fosfolipidy a steroly.

Biologickd membréna tvori molekuldrnu semipermeabilni bariéru medzi
dvoma prostrediami vo forme lipidovej dvojvrstvy (Obr. 3.2.3.b). Definuje hranice
bunky, & réznych jej organel. Struktirna réznorodost a komplexnost membran
rozli¢éného pdévodu ale znemoziuje ich univerzalny popis. Membrany netvoria len
pasivnu hranicu medzi prostrediami, ale aktivne sa zapdjaji do Zivota bunky
napriklad transportom esencialnych Zivin do vnutra ¢i vypastanim Skodlivych latok
z bunky von. (Nelson a Cox, 2013) Okrem lipidov obsahuju aj rozne proteiny, ktoré
prispievaju k ich $pecifite a jedineCnosti. Samotné proteiny mézu byt k lipidovej
dvojvrstve prichytené rozne. Membrana obsahuje jednak transmembranové proteiny,
ktoré su preskupené cez cell jej Sirku, integralne proteiny, ktoré st pevne vsadené
do vnutra lipidovej dvojvrstvy, pripadne proteiny, ktoré su prichytené len
na povrchu. Takyto Struktirny model biologickych membran bol predstaveny
spolo¢ne Singerom a Nicolsonom v roku 1972 ako model tekutej mozaiky — fluid

mosaic model (Singer a Nicolson, 1972).
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3.2. Lipozémy

Hlavnou lipidovou zlozkou membran su fosfolipidy, ktoré tvoria 40 — 90%
hmotnosti va¢Siny membran okrem chloroplastov (Metzler, 2003). Tak ako vsetky
ostatné membranové lipidy sa fosfolipidy vyznacuji svojim amfifilnym
(amfipatickym) charakterom, ¢o znamend, Ze molekula ma stcasne hydrofilné aj
lipofilné (hydrofobne) vlastnosti. Je to dané tym, Zze molekula obsahuje polarnu aj
nepolarnu zlozku (Obr. 3.2.1.). Nepolarnu, hydrofébnu cast’ fosfolipidov tvoria
acylové ret'azce mastnych kyselin, ktoré s pomocou esterovej vdzby napojené na
polarnu hlavicku. Zaklad hydrofilnej hlavicky je u fosfolipidov tvoreny bud

polarnou ¢ast’'ou sfingosinu alebo glycerofosfatom (Obr. 3.2.2.).

8]
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Nepolarny acylovy koniec Polarna
hlavicka

Obr. 3.2.1.: Schéma amfifilnej molekuly na priklade lipidu DPPC (1,2-dipalmitoyl-

sn-glycero-3-fosfocholin).

\\\\\\\\\\\\\\\\

Obr. 3.2.2.: Schéma fosfolipidov, Cervend farba oznacuje nepolarnu ¢ast’ a modra

farba polarnu hlavicku, a) glycerofosfolipid, b) sfingosin.
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Po zmieSani membranovych lipidov s vodou sa vytvaraji r6zne mikroskopické

agregaty tak, ze hydrofobne Ccasti jednotlivych molekal st natoCené k sebe a

v kontakte s vodou ostavaju hydrofilné hlavicky. Na zaklade podmienok, za ktorych

jednotlivé agregaty vznikaj, a v zavislosti od konkrétnych amfipatickych lipidov

pozorujeme vznik troch roznych typov lipidovych agregatov (Obr. 3.2.3):

1.

Micela — sférické Struktary, ktoré obsahuju desiatky az tisicky amfifilnych
molekul, ktoré maji usporiadané hydrofébne Casti smerom do vnutra odkial
je vytlatena voda. V kontakte s vodou teda zostavaju len hydrofilné hlavicky.
Tato forma vznika, ak je prierez polarnej hlavicky vacsi ako acylové
postranné ret’azce.

Dvojvrstva — vznikd z dvoch lipidovych monovrstiev zformovanych do
jednej dvojdimenziondlnej vrstvy, kde su ksebe natocené hydrofébne
acylové retazce a voda je vytlatena prec. Formécia je preferovana ak je
prierez polarnej hlavicky a acylovych retazcov podobny (pripad
fosfolipidov). Tento agregdt je ale nestabilny, pretoZze na jeho okrajoch
ostavaju hydrofobne ret'azce stale v kontakte s vodou.

Lipozém - vezikula, ktord vznika z nestabilnej dvojvrstvy spontannym
zlozenim do sférického tvaru s dutinou vyplnennou vodou. Suvisly
hydrofilny povrch z polarnych hlaviciek tak stabilizuje lipidova dvojvsrtvu.
Prave tato forma spontdnne vytvorenych agregatov je vhodna ako modelovy

membranovy systém.

a) o @\ 7L

b) -;'-"-'_. _'- X

Obr. 3.2.3: Lipidové agregaty: a) micela, b) lipidova dvojvrstva, ¢) unilamelarny

lipozom.
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Objav lipozomov je pripisovany A. D. Banghamovi zroku 1961 (Bangham,
1964), ktory je povazovany za ,,otca lipozomov*. Jednou z velkych vyhod tychto
modelovych membranovych systémov je ich 'ahka priprava (Kap. 5.2.3.) Na zaklade
typu pouzitych lipidov a sposobe pripravy mézeme pripravit rozne druhy lipozomov

(Stillwell, 2013):

e MLV — multilamelarne vezikuly (priemer 100 nm — 1 um)

e ULV —unilamelarne vezikuly

— SUV —malé (small) unilameldrne vezikuly (20 — 50 nm)

— LUV —velké (large) unilamelarne vezikuly (50 — 500 nm)

—> GUV — obrovskeé (giant) unilamelarne vezikuly (> 500 nm)

Lipozémy typu MLV obsahuju viaceré lipidové dvojvrstvy usporiadané tesne
nad sebou, na rozdiel od ULV lipozomov, ktoré obsahuji len jednu dvojvrstvu

(Obr. 3.2.3 — ULV, Obr. 3.2.4 - MLV) a v zavisloti od velkosti sa nasledne delia
na vyssie zmienené¢ SUV, LUV a GUV.

Obr. 3.2.4: Schéma multilamelarneho lipozému — MLV
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3.3. Fazové prechody v agregatoch lipidov

Acylové retazce, ktoré tvoria hydrofobnu cast’ biologickych membran a
lipidovych agregatov sa pri roznych teplotdich nachadzaji v rézne usporiadanom
stave. Pri postupnom zvySovani teploty dochadza k postupnym zmenam konformacie
uhl'ovodikovych retazcov. V takom pripade hovorime o termotropnych fazovych
prechodoch definovanych teplotou fazového prechodu. Hlavny prechod pre dany
lipid sa objavuje pri najvysSej teplote fazového prechodu T,,, ide o zmenu
z usporiadanej gelovej fazy do neusporiadanej fazy tekutého krystalu (New, 1990).
Teplota T,,, sa pre rozne lipidy lisi, zvysuje sa s dizkou acylovych retazcov, & s ich
nasytenostou, no je ovplyvnend aj samotnou polarnou hlavickou. Pri fazovom
prechode dochddza k zmene trans-konformicie s rovnymi a rovnobeznymi
acylovymi retazcami na gauche-konformaciu, kde je pritomné zakrivenie vizby
C — C vretazci (Obr. 3.3.1). Pri tejto konformacnej zmene pozorujeme rozvolnenie
membrany spojené s redukciou Sirky a zvacSenim vzdialenosti medzi lipidmi v oboch
vrstvach membrany, coho désledkom je aj zmena jej permeability (Levin, 1984).

Studovanie fazovych prechodov v agregatoch fosfolipidov je doblezité pre
pochopenie interakcie medzi biologickymi membranami a réznymi lie€ivami a

proteinmi vo vSeobecnosti, ako aj pre trasnmembranovi difuziu a vezikulovu fuziu.

a) b)

—

Obr. 3.3.1: Hlavny fazovy prechod lipidovej dvojsvrtvy spojeny so zmenou

konformaécie z a) trans na b) gauche.

3.4. Ramanova spektroskopia membran

Spomedzi roznych fyzikdlnych metéd ndm vibracnd spektroskopia ponuka
potencidlne ucinny spdsob Studovania konformaénych, dynamickych a funkénych
vlastnosti modelovych, ¢i biologickych membranovych agregitov. Zmeny
vo frekvencii, intenzite a Sirke konkrétnych spektralnych pasov su extrémne citlivé

na Struktru, obmedzenie v usporiadani a pohyblivost’ polarnych hlaviciek a
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acylovych retazcov tvoriacich lipidova dvojvrstvu. Konkrétne Ramanova
spektroskopia je citlivejSia na reorganizaciu acylovych retazcov. V nameranych
spektrach sa nachddza niekol'ko spektralnych intervalov, ktoré nam podavaja
informaciu prave o konformacii hydrofobnej Casti skimanych membran. Na Obr.
3.4.1 demonstrujeme Ramanove spektrum lipidu DPPC v celej jeho spektralnej
oblasti. Pas sposunom ~715 cm™ patri cholinovej hlavicke lipidu, pasy
~1300 cm’!, 1442 cm’, 1460 cm™ odpovedaju roznym deformaénym vibraciam
CHz a CHj3 skupin, pas 1735 cm™! prislacha valenénej vibracii C = O skupiny. Oblast
1050 — 1150 cm! patri vibratnym moédom C — C kostry acylovych retazcov.
V danom spektralnom intervale sa nachadzaju spektralne pasy, pomocou ktorych
modzeme skumat’ pomer trans/gauche konformacie. Valenénym vibraénym modom
C — H skupin v acylovych retfazcov prislicha oblast 2800 — 3100 cm™ (Levin,
1984).
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Obr. 3.4.1: Ramanove spektrum lipidu DPPC ziskané metodou DCDR z

komeréného subtratu SpectRIM™ pre koncentraciu 0,25 mg/ml
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3.4.1. Oblast’ C — H valen¢nych vibraénych médov
(2800 - 3100 cm™)

Vieme, ze membrany podlichaju termotropnym fazovym prechodom, kde
dochadza k zmene usporiadanosti acylovych retazcov v zavislosti od zmeny teploty.
Ramanov signal pre ich C — H valen¢né vibratné mody sa v spektre nachadza
voblasti od 2800 - 3100 cm™. Teplotne zavislé Ramanove aj infralervené
absorpcéné spektrum vykazuje zmenu intezit, ale aj posun vo vlnocte pre niektoré
spektralne pasy. Priklad takejto zmeny pre konkrétny lipid moézeme vidiet
na Obr. 3.4.2.1. Zmeny relativnych pomerov intenzit v Ramanovom spektre pre
spektralne pasy ~2845,~2880,~2938 cm! mozu byt pouzité na rozliSenie

usporiadanej gelovej fazy od neusporiadanej fazy kvapalného krystalu.

b}
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Obr. 3.4.2.1: Ramanove spektrum lipidu diC(20)PC (teplota fazového
prechodu 64,7°C) pre C — H valen¢né vibracie pre a) usporiadanu gelova fazu - 51,4

°C a b) fazu kvapalnéhoo krystalu - 75,4 °C (Levin, 1984)
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Cim su pomery intenzit Iygss/loggo @ ln93g/laggo NiZiie, tym vyssie je
konformac¢né usporiadanie acylovych retazcov Studovanych lipidov. Pri zvySovani
teploty dochddza k vyraznému znizeniu itenzity a rozSireniu spektrdlneho pasu
~2880 cm’!, ¢o je naviac spojené s jeho posunom k vy$§im vlno¢tom priblizne o 10
— 12 cm! (Levin, 1984). P4as ~2845 cm™ odpovedd metylénovym C — H
symetrickym valenénym vibraciam, pas ~2880 cm patri metylénovym C — H
antisymetrickym valenénym vibracidm acylovych retazcov pas ~2938 cm’!
odpovedd C — H symetrickej vibracii koncovej metylénovej skupiny v acylovom

retazci (Levin, 1984).

4. Metody spracovania spektier

4.1. Faktorova analyza

Faktorovu analyzu mézeme definovat’ ako Statisticki metodu, ktord sa pouziva na
spracovanie vel'kého mnoZstva dat. Multivariacné technika vyuZziva redukciu matic
faktorov popisujucich rieSeny problém. V spracovani st dolezit¢é matematické
metody, ktoré rieSia vlastny problém matic a hl'adaji ich vlastné vektory a vlastné
hodnoty. Existuju viacero postupov s ekvivalentymi abstraktnymi vysledkami. Medzi
najpouzivanej§i patri metéda singularneho rozkladu SVD (Singular Value
Decomposition) vd’aka numerickej stabilite a presnosti.

Majme maticu dat A sm riadkami a n stipcami (m x n), bez jmy na
vSeobecnosti mézeme predpokladat’, ze m > n. Metdéda SVD spociva v rozklade

matice na sucin (Malinowski, 2002):
A=UuwvT 4.1.1)
Kde U je ortogonalna matica typu m X n, V je ortogonalna matica typun X na W je

diagonalna matica n Xn s nezdpornymi prvkami, ktoré sa nazyvaji singularne

hodnoty, ktoré su v matici usporiadané zostupne.
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Ak mame nameranu sadu spektier, matica 4 je tvorend n spektrami s m spektralnymi

bodmi. Pre prvky tejto matice podl'a vzt'ahu 4.1.1 plati:

Akl = Z?:l UkiWiiVli k= 1, e, m, l= 1, e, n (411)

Takyto rozklad vyjadruje, ze [-t¢ namerané spektrum je linedrnou kombindciou n
subspektier, kde i-té subspektrum je i-ty stipec ortogonalnej matice U. Koeficienty
linearnej kombinacie su dané prvakmi matice V a prvky diagondlnej matice W
vyjadruju vahovy faktor. Vystupom faktorovej analyzy su jednak subspektra, teda
ortonormalne spektralne komponenty, d’alej ich Statistické vahy (singularne cisla) a
normalizované koeficienty udavajuce relativne zastupenie subspektier v jednotlivych
spektrach (stipce matice V).

V pripade pouzitia faktorovej analyzy na sériu Ramanovych spektier, prvé
subspektrum popisuje najdolezitejSie spolocné charakteristiky nameranych spektier
a aproximuje experimentdlnu sadu najlepSim moznym spdsobom (v zmysle metody
najmensich §tvorcov). Dalie subspektra charakterizujii rozne spektralne zmeny
a obsahuju na sebe nezavislé informécie, ¢o je dané ich ortogonalitou. Cim va&si
pocet subspektier v sume 4.1.1 pouzijeme, tym lepSie si experimentdlne data
pomocou faktorovej analyzy aproximujeme. Pomocou vSetkych subspektier mézeme
namerané spektrd popisat’ presne, ¢im ale nedochadza k Ziadanej redukcii. Kazdy
Clen sumy zo vztahu 4.1.1 obsahuje nezavislu informdciu zo série nameranych
experimentalnych dat s prislusnou vahou, ale od urcit¢ho subspektra sa jedna uz len
o Sum. K ziadanej redukcii dat dochadza, ak sa v sume vo vztahu 4.1.1 obmedzime
len na niekolko prvych c¢lenov tak, aby sa tento sucet lisil s povodnou sumou len
o experimentalnu chybu (ktora v praxi ale vécSinou ur¢it' nedokdZeme), ¢im sa
vyla¢ia malé spektralne zmeny dané Sumom. To, na kolko Clenov sa obmedzime,
nazyvame faktorovou dimenziou analyzovanych dat. Faktorovll dimenziu urujeme
Casto prave na zéklade velkosti singuldrnych hodndt odpovedajucich jednotlivym
subspektram. Aké zastipenie maju jednotlivé subspektra so svojou singularnou
hodnotu v nameranych spektrach ndm udéavaju koeficienty rozkladu Vj;, z ktorych

vieme urcit’ intenzitné zmeny v spektrach.
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4.2 Metoda ortogonalnych diferencii

Dolezitou upravou nameranych spektier je odcitanie pozadia a elimindcia
roznych neziaducich efektov, ako napriklad luminiscen¢nych pasov.
Neupravené spektrum, s ktorym budeme pracovat’ je mozné reprezentovat’ vektorom
A s rozmerom danym poc¢tom spektralnych bodov. Ten mézeme nésledne rozlozit’ na
sucet dvoch vektorov, kde jeden bude predstavovat’ ¢ast’ spektra, ktord nas zaujima a
druhy bude reprezentovat neziaduci prispevok, respektive neZiaduce pozadie
v spektre.

Na eliminaciu spominanych neziaducich efektov je nutné definovat ortogonalnu

diferenciu spektra (A))OD voci ortonormalnej baze s prvkami E ,kder=1,..s:
S
(A)OD =A- Z(A, 0,)0, 4.2.1)
r=1

Pricom vektor (A)OD moézeme znova rozlozit na sucet spektra a pozadia.

K vyslednej eliminacii dochadza, ak spektrum pozadia vieme vyjadrit’ linearnou
kombinéaciou ortonormalnej baze, preto je potrebné, aby sme odhadli, respektive
predpokladali sty spektralny tvar neZiaduceho pozadia a nasli vhodna ortonormalnu

bézu (Palacky, 2005).
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Experimentalna Cast’
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5. Priprava vzoriek

5.1. Pouzité substraty

Vsetky skimané a pouzité substraty, ktorymi sme v ramci tejto diplomove;j
prace zaoberali, boli vytvorené na Oddeleni fyziky vrstiev a povrchov na Katedre
makromolekuladrnej fyziky (Matematicko-Fyzikalna fakulta Univerzity Karlovy
v Prahe) pod vedenim doc. Ondfeje Kylidna.

Metéda DCDR potrebuje k optimalnemu zakoncentrovaniu Studovanej
suspenzie ¢i roztoku hydrofobny povrch (kontaktny uhol kvapky vody na substrate je
vacsi ako 90°). V poslednej dobe zaujem o vodoodpudivé povrchy vSeobecne rastie
v suvislosti s ich Sirokym vyuZzitim napriklad v textilnom priemysle,
v automobilovom priemysle, v kuchynskych spotrebicoch, ¢i medicine. Na
hydrofobicitu povrchu vplyvaju dva parametre, a to jeho chemické zlozenie a
drsnost’. Z chemického hladiska sa jedna o vol'n povrchovu energiu, ktord musi byt
v pripade hydrofobnych povrchov nizka. Na =ziklade tejto vlastnosti medzi
najpouzivanejSie materidly patria fluorokarbony. Bolo ale ukézané, ze pre
nadeponovany hladky fluorokarbonovy film kontaktny uhol nedosiahol vysSiu
hodnotu ako 120° (Nishino, 1999). Pre dalSie zlepSenie hydrofobicity je tak
potrebnd vysSia drsnost povrchu, ktort mozno dosiahnut' pomocou pridanych
nanocastic na povodne hladky substrat. Na pripravu takychto povrchov bolo
postupne vyvinutych viacero metdd (napr. Li, 2007).

Plne vakuova technika, ktorou boli pripravované nami pouzité¢ povrchy, zahfna
dva kroky. V prvej Casti je na vopred pripraveny hladky substrat naneseny film
nanocastic pomocou plynového agregacného zdroja. Tento typ zdroja nanocastic,
ktory bol prvykrat predstaveny na zaciatku devit'desiatych rokov minulého storocia
(Haberland, 1991; Haberland, 1992), je zaloZeny na odprasovani kovového terc¢a (Ag
a Cu vnaSom pripade) pomocou planarneho magnetronu pri vysSich tlakoch. Po
dosiahnuti urcitého limitného tlaku (typicky niekolko desiatok Pa) dochadza
k samovol'nej nukleacii odpraseného materidlu a k rastu nanocastic vo vnutri vodou
chladenej agregatnej komory. Vznikajuce nanocastice si nasledne pradom
pracovného plynu transportované skrz tizku vystupnua Strbinu do vysokovakuovane;j

depozi¢nej komory, kde st nanesené na substrat. V druhom kroku su nanocastice
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prekryté depoziciou plazmového polymeru pomocou konvenéného planarneho RF
magnetronu  (Kylian, 2014). Tymto spdsobom  vznikne kompozitnd
nanoStrukturovand vrstva. Metdéda ma rézne vyhody, ako napriklad nezavislost’ na
materidle zakladného substratu (sklo, Si, polymerna f6lia), vakuova priprava bez
pouzitych chemikalii ¢i relativne rychla depozicia (Petr, 2016). Mimo toho je mozné
pripravovat’ povrchy s nezédvisle kontrolovanym chemickym zlozenim a nano-
drsnost'ou. Zatial’ co chemicka Struktira povrchu pripravovanych povlakov je dana
len vlastnostami materidlu pouzitého pre prekryv nanocastic, vysledna drsnost’ moze
byt do istej miery kontrolovand mnozstvom nanesenych nanocastic, ale aj ich
velkostou. Bolo ukazané, ze na zaciatku drsnost’ povrchu prudko stipa s poctom
deponovanych nanocastic. Akonahle je ale substrat nanocasticami pokryty uplne,
zavislost’ drsnosti na naneseni d’alSich castic klesa (Kylidn, 2012; Solaf, 2012;
Petr, 2016).

V nasej praci sme sa zamerali na skiimanie zakoncentrovania suspenzie
lipozOmov pri réznej hydrofobicite substratov a na Studium lipozomov pri

zakoncentrovani pri roznej teplote. Celkovo sme pouzili 5 nasledujtcich povrchov:

A) Hladky povrch bez deponovanych nanocastic

e pPTFE
Priprava  pozostdva  zpriameho  deponovania  plazmového  polymeru
polytetrafluéretylénu  (PTFE) na pdvodny substrat a vytvorenie hladkého
fluorokarbénového filmu (40 nm) pomocou RF magnetronového naprasovania
z teflonového ter¢a v argonovej atmosfére (pracovny tlak 3 Pa, RF prikon 40 W,
depozi¢néd doba 4 min). Hydrofobicita povrchu je dand chemickymi vlastnost'ami
tohoto filmu. Povodny substrdt bol v tomto pripade tvoreny vrstvami Si a Ag
(Obr. 5.1.1). Striebornd kovova vrstva napomaha uc¢innejSiemu zberu Ramanovho

signdlu vd’aka jej vysokej odrazivosti.
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Obr. 5.1.1: Schéma hladkého povrchu bez nanocastic pPTFE.

B) Drsny povrch s nanocasticami (Nps — nanoparticles)

e Gradient Cu
Povrch, kde st na pévodny substrat (Si + Ag prekryté 20 nm hrubou vrstvou pPTFE)
nanesené¢ medené nanocastice (priemer 16 +5 nm, Obr. 5.1.2b) s gradientnou
povrchovou koncentraciou (tlak v agregacnej komore 40 Pa, magnetronovy prad
200 mA, gradientného charakteru bolo dosiahnuté pomocou pohyblivej masky
umiestnenej nad substratom, rychlost’ pohybu masky bola 2 cm/min), c¢oho
dosledkom je postupna zmena drsnosti a nasledne aj hydrofobicity. Na film
nanocastic bola v d’alSom kroku nadeponovana polymerna 20 nm hruba vrstva PTFE
(Obr. 5.1.2a). Priklady AFM obrazkov ziskanych na rdéznych miestach vysledného
povlaku, ktoré odpovedaju pozicii, kde neboli pritomné Cu nanocastice a poziciam,
na ktorych boli nanaSané Cu nanocastice po dobu 1 min a4 min st uvedené na

Obr. 5.1.2c¢.

e NpsCu2, NpsCu4
Povrchy NpsCu2 a NpsCu4 (Obr. 5.1.2a) maji rovnaka Struktiru ako v pripade
gradientnych vzoriek (Si — Ag — pPTFE (20 nm) — CuNPs — pPTFE (20 nm)), ale bez
gradientného charakteru. V tomto pripade bolo mnozstvo nanaSanych Cu NPs
priestorovo homogénne. Boli pouzité dva depozicné Casy. V prvom pripade sa jedna
o depoziciu nanocastic trvajlicu 2 minaty a v druhom pripade 4 mintty. DlhSia

depozicia indikuje vysSiu drsnost’ povrchu, ¢oho désledkom je vyssia hydrofobicita.
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Obr. 5.1.2: a) Schéma nanodrsnych povrchov s Cu nanocasticami. b) SEM obrazok
Cu nanocastic a distribucia ich velkosti. ¢) Priklady AFM obrazkov ziskanych na

réznych miestach gradientného povlaku spolu s hodnotami RMS drsnosti.

o NpsAg5
Posledny nami pouzity povrch obsahoval namiesto medenych nanocastic nanocastice
strieborné (priemer 20 + 7nm, Obr. 5.1.3a), ktoré boli deponované po dobu 5 mintt.
Vysledna nanostruktira bola nasledne prekrytd polymernou vrstvou PTFE (20 nm)
(Obr. 5.1.3b). P6vodny substrat bol v tomto pripade tvoreny len Si vrstvou.

Ag Nps
a) __ b)

500 nm

Obr. 5.1.3: Nanodrsny substrat s Ag nanocasticami. a) Schéma zloZenia. b) SEM

obrazok Ag nanocastic.
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5.2. Suspenzia lipozémov

5.2.1 Pouzity lipid

Na studium zakoncentrovania suspenzie lipozémov na vySSie popisanych
substratoch sme pouzili lipid 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DPPC —
Obr. 5.1.1) od firmy Avanti Polar Lipids, Inc. (¢islo produktu: 850355,
MW=734,039 g/mol). Bolo ukazané, ze pri zasychani tejto suspenzie na ocelovi
dosticku deponovanu teflonom vznika ,.kavovy krazok* (Kocisova, 2011; Siméakova,

2013; KociSova, 2017).

Obr. 5.1.1: Struktiirny vzorec molekuly lipidu DPPC.

Acylovy nepolarny koniec molekuly lipidu DPPC obsahuje dva zbytky
kyseliny palmitovej, ktoré st zloZené zo 16 uhlikov bez dvojnej védzby. Polarnu
hlavicku cez esterové vizby tvoria glycerol, fosfat a cholin. Teplota fdzového

prechodu tohto lipidu je 41°C.

5.2.2. Priprava suspenzie

Nasim cielom bolo pripravit’ suspenziu unilameldrnych lipozomov z lipidu
DPPC podra standardného postupu (Stilwell, 2013; New, 1990).
Prvym krokom bolo navédzenie potrebného mnozstva praskového lipidu a jeho uplne
rozpustenie v chloroforme v sklenenej banke. Nasledne sa pomocou staleho prudu
plynného dusika chloroform postupne odparoval, pri¢om sa na dne a stenach banky
tvoril tenky biely lipidovy film. Po kompletnom odpareni bola do banky pridana
deionizovand voda. Pocas staleho premieSavania sa lipid potupne hydratoval, ¢o
zahriiuje spontdnnu tvorbu multilamelarnych lipozomov. V banke prebiehalo
oddel'ovanie tenkého filmu od stien a postupné zakalovanie vzorky, ¢o bolo

dosledkom vznikajicej suspenzie lipozémov rdznej velkosti. Sklenend banka bola
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nasledne ponorena do vodného kupela a pdsobenim ultrazvuku doslo k plnému
oddeleniu bieleho filmu od skla. Pre kompletnu hydrataciu sme banku nasledne na
jednu hodinu vlozili do piecky zohriatej nad teplotu fazového prechodu lipidu DPPC
(41°C), priblizne na 50 — 55°C.

Na tvorbu unilamelarnych lipozémov definovanej velkosti sme suspenziu
pretlacili cez polykarbonatovii membranu pomocou extrudera LiposoFast-Basic od
firmy Avestin, Inc. (Obr. 5.2.2.1). Prechod cez 100 nm péry pouzitej membrany sme

aplikovali 35 krat, a to nad teplotou fazového prechodu.

nylonové sietky (po oboch stranach
membrany)

membrana

teflonové valceky L  obal
ovovy oba

Hamiltonove striekacky

Obr. 5.2.2.1 Schéma pouzitého extruderu LiposoFast-Basic od firmy Avestin, Inc.

(MacDonald 1991).

Pouzité zariadenie na tvorbu unilameldrnych lipozomov je tvorené dvoma
Hamiltonovymi striekackami, ktorymi cez membranu umiestnent medzi teflonovymi
valcekmi pretlaCame vychodziu suspenziu. Suspenzia sa pomocou Specidlnej
nylonovej sietky umiestnenej z oboch stran membrany rozlozi na cely jej povrch. Je
potrebné na vychodziu suspenziu pouzivat stile t0 ista striekacku a vyslednu
homogenizovanii suspenziu odoberat’ z druhej striekacky, aby sme predisli
nechcenému zamieSaniu multilamelarnych lipozémov, ¢i akychkol'vek agregatov, do
vyslednej suspenzie.

Koncentracia zasobnej pripravenej suspenzie unilamelarnych lipozémov bola

Img/ml (1,36 mM). Z tejto suspenzie sme naslednym riedenim s deionizovanou
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vodou pripravili dalSie tri koncentracie, konkrétne 0,5 mg/ml (0,68 mM);

0,25 mg/ml (0,34 mM) a 0,125 mg/ml (0,17 mM).

6. Experimentalne usporiadanie

6.1. Aparatiura na meranie Ramanovych spektier

Na meranie Ramanovych spektier sme pouzivali konfokidlny Ramanov
mikrospektrometer LabRam HR 800 od spolo¢nosti Horiba Jobin-Yvon. Tento
integrovany Ramanov systém HR 800 pracuje v usporiadani na meranie spitného
rozptylu (Obr. 6.1.1).

Laserovy zvdzok do systému vstupuje cez irisova clonu a pokracuje do
interferencného filtru. Ten je potrebny pre odstranenie vedlajSich plazmovych linii
lasera, kde pre kazdu excitaéntl spektralnu ¢iaru je nutny samostatny interferencny
filter. Nasledne zvdzok prechadza Sedymi filtrami, ktoré sa pouzivaju na znizenie
intenzity lasera, aby nedoslo k poskodeniu skiimanej vzorky. Ich pouzitie je riadené
pomocou prislusného softwéru. Zviazok nasledne vchadza do d’alSej irisovej clony a
pomocou SoSovky je zaostreny do Strbiny tvoriacej priestorovy filter. Tato Strbina
urcuje aperturu zvizku, ktory vstupuje do mikroskopu a je zaroven pouZzivana ako
referencia pri ladeni pristroja.

Laserovy zvizok d’alej dopada na zrkadlo Z2 a je nasmerovany k hranovému
filtru. Je to filter tvoreny naparenymi vrstvami dielektrického materidlu, ktory
vytvara gradient indexu lomu. Po istd hodnotu vlnovej dizky Ziarenie neprepusta
anad touto hodnotou skokovo prepusta vietky vlnové dizky. Zvdzok nasledne
prechédza SoSovkou, ktora zabezpecuje jeho rovnobeznost’ a objektivom mikroskopu
je zaostreny na vzorku. Odrazené a rozptylené ziarenie (Rayleigh, Raman) je
objektivom nésledne zozbierané a rovnakou cestou sa vracia spét’ k hranovému filtru.
Tam &ast zvizku s vlnovou dizkou pouzitého excitaéného lasera prechadza spét
k zrkadlu Z2. Neelasticky rozptylené Ziarenie, teda Ziarenie s posunutou vinovou

dizkou, je prepustené d’alej (Obr. 6.1.1).
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Obr. 6.1.1: Schéma pouzitého integrovaného Ramanovho systému HR 800.

V optickej dréhe zvidzku vystupujuceho z mikroskopu moézu byt naviac
umiestenné dva delice zvizku pre sledovanie vzorky kamerou. Jeden deli¢ vedie
biele svetlo z optického vldkna na vzorku a druhy zabezpecuje obraz vzorky do
kamery.

Prepusteny Ramanovsky zvidzok je dalej vedeny cez zrkadlo Z3 ku
konfokalnej $trbine, ktord je v naSom pripade nastavitelna v rozmedzi 0 — 1000 um.
Pred thto Strbinu je v pripade potreby mozné umiestnit’ polarizacné filtre. Zvézok
pokracuje cez d’alSie SoSovky a Strbiny k spektrografu. Ten obsahuje dve menitelné

optické mriezky (300 a 600 vrypov/mm), kde dochadza k difrakcii zvazku. Vysledné
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ziarenie je zachytavané CCD detektorom (1024 X 256 pixelov) chladenym tekutym

dusikom na —129°C. Ohniskova vzdialnoest’ spektrografu je 800 mm.

6.1.1. Nastavenie aparatiry pri merani

Spektra boli zaznamenané pouzitim Standardného Helium-Neonového lasera

s vinovou dizkou 632,82 nm. Vykon lasera na vzorke bol bez pouzitia $edych filtrov

6,4 mW. Sirku konfokélnej clony sme pri meraniach mali nastavent na hodnotu
400 pm a priemer vstupnej clony bol 100 um. Pouzitd mriezka v spektrografe mala
300 vrypov na milimeter. Pri zhotovovani obrazkov zkamery sme pouzivali
objektivy so zvdcSenim 5 X, 50 x ULWD (ultra long working distance, objektiv
s predizenou pracovnou vzdialenostou) a na meranie spektier sme nasledne pouzili
objektiv so zvdcSenim 50 X ULWD. Spektralna oblast zberu dat bola
2000 — 3700 cm™'. Vsetky spektrd boli zozbierané srovnakou akumuldciou
1 x60s, teda 60 opakovani po 1 sekunde. Pouzitie viacerych opakovani vedie

k potlaceniu Sumu.

6.2. Aparatura na nanasSanie a meranie kontaktnych uhlov kvapiek

NanéasSanie kvapiek na vSetky Studované substraty sme uskutociiovali
na Oddeleni fyziky vrstiev a povrchov na Katedre makromolekularnej fyziky
(Matematicko-Fyzikalna fakulta Univerzity Karlovy v Prahe) pomocou pristroja ich
vlastnej konStrukcie (schéma na Obr. 6.2.1a). Aparatira je zloZzenid z kamery
s vysokym rozliSenim (Logitech Mic QuickCam S5500), stolika na ulozenie vzorky,
osvetlenia tvoreného LED diodami, zrkadlom =z leSteného kovu a zdrsnenym
plexisklom na dobry rozptyl svetla dopadajiceho na kvapku. Na nanesenie suspenzie
lipozbmov na substrat polozeny na stoliku sme pouzivali striekacku (Hamilton
250 uL 1725 TLL) s ihlou s tupym hrotom. Striekacka bola v aparatire vloZena
na pohyblivom drziaku pomocou ktorého sa zaroven aj ovladala. Pre kalibraciu
aparatiry na urCovanie objemu kvapky nanaSanej na substrdt platilo, Zze 1 px
odpovedal 0,0146 mm. Objem nanesenej kvapky na substrdt bol urceny z jej
priemeru eSte pred dosadnutim na povrch, ked’ bola v styku so striekackou (tvar

kvapky sme aproximovali gul'ou). Kym bola kvapka na ihle striekacky jej priemer sa
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dal dobre regulovat’, ¢im sme si pri vSetkych meraniach mohli nastavit’ stale rovnaky
objem nanesenej kvapky 2,1 pl. Tato hodnota je ale orientacna. Chyby nastavali
pri uréovani priemeru kvapky atiez pri samotnom dosadnuti kvapky na substrat,
kedy sa od ihly nemusela oddelit’ uplne cela kvapka kvoli moznému vzlynaniu
kvapaliny po ihle. Istou mierou do vysledného objemu mohol zasahovat’ aj fakt, ze
v Case medzi nastavenim pozadovaného priemeru kvapky na ihle a jej néaslednym
dosadnutim na substrat dochadzalo k vyparovaniu rozpustadla z kvapky.

Pri schnuti nanesenej kvapky na substrat sme pomocou programu Webcam
frame capture (autorom je RNDr. Pavel Solaf, Ph.D) zaznamenavali fotky kvapiek
po dosadnuti na substrat. V programe smé nasledne mohli uréit’ aj dizku kontaktnej
linie kvapky s povrchom. Na urcovanie kontaktnych uhlov kvapky so substratom
sme pouzivali software Solarius Wettability, kde sme dosadnuta kvapku na fotke

prekladali elipsou (chybu nameraného uhlu berieme +3°).

a) b)
drziak

striekac¢ka

termoregulacna

kamera jednotka

kvapka na
substrate

stolik

LED
osvetlenie

medeny
stolik

T]

Obr. 6.2.1: Schéma aparatiiry na meranie kontaktnych uhlov kvapky na substrate,

a) v zdkladnom usporiadani, b) s termoregula¢nou jednotkou.

Pri meraniach, kde sme menili teplotu, pri ktorej kvapka zasychala, sme vyssie
spominant aparatiru adaptovali pomocou termoregula¢nej jednotky (Obr.6.2.1b),
ktorej sucast’ou bol vybraseny medeny termostabilizovany blok. Teplota vzorky bola
presne regulovand PID regulatorom pomocou Peltierovho c¢lanku v rozsahu
0 — 70°C a bola merané s presnost’ou na desatiny pomocou platinového odporového

teplomera.
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7. Vysledky merania

7.1. Gradientny povrch — Gradient Cu

Stadium zakoncentrovania suspenzie lipozomov sme za¢ali na substrate
s gradientnou hydrofobicitou medenych nanocastic (povrchova koncentracia
nanoCastic) — Gradient Cu (Kap. 5.1.). Zaujimal nas vysledny tvar vyschnutej
kvapky — ,,kavového krazku* — ako aj pripadnd zmena intenzity Ramanovho signalu
z prstencov v oblasti valenénych vibraénych modov lipozomov (2800 — 3100 cm™).

Na substrait sme v smere gradientu nanoCastic nakvapkali sériu kvapiek
suspenzie lipozomov DPPC srovnakym objemom 2,1 pl pre Styri pripravené
koncentracie 1 mg/ml (1,36 mM), 0,5 mg/ml (0,68 mM), 0,25 mg/ml (0,34 mM) a
0,125 mg/ml (0,17 mM). Po naneseni kvapiek na povrch sme po vyschnuti
(priblizne 30 minut pri izbovej teplote) pozorovali vznik kdvového krazku pre vSetky
koncentracie (Obr. 7.1.1).

V zévislosti od polohy kvapiek na gradientnom povrchu sme zaznamenali
rozdielny kontaktny uhol, zmenu v priemere vyschnut¢ho krizku ako aj rozdiel
v Sirke samotného prstenca. Vysledkom rastlicej drsnosti substratu v smere gradientu
nanocastic bol rast kontaktného uhlu dosadnutych kvapiek, ateda zvySovanie
hydrofobicity substratu. Pre nami pouZité suspenzie lipozémov bola hodnota
kontaktného uhlu kvapky na ich koncentracii v ramci chyby nezavisld. Pre kazdu
koncentraciu sme sa zamerali na tri kvapky s kontaktnymi uhlami postupne ~114°,
~130° a ~140°. Na Obr. 7.1.1 mdézeme vidiet, Ze pri raste hydrofobicity, teda
v smere gradientu nanocastic sa vzniknuty kdvovy kruzok z nakvapnutej kvapky
zmenSuje. Hodnoty priemerov tychto krizkov ¢i jednotlivé Sirky prstencov st
zaznamenné v Tabulke 1 (chybu tychto hodndt berieme ~10%). Tieto veli¢iny sa
narozdiel od kontaktného uhlu menia aj s koncentraciou vychodzej suspenzie.
So znizujucou koncentraciou priemer vzniknutého kruzku a aj Sirka jeho prstenca
maju tendenciu klesat. Vynimkou st vyschnuté kvapky s najmenSim kontaktnym
uhlom ~114°, kedy vidime, Ze aj pri nizSich koncentracidch je Sirka prstenca
na podobnej trovni ako pre najvysSiu koncentraciu, z ¢oho usudzujeme, ze v tomto
pripade dochadza k horSiemu zakoncentrovaniu vychodzej suspenzie. Moze to byt’

nasledkom prave nizkej hydrofobicity povrchu na danom mieste, ¢o vedie
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k vicsiemu priemeru krazku, ¢im sa ista ¢ast’ materidlu pri schnuti nestihne dostat’ az
na okraj a tvori sa §ir§i prstenec. Sirka prstencov sa meni aj vramci jednej
koncentracie v suvislosti so zmenou kontaktného uhlu. Pri vdc¢sej hydrofobicite
(vacsi kontaktny uhol) sa priemer kruzku zmensuje a Sirka jeho prstenca zvéacsuje.
Sirsi prstenec si mézeme vysvetlit' tym, Ze pri mensom koneénom priemere krazku
dochadza pre dant koncentraciu k zakoncentrovaniu rovnakého mnozstva materialu,
¢oho dosledkom je prave prstenec SirSi. Pri nizsej hydrofobicite (kontaktny uhol
~114°) a velkom priemere vysledného kavového kruzku je ale tento jav potlaceny
prave nedostatocnym zakoncentrovanim, a teda Sirokym prstencom aj pre nizsie

koncentracie, ako sme spominali vyssie.

Smer gradientu nanocastic

v

~114° ~130° ~140°

1mg/ml

0,5mg/ml

0,25mg/ml

0,125 mg/ml

240 pm

Obr. 7.1.1: Vyschnuté kvapky na povrchu Gradient Cu v miestach s kontaktnymi
uhlami ~114°, ~130° a ~140° pre Styri rdzne koncentracie suspenzie lipozémov
DPPC (pouzity objektiv 5 X).
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Tabulka 1 Parametre vzniknutych ,.kavovych krizkov* (priemer kruzka a Sirka
prstenca) z kvapiek suspenzie lipozémov DPPC na povrchu Gradient Cu z troch

poldh (tri kontaktné uhly) pre Styri koncentracie

priemer kruzka (Sirka prstenca) v um
Koncentracia DPPC kontaktny uhol kontaktny uhol kontaktny uhol
~114° ~130° ~140°
1 mg/ml 1630 (38) 1480 (45) 1380 (55)
0,5 mg/ml 1550 (40) 1270 (22) 1170 (25)
0,25 mg/ml 1530 (42) 1160 (18) 1090 (20)
0,125 mg/ml 1520 (30) 1210 (15) 1100 (17)

Z prstencov, ktoré vidime na Obr. 7.1.1 sme zozbierali sady Ramanovych
spektier (subory dvojic zahriiujiici vinocet a odpovedajucu intenzitu) po celom
obvode ,kavového krazku* s nastavenim mikrospektrometru podla Kap. 6.1.1.
Pre ilustraciu celého Ramanovho spektra lipidu DPPC na Obr. 7.1.2 demonsStrujeme
sadu spektier z celej spektralnej oblasti 400 — 3700 cm™’. V porovnani so spektrom
z Obr. 3.4.1. zKap. 3.4. z komeréného povrchu SpectRIM™, vidime naviac aj
spektralne pasy prisluchajuce kremiku, ktory bol pouzity ako zdkladnad vrstva pri
vyrobe substratu. V nasledujicom spracovani sme sa zamerali na oblast’ vysSich
vlnoctov, ktord je dominantnejSia a spektralne odraza pripadné fadzové prechody.
Naviac v tejto oblasti nedochadza k neziaducim prekryvom péasov skimaného lipidu

so spektralnymi pasmi kremika.

Z nameranych dvanastich sadd spektier (vSetky v rovnakom spektrdlnom
rozsahu v oblasti vySSich vlno¢tov) sme ndasledne odc¢itali pozadie metdodou
ortogondlnych diferencii (Kap. 4.2.). Pre jednotlivé koncentracie sme sady spektier
(3 sady pre jednu koncentraciu — kazda pre jeden kontaktny uhol) d’alej podrobili

faktorovej analyze.
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Obr. 7.1.2: Séria Ramanovych spektier lipidu DPPC ziskand metédou DCDR
zo suspenzie lipozémov s povodnou koncentraciou 0,125 mg/ml zo substratu

Gradient Cu z miesta s kontaktnym uhlom 140°C.

Z charakteru naSich merani sme ocakavali, Ze faktorova dimenzia problému
bude pre vSetky koncentracie jedna, ¢o nam potvrdili vysledné singuldrne hodnoty
(vahové faktory) pre jednotlivé subspektrda (Obr. 7.1.3), ktoré st usporiadané
zostupne. MoOZeme vidiet, Ze prva singularna hodnota prislichajiica prvému
subspektru je 04 rady vysSSia ako ostatné, ktoré uz vykazuji miernu linedrnu
zavislost. Vyjadrenie experimentalnych spektier len pomocou tohto prvého
subspektra aproximuje celdl pdvodnii namerantl spektralnu sadu najlepSim moZnym
sposobom (v zmysle metdody najmensich Stvorcov). Tvar prvych subspektier pre naSe
namerané sady moZeme vidiet’ na Obr. 7.1.4.

Pre kazdé subspektrum z faktorovej analyzy dostdvame aj sadu koeficientov.
Ide o hodnoty, ktoré udavaji akou mierou dané subspektrum prispieva k jednotlivym
povodnym spektram. Tie boli v naSom pripade tvorené troma sadami (po 16
spektrach) z vyslednych prstencov z kvapiek rovnakej vychodzej koncentracie, ale
zmiest srozdielnym poévodnym kontaktnym uhlom kvapky (~114°, ~130° a
~140°).
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Obr. 7.1.3: Singularne hodnoty vsetkych subspektier pre jednotlivé koncentracie

vychodzej suspenzie lipozémov pre povrch Gradient Cu.

Na Obr. 7.1.4 mézeme vidiet, ze koeficienty pre jednotlivé spektra maju
tendenciu klesat’ pre kazdu koncentraciu prave v smere zniZujuceho sa kontaktného
uhlu pévodnej kvapky. Tmavocervena farba na obrazku odpovedd sade spektier
z kvapky s kontaktnym uhlom ~140°, modra farba odpovedd sade z kvapky
s kontaktnym uhlom ~130° azelend farba prislicha sade spektier z kvapky
s najniz§im kontaktnym uhlom ~114°. Tento vysledok ndm hovori, Ze intenzita
povodnych spektier je v pripade prstencov vyschnutych kvapiek z miest s nizSou
hydrofobicitou niz§ia nez z miest z vy$Sou hydrofobicitou. Vyssia drsnost” povrchu
teda prispieva k lepSiemu vyslednému zakoncentrovaniu pdvodnej suspenzie, ¢o
vedie k vysSej intenzite Ramanovho signalu.

Ocakavany vysledok, Ze so snizujucou koncentraciou pdvodnej suspenzie sa
intenzita Ramanovho signalu znizuje sme demonStrovali pomocou spektier
zozbieranych z prstencov vyschnutych z kvapiek s najvySsim kontaktnym uhlom
~140° pre kazdu zo Styroch poévodnych koncentracii. Pomocou faktorovej analyzy
zo Styroch sad spektier (1 sada pre jednu kvapku pre jednu koncentraciu) sme
ukazali, Ze koeficienty pre prvé subspektrum klesaji so spektrami ziskanymi

z kvapiek s pdvodnou nizSou koncentraciou (Obr. 7.1.5).
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Obr. 7.1.4: Prvé subspektra (vl'avo) a prisluSné koeficienty (vpravo) pre povodné tri
sady nameranych spektier pre kvapky s roznym kontaktnym uhlom pri Styroch

koncentraciach.
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Obr. 7.1.5: Prvé subspektrum (vlavo hore), singularne hodnoty pre jednotlivé
subspektra (vpravo hore) a koeficienty pre prvé subspektrum (dole) zo sady

nameranych spektrier pre Styri rozne koncentracie pre kontaktny uhol 140°.

Pouzitie faktorovej analyzy na nami zozbierané sady Ramanovych spektier
nam zaroven ukdazalo, Ze nedochiddza k spektrdlnym zmendm, ktoré by boli
vysledkom interakcie suspenzie s pouzitym subtratom. Dimenzia faktorovej analyzy
urend na zdklade velkosti singularnych hodnot bola jedna ana pripadna
rekonStrukciu nameranych spektier uz bez Sumu by nam stailo prave prvé
subspektrum. Ak by nastdvala interakcia s podlozkou, konkrétne s pouzitymi
nanoCasticami, tak by sa to odrazilo v spektrdlnych zmenach zozbieranych
Ramanovych spektier. Na zaklade gradientnej povahy substratu by tdto zmena mohla
mat’ rastuci charakter v smere vysSieho kontaktného uhlu, a teda vyssej koncentracie

nanocastic. Tieto zmeny by nam faktorova analyza ukazala vo vyssich subspektrach,
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ktorych vaha by bola dana stale dost’ vysokou singularnou hodnotou, k ¢omu ako
sme videli na Obr. 7.1.3 nedochiddza. Obmedzili sme sa preto prave len na prvé

subspektrum.

7.2. Povrch s medenymi nanocasticami

Na zaklade vysledkov z merani na povrchu Gradient Cu sme sa d’alej sustredili
na substraty s homogénnou definovanou drsnostou na celom povrchu (popis

v Kap. 5.1.):

e pPTFE
o NpsCu?
o NpsCu4

Na tieto podlozky sme naniesli kvapky s objemom 2,1 pl z kazdej pripravenej
koncentracie suspenzie lipozomov DPPC 1 mg/ml (1,36 mM), 0,5 mg/ml (0,68
mM), 0,25 mg/ml (0,34 mM) a 0,125 mg/ml (0,17 mM). Po vyschnuti pri izbove;j
teplote sme na substratoch s medenymi nanocasticami NpsCu2 a NpsCu4 pozorovali
vznik viac-menej pravidelnych ,kévovych krizkov* (Obr. 7.2.1). Na hladkom
substrate pPTFE pozorujeme vznik kompaktnych prstencov len pre koncentracie
1 mg/ml a 0,5 mg/ml. Pre nizSie koncentracie vidime, ze pri schnuti mala kvapka
tendenciu vytvarat' ,kavovy kruzok“, ale ten sa v procese schnutia ,pretrhol®
a vysledkom bol neuplny prstenec. Kontaktny uhol nanesenych kvapiek bol v rdmci
chyby (£3°) pre jednotlivé povrchy rovnaky pre vsetky pouzité koncentracie, ako
sme to pozorovali aj pre substrat Gradient Cu. Suhrn hodn6t nameranych
kontaktnych uhlov, priemerov vyschnutych kruZzkov a S$irok ich prstencov je
v Tabulke 2 (pre hladky pPTFE substrat sme priemery urcovali z miest, kde vidime

jasny tvar prstenca).
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Obr. 7.2.1: Vyschnuté kvapky na substratoch pPTFE, NpsCu2, NpsCu4 pre Styri

koncentracie suspenzie lipozomov DPPC (pouzity objektiv 5 X).

Tabul’ka 2 Parametre vzniknutych , kdvovych krizkov* (priemer kruzka a Sirka
prstenca) z kvapiek suspenzie lipozomov DPPC na povrchu Gradient Cu z troch

poloh (tri kontaktné uhly) pre Styri koncentracie.

priemer krazka (Sirka prstenca) v pm
pPTFE NpsCu? NpsCu4
Koncentracia DPPC
kontaktny uhol kontaktny uhol kontaktny uhol

~108° ~130° ~135°
1 mg/ml 1780 (50) 1280 (40) 1380 (40)
0,5 mg/ml 1670 (45) 1375 (25) 1295 (25)
0,25 mg/ml 1610 (30) 1300 (20) 1250 (20)
0,125 mg/ml 1650 (20) 1320 (30) 1200 (13)




Z udajov v Tabulke 2 mozeme vidiet znac¢ny rozdiel v kontaktnom uhle
medzi hladkym povrchom pPTFE (~108°) a substratmi s deponovanymi medenymi
nanocasticami NpsCu?2 (~130°) a NpsCu4 (~135°). Podobne, ako sme to videli pri
gradientnom povrchu, pridanim nanocastic pozorujeme znacné zdrsnenie substratu.
Ak vsak porovnavame samotné zdrsnené povrchy, rozdiel v kontaktnom uhle uz nie
je tak vyrazny. Hydrofobicita substratu mé nasledne vplyv aj na vysledny priemer
vzniknutého krizka po zaschnuti nanesenej kvapky. Na gradientom povrchu sa
ukézalo, ze priemer kruzka s vysSou hydrofobicitou klesa. To sa vo védcSine pripadov
potvrdilo aj pri tychto meraniach, okrem koncentracie 1 mg/ml. Tam vidime, Ze
krazok mé najmensi priemer pre substrat NpsCu?2 s kontaktnym uhlom ~130°. Je
nutné dodat’, ze na velkost’ krizku mé velky vplyv aj objem nanesenej kvapky.
Avsak dosiahnutie totozného objemu pre vSetky kvapky bolo na pouzitej aparatire
znacne obtiazne (viac o aparatite v Kap. 6.2.). Preto predpokladame, Zze prave toto
mohlo zohrat' dominantntl Glohu v konec¢nej velkosti priemeru spominané¢ho kruzku.
Na velkost” vzniknutych krizkov ma vplyv aj vychodzia koncentricia nanesenej
suspenzie, ¢o sme pozorovali aj pri gradientom povrchu. S klesajicou koncentraciou
klesa aj priemer krizku. Z Tabulky 2 vidime, Ze v pripade substratu NpsCu2 pre
kvapku s koncentraciou 1 mg/ml nezaznamendvame priemer krazku podla
o¢akavania. Dalsie malé odchylky vidime aj pre hladky pPTFE substrat, kde to
rovnako pripisujeme hlavne zlozitosti zaistit' totozny objem kvapky. Pre Sirku
prstencov sa nam potvrdila klesjiica tendencia s koncentraciou vychodzej suspenzie
a takisto srasticim kontaktnym uhlom poévodnej kvapky. Pre maly rozdiel
kontaktného uhlu vSak vyrazny rozdiel nepozorujeme (substraty s nadeponovanymi
medenymi nanoc¢asticami).

Z kazdého prstenca sme po obvode zozbierali sadu 25 Ramanovych spektier.
Tie sme podobne ako pri gradientnom povrchu upravili metédou ortogonalnych
diferencii a odc¢itali sme neziaduce pozadie. Néasledne sme pre kazdu koncentraciu
chceli porovnat’ intenzity namerané¢ho signalu z jednotlivych substratov, na ¢o sme
podobne ako pri gradientom povrchu pouzili faktorovu analyzu. Vysledkom bola
sada subspektier, im prislusné vahové faktory (singularne hodnoty) a matica
koeficientov. Na zéklade vysledkov z gradientného povrchu sme ocakavali, ze
vel'kost’ faktorovej dimenzie bude jedna, Co sa aj potvrdilo. Tuto dimenziu sme opéat’
urCili na zéklade velkosti singularnych hodndt (zoradené zostupne) pre jednotlivé

subspektra, kde prvéa hodnota bola pre vSetky koncentracie od ostatnych vyssia o 3 az
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4 rady (Obr. 7.2.2). Na aproximaciu experimentalne ziskanych spektier ndm teda

postacuje prvé subspektrum.
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Obr. 7.2.2: Singularne hodnoty vsetkych subspektier pre jednotlivé koncentracie
vychodzej suspenzie lipozémov pre sady spektier namerané z povrchov NpsCu4,

NpsCu?2, pPTFE.

Tvary jednotlivych prvych subspektier pre Styri r6zne koncentracie su na
Obr.7.2.3. Ku kazdému subspektru prislucha sada koeficientov, ktord nam urcuje
akou mierou je toto prvé subspektrum obsiahnuté v jednotlivych pdvodnych
spektrach, ktoré¢ sme do faktorovej analyzy vkladali. Oranzova farba prislucha
spektram z povrchu NpsCu4, modra farba oznacuje sadu spektrier z povrchu NpsCu?2
a ruzova farba patri hladkému substratu pPTFE.

Z jednotlivych sad koeficientov méZeme vidiet, Ze intenzita spektier pre
hladky substrat pPTFE je pre kazdi koncentraciu najnizSia (najnizSie hodnoty
prisluinych koeficientov). Co sa tyka zdrsnenych povrchov s medenymi
nanocasticami NpsCu4 a NpsCu2, tam znalny intenzitny rozdiel nevidime. Této
skutoCnost’ je v sulade aj s malym rozdielom kontaktnych uhlov povodnych kvapiek,

¢1 malym rozdielom v priemere vzniknutych prstencov a ich Sirke.

54



0.30 0.20
pu] b o NpsCu4
8 0.25 1 mg/mi » e e NpsGCu2
il @ | a
E 0.20 0.15 “I - Q: i o pPTFE
AR
> s \f I o 1
g o 0.10 { &gy Vg.q?"ﬁ.-‘
5 005 o ll
=z
0.00 | 0.05
2700 2800 2000 3000 3100 o 20 40 60 80
Ramanov posun (cm'1) Cislo spektra
0.30 0.20
0,5 mg/mi e NpsCu4
g 0.25 4 ] *. ”I\ —e— NpsCu2
z 015 L Fefifn fl8
@ 020 v gAY, . pPTFE
(= Y/ 8 ¢ At
g 015 010 { = i
€ o010 .
9]
E 005 0.05
2
0.00 i
2700 2800 2900 3000 3100 0 15 30 45 60 75
Ramanov posun (cm™) Cislo spektra
0.30 0.20
@ | 0,25 mg/ml : hd o— NpsCu4
= 0.25 ,‘ﬂ:\ f\:. ﬁ —e— NpsCu2
N 0.15 e /e 1% ]
g 020 or | [# M pPTFE
= b e\ % a0l \ + \
:é 0151 010 P¥° e\ 1T “‘“ u
2 0101
o
£ 005 0.05
5 3
0.00 -
2700 2800 2900 3000 3100 0 20 40 60 80
Ramanov posun (cm™) Cislo spektra
0.30 0.25
o ) 0,125 mg/ml
g oz . 0.20 e
8 0.20 | & 0 ? ; Ul =g NpsCu4
(= 015 PN #l o & .
‘@ 0.15 oY & ol o | | o —e— NpsCu2
g0 WO L pPTFE
g 0.10 | 010 1+ * % f *& %
g G ® o
5 0051 0.05
pd
0.00 1 1 0,00
2700 2800 2900 3000 3100 0 20 40 60 80

Ramanov posun (cm'1)

Cislo spektra

Obr. 7.2.3: Pvé subspektra (vlI'avo) a prislusné koeficienty (vpravo) pre povodné tri
sady nameranych spektier z troch réznych povrchov pPTFE, NpsCuZ2, NpsCu4 pre

Styri koncentrécie.
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Ak sa zameriame na jednotlivé koeficienty v ramci jednej sady spektier
(jedna farba), zaznamendvame zna¢ny rozptyl hodnot, ato predovSetkym pre
zdrsneny povrch NpsCu?2, ¢i pripadne povrch NpsCu4 pre koncentraciu 1 mg/ml. Je
to dosledkom skutoc¢nosti, ze zakoncentrovanie na substratoch v ramci jednotlivych
prstencov nie je homogénne. K vyrazne homogénnemu zakoncentrovaniu dochadza
pre koncentraciu 0,125 mg/ml na podlozke pPTFE, ale za cenu najniZSej nameranej
intenzity signalu. Naopak pre koncentraciu 1 mg/ml na substrate NpsCu4 dochadza
k vel'kému rozptylu nameranych intenzit spektier. Na prstenci tak dokazeme najst’
miesta, kde je vysledné spektrum 2 — 3 X intenzivnejSie ako spektrum z prstenca
na hladkom pPTFE substrate z pdvodne rovnako zakoncentrovanej kvapky.

Takéto nehomogénne zakoncentrovanie na zdrsennych povrchoch s najvaésou
pravdepodobnost'ou suvisi s pritomnymi nanocasticami, ktoré moézu mat’ v procese
schnutia tendenciu zadrZiavat’ na niektorych miestach zakoncentrovany material. Na
to mdéze mat’ vplyv aj samotnd velkost pouzitych nanocastich ajej rozptyl, ¢i
vel'kost’ skimanych lipozémov v suspenzii.

Ziskané vysledky ndm potvrdzuji zévery z gradientného povrchu, Zze
v pripade substratu, ktory je naviac zdrsneny pridanymi nanocasticami (v tomto
pripade medenymi) dochadza k lepSiemu zakoncentrovaniu neZ na hladkom povrchu
asigndl z ,kavoveého kruzku“ je vysSi. Naviac sme zaznamenali velky rozptyl
nameranych spektier v rdmci jedného prstenca prave pre povrchy zdrsnené pomocou

nanocastic, ¢o je dosledkom nehomogénneho zakoncentrovania.

Zmenu intenzity na zdklade zmeny koncentracie povodnej nanesenej
suspenzie mozeme vidiet' na Obr. 7.2.4, kde st znazornené vysledky faktorovej
analyzy zo sad spektier zozbieranych z povrchu NpsCu4 pre vsetky Styri pouzité
koncentracie. Na zdklade koeficientov prisluchajucich prvému subspektru
pozorujeme pokles intenzity so znizujlicou sa koncentraciou. Takisto pozorujeme, ze
rozptyl koeficientov, ktory indikuje homogénnost’ zakoncentrovnania na prstenci sa
so znizujucou koncentrdciou zmenSuje. Najvacsi rozptyl teda pozorujeme pre
najvyssiu koncentraciu 1 mg/ml.

Vysledky faktorovej analyzy nam rovnako ako v pripade gradientného

povrchu neukézali ziadne spektralne zmeny na zaklade pouzitého substratu, z ¢oho
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usudzujeme, ze k ziadnej interakcii medzi suspenziou lipozémov a povrchmi

nedochadza.
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Obr. 7.2.3: Prvé subspektrum, singularne hodnoty pre jednotlivé subspektra
a koeficienty pre prvé subspektrum zo sady nameranych spektrier pre Styri r6zne

koncentracie pre substrat NpsCu4.

7.3. Teplotne zavislé merania

Na zasychanie kvapiek vplyva okrem iného aj teplota, pri ktorej schnutie
prebieha. Preto sme sa zamerali aj na to, aky vplyv mé teplota zasychania na tvar
»kavového kruzku“ a pripadne na samotné vysledné spektrum zo vzniknutého
prstenca. Tak, ako v predchadzajicich meraniach sme mali pripravené suspenzie
lipozbmov DPPC v $tyroch réznych koncentraciach 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25

mg/ml a 0,125 mg/ml. Kvapky s priblizne rovnakym objemom 2,1 pl sme pomocou
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aparatiry vybavenej termoregula¢nou jednotkou (Kap. 6.2.) naniesli na dva rozne
povrchy (Kap. 5.1.):

e pPTFE

o NpsAgs
Pomocou termoregulacnej jednotky sme definovane menili teplotu, pri ktorej
dochadzalo k schnutiu nanesenych kvapiek. Pre kazdu pripravent koncentraciu sme
na oboch substratoch nechali zasychat kvapky pri nasledujucich teplotach: 15°C,
25°C, 41°C, 45°C a 60°C.

Vieme, ze lipidy podliehaju termotropnym fazovym prechodom. Hlavny
fazovy prechod pre pouzity lipid DPPC je pri 41°C, preto sme pri zasychani volili aj
tuto teplotu. Ramanove spektra lipozémov vykazuji spektralne zmeny na zaklade
toho, v akej faze sa prave nachadzaju (Kap. 3.4.2.). Preto nas naviac zaujimalo aj to,
¢i schnutie kvapky pri teplotach nad, pod alebo pri teplote fazového prechodu ma
vplyv na vysledné Ramanove spektrum.

Kvapky sme na substrity nanaSali postupne vzdy az po vyschnuti
predchadzajtcej, aby sme mohli regulovat’ teplotu zasychania. Po naneseni kvapiek
pre vSetky koncentracie a vSetky skumané teploty pre oba povrchy nas zaujimali
dosiahnuté kontaktné uhly jednotlivych kvapiek anasledne ich vysledné
zakoncentrované tvary. Obrazky vzniknutych krizkov z pdvodnych kvapiek mozeme
vidiet’ na Obr. 7.3.1 (pPTFE) a Obr. 7.3.2 (NpsAg5). S teplotou sa vysledny tvar
»kavového kruzku pre jednotlivé koncentracie meni pre oba substraty. Konkrétne
udaje o priemere kruzka, Sirke prstenca a hodnote kontaktného uhlu su v Tabulke 3
(pPTFE) aTabulke 4.(NpsAg5). Pre hladky povrch pPTFE sa nam potvrdil
vysledok, Ze priemer krizku s rasticou koncentraciou stlipa. Zaujimavé ale je, ze
jeho priemer stupa aj s vysSou teplotou zasychania, kde zarovenl pozorujeme
zuzovanie Sirky prstenca. To moze suvisiet’ s tym, Ze vplyvom vysSej teploty su
lipozémy v zasychajucej kvapke rozvolnenejSie. UZS§i prstenec si vysvetlujeme
nutnost’ou zakoncentrovat’ rovnaké mnozstvo materidlu na $irsi krizok. V Tabulke 3
vidime, Ze kontaktné uhly sa pre substrat pPTFE pre jednotlivé koncentracie liSia no
v ramci chyby su rovnaké pre vSetky teploty zasychania. Z predchadzajucich merani
sme ale ocCakavali, Ze kontaktny uhol bude pre pouzité koncentracie rovnaky.
Teplotne zavislé merania boli ale Casovo narocnejsie a kompletné série kvapiek boli
nanasané¢ v priebehu niekolkych dni. Klesajuci kontaktny uhol pre jednotlivé

koncentracie suhlasi stym, vakom poradi sme kvapky nanaSali. NajvysSia
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koncentracia 1 mg/ml bola nanesena na substrat ako posledna. Z tohto usudzujeme,
ze pre nami pouzity substrat pPTFE moze dochadzat k ,,starnutiu®, ¢o sa odréza

prave na jeho hydrofobicite, a teda vel'kosti kontaktného uhlu

15°C 25°C 41°C 45°C 60°C

1 mg/ml

0,5 mg/ml

0,25 mg/ml

0,125 mg/ml

240 um

Obr. 7.3.1: Vyschnuté kvapky na povrchu pPTFE pre Styri koncentracie suspenzie
lipozémov DPPC pre pit roznych tepldt (pouZzity objektiv 5 X).

15°C 25°C 41°C 45°C 60°C

1 mg/ml

0,5 mg/ml

0,25 mg/ml

0,125 mg/ml

Obr. 7.3.2: Vyschnuté kvapky na povrchu NpsAg5 pre Styri koncentracie suspenzie
lipozémov DPPC pre pét’ roznych tepldt (pouzity objektiv 5 X)
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Tabulka 3 Parametre vzniknutych , kdvovych krizkov* (priemer kruzka a Sirka
prstenca) z kvapiek suspenzie lipozoémov DPPC na povrchu pPTFE a hodnoty ich

kontaktnych uhlov pri réznych teplotach zasychania pre Styri koncentracie.

Koncentracia DPPC priemer kruzku (Sirka prstenca) v pm
(kontaktny uhol) 15°C 2590 41°C 4550 .
1 mg/ml
(~100°) 1690 (60) | 1720 (40) | 1740 (12) | 1840 (15) | 1950 (15)
0,5 mg/ml
(~103°) 1630 (50) | 1700 (40) | 1780 (20) | 1870 (12) | 1920 (8)
0,25 mg/ml
(~107°) 1590 (35) | 1680 (40) | 1730 (15) | 1780 (15) | 1870(10)
0,125 mg/ml
(~108°) 1420 (45) | 1530 (30) | 1630 (22) | 1680 (12) | 1750 (8)

Pre nanodrsny substrat so striebornymi nanocasticami nepozorujeme ziadny
trend v zmene priemeru vzniknutého krizku na zaklade zasychania kvapky pri
roznych teplotach. V Tabulke 4 vidime, Ze priemer prstencov ma vel’ky rozptyl pre
vSetky koncentracie aj teploty. V pripade teploty zasychania 25°C, ¢o je hodnota,
ktora sa najviac blizi teplote pri ktorej zasychali kvapky z predchadzajiicich merani,
vidime pokles priemeru krazku s koncentraciou, ako sme to pozorovali na
substratoch s medenymi nanocasticami. Spolocnym znakom pre vSetky koncentracie
ale je, Ze Sirka prstenca sa so zvySujicou teplotou zasychania zmensuje. Kontaktny
uhol je pre kvapky nanesené na substrat pri teplote 25°C aviac, v ramci chyby
rovnaky a to aj pre rozne koncentracie. Pre teplotu 15°C sa kontaktny uhol li§i medzi
jednotlivymi koncentraciami aaj od hodnot pre vysSie teploty zasychania.
Nanodrsny substrat so striebornymi nanocasticami tak vykazuje dobra hydrofobicitu

aj pri vysSich teplotach a to pre kazdi nami pouziti koncentraciu.
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Tabul’ka 4 Parametre vzniknutych ,.kavovych kruzkov* (priemer krazka a Sirka
prstenca) z kvapiek suspenzie lipozomov DPPC na povrchu NpsAg5 ahodnoty

kontaktnych uhlov pri réznych teplotach zasychania pre Styri koncentracie.

priemer krazku (Sirka prstenca) v um

Koncentracia kontaktny uhol ~129°

DPPC 15°C
25°C 41°C 45°C 60°C

1mg/ml | ~126°| 1350(45) | 1350 (30) | 1450 (17) | 1490 (28) | 1680 (15)

0,5 mg/ml | ~120° | 1390 (45) | 1270(20) | 1350 (15) | 1240 (15) | 1450 (10)

0,25 mg/ml | ~117° | 1430 (40) | 1250 (30) | 1340 (12) | 1130 (18) | 1215 (12)

0,125 mg/ml | ~118° | 1400 (20) | 1200 (15) | 1270 (10) | 1280 (15) | 1190 (15)

Pre jednotlivé kvapky sme sa zamerali na vyschnuté ,kavové kruzky* aj
detailnejSie. Na prstencoch z kvapiek, ktoré zasychali pri teplotaich nad fazovym
prechodom pouzitého lipidu DPPC (45°C, 60°C) sa objavili nehomogenity v tvare
malych prstencovych Utvarov pre oba pouzité substraty (Obr. 7.3.3, naznacenie
nehomogenit pre substrat pPTFE pozorovali len pre teplotu 60°C apre substrat
NpsAg5 len pre teplotu 45°C. K tomuto javu v pripade kvapiek, ktoré zasychali
pri teplote fazového prechodu a nizsej (41°C, 25°C, 15°C), nedochadzalo. Vznik
viditelnych nehomogenit na prstenci sa tykal oboch pouzitych substratov, hladkého
PpPTFE ¢i zdrsneneného NpsAgS5, preto nepredpokladame, Ze k ich vzniku pripievala
pouzitd podlozka. V oboch pripadoch v§ak spominany jav pozorujeme nad teplotou
hlavného fazového prechodu pouzitého lipidu DPPC, kedy su vSetky lipozomy
v kvapke pritomné v rozvol'nenej konformacii gauche. Predpokladame, Ze prave tato
skuto¢nost’ mdze vplyvat na vysledny tvar zakoncentrovaného prstenca.

Zo vsetkych skiimanych prstencov sme zozbierali sady Ramanovych spektier
s rovnakym nastavenim aparatiry (Kap. 6.1.1.). Pre prstence, ktoré vykazovali vySsie
spominané nehomogenity sme sa zamerali aj na pripadné intenzitné zmeny medzi ich
Ramanovym signadlom a signdlom zo zvySku prstenca. V tychto pripadoch sme
pre jeden prstenec zozbierali dve sady spektier, jednu pre vytvorené nehomogenity
(sada A) a jednu pre zvySok prstenca (sada B). Neziaduce pozadie sme od vSetkych

nameranych spektier od¢itali pomocou metody ortogonalnych diferencii
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1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,125 mg/ml

60°C
45°C
24 pm
60°C
|4 % : 45°C
; ‘.;: \%
&

24 um

Obr. 7.3.3: Detail vzniknutych zakoncentrovanych prstencov z kvapiek zo suspenzie
lipozomov DPPC s rdéznou koncentraciou po zaschnuti pri teplotach 60°C a 45°C na

substrate a) pPTFE, b) NpsAg5 (pouzity objektiv 50 X ULWD).

Porovnanie intenzit Ramanovych spektier pre r6zne koncentracie povodnej
suspenzie v ramci jednej teploty (15°C, 25°C, 41°C, 45°C a 60°C) sme uskutocnili
pomocou faktorovej analyzy. Pre kazdi teplotu sa nam na zaklade velkosti
singularnych hodndt (Obr.7.3.4) potvrdilo, Ze faktorova dimenzia je jedna, a to pre
oba pouzité substraty. Z tohto usudzujeme, Ze ani pri teplotach vyssich ¢i nizsich ako
je izbova teplota nedochddza k interakcii pouzitych lipozomov s podlozkou, ¢i

k inému neziaducemu efektu, ktory by viedol k vyraznym spektralnym zmenam
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a) pPTFE

18000
15000 - —8— 60°C

12000 +
9000 -
6000 -
3000 +

Singularne hodnoty
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Cislo subspektra

24000 - —e— 60°C
—e— 45°C
20000 - wigls i

- 25E
—&— 15°C

Singularne hodnoty

6 1I5 3I0 45 60 75
Cislo subspektra
Obr. 7.3.4: Singularne hodnoty subspektier z nameranych sad spektier (zahritujuce
vSetky nakvapkan¢ koncentracie) pre jednotlivé teploty pre substrat a) pPTFE
ab) NpsAgs5.

Tvary prvych subspektier a im prisluchajuce koeficienty pre jednotlivé sady
spektier méZeme pre povrch pPTFE vidiet’ na Obr. 7.3.5 a pre povrch NpsAg5 na
Obr. 7.3.6. Koeficienty prislichajuce jednotlivym spektram nédm, ako vieme,
podavaji informaciu o tom, akou mierou je v nich zastipené dané subspektrum. Cim
vys§iu hodnotu ma, tym je vysledné spektrum intenzivnejsie.

Ak sa zameriame na teploty nad teplotou fazového prechodu, mézeme vidiet’,
ze spektra z nehomogenit pozorovanych na prstenci vykazuji vo vécSine pripadov

lep§$i kone¢ny signal ako signdl zinych casti prstenca pre oba povrchy
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(Pre koncentraciu 0,125 mg/ml sme ist¢ nehomogenity pre pPTFE pozorovali len
pre 60°C apre NpsAg5 len pre 45°C.). Najviacsi skok v intenzite pozorujeme
prekoncentraciu 1 mg/ml na podlozke pPTFE, kde pri najvyssej teplote 60°C
dochddza az ktakmer 6-nasobnému zlepSeniu signalu (6 X vysSia hodnota
koeficientov odpovedajuca sade A). Pri tejto teplote pri nizSich koncentracach uz ale
takéto vyrazné zlepSenie signalu sady spektier A oproti sade spektier B
nepozorujeme. Pri teplote tesne nad teplototu fazového prechodu 45°C je ale
zlepsenie signalu viditelné pre vsetky koncentracie, pre ktoré sme na vyslednych
prstencoch pozorovali vznik nehomogenit, ato 3 — 4 X.

Pri zdrsnenom povrchu je situacia odliSnd. Z nehomogenit si Ramanove
spektra sice intenzivnejSie pre obe teploty, ale nie tak vyrazne. K najlepSiemu
zlepSeniu dochadza pre koncentraciu 0,25 mg/ml, kde je pre obe teploty priblizne 3-
nasobné zvysenie vysledného signdlu oproti signalu zozbieraného zo zvysku
prstenca. Pre d’alSie koncentracie na tomto povrchu sa jedna o 1,2 —2X
intenzivnejsi signal.

Pri nizsich teplotdch schnutia (41°C, 25°C, 15°C) vidime, ze intenzita
signalu podl'a ocakéavania klesa s koncentraciou a to pre oba povrchy, tak ako to bolo
v pripade substrdtov s medenymi nanocasticami. Mézeme vSak vidiet’, Ze intenzitné
rozdiely medzi jednotlivymi koncentraciami sa s teplotou, pri ktorej kvapky schli,
menia. Konkrétne sa so zvySujucou teplotou meni hlavne poloha koeficientov, ktoré
prisluchaju sadam spektier z prstenca pre koncentracie 0,25 mg/ml a 0,5 mg/ml, kde

pozorujeme ndrast intenzity.
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Obr. 7.3.5: Pvé subspektra (vl'avo) a prislusné koeficienty (vpravo) pre pévodné

sady nameranych spektier pre r6zne koncentracie kvapiek na substrate pPTFE

pri r6znych teplotach zasychania.
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Obr. 7.3.6: Pvé subspektra (vlavo) a prislusné koeficienty (vpravo) pre pévodné

sady nameranych spektier pre rozne koncentracie kvapiek na substrate NpsAg5

pri r6znych teplotach zasychania.
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Dévodom, preco sme porovnavali sady spektier v rdmci jednej teploty pre
rozne koncentracie bol, ze sme sa chceli pozriet' aj na to, ¢i v spektre vplyvom
teploty schnutia nedochadza k zmendm. Zaujimali nas zmeny jednak v Ramanovom
posune, ajednak v intenzitnom pomere konkrétnych spektralnych pasov, ktoré by
poukazovali na pripadné fazové prechody v lipozomoch. Vieme, ze na hlavny fazovy
prechod st citlivé spektralne pasy ~2845, ~2880 a ~2938 cm™ (Kap. 3.4.2). Preto
sme sa pre jednotlivé teploty zamerali na konkrétnu polohu tychto pasov a na ich
intezitu. Z prvych subspektier, ktoré charakterizuji sady spektier pre dané teploty,
sme zistili, Ze k posunu spominanych spektralnych pasov nedochddza. Nésledne sme
porovnali aj pomery intenzit tychto pasov, vysledné¢ hodnoty pre jednotlivé teploty
moézeme vidiet v Tabulke 5. Zaznamenané pomery intenzit by sa s rozvolnenejSou
konforméciou lipidov mali zvySovat, ¢o v naSom pripade nepozorujeme. Z tychto
vysledkov vidime, Ze teplota zasychania suspenzie lipozOmov nemd vplyv
na samotny tvar spektra alipozoémy, ktoré sa v priebehu schnutia dostanu
do rozvolnenenej konforméacie tekutého krystalu po vyschnuti na substrate

prechadzaju znova do usporiadanej gelovej fazy.

Tabul’ka S Intenzitné pomery konkrétnych spektralnych pasov z prvych subspektier
pre teploty 60°C, 45°C, 41°C, 25°C , 15°C indikujlice mozné fazové zmeny

lipozoémov.

Teplota 60°C 45°C 41°C 25°C 15°C
I-2845/1 2850 0,712 0,718 0,725 0,758 0,731

NpsAg5
12938/ -2850 0,379 0,400 0,403 0,394 0,447
12845/ 1-2880 0,668 0,690 0,685 0,664 0,659

pPTFE
12938/ 12880 0,327 0,341 0,335 0,317 0,312

Zistili sme, ze Ramanove spektrd nepodliehaju spektralnym zmenam na
zaklade teploty, pri ktorej schnii nanesené kvapky. Dalej sme sa preto zamerali na to,
¢i takéto teplotne rdzdielne zasychanie vedie pre jednotlivé koncentracie
k intenzitnym zmendm v spektrach. Faktorova analyza pre sady spektier
prisluchajtcich jednej koncentracii a roznym teplotam ndm zo singularnych hodnot

podla ocakavania urcila faktorovi dimenziu na jedna (Obr. 7.3.7). Rovnako ako
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v predchadzajucich pripadoch nds nésledne zaujimal vyvoj koeficientov pre prvé
subspektrum,  ktory  podaval informdciu o  pripadnych intenzitnych

zmenach povodnych spektier.
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Obr. 7.3.7: : Singularne hodnoty subspektier z nameranych sad spektier (zahritujuce
vSetky teploty zascyhania) pre konkrétne koncentracie pre substrat a) pPTFE
ab) NpsAg5
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Na Obr.7.3.8 vidime vysledky faktorovej analyzy pre pouzity hladky substrat
pPTFE. Pre kazdu koncentraciu je rozptyl koeficientov prislusnych réznym
nameranym sadam spektier vel’ky. Spolo¢nym znakom ale je, ze v pripade kvapiek,
kde sa na zaschnutych prstencoch objavili nehomogenity (odpovedaji im sady
spektier A) je signal lepSi. Zaroven si mézeme vSimnut, ze pre koncentracie
0,125 mg/ml a 0,25 mg/ml je signal z kvapiek, ktoré schli pri nizSich teplotach horsi
oproti rovnako koncentrovanym kvapkam, ktoré schli pri vysSich teplotach.Tento
zlom nastava pri koncentracii 0,5 mg/ml, kde sa signdl pre celu Skélu teplot vel'mi
nemeni, dokonca ani signal z nehomogenit pre teplotu 60°C nie je vyrazne lepsi. Pri
koncentracii 1 mg/ml uz vidime, ze signdl (mimo sdd A) ma tendenciu sa so
snizujucou teplotou zasychania zlepSovat’.

Vysledky faktorovej analyzy pre nanodrsny substrat NpsAg5 moZeme vidiet’
na Obr. 7.3.9. Aj vtomto pripade je rozptyl koeficientov pre kazdii koncentraciu
velky. Z vysledkov sa da ale vidiet, ze zber spektier so vzniknutych nehomogenit
vedie k zvySeniu signilu. Dalej si moézeme vSimnut, Ze pre vietkz koncentracie
okrem 1 mg/ml plati, Ze intenzita signalu je pre teploty zasychania pod a nad
teplotou fazového prechodu porovnatel'na.

Zasychanie kvapiek pri roznych teplotach viedlo nelen k r6znym vyslednym
tvarom ,,.kavového kriuzku®, ale aj k intenzitnym zmenam v spektre. Ukazali sme, Ze
pre vzniknuté nehomogenity na prstencoch, ktoré vznikli zasychanim kvapiek nad
teplotou fazového prechodu pouzit¢ho lipidu, bolo Ramanove spektrum
intenzivnejSie. ZlepSenie vo vyslednom signale sa pre oba pouZité substraty
a pre vSetky koncentracie prejavilo najviac pri teplote tesne nad teplotou fdzového

prechodu pouZitého lipidu, pre 45°C.
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Obr. 7.3.7: Pvé subspektra (vl'avo) a prislusné koeficienty (vpravo) pre povodné
sady nameranych spektier pre kvapky vyschnuté pri réznych teplotach na substrate
PpPTFE pre r6zne pdvodné koncentracie
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Obr. 7.3.8: Pvé subspektra (vl'avo) a prislusné koeficienty (vpravo) pre povodné
sady nameranych spektier pre kvapky vyschnuté pri réznych teplotach na substrate
NpsAgS5 pre rozne povodné koncentracie
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Zaver

V ramci metddy DCDR sme sa zaoberali u¢innostou zakoncentrovania
suspenzie unilamelarnych lipozomov tvorenych lipidom DPPC na substratoch
s roznou hydrofobicitou a pri rozdielnej teplote zasychania. ZvySenie hydrofobicity
substratov bolo docielené zdrsnenim povrchu pomocou deponovanych medenych
a striebornych nanocastic.

V prvych meraniach sme sa sustredili na sledovanie zmien parametrov
kvapiek vyschnutych vo forme ,,kavového kruzku* a na zakoncentrovanie nanesene;j
suspenzie pri postupnom raste drsnosti substritu pre Styri rozne pdvodné
koncentracie. ZvySovanie nanodrsnosti v ramci jedného substratu bolo docielené
povrchovou gradientnou koncentraciou medenych nanocastic. Ukézali sme, Ze pre
nami pouzité koncentrdcie sa kontaktny uhol kvapiek nanesenych v miestach
s rovnakou drsnostou vramci chyby neliSi. V smere gradientu koncentracie
nanocastic na substrate sme pozorovali zvySovanie kontaktného uhlu nanesenych
kvapiek, ¢o nam potvrdilo rast hydrofobicity substratu v korelacii s jeho
nanodrsnostou. Vysledné ,.kavové kruzky* ziskané z kvapiek nanesenych v smere
rastu gradientu vykazovali mensi priemer krizku a$ir$i prstenec. Uginnost
zakoncentrovania suspenzie pri roznom kontaktnom uhle sme porovnali pomocou
Ramanovych spektier zozbieranych z obvodu vyschnutych prstencov, pricom sme sa
zamerali na spektralnu oblast C — H valen¢nych vibra¢nych modov. Na zéklade
nameranej intenzity signdlu sme pomocou faktorovej analyzy ukazali, ze
pri zvySujucom sa kontaktnom uhle je namerany signél vyssi, a to pre kazdi nami
sledovani koncentraciu nanesenej kvapky. S rastom hydrofobicity substratu teda
dochadza k lepSiemu zakoncentrovaniu povodnej suspenzie, ¢o vedie k vy$Siemu
Ramanovmu signalu.

Nésledne sme sa zamerali na zakoncentrovanie suspenzie lipozémov na
substratoch s homogénnou definovanou drsnostou. ISlo o hladky povrch pPTFE
adva nanodrsné substraty srdznou koncentrdciou nadeponovanych medenych
nanocastic NpsCu2 a NpsCu4. Po naneseni kvapiek suspenzie lipozomov sme
potvrdili, ze pre nami pouzité Styri koncentracie je kontaktny uhol v rdmci chyby
rovnaky. Naviac sa ukdzalo, Ze najvacsi skok v hydrofobicite substratov nastava pri
prechode z hladkého povrchu na nanodrsny. Dalsie zvySovanie drsnosti pomocou

vySSej koncentracie nanoCastic uz neviedie k vyraznejSiemu zvySovaniu
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hydrofobicity. Tento vysledok bol potvrdeny aj pomocou Ramanovych spektier,
ktoré sme zozbierali po obvode vzniknutych ,kévovych krizkov*. Pomocou
faktorovej analyzy sa ukazalo, ze intenzita signélu je pre nanodrsné substraty, ktoré
vykazovali maly rozdiel v kontaktnom uhle, na podobnej Grovni. Pre hladky substrat
bola intenzita viditeI'ne nizSia. Z nasich vysledkov vSak d’alej vidime, ze zdrsnené
povrchy s nanocasticami vykazuji Ramanove spektrd pre jednotlivé koncentracie
znacny rozptyl nameraného signalu. Tuto skutocnost’ pripisujeme prave pritomnym
nanocasticiam, ktor¢ mozu byt doévodom k nehomogénnemu zakoncentrovaniu
suspenzie.

Styri pripravené suspenzie lipozomov sme pri d’al§ich meraniach nechali pre
dva rozne substraty, hladky pPTFE ananodrsny NpsAg5 so striebornymi
nanocasticami, zasychat' pri r6znych teplotach, konkrétne pri 60°C, 45°C, 41°C,
25°C a 15°C. Teplota hlavného fazového prechodu pre nami pouzivany lipid DPPC
je 41°C, teploty pre zasychanie sme preto volili nad aj pod touto hodnotou. Pre
vzniknuté prstence na hladkom povrchu sme pozorovali, Ze so zvySovanim teploty
rastie aj priemer kruzku. Pri nanodrsnom povrchu sa tento trend neobjavil, ¢o
pripisujeme schopnosti nadeponovanych nanocastic udrziavat’ materidl zo suspenzie
aj pri rozvol'nenejSej konformacii samotnych lipozémov. Na zaklade zozbieranych
spektier z prstencov z kvapiek vyschnutych priroznych teplotdch sme ukazali, Ze
nedochadza k viditelnym spektralnym zmenam, ktoré by boli dosledkom fazového
prechodu Studovanych lipozémov. Aj v pripadoch, kedy k schnutiu dochadzalo pri
teplotach nad teplotou hlavného fazového prechodu, lipozomy po zaschnuti, kedy sa
menila teplota okolia na izbovu, prechddzaju zrozvolnenej neusporiadanej fazy
tekutého kryStalu do usporiadanej gélovej fazy.

Pre teploty zasychania suspenzie lipozémov nad teplotou fazového prechodu
pouzit¢ho lipidu bol na vyslednom ,kiavovom krazku*“ pozorovany vznik
prstencovych nehomogenit. V pripade schnutia pri teplote 45°C sme pri porovnavani
intenzit signalu z tychto nehomogenit a utrzkov daného prstenca, ¢i so signdlom
zinych prstencov prislachajiicich rovnakej koncentracii, pozorovali vyrazné
zvySenie Ramanovho signalu, ato pre vSetky koncentracie na oboch substratoch.
Vys$si signal zo vzniknutych nehomogenit indikuje v tychto miestach lepSie
zakoncentrovanie. K danému javu dochddzalo na oboch povrchoch v rovnakej miere,

preto usudzujeme, ze dovodom k vzniku spominanych zakoncentrovanych casti nie
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je pouzity substrat, ale rozvolnend konformdcia neusporiadanej fazy pouzitého
lipidu.

Na zéklade naSich merani sme dospeli kzaveru, ze k lepSiemu
zakoncentrovaniu Studovanej suspenzie dochadza jednak pri vyssej hydrofobicite
nanodrsného povrchu, ktoré je ale nehomogénne, a jednak pri teplotach zasychania

nad teplotou fazového prechodu pouzitého lipidu.
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