
Univerzita Karlova v Praze

Matematicko-fyzikálńı fakulta
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Abstrakt: Metóda kvapkovo nanášaných povlakov je špeciálna technika Ramano-
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povrch s následným odpareńım rozpúšt’adla. Po vyschnut́ı dochádza k sústredeniu
materiálu v homogénnom krúžku na okraji kvapky. Použitie tejto techniky sa
ukázalo ako vhodné na štúdium lipozómov pri ńızkych koncentráciách. Jej využi-
t́ım sme skúmali prejavy cholesterolu v spektrách prevažne fosfatidylchoĺınových
lipozómov, a tiež jeho vplyv na tvorbu krúžkov. Vyššia koncentrácia choleste-
rolu nespôsobila výrazneǰsie zmeny štruktúry membrány, ako napŕıklad zmenu
fázy, avšak nedochádzalo k vytvoreniu krúžkov. V druhej časti bakalárskej práce
sme sa zaoberali hl’adańım vhodnej alternat́ıvy k doteraz použ́ıvanému a už nedo-
stupnému DCDR povrchu – doštičkám SpectRIM
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od firmy Tienta Sciences,Inc.
Z testovaných povrchov sa ako najvhodneǰśı na d’aľsie použitie jav́ı skĺıčko fluori-
du vápenatého (CaF2). Signál z ostatných povrchov bol pŕılǐs slabý, alebo boli
v spektrách pozorované spektrálne pásy nepŕıslušiace lipidu.
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Abstract: Method of drop-coating deposition Raman spectroscopy is a special
technique that employs deposition of a small droplet of the sample on a hyd-
rophobic surface with subsequent solvent removal by evaporation. As a result
the concentrated material forms a ring at the edge of the droplet. This technique
has proven to be efficient for liposome studies at low concentrations. We focused
on a study of spectral changes and ring formation in phosphatidylcholine liposo-
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1.1.1 Štruktúra membrán . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
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3.2 Porovnanie rôznych povrchov . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
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Úvod

Biologické membrány nachádzajúce sa v bunkách oddel’ujú prostredie bunky
od vonkaǰsieho prostredia, ale taktiež vymedzujú jednotlivé bunkové organely.
Pozostávajú prevažne z fosfolipidov, cholesterolu (u eukaryotickej bunky) alebo
ergosterolu (u húb a kvasiniek) a tiež protéınov, ktoré sú v nej bud’ zabudo-
vané alebo sa nachádzajú na jej povrchu. Cholesterol je steroid predstavujúci
významnú molekulu živoč́ı̌sneho organizmu, avšak jeho zastúpenie v membráne
sa v rôznych druhoch buniek ĺı̌si. Dôležitou vlastnost’ou membrán je tzv. selekt́ıvna
permeabilita, teda polopriepustnost’, ktorá je výsledkom molekulárnej organizácie
biomembrány. Spôsobuje, že vybrané látky prechádzajú do bunky alebo organe-
ly jednoduchšie ako iné. Cholesterol sa včleňuje medzi molekuly fosfolipidov č́ım
ovplyňuje permeabilitu membrány [1].

Štúdium štruktúry bunkových membrán ako aj ich interakcíı s rôznymi látkami
je z pohl’adu možných aplikácíı obzvlášt’ dôležité napŕıklad vo farmácii. Častokrát
je kl’́učové prepravit’ účinnú látku – liek – do bunky, kde by d’alej putovala
na akt́ıvne miesta a reagovala s d’aľśımi molekulami. To môže byt’ problema-
tické, obzvlášt’ pokial’ táto látka nie je bunke vlastná a ako cudziu ju membrána
neprepust́ı dovnútra.

Skúmanie membrán priamo v bunke však môže byt’ mimoriadne náročné,
nakol’ko sa už jedná o vel’mi komplikovaný systém. Preto je vhodné použ́ıvat’

jednoduchš́ı model, ktorý však v kl’́učových aspektoch zodpovedá prirodzeným
membránam v bunke. Jednou z možnost́ı je práve využitie lipozómov. Jedná sa
o vel’mi flexibilný model, pretože lipozómy možno pripravit’ s rôznym zložeńım
a teda poskytujú možnost’ napodobnit’ prirodzené bunkové membrány.

Jednou z metód vhodnou na skúmanie týchto, ale aj rôznych iných biolo-
gických štruktúr, je Ramanova spektroskopia. Jedná sa o optickú spektroskopickú
metódu, využ́ıvajúcu nepružný rozptyl svetla k skúmaniu vibračných pohybov
molekúl. Vel’kou nevýhodou však môže byt’ nutnost’ práce so vzorkami o vysokých
koncentráciách, a preto sme zvolili pomerne novú techniku Ramanovej spektro-
skopie tzv. metódu kvapkovo nanášaných povlakov. Jedná sa techniku, pri ktorej
sa malé množstvo študovaného roztoku alebo suspenzie nanesie na špeciálny hy-
drofóbny povrch a následné odparenie rozpúšt’adla s tzv. efektom kávového krúžku,
vedie k výraznému zosilneniu Ramanovho signálu.

Hlavným ciel’om tejto práce bolo pripravit’ a preskúmat’ pomocou metódy
kvapkovo nanášaných povlakov vlastnosti lipozómov, ako modelového systému
živoč́ı̌snej bunkovej membrány, definovaných rozmerov s rôznym zložeńım a za-
stúpeńım cholesterolu. Zamerali sme sa na pozorovanie spektrálnych zmien v pŕı-
tomnosti cholesterolu, ako aj jeho vplyv na tvorbu

”
kávových“ krúžkov. Vzhl’a-

dom k tomu, že sa doteraz použ́ıvaný povrch (doštičky SpectRIM
TM

od spoločnosti
Tienta Sciences) v nedávnej dobe prestal vyrábat’, zamerali sme sa v druhej časti
práce na testovanie iných potenciálnych povrchov s ciel’om vyhodnotit’ ich vhod-
nost’ pri merańı metódou kvapkovo nanášaných povlakov.
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1. Teoretická čast’

1.1 Lipozómy

Lipozómy, alebo tiež vezikuly, sú uzavreté membránové štruktúry tvorené lipido-
vou dvojvrstvou, ktorá oddel’uje vnútorné prostredie od vonkaǰsieho. Vo vačku
lipozómu ostáva vodný roztok, v ktorom bol pripravovaný. Vhodnou pŕıpravou
je možné uzavriet’ vo vnútri lipozómu rôzne živiny alebo liečivá určené k doprave
do buniek. Lipozómy možno vytvorit’ z prirodzených ako aj zo syntetických lipi-
dov. Často sa využ́ıvajú ako modelový systém na štúdium bunečných membrán –
primeraným zastúpeńım rozličných typov lipidov a d’aľśıch látok, ako napŕıklad
cholesterolu, je možné imitovat’ prirodzenú bunkovú membránu.

1.1.1 Štruktúra membrán

Základným prvkom biologických membrán sú fosfolipidy. Sú to amfipatické1 mo-
lekuly pozostávajúce z hydrofilnej polárnej hlavičky a hydrofóbneho chvost́ıka.
Hlavička pozostáva z glycerolu, fosfátu a d’aľśıch funkčných skuṕın. Chvost́ık je
tvorený uhl’ovod́ıkovými ret’azcami zvyškov mastných kyseĺın. Na obrázku 1.1
je znázornená molekula 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfochoĺınu (DPPC), ktorej
hlavičku (v rámčeku) tvoŕı glycerol, fosfát a choĺın2. Chvost́ık je tvorený dvomi
nasýtenými uhl’ovod́ıkovými ret’azcami po 16 uhĺıkov, ktoré sú zvyškom kyseliny
palmitovej.

Obr. 1.1: Molekula DPPC

Ked’ sú fosfolipidy rozpustené vo vode, usporiadavajú sa do rovinnej dvoj-
vrstvy, aby sa minimalizoval styk hydrofóbnych chvost́ıkov s vodou. Následne sa
tieto vrstvy uzatvoria, ako možno vidiet’ na obrázku 1.2, č́ım vytvoria vezikuly.
Tie môžu byt’ unilamelárne, tvorené jednou dvojvrstvou, alebo multilamelárne,
tvorené viacerými dvojvrstvami. [2].

V závislosti od spôsobu pŕıpravy a zloženia možno vytvorit’ lipozómy s vel’kos-
t’ou pohybujúcou sa od niekol’ko desiatok nanometrov až po niekol’ko desiatok
mikrometrov. Podl’a priemeru sa delia na:

• malé (small vesicles) – do 100 nm

• vel’ké (large vesicles) – približne do 1000 nm

• obrovské (giant vesicles) – od niekol’kých mikrometrov vyššie

1Obsahujú hydrofilnú aj hydrofóbnu čast’.
2Fosfolipidy s takouto hlavičkou bývajú tiež označované ako fosfatidylchoĺıny.
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Obr. 1.2: Proces usporiadavania fosfolipidov do vezikúl

1.1.2 Fázový prechod membrán

Vlastnosti membrány sú značne závislé na teplote. Pri prekročeńı teploty precho-

du prechádza membrána z usporiadanej gelovej fázy do vol’neǰsej neusporiadnej
tekuto-kryštalickej fázy. Hodnota teploty prechodu je daná zložeńım membrány.
Č́ım sú uhl’ovod́ıkové ret’azce fosfolipidov dlhšie a nasýteneǰsie, tým je táto te-
plota vyššia. Jej výška je ovplyvnená tiež pŕıtomnost’ou rôznych funkčných skuṕın
v hlavičke molekuly.

Prechod medzi fázami sa deje v dvoch krokoch. Najprv dôjde k zvlneniu mem-
brány. Potom nastáva zmena konformácie fosfolipidov – z formácie s rovnými
ret’azcami (trans) sa dostávajú do formácie, v ktorej dochádza k zakriveniu C–C
väzby (gauche). To spôsob́ı zväčšenie plochy, ktorú ret’azce zaberajú, a stenčenie
membrány, vid’ obrázok 1.3 [2].

Pri zmene fázy dochádza k zmenám vlastnost́ı membrány akou je napŕıklad
zmena permeability. Cholesterol, ktorý býva súčast’ou živoč́ı̌snych bunkových
membrán, má na vlastnosti membrány rôzne účinky. Pri miernych teplotách
znižuje tekutost’ membrány, pri ńızkych spomal’uje jej tuhnutie [1].

Obr. 1.3: Fázový prechod membrány z gelovej (a) do tekuto-kryštalickej fázy (b)

1.2 Ramanova spektroskopia

V roku 1928 realizoval indický vedec Chandrasekhara Venkata Raman so svoj́ım
spolupracovńıkomKariamanickam Srinivasa Krishnanom sériu experimentov s de-
siatkami rozličných kvapaĺın, pri ktorých pozorovali, že pri osvetleńı dochádza pri
časti rozptýleného svetla k posunu vlnovej d́lžky. O dva roky neskôr bol za svoj
objav ocenený Nobelovou cenou a tento jav źıskal jeho meno – Ramanov rozptyl.

Jedná sa o nepružný rozptyl svetla na molekulách. Pri interakcii fotónov s mo-
lekulou dochádza k vzájomnej výmene energie, dôsledkom čoho je zmena vlnovej
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d́lžky svetla, ako je zrejmé zo vzt’ahu E = hν, kde E je energia svetla, h Planc-
kova konštanta a ν frekvencia svetla. Energia, ktorú molekula źıska spôsob́ı jej
prechod na vyššiu energetickú hladinu, pričom v pŕıpade Ramanovej spektrosko-
pie sa jedná o prechody medzi vibračnými hladinami.

Medzi hlavné výhody v biochemických aplikáciách sa rad́ı možnost’ práce
so vzorkami vo vodnom roztoku, ktorý predstavuje prirodzené biologické pro-
stredie. Vibračné pásy vody minimálne zasahujú do pásov zlúčeńın v nej rozpus-
tených. Nevýhodou môže byt’ potreba práce s vyšš́ımi koncentráciami pŕıpadne
vyšš́ım svetelným tokom (môže spôsobit’ chemické zmeny vo vzorke) nakol’ko je
Ramanov rozptyl značne nepravdepodobný proces [3].

V nasledujúcom texte vysvetĺıme prinćıp vzniku Ramanovho rozptylu na pŕıkla-
de dvojatómovej molekuly.

1.2.1 Klasický model Ramanovho rozptylu

Ako modelový systém nám poslúžia dva hmotné body o hmotnostiach m1 a m2

spojené väzbou, ktorá je reprezentovaná pružinou tuhosti k, pričom predpo-
kladáme, že ich pohyb je lineárny. Táto sústava je schématicky znázornená na o-
brázku 1.4. Zavedieme súradnicu

q(t) = ∆r(t) = r(t)− r0, (1.1)

kde r(t) predstavuje aktuálnu vzdialenost’ hmotných bodov v čase t a r0 ich vzdia-
lenost’ v rovnovážnej polohe. Potom je možné nájst’ pohybovú rovnicu sústavy,
ktorej riešenie má tvar

q(t) = ∆rmax cos (2πνvibt+ ϕ) (1.2)

pričom νvib je frekvencia, ∆rmax amplitúda kmitov a ϕ fázový posun.

 

 
r(t) 

r0 

Obr. 1.4: Dva hmotné body spojené pružinkou

Svetelná vlna pôsob́ı na všetky elektróny molekuly rovnakou silou, pretože
vel’kost’ molekuly je o dva rády menšia ako vlnová d́lžka dopadajúceho svetla. Táto
sila spôsobuje vychýlenie elektrónov v molekule, čo pre uskutočnenie Ramanovho
javu muśı viest’ k indukovanému dipólovému momentu molekuly, ktorý možeme
vyjadrit’ ako

πi = αijEj (1.3)

kde Ej je vektor elektrického pol’a a αij je tenzor druhého rádu, nazývaný elek-
trická polarizovatel’nost’.
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Ak molekulu ožiarime monochromatickým žiareńım o frekvencii ν0, ktoré je
lineárne polarizované v smere Ez, tak

πz(t) = αzz(t)Ez(t) (1.4)

pričom časová závislost’ αzz je dôsledkom vibrácíı molekuly (1.2). Úpravami do-
stávame

πz(t) =α0
zzEmax cos 2πν0t

+
1

2

dαzz

dr
∆rmaxEmax cos 2π(ν0 − νvib)t

+
1

2

dαzz

dr
∆rmaxEmax cos 2π(ν0 + νvib)t

(1.5)

kde α0
zz predstavuje polarizovatel’nost’ nevibrujúcej molekuly, dαzz

dr
vyjadruje zme-

nu polarizovatel’nosti v závislosti na výchylke r a Emax je amplitúda dopadajúcej
vlny. Prvý člen rovnice (1.5) reprezentuje Rayleighov rozptyl - rozptýlené žiarenie
má rovnakú frekvenciu ako dopadajúce. V druhom resp. tret’om člene však dochá-
dza k zmene frekvencie o νvib oproti frekvencii dopadajúceho žiarenia a tieto členy
predstavujú Stokesovu resp. anti-Stokesovu vetvu Ramanovho rozptylu [3].

1.2.2 Kvantovo mechanický popis Ramanovho rozptylu

V tejto časti budeme k nášmu modelu pristupovat’ z hl’adiska kvantovej mecha-
niky. Uvážime, že molekulárne energetické hladiny sú kvantované. Energiu dvoj-
atómovej molekuly plynu je možné v rozumnom pribĺıžeńı vyjadrit’ ako súčet
energie daných energetických hlad́ın elektrónov Ee a vibračných energíı Evib. Ako
môžeme vidiet’ zo zjednodušeného Jablonského diagramu na obrázku 1.5, rozdiel
energíı pri prechode medzi elektrónovými stavmi je omnoho väčš́ı, ako pri pre-
chode medzi stavmi vibračnými. Pretože náš modelový systém možno považovat’

za harmonický oscilátor, kvantovanie vibračných hlad́ın v rozumnej miere zodpo-
vedá kvantovaniu energie harmonického oscilátora v kvantovej teórii

Evib = (n+
1

2
)νvib pre n = 0, 1, 2, ... (1.6)

a teda tieto hladiny sú ekvidistantné.
Dopadajúci fotón spôsob́ı excitáciu molekuly na vyššiu energetickú hladinu νv.

Následne dôjde k deexcitácii, pričom v závislosti na tom, aká bude výsledná hla-
dina voči východzej, vieme určit’ k akému druhu rozptylu došlo. Ak bude energe-
tický rozdiel nulový, jedná sa o elastický Rayleighov rozptyl. V pŕıpade kladného
resp. záporného rozdielu ide o Stokesovu resp. anti-Stokesovu vetvu Ramanovho
rozptylu. Ak je energia svetla dostatočne vel’ká na to, aby sa pribĺıžila k prvému
excitovanému elektrónovému stavu, dochádza k výraznému zosilneniu Ramanov-
ho signálu. V pŕıpade, že je dostatočná na to aby spôsobila prechod do vyššieho
elektrónového stavu, dochádza k rezonančnému Ramanovmu rozptylu.

Kvantový popis nám na rozdiel od klasického umožňuje nahliadnut’, že signál
anti-Stokesovej vetvy je výrazne slabš́ı než signál Stokesovej vetvy. Obsadenie
vyšš́ıch vibračných hlad́ın je totiž poṕısané Boltzmannovým rozdeleńım čoho
dôsledkom je nižšia pravdepodobnost’ obsadenia vyššieho stavu a teda aj nižšia
pravdepodobnost’ anti-Stokesovho deja [3].
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Obr. 1.5: Vibračné prechody pre Rayleighov (a), Ramanov (b) a rezonančný Ra-
manov rozptyl (c)

1.2.3 Vibrácie molekúl

Energia, ktorú molekula źıska, spôsob́ı zmenu jej vibračného stavu. Vibrácie
zložitých molekúl je možné pre jednoduchš́ı popis rozložit’ na zložky nazývané
normálne módy. Ich počet zodpovedá počtu stupňov vol’nosti molekuly, pričom
v každom z nich všetky atómy molekuly vibrujú s rovnakou frekvenciou.

Niekol’ko základných módov si ukážeme na pŕıklade lineárnej molekuly CO2.
Tá má 3× 3− (3 + 2) = 4 stupne vol’nosti, kde 3× 3 predstavuje celkový počet
stupňov vol’nosti trojatómovej molekuly od ktorých odč́ıtame tri translačné a dva
rotačné (pretože je lineárna - teda otáčanie okolo dvoch rôznych ośı predsta-
vuje z energetického hl’adiska rovnaký pohyb). Tieto sú znázornené na obrázku
1.6. Prvý (a) predstavuje symetrické a druhý (b) asymetrické valenčné vibrácie

(stretching), pri ktorých dochádza k zmene d́lžky väzby. Tret́ı (c) a štvrtý (d)
predstavujú deformačné vibrácie (bending), pri ktorých sa meńı väzbový uhol.
Tieto majú rovnakú frekvenciu, ale smery pohybu sú navzájom kolmé.

Polohy spektrálnych pásov je možné spoč́ıtat’ z pohybových rovńıc molekuly,
čo však pre zložiteǰsie molekuly môže byt’ zd́lhavé. Rôzne funkčné skupiny mo-
lekuly však môžu vytvárat’ pre ne charakteristické pásy, ktorých znalost’ možno
využit’ pri interpretácii spektier [3].

C OO
(a)

(b)

(c)

(d)

Obr. 1.6: Normálne módy molekuly CO2
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1.2.4 Popis spektra

Pŕıklad Ramanovho spektra je uvedený na obrázku 1.7. Jedná sa o spektrum vo-
dy. V grafe je vynesená závislost’ intenzity signálu (intenzity rozptýleného svetla),
ktorá je vyjadrená v relat́ıvnych jednotkách, na vlnočte, teda na rozdiele frekven-
cíı dopadajúceho a rozptýleného svetla, ktorý býva označovaný ako Ramanov

posun. Pre prehl’adnost’ sa na vodorovnej osi uvádza iba táto relat́ıvna vzdia-
lenost’ od frekvencie excitujúceho svetla. Je uvádzaná ako prevrátená hodnota
vlnovej d́lžky, obvykle v reciprokých centimetroch.

Pre spektrum vody sú charakteristické dva pásy. Slabš́ı pás nachádzajúci
sa na 1640 cm−1, ktorý je dôsledkom deformačnej vibrácie H–O–H. Výrazné,
široké pásy na 3250 cm−1 a 3400 cm−1 sú spôsobené valenčnými vibráciami
O–H a odrážajú vzájomnú interakciu molekúl vody prostredńıctvom vod́ıkových
väzieb. V oblasti 0 cm−1 sa prirodzene nachádza pás zodpovedajúci pružnému
Rayleigho rozptylu s vlnovou d́lžkou rovnou vlnovej d́lžke excitujúceho lasera,
v našom pŕıpade 632,82 nm. Tento pás však nevidno, pretože je potlačený fil-
trom.
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Obr. 1.7: Ramanove spektrum vody

1.3 Metóda kvapkovo nanášaných povlakov

Homogénna suspenzia lipozómov nakvapnutá na vhodný povrch vytvoŕı rov-
nomerný, symetrický krúžok na okraji kvapky, ako možno vidiet’ na obrázku
1.8. V tomto pŕıpade bola nakvapnutá suspenzia lipozómov pripravená z 1,2-
distearoyl-sn-glycero-3-fosfochoĺınu (DSPC) na hydrofóbny povrch tvorený lešte-
nou nerezou pokrytou tenkou vrstvou teflónu. Podstatná čast’ lipozómov sa pri vy-
sychańı skoncentrovala do okrajového krúžku a vo vnútri kvapky už neostáva
takmer žiadny materiál. Jedná sa o vysychanie s tzv. efektom kávového krúžku.
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Obr. 1.8: Krúžok vytvorený kvapkou DSPC

Extrémnym pŕıpadom je odparovanie na superhydrofóbnom povrchu, kedy sa ma-
teriál pri odparovańı rozpúšt’adla postupne koncentruje, až sa nakoniec sústred́ı
na malej plôške uprostred kvapky [4].

Spektroskopická metóda využ́ıvajúca tento jav sa nazýva Ramanova spek-

troskopia kvapkovo nanášaných povlakov (d’alej označovaná ako DCDR z angl.
drop-coating deposition Raman). Zakoncentrovańım vzorky spojeným s úplným
odpareńım rozpúšt’adla, vieme dosiahnut’ výrazné zosilnenie Ramanovho signálu
[4]. Hlavnou výhodou tejto metódy je možnost’ práce s malým objemom mate-
riálu a rádovo nižš́ımi koncentráciami, než v pŕıpade klasickej Ramanovej spek-
troskopie. Po odpareńı rozpúšt’adla si lipozómy zachovávajú rovnaké vlastnosti
ako v roztoku, a preto je táto metóda vhodná na štúdium modelov biologických
membrán [5].

1.3.1 Mechanizmus vzniku krúžkov

Kvapka, ktorá má vytvorit’ krúžok, muśı s povrchom zvierat’ nenulový uhol, mat’

pevný, neposúvajúci sa okraj a rozpúšt’adlo sa muśı odparovat’ [6]. Dostatočne
vel’ký kontaktný uhol kvapky je možné dosiahnut’ použit́ım hydrofóbneho povrchu.
Pripevnenie okraja je spôsobené nerovnost’ou povrchu a v pŕıpade roztoku je
silneǰsie než pri nakvapnut́ı samotného rozpúšt’adla, pretože usadeniny zväčšia
pôvodné nerovnosti.

Ako možno vidiet’ na obrázku 1.9a najväčš́ı tok odparovaných čast́ıc je na okra-
ji. V pŕıpade, že by okrajová ĺınia nebola pevná, dochádzalo by so zmenšujúcim
sa objemom kvapky tiež k posúvaniu okraja ako vidno na obrázku 1.9b. V sku-

(a) (b)

Obr. 1.9: Odparovanie kvapky s (a) pevným okrajom, (b) vol’ným okrajom
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točnosti sa však postupne znižuje výška kvapky, pričom okraj drž́ı svoj tvar. Aby
k posúvaniu neprǐslo, musia byt’ straty spôsobené odparovańım kompenzované, čo
je dosiahnuté práve prúdeńım kvapaliny zo stredu smerom k okraju vid’ obrázok
1.9a. Tento prúd so sebou nesie častice, ktoré sa tu usádzajú, čo vedie ku vzniku
krúžku [6].

Ukazuje sa tiež, že vytvoreniu krúžku môže zabránit’ pŕıtomnost’ tzv. Maran-
goniho prúdenia. Jedná sa o druh prúdenia vznikajúci pozd́lž rozhrania medzi
dvomi tekutinami v dôsledku gradientu povrchového napätia. Tento jav je však
pri použit́ı vody ako rozpúšt’adla slabý a teda zanedbatel’ný [7].

1.4 Metódy spracovania spektier

1.4.1 Metóda ortogonálnych diferencíı

S nameraným spektrom A, ktoré pozostáva z m spektrálnych bodov, možno pra-
covat’ ako s m rozmerným vektorom. Ten je možné rozložit’ na súčet

A = S+N (1.7)

kde S predstavuje zložku spektra, ktorá nás zauj́ıma, a N nežiaduci pŕıspevok
k tomuto spektru.

Definujeme ortogonálnu diferenciu spektra (A)OD voči ortonormálnej báze

(A)OD = A−
s∑

k=1

〈A,Ok〉Ok (1.8)

kde Ok sú prvky tejto bázy. Ortogonálnu diferenciu spektra (A)OD môžeme vyja-
drit’ ako súčet spektier (S)OD a (N)OD podobne ako (1.7). Nežiaduca zložka spek-
tra vymizne, ak je N lineárnou kombináciou spektier ortonormálnej bázy Ok.
Preto treba predpokladat’ určitý tvar nežiaduceho spektra a nájdeńım vhodnej
ortonormálnej bázy vieme toto spektrum eliminovat’.

Táto metóda sa využ́ıva na elimináciu nežiaducich zložiek v spektrách akými
sú napŕıklad luminiscenčné pásy alebo nežiadúce pozadie [8].

1.4.2 Faktorová analýza

Jedná sa štatistickú metódu, ktorá umožňuje charakterizovat’ väčšie množstvo dát
pomocou niekol’kých spoločných faktorov. Existujú rôzne spôsoby ako ju možno
vykonat’, pričom všetky metódy dávajú ekvivalentné výsledky.

Majme maticu A typu m × n, pričom m ≥ n. Často využ́ıvaný algoritmus
singular value decomposition (SVD) spoč́ıva v rozklade tejto matice na súčin
mat́ıc

A = UWVT (1.9)

kde U je ortogonálna matica typu m × n, V ortogonálna matica typu n × n

a W diagonálna matica typu n× n s nezápornými prvkami. Prvky matice W sa
nazývajú singulárne hodnoty.
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Nameraných n spektier o m spektrálnych bodoch možno usporiadat’ do ma-
tice A typu m × n. Ked’ túto maticu rozlož́ıme podl’a vzt’ahu (1.9) a rozṕı̌seme
v zložkách

Ari =
n∑

j=1

WjVijUrj pre r = 1..m, i = 1..n (1.10)

môžeme tento rozklad interpretovat’ nasledovne: dané i-te spektrum možno vyja-
drit’ ako lineárnu kombináciu n subspektier, pričom j-te subspektrum predstavuje
j-tý st́lpec matice U, Vij sú koeficienty lineárnej kombinácie a Wj predstavuje
váhový faktor.

V praxi je postačujúce pracovat’ iba s niekol’kými prvými subspektrami, ktoré
popisujú najdôležiteǰsie charakteristiky spektier. Prvé subspektrum odpovedá
váženému priemeru spektrálnej intenzity a d’aľsie subspektrá sú diferenčné spek-
trá odrážajúce spektrálne zmeny. V nich ubúdajú tieto význačné vlastnost́ı, pričom
od istého subspektra prispievajú k celkovému spektru už iba šumom [8].

Na spracovanie spektier sme pož́ıvali program Cell Viewer od mgr. Jana Pa-
lackého.
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2. Experimentálna čast’

2.1 Pŕıprava vzoriek

Všetky študované vzorky pochádzali od firmy Avanti R© Polar Lipids, Inc. Jednalo
sa o nasledujúce produkty:

• 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfochoĺın (DPPC), kat. č. 850355P

• 1,2-disteraoyl-sn-glycero-3-fosfochoĺın (DSPC), kat. č. 850365P

• 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfochoĺın (DOPC), kat. č. 850375P

• azolekt́ın, kat. č. 541602P

• cholesterol, kat. č. 700100P

Ako sme už spomı́nali v časti 1.1.1, DPPC sa skladá z dvoch 16 uhĺıkových
ret’azcov kyseliny palmitovej a hlavičky tvorenej choĺınom, fosfátom a glycero-
lom. Teplota prechodu DPPC je 41◦C. DSPC má na rozdiel od DPPC ret’azce
pozostávajúce z 18 uhĺıkov, ktoré sú zvyškom kyseliny stearovej. Teplota pre-
chodu DSPC je 55◦C. Ret’azce DOPC sú zvyškom kyseliny olejovej, pozostávajú
z 18 úhlikov a majú jednu dvojnú väzbu. Teplota prechodu DOPC je -20◦C.
Vo všetkých pŕıpadoch boli lipidy pripravované chemickou syntézou.

Azolekt́ın je extrakt zo sójových bôbov tvorený zmesou lipidov. Pozostáva
z približne 46% fosfatidylchoĺınov, 22% fosfatidyletanolamı́nov, 18% fosfatidyli-
nositolov a 7% fosfatidových kyseĺın. Zvyšných 7% je tvorených inými nezara-
denými látkami.

Použitý cholesterol je podl’a výrobcu pripravený polosyntetickou cestou z rast-
linného prekurzora [9].

Chemické vzorce použitých látok možno nájst’ v pŕılohe A.

2.1.1 Pŕıprava suspenzie

Suspenzia lipozómov bola pripravovaná podl’a štandardnej procedúry poṕısanej
v [2, 9]. V sklenenej Erlenmeyerovej banke sme navážili potrebné množstvo li-
pidu a cholesterolu, ku ktorým sme pridali chloroform. Obsah nádoby bol pre-
miešavaný, až kým nedošlo k úplnému rozpusteniu materiálu. Následne sa chloro-
form odparoval za stáleho pŕısunu plynného duśıka, aby nedošlo k oxidácii lipidu.
Odparovanie prebiehalo za stáleho otáčania banky, čoho výsledkom bolo vytvo-
renie tenkej vrstvy na povrchu skla.

V d’aľsom kroku bola pridaná deionizovaná voda. Banka bola uzatvorená a li-
pid sa nechal za stáleho miešania hydratovat’. Postupne sa vrstva na dne uvol’nila
za vzniku suspenzie multilamelárnych vezikúl rôznej vel’kosti. Suspenzia bola po-
norená do vodného kúpel’a a pomocou ultrazvuku boli oddelené zbytky lipidu
z povrchu banky.

Suspenzia bola následne ohriata nad teplotu fázového prechodu daného lipi-
du a pretláčaná cez polykarbonátovú membránu v zariadeńı LiposoFast-Basic

TM

od firmy Avestin R©, Inc..
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Obr. 2.1: Schéma zariadenia LiposoFast-Basic
TM

od firmy Avestin R©, Inc. [10]

Na obrázku 2.1 vid́ıme schému zariadenia LiposoFast-Basic
TM

. Pozostáva
z dvoch Hamiltonových striekačiek, vonkaǰsieho kovového tela (na schéme sivé
časti) a dvoch teflónových valčekov s kanálikmi (biele vnútorné časti). Mem-
brána sa umiestňuje medzi valčeky a je upevnená gumenými tesniacimi krúžkami.
Pred ňou sa nachádza nylónová siet’ka, ktorá umožńı rovnomerné rozdelenie sus-
penzie na povrchu membrány [10]. Nami použ́ıvané membrány mali póry o prie-
mere 100 nm, 200 nm a 400 nm.

Volili sme vždy nepárny počet pretláčańı, aby lipozómy resp. zbytkové a-
gregáty lipidu väčšie ako póry membrány ostali v pôvodnej striekačke a výslednú
homogenizovanú suspenziu sme odoberali na druhej strane. Pretláčali sme pri-
bližne 30–40 krát, pričom v [10] je odporúčaný počet 19 krát cez dve mem-
brány. Celý proces prebiehal v piecke, aby bola suspenzia udržiavaná nad teplotou
fázového prechodu lipidu.

Koncentrácia pripravovenej zásobnej suspenzie lipozómov bola 1 mg/ml. V pŕı-
pade merania Ramanovho spektra priamo z vodného prostredia, bola suspenzia
zakoncentrovaná na približne 40 násobne vyššiu koncentráciu a nanesená na pod-
ložné skĺıčko. V pŕıpade metódy DCDR bola zásobná suspenzia zriedená na po-
lovičnú koncentráciu a 2 µl kvapka bola nakvapnutá na daný povrch, pričom
vysychala pri izbovej teplote.

Primárne sme ako povrch na DCDR použ́ıvali doštičky SpectRIM
TM

od spo-
ločnosti Tienta Sciences, Inc., vid’ obrázok 2.2. Tie pozostávajú z plastového tela
a hydrofóbneho DCDR povrchu, ktorý tvoŕı leštená nerezová ocel’ potiahnutá
50 nm vrstvou teflónu. Kvapka na ňom dokonale vyschla za približne polhodinu.

Medzi d’aľsie skúmané povrchy patrili leštené skĺıčka z fluoridu vápenatého
(CaF2) a kremeňa (pripravil Jan Ulrych z optických dielńı FÚ UK) a tiež skĺıčko
pokryté roztokom Sigmacote R© od firmy Sigma-Aldrich R© Co. LLC. (pripravil
dr. Jan Proška z FJFI ČVUT). Jedná sa o roztok chlorovaného organopolysi-
loxánu v heptáne, ktorý reaguje so silanolovými skupinami skla a vytvára tenký
hydrofóbny film [11]. Na povrchu Sigmacote R© bola doba schnutia porovnatel’ná
s doštičkou SpectRIM

TM

, ale pri kremennom a CaF2 skĺıčku bola mierne dlhšia.

Obr. 2.2: Doštička SpectRIM
TM

od firmy Tienta Sciences, Inc. [11]
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2.2 Experimentálne usporiadanie

Pri merańı sme použ́ıvali integrovaný Ramanov systém LabRam HR800 od spo-
ločnosti Horiba Jobin-Yvon, Ltd. pozostávajúci z mikroskopu a spektrografu,
ktoré su navzájom konfokálne1 spojené. Obmedźıme sa iba na stručný popis to-
hoto systému, podrobneǰśı popis možno nájst’ v [12].

2.2.1 Schématický popis systému HR800

Ako možno vidiet’ na obrázku 2.3, laserový zväzok (a) vstupujúci do systému
prechádza sústavou zrkadiel a filtrov. Šošovkou je zaostrený na štrbinu (c), ktorá
určuje apertúru zväzku pred vstupom do mikroskopu. Pred štrbinou sú umiest-
nené hustotné alebo tiež šedé filtre (b), ktorými možno regulovat’ intenzitu zväzku
dopadajúceho na vzorku.

Odtial’to je odrazený na tzv. notch filter (d). Je to holografická mriežka, ktorá
pod istým uhlom úplne odráža svetlo istej, pre ňu špecifickej vlnovej d́lžky. Sve-
tlo ostatných vlnových d́lžok prepúšt’a. V tomto pŕıpade odráža vlnovú d́lžku
použitého lasera.

Zväzok odrazený notch filtrom putuje d’alej do mikroskopu. Tam môžu byt’

umiestnené deliče zväzkov, pričom jeden posiela biele svetlo z lampy na vzorku
a druhý posiela obraz na kameru.

Po rozptyle na vzorke prechádza Ramanov (resp. fluorescenčný) zväzok notch
filtrom. Ďalej je zobrazený na konfokálnu štrbinu (e), odkial’ vstupuje do spek-
trografu.

V spektrografe sa nachádzajú dve optické mriežky na ktorých dochádza k di-
frakcii zväzku a vysledné žiarenie dopadá na CCD detektor chladený tekutým
duśıkom. Ohnisková vzdialenost’ spektrografu je 800 mm [12].

(a)

(b)

(e)

(c)

smer k objektívu mikroskopu

smer k spektroskopu

(d)

Obr. 2.3: Schéma integrovaného Ramanovho systému HR800 [12]

1Vstupná a výstupná štrbina sú zaostrené na rovnaký bod. Konfokálna štrbina teda vyberá
len svetlo z ohniskovej roviny.
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2.2.2 Parametre použ́ıvanej aparatúry a ovládaćı softvér

Použ́ıvali sme hélium-neónový laser o vlnovej d́lžke 632,82 nm s výkonom 20 mW.
Pred každým merańım sme overovali kalibráciu spektrometru na pás kremı́ku
s vlnočtom 520,7 cm−1. Aparatúru sme ovládali pomocou softvéru NGSLabSpec
verzie 5.25.15, v ktorom bolo možné nastavit’ potrebné parametre experimentu.
Š́ırka konfokálnej štrbiny, nastavitel’ná v rozmedźı 0–1000 µm, bola pri DCDR
merańı nastavená na 400 µm a pri merańı zo suspenzie na 1000 µm. Aparatúra
bola vybavená súpravou šedých filtrov o optických hustotách v rozmedźı 0,3–4,
pričom optická hustota nami využ́ıvaného filtra bola 0,3. Vstupná clona bola
pri všetkých meraniach pevne nastavená na 100 µm. Nami použ́ıvaná mriežka
v spektrografe mala 600 vrypov na milimeter, pričom dostupná bola aj mriežka
s 1800 vrypmi na milimeter. Použ́ıvali sme súpravu objekt́ıvov so zväčšeńım 5×,
10× na zhotovenie sńımkov z kamery, 50× a 100× na meranie spektier metódou
DCDR. Na meranie zo suspenzie sme použ́ıvali imerzný objekt́ıv so 100 násobným
zväčšeńım a vodnou imerziou.

V programe sa d’alej nastavovala spektrálna oblast’ zberu dát (obvykle 500-
3600 cm−1) a tiež doba nač́ıtania signálu zo vzorky. Program automaticky stre-
doval cez zadaný počet opakovaných merańı, čo viedlo k potlačeniu šumu. Doba
akumulácie v pŕıpade merania samostaných spektier bola 5×60 s (60 opakovańı
po 5 sekundách), pri mapovańı 2×60 s. Pri premeriavańı širokej spektrálnej o-
blasti, označovanej ako extended range, si program rozložil spektrum na niekol’ko
menš́ıch celkov. Tie nameral samostatne a výsledné spektrum vytvoril ich spo-
jeńım. Pri tzv. mapovańı, bola vytvorená siet’ bodov s presným nastaveńım počtu
bodov a ich vzájomnou vzdialenost’ou. Siet’ sa umiestňovala priamo na sńımke
z kamery. Výsledok, tzv. mapa, predstavuje súbor spektier nameraných vo vy-
značených bodoch.
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3. Výsledky merania

3.1 DPPC a cholesterol

Suspenzia DPPC s koncentráciou 1 mg/ml (molárna koncentrácia 1,36 mM) bo-
la nakvapnutá na skĺıčko fluoridu vápenatého. Suspenzia cholesterolu s koncen-
tráciou 0,2 mg/ml (0,26 mM) bola nakvapnutá na doštičku SpectRIM

TM

. Ako
môžeme vidiet’ na obrázku 3.1, DPPC po vyschnut́ı vytvorilo symetrický ho-
mogénny krúžok na okraji kvapky. Čistý cholesterol však krúžok nevytvoril a bol
rovnomerne rozprestretý po povrchu, vid’ obrázok 3.2. Cholesterol má pri vy-
sychańı tendenciu vytvárat’ akési kryštalické platničky, čo odpovedá výsledkom
experimentov pozorovaných v [13] pre bezvodý cholesterol a cholesterol v mono-
hydrátovanej forme.

Obr. 3.1: Kvapka DPPC Obr. 3.2: Kvapka cholesterolu

Na obrázku 3.3 sa nachádzajú spektrá DPPC (červené) a cholesterolu (modré),
ktoré sme namerali metódou DCDR. V spektre DPPC prislúchajú najvýrazneǰsie
pásy v oblasti 2800–3050 cm−1 valenčným vibráciám väzieb C–H v uhl’ovod́ıkových
ret’azcoch – pás na 2845 cm−1 symetrickým a pás na 2881 cm−1 asymetrickým
vibráciám metylénu CH2. Pás nachádzajúci sa na 2928 cm

−1, ktorý má oproti nim
približne polovičnú intenzitu, zodpovedá symetrickým vibráciám metylu CH3. Po-
mer týchto pásov je závislý na fáze, v ktorej sa membrána nachádza. Pomery na
obrázku 3.3 sú charakteristické pre gelovú fázu. S rastúcou medzimolekulárnou
neusporiadanost’ou však dochádza k poklesu intenzity pásu pŕıslúchajúceho asy-
metrickým metylénovým vibráciám a rastu intenzity pásu metylových vibrácíı.

Pásy na 1436 cm−1 a 1455 cm−1 predstavujú dublet metylénových nožničkových
(zmena vel’kosti uhla medzi väzbami) deformačných vibrácíı. Pás na 1295 cm−1

pŕıslúcha krútivým (zmena uhla roviny CH2 voči uhĺıkovému ret’azcu) metyléno-
vým deformačným vibráciám.

Tri pásy v oblasti 1050–1150 cm−1 zodpovedajú valenčným vibráciám C–C
uhl’ovod́ıkových ret’azcov. Pásy na 1127 cm−1 a 1098 cm−1 sú dôsledkom vibráćı,
ktoré sú vzájomne vo fáze, na rozdiel od pásu na 1062 cm−1, ktorý možno priradit’

vibráciám mimo fázy. Intenzita týchto pásov odráža vnútromolekulové usporiada-
nie fosfolipidových ret’azcov (trans/gauche). Pomer intenźıt v nameranom spektre
vypovedá o trans konformácii molekuly. Pri prechode do gauche konformácie by
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Obr. 3.3: Ramanove spektrá DPPC (červené) a cholesterolu (modré)

došlo k zvýšeniu intenzity pásov na 1062 cm−1 a 1127 cm−1 a výraznému posunu
pásu na 1098 cm−1.

Na 716 cm−1 a 873 cm−1 sa nachádzajú pásy symetrických valenčných vibrácíı
C–N. Z ich polohy v týchto vlnočtoch vyplýva, že čast’ molekuly O–C–C–N+ je
v gauche usporiadańı. Slabý pás na 1737 cm−1 zodpovedá valenčným vibráciám
karbonylových skuṕın C=O. Pás na 3036 cm−1 pŕıslúcha asymetrickým mety-
lovým valenčným vibráciám choĺınu [5, 14].

Namerané spektrum cholesterolu je vel’mi bĺızke spektrám v [13] pre bezvodý
cholesterol a cholesterol v monohydrátovanej forme, so zastúpeńım pásov v o-
blastiach 500–1700 cm−1 a 2800–3050 cm−1. V prvej oblasti sú to predovšetkým
vlnočty 699 cm−1, 1437 cm−1 a 1671 cm−1. V druhej oblasti sa jedná o vlnočty
C–H valenčných vibrácíı na 2850 cm−1, 2866 cm−1 a 2934 cm−1.

3.2 Porovnanie rôznych povrchov

Ciel’om tejto podkapitoly bolo nájst’ povrchy, ktoré by boli vhodné na meranie
metódou DCDR, nakol’ko doteraz použ́ıvané doštičky SpectRIM

TM

už nie sú do-
stupné. Vhodný povrch by mal vytvárat’ kvapku s homogénnym krúžkom, ako to
možno vidiet’ na obrázku 3.4.

Skúmali sme nasledujúce povrchy:

• skĺıčko fluoridu vápenatého

• skĺıčko pokryté filmom Sigmacote R©

• kremenné skĺıčko

Na tieto tri povrchy sme naniesli kvapku suspenzie DPPC o koncentrácii
1 mg/ml (1,36 mM). Môžeme vidiet’, že na skĺıčku z kremeňa (obrázok 3.7) je
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Obr. 3.4: Kvapka DPPC nakvapnutá
na doštičke SpectRIM

TM

Obr. 3.5: Kvapka DPPC nakvapnutá
na skĺıčku CaF2

Obr. 3.6: Kvapka DPPC nakvapnutá
na skĺıčku s povlakom Sigmacote R©

Obr. 3.7: Kvapka DPPC nakvapnutá
na kremennom skĺıčku
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Obr. 3.8: Ramanove spektrá DPPC nakvapnutého na rôzne povrchy
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vytvorený krúžok vel’mi nevýrazný. Na skĺıčku s filmom, ktorý vytvoril Sigmcote
(obrázok 3.6), sa vytvoril malý, relat́ıvne homogénny krúžok v ktorom je však
možné pozorovat’ nečitoty vo vnútri. Na skĺıčku fluoridu vápenatého (obrázok
3.5) sa vytvoril symetrický a celkom homogénny krúžok. Môžeme pozorovat’, že
kvapky z CaF2 a kremenného skĺıčka sú niekol’konásobne väčšie ako kvapky z po-
vrchov SpectRIM

TM

a Sigmacote R©.
Po namerańı spektier v niekol’kých bodoch sme potvrdili, že krúžky sú ho-

mogénne. Na obrázku 3.8 vid́ıme spektrá namerané z krúžku na každom povr-
chu. Signál z krúžku na kremennom skĺıčku je výrazne slabš́ı v porovnańı s o-
statnými povrchmi. Najsilneǰśı sa jav́ı signál z kvapky na povrchu Sigmacote R©.
Vo všetkých pŕıpadoch možno pozorovat’ dokonalé vysušenie kvapiek, čo po-
tvrdzuje nepŕıtomnost’ širokého pásu valenčných vibrácíı vody v oblasti 3200–
3600 cm−1.

Obr. 3.9: Kvapka DOPC nakvapnutá
na skĺıčku s povlakom Sigmacote R©

Obr. 3.10: Detail krúžku kvapky z
obrázku 3.9
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Obr. 3.11: Ramanove spektrá DOPC z dvoch rôznych miest krúžku kvapky na-
kvapnutej na skĺıčku s povlakom Sigmacote R©
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Z d’aľśıch merańı, ktoré sme na tomto povrchu vykonali, sa však ukázalo,
že nie je vhodný na d’aľsie použitie. Kvapka DOPC s koncentráciou 1 mg/ml
(1,27 mM) nakvapnutá na povrchu Sigmacote R© vytvorila iba nevýrazný krúžok,
vid’ obrázky 3.9 a 3.10. Povrch kvapky je po vyschnut́ı nerovný, čo môže byt’

spôsobené rozpúšt’ańım alebo odlupovańım hydrofóbneho filmu z povrchu skla.
Spektrá na obrázku 3.11 boli źıskané z rôznych miest tohoto krúžku. V červenom
spektre pozorujeme miernu zmenu pomeru pásov v oblasti 2800–3000 cm−1 v po-
rovnańı so spektrom DOPC meraného z napŕıkad z doštičky SpectRIM

TM

. V mod-
rom spektre dokonca vidiet’ iba cudzie pásy, ktoré by mohli patrit’ odlúpnutému
povrchu Sigmacote R©.

Ako najvhodneǰśı povrch pre d’aľsie experimenty sa jav́ı skĺıčko CaF2. Na obráz-
ku 3.12 sa nachádzajú dve spektrá za účelom porovnania intenzity Ramanovho
signálu z okraja, ako aj zo stredu krúžku na tomto povrchu. Vid́ıme, že signál
z vnútra krúžku je vel’mi slabý a teda vo vnútri neostáva takmer žiadny materiál,
nakol’ko sa skoro všetok sústred́ı v krúžku. Porovnańım so spektrami nameranými
na povrchu SpectRIM

TM

v [15] vid́ıme, že sa na tomto povrchu zachováva gelová
fáza.
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Obr. 3.12: Ramanove spektrá DPPC z krúžku (červené) a stredu (modré) kvapky
nakvapnutej na skĺıčku CaF2

3.3 Lipozómy s cholesterolom

Ciel’om tejto sekcie je pozorovat’ vplyv cholesterolu v lipozómoch na tvorbu krúžkov
a pŕıpadné zmeny fázy lipidov. Pozornost’ budeme venovat’ predovšetkým DPPC,
ktoré sme si už podrobne poṕısali v sekcii 3.1.
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3.3.1 Lipozómy s 10% pŕıspevkom cholesterolu

Na obrázku 3.13 vid́ıme kvapku DPPC na doštičke SpectRIM
TM

o koncentrácii
lipidu 0,5 mg/ml (0,68 mM) s pŕıspevkom cholesterolu predstavujúcim 10% hmot-
nosti lipidu. Môžeme pozorovat’, že krúžok je len vel’mi málo viditel’ný a materiál
je takmer rovnomerne rozprestretý po celej ploche kvapky.

Na obrázku 3.14 je krúžok, ktorý vznikol vysušeńım suspenzie s koncentráciou
DPPC 0,5 mg/ml (0,68 mM) na skĺıčku CaF2. Krúžok bol jasne viditel’ný, avšak
značne široký. Premerali sme mapu na okraji kvapky tvorenú pravoúhlou siet’ou
10× 10 bodov so vzájomnou vzdialenost’ou 10 µm. Jednotlivé body mapy sú zo-
brazené na obrázku 3.15a. Od nameraných spektier sme metódou ortogonálnych
diferencíı odč́ıtali pozadie v podobe polynómu piateho stupňa a následne celú ma-
pu spracovali faktorovou analýzou. Na obrázku 3.15b vid́ıme výslednú spektrálnu
mapu, ktorá predstavuje vel’kosti koeficientov lineárnej kombinácie pre prvé sub-
spektrum v danom mieste. Odtial’ pozorujeme, že krúžok je homogénny, pričom
viac materiálu sa nachádza na jeho vonkaǰsej strane.

Obr. 3.13: Kvapka DPPC s
10% pŕıspevkom cholesterolu na
SpectRIM

TM

Obr. 3.14: Kvapka DPPC s 10%
pŕıspevkom cholesterolu na skĺıčku
CaF2

(a) Polohy bodov mapy (b) Spektrálna mapa

Obr. 3.15: Mapa kvapky DPPC s 10% pŕıspevkom cholesterolu z obrázku 3.14
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3.3.2 Lipozómy s 20% pŕıspevkom cholesterolu

Pridańım d’aľsieho cholesterolu (koncentrácia DPPC 0,5 mg/ml (0,68 mM)) do-
chádza k výraznej zmene formy vyschnutej kvapky. Na obrázku 3.16 nie je okra-
jový krúžok jasne viditel’ný, ale dochádza k vytvoreniu množstva malých útvarov
na ploche vo vnútri, vid’ 3.17. V týchto miestach boli spektrá lipidu výrazne in-
tenźıvneǰsie než inde, napŕıklad na okraji. Taktiež pásy cholesterolu tu boli vel’mi
výrazné a niekedy bola ich intenzita vyššia ako intenzita pásov lipidu.

Na sńımke 3.18a pozorujeme okrajový pás, ktorý sa jav́ı byt’ krúžkom. Z tejto
oblasti sme premerali mapu 8 × 8 bodov, medzi ktorými bola vzdialeost’ 4 µm.
Mapu sme opät’ spracovali pomocou metódy ortogonálnych diferencíı a faktorovou
analýzou dostali spektrálnu mapu na obrázku 3.18b. Môžeme vidiet’, že materiál
sa na okraji nesústred́ı a je pomerne rovnomerne rozprestretý vo vnútri kvapky.
Pozorovaný pás je tenká vrstva materiálu, ktorá je však pod úrovňou vnútornej
časti vyschnutej kvapky.

Ako vid́ıme z porovnania spektier na obrázku 3.19a, v oblasti 2800–3000 cm−1

sa zachovávajú pomery intenźıt spektrálnych pásov I2847/I2880 a I2932/I2880, ktoré
sú charakteristické pre gelovú fázu. Na obrázku 3.19b máme zväčšenú oblast’

Obr. 3.16: Kvapka DPPC s 20%
pŕıspevkom cholesterolu

Obr. 3.17: Detail kvapky z obrázku 3.16

(a) Polohy bodov mapy (b) Spektrálna mapa

Obr. 3.18: Mapa kvapky DPPC s 20% pŕıspevkom cholesterolu
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1050–1140 cm−1 a vid́ıme, že dochádza k miernej zmene pomerov intenźıt pásov
valenčných vibrácíı C–C 1064 cm−1, 1100 cm−1 a 1130 cm−1. S rastúcim po-
dielom cholesterolu zároveň dochádza k výraznému poklesu intenzity pásu na
1295 cm−1, ktorý prislúcha krútivým deformačným vibráciám CH2. Zdá sa, že
pŕıtomnost’ cholesterolu spôsobuje drobné spektrálne zmeny odpovedajúce zme-
nám na ret’azci uhl’ovod́ıkového chvost́ıka bez toho, aby došlo ku zmene fázy.
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Obr. 3.19: Ramanove spektrá DPPC s rôznym pŕıspevkom cholesterolu; (a) spek-
trálna oblast’ 500–3100 cm−1, (b) detail oblasti 1050–1140 cm−1
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Obr. 3.20: Ramanove spektrá DPPC s 20% pŕıspevkom cholesterolu merané
metódou DCDR (modré) a zo suspenzie (červené)
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Pri porovnańı spektra meraného zo suspenzie so spektrom rovnakej suspenzie
nakvapnutým na doštičku SpectRIM

TM

(vid’ obrázok 3.20) vid́ıme, že dochádza
k miernej zmene pomeru I2845/I2880, avšak systém zotrváva v gelovej fáze. K výraz-
neǰsej zmene pomerov dochádza v oblasti 1050–1150 cm−1. V oboch pŕıpadoch
je pŕıtomný pás na 1295 cm−1, ktorý pri predchádzajúcich meraniach s týmto
množstvom cholesterolu vymizol. Z absentujúcich pásov v oblasti 3200–3600 cm−1

v DCDR spektre je vidiet’, že kvapka úplne vyschla.

3.3.3 Ďaľsie lipidy

V pŕıpade DSPC a azolekt́ınu (koncentrácia 1 mg/ml) s pŕıspevkom 10% choleste-
rolu sa pri vysychańı na doštičke SpectRIM

TM

v oboch pŕıpadoch vytvoril syme-
trický homogénny krúžok, ako možno vidiet’ na obrázkoch 3.21 a 3.22. Ďalej sme
namerali mapu krúžku azolekt́ınu (obrázok 3.23a). Zadaný počet bodov bol 10×10
a ich vzdialenost’ 10 µm, avšak kvôli predčasnému ukončeniu merania má mapa
iba 9×10 bodov. Nenamerané body sú v obrázku zaznačené prázdnymi krúžkami.
Mapu sme spracovávali štandardným postupom ako v predchádzajúcich pŕıpadoch
a výstup je na obrázku 3.23b. Spektrálna mapa potvrdzuje vytvorenie okrajového

Obr. 3.21: Kvapka DSPC s 10% choles-
terolu

Obr. 3.22: Kvapka azolekt́ınu s 10%
cholesterolu

(a) Polohy bodov mapy (b) Spektrálna mapa

Obr. 3.23: Mapa kvapky azolekt́ınu s 10% cholesterolu
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krúžku, i ked’ s miernymi nerovnost’ami.
Prejavy v spektre DSPC boli rovnaké ako v pŕıpade DPPC. V oboch pŕıpadoch

sa zachovával pomer intenźıt pásov v oblasti 2800–3000 cm−1 a nedochádzalo
k žiadnym výrazným zmenám v ich spektrách, vid’ obrázok 3.24.

V pŕıpade azolekt́ınu sa pomery pásov tiež zachovávajú, ale v spektrách nie
sú pozorovatel’né zmeny, ktoré by boli dôsledkom pŕıtomnosti cholesterolu vid’

obrázok 3.25 (výsledky prevzaté z [5]). Azolekt́ın je pri izbovej teplote v tekuto-
kryštalickej fáze na rozdiel od DPPC a DSPC, ktoré sú v gelovej fáze a preto
sa pravdepodobne pŕıtomnost’ cholesterolu neprejav́ı zmenami na ret’azci lipidov
u azolekt́ınu.
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Obr. 3.24: Ramanove spektrá rôznych lipidov s 10% cholesterolu

Vlno et [cmč
-1

]
700 1050 1400 1750 2800 3200 3600

1
0
8
2

1
3
0
3

1
4
4
2 1
6
6
0

1
2
7
0

2
8
5
4

2
9
0
0

2
9
3
5

2
9
6
0

3
0
1
6

In
te

n
zi

ta
 R

am
an

o
v

h
o

 s
ig

n
lu

 [
re

l.
 j

.]
á

7
1
7 1

4
6
0

1
7
3
91
0
6
3

Obr. 3.25: Ramanove spektrá azolekt́ınu merané metódou DCDR (modré) a zo
suspenzie (červené) [5]
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Záver

Pomocou metódy DCDR sme skúmali prejavy cholesterolu v prevažne fosfolipi-
dových lipozómoch. V druhej časti tejto práce sme testovali rôzne hydrofóbne
povrchy, ktoré by boli vhodné na využitie pri merańı touto metódou.

Ukázalo sa, že pŕıtomnost’ cholesterolu v membránach nespôsobuje výraznú
zmenu štruktúry, akou by bola napŕıklad zmena fázy membrány. Tá sa zachová-
vala, hoci boli pozorované mierne zmeny pomerných intenźıt spektrálnych pásov
charakterizujúcich zmeny na uhl’ovod́ıkovom ret’azci lipidového chvost́ıku. Pre-
javy cholesterolu boli rovnaké v suspenzii ako aj v nanesenej kvapke po vysc-
hnut́ı. Vyššia koncentrácia cholesterolu však spôsobovala zmeny v tvorbe krúžkov.
V pŕıpade 20% pŕıspevku cholesterolu už nedochádzalo k presunu väčšiny mate-
riálu od centra ku okraju. Opakovane sme pozorovali, že dochádzalo k vytváraniu
malých lokálnych zhlukov lipidu a cholesterolu o vysokej koncentrácii, ktoré boli
rovnomerne rozmiestnené po povrchu vyschnutej kvapky.

Zo skúmaných povrchov sa ako vhodné na meranie metódou DCDR ukázalo
leštené skĺıčko fluoridu vápenatého a kremeňa. V oboch pŕıpadoch dochádzalo
k vytvoreniu symetrických homogénnych krúžkov, pričom sme nepozorovali žiadne
spektrálne pásy, ktoré by nepŕıslúchali použitému lipidu. Kremenné sklo však vy-
kazovalo ńızku hydrofóbnost’, čo malo za následok pŕılǐs široký krúžok s ńızkym
profilom. Ako najvhodneǰsie z hl’adiska intenzity signálu je skĺıčko CaF2.

Výsledky tejto práce bude možné využit’ pri d’aľsom štúdiu, ktoré by spoč́ıvalo
v pozorovańı interakcíı lipozómov s inými látkami ako napŕıklad porfyŕınmi, nu-
kleovými kyselinami alebo protéınmi.
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gonukleotid̊u - potenciálńıch chemoterapeutik. Praha: Univerzita Karlova.
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Zoznam použitých skratiek

DCDR Ramanova spektroskopia kvapkovo nanášaných povlakov
DPPC 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfochoĺın
DSPC 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfochoĺın
DOPC 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfochoĺın
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A. Chemické vzorce molekúl

Obr. A.1: Chemický vzorec (vl’avo) a geometrické usporiadanie (vpravo) molekuly
DPPC [9]

Obr. A.2: Chemický vzorec (vl’avo) a geometrické usporiadanie (vpravo) molekuly
DSPC [9]

Obr. A.3: Chemický vzorec (vl’avo) a geometrické usporiadanie (vpravo) molekuly
DOPC [9]

Obr. A.4: Chemický vzorec (vl’avo) a geometrické usporiadanie (vpravo) molekuly
cholesterolu [9]
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